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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befafit sich mit der ultraschnellen Solvatationsdynamik an
Grenzschichten ausgesuchter biologischer Modellsysteme.

Als ein Modell fiir biologische Membranen dient eine synthetische Phospholipid-
membran/Wasser-Grenzschicht in unilamellaren Vesikeln. Zur Bestimmung der
Solvatationsdynamik an solchen Grenzschichten wird der zeitabhéngige Fluores-
zenz Stokes-Shift der Farbstoffsonde Laurdan nach instantaner elektronischer An-
regung herangezogen. Dieser Farbstoff ist nicht-kovalent in der Membran veran-
kert und in der Region der Lipid-Kopfgruppen lokalisiert.

Mit der Methode des zeitkorrelierten Einzelphotonenzdhlens (TCSPC) wurden
die in dieser Membranumgebung stattfindenden strukturellen Relaxationen auf
einer Nanosekunden-Zeitskala charakterisiert, wobei insbesondere der in Lipid-
membranen auftretende Polymorphismus mit Hilfe temperaturabhéngiger Stu-
dien untersucht wurde. Dabei zeigte sich, dafl die Solvatation in heterogenen
Umgebungen im Vergleich zu reinen Fliissigkeiten signifikant verlangsamt ist.
Insbesondere der Hauptphaseniibergang, der mit einem Schmelzen der hydro-
phoben Kettenregion der Membranen einhergeht, hat dabei einen erheblichen
Einflu} auf die beobachteten Dynamiken. Durch einen Vergleich mit zeitaufge-
16sten Anisotropiemessungen konnte gezeigt werden, dafl die Solvatation auf einer
Nanosekunden-Zeitskala vorrangig durch diffusive Bewegungen des Chromophors
in der eingeschriankten Lipidmembranumgebung bestimmt ist.

Die TCSPC-Technik erlaubt aufgrund ihrer limitierten Zeitauflosung, nur die
langsameren Komponenten der Solvatationsdynamik an der Grenzschicht zu er-
fassen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher ein Fluoreszenzkonversionsexperi-
ment aufgebaut, welches Untersuchungen bis in den sub-Pikosekundenbereich
(~500fs) ermoglicht und erstmals zur Bestimmung der ultraschnellen Solvata-
tion in vesikuldren Umgebungen herangezogen wurde. Es zeigte sich, dafl auf die-
sen Zeitskalen ultraschnelle Komponenten eine Rolle spielen, die vermutlich der
Solvatation durch Wassermolekiile im Bereich der Lipidkopfgruppen zuzuordnen
sind. Dabei ist die Dynamik im Vergleich zu reinem Wasser jedoch um etwa einen
Faktor 3 verlangsamt. Es wurde weiterhin festgestellt, daf ein Grofiteil der Dyna-
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miken noch innerhalb der Zeitauflosung des Fluoreszenzkonversionsexperimentes
stattfindet und sich damit der Beobachtung durch die hier angewendeten Tech-
niken entzieht.

Als zweites Modellsystem werden in dieser Arbeit inverse Mizellen betrachtet,
welche sich hervorragend zum systematischen Studium eingeschrankter Wasser-
umgebungen eignen, da sich der Grad der Einschrinkung iiber die Grofle des in
diesen inversen Mizellen eingeschlossenen Wassernanotropfchens variieren 1af3t.
Die Solvatationsdynamik wurde dabei mittels eines selektiv im Wassereinschlufl
der inversen Mizellen gelosten Indocarbocyanin-Farbstoffes bestimmt.

Als experimentelle Technik kam in diesen Systemen erstmals die Photon-Echo-
Spektroskopie zum Einsatz, die die Bestimmung ultraschneller Zeitkomponenten
auf einer Femtosekunden-Zeitskala ermoglicht. Um die im Wassernanotrépfchen
auftretenden Dynamiken einordnen zu konnen, wurden komplementéire Unter-
suchungen desselben Chromophors in der reinen Wasserphase durchgefiihrt. Die
Solvatationsdynamik in reinem Wasser weist im Wesentlichen zwei charakteri-
stische Zeitskalen auf. Die Komponente um 1 ps ist iibergeddampften, kollektiven
Translationsmoden des reinen Wassers zuzuschreiben, wiahrend die Komponente
um 10 ps aus der Solvatation durch diffusive Reorientierungsdynamik der Wasser-
molekiile resultiert.

Das Einbringen des Chromophors in das Wassernanotropfchen inverser Mizel-
len verursacht keine ausgepriagte Verdnderung der Solvatationsdynamik, d. h. die
fiir reines Wasser charakteristischen strukturellen Relaxationsmoden bestimmen
auch weiterhin die Solvatation innerhalb des Wassereinschlusses inverser Mizellen.
Die Erhéhung des Einschrénkungsgrades durch eine Verringerung der Mizellen-
grofle zeigt dabei einen iiberraschend geringen Effekt auf die zugrundeliegen-
den Dynamiken der Solvatation. Dieses experimentelle Ergebnis steht jedoch im
Einklang mit Vorhersagen aus neueren molekulardynamischen Simulationen von
Faeder und Ladanyi.

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Studien lassen darauf schlieffen, dafl in
heterogenen, eingeschrinkten Umgebungen langsame strukturelle Relaxations-
mechanismen auf einer Nanosekunden-Zeitskala eine Rolle spielen, die in reinem
Wasser nicht beobachtet werden. An einem Modellsystem fiir biologische Memb-
ranen konnte gezeigt werden, dafl fiir diese Komponenten die eingeschrinkte Ei-
gendynamik des Chromophors verantwortlich ist. Dariiberhinaus wird die Sol-
vatation durch ultraschnelle Zeitkomponenten auf einer Pikosekunden-Zeitskala
dominiert, welche aus der Dynamik des Wassers resultiert. Wahrend diese im Falle
der inversen Mizellen fiir das reine Losungsmittel charakteristisch sind, erscheinen
sie in Lipidumgebungen deutlich verlangsamt, was auf eine stark eingeschrankte
Wasserumgebung in der Membran schlieflen 148t.



Kapitel 1

Einleitung

Chemische Reaktionen in kondensierter Phase sind aufgrund ihrer unbestreit-
baren Relevanz in Natur und Technik von besonderem Interesse. Da eine grofit-
mogliche Kontrolle iiber chemische Reaktionen eines der grundlegenden Ziele
der Naturwissenschaften darstellt, ist es unabdingbar, die in Fliissigkeiten ab-
laufenden Prozesse im Detail zu verstehen. Weil sich die relevanten Zeitskalen
der Dynamik in fliissiger Phase allerdings bis hin zu wenigen Femtosekunden
erstrecken, waren es zunéchst experimentelle Beschrankungen, die das eingehen-
de Studium der dort stattfindenden Vorgénge limitierten. Mit der Entwicklung
ultraschneller, gepulster Laser war aber schliellich die Moglichkeit gegeben, auch
die schnellsten Elementarprozesse in Fliissigkeiten zu untersuchen. Seitdem hat
das Studium der Dynamik chemischer Prozesse eine wissenschaftliche Revolution
erfahren, was nicht zuletzt mit der Vergabe des Nobelpreises 1999 auf dem Gebiet
der Femtosekundenspektroskopie zum Ausdruck kommt [1]. Heutzutage existiert
durch den rasanten experimentellen Fortschritt in Verbindung mit einer Vielzahl
theoretischer Modellvorstellungen ein weitreichendes Versténdnis der in reinen
Fliissigkeiten stattfindenden Vorgénge [2,3].

Der Wissensstand beziiglich der ultraschnellen Dynamiken &ndert sich jedoch
dramatisch beim Ubergang von reinen Fliissigkeiten auf heterogene bzw. mikro-
heterogene Systeme, wie sie insbesondere in der Biologie angetroffen werden. Als
Beispiel seien hier die in biologischen Organismen vorliegenden Membranen oder
auch die als Enzyme fungierenden Proteine genannt. Aber auch in der klassischen
Chemie sind solche Systeme von Interesse, beispielsweise in der heterogenen Ka-
talyse. Wie unterschiedlich die genannten Strukturen auch sein mogen, an den
Grenzschichten solcher Systeme wird stets eine Verdnderung der unmittelbaren
Losungsmittelumgebung beobachtet. Viele biochemische Prozesse in der Natur
finden in solch eingeschrankten wafirigen Umgebungen statt, wodurch sich im
Gegensatz zur reinen Wasserphase stark unterschiedliche physikochemische Be-
dingungen z. B. beziiglich Polaritit, Viskositdt oder pH-Wert ergeben. Es wird
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vermutet, dafl bestimmte Prozesse in der Natur iiberhaupt erst durch solche Mo-
difikationen der Umgebung ablaufen kénnen. Beispielsweise wird an Grenzschich-
ten zwischen Wasser und Lipidmembranen das starre Wasserstoftbriickennetzwerk
des reinen Wassers signifikant gestort, was den Transport von Ionen und Mole-
kiilen durch die Membran {iber sogenannte Ionenkanéle vermutlich erst méglich
macht. Das Wasser in diesen eingeschrinkten Systemen weist infolgedessen eine
stark modifizierte Dynamik im Vergleich zur reinen Wasserphase auf.

Dabei steht das Studium der ultraschnellen Dynamiken in heterogenen Systemen
im Gegensatz zu den reinen Fliissigkeiten erst am Anfang. Trotz der offensicht-
lichen Relevanz dieser Umgebungen bietet sich hier ein bislang nur wenig betrete-
nes Forschungsfeld, das einen interessanten Einblick in die ablaufenden Prozesse
auf molekularer Ebene ermoglicht. Ziel der vorliegenden Dissertation ist es da-
her, wifirige Grenzschichten an ausgewéhlten biologischen Modellsystemen auf
ihre ultraschnelle Solvatationsdynamik hin zu untersuchen, um grundlegende Er-
kenntnisse iiber diese elementaren Vorgénge in der Natur zu gewinnen.

Wahl der Methoden und Modellsysteme

Membranen stellen aufgrund ihrer biologischen Relevanz eines der wichtigsten
Strukturelemente in der Biologie dar. Sie dienen nicht nur als Abgrenzung von
Zellen und Zellorganellen, sondern stellen dariiberhinaus auch eine Matrix fiir eine
Vielzahl von Proteinen dar, die entscheidend fiir das Funktionieren biologischer
Systeme verantwortlich sind [4,5,6].

Als einfaches Modellsystem fiir biologische Membranen werden daher in der
vorliegenden Arbeit synthetische Lipidmembran/Wasser-Grenzschichten in uni-
lamellaren Vesikeln gewéhlt. Die Vesikel bestehen aus definierten Doppelschichten
eines Phosphatidylphosphocholins (DMPC) und eignen sich hervorragend zum
systematischen Studium der Solvatationsdynamik an biologischen Grenzschich-
ten. Die Membran wird mit dem Fluoreszenzfarbstoff Laurdan markiert, der auf-
grund seiner langen aliphatischen Kette nicht-kovalent in der Membran veran-
kert und dessen Chromophor selektiv an der Grenzschicht lokalisiert ist. Solche
Fluoreszenzmarker eignen sich daher als Sonde fiir die Strukturrelaxations- bzw.
Solvatationsdynamik an biologischen Grenzschichten. Zur Untersuchung der zu-
grundeliegenden Dynamiken wird vorrangig der zeitabhéngige Stokes-Shift der
durch einen ultrakurzen Laserpuls initiierten Fluoreszenz herangezogen. Deswei-
teren werden die Anisotropieeigenschaften an der Grenzschicht eingehend unter-
sucht. Dazu werden eine Reihe von frequenzaufgelosten (stationdre Absorptions-
und Emissionsspektroskopie) und zeitaufgelosten fluoreszenzspektroskopischen
Methoden (Zeitkorreliertes Einzelphotonenzidhlen und Fluoreszenzkonversions-
spektroskopie) durchgefiihrt. Mit Hilfe dieser Techniken ist es moglich, die Dyna-
mik der Solvatation iiber ein extrem weites Zeitfenster vom Nanosekundenbereich
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bis in den sub-Pikosekundenbereich zu charakterisieren. Dariiberhinaus werden
temperaturabhéngige Studien der Dynamiken an der Lipidmembran/Wasser-
Grenzschicht durchgefithrt, wobei deutliche Verdnderungen der Solvatations-
dynamik beim Ubergang zwischen verschiedenen thermodynamischen Phasen der
Membran (Polymorphismus) beobachtet werden.

Als ein zweites Modellsystem zum Studium ultraschneller Prozesse in einge-
schrankten Umgebungen werden sogenannte inverse Mizellen gewihlt [7,8]. Es
handelt sich dabei um Wassernanotrépfchen, die in einer organischen Phase mit
Hilfe von Detergentien emulgiert sind. Das eingeschlossene Wasser der inversen
Mizellen unterscheidet sich erheblich von reinem Wasser und eignet sich als ide-
ales Modellsystem eingeschriankter Wasserumgebungen, da sich der Grad der Ein-
schrankung einfach iiber die Grofle des untersuchten Wassereinschlusses variieren
1aBt. Solche Strukturen werden in der Natur beispielsweise bei der Fusion von
Membranen angetroffen, sie haben aber auch auflerordentliche Bedeutung in der
chemischen Katalyse oder der Synthese neuartiger Materialien. Das Innere in-
verser Mizellen wird daher auch als ,,Mikroreaktor® bezeichnet. Dariiberhinaus
werden sie als vielversprechende ,, Transportsysteme” von Pharmazeutika gehan-
delt. Die praktischen Einsatzmoglichkeiten sind extrem vielfiltig [7,8,9].

In der vorliegenden Arbeit wird repréisentativ das terndre System Isooktan/
AOT /Wasser untersucht. Als Sonde fiir die ultraschnelle Solvatation kommt der
Farbstoff HIDCI zum Einsatz, der sich selektiv in der Wasserphase der inversen
Mizellen 16st. Um den Einflufl des Einschréinkungsgrades besser zu verstehen, wer-
den unterschiedlich grofile Wassereinschliisse betrachtet. Die Solvatationsdynamik
in den Wassernanotropfchen inverser Mizellen wird hier erstmals mit Methoden
der Photon-Echo-Spektroskopie untersucht. Das durchgefiihrte 3-Puls Photon-
Echo Peakshift Experiment erlaubt es, auch die ultraschnellen Zeitkomponenten
der Wasserdynamik aufzulosen. Um die beobachteten Prozesse in den inversen
Mizellen einordnen zu konnen, werden zum Vergleich analoge Messungen an rei-
nem Wasser durchgefiihrt. Ergénzend zu den Untersuchungen zur Solvatations-
dynamik werden Transient-Grating-Messungen durchgefithrt, um die Schwin-
gungsstruktur des Chromophors innerhalb des Wassernanotropfchens zu studie-
ren.
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Gliederung

Die vorliegende Arbeit gliedert sich wie folgt:

e In Kapitel 2 sollen die grundlegenden Prinzipien zur dynamischen Solvata-
tion in Fliissigkeiten vorgestellt werden. Dabei wird insbesondere auf Me-
thoden zur Bestimmung der Dynamiken auf ultrakurzen Zeitskalen einge-
gangen. Es handelt sich dabei um den zeitabhéngigen Fluoreszenz Stokes-
Shift (TDFSS) und den 3-Puls Photon-Echo Peakshift (3PEPS).

e Kapitel 3 befafit sich mit den in dieser Arbeit untersuchten biologischen
Modellsystemen, d. h. insbesondere den inversen Mizellen und den Lipid-
Vesikeln. Dabei wird einerseits auf deren Struktur und andererseits auf frii-
here Untersuchungen zur Solvatationsdynamik an solchen Systemen einge-
gangen.

e Die experimentellen Techniken zur Durchfithrung der Untersuchungen zur
Solvatationsdynamik an biologischen Grenzschichten werden in Kapitel 4
eingehend beschrieben. Die Schwerpunkte liegen dabei auf dem zeitkorre-
lierten Einzelphotonenzihlexperiment, dem neu aufgebauten Fluoreszenz-
konversionsexperiment und dem Photon-Echo-Experiment.

e Kapitel 5 widmet sich den Untersuchungen an Lipid-Vesikeln mit Beto-
nung auf der Solvatation an Lipidmembran/Wasser-Grenzschichten. Dabei
kamen verschiedene Methoden zur Bestimmung des zeitabhéngigen Stokes-
Shifts zur Anwendung. Die experimentellen Ergebnisse und deren Auswer-
tung werden ausfiihrlich prisentiert, woran sich eine eingehende Diskussion
der erhaltenen Erkenntnisse anschlief3t.

e Dem Modellsystem der inversen Mizellen wendet sich schliellich Kapitel 6
zu. Die ultraschnelle Solvatationsdynamik in den Wassernanotropfchen der
inversen Mizellen im Vergleich zur Dynamik in reinem Wasser wurde hier
mit Hilfe des Photon-Echo-Experimentes untersucht. Wieder werden die
Ergebnisse sowie deren Auswertung dargestellt, woran sich eine ausfiihrliche
Diskussion anschliefit.

e Das abschlieBende Kapitel 7 gibt einen kurzen Ausblick auf zukiinftige Stu-
dien zur Solvatationsdynamik an biologischen Grenzschichten.



Kapitel 2

Solvatationsdynamik

In diesem Kapitel werden die grundlegenden Prinzipien zur dynamischen Solva-
tation in Fliissigkeiten (Kapitel 2.1) und Methoden zu deren Bestimmung vor-
gestellt. Auf den bei der Solvatation auftretenden dynamischen Stokes-Shift und
der damit verbundenen Solvatationskorrelationsfunktion S(t) wird in Kapitel 2.2
eingegangen. S(t) stellt die zentrale Grofle der Solvatationsdynamik im ange-
regten Zustand dar und wird in zeitaufgelosten Fluoreszenzmeffmethoden wie
dem zeitkorrelierten Einzelphotonenzéhlen und der Fluoreszenzaufkonvertierung
bestimmt.

Ein anderer Ansatz zum Studium der Solvatation ergibt sich aus der Beobach-
tung der Korrelationsfunktion M (t) der Gleichgewichtsfluktuationen der elekt-
ronischen Energieliicke, welche die zugrundeliegenden Dynamiken iiber Linien-
verbreiterungsmechanismen im betrachteten System liefert. Das 3-Puls Photon-
Echo Peakshift Experiment (3PEPS) stellt die entsprechende MeBtechnik dar und
wird in Kapitel 2.3 eingehend beschrieben.

Beide in diesem Kapitel beschriebenen Techniken wurden in der vorliegenden
Arbeit zur Bestimmung der Solvatationsdynamik an ausgesuchten biologischen
Grenzschichten genutzt.

2.1 Prinzip der Solvatation

Chemische Reaktionen zeichnen sich durch das Brechen und Bilden von chemisch-
en Bindungen aus, was mit einer Verdnderung der elektronischen Strukturen der
reagierenden Spezies wiahrend der Reaktion einhergeht. Gegeniiber Reaktionen
in der Gasphase hat in kondensierter Phase das Losungsmittel einen erheblichen
Einflufl auf die verdnderten elektronischen Strukturen im Verlauf der Reaktion.
Um ein vollstdndiges Versténdnis chemischer Reaktionen zu erhalten, ist es daher
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unumgéanglich, den Einflufl des Losungsmittels im Detail zu verstehen. Das Studi-
um des Losungsmittelbeitrags gestaltet sich in der Praxis allerdings als schwierig,
da sich Beitrége der eigentlichen Reaktion und der reinen Solvatation durch das
Losungsmittel iiberlagern. Daher werden nicht-reaktive Spezies zum Studium der
Solvatation herangezogen, wobei vorausgesetzt werden muf, daf8 die Anderung
des Systems durch die eingebrachte Substanz klein bleibt und die zugrundelie-
gende Dynamik nur unwesentlich beeinfluit wird. Ublicherweise werden dazu or-
ganische Farbstoffmolekiile als sogenannte Farbstoffsonden verwendet.

Molekiile in fliissiger Phase befinden sich in stdndiger Bewegung und wei-
sen eine charakteristische zeitliche und rdumliche Dynamik auf. In Abwesen-
heit duflerer Storungen befindet sich ein geloster Farbstoff daher in einem de-
finierten dynamischen Gleichgewichtszustand mit dem Losungsmittel, welcher
durch die Losungsmittel-Losungsmittel-Wechselwirkungen und zusétzlich durch
die Losungsmittel-Farbstoff-Wechselwirkungen bestimmt ist. Die Dynamik der
Fliissigkeit in diesem Gleichgewichtszustand ist von grundlegendem Interesse und
kann mittels der 3-Puls Photon-Echo Peakshift Spektroskopie bestimmt werden
(siche dazu Kapitel 2.3).

Das Studium der Solvatationsdynamik ist weiterhin iiber den angeregten Zustand
des eingebrachten Farbstoffes moglich. Im Gegensatz zur Gleichgewichtsdynamik
des Losungsmittels im Grundzustand, beschreibt die Solvatation im angeregten
Zustand die zeitabhéngige Relaxation der Losungsmittelmolekiile aufgrund einer
instantanen Anderung des elektronischen Zustandes und ist daher auch in einen
Zusammenhang mit den sich éndernden elektronischen Strukturen bei einer che-
mischen Reaktion zu bringen. Durch die instantane Anregung der Farbstoffsonde
befinden sich die Losungsmittelmolekiile, welche zuvor im Gleichgewicht mit der
gelosten Spezies im Grundzustand vorlagen, in einem Nichtgleichgewichtszustand.
Infolgedessen verdndern sie daher ihre Position und/oder Orientierungen, um in
ein erneutes Gleichgewicht mit dem neu erzeugten Zustand zu gelangen.

Die Anderung der elektronischen Dichteverteilung im angeregten Zustand in po-
laren Fliissigkeiten wird in der Mehrzahl der bisher veroffentlichten Arbeiten
zur Solvatationsdynamik als das Schalten eines Dipolmomentes des verwendeten
Farbstoffes bei elektronischer Anregung verstanden. Im Grundzustand besitzt der
Farbstoff nur ein geringes bzw. kein Dipolmoment und befindet sich im Gleich-
gewicht mit seiner Umgebung. Bei elektronischer Anregung wird dieses in seiner
GroBe bzw. seiner Ausrichtung verdndert, wodurch es zu einer entsprechenden
Stabilisierung des verédnderten Dipols durch das Losungsmittel kommt (siche Ab-
bildung 2.1). Diese Art der Solvatation wird als polare bzw. dipolare Solvatation
bezeichnet und ist sowohl experimentell als auch theoretisch eingehend untersucht
worden [3,10,11,12,13]. Dariiberhinaus gibt es aber auch noch weitere Modell-
vorstellungen, welche z. B. die Solvatation in unpolaren Medien beschreiben. Als
Beispiel sei hier das viskoelastische Modell von Mark Berg angefiihrt, welches
die Dynamik der Solvatation mit mechanischen Eigenschaften des Systems be-
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Abbildung 2.1: Erzeugung und Solvatation eines Dipoles in einem dipolaren Lo-
sungsmittel in schematischer Darstellung.

schreibt [14,15,16]. Eine elektronische Anregung fiihrt neben einer eventuellen
Anderung des Dipolmomentes auch zu einer Anderung der Form und/oder Grée
des Farbstoffmolekiils. Der auf diese Weise erzeugte Nichtgleichgewichtszustand
gibt wiederum Anlafl zur Reorganisation der Losungsmittelmolekiile. Wahrend
dieser Effekt in polaren Fliissigkeiten meist vernachlassigbar ist, kann er in un-
polaren Fliissigkeiten bestimmend sein. Einen umfassenden Uberblick iiber die
Mechanismen und Theorien der Solvatation in polaren und unpolaren Umgebun-
gen geben Bagchi und Biswas [3].

Beim Studium der Solvatationsdynamik sind eine Vielzahl unterschiedlicher
Fragestellungen von Interesse. Insbesondere stellt sich die Frage, auf welchen
Zeitskalen die Solvatation stattfindet und wie ihr zeitlicher Verlauf beschrieben
werden kann. Weiterhin gilt es, die molekularen Mechanismen zu ergriinden, die
dem beobachteten Solvatationsverlauf zugrunde liegen und den Einflufl duflerer
Parameter zu bestimmen.

Zur Klarung dieser Fragestellung sind eine Vielzahl unterschiedlichster Modelle
propagiert worden. Die einfachsten Ansétze behandeln das Losungsmittel als rei-
nes Dielektrikum, das durch die makroskopische Grofie der Dielektrizitidtskonstan-
ten beschrieben wird. Molekulare Eigenschaften des Losungsmittels werden bei
diesen Beschreibungen aufler Acht gelassen. Eine Behandlung dieser Theorien bie-
tet beispielsweise Frohlich [17]. Diese einfachen Kontinuumsmodelle sind jedoch
nicht in der Lage die komplizierten Vorgéinge der Solvatation in komplexeren Sy-
stemen, wie z. B. Wasser, ausreichend zu beschreiben. In solchen Féllen mufl auf
die molekularen Eigenheiten der Losungsmittelmolekiile eingegangen werden. So
werden fiir die moglichen Freiheitsgrade der an der Solvatation beteiligten Mole-
kiile beispielsweise Rotationen, Librationen und Translationen herangezogen. Im
mechanistischen Bild der Brown’schen Oszillatoren wird eine Fliissigkeit als ein
System stark gekoppelter gedampfter harmonischer Oszillatoren beschrieben, die
durch ihren Ort und ihre Auslenkung charakterisiert sind. Dieses Modell hat sich
bei der Beschreibung komplizierter Systeme als duflerst aussagekriftig erwiesen
und wird von Mukamel ausfiihrlich behandelt [18].
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2.2 Zeitabhingiger Fluoreszenz Stokes-Shift

Die am weitesten angewandte und am leichtesten interpretierbare Technik zur Un-
tersuchung der Solvatationsdynamik ist die Messung des zeitabhingigen Fluores-
zenz Stokes-Shifts (TDFSS, Time-Dependent Fluorescence Stokes-Shift). Die
TDFSS-Technik mifit eine zeitabhéngige Verschiebung des Emissionsspektrums,
die durch die Relaxation des Systems nach elektronischer Anregung hervorgerufen
wird [2,19,20,21,22,23,24,25, 26].

Die zeitliche Entwicklung nach elektronischer Anregung eines Ensembles von
Chromophoren 148t sich vereinfacht in einem Zwei-Niveau-System beschreiben.
In Losung mufl zusétzlich zum systemeigenen Hamilton-Operator dieses Ensem-
bles die Kopplung an das Losungsmittelbad beriicksichtigt werden. Diesem Um-
stand wird Rechnung getragen, indem die System-Bad-Wechselwirkungsenergien
des Zwei-Niveau-Systems mit elektronischen Grundzustand |g) und angeregtem
Zustand |e) in Abhéngigkeit einer verallgemeinerten Losungsmittelkoordinate g
dargestellt werden (siche Abbildung 2.2 links). Dabei umfait die verallgemei-
nerte Koordinate ¢ sédmtliche molekularen Freiheitsgrade des Bades, die an die
Ubergangsdipolmomente der betrachteten Chromophore koppeln. Vor elektro-

A A
le> Relaxation
Relaxation >
t=0 t= o0
. N
> ©
3] =
(2]
5 | :
q) -
? hv | Fluoreszenz lg> <
) l
t=oc0
t=0
> >
Solvatationskoordinate gq Wellenlange A

Abbildung 2.2: Prinzip der Beobachtung der Solvatationsdynamik iiber den
dynamischen Stokes-Shift. Links: Anregung einer Population vom Grundzu-
stand in den angeregten Zustand fiihrt zur Solvatation auf den System-Bad-
Wechselwirkungspotentialen im angeregten Zustand, was direkt iiber die zeit-
abhangige Energieinderung der Fluoreszenzspektren beobachtet werden kann;
Rechts: Zeitabhéngige Fluoreszenzspektren, die die Rotverschiebung der Emissi-
on bis zur vollstdndigen Relaxation des Systems bei t = oo demonstrieren.
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nischer Anregung befindet sich das Ensemble im thermischen Gleichgewicht mit
seiner Umgebung, was als GauBverteilung auf der Parabel der freien System-
Bad-Wechselwirkungsenergie im Grundzustand |g) dargestellt ist (siehe Abbil-
dung 2.2 links). Durch Anregung mit einem ultrakurzen Laserpuls der Energie
hv wird geméafl der Born-Oppenheimer-Ndherung derjenige Teil dieser Verteilung,
dessen Energien in Resonanz mit dem Spektrum des Laserpulses stehen, in den
angeregten Zustand |e) {iberfiihrt. Die neu erzeugte Verteilung wird durch eine
GauBfunktion auf der Kurve der freien Energie im angeregten Zustand dargestellt
(sieche Abbildung 2.2 links). Sie reprisentiert einen Nichtgleichgewichtszustand
im angeregten Zustand aufgrund der relativen Verschiebung der System-Bad-
Wechselwirkungspotentiale zueinander. Unter der Voraussetzung, dal das System
wéhrend der elektronischen Anregung, d.h. im Zeitbereich der Pulsdauer, nicht
relaxiert, wird das Emissionsspektrum der angeregten Spezies zu diesem Zeit-
punkt identisch zum Spektrum des Anregungspulses sein und liegt bei AE(t = 0),
der Energieliicke zwischen Grund- und angeregtem Zustand zum Zeitpunkt Null.
Die nun stattfindende Reorganisierung des Losungsmittels um das angeregte Sy-
stem fiihrt zu einer Stabilisierung im angeregten Zustand, was mit einer Verschie-
bung und Verbreiterung der Verteilung einhergeht. Nach vollstdndiger Relaxati-
on (AE(t = o0)) entspricht das Emissionsspektrum schlieBllich dem stationédren
Spektrum. Es kann lediglich eine weitere Abnahme der Fluoreszenzintensitit auf-
grund der endlichen Lebensdauer des angeregten Zustandes beobachtet werden.
In stark gehinderten Systemen, wie sie Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind,
kann die Zeit zur vollstéandigen Solvatation des untersuchten Systems jedoch auch
langer als die Fluoreszenzlebensdauer des angeregten Zustandes sein.

Die Verschiebung der Emissionsspektren im Laufe der Solvatation zu geringeren
Energien, wie in Abbildung 2.2 rechts dargestellt, wird als dynamischer Stokes-
Shift bezeichnet und betrégt AE(t) — AE(t = o0). Die Solvatationskorrelations-
funktion S(t), auch Stokes-Shift Funktion genannt, entspricht dem dynamischen
Stokes-Shift bezogen auf den gesamten, d.h. stationédren Stokes-Shift. Sie be-
schreibt die Dynamik der Solvatation im angeregten Zustand:

5t = _AB(0) — AB(t = 00)

= AE(t=0)— AE(t = o0) (2.1)

wobei AFE(t) die Lage des Spektrums in einer zur Energie proportionalen Einheit,
meist in ecm ™!, bezeichnet. Als Lage des Spektrums eignet sich die Position des
Emissionsmaximums. Bei Emissionsspektren, die wahrend der Solvatation aller-
dings eine starke Anderung ihrer Bandenform zeigen, hat es sich als giinstiger
erwiesen als Kriterium der spektralen Position die ersten Momente, d. h. deren
Schwerpunkte, heranzuziehen.

Die Solvatationsdynamik von Wasser an der Lipidmembran/Wasser-Grenzschicht
in unilamellaren Vesikeln wurde in dieser Arbeit iiber die Technik des dynami-
schen Stokes-Shifts bestimmt. Fiir die Langzeitdynamik wurde das zeitkorrelierte
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Photonenzéhlen angewendet (siehe Kapitel 4.2), wihrend fiir die schnelleren Dy-
namiken das Fluoreszenzkonversionsexperiment herangezogen wurde (siehe Ka-
pitel 4.4). Die verwendeten Farbstoffsonden sollten fiir diese Techniken sowohl
eine starke Fluoreszenz als auch einen mdoglichst groflen Stokes-Shift aufweisen.
Hier wurde der Farbstoff Laurdan verwendet, der sich zudem durch eine definier-
te Lokalisierung an der Grenzschicht gegeniiber anderen Farbstoffen auszeichnet
(siehe Kapitel 3.5.1).

2.3 Photon-Echo-Spektroskopie

Ein ganz anderer Ansatz zur Untersuchung der Solvatationsdynamik ergibt sich
durch das Studium der Gleichgewichtsfluktuationen, welche beispielsweise auch
zur Verbreiterung des linearen Absorptionsspektrums fithren. Im Grenzfall einer
kleinen Stérung der Ladungsdichteverteilung beim Ubergang |e) — |g) sind dy-
namischer Stokes-Shift und die Verbreiterung des linearen Absorptionsspektrums
nicht unabhéngig voneinander. Die lineare Antworttheorie geht davon aus, dafl
die Zeitskala, auf der die thermischen Fluktuationen im Gleichgewicht statt-
finden, ebenso die Zeitskala definiert, mit der das Nichtgleichgewichtssystem im
angeregten Zustand relaxiert. Das bedeutet, daf§ die Formen der System-Bad-
Wechselwirkungspotentiale im Grund- und angeregtem Zustand identisch sind
und sich lediglich in der Gleichgewichtskernlage der Solvatationskoordinate ¢ un-
terscheiden [27].

Die zur Verbreiterung fithrenden Gleichgewichtsfluktuationen dweg(t) der elektro-

nischen Energieliicke weg(t), werden durch die System-Bad-Korrelationsfunktion

M (t) beschrieben:

(Oweg (t)dweg (0))
(0wi)

Bei Giiltigkeit der linearen Antworttheorie sind M (¢) und S(t) proportional zuei-
nander und erlauben damit einen grundsétzlich anderen Ansatz zum Studium der
dynamischen Solvatation. Diese Proportionalitidt wurde von Mukamel im Modell
der Brown’schen Oszillatoren anschaulich gezeigt [18]. Bei genauer Kenntnis von
M (t) konnen prinzipiell alle linearen und nichtlinearen spektroskopischen Obser-
vablen vorhergesagt werden.

M(t) =

(2.2)

Eine erste Abschétzung von M (t) kann durch das konventionelle, d. h. zeitinteg-
rierte 3-Puls Photon-Echo Peakshift Experiment (3PEPS) erhalten werden. Es
wurde gezeigt, dafl der beobachtete Echo-Peakshift direkt mit dem Verhéltnis
zwischen homogener und inhomogener Linienverbreiterung im System in Bezie-
hung gesetzt werden kann [23,28,29,30,31,32,33,34]. Fiir sehr frithe Zeiten ist die
direkte Beziehung zwischen beobachtetem Peakshift und Solvatationsdynamik al-
lerdings nicht mehr gegeben. Hier miissen weiterreichende Techniken, wie z. B. das
zeitaufgeloste 3-Puls Photon-Echo Experiment, herangezogen werden [28,29,35].
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Im folgenden wird zunéchst eine kurze Einfiithrung in die Vierwellenmischtech-
niken (AWM, Four-Wave-Mizing) gegeben, zu denen das Photon-Echo-
Experiment zdhlt. Anschlieend wird das zeitintegrierte 3-Puls Photon-Echo
Peakshift Experiment (3PEPS) eingehend behandelt. Dabei folgt die Beschrei-
bung weitestgehend der Beschreibung von de Boeij etal. [29,36]. Ebenso wird
kurz auf das ebenfalls in der vorliegenden Arbeit angewendete Transient-Grating-
Experiment (TG) eingegangen.

2.3.1 Vier-Wellen-Mischprozesse

Die storungstheoretische Beschreibung von Vier-Wellen-Mischprozessen (4WM)
ist in der Literatur ausfiihrlich beschrieben [18,37]. Die Pulssequenz des stimu-
lierten Photon-Echos ist in Abbildung 2.3 dargestellt. Der erste Puls ko erzeugt
eine Kohérenz zwischen Grund- und angeregtem Zustand des verwendeten Chro-
mophors. Der zweite Puls ];:2 beendet diese Kohédrenzperiode t15 und startet die
sogenannte Populationsperiode to3 (im Grund- oder angeregten Zustand), in wel-
cher spektrale Diffusion stattfindet. Der letzte Puls Eg beendet auch diese Periode
und startet eine zweite Koharenzperiode. Daraufhin wird eine Polarisation dritter
Ordnung, d.h. das Echo-Signal in die Raumrichtung entsprechend der Phasen-
anpassung ko + k3 — gemifl der Impulserhaltung abgestrahlt [38]. Die zur
storungstheoretischen Beschreibung des Photon-Echos notwendigen doppelseiti-
gen Feynman-Diagramme sind in Abbildung 2.4 dargestellt. Eine umfassende Be-
handlung der Theorie mit Hilfe von Liouville-Pfaden und Feynman-Diagrammen
bietet Mukamel [18].

t12 t23
+“—> < >
P(3)
5 E2 E3
>
K, k, K, Zeit / w. E.

Abbildung 2.3: Pulssequenz fiir das zeitintegrierte 3-Puls Photon-Echo Peakshift
Experiment mit relevanten Verzogerungszeiten ti, und to3 zwischen den einge-
strahlten Feldern E, — E3 mit den Wellenvektoren k;l k;g
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Abbildung 2.4: Feynman- D1agramme tiir die storungstheoretische Beschreibung

der Polarisation dritter Ordnung P®)

in Richtung kg + /{:2 — k1 in einem Zwei-

niveausystem mit Grundzustand |g) und angeregtem Zustand |e). Die Diagramme
IT und III beschreiben das reale Echo, wahrend I und IV das sogenannte virtuelle
Echo beschreiben.

In einem Zweiniveausystem gilt in RWA- Naherung (RWA, Rotating-Wave Ap-
proximation) fiir die in die Richtung ks + ks — ki abgestrahlte nichtlineare Polari-
sation dritter Ordnung;:

PO (t,t19, ta3) o

(2.3)

SN\ 3 00 00 o)
7 t23
— - = dt dt dt
(h) P ( T ) /0 ’ /0 ? \/0 '
{ [Rir(ts, ta, t1) + Rypr(ts, ta, t1)] X Es(t — t3) Ea(t + tag — t3 — t2)

w)(ts —t1)]+

[Ri(ts, ta, t1) + Ryv(ts, ta, t1)] X E3(t — t3)Ea(t + tog — t3 — 1o — t1)

E(t +tio +tag — t3 — to — t1) exp [ i(weg —

Er (t + t1g +to3 — t3 — t2) €xXp [ (weg )(t3 + tl)}} +

.\ 3 00 00 00
? 23
- - = dt dt dt
(h> exp( Tl)/o 3/0 2/0 '
{ [Ri1(ts, ta,t1) + Rypr(ts, ta, t1)] X E3(t + tog — t3 — to) Ea(t — t3)

w)(tg — tl):| +

[Ri(ts t2,t1) + Ryv(ts, to,t1)] X Es(t 4 tas — t3 — to — t1) Ea(t — t3)

E(t+tiy + tag — ts —to — t1) exp [ — i(weg —

EY(t+ tiz + tog — t3 — t2) exp [ — i(weg — w)(t3 + t1)] }
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Darin entspricht we, der Frequenz des 0-0-Ubergangs der elektronischen Energie-
liicke, welche aus dem ersten Moment des linearen Absorptionsspektrums be-
stimmt werden kann. w beschreibt die Frequenz der eingestrahlten Felder £, — E3
mit den Wellenvektoren ki — Eg und ¢ die Zeit nach Einstrahlung des dritten
Pulses. T7 bezeichnet die Relaxationszeit der erzeugten Population. Die nicht-
linearen Antwortfunktionen dritter Ordnung R; — Ry werden durch sogenannte
Kumulanten-Entwicklung erhalten:

Ry(ts, ta,t1) = exp {—g*(tg) —g(th) — g (t2)+ (2.4a)

g*(tg + tg) + g(t1 + tg) — g(tl -+ t2 + t3)j| ,

R[I(tg,tg,tl) = exXp |:—g*(t3> — g*(t1> + g(tg)— (24b)

g(ta +t3) — g*(t1 + t2) + g"(t1 + t2 + 753)} ;

Riri(ts, ta, t1) = exp [‘9@3) — g (t1) + g*(t2)— (2.4¢c)

g*(tg + tg) — g*(tl + tg) + g*(tl -+ tg + tg):| s

Riv(ts, ta, t1) = exp [—Q(t?)) —g(t1) — g(t2)+ (2.4d)

Gt 4 15) + gt + 1) — glts + s + t3>] .

Dabei beschreiben die Antwortfunktionen R;; und R;;; das konventionelle
Photon-Echo in einem inhomogen verbreiterten System [39]. Die beiden ande-
ren Antwortfunktionen R; und Ry beschreiben das sogenannte virtuelle Echo,
welches unabhéngig von den zugrundeliegenden Verbreiterungsmechanismen stets
bei ¢t = 0 maximal ist [40].

In der Beschreibung der Vierwellen-Mischprozesse spielt die sogenannte Linien-
verbreiterungsfunktion g(¢) eine zentrale Rolle und ist mit den Hilfskorrelations-
funktionen M'(t) und M"(t) wie folgt verkntipft [18]:

g(t) = A2 /0 L /0 " M(73) — i /0 el — M ()], (2.5)
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Die Hilfskorrelationsfunktionen A’(t) bzw. M”(t) und die beiden statischen
Kopplungsstiarkeparameter A bzw. A lassen sich mit der spektralen Dichte C'(w)
in Beziehung setzen:

N Y A fuww
M'(t) = P/o dw C'(w) coth <2kBT) cos wt, (2.6a)
w1 [T CWw)
M"(t) = )\/0 dw - cos wt, (2.6b)
e fuw
2 _
A —/0 dw C'(w) coth (2k3T>’ (2.6¢)
A :/ dw%. (2.6d)
0 w

Darin ist kg die Boltzmannkonstante und 7" die Temperatur. Die Gleichungen 2.6
zeigen, dafl die spektrale Dichte C(w) die zentrale Grofie bei der Beschreibung
des Vierwellenmischens im Formalismus der Kumulanten-Entwicklung ist. Bei
Kenntnis von C(w) konnen alle anderen Grofien direkt berechnet werden. Die
Solvatationskorrelationsfunktion S(t), wie sie beispielsweise im zeitabhingigen
Stokes-Shift Experiment gemessen wird, steht in direkter Beziehung zu M"(t),
wihrend das Photon-Echo-Experiment sensitiv auf M’(t) ist.

Die Hilfskorrelationsfunktionen M’ (t) und M"(t) sind allerdings nicht unabhéngig
voneinander, sondern stehen mit dem Real- und Imaginérteil der Korrelations-
funktion M (t) = Re[M (t)] + ¢ Im[M (¢)] in direkter Beziehung:

M'(t) = é Re[M (t)] bzw. (2.7a)
M'(t)=1+ % /t dr Im[M (t)]. (2.7b)

Weil der Real- und Imaginérteil von M(t) iiber das Fluktuations-Dissipations-
Theorem miteinander verkniipft sind, lassen sich die beiden Hilfskorrelations-
funktionen M’(t) und M”(t) mit Hilfe einer Cosinus-Transformation gefolgt von
einer inversen Cosinus-Transformation ineinander iiberfithren [18]:

M(t) = % /0 " dw cos(w)w coth <QZ:T) /0 T drcos(wr)M"().  (2.8)

Fiir die eingefiihrten Hilfskorrelationsfunktionen gilt dariiberhinaus M'(0) =
M"(0) =1 und M’'(0) = M"(0) = 0.

Die eingefithrten Kopplungsparameter A und A lassen sich weiterhin mit phy-
sikalischen Eigenschaften des Systems verkniipfen. Dazu werden Ausdriicke fiir



2.3. PHOTON-ECHO-SPEKTROSKOPIE 17

die Linienform von Absorption und Emission aus der Fouriertransformierten der
Linienformfunktion ¢(¢) erhalten:

oabs(w) x Re /000 dt exp [i(w — weg)t — g(t)] bzw. (2.9a)

OEmi(w) x Re /000 dt exp [i(w — weg + 2N)t — g*(1)]. (2.9b)

Daraus folgt, daBl das mit dem Realteil der Linienformfunktion verkniipfte A
die Breite von Absorptions- und Emissionsspektren repréasentiert, wohingegen
2\ den Stokes-Shift darstellt und mit der Solvatationsreorganisationsenergie in
Verbindung gebracht wird.

2.3.2 3-Puls Photon-Echo Peakshift

Im zeitintegrierten 3-Puls Photon-Echo Peakshift Experiment (3PEPS) wird das
Maximum des stimulierten Photon-Echos (SPE) fiir eine feste Verzogerung tos
zwischen zweiten und drittem Anregungspuls in Abhéngigkeit von ¢ gemessen:

Tspi(tsg, t1s) = / PO, b, 110)|2dl (2.10)
0
Der Peakshift wird dabei beziiglich einer Nullpunktsreferenz bestimmt, fiir die
t1o = 0 gilt. Der Peakshift in Abhéngigkeit von t93 wird dann als Peakshift-
funktion S(t93) bezeichnet.

Es wurde von de Boeij et al. gezeigt, dafl die Peakshiftfunktion S(t93) in engem
Zusammenhang zur System-Bad-Korrelationsfunktion M (t) steht [30]. Fliissig-
keiten lassen sich oftmals mit einer Korrelationsfunktion M’(t) beschreiben, die
sich in einen schnellen und einen langsamen Anteil aufteilen 1a8t:

M,(t) = (1 - a)MéchneH(t) + aMﬁangsam(t) mit 0 S a S L. (211)

Der schnelle Anteil von M’(t) resultiert aus einer Kombination von Wellenpaket-
dynamik und inertialer Solvatation. Damit die Peakshift-Funktion die Korrelati-
onsfunktion beschreibt mufl vorausgesetzt sein, dafl der schnelle Anteil in der Zeit
to3 auf Null abfallt, d.h. M, . (t23) = 0. Gleichzeitig muBl der langsame Anteil
von M'(t) auf den Zeitskalen von ¢ und t;5 stationér erscheinen. Dann ld8it sich
folgender Ausdruck ableiten:

2t
]SPE(tgg,tlg) X exp (—T%) exp |:—A2t122 (1 — a’QMﬁangsam2>:| X (212)
1
™
{\/T_ + erf [AaMﬁangsam(t23)t12] } .
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Darin bezeichnet erf(x) die Fehlerfunktion. Um die Position des Echo-Maximums
zu erhalten, wird diese Gleichung nach t15 abgeleitet und gleich Null gesetzt. Es
ergibt sich:

0 M g (125) ©XD | =A% 0% M gy’ (125) S(t20)?| = AS(t2g) x  (2.13)
[1 — a2 Mﬁangsam2<t23)i| {\/E + 2 erf |:ACL Mﬁangsam(t23) S(tgg)] } = 0

Darin bezeichnet die Peakshiftfunktion S(t3) die Position des Echo-Maximums
in Abhéngigkeit von ty3. Unter der Annahme, daf§ der schnelle Anteil der Korre-
lationsfunktion dominiert, ergibt sich unter ausschliefSlicher Beriicksichtigung der
linearen Termen von a:

/ A/ S(t2s)
aMLangsam(tZS) = 1+ 2A2 52(1523)' (214)

Diese Gleichung belegt, dafl eine direkte Beziehung zwischen dem langsamen
Anteil der System-Bad-Korrelationsfunktion M, .c.(t) und der Peakshift-
funktion S(ty3) existiert. Im Hochtemperaturlimit und unter Voraussetzung, dafl
A%S%(ty3) < 1 gilt, folgt weiterhin:

AﬁS@Qg)

MLangsam (t23) = Miangsam(tm’)) = MI/J/angsam<t23) = a

(2.15)
Es zeigt sich, dal im Hochtemperaturlimit eine direkte Proportionalitét
zwischen der Peakshiftfunktion und dem langsamen Teil der System-Bad-
Korrelationsfunktion besteht. Dabei ist zu beachten, daf3 die Peakshiftfunktion
die Korrelationsfunktion unabhéngig von der Populationsrelaxationszeit T be-
schreibt.

Zu frithen Zeiten existiert jedoch eine Diskrepanz zwischen Peakshiftfunktion und
Korrelationsfunktion. Dies 148t sich instruktiv durch die anfdngliche Steigung
des Echo-Peakshifts bei t53 = 0 zeigen. Sie erweist sich stets als ungleich Null,
wie von de Boeij etal. gezeigt wurde [29]. Da es sich beim schnellen Teil der
Korrelationsfunktion jedoch um inertiale Bewegungen handelt, muf} die Steigung
der Korrelationsfunktion dort Null sein. Daraus folgt unmittelbar, dafl die Peak-
shiftfunktion nicht die Kurzzeitdynamik der Korrelationsfunktion wiederzugeben
vermag. Der genaue Punkt, an dem S(t93) eine gute Beschreibung von M (t)
liefert, 148t sich allerdings nur schwer feststellen. Um eine exakte Beschreibung
von M (t) zu allen Zeiten zu erhalten, mufl beispielsweise auf das zeitaufgeloste
Photon-Echo Experiment zuriickgegriffen werden [28,29, 35].

Abschlieend 1488t sich festhalten, dafi das zeitintegrierte Photon-Echo Peak-
shift Experiment mit Ausnahme ultraschneller Zeitkomponenten in der Lage ist,
die System-Bad-Korrelationsfunktion M (t) wiederzugeben. Diese Beziehung und



2.3. PHOTON-ECHO-SPEKTROSKOPIE 19

die einfache experimentelle Umsetzung macht die Photon-Echo Spektroskopie
zu einem niitzlichen Werkzeug zur Bestimmung der Solvatationsdynamik in Lo-
sung. Sie stellt eine leistungsfihige Alternative zur Bestimmung der Solvatations-
dynamik mit Hilfe des zeitabhéngigen Fluoreszenz Stokes-Shifts dar und wird in
der vorliegenden Arbeit zur Bestimmung der Solvatation in inversen Mizellen
verwendet (siche Kapitel 6). Bei der Suche nach einer geeigneten Farbstoffsonde
erweist es sich hier als vorteilhaft, dal der gesuchte Chromophor keinen grofien
Stokes-Shift aufzuweisen braucht. Daher wurde der Farbstoff HIDCI verwendet,
welcher sich durch einen extrem grofien Extinktionskoeffizienten auszeichnet (sie-
he Kapitel 3.5.2).

2.3.3 Transient-Grating-Spektroskopie

Die Erzeugung optischer Kohérenzen im Femtosekundenbereich fiithrt oftmals zur
Bildung von Wellenpaketen. Deren Dynamik gibt unter anderem die Schwingungs-
struktur des angeregten Chromophors wieder. Solche Schwingungen {iberlagern
beispielsweise das Signal des Photon-Echo Peakshifts und kénnen im Modell der
Brown’schen Oszillatoren durch schwach geddampfte Moden wiedergegeben wer-
den. Wahrend die Oszillationen auf der Peakshift-Funktion nur schwer interpre-
tierbar sind, stellt die Transient-Grating-Spektroskopie (TG) eine Methode dar,
um die Wellenpaketdynamik eingehend zu studieren. Einen guten Uberblick der
Méglichkeiten dieser Technik geben Joo et al. [41] und Brown et al. [42].

Das Transient-Grating-Experiment unterscheidet sich vom 3-Puls Photon-Echo
Experiment lediglich darin, dafl die beiden ersten Felder F; und Ej stets zeitgleich
in die Probe eingestrahlt werden, d. h. t;5 = 0. In einem einfachen physikalischen
Bild erzeugen die beiden Felder durch Interferenz ein transientes Gitter in der zu
untersuchenden Probe, welches durch Relaxationsprozesse nach Einstrahlung wie-
der zerfillt. Bei Einstrahlung eines dritten Feldes F5 nach einer Verzogerungszeit
to3 kommt es zur Beugung an diesem Gitter in die Raumrichtung /;2 + Eg — El.
Ist die Bandbreite der Laserpulse grofler als der Energieabstand benachbarter
Schwingungszustédnde bzw. die Pulsdauer kiirzer als eine Schwingungsperiode, so
wird ein kohdrentes Wellenpaket erzeugt. Die Dynamik des Wellenpakets fiihrt zu
einer Modulation des gebeugten Feldes, was sich durch ausgepréagte Oszillationen
auf dem Transient-Grating-Signal bemerkbar macht.

Die Observable des TG-Experimentes 1483t sich wiederum durch das zeitintegrierte
Betragsquadrat der Polarisation dritter Ordnung ausdriicken:

I (tas) :/ |P@)(ty = 0,193, 1)|%dt. (2.16)
0
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Nach Brown et al. 1a8t sich das TG-Signal in folgender Form darstellen [42]:

t2 3n—>5oder 3n—6
ITG(t23) = ‘AGXP <—£> + Z BZ COS (Wz‘t23 + sz) + CRRotation . (217)
i=1

Darin wird dem sogenannten Kohérenz-Artefakt, einem Peak nahe t95 = 0, durch
eine Gaufifunktion der Breite I' und der Amplitude A Rechnung getragen. Die
weiteren Terme beschreiben Signalbeitriage, die aus Schwingungen und Rotatio-
nen des untersuchten Molekiils resultieren. B; beschreibt die Amplitude der be-
trachteten i-ten Schwingung der Frequenzen w; und der Phase ¢;. Die Anzahl
moglicher Schwingungen in einem Molekiil mit n Atomen ist dabei 3n — 5 fiir li-
neare bzw. 3n — 6 fiir gewinkelte Molekiile. Rotationen der Amplitude C' werden
mit dem verallgemeinerten Term Rpgotation beriicksichtigt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Schwingungsstruktur des verwendeten Farb-
stoffes HIDCI in reinem Wasser und in inversen Mizellen bestimmt (siche Kapi-
tel 6.4).



Kapitel 3

Biologische Modellsysteme

Eine Vielzahl biologischer Molekiile, wie z. B. Proteine, Steroide und insbesondere
Phospholipide, besitzen amphiphilen Charakter. In Wasser bilden solche Molekiile
spontan typische Molekiilanhdufungen, sogenannte Aggregate, aus. Hydrophobe
und hydrophile Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen liefern die thermo-
dynamische Triebkraft zur Bildung und Aufrechterhaltung der Aggregatstruktu-
ren durch Minimierung der Energie des Gesamtsystems. Aufgrund ihrer Fahigkeit
komplexe Strukturen in Wasser auszubilden, werden sie als selbstorganisierende
Systeme bezeichnet [9,43].

Abbildung 3.1 zeigt schematisch drei typische Aggregatstrukturen. Mizellen stel-
len deren einfachste Vertreter dar und bilden sich oberhalb einer sogenannten kri-
tischen Mizellenkonzentration in Wasser spontan aus. Bekannt ist die Bildung von
Mizellen aus Seifenmolekiilen und anderen Detergentien, aber auch in der Natur
werden aus Lipiden bestehende Mizellen angetroffen. Die bekanntesten Vertreter
von Molekiilaggregaten in der Natur sind jedoch die aus Lipid-Doppelschichten
bestehenden Membranen. Sie dienen zur Abgrenzung von Zellen und Zellorga-
nellen und stellen dariiberhinaus eine Matrix fiir eine Vielzahl unterschiedlich-
ster Proteine dar. Bei der Fusion von Membranen konnen sich unter gewissen
Voraussetzungen Strukturen ausbilden, die Wasser in einer Art inversen Mizelle
einschliefien [43]. Eine andere Art von Wassereinschlufl ergibt sich, wenn sich eine
ausgedehnte Lipid-Doppelschicht zu einer Hohlkugel schliet. Solche Strukturen
werden als Liposome oder Vesikel bezeichnet. Die ersten lebenden Zellen dhnelten
vermutlich solchen Vesikeln, deren wéfiriger Inhalt durch die hydrophobe Hiille
von der Auflenwelt getrennt war. Das Studium der aus amphiphilen Molekiilen
bestehenden Aggregatstrukturen nimmt eine zentrale Stellung in der modernen
Biophysik ein, was aus ihrer nicht zu unterschéitzenden Relevanz in der Natur
resultiert [9,43].
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Abbildung 3.1: Verschiedene Aggregate amphiphiler Molekiile in Wasser. Links:
Mizelle; Mitte: Inverse Mizelle; Rechts: Vesikel.

Auch wenn die biologischen Funktionen der Molekiilaggregate untereinander
durchaus verschieden sind, so haben sie dennoch die Gemeinsamkeit, dafl sich
ihre unmittelbare Wasserumgebung von der des reinen Wassers unterscheidet. In
der vorliegenden Arbeit soll daher die Solvatationsdynamik von Wasser an ty-
pischen Grenzschichten biologischer Modellsysteme studiert werden. Auch wenn
die in der Natur vorkommenden Verhéltnisse weitaus komplexer als die hier un-
tersuchten sind, so sollten dennoch prinzipielle Erkenntnisse fiir die Verdnderung
der Solvatationsdynamik an biologischen Grenzschichten und damit einhergehend
des Wasserstoftbriickennetzwerkes gewonnen werden kénnen.

In den folgenden Kapiteln sollen die in Abbildung 3.1 dargestellten Modellsyste-
me beziiglich ihrer physikalischen Eigenschaften charakterisiert werden. In die-
sem Rahmen wird insbesondere auf Arbeiten zur Solvatationsdynamik in solchen
Systemen eingegangen, wobei die wichtigsten Erkenntnisse kurz beschrieben wer-
den. Um die gefundenen Dynamiken von Wasser in eingeschrinkten Systemen
einordnen zu konnen, werden zunichst Ergebnisse an reinem Wasser vorgestellt.

3.1 Wasser

Die der Solvatation zugrundeliegenden Dynamiken wurden in den letzten Jahr-
zehnten in einer Vielzahl von Fliissigkeiten eingehend untersucht [44]. Wasser
stellt dabei aufgrund seiner biologischen Relevanz und seiner einzigartigen Eigen-
schaften die interessanteste aller Fliissigkeiten dar. Daher ist die Untersuchung
der dynamischen und strukturellen Eigenschaften von Wasser eines der lebendig-
sten Forschungsgebiete der physikalischen Chemie der letzten Jahrzehnte, sowohl
in experimenteller [12,24,38,45,46,47,48,49,50,51,52,53,54, 55,56, 57,58, 59, 60]
als auch in theoretischer Hinsicht [58, 61, 62,63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,
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73,74,75,76,77). Hervorzuheben sind Experimente in der Zeitdoméne, wie die
Messung des optischen Kerr-Effektes (OKE) [45, 46,47, 48], des zeitabhédngigen
Stokes-Shifts (TDFSS) [24,49] und des Photon-Echo Peakshifts (3PEPS) [38,50].
Desweiteren wurde die THz-Spektroskopie zur Untersuchung der Wasserdynamik
herangezogen [51,52]. Experimente in der Frequenzdomine umfassen vorrangig
die Raman- [53,54,55] und die IR-Spektroskopie [56,57,58,59,60]. Die Bestim-
mung der Solvatationsdynamik iiber Fluoreszenzkonversionsexperimente [24, 49
und Photon-Echo-Techniken [38, 50] steht dabei im Hinblick auf die in dieser
Arbeit prasentierten Techniken im Mittelpunkt des Interesses.

Da Wasser die schnellste aller bisher in Fliissigkeiten beobachteten Dynamiken
aufweist, dauerte es bis zur Etablierung ultraschneller Lasertechniken bis Barbara
und Mitarbeiter 1988 zum ersten Mal die ultraschnelle Solvatation in Was-
ser beobachten konnten [49]. Es handelte sich dabei um ein Fluoreszenzkon-
versionsexperiment an dem Farbstoff 7-Dimethylamino-coumarin-4-acetat. Sie
fanden ein biexponentielles Abklingen der Solvatationskorrelationsfunktion mit
Zeitkonstanten von 0.16ps (33%) und 1.2ps (67%). Die Daten wurden mit
dielektrischen Kontinuumsmodellen (DCM) [58, 66], einem Mean-Spherical-
Approzimation-Modell (MSA) [67,68] und molekulardynamischen Simulationen
(MD) [69,70,71,72] verglichen. Auch wenn keine quantitative Ubereinstimmung
mit den experimentellen Daten gefunden wurde, so konnte zumindest das biexpo-
nentielle Abklingverhalten und die Groflenordnung der gefundenen Zeitkonstan-
ten wiedergegeben werden.

In der Folgezeit wurden die Experimente mit anderen Farbstoffsonden wieder-
holt. So fanden Fleming und Mitarbeiter mit Coumarin 343, einer Variante von
7-Dimethylamino-coumarin-4-acetat, die eventuell auftretende Charge-Transfer-
Zustéinde unterbindet, einen gaufiformigen Inertialteil mit einer Zeitkonstan-
ten um 50fs, sowie ein biexponentielles Abklingverhalten mit Zeitkonstanten
von 126fs (20%) und 880fs (35%) [24]. Der Inertialteil wurde durch einen
Vergleich mit molekulardynamischen Simulationen Librationsmoden einzelner
Wassermolekiile zugeschrieben [71,78].

Eine Vielzahl an Experimenten und Simulationen konnten den beobachteten Iner-
tialteil und die ermittelten Zeitkonstanten prinzipiell bestitigen. Theoretische
Arbeiten sagten dabei in der Regel jedoch eine noch schnellere Dynamik voraus.
So ist nach Maroncelli und Fleming [71] bzw. Bader und Chandler [73] ein ultra-
schneller Anteil um 25fs zu erwarten, der zudem eine Amplitude zwischen 70 %
und 90 % aufweisen sollte. Auch die Arbeiten von Song und Chandler [74] sagen
eine schnellere Solvatation voraus, als mit Hilfe der Methoden der Fluoreszenz-
aufkonvertierung beobachtet werden konnte.

Daher wurde in jiingster Vergangenheit die Solvatationsdynamik von Wasser im
3-Puls Photon-Echo Peakshift Experiment untersucht. Fleming und Mitarbeiter
beobachteten fiir den Farbstoff Fosin Y einen gaufiférmigen Inertialteil mit einer
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Zeitkonstanten von 17fs (73 %) und ein biexponentielles Abklingen mit 400 fs
(15%) und 2.7ps (12%) [38]. Damit wurde wie vorhergesagt eine Zeitkonstan-
te unterhalb von 25fs mit einer sehr grofien Amplitude gefunden. Um jedoch
die Peakshift-Funktion im Modell der Brown’schen Oszillatoren wiedergeben zu
konnen, mufite eine zusétzliche iibergedampfte Mode mit einer Korrelationszeit
von 8 ps kiinstlich hinzugefiigt werden. Obwohl diese Diskrepanz noch nicht voll-
standig verstanden ist, kann sie vermutlich auf die doppelt negative Ladung des
EosinY zuriickgefiihrt werden, welche die wassereigene Dynamik extrem stark
beeinfluit [50].

Von Vohringer und Mitarbeitern wurde die Solvatationsdynamik des Farbstoffes
HIDCI in Wasser mit der gleichen Technik untersucht [50]. Bis ca. 1ps ergibt
sich eine grobe Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Fleming und Mit-
arbeitern. Auf lingeren Zeitskalen sind allerdings erhebliche Abweichungen zu
beobachten. Die Zeitkonstanten wurden zu 17fs (60 %), 1ps (19%,) 7.5ps (5%)
und 180 ps (16 %) bestimmt. In dieser Arbeit wurde keine zusétzliche Mode beno-
tigt, um die Daten im Modell der Brown’schen Oszillatoren wiedergeben zu kon-
nen [79]. Durch einen Vergleich einer Vielzahl verschiedenster Techniken konnten
Vohringer und Mitarbeiter die in Wasser beobachteten Zeitkonstanten verschiede-
nen Relaxationsfreiheitsgraden zuordnen [45]. Die beobachtete 1 ps Komponente
wurde danach gehinderten Translationsmoden des Wassers zugeordnet, wihrend
die Zeitkonstante von 7.5 ps der Rotationsdiffusion individueller Wassermolekiile
zugeschrieben werden konnte. Die Photon-Echo Peakshift Messungen wurden in
der vorliegenden Arbeit mit der gleichen Farbstoffsonde wiederholt. Im Rahmen
der Mefligenauigkeit wurden dabei die gleichen Zeitkonstanten gefunden. Kapi-
tel 6.2 diskutiert die erhaltenen Zeitkonstanten im Detail.

Zusammenfassend 14t sich sagen, dal die Solvatation in Wasser eine Vielzahl
an Zeitskalen aufweist, die von kleiner 50fs bis ca. 10 ps reichen. Zudem sind
langsamere Zeitskalen zu beobachten, welche jedoch in Wasser weit weniger zur
Solvatation beitragen als die ultraschnellen Komponenten. Vermutlich lassen sie
sich auf die Dynamik des verwendeten Chromophors und/oder der kollektiven
Rotationsdiffusion des Wassers zuriickfiihren.

Die Solvatation an biologischen Grenzschichten unterscheidet sich deutlich von
der des freien Wassers und weist deutlich langsamere Zeitkomponenten auf, wie
beispielsweise von Fleming und Mitarbeitern bei der Solvatation von Couma-
rin 480 und Coumarin 460 in 7-Cyclodextrinen gezeigt wurde [80]. Die Solvatation
an dhnlichen Grenzschichten wird im folgenden an ausgesuchten Modellsystemen
beschrieben. Einen guten Uberblick zur Solvatation in biologischen Umgebungen
geben eine Vielzahl an Verdffentlichungen [81,82,83,84], an die sich die folgenden
Ausfiihrungen orientieren.
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3.2 Mizellen

Mizellen stellen die einfachsten aus amphiphilen Molekiilen bestehenden Aggre-
gatstrukturen in Wasser dar. An diesen simplen Modellsystemen zeigen sich be-
reits die charakteristischen dynamischen Effekte, die mit solchen Umgebungen
einhergehen. Wegen ihrer grundlegenden Bedeutung beim Studium amphiphiler
Molekiilaggregate soll daher im folgenden in Kiirze auf Mizellen eingegangen wer-
den, auch wenn sie nicht direkter Gegenstand der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen sind. Gute Einfithrungen in das Forschungsgebiet der Mizellen
bieten beispielsweise Tanford [85] und Moroi [86].

3.2.1 Struktur

Amphiphile Molekiile bilden in Wasser oberhalb einer bestimmten Konzentrati-
on, der kritischen Mizellenkonzentration (CMC, Critical Micelle Concentration),
mehr oder weniger kugelférmige Molekiilaggregate aus, welche als Mizellen
bezeichnet werden [81, 82]. Sie variieren in der Regel zwischen Gréfien von
1 bis 10nm, wobei sich pro Mizelle zwischen 20 und 200 Molekiile zusammen-
finden. Der sogenannte Kern der Mizelle ist prinzipiell frei von Wasser und besteht
in der Regel aus Kohlenwasserstoffketten. Die polaren Kopfgruppen der amphi-
philen Molekiile weisen nach auflen, d.h. in die Wasserphase. Um die Mizelle
bildet sich eine sogenannte Stern’sche Doppelschicht, welche die Kopfgruppen,
eventuelle Gegenionen und ,, gefangene Wassermolekiile enthélt. Zwischen dieser
Schicht und der freien Wasserphase befindet sich die sogenannte Gouy-Chapman-
Doppelschicht, die als diffusive Schicht beschrieben werden kann. Hier bewegen
sich geloste Gegenionen und beeinflultes aber nicht immobilisiertes Wasser, wel-
ches als ,, gebunden® bezeichnet wird. Die nicht beeinflufite Wasserphase wird
»frei“ genannt. In der Literatur ist die Bezeichnung dieser verschiedenen Wasser-
spezies leider uneinheitlich. In dieser Arbeit wird aber durchgéngig die vorgestellte
Namensgebung verwendet. Um die Dicken der Doppelschichten und der Mizellen
zu vermessen, wurde die Kleinwinkel-Rontgen- oder Neutronen-Streuung (SANS,
Small-Angle Neutron Scattering) angewendet [87,88]. Dabei zeigte sich, daf sich
die Strukturen von anionischen, kationischen und neutralen Mizellen deutlich un-
terscheiden.

3.2.2 Solvatationsdynamik

Die Dynamik der Solvatation wurde von Bhattacharyya und Mitarbeitern mit
Hilfe des zeitkorrelierten Einzelphotonenzéhlens in einer Reihe von biologischen
Modellsystemen untersucht. Gegenstand der Studien waren dabei u.a. Vesikel
[89, 90, 91], inverse Mizellen [92,93] und auch Mizellen [94, 95, 96, 97]. Sie be-
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trachteten drei verschiedene Typen von Mizellen: Anionische Mizellen bestehend
aus Natriumdodecylsulfat (SDS), kationische Mizellen aus Cetyltrimethylammo-
niumbromid (CTAB) und neutrale Mizellen aus Triton X-100 (TX-100). Als Farb-
stoffsonden kamen Coumarin 480 (C480) [94], 4-Aminophtalimid (4-AP) [95] und
4-Dicyanomethylen-2-methyl-6-p-dimethylaminostyryl (DCM) [96] zur Anwen-
dung. Die stationdren Emissionsspektren der Farbstoffe in Mizellen unterschei-
den sich dabei stark von denen in reinem Wasser und in unpolaren Umgebungen.
Dies wurde als Hinweis darauf gewertet, dafl sich die Farbstoffe an der Grenz-
schicht zwischen Mizelle und reiner Wasserphase anlagern, d. h. in der Region der
Stern’schen Doppelschicht. Die genaue Lage der Farbstoffsonde ist bei der Unter-
suchung heterogener Umgebungen von besonderem Interesse, da die beobachteten
Dynamiken durch die unmittelbare Mikroumgebung des Chromophors bestimmt
werden.

Die erhaltenen Solvatationskorrelationsfunktionen S(¢) konnten in der Regel biex-
ponentiell angepafit werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.1 zusammengefafit.

Mizelle | Farbstoff | 71 / ps| Ay | 72/ ps| A2 | () / ps | Lit.
€480 950 0.51 2400 0.49 1456 [94]

TX100 4-AP 331 0.59 1270 0.41 716 [95]
DCM 300 0.15 2440 0.85 2100 [96]

€480 285 0.40 600 0.60 474 [94]

CTAB 4-AP 100 0.39 383 0.61 273 [95]
DCM 170 0.50 630 0.50 400 [96]

€480 180 0.74 2140 0.26 690 [94]

SDS 4-AP 82 |100| - ; 82 | [05]
DCM 160 0.55 2900 0.45 1400 [96]

Tabelle 3.1: Abklingverhalten der Solvatationskorrelationsfunktion in neutralen
(TX100), kationischen (CTAB) und anionischen (SDS) Mizellen bestimmt durch
zeitkorreliertes Einzelphotonenzéhlen.

Zum Vergleich der Geschwindigkeit der Solvatation wurde eine mittlere Zeitkon-
stante (7) definiert, welche sich als amplitudengewichtete Summe der einzelnen
Zeitkonstanten der normierten Solvatationskorrelationsfunktionen S(t) darstellt:

(1) = A1y + Aoy, (3.1)

Es zeigt sich, dafl die neutralen Mizellen unabhéngig vom verwendeten Farbstoff
die deutlich langsamste Dynamik aufweisen. Ein eindeutiger Trend zwischen den
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ionischen Mizellen ist allerdings nicht auszumachen. Dabei ist eine ausgepréigte
Abhéngigkeit der Dynamik von der eingesetzten Farbstoffsonde zu beobachten.
Die im Vergleich zu reinem Wasser ((7) < 1ps nach Fluoreszenzkonversions-
experimenten) um mehr als drei Gréflenordnungen verlangsamte Dynamik wird
mit der stark eingeschréankten Mobilitdt des Wassers innerhalb der Stern’schen
Doppelschicht erklért. In ihr spielen fiir die Solvatation der Farbstoffsonde die
Kopfgruppen der amphiphilen Molekiile, eventuell vorhandene Gegenionen (SDS
und CTAB) und die gebundenen Wassermolekiile eine Rolle. Die Dynamik der
Kopfgruppen spielt sich aber vermutlich auf einer sehr viel langsameren Zeitskala
als der hier beobachteten ab und wird daher nicht zur Erkldrung herangezo-
gen [81]. Die genaue Ursache der langsamen Zeitkomponenten in eingeschrank-
ten Umgebungen wurde von Nandi und Bagchi auf einen dynamischen Austausch
zwischen gefangenen und gebundenen Wasserspezies zuriickgefiihrt [98]. Das Auf-
tauchen dieser langsamen Zeitkonstanten ist aber noch immer Gegenstand kon-
troverser Diskussionen und weit davon entfernt, im Detail verstanden zu sein.

Der starke Einflufl der Ladungen auf die Dynamik der Solvatation ist unter Um-
stdnden unmittelbar an einer Beteiligung der in Losung befindlichen Gegenionen
an der Solvatation gebunden, wie von Levinger und Mitarbeitern in inversen
Mizellen gezeigt werden konnte [99,100]. Eine andere Erklarung sind die unter-
schiedlichen Dicken der Stern’schen Doppelschicht in neutralen und geladenen
Mizellen. In neutralen Mizellen (TX-100) wurde sie aus Kleinwinkel-Réntgen-
oder Neutronen-Streuexperimenten zu ca. 25 A bestimmt, wahrend fiir ionische
Mizellen (CTAB und SDS) eine Dicke von 6-9 A ermittelt wurde. Dadurch ist
in neutralen Mizellen der Farbstoff génzlich von der reinen Wasserphase getrennt
und weist eine entsprechend verlangsamte Dynamik auf, wihrend in ionischen
Zellen der Farbstoff zu einem gewissen Grad noch der reinen Wasserphase ausge-
setzt ist und die Dynamik entsprechend weniger stark verlangsamt erscheint [81].

Zu beachten ist, dafl die Zeitauflosung der hier vorgestellten Untersuchungen auf
ca. 80 ps beschrinkt ist, weswegen sich die Methode nicht zur Untersuchung der
ultraschnellen Dynamik eignet. Der gezogene Vergleich zur Dynamik in reinem
Wasser ist aufgrund der unterschiedlichen Zeitauflosungen daher nicht uneinge-
schriankt aussagekriftig, wie von Bhattacharyya auch angemerkt wurde [96]. Das
Auftauchen extrem langsamer Zeitkomponenten ist nédmlich nicht gleichbedeu-
tend mit dem Verschwinden der ultraschnellen Zeitkomponenten. Mit diesen Me-
thoden ist es daher nicht moglich zu entscheiden, ob die ultraschnelle Solvatation
des Wassers an Mizellen noch relevant ist oder nicht.

Aufgrund dieser Beschréankungen durch die Zeitauflésung wurden die Experimen-
te in jlingster Zeit von Bhattacharyya und Mitarbeitern mit Hilfe der Fluoreszenz-
konversionsspektroskopie wiederholt [97]. Zur Verwendung kam der Farbstoff
DCM in neutralen und kationischen Mizellen. Wie zuvor bereits beobachtet, er-
scheint die Solvatation an neutralen Mizellen deutlich langsamer als an ionischen
Mizellen. Es zeigt sich aber zusétzlich, dafl an diesen Grenzschichten tatséchlich
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ultraschnelle Zeitkomponenten mit erheblichem Anteil gefunden werden. So weist
die neutrale Mizelle Zeitkonstanten von 2.1ps (30 %), 165ps (10 %) und 2050 ps
(60 %) auf und die kationische Mizelle Zeitkonstanten von 0.23ps (50 %), 6.5 ps
(26 %) und 350 ps (24 %).

Zusammenfassend gesehen wird deutlich, dafl sich die Solvatationsdynamik an
der Grenzschicht von Mizellen erheblich von der des reinen Wassers unterscheidet.
Es tauchen langsame Zeitkonstanten im Nanosekundenbereich auf, die in reinem
Wasser nicht beobachtet werden und deren Herkunft noch nicht eindeutig geklért
ist. Dennoch spielen bei der Solvatation an Mizellen auch ultraschnelle Kompo-
nenten weiterhin eine entscheidende Rolle, die vermutlich der Solvatation durch
Wasser zuzuschreiben sind. Eine detaillierte Untersuchung dieser ultraschnellen
Dynamiken an Mizellen blieb aber bislang aus.

3.3 Inverse Mizellen

Die ultraschnelle Solvatation von Wasser in inversen Mizellen ist Gegenstand der
vorliegenden Arbeit. Um die erhaltenen Ergebnisse einordnen zu kénnen, wird im
folgenden versucht, die Fiille an Informationen, welche iiber inverse Mizellen exi-
stiert, zusammenzufassen. Einen Uberblick bieten beispielsweise die Einfithrungen
von Pileni [7] bzw. Luisi und Straub [8]. Eine Zusammenfassung neueren Datums
bieten Moulik und Paul [101]. Bei der hier vorgestellten Zusammenstellung wird
insbesondere Wert auf die Vorarbeiten beziiglich der Solvatationsdynamik gelegt,
welche unter anderem in einem neueren Ubersichtsartikel von Levinger behandelt
werden [102].

3.3.1 Struktur

Als inverse Mizellen werden aus amphiphilen Molekiilen bestehende Molekiil-
aggregate bezeichnet, die sich in unpolaren Medien oberhalb einer kritischen Mi-
zellenkonzentration (CMC, Critical Micelle Concentration) ausbilden kénnen und
sich dadurch auszeichnen, dafl die polaren Kopfgruppen nach innen zeigen, wéh-
rend die unpolaren Kohlenwasserstoffketten nach auflen in die unpolare Phase
gerichtet sind. Es werden verschiedene amphiphile Molekiile als Mizellenbildner
verwendet, wovon Aerosol-OT (AOT) [92,100, 103, 104, 105, 106, 107], Triton X-
100 (TX-100) [108,109] und Lecithin [110,111] einige der gebrauchlichsten sind.
Abbildung 3.2 zeigt ihre chemischen Strukturen.

Bei AOT handelt es sich um ein anionisches Molekiil, welches den Vorteil besitzt
ohne Hinzugabe sogenannter Hilfsdetergentien (Cosurfactants) inverse Mizellen
zu formen. Dariiberhinaus bildet es im Gegensatz zu vielen anderen Detergentien
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Abbildung 3.2: Chemische Strukturen einiger typischer Detergentien.

in Losung anndhernd kugelformige Aggregate aus. Aus diesen Griinden ist es das
zur Bildung inverser Mizellen am weitaus hiufigsten eingesetzte Detergenz. Fiir
die Ausbildung kationischer, inverser Mizellen sind in der Regel Hilfsdetergentien
vonnoten, was ihre Herstellung erheblich erschwert. In jiingerer Zeit wurden auch
vermehrt neutrale Detergentien wie z. B. Triton X-100 herangezogen. Es besitzt
gegeniiber AOT den Vorteil, dafl es ungeladen ist und daher in Losung befindliche
Gegenionen nicht an der Solvatation in inversen Mizellen beitragen kénnen. Wie
von Levinger und Mitarbeitern gezeigt, hat die Natur des Gegenions nédmlich er-
heblichen Einflul auf die Solvatationsdynamik in inversen Mizellen [100], &hnlich
wie bereits fiir die normalen Mizellen im vorangegangenen Kapitel beschrieben
wurde.

Neben dem jeweiligen amphiphilen Molekiil bestimmt auch die Wahl der orga-
nischen Phase die Struktur der sich formenden inversen Mizellen. Ubliche ver-
wendete Losungsmittel sind z. B. Isooktan [105], n-Heptan [92,104,106,107] und
Cyclohexan [109, 111].

Eine herausragende Eigenschaft inverser Mizellen ist ihre Fahigkeit in ihrem In-
neren polare Losungsmittel aufzunehmen. Die resultierenden Systeme werden als
Mikroemulsionen bezeichnet. Ublicherweise beinhalten die inversen Mizellen Was-
ser [92,100,103,104,105,106,109,110,111], weshalb ihr Inneres auch als Wasserein-
schlufl (Water Pool) oder Wassernanotropfchen ( Water-Nano-Droplet) bezeich-
net wird. Im Falle des Systems Wasser/AOT kénnen pro AOT-Molekiil beispiels-
weise bis zu 50 Wassermolekiile innerhalb der inversen Mizelle gespeichert werden.
Es wurden aber auch viele andere polare Losungsmittel in inverse Mizellen einge-
bracht, wie z. B. Acetonitril [103,104,107,112,113], Alkohole [103,104,107,112,113]
und Formamid [104, 114], um deren Verhalten in eingeschrinkten Umgebungen
zu studieren.



30 KAPITEL 3. BIOLOGISCHE MODELLSYSTEME

Der das Wassernanotrépfchen inverser Mizellen charakterisierende Parameter
wird in der Literatur als p oder wy bezeichnet und ist iiber das Verhéltnis der
Konzentration des polaren Losungsmittels zur Konzentration des Detergenz ge-
geben:

[polares Losungsmittel]

= 3.2
a [Detergenz| (32)

Dieser Parameter ist deshalb fiir die Charakterisierung inverser Mizellen von
so grofler Bedeutung, weil er in einem direkten Verhéltnis zum Radius 7y,
des Nanotropfchens steht. Fiir das in dieser Arbeit untersuchte System Was-
ser/AOT /Isooktan gilt beispielsweise /A = 1.51 + 4.5 [115]. Aufgrund dieser
einfachen Moglichkeit den Grad der Einschriankung iiber die Grofle des Wasser-
einschlusses zu variieren, sind inverse Mizellen ein geeignetes Modellsystem fiir
solche Umgebungen. Daraus erklart sich auch die Popularitit des Studiums in-
verser Mizellen, was eine Fiille an experimentellen Arbeiten nach sich zieht.

Die strukturellen Informationen {iber inverse Mizellen und Mikroemulsionen
wurden aus einer Vielzahl unterschiedlichster Techniken erhalten, u.a. der dy-
namischen Licht-Streuung (DLS), der Kleinwinkel-Neutronenstreuung (SANS),
der Rontgenstreuung, der THz-Spektroskopie [116], der IR- und Raman-
Spektroskopie [117,118,119], der NMR-Spektroskopie [115,120, 121], der ESR-
Spektroskopie [120], der dynamischen Differentialkalorimetrie (DSC) [120], der
Photonkorrelationsspektroskopie [122], der Fluoreszenzspektroskopie [123] und
der dielektrischen Relaxation [124]. Die Fiille der Informationen ist tiberwalti-
gend, weshalb an dieser Stelle nicht ndher auf die weitreichenden Eigenschaf-
ten dieser Systeme eingegangen werden kann. Einen sehr guten Uberblick bieten
Moulik und Paul [101], wihrend der Ubersichtsartikel von Nandi et al. [81] eine
Vielzahl weiterer Literaturstellen bietet.

Ahnlich wie bei den gewhnlichen Mizellen werden in inversen Mizellen verschie-
dene Wasserformen unterschieden. So werden die zwischen den Kopfgruppen der
Detergentien befindlichen Wassermolekiile als , gefangen ( Trapped) bezeichnet.
Sie sind génzlich immobilisiert, was auch durch MD-Simulationen von Faeder
und Ladanyi [125] gezeigt wurde. In der Nihe der Kopfgruppen ist das Wasser-
stoffbriickennetzwerk im Vergleich zu reinem Wasser noch immer erheblich ge-
stort. In diesem Bereich weist das Wasser vornehmlich diffusive Bewegungen auf.
Diese Wasserschicht wird als ,,gebunden (Bound) bezeichnet. Innerhalb weni-
ger Wasserschichten werden die FEigenschaften des reinen Wassers erreicht. Diese
Wasserphase, die mit zunehmender Mizellengréfie immer dominanter wird, wird
aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu reinem Wasser als ,frei“ (Free) bezeichnet. Die
Verhéltnisse sind in Abbildung 3.3 schematisch dargestellt.
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d)

Abbildung 3.3: Schematischer Aufbau einer inversen Mizelle. a) Freies Wasser;
b) Gebundenes Wasser; c¢) Gefangenes Wasser; d) Organische Phase.

3.3.2 Solvatationsdynamik

Die Solvatation in inversen Mizellen wurde von einer Reihe Arbeitsgruppen in den
unterschiedlichsten Systemen untersucht. Dominiert wird die Literatur aber von
den Arbeitsgruppen von Bhattacharyya [92,93], Levinger [105,126] und in neuerer
Zeit Sarkar [103,104,106]. Aufgrund der Vielzahl an Untersuchungen, sollen im
folgenden nur Experimente an AOT /Wasser-Systemen vorgestellt werden, wie sie
fiir die vorliegende Arbeit relevant sind.

Ein Problem bei allen durchgefiihrten Experimenten ist die eindeutige Kenntnis
der Lage der verwendeten Farbstoffsonde [102,127]. Bhattacharyya und Mitar-
beiter zogen zur Kldrung dieser Frage die stationédren spektroskopischen Eigen-
schaften der Farbstoffe heran, wihrend beispielsweise Levinger und Mitarbeiter
zu diesem Zwecke Anisotropiemessungen durchfiihrten [105]. Es zeigt sich bei all
diesen Untersuchungen, daf§ sich der Chromophor in der Regel an der Grenz-
schicht des Wassereinschlusses anlagert. Ein anderer Ansatz stellt die gezielte
Synthese neuer Farbstoffsonden dar, um die Position des Chromophors an der
Grenzschicht gezielt festzulegen [127].

Bhattacharyya und Sarkar greifen bei ihren Untersuchungen auf die Tech-
nik des zeitkorrelierten Einphotonenzéhlens mit einer entsprechend begrenzten
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Zeitauflosung von etwas weniger als 100 Pikosekunden zuriick. Représentativ
fiir die Vielzahl an Experimenten sollen nachfolgend die Ergebnisse am System
AOT /Wasser/n-Heptan vorgestellt werden. In der Arbeitsgruppe von Bhatta-
charyya wurde es mit Hilfe der Farbstoffsonden Coumarin480 [92] und DCM
untersucht [93]. Sarkar vermafl das gleiche System mit den Farbstoffen Couma-
rin 490 [106], Coumarin 152 [104] und Coumarin 153 [103]. Die erhaltenen Solva-
tationskorrelationsfunktionen konnte in der Regel biexponentiell angepaft wer-
den. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.2 zusammengefafit.

Farbstoff | o | ry /A |71 /ns| Ay |75/ns| A, | (r)/ns| Lit.

4 8 8 1 - - 8

CA80° 1 oo g 17 | 05 12 05 | 6.85 192

DCM |20| 4 028 | 055 | 24 | 045 | 1.23 93]
4 8 1.71 | 0.855| 10.224 | 0.147 | 2.97

C40° Vool 6a | 0668 | 0.956 | 11.084 | 0048 | 117 | 10O

C152 | 4 8 1.146 | 0.174 | 14.73 | 0.816 | 7.27 | [104]

cisz | A 8 8.4 1 - - 8.4 103

32 64 0933 | 048 | 10.24 | 0.52 D.77

Tabelle 3.2: Abklingverhalten der Solvatationskorrelationsfunktion im System
Wasser/AOT /n-Heptan bestimmt durch zeitkorreliertes Einzelphotonenzéhlen.

Es zeigt sich, daf bei der Solvatation in inversen Mizellen langsame Zeitkonstan-
ten eine Rolle spielen, die bei der Solvatation in reinem Wasser nicht beobachtet
werden. Die Dynamik scheint durch die eingeschrinkte Umgebung signifikant ge-
hindert und entsprechend verlangsamt zu sein. Beim Ubergang von kleineren zu
grofleren inversen Mizellen werden die beobachteten Zeiten aber insgesamt deut-
lich schneller. Dennoch bleibt auch in den gréfiten untersuchten Mizellen eine
deutlich verlangsamte Zeitkonstante 5 bestehen, d.h. die beobachtete Dynamik
ist im Vergleich zu reinem Wasser noch immer bemerkenswert verlangsamt. In-
teressant ist dabei, dafl diese Komponente 7 deutlich langsamer ist als bei den
normalen Mizellen (vgl. Tabelle 3.1). Aufgrund der geringen Zeitauflosung des
zeitkorrelierten Einzelphotonenzéhlens ist es aber auch hier nicht zu entschei-
den, ob an der Solvatation weiterhin ultraschnelle Komponenten teilhaben. Eine
Abschétzung von Hazra et al. deutet jedoch bereits darauf hin, daf§ mit dieser
Technik lediglich 20-40% des gesamten Stokes-Shifts erfait werden [103].
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Levinger und Mitarbeiter untersuchten daher die ultraschnelle Solvatations-
dynamik im System Wasser/AOT /Isooktan mit Hilfe der Fluoreszenzaufkonver-
tierung und dem Farbstoff Coumarin 343. Sie erreichen in ihren Experimenten
eine Zeitauflosung um 180fs, was ihnen einen deutlich gréfieren Dynamikbe-
reich erdéffnet und ausreichen sollte, um zu entscheiden, ob ultraschnelle Solva-
tation eine Rolle spielt. Die erhaltenen Solvatationskorrelationsfunktionen wur-
den biexponentiell angepafit und sind in Tabelle 3.3 aufgefiihrt. Zum Vergleich
wurden die Experimente sowohl in reinem Wasser als auch in einer einmolaren
Natriumsalz-Losung durchgefiihrt, die den tatsdchlichen Verhéltnissen in den io-
nischen Wassernanotrépfchen eher entsprechen sollte.

u T1/ps| AL | T2/ ps| A2 | (T) / ps
5 0.25 0.43 3.3 0.57 1.99
7.5 0.11 0.69 3.0 0.31 1.01
15 0.24 0.68 2.9 0.34 1.15
40 0.16 0.57 2.2 0.43 1.04
1 M Nat 0.21 0.54 1.3 0.46 0.72
reines Wasser 0.22 0.29 0.59 0.71 0.48

Tabelle 3.3: Abklingverhalten der Solvatationskorrelationsfunktion im System
Wasser/AOT /Isooktan bestimmt durch Fluoreszenzautkonvertierung mit der
Farbstoffsonde Coumarin 343 [105].

Es zeigt sich, dafl in der Tat sehr schnelle Zeitkomponenten gefunden werden, die
denen des reinen Wassers dhneln. Die schnellere Zeitkomponente um 0.2 ps wird
in allen untersuchten Proben gefunden und wurde der Solvatation im Inneren
des Wassernanotropfchens der Mizellen zugesprochen, da sie der in reinem Was-
ser beobachteten Zeitkonstanten entspricht. Die langsamere Komponente wurde
dem gebundenen Wasser zugeschrieben. Diese Zeitkonstante wird mit wachsender
Zellengrofle immer schneller, was mit dem kleiner werdendem Anteil an gebun-
denem Wasser erklart wird. Zudem wurde in allen Proben eine langsame Zeit-
konstante zwischen 200 und 400 ps gefunden, die umso schneller wird, je grofler die
Mizellen werden (in Tabelle 3.3 nicht aufgefithrt). Sie erreicht aber niemals den
Wert des freien Wassers und wird daher kollektiven Moden des Wassers an der
Grenzflache zugeschrieben. Interessant ist auch der Unterschied zwischen reinem
Wasser und der einmolaren Natriumsalz-Losung. Die Ionen haben offensichtlich
einen deutlich verlangsamenden Einfluf auf die beobachtete Wasserdynamik. Die-
ser Effekt ist abhingig von der Natur des Kations, wie durch Variation des Gegen-
ions des AOT’s an den Beispielen Nat und NH; [99] bzw. Kt und Ca?* [100]
gezeigt werden konnte. In einer erneuten Analyse der Daten mit Hilfe der Me-
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thode nach Fee und Maroncelli [26], zeigte sich aber, dal auch mit der hier vor-
gestellten Methode nur ein geringer Anteil der Solvatationskorrelationsfunktion
aufgelost werden konnte [102].

Die Hauptaussage der bisherigen Untersuchungen zur ultraschnellen Solvatation
in inversen Mizellen ist, daf3 die Solvatationsdynamik dhnlich wie bei den nor-
malen Mizellen insgesamt gesehen stark verlangsamt erscheint. Es werden Zeit-
komponenten gefunden, die in reinem Wasser nicht beobachtet werden. Dennoch
haben ultraschnelle Zeitkomponenten noch immer eine entscheidenden Anteil bei
der Solvatation in den Wassernanotropfchen inverser Mizellen. Eine génzlich be-
friedigende Untersuchung der Dynamik auf ultraschnellen Zeitskalen blieb bislang
aber aus.

3.3.3 MD-Simulationen

In den letzten Jahrzehnten wurden nur wenige molekulardynamische Simulatio-
nen durchgefiihrt, um die Verhéltnisse in inversen Mizellen besser verstehen zu
konnen [128,129, 130]. Erst kiirzlich wurden Arbeiten von Faeder und Ladanyi
verdffentlicht, deren Resultate sich direkt mit experimentellen Daten vergleichen
lassen [125,131]. Die erste Arbeit befafit sich mit der Struktur des Mizelleninneren
und belegt deutlich, dal die oben vorgestellte Unterteilung in drei deutlich ver-
schiedene Bereiche innerhalb des Wassernanotropfchens gerechtfertigt ist [125].
In Konsistenz mit den experimentellen Resultaten finden sie, dafl die Beweglich-
keit des Wassers in Ndahe der Grenzflache stark gehindert ist. Die Eigenschaften
des reinen Wassers werden aber innerhalb weniger Wasserschichten erreicht. Die
zweite Arbeit simuliert die Solvatationsdynamik in unterschiedlich groien inver-
sen Mizellen, wobei ein Zeitfenster bis 2 ps betrachtet wird [131]. Es zeigt sich in
grober Ubereinstimmung mit den experimentellen Erkenntnissen, daf die Solva-
tation in diesem Zeitfenster mit wachsender Mizellengréfie schneller wird, auch
wenn der Haupteffekt im langsameren, diffusiven Anteil stattfindet. Der beobach-
tete Inertialteil, der unabhingig von der Mizellengrofie ca. 70% der beobachteten
Solvatationsantwort ausmacht, erscheint jedoch weitestgehend unabhéngig vom
Grad der Einschrankung.
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3.4 Lipid-Vesikel

In diesem Abschnitt soll eine kurze Einfiihrung in das Gebiet der Lipidmembran-
Vesikel und deren Bestandteile, den Phospholipiden, gegeben werden. Da Memb-
ranen einer der Hauptbestandteile von Zellen und Zellorganellen sind, ist die
Informationsfiille auf diesem Gebiet entsprechend groff. Fiir den in dieser Arbeit
betrachteten Themenkomplex sind die Standardwerke von Ceve und Marsh [4],
Grell [5] und Shinitzky [6] zu empfehlen. Uberraschenderweise sind die Studien zur
Solvatation an Lipidmembran/Wasser-Grenzschichten allerdings deutlich weniger
zahlreich als im Falle der inversen Mizellen. Die Literatur auf diesem Gebiet
resultiert vorrangig aus den Gruppen von Bhattacharyya [89,90,91], Hof [132,
133,134, 135, 136, 137, 138, 139] und Parasassi [140, 141, 142]. Die ultraschnelle
Solvatation wurde in jiingster Zeit in der Arbeitsgruppe von Vohringer mit Hilfe
der Photon-Echo Peakshift Technik untersucht [27,50,79, 143].

3.4.1 Phospholipide

Lipide sind Musterbeispiele amphiphiler Molekiile und besitzen in der Natur ein
extrem breites Spektrum an biologischen Funktionen [9,43]. Sie dienen u.a. als
Energiespeicher, als Signalmolekiile und vorrangig als Hauptbestandteile biolo-
gischer Membranen. In Membranen sind drei Hauptgruppen von Lipiden anzu-
treffen: Phospholipide, Glykolipide und Cholesterin. Phospholipide stellen dabei
den Hauptbestandteil dar und sind Thema der vorliegenden Arbeit. Die Phos-
pholipide leiten sich entweder vom Glycerin oder vom Sphingosin ab, weswegen
sie entsprechend als Glycerophospholipide bzw. Phosphoglyceride oder Sphin-
gophospholipide bezeichnet werden. Die Glycerophospholipide setzen sich aus
einem Glycerinriickgrat, zwei Fettsdureketten und einem phosphorylierten Al-
kohol zusammen. Je nach Art des Alkohols wird zwischen Phosphatidylcholi-
nen, Phosphatidylethanolaminen, Phosphatidylglycerolen, Phosphatidylinosito-
len und Phosphatidylserinen unterschieden. Die beiden Fettsdureketten kénnen
gleich (symmetrisch), aber auch unterschiedlich (asymmetrisch) sein. Sie enthal-
ten in der Regel eine gerade Anzahl von Kohlenstoffatomen, meist zwischen 14
und 24. Die Kohlenwasserstoftfketten der Fettsduren sind zumindest in tierischen
Organismen unverzweigt, konnen aber geséttigt oder ungesattigt sein, wobei es
sich im letzteren Falle meist um cis-Konfigurationen handelt. Desweiteren un-
terscheiden Phospholipide sich in ihrer jeweiligen absoluten Konfiguration, wes-
halb verschiedene Stereoisomere unterschieden werden kénnen. Die Vielfalt un-
terschiedlicher Lipide ist aufgrund dieser Variationsmoglichkeiten sehr groff. All
diese Faktoren beeinflussen dabei die Struktur und Eigenschaften einer Memb-
ran erheblich und miissen entsprechend beachtet werden. Fiir eine tiefergehende
Einfithrung sei auf Lehrbiicher der Biochemie verwiesen [9,43].
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Bei den in diesem Rahmen dargestellten Untersuchungen zu Solvatationsdynamik
kamen die folgenden Phospholipide zum Einsatz:

e DMPC: 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholin (14:14)
e DPPC: 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholin (16:16)

e DHPC: 1,2-Dihexadecyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholin (16:16)

Dabei handelt es sich um geséttigte, symmetrische Phosphatidylcholine mit zwei
Alkylketten bestehend aus jeweils 14 (DMPC) bzw. 16 (DPPC und DHPC) Koh-
lenstoffatomen. Beim DHPC handelt es sich um eine Variante von DPPC, bei der
die Carbonylgruppen reduziert sind, so daf} es sich im Gegensatz zu einem Ester
zwischen Fettsdureresten und Glycerin um einen Ether handelt.

3.4.2 Vesikel

Phospholipide haben aufgrund ihres amphiphilen Charakters und des hydropho-
ben Effektes die Eigenschaft in Wasser Molekiilaggregate zu bilden. Diese Selbst-
organisation fithrt zu erstaunlichen Strukturen, so bilden sich u. a. hexagonale,
kubische und lamellare Phasen aus. Da Ubergéinge zwischen diesen Phasen durch
die Anderung des Wasser/Lipid-Verhiltnisses eingeleitet werden konnen, wird
das Verhalten als lyotroper Polymorphismus bezeichnet. Die hdufigsten Struk-
turen stellen dabei die lamellaren Phasen dar. In Loésung bilden sich zunéchst
gestapelte Lipid-Doppelschichten (Lipid-Bilayers), die durch eine diinne Wasser-
schicht getrennt sind. Mit zunehmendem Wassergehalt wird diese Schicht im-
mer dicker, was schliellich dazu fithrt, da3 die Strukturen zu Vesikeln zerfallen.
Die auch als Liposome bezeichneten Vesikel werden nach Grofle und Beschaffen-
heit unterschieden. So wird zunéchst zwischen unilamellaren und multilamellaren
Vesikeln (MLV, Multilamellar Vesicles) eingeteilt. Die besonders interessanten
unilamellaren Vesikel werden in sogenannte kleine unilamellare Vesikel (SUV,
Small Unilamellar Vesicles), groBe unilamellare Vesikel (LUV, Large Unilamel-
lar Vesicles) und riesige Vesikel (GUV, Giant Unilamellar Vesicles) unterteilt.
Ihre Durchmesser reichen von kleiner 100 nm bei den SUV’s bis in den Bereich
von 20100 pm bei den Riesenvesikeln. Damit ist der Wassereinschlufl von Vesi-
keln deutlich grofier als im Falle der inversen Mizellen (ry, < 10nm). Um gezielt
Vesikel einer bestimmten Groéfle herstellen zu kénnen, wurden verschiedene Me-
thoden entwickelt. Wahrend Riesenvesikel sich durch Elektroformationsmethoden
herstellen lassen, ist die iibliche Methode fiir die Herstellung von SUV’s die Be-
handlung multilamellarer Strukturen im Ultraschallbad. Die bei dieser Methode
entstehenden Strukturen zeigen jedoch breite GroBenverteilungen. Mit der Me-
thode des Extrudierens lassen sich schmalere Verteilungen der SUV’s erhalten.
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Dabei werden die multilamellaren Strukturen durch Mikrofilter definierter Poren-
grofle geprefit. Unilamellare Vesikel stellen die einfachsten Modelle biologischer
Membranen dar und eignen sich daher hervorragend zum systematischen Studium
der Eigenschaften natiirlicher Membranen.

3.4.3 Polymorphismus

Eine bemerkenswerte Eigenschaft von Lipidmembranen ist ihr Phasenverhal-
ten [144]. In Abhéngigkeit der Temperatur bilden sich strukturell unterschiedliche
Phasen aus, weshalb dieser Effekt als thermotroper Polymorphismus oder einfach
Polymorphismus bezeichnet wird. Es existieren eine Reihe verschiedener Lipid-
phasen. Sie werden mit Grolbuchstaben L fiir ein eindimensionales lamellares
Gitter und P fiir ein zweidimensionales zentriertes Gitter bezeichnet. Der Index
« kennzeichnet fluide Phasen, wihrend [ kristalline Strukturen bezeichnet. Ein
Apostroph steht fiir beziiglich der Membrannormalen abgewinkelte Lipidmolekii-
le. Fiir die Untersuchung von Phaseniibergéngen ist die Differentialkalorimetrie
(DSC) die Methode der Wahl (siehe Kapitel 4.1). Im folgenden sollen nur die
sogenannten Hochtemperaturphasen Lg, Pg und L, betrachtet werden, deren
Strukturen schematisch in Abbildung 3.4 dargestellt sind. Sie werden als gelférmi-
ge Phase (Lg), Rippled-Phase (Pg) und fliissig-kristalline Phase (L, ) bezeichnet.
Ihre unterschiedlichen Strukturen werden im folgenden kurz behandelt.

me
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Abbildung 3.4: Unterschiedliche Phasenzustédnde in Lipidmembranen. Links: Gel-
formige Phase (Lg-); Mitte: Rippled-Phase (Pg:); Rechts: Fliissig-kristalline Phase

(La)-

Gelformige Phase (Lg)

In der gelférmigen Phase liegen die Fettsdureketten der Phospholipide in einer
all-trans-Konformation vor. Sie stellt fiir die meisten Phospholipide die erste
der Hochtemperaturphasen dar, wihrend andere beispielsweise eine kristalline
Ls-Phase bevorzugen. In der gelférmigen Phase sind die Ketten um ca. 30° gegen-
iiber der Membrannormalen geneigt. Sie zeichnet sich gegeniiber den kristallinen
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Niedertemperaturphasen durch eine Rotationsunordnung aus, d. h. die Lipidket-
ten sind in Bezug auf ihre Orientierung zueinander nicht vollstdndig geordnet. Die
Ubergéinge zwischen den einzelnen Phasen sind zweiter Ordnung. Der Ubergang
von der Lg- in die Pg-Phase wird allerdings nur in Lipiden mit relativ grofien
Kopfgruppen beobachtet, wie z. B. den Phosphatidylcholinen. Je ldnger die Ket-
ten werden, desto néher riicken die Temperaturen der beiden Phaseniiberginge
zusammen. So wird bei geséattigten Phosphatidylcholinen ab einer Kettenlédnge
von 24 Kohlenstoffatomen beispielsweise ein direkter Ubergang von der gelfér-
migen in die fliissig-kristalline Phase beobachtet, ohne dafl eine Rippled-Phase
durchlaufen wird. Ebenso wird ein direkter Ubergang in die fliissig-kristalline
Phase beobachtet, wenn der Wassergehalt weniger als ca. 20 Gewichtsprozente
betriagt. Der (Lgp — Pg) - Ubergang, der auch als Vorphaseniibergang bezeichnet
wird, ist vorrangig von einer Neuordnung der Lipidkopfgruppen und nur in einem
sehr geringen Mafle von einer Neuordnung der Ketten bestimmt. Dies zeigt sich
beispielsweise darin, dafl die Umwandlungsenthalphie am Vorphaseniibergang un-
abhéngig von der Kettenldnge der Lipide ist. Bei dieser Neuordnung nimmt aller-
dings die Hydratisierung der Kopfgruppen entscheidend zu, was mit einer Reihe
von Techniken bestétigt werden konnte [145, 146, 147].

Rippled-Phase (P3)

Die Rippled-Phase besitzt eine charakteristische Uberstruktur, welche sich als
zackenartiges Oberflichenprofil darstellt. Diese Struktur wurde erstmals mit Hilfe
der Rontgenstrukturanalyse an multilamellaren Schichten beobachtet. Die Zacken
bilden sich in Abhéngigkeit des Wassergehaltes aus und weisen in Phosphatidyl-
cholinen rdumliche Perioden zwischen 145 A und 164 A auf. Der als Hauptpha-
seniibergang bezeichnete (Pg — L,)- Ubergang (bzw. der (Lg — L,)- Ubergang
bei fehlender Rippled-Phase) geht mit dem Schmelzen der Kettenbereiche einher.
Dabei gehen die Kohlenwasserstoftketten von den gestreckten all-trans-Zustanden
in eine ungeordnete, kndulartige Konformation iiber. Daher besteht hier eine Ana-
logie zum bekannten Glasiibergang in Polymeren.

Fliissig-kristalline Phase (L)

Die fliissig-kristalline Phase ist durch die kndulférmige Konfiguration ihrer Ketten
gekennzeichnet. Thre Ordnung entspricht eher der einer Fliissigkeit als der eines
Festkorpers. Die benotigte Fliache pro Lipidmolekiile ist um ca. 30% groer als in
der gelférmigen Phase. Sie stellt die physiologisch relevanteste Phase dar und ist
entsprechend die am intensivsten untersuchte Membranphase. In ihr kann Wasser
recht tief in die hydrophobe Lipidphase eindringen, was durch MD-Simulationen
und Rontgenbeugungsanalysen belegt werden konnte.
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3.4.4 Solvatationsdynamik

Das Studium der Solvatationsdynamik mit Hilfe des zeitaufgelosten Stokes-Shifts
in Lipidvesikeln wird vorrangig von den Arbeiten von Hof und Mitarbeitern do-
miniert [132, 133,134, 135, 136, 137, 138, 139]. Sie verwenden dabei die Technik
des zeitkorrelierten Einzelphotonenzéhlens mit entsprechend begrenzter Zeitauf-
16sung, wobei vorrangig die Farbstoffsonden Prodan und Patman eingesetzt wur-
den. Sie fiihrten ihre Experimente an einer Reihe unterschiedlichster Systeme
durch. Beispielhaft sind in Tabelle 3.4 einige ihrer Ergebnisse an Membranen
bestehend aus DMPC und DHPC zusammengestellt. Da die Ergebnisse nicht bi-
exponentiell angepafit werden konnten, wird hier ein Vergleich iiber eine mittlere
Solvatationszeit angestellt, die definiert ist als:

(r) = /0 " s(t. (3.3)

Dabei sind beide Definitionen der mittleren Solvatationszeit, d.h. die Gleichun-
gen 3.1 und 3.3, gleichwertig. Gleichung 3.3 ist dabei eine allgemeine Definition,
die im Spezialfall fiir biexponentiell anpafibare Solvatationskorrelationsfunktio-
nen in Gleichung 3.1 iibergeht.

Lipid | Farbstoff | Phase | T' / °C | (t) / ns | Lit.
Prodan ig ?g

DMPC Lo ' [134]
Patman 30 2.2
43 0.7
Pg 20 2.6

DHPC | Patman Ps 40 2.0 [135]
L 52 0.7

Tabelle 3.4: Mittlere Solvatationszeit (T) in den Lipidmembranen DMPC und
DHPC in Abhangigkeit der Temperatur und der Farbstoffsonde bestimmt durch
zeitkorreliertes Einzelphotonenzéhlen.

Die Ergebnisse zeigen, dafl die mittlere Zeitkonstante (7) mit steigender Tempe-
ratur immer schneller wird, was durch die erhohte Beweglichkeit der Membranen
interpretiert werden kann. Die beobachteten Zeitkonstanten sind dabei erwar-
tungsgeméfl von der jeweiligen Natur des untersuchten Lipids abhéngig. Dabei
ist beim Uberschreiten des Hauptphaseniibergangs ein groferer Sprung zu be-
obachten, wie an DPPC-Vesikeln mit dem Farbstoff TMA eindriicklich gezeigt
werden konnte [132]. Auch diese Beobachtung ist mit der starken Erhohung der
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Membranflexibilitét beim Ubergang in die fliissig-kristalline Phase zu verstehen.
Desweiteren sind die Zeitkonstanten auch vom verwendeten Farbstoff abhéngig.

In Lipidmembranen &ndert sich die Dielektrizitdtskonstante innerhalb eines
Raumabschnittes von weniger als drei Nanometern von ca. 2 im Inneren der Ket-
tenregion bis ca. 80 direkt {iber den Kopfgruppen, wobei der letztere Wert fiir die
freie Wasserphase charakteristisch ist. Diese starke Variation der Polaritéit entlang
der Membrannormalen macht deutlich, dafi es von grundlegender Bedeutung ist,
die genaue Lokalisierung der verwendeten Farbstoffsonde in der Membran zu ken-
nen, da die in solchen Umgebungen beobachte Solvatationsdynamik somit auch
eine Funktion des Ortes ist. Die Verdnderung der beobachteten Dynamiken in
Abhéngigkeit der Einbautiefe wurde eindriicklich mit den Farbstoffsonden n-AS
gezeigt, wobei n = 2, 3, 6, 9, 12, 16 ist und in Beziehung zur Position des Chro-
mophors innerhalb der Membran steht [136]. Es zeigt sich, dafl mit tieferer Veran-
kerung des Chromophors in der Membran, ein kleinerer Stokes-Shift und immer
langsamere mittlere Solvatationszeiten auftreten. Leider sind diese Untersuchun-
gen nicht fiir unterschiedliche Phasenzustidnde von Membranen bekannt. In einer
kiirzlich erschienenen Arbeit von Hof und Mitarbeitern wurden sieben verschiede-
ne Farbstoffe in der Membran gegeniibergestellt und gezeigt, dafi sie alle verschie-
dene Solvatationszeiten aufweisen [139]. Die Unterschiede wurden dabei mit den
unterschiedlich tiefen Einbaulagen der Farbstoffe in der Membran begriindet. So
scheinen sich einige Chromophore tief im hydrophoben Kern anzulagern, wéahrend
andere sich relativ weit in der Wasserphase befinden. Eine weitere interessante
Untersuchung ist der Vergleich von Relaxationszeiten in SUV’s (r, = 11 nm) und
LUV’s (ry = 125nm). Es zeigte sich, daf§ fiir die Farbstoffsonde TNS, welche
sich an der Grenzschicht der Vesikel anlagert, die Relaxationszeit in SUV’s deut-
lich schneller ist als in LUV’s. Fiir die Probe 12-AS, die sich im hydrophoben
Kern befindet, wurde praktisch keine Abhéngigkeit gefunden. Dieses Verhalten
wurde mit der starken Kriimmung der Membran in den SUV’s erklirt, was dazu
fithrt, dal die Kopfgruppen weniger dicht gepackt sind und es daher zu einer ho-
heren Beweglichkeit in der Kopfgruppenregion in solchen Systemen kommt. Die
Solvatation an der Grenzschicht erweist sich als entsprechend beschleunigt.

Von Bhattacharyya und Mitarbeitern wurde die Solvatation an SUV’s der Phos-
phatidylcholine DMPC und DPPC mit Hilfe der Farbstoffe DCM und Couma-
rin 480 mit der gleichen Technik untersucht. Im Gegensatz zu Hof und Mitarbei-
tern wurden ihre Solvatationskorrelationsfunktionen biexponentiell angepaflt. Die
erhaltenen Parameter zeigt Tabelle 3.5. Wie in ihren vorherigen Studien an Mi-
zellen und inversen Mizellen finden Bhattacharyya und Mitarbeiter zwei Zeitkon-
stanten, wovon die erste im Bereich zwischen 100 und 600 ps liegt und die zweite
auf einer Zeitskala von 1 bis 10ns. Diese Zeiten dhneln den in gréfleren inver-
sen Mizellen beobachteten Zeitkonstanten. Die langsamere der beiden wird daher
analog dem an der Grenzfliche gebundenem Wasser zugeordnet und die schnellere
den gehinderten Bewegungen von Wassermolekiilen im inneren Wassereinschlufl
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Lipid | Farbstoff | Phase | T /°C | 71 / ns | A; | T2 / ns | Ay | Lit.

DMPC | €480 La 26 060 |04| 11 |06 | [89]
DMPC | DCM La 26 023 | 04| 16 |06 [90]
DPPC | DCM Ly 20 012 |02] 55 |08] [91]

Tabelle 3.5: Abklingverhalten der Solvatationskorrelationsfunktion in den Lipid-
membranen DMPC und DPPC in Abhéngigkeit der Temperatur und der Farb-

stoffsonde bestimmt durch zeitkorreliertes Einzelphotonenzéhlen.

der Vesikel. In all diesen Arbeiten konnen ultraschnelle Zeitkomponenten auf-
grund der limitierten Zeitauflosung nicht erfafit werden.

Von Voéhringer und Mitarbeitern wurde in jiingster Zeit zur Klarung dieser bis-
her nicht beantworteten Fragestellung die 3-Puls Photon-Echo Peakshift Technik
auf unilamellare Vesikel angewendet [27,50,79,143|. Dabei kam die Farbstoffson-
de C18-DiD zum Einsatz, wobei es sich um ein Derivat des Farbstoffes HIDCI
handelt. Der Farbstoff ist durch seine langen Alkylketten nicht-kovalent in der
Membran verankert, wodurch der Chromophor eine genau definierte Position un-
mittelbar {iber den Kopfgruppen der Lipide besitzt. In den durchgefiihrten Arbei-
ten wurde unter anderem die Solvatation an DMPC- und DPPC-Lipidmembranen
in Abhéngigkeit ihres Phasenzustandes untersucht. Dabei zeigte sich, dafl bei der
Solvatation an Lipidmembran/Wasser-Grenzflichen ultraschnelle Zeitkomponen-
ten weiterhin dominieren. Ahnlich wie in der reinen Wasserphase, finden sich
hierbei in allen Messungen ausgeprigte Inertialteile wieder. Ebenso wird in allen
Systemen und allen Phasenzustédnden eine Zeitkonstante um 10 ps gefunden. Wie
in Kapitel 3.1 beschrieben, wird diese den diffusiven Reorientierungen einzelner
Wassermolekiile zugeschrieben. Die ausgepréigte Zeitkomponente um 1 ps, welche
die Solvatationsdynamik in reinem Wasser entscheidend bestimmt, zeigt jedoch
ein unterschiedliches Verhalten in Abhéingigkeit des untersuchten Phasenzustan-
des. Oberhalb des Vorphaseniibergangs erscheint diese Mode vollkommen unter-
driickt, wahrend sie in der gelformigen Phase stark an der Solvatation beteiligt ist.
Beim Ubergang von der Rippled-Phase in die fliissig-kristalline Phase wird keine
Anderung der Solvatationsdynamik beobachtet. Offensichtlich ist das Wasserstoff-
briickennetzwerk in der Rippled- und fliissig-kristallinen Phase stark gestort, wéh-
rend es in der gelférmigen Phase weitestgehend den Charakter des reinen Wassers
beibehilt. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit der oben getroffenen Aussage,
da der Vorphaseniibergang vorrangig mit einer Umstrukturierung in der Kopf-
gruppenregion einhergeht, was unmittelbaren Einflufl auf das Wasserstoftbriicken-
netzwerk und damit verbunden der beobachteten Solvatationsdynamik hat. Ent-
sprechend ist am Hauptphaseniibergang auf ultraschnellen Zeitskalen kein Effekt
zu beobachten, da dieser Ubergang vor allem durch das Schmelzen der Kohlen-
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wasserstoffketten in der Membran charakterisiert ist. Aufgrund seiner spezifischen
Einbaulage sind die spektroskopischen Eigenschaften des verwendeten Chromo-
phors hierauf nicht empfindlich. Dariiberhinaus werden in allen Untersuchungen
langsame Zeitkomponenten im Bereich einiger hundert Pikosekunden gefunden,
die keine Abhéangigkeit vom jeweiligen Phasenzustand zeigen. Diese Komponente
ist nach Vohringer und Mitarbeitern vermutlich der kollektiven Rotationsdiffusi-
on des Wassers und/oder der Rotationsdiffusion des verwendeten Chromophors
zuzuordnen.

3.4.5 MD-Simulationen

In der Literatur existiert eine Vielzahl molekulardynamischer Simulationen von
Lipidmembran /Wasser-Grenzschichten [148,149,150,151,152,153,154,155]. Schul-
ten und Mitarbeiter konnten dabei die unterschiedlichen Strukturen der kristalli-
nen, der gelformigen und der fliissig-kristallinen Phase in Lipid-Doppelschichten
nachweisen [148]. So zeigen diese Simulationen sehr anschaulich die sich deut-
lich &ndernden Strukturen beim Ubergang in die jeweils nichsthéhere Phase.
AufBlerdem liefern solche Simulationen Informationen beziiglich der Polarisation
des Wassers im Bereich der Grenzschicht und iiber dessen Eindringtiefe in den
hydrophoben Kern der Membran [148,149]. Es zeigt sich beispielsweise, dafl die
Wassermolekiile an der Grenzschicht eine deutliche Ordnung aufweisen. Dabei
sind die Dipole des Wassers vorzugsweise parallel zur Membrannormalen ausge-
richtet und weisen in Richtung der Membranoberfliche [150, 151, 152]. Von Tie-
lemann und Mitarbeitern konnte die Membran entlang ihrer Normalen in vier
verschiedene Regionen eingeteilt werden [153]. Die unterschiedlichen Hydratisie-
rungsgrade der Kopfgruppen innerhalb der verschiedenen Lipidphasen konnten
ebenso nachgewiesen werden [154, 155]. Der Ubergang von in der Grenzschicht
gefangenem Wasser zur reinen Wasserphase erstreckt sich danach in der fliissig-
kristallinen Phase iiber einen wesentlich ldngeren Raumabschnitt als in der gel-
formigen Phase. Das begriindet das Konzept einer gebundenen Wasserphase vor
allem oberhalb des Hauptphaseniibergangs. Leider sind keine molekulardynami-
schen Simulationen der Rippled-Phase bekannt. Desweiteren wurde gefunden, dafl
die Wassermolekiile an der Grenzschicht die Méglichkeit haben, ungehindert ent-
lang der Grenzfliche zu diffundieren [150,151,152]. Dies ist im Einklang mit den
oben vorgestellten experimentellen Ergebnisse von Vohringer und Mitarbeitern.
Die freie Rotationsdiffusion scheint in reinem Wasser und der Grenzschicht offen-
sichtlich auf die gleiche Weise stattzufinden. Die in MD-Simulationen gefundenen
Storungen des Wasserstoftbriickennetzwerkes an Lipidgrenzflachen fithren aber
dazu, dafl kollektive Translationsmoden nur in reinem Wasser und unterhalb des
Vorphaseniibergangs eine Rolle spielen [150,151,152].
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3.5 Farbstoffe

In dieser Arbeit wurden verschiedene Farbstoffsonden zur Untersuchung der ultra-
schnellen Solvatation an biologischen Grenzschichten herangezogen, welche im
folgenden kurz vorgestellt werden sollen. Dabei soll insbesondere auf ihre Vor-
und Nachteile im konkreten Einsatzfall eingegangen werden.

3.5.1 Laurdan

Fiir die Untersuchung der ultraschnellen Solvatationsdynamik in Lipidvesikeln
mit Hilfe des zeitaufgelosten Stokes-Shifts wurde in der vorliegenden Arbeit der
Farbstoff Laurdan (6-Lauroyl-2-dimethylaminonaphthalin) verwendet. Es han-
delt sich dabei um ein Derivat des 1979 von Weber und Farris synthetisierten
Prodans (6-Propionyl-2-dimethylaminonaphthalin) [156] und unterscheidet sich
von diesem lediglich in einer verlingerten Alkylkette (siche Abbildung 3.5). Die
Chromophore beider Farbstoffsonden sind identisch. Die maximalen Extinktions-

koeffizienten liegen dabei in einem Bereich von ¢ = 20 000 Lmol™! em™?.

Prodan Laurdan

Abbildung 3.5: Chemische Struktur der Farbstoffe Prodan und Laurdan.

Die spektroskopischen Eigenschaften beider Farbstoffe reagieren sehr empfindlich
auf die Polaritat ihrer Umgebung. So befindet sich das Absorptionsmaximum fiir
Prodan in Wasser bei 531 nm, wéhrend es in Cyclohexan bei 401 nm liegt. Der da-
bei beobachtete stationére Stokes-Shift belduft sich auf 8640 cm™ (Wasser) bzw.
4300 cm™! (Cyclohexan) [156, 157, 158]. Diese ausgeprigte Solvatochromie wird
durch ihre spezielle chemische Struktur hervorgerufen: Sie besitzen einen effekti-
ven Elektronendonor (Dimethylaminogruppe), der iiber ein aromatisches System
in Konjugation mit einem effektiven Elektronenakzeptor (Carbonylgruppe) steht.
Die Anderung des Dipolmoments von Prodan bei elektronischer Anregung wurde
in der Literatur ausgiebig diskutiert und schwankt dabei in weiten Bereichen von
Ap = 20D bei Weber etal. bis Ay = 7-8D bei den {iibrigen Autoren, welche
relativ konsistente Aussagen liefern [156,157,159,160,161]. Das Dipolmoment &n-
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dert sich nach diesen Arbeiten von 2.9-4.7D im Grundzustand auf 9.8-11.7D
im angeregten Zustand. Die Dipolmomente fiir Laurdan sind denen des Prodans
sehr dhnlich [162]. Aufgrund dieser grofien Dipolmomentsianderung bei elektroni-
scher Anregung kann davon ausgegangen werden, dafl in dem hier betrachteten
DMPC/Wasser /Laurdan-System dipolare Solvatationsmechanismen dominierend
sind, weswegen im folgenden in diesem System stets die dipolare Solvatation ge-
meint ist. Desweiteren wurde die Beteiligung von Wasserstoftbriickenbindungen
bei der Solvatation diskutiert. Unabhéngig von der genauen Natur der Solva-
tochromie geht die elektronische Anregung des Chromophors in polaren Umge-
bungen mit einem extrem groflen Stokes-Shift einher. Das macht ihn zu einer
geeigneten Farbstoffsonde in Experimenten, die den zeitaufgelosten Fluoreszenz
Stokes-Shift ausnutzen, um Solvatationsdynamik zu messen.

Die ausgepriagte Empfindlichkeit auf die Polaritidt seiner Umgebung hat Prodan
in den letzten Jahrzehnten zu einem weit verbreiteten Chromophor bei der Unter-
suchung von Lipidmembranen gemacht. In Lipidmembranen ist, wie bereits an-
gemerkt, die Dielektrizitdtskonstante eine sich stark d&ndernde Funktion entlang
der Membrannormalen. Daher ist es von grundlegender Bedeutung, die genaue
Lokalisierung der verwendeten Farbstoffsonde in der Membran zu kennen, da die
Solvatationsdynamik eine Funktion des Ortes ist. Es zeigte sich aber, dafl Pro-
dan keine genau definierte Position in der Membran besitzt. Diskutiert werden
zwei verschiedene Einbaulagen, die sich in einem bimodalen Emissionsverhalten
ausdriicken [163]. Aus diesem Grund wurde Laurdan entwickelt, um eine genau
definierte nicht-kovalente Verankerung des Chromophors iiber die Alkylkette in
der Membran zu gewihrleisten [164]. Laurdan scheint durch die Verankerung
allerdings etwas tiefer in der Membran zu sitzen als Prodan, wodurch es einer et-
was weniger polaren Umgebung ausgesetzt ist [139,142,165]. In Abbildung 3.6 ist
die vermutete Einbaulage des Farbstoffes in einer DMPC-Membran schematisch
dargestellt [165].

Von Parasassi et al. wurde die Beweglichkeit des Laurdans innerhalb einer Memb-
ranumgebung untersucht und diskutiert [140,142,166]. Diese Arbeiten gehen da-
von aus, dafl trotz der tiefen Einbaulage des Chromophors vorrangig die Relaxa-
tion des Wassers an der Grenzfliche und nicht die Reorientierung der Farbstoff-
sonde urséchlich fiir den beobachteten Stokes-Shift ist.

Dariiberhinaus wird in der Literatur die Beteiligung von Charge-Transfer-Zu-
standen (CT) bei den photophysikalischen Prozessen des Prodans und Laurdans
kontrovers diskutiert [142,160,167,168,169,170,171]. Inwiefern verschiedene Ein-
baulagen und CT-Zusténde die spektroskopischen Eigenschaften von Prodan und
Laurdan beeinflussen, ist noch immer Gegenstand aktueller Forschung. Klar ist je-
doch, daf} ein bimodales Absorptions- und Emissionsverhalten des Chromophors
beobachtet wird [165], was die Interpretation der Fluoreszenzspektren deutlich
erschwert.



3.5. FARBSTOFFE 45

\r|\1+ \r|\1+ \,L+ ~
- - -~ -~
- . o0 - (-
. I . |
0—P—0 —P—0 0—P—0 0—P—0
Q Q Q Q
o 0 o o
o o 0 o
o o N of o
0 o) 0 0

Abbildung 3.6: Schema einer mit der Farbstoffsonde Laurdan markierten DMPC-
Membran.

Zusammenfassend a8t sich feststellen, daff Laurdan aufgrund seiner ausgeprig-
ten Solvatochromie und des groflen Stokes-Shifts, sowie seiner komplexen Photo-
physik, eine &uflerst interessante Farbstoffsonde fiir die Untersuchung der ultra-
schnellen Solvatation in Membranen {iber den zeitaufgeldsten Stokes-Shift dar-
stellt. Fiir diese Zwecke ist es derzeit eines der geeignetsten, kommerziell erhélt-
lichen Farbstoffmolekiile.
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3.5.2 HIDCI

Fiir die Untersuchung der ultraschnellen Solvatationsdynamik von Wasser in in-
versen Mizellen und des reinen Wassers mit Hilfe der Photon-Echo Spektroskopie
wurde der Farbstoff HIDCI (1, 17, 3, 3, 3’, 3’-Hexamethylindodicarbocyaniniodid)
eingesetzt. In der Literatur wird er auch als Hexacyanin 2, DiDC; oder C1-DiD
bezeichnet.

Bei HIDCI handelt es sich um einen kommerziellen Laserfarbstoff [172]. Seine
chemische Struktur ist in Abbildung 3.7 dargestellt.

Abbildung 3.7: Chemische Struktur des Farbstoffes HIDCI.

Der Farbstoff zeichnet sich durch einen extrem groflen Extinktionskoeffizienten
von € = 225000 L mol ' ecm~! im Maximum der Absorption aus. Dagegen weist
er nur einen sehr geringen stationdren Stokes-Shift auf, was ihn fiir die Unter-
suchungen der Solvatationsdynamik iiber den zeitaufgelosten Stokes-Shift aus-
schlieit. Allerdings beeinflufit dieser geringe Stokes-Shift nicht die Verwendbar-
keit im 3-Puls Photon-Echo Peakshift Experiment. Aufgrund seiner einfach nega-
tiven Ladung ist er in Wasser 16slich und macht ihn zusammen mit seinem aufler-
ordentlichen Extinktionskoeffizienten zu einer geeigneten Farbstoffsonde fiir die
Photon-Echo-Spektroskopie in Wasser. Entsprechend hat sich der Chromophor
bereits vielfach fiir diese Art der Spektroskopie auch in biologischen Umgebun-
gen bewiéhrt [27,50,79].

Auch fiir HIDCI sind photophysikalische Besonderheiten wie im Falle des
Laurdans zu erwarten. So wurde von Martini und Hartland fiir den Farbstoff
HITCI, der sich von HIDCI lediglich in einer um eine Doppelbindung verlanger-
ten Polymethin-Kette unterscheidet, die Rotation um eine der Doppelbindungen
im angeregten Zustand unter Bildung eines Photoisomers beobachtet [173,174].
Da das 3-Puls Photon-Echo Peakshift Experiment allerdings nicht auf solche Pro-
zesse empfindlich ist (siche Kapitel 2.3), ergeben sich daraus keinerlei Schwie-
rigkeiten beziiglich der Interpretation der experimentellen Ergebnisse. Fiir diese
Arbeit spielen aber die durch elektronische Anregung induzierten Schwingungen
eine Rolle, welche in Kapitel 6.4 eingehend besprochen werden.



Kapitel 4

Experimentelle Techniken

In diesem Kapitel werden die angewendeten experimentellen Methoden zur Un-
tersuchung der Solvatationsdynamik an biologischen Grenzschichten vorgestellt.

Dazu wird in Kapitel 4.1 zunéchst auf die unterschiedlichen stationédren Spek-
troskopiearten, sowie das kalorimetrische Verfahren eingegangen. Anschliefend
wird das zeitkorrelierte Einzelphotonenzéhlen beschrieben (Kapitel 4.2). Die-
ses Verfahren wurde zur Untersuchung der Solvatationsdynamik an Lipid-
membran/Wasser-Grenzschichten im Nanosekundenbereich herangezogen. Ka-
pitel 4.3 behandelt dann knapp das zur Durchfithrung der femtosekunden-
zeitaufgeldsten Experimente verwendete kommerzielle Lasersystem. Dem im Rah-
men dieser Arbeit neu aufgebauten Fluoreszenzkonversionsexperiment zur Un-
tersuchung der ultraschnellen Solvatationsdynamik an Lipidmembran/Wasser-
Grenzschichten ist das folgende Kapitel 4.4 gewidmet. Anschliefend wird in Ka-
pitel 4.5 das bei der Untersuchung der Solvatationsdynamik in inversen Mizellen
verwendete Photon-Echo-Experiment beschrieben. Das abschliefende Kapitel 4.6
geht in Kiirze auf die verwendeten Chemikalien und die Probenpraparation ein.

4.1 Stationire MeBmethoden

4.1.1 Absorptionsspektroskopie

Die in dieser Arbeit enthaltenen stationdren Absorptionsspektren wurden mit
einem UV-Vis-Spektrometer der Firma Shimadzu (UV 160) aufgenommen [175].
Fiir Messungen bei Zimmertemperatur wurden Quarzkiivetten der Firma Hellma
(110-QS) mit einer Schichtdicke von 1mm verwendet. Die temperaturabhéngi-
gen Messungen wurden in thermostatierbaren Kiivetten (Hellma, 165-QS) mit
gleicher Schichtdicke durchgefiihrt. Die Temperaturen wurden dabei mit einem
Thermostaten der Firma Julabo (Ultratemp 2000) auf + 0.5 °C konstant gehalten.
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4.1.2 Emissions- und Anregungsspektroskopie

Samtliche Emissions- und Anregungsspektren wurden mit einem Fluoreszenz-
spektrometer der Firma Jobin Yvon - Spex Instruments S.A., Inc. (Fluorolog 3)
und der zugehorigen Software Datamax aufgenommen [176]. Zur Anwendung ka-
men dabei die Kiivetten 110-QS und 104.002-QS der Firma Hellma mit Schicht-
dicken von jeweils 10 mm. Die Detektion der Fluoreszenz kann auf zweierlei Arten
erfolgen. Die Standardvariante detektiert die Fluoreszenz im rechten Winkel zur
Anregungsrichtung (RA, Right Angle Detection), wohingegen in einigen Féllen,
d. h. bei stark absorbierenden Substanzen, eine Detektion unter einem Winkel von
22.5° zur Anregungsrichtung notwendig war (FF, Front Face Detection). Welche
Variante im jeweiligen Fall angewendet wurde, ist an entsprechender Stelle ver-
merkt. Zur Aufnahme temperaturabhéingiger Spektren war eine geeignete ther-
mostatierbare Kiivettenhalterung mit angeschlossenem Thermostaten (Neslab,
RTE-111) vorhanden. Die Temperatur konnte somit auf +1°C konstant gehal-
ten werden.

4.1.3 Dynamische Differentialkalorimetrie

Zur Bestimmung von Wirmekapazitdatsprofilen, z.B. zur Visualisierung von
Phasentibergéingen, dient das Verfahren der dynamischen Differentialkalorime-
trie (DSC, Differential Scanning Calorimetry) [177]. Zur Verwendung kam ein
VP-DSC Differentialkalorimeter der Firma MicroCal, Inc. (Northhampton/MA,
USA). Probe- und Referenzzelle werden bei der DSC mit konstanter Heizrate
AT /At erwdrmt. Die dafiir aufzubringenden Leistungen Pprobe b2W. Preferens
héngen dabei von den in den Zellen ablaufenden Prozessen ab. Aus der Lei-
stungsdifferenz AP = Pprobe — PReferenz 188t sich die Warmekapazitétsdifferenz
Ac, berechnen:

L (0Q\ AQ AP
Ac, = (8T)p_AT_ aT (4.1)

dabei bezeichnet AQ die Warmedifferenz, fiir welche bei kleinen At gilt:

t+At
AQ = / APdt ~ APAL. (4.2)
t

4.2 Zeitkorreliertes Einzelphotonenzihlen

Fiir die dynamischen Untersuchungen an Lipidmembran/Wasser-Grenzschichten
im Nanosekundenbereich ist das zeitkorrelierte Einzelphotonenzihlen (TCSPC,
Time-Correlated Single Photon Counting) die Methode der Wahl [178]. Das zeit-
korrelierte Einzelphotonenzdhlen nutzt die Tatsache aus, dafi es sich bei der
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Emission von Photonen um einen rein statistischen Prozefl handelt. Die Anre-
gung der Probe durch Laserimpulse moglichst hoher Repetitionsrate ist dabei
so schwach zu halten, dafl pro Laserimpuls die Detektionswahrscheinlichkeit ei-
nes Fluoreszenzphotons deutlich unter eins liegt (typischerweise <0.001). Wer-
den die unter dieser Voraussetzung detektierten Photonen als Funktion der Zeit
zwischen Anregung und Detektion in einem Histogramm erfafit, so entspricht
die erhaltene Verteilung dem zeitlichen Abklingverhalten der zu untersuchen-
den Fluoreszenz. Wird die Fluoreszenz zusétzlich frequenzaufgelost detektiert, so
erlaubt die Methode eine einfache Bestimmung des zeitabhéngigen Fluoreszenz
Stokes-Shifts (TDFSS, Time-Dependent Fluorescence Stokes-Shift) mit einem gu-
ten Signal /Rausch-Verhéltnis (siehe Kapitel 5.4). Desweiteren wurden mit diesem
System Messungen zur Anisotropie durchgefiihrt (siehe Kapitel 5.3).

4.2.1 Experimenteller Aufbau

Das verwendete Lasersystem besteht dabei aus einem Argon-Ionen-Laser (Cohe-
rent, Innova 410) gepumpten Titan:Saphir-Oszillator, welcher Pulse bei einer Zen-
tralwellenléinge von 800 nm, einer Repetitionsrate von 76 MHz und einer Leistung
von 300 mW liefert [179] (siche Abbildung 4.1). Aus diesen Pulsen werden mit-
tels einer Photodiode (Thorlabs) und einem Constant-Fraction-Discriminator mit
integriertem Divider TTL-Steuerpulse mit einer Repetitionsrate von 38 MHz er-
zeugt. Diese Repetitionsrate kann weiterhin mit einem zweiten Divider (Coherent
7200) variabel reduziert werden. Ublicherweise wird eine Teilrate von 20 verwen-
det, so daf} schliefllich Pulse von 1.9 MHz zur Verfiigung stehen. Sie dienen als
Steuerpulse fiir den akusto-optischen Modulator (Bragg-Zelle, SiO,-Kristall), der
hier als Puls-Picker mit einer Auskopplungseffizienz von ca. 60 % verwendet wird.

Die so erzeugten Laserpulse bei 800nm und einer reduzierten Repetitionsra-
te von 1.9MHz werden mittels einer Prismenkombination (SF10, o = 60°)
zeitlich komprimiert und anschlieflend in einem nichtlinearen Kristall (BBO,

= 2mm, § = 31°) frequenzverdoppelt. Diese Laserpulse bei einer Zentralwel-
lenldnge von 400nm passieren eine \/2-Phasenverzogerungsplatte zur Einstel-
lung des Polarisationszustandes und dienen als Anregungspulse fiir die zu un-
tersuchenden Proben im TCSPC-Experiment. Sie werden mit einer Quarzlinse
(f = 100 mm) in eine thermostatierbare Zelle der Firma Hellma (165-QS, Schicht-
dicke 1 mm) fokussiert. Die Temperatur in der Zelle konnte mit einem angeschlos-
senen Thermostaten (Julabo, Ultratemp 2000) auf +0.5°C konstant gehalten
werden. Die in Riickwartsrichtung abgestrahlte Fluoreszenz wird mit einer Kom-
bination aus Linsen und Spiegeln zunéchst kollimiert und anschlieBend in einen
Monochromator im Czerny-Turner-Aufbau (AMKO, MULTImode 4, Brennweite
f = 200 mm, Gitter = 1200 Linien / mm, Agjaze = 300 nm, reziproke lineare Dis-
persion = 4nm /mm) fokussiert (f = 150mm). Um aus den Anregungspulsen
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Abbildung 4.1: Schematischer Aufbau des zeitkorrelierten Einzelphotonenzahl-
experimentes. L1: f = 100mm, L2: f = 100mm, L3: f = 100mm, L4:
f = 150mm, BBO: SHG-Kristall, ST: Strahlteiler, MZ: MefBzelle, Pol: Polarisa-
tor, PD1: Photodiode, PD2: Photodiode, PM: Photomultiplier; CFD: Constant-
Fraction-Discriminator, TAC: Zeit/Amplituden-Konverter.

herrithrendes Streulicht zu unterdriicken wurde ein Griinglasfilter in den Strah-
lengang eingebracht (Schott, GG420, 1 mm). Desweiteren wurde zur Vermeidung
von Wood’schen Anomalien ein Polarisator vor den Eingang des Monochromators
angebracht [180,181,182]. So ist sicher gestellt, daf lediglich parallel polarisiertes
Licht in den Monochromator gelangt und so die stérende Anomalie ausbleibt. Als
Detektor am Ausgang des Monochromators dient ein Photomultiplier (Becker &
Hickl, PMH-100-1), der eine Antwortzeit von ca. 1.5ns besitzt. Die erreichbare
Zeitauflosung ist durch die unterschiedlichen Wege der erzeugten Elektronen von
Dynode zu Dynode ( Transient Time Spread) innerhalb des Photomultipliers be-
grenzt. Um sicherzustellen, daf lediglich Einzelphotonenereignisse stattfinden, um
so die erforderliche Statistik zu erfiillen (Detektionswahrscheinlichkeit < 0.001),
wurde das Anregungslicht mit Neutralglasfiltern (Schott, NG1 und NG4, ver-
schiedene Dicken) bei Bedarf entsprechend abgeschwicht. Zur Minimierung der
Dunkelphotonenzéhlrate wurde die gesamte Detektionseinheit in einer lichtdich-
ten Box untergebracht.
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Die gesamte Steuerung, Datenakquisition und Signalverarbeitung des TCSPC-
Experimentes erfolgt mit Hilfe einer PC-Einsteckkarte (Edinburgh Instruments
Ltd., TCC900) sowie der mitgelieferten Software T900 [183]. Sie vereint die
notwendigen elektronischen Module fiir ein TCSPC-Experiment: Constant-
Fraction-Discriminator (CFD), elektronische Zeitverzogerungseinheiten (Delay),
Zeit/ Amplituden-Konverter (TAC, Time-to-Amplitude Converter), Verstérker,
Analog/Digital-Wandler und digitalen Speicher. Die TCSPC-Karte TCC 900 ver-
fiigt {iber 2048 Kandle. Der Startpuls fiir die elektronische Datenerfassung er-
folgt iiber das unverdoppelte Restlicht der Anregungspulse, wihrend die mit dem
Photomultiplier nachgewiesene Fluoreszenz den Stoppuls darstellt. Die Messung
erfolgte dabei im sogenannten Umkehrbetrieb (Reverse Modus), d.h. zunéichst
wurde der Stoppuls und erst anschliefend relativ dazu der Startpuls detektiert.
Fiir umfassende Behandlung des zeitkorrelierten Einphotonenzéhlens sei auf die
umfassende Literatur beziiglich dieser Thematik hingewiesen [178,184,185].

4.2.2 Charakterisierung des Mef3systems

Da in dieser Arbeit die Fluoreszenzstrahlung vorrangig frequenzaufgelost aufge-
nommen wurde, mufl der spektralen Empfindlichkeit des Gesamtsystems Rech-
nung getragen werden. Die spektrale Antwort wurde dazu mit Hilfe einer Weif3-
lichtquelle bekannten Spektrums (Osram 6318, 6V, 10 W) bestimmt, welche an
Stelle der Mefzelle in den Strahlengang eingebracht wurde. Mit Hilfe der so ge-
wonnen Kurve konnte eine spektrale Kalibration des Systems stattfinden. Samt-
liche aus dem TCSPC-Experiment gewonnen und in dieser Arbeit présentierten
Ergebnisse wurden entsprechend korrigiert.

Um das zeitliche Auflésungsvermogen der Apparatur zu charakterisieren, wurde
eine Gerétefunktion aufgenommen, welche der zeitlichen Instrumentenantwort-
funktion des Gesamtsystems entspricht. Sie wurde anhand der Fluoreszenz ei-
ner DASPI/KI/MeOH-Losung (DASPI: 4-[4-(Dimethylamino)-styryl]-1-methyl-
pyridiniumiodid) bei A = 615nm bestimmt. Aufgrund der Fluoreszenzléschung
von DASPI durch Kaliumiodid, betréigt die Fluoreszenzlebensdauer ca. 50 ps [186]
und liegt damit deutlich unterhalb der erreichbaren Zeitauflésung des TCSPC-
Systems. Das gemessene Signal sollte daher lediglich die Antwort des Mefsy-
stems représentieren. Eine signifikante Abhéngigkeit der Geritefunktion von der
Wellenlénge konnte nicht beobachtet werden. Die gemessene Antwortfunktion ist
in Abbildung 4.2 zusammen mit einer Log-Normal-Anpassung [187] geméaf:

In (1 + —Qb(zt°)>
b

gt)=go-exp| —In2- (4.3)

dargestellt. Dabei bezeichnet gy die Amplitude, b die Asymmetrie, A die Breite
und £y den zeitlichen Nullpunkt. Eine Log-Normal-Funktion stellt eine asymme-
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Abbildung 4.2: Gerétefunktion der TCSPC-Apparatur bei A = 615nm mit Log-
Normal-Anpassung.

trische Linienfunktion dar, die im Grenzfall b — 0 in eine Gaufifunktion {ibergeht.
Dabei gilt fiir die Halbwertsbreite mewpy (FWHM, Full Width at Half Maximum):

sinh b
TFWHM:A( 5 ) (4.4)

Die gemessene Antwortfunktion besitzt eine Halbwertsbreite von mewpy = 223 ps,
weswegen die Zeitauflosung der TCSPC-Apparatur auf ca. 200ps begrenzt
ist. Desweiteren wurde anhand der Geratefunktion der zeitliche Nullpunkt der
Fluoreszenzabklingkurven zu ¢ty = 6.793 ns bestimmt.

4.2.3 Mef3prozedur

Fiir die Bestimmung des zeitabhdngigen Fluoreszenz Stokes-Shifts wurden fre-
quenzaufgeloste Fluoreszenzabklingkurven mit der TCSPC-Apparatur aufge-
nommen. Dies ermdglicht die Untersuchung der Solvatationsdynamik an Lipid-
membran/Wasser-Grenzschichten auf einer Nanosekunden-Zeitskala. Von Inter-
esse ist dabei insbesondere die Temperaturabhingigkeit der Solvatation, um die
Dynamiken in unterschiedlichen Phasenzustéinden der Membranen zu studieren.
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Dafiir wurden fiir das System Laurdan/DMPC/Wasser (cpypc = 10mM,
npMpPC / MLawdan = 1000:1) Kinetiken im Temperaturbereich von 7' = 5 bis
60°C im Abstand von 5°C aufgenommen. Fiir jede dieser Temperaturen wur-
den Kinetiken von 400 bis 615nm im Abstand von 5nm gemessen. Die Fluores-
zenzabklingkurven wurden {iber einen Zeitraum von 50 ns registriert, wobei die
Datenakquisition fiir eine Kinetik iiber einen Zeitraum von 60 Sekunden statt-
fand. Bei dem gewé&hlten Mefiintervall von 50 ns betriagt der zeitliche Punktab-
stand ca. 25 ps. Die spektrale Auflosung ist bei der eingestellten Spaltbreite des
Monochromators von 1 mm auf ca. 4 nm begrenzt. Die Anregung der Probe erfolg-
te im magischen Winkel von 54.7° um Einfliisse des Polarisationszustandes auf
die Fluoreszenzabklingkurven zu vermeiden [158,188]. Die registrierten Kinetiken
wurden entsprechend ihrer spektralen Lage beziiglich ihrer Intensitat korrigiert
(siche Kapitel 4.2.2). Eine Entfaltung der Kinetiken mit der Gerétefunktion fand
nicht statt. Aus den so gewonnen Kinetiken konnte der zeitabhéngige Fluoreszenz
Stokes-Shift rekonstruiert werden (siehe Kapitel 5.4).

Fiir die Bestimmung der Anisotropieeigenschaften des Laurdans an der Lipid-
membran/Wasser-Grenzschicht wurden fiir obige Temperaturen (und zusétzlich
fiir 22.5°C) fiir parallel (0°, ||) und senkrecht (90°, L) polarisiertes Anregungs-
licht beziiglich der Detektion Kinetiken in den jeweiligen Intensitdtsmaxima der
Fluoreszenz aufgenommen. Die Datenakquisition erfolgte iiber einen Zeitraum
von jeweils 5 Minuten. Aus diesen Kinetiken konnte die Anisotropiefunktion be-
rechnet werden (siehe Kapitel 5.3):

T(t) _ ]||(t) — IJ-<t)

L) 21 () (4.5)

Bei diesen Messungen ist eine spektrale Korrektur nicht notwendig, da sie sich auf
die gemessenen Kinetiken bei paralleler und senkrechter Anregung gleichermaflen
auswirken wiirde. Eine Entfaltung mit der Gerétefunktion fand nicht statt.

4.3 Laser fiir Ultrakurzzeit-Untersuchungen

Als Laserlichtquelle fiir die Untersuchungen der Ultrakurzzeitdynamiken dient
ein kommerzielles Lasersystem der Firma Clark-MXR Inc. (CPA-2001) basierend
auf einem Faserlaser-Ring-Oszillator und regenerativem Verstirkersystem [189].
Dieses System liefert Laserpulse bei einer Zentralwellenlinge von 775nm und
einer Impulsdauer von ca. 150fs. Die Repetitionsrate betrdgt 1kHz bei einer
Pulsenergie von 0.85mJ. Jeweils 25% der Energie dieser Laserpulse dienen als
Ausgangspulse fiir das Fluoreszenzkonversionsexperiment (Kapitel 4.4) bzw. zum
Betreiben des nichtkollinear optisch-parametrischen Verstéarkers, welcher fiir das
Photon-Echo-Experiment herangezogen wird (Kapitel 4.5).
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Der CPA-2001 ist ein modular aufgebautes Femtosekunden-Lasersystem, beste-
hend aus einem Diodenlaser-gepumpten Faserlaser-Ring-Oszillator, einem Puls-
strecker, einem regenerativen Verstéarker und einem Pulskompressor. Der Dioden-
laser (A = 980nm, P = 900 mW) wird mittels eines WDM-Kopplers (WDM,
Wavelength Division Multiplezing) in die Er®T-dotierte Faser eingebunden. Die-
ser Faser-Ostzillator emittiert bei 1550 nm und erreicht {iber polarisationsaddi-
tives Modenkoppeln (APM, Polarisation Additive Pulse Modelocking) stabilen
Pulsbetrieb [27,189, 190,191, 192]. Die im Ringlaser erzeugten Pulse werden an-
schliefend mittels eines Gitters zeitlich auf ca. 100 fs komprimiert und in einem
Lithiumtriborat-Kristall (LBO) frequenzverdoppelt. Diese bei 775nm zentrier-
ten Laserpulse werden nun zeitlich gestreckt und sodann in den regenerativen
Verstiarker (RGA, Regenerative Amplifier) eingekoppelt [193,194,195,196]. Als
Verstarkungsmedium dient ein Titan:Saphir-Kristall, welcher mittels eines fre-
quenzverdoppelten Nd:YAG-Lasers (A = 532nm, E = 8mJ) bei einer Wieder-
holfrequenz von 1kHz gepumpt wird. Nach erfolgter Verstarkung bis zur Satti-
gung, wird der verstirkte Laserpuls {iber eine Pockels-Zelle aus dem Verstéarker
ausgekoppelt. Die zeitliche Kontrolle der Schaltvorgéinge zum Ein- bzw. Auskop-
peln erfolgt mittels eines Treibers (Clark-MXR Inc., DT505), welcher so eine
optimale Verstarkung im RGA gewéhrleistet. Die Stabilitdt der Laserpulse und
die Anzahl der Verstérkungszyklen werden dabei mittels einer Photodiode stén-
dig kontrolliert und auf einem Oszilloskop (Tektronix 485, 350 MHz) visualisiert
(Abbildung 4.3). AnschlieBend werden die verstirkten Laserpulse mittels eines
Gitters zeitlich optimal komprimiert. Dieses Verfahren der Verstarkung wird als
Chirped Pulse Amplification (CPA) bezeichnet.

Es wurden routineméfig Messungen zur zeitlichen Charakterisierung der Laser-
pulse mittels eines dafiir aufgebauten Autokorrelators durchgefiihrt. Die dabei
detektierte Intensitatsautokorrelationsfunktion lautet:

A(r) = / T IO+ 7). (4.6)

—00

An die in Abbildung 4.4 dargestellte, typische Intensitiatsautokorrelationsfunktion
wurde ein Lorentz-Profil angepafit, wonach sich Pulsdauern im Bereich von
Timp = 120fs ergeben. Der in der Messung zu erkennende Untergrund laft sich
durch hohere Beugungsordnungen resultierend aus der Gitterkompression im
CPA-2001 erkléren.
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Abbildung 4.3: Verstirkung der Laserpulse im RGA.
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Abbildung 4.4: Autokorrelationsmessung der Laserpulse aus dem CPA-2001 mit
lorentzformiger Anpassung.
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4.4 Fluoreszenzkonversionsspektroskopie

Im Nanosekundenzeitbereich ist das zeitkorrelierte Einzelphotonenzéahlen die be-
vorzugte Methode zur Untersuchung zeitaufgeloster Fluoreszenzspektren. Die un-
terschiedlichen Wege der erzeugten Elektronen von Dynode zu Dynode ( Transient
Time Spread) des verwendeten Detektors stellen bei dieser Methode jedoch die
Grenze der Zeitauflosung dar. Streak-Kameras erlauben zwar eine Zeitauflosung
im Pikosekundenbereich, sollen allerdings noch schnellere Prozesse im Femto-
sekundenbereich untersucht werden, so wird mit den herkommlichen Methoden
schnell die Grenze des Moglichen erreicht.

Um solche ultraschnellen Prozesse untersuchen zu konnen, bedient man sich
Samplingverfahren, die den bekannten Boxcar-Verfahren dhnlich sind [197, 198,
199]. Anstelle elektronischer Tore werden allerdings optisch-nichtlineare Tore ein-
gesetzt. Ein bekanntes Beispiel stellt der sogenannte Kerr-Shutter dar. Er basiert
auf der durch einen intensiven Laserstrahl induzierten Anisotropie in einem zuvor
optisch isotropen Material (z. B. CS;). Durch geeignete Meanordnungen 148t sich
so die durch Laseranregung erzeugte Fluoreszenz zeitlich abtasten und detektie-
ren [200,201,202]. Dem Vorteil, daf} bei dieser Methode das gesamte Spektrum der
Fluoreszenz simultan detektiert werden kann, steht der Nachteil gegeniiber, dafl
der Prozefl sehr ineffizient ist und man daher auf hohe Fluoreszenzintensitéten
angewiesen ist.

Im Jahre 1975 stellten Hirsch und Mahr die Methode der Fluoreszenzaufkonver-
tierung (FUC, Fluorescence Up-Conversion) vor [203], die es erlaubt sehr schwa-
che Fluoreszenzintensitédten bei guter spektraler und hoher zeitlicher Auflosung
nachzuweisen, welche prinzipiell nur durch die Lénge der verwendeten Laserpulse
limitiert ist.

4.4.1 Prinzip der Fluoreszenzkonversionsspektroskopie

Ein Fluoreszenzaufkonvertierungsexperiment stellt prinzipiell eine Kreuzkorrela-
tion zwischen Fluoreszenzlicht und einem intensiven Laserpuls dar [204,205,206,
207,208,209,210]. Die zu untersuchende Probe wird mit einem Laserpuls der Fre-
quenz wpymp elektronisch angeregt und die dabei entstehende inkohdrente Fluo-
reszenz der Frequenz wg; wird gesammelt und zusammen mit einem intensiven
Laserpuls, dem sogenannten Gatepuls (, Torpuls®) der Frequenz wgate, in einen
optisch-nichtlinearen Kristall fokussiert. Sind die Phasenanpassungsbedingungen
erfiillt, so entsteht bei zeitlicher und réumlicher Uberlagerung beider Wellen im
Kristall die Summen- bzw. Differenzfrequenz wg. Bei Erzeugung der Summenfre-
quenz wird das Experiment als Up-Conversion bezeichnet, im anderen Fall als
Down-Conversion.
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Die Phasenanpassungsbedingungen fiir die Summenfrequenzerzeugung, die in die-
ser Arbeit verwendet wurde, lauten fiir die Fluoreszenzaufkonvertierung:

Ws = Wp] + Wqate bzw. (4.7)
ks = kpi + Kcate- (4.8)

Dabei bezeichnen Es, EFl und E(;ate die jeweiligen Wellenvektoren. Es handelt sich
bei diesen Bedingungen um die durch A dividierten Erhaltungssitze der Energie
und des Impulses.

Da die Summenfrequenz nur dann erzeugt wird, wenn sich Fluoreszenz und
Pumppuls gleichzeitig im Kristall iiberlagern, kann nun der zeitliche Fluoreszenz-
intensitatsverlauf erfafit werden, indem der Gatepuls beziiglich der Fluoreszenz
zeitlich variiert und somit nacheinander der gesamte Fluoreszenzverlauf abgeta-
stet wird (siehe dazu Abbildung 4.5 zum Prinzip eines FUC-Experimentes). Dies
ist moglich, weil die Intensitdt der Summenfrequenz proportional zur Korrelati-
onsfunktion der Fluoreszenzintensitit mit der Intensitdt des Gatepulses ist:

Is(7) / Ie(t) IGate(t — 7)dt. (4.9)
Der Gatepuls fungiert somit als ein zeitliches Tor, wodurch die Fluoreszenz-
konversionsspektroskopie das optische Analogon zur elektronischen Boxcartech-
nik darstellt.

Anregungspuls Gatepuls
i
=
T
»
S Fluoreszenz
IS
£
o
c
- Verzogerung B Zeit | w. E.

Abbildung 4.5: Prinzip eines Fluoreszenzkonversionsexperimentes.
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Realisierung der Phasenanpassungsbedingungen

Im Falle der kollinearen Phasenanpassung, wie sie in dieser Arbeit verwendet
wurde, reduziert sich Gleichung 4.8 zu:

ng Nrl | NGate

)\S >\Fl - >\Gate, (410)
wobei n die jeweiligen Brechungsindizes bei den entsprechenden Wellenldangen A
bezeichnen [205]. Ein Weg diese Phasenanpassungsbedingung zu erfiillen besteht
darin, die Doppelbrechungseigenschaften von anisotropen, haufig uniaxialen Kri-
stallen auszunutzen. Sie zeichnen sich dadurch aus, dafl die Brechungsindizes von
der Ausbreitungsrichtung und Polarisation der einfallenden Welle beziiglich der
optischen Achse ¢ abhéngen. Die beiden Wellen werden als ordentliche (o) bzw.
auBerordentliche (ao) Wellen bezeichnet, wobei beide Wellen senkrecht zueinander
polarisiert sind und deren Brechungsindizes mit n, bzw. n,, bezeichnet werden.

In einem uniaxialen Kristall (d.h. Kristalle mit nur einer optischen Ach-
se), wie dem in dieser Arbeit verwendeten [-Bariumborat-Kristall (BBO), gilt
Ng = Ny = N bzZW. N, = Ny, wenn 2 die Richtung der optischen Achse ¢ bezeich-
net. Daraus folgt:

1 sin’f  cos?d

= —-
“22 (0) ngo,i n?)z 7

(4.11)

wenn @ den Einfallswinkel des Lichtes zur optischen Achse beschreibt und 4 fiir
die unterschiedlichen Wellen steht (S, F1 und Gate).

Die Phasenanpassungsbedingungen (Gleichung 4.7 bzw. 4.10) lassen sich wei-
terhin nicht erfiillen, wenn alle drei Wellen im Kristall die gleiche Polarisation
besitzen. Unter der Bedingung, dafl einer der Strahlen als aulerordentliche Welle
durch den Kristall propagiert, 148t sich jedoch ein Winkel 6, finden, fiir den die
Phasenanpassungsbedingungen erfiillt sind.

Beim verwendeten BBO-Kristall handelt es sich um einen negativ uniaxialen Kri-
stall, d. h. es gilt n,, < n,. Bei genauerer Betrachtung 148t sich zeigen, dafl bei
solchen Kristallen die Phasenanpassung nur zu erreichen ist, wenn die erzeug-
te Summenfrequenz eine auflerordentliche Welle ist. Es werden zudem zwei ver-
schiedene Typen der Phasenanpassung unterschieden. Im Falle der sogenannten
Typ [- Phasenanpassung sind die beiden einfallenden Lichtwellen gleicher Pola-
risation (0 + o — ao), wohingegen im Falle der Typ II-Phasenanpassung die
cinfallenden Wellen orthogonal zueinander polarisiert sind (o + ao — ao bzw.
ao + 0 — ao).

Fiir den in dieser Arbeit benutzen Fall der TypI- Phasenanpassung 143t sich nun
der gesuchte Phasenanpassungswinkel 6, berechnen:
ng*(fm) — 1§

-2 2 )

sin? 0, = —
nao,S - no,S

(4.12)
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wobei ng(0,) gegeben ist als:

As As
ns (Gm) = Ny, Fl)\_ + No, Gate v

. 4.13
Fl /\Gate ( )

Fiir diesen Winkel 6, beziiglich der optischen Achse des Kristalls sind die gefor-
derten Phasenanpassungsbedingungen exakt erfiillt.

Die Umwandlungseffektivitéit 7, fiir die Summenfrequenzerzeugung 143t sich fiir
diesen Fall unter Anwendung einiger Néherungen angeben als:

e = IS _ 27’[’2dgﬁL2]F1 (4 14)
4 IGate & 58 )\Fl )\S No, F1 Mo, Gate nS<0m) ' .

Dabei bezeichnet I die jeweiligen eingestrahlten Intensititen, d.g den effektiven
nichtlinearen Koeffizienten des Kristalls, L die Dicke des Kristalls, ¢ die Licht-
geschwindigkeit und ¢y die absolute Dielektrizitatskonstante des Vakuums [206].

Akzeptanzwinkel und spektrale Bandbreite

Die obigen Ableitungen gelten streng nur fiir die Phasenanpassung Ak = kg —
kpi — kaate = 0. Sie ist jedoch nicht immer exakt erfiillt.

Die durch den Pumppuls erzeugte Fluoreszenz strahlt in alle Raumrichtungen ab
und kann folglich auch nur mit einem bestimmten Raumwinkel in den Kristall
fokussiert werden, so dafl die in den Kristall eintretende Fluoreszenz mit den
Wellenvektoren kg eine starke Streuung der Einstrahlungswinkel aufweist [207].
Es kann also keine exakt kollineare Einstrahlungsgeometrie fiir die gesamte Fluo-
reszenz gewdhrleistet werden. Diese Umsténde fithren dazu, das es zu einer Si-
tuation der sogenannten Phasenfehlanpassung (Phase Mzsmatch) kommt, d.h.
Ak = ks - k;pl — kGate # 0. Das hat negative Auswirkungen auf die Umwand-
lungseffektivitat im Kristall [206,207,208], sie reduziert sich zu:

sin®(AkL/2)

(AKL/2)? (4.15)

Na(Ak) = 1q -
Eine effektive Umwandlungseffektivitit kann daher nur innerhalb eines gewissen

Akzeptanzwinkels des Kristalls erfolgen. Dieser Akzeptanzwinkel A# ist definiert
als der Winkel in der die Phasenfehlanpassung weniger als 7 / 2 betragt. Es gilt:

=\ -1
A@:‘%(%) | (4.16)

Desweiteren fiihrt die grofle spektrale Bandbreite der Fluoreszenz dazu, dafl die
Phasenanpassungsbedingungen im Kristall nicht immer fiir alle Strahlungsanteile
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perfekt erfiillt sein kénnen. Analog den obigen Uberlegungen kann fiir die spek-
trale Bandbreite Aw des Kristalls definiert werden [207]:

™

Aw = _ .
2L<% _ %)

OJwsg Owpy

(4.17)

Sie umfafit den Bereich, in dem die Energie des aufkonvertierten Lichtes auf
4/7? der urspriinglichen Intensitéit abgesunken ist. Der Kristall wirkt also als ein
frequenzselektives Element.

Zeitauflosung

Die Zeitauflosung in einem FUC-Experiment ist prinzipiell durch die zeitliche
Breite des Pump- und vorrangig des Gate-Pulses gegeben [204,209].

Bei Messungen im Femtosekundenbereich kann diese minimal erreichbare Zeitauf-
l6sung durch die sogenannte Gruppengeschwindigkeitsdispersion (GVD, Group
Velocity Dispersion) verschlechtert werden. Diese Gruppengeschwindigkeits-
dispersion resultiert aus den optischen Elementen im Strahlengang und kann
beschrieben werden als:

0%k A2 0%n

D= = .
GV ow?  2mc? ON2

(4.18)

Die GVD bewirkt, dal die Pulse einen sogenannten Chirp besitzen, d.h. die
niederfrequenten Strahlungsanteile eilen den hoéherfrequenten zeitlich voraus, so
da} die Pulse zeitlich verlangert und in der Frequenz ,verschmiert® sind. Der
storende Effekt der GVD kann weitestgehend umgangen werden, indem reflektive
Optiken verwendet werden, d. h. Parabolspiegel anstatt Linsen.

Ein weiteres Problem stellt die sogenannte Gruppengeschwindigkeitsfehl-
anpassung (GVM, Group Velocity Mismatch) dar. Sie rithrt aus unterschied-
lichen Fortbewegungsgeschwindigkeiten der einzelnen Frequenzen im Aufkonver-
tierungskristall her. Unterschiedliche Frequenzen laufen bildlich gesprochen an-
einander vorbei und bewirken so die zeitliche Verbreiterung der erzeugten Sum-
menfrequenz. Die Gruppengeschwindigkeit v, bei einer Wellenldnge Ay wird be-

schrieben als: L )
ok on -

— (2 — - — , 4.1

et I N @

Im Falle der hier verwendeten Typ I- Phasenanpassung kann die aus der Gruppen-
geschwindigkeitsfehlanpassung resultierende zeitliche Verbreiterung beschrieben

werden als: ~ .
At = L(akG‘“e Ok ) (4.20)

aWGate au}Fl
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Um die zeitliche Verbreiterung durch die Gruppengeschwindigkeitsfehlanpassung
moglichst gering zu halten, sollten moglichst diinne Aufkonvertierungskristalle
eingesetzt werden. Es ist daher ein Kompromifl zwischen erreichbarer Zeitauf-
16sung und Umwandlungseffizenz des Aufkonvertierungsprozesses zu finden.

4.4.2 Experimenteller Aufbau

Der schematische Versuchsaufbau des im Rahmen dieser Arbeit aufgebauten
Fluoreszenzkonversionsexperimentes (FUC, Fluorescence Up-Conversion) ist in
Abbildung 4.6 dargestellt. Das FUC-Experiment wird mit 25% der aus dem
CPA-2001 zur Verfiigung gestellten Laserleistung betrieben. Der bei einer Wellen-
lange von 775 nm zentrierte Laser wird zunéchst mit einem Galilei-Teleskop um
einen Faktor3 beziiglich seines urspriinglichen Strahldurchmessers von 1.5cm
verkleinert und anschliefend in einem nichtlinearen Kristall (BBO, d = 1 mm,
0 = 30.15°) mit einer Effizienz von ca. 50 % frequenzverdoppelt, so dafl Pulse bei
387.5nm mit einer Energie von 0.1 mJ zur Verfiigung stehen. Diese ultravioletten
Pulse werden mittels eines dielektrischen Spiegels (HR 390 nm, HT 780 nm / 45°
unpol.) vom restlichen, unverdoppelten Licht abgetrennt.

Das ultraviolette Licht, welches im Experiment als Pumpwelle fungiert, pas-
siert eine als Attenuator (Abschwicher) bezeichnete Kombination aus \/2-
Verzogerungsplatte und Polarisator (beide AR 400nm), welche es ermoglicht un-
abhéngig voneinander Polarisationszustand und Energie der Pumpwelle einzu-
stellen. Das Licht wird danach mit einer Quarzlinse (f = 100mm) in eine ther-
mostatierbare MeBkiivette (Hellma, 165-QS, Schichtdicke 1 mm) fokussiert, wobei
die MeBkiivette auf einer exzentrisch bewegten Kiivettenhalterung befestigt ist,
die mit ca. 20 Hz rotiert, so dafl jeder Laserschufl auf zuvor ungepumpte Mef3-
losung trifft [27]. Auf diese Weise konnen auch bei geringen Probenvolumina
Ausbleich- und/oder Aufheizeffekte vermieden werden. Die Temperatur in der
MeBkiivette wird mit einem Thermostaten (Julabo, Ultratemp 2000) auf +0.5°C
konstant gehalten. Ein moglichst grofler Teil der entstehenden, raumlich ungerich-
teten Fluoreszenz wird mit einem Off-Axis-Parabolspiegel geringer Brennweite
und damit grofem Offnungswinkel gesammelt und kollimiert (Janos, Alumini-
um, 90°-Off-Azis, f = 50.8 mm). Um restliches Pumplicht abzutrennen wird ein
Griinglasfilter (Schott, GG420, 1mm) in den Strahlengang der Fluoreszenz ge-
bracht. Anschliefend wird die Fluoreszenz iiber einen Umlenkspiegel geleitet, der
mit einem Loch zur Abtrennung verbleibender Pumpstrahlung und gleichzeiti-
gen Einkopplung des Gate-Pulses in den Strahlengang versehen ist. Mittels eines
weiteren Parabolspiegels (Janos, Aluminium, 90°-Off-Azis, f = 101.6 mm) wird
die Fluoreszenz in den Aufkonvertierungskristall (BBO, d = 1mm, 6 = 34.2°)
fokussiert. Die Fokussierung erfolgt hierbei mit méglichst grofler Brennweite, um
innerhalb des Akzeptanzwinkels des nichtlinearen Kristalles zu bleiben und so-
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Abbildung 4.6: Schematischer Aufbau des Fluoreszenzkonversionsexperimentes.
Li: f = 150mm, L2: f = —50mm, L3: f = 100mm, L4: f = 100mm,
PS1: f = 50.8mm, PS2: f = 101.6mm, PS3: f = 76.2mm, Poll: Polarisator
(AR 800nm), Pol2: Polarisator (AR 400nm), BBO1: SHG-Kristall, BBO1: Up-
Conversion-Kristall, ST: Strahlteiler, VB: Verschiebebiihne, MZ: Mefzelle, SL:
Spiegel mit Loch, PM: Photomultiplier.

mit eine hohe Umwandlungseffizienz zu erreichen (siehe Kapitel 4.4.1). Um die
kritische Justage des Fluoreszenzlichtes zu erleichtern, ist es essentiell, die Para-
bolspiegel auf xyz- bzw. xy-Bithnen (Newport, M460A) zu montieren.

Das restliche, unverdoppelte Laserlicht bei 775nm wird als Gatepuls im FUC-
Experiment verwendet. Es durchlduft zundchst eine variable Verzogerungsstrecke
(Physik Instrumente, Verschiebebithne M410-DG; Controller C-844), iiber welche
die Zeitverzogerung zwischen Fluoreszenz und Gatepuls im nichtlinearen Kristall
variiert werden kann. Der Gatepuls wird dabei zweimal iiber die Biithne geleitet,
um so den zur Verfiigung stehenden MeBbereich auf ca. 1.3ns zu verdoppeln (in
Abbildung 4.6 nicht dargestellt). Ein weiterer Attenuator erméoglicht auch hier die
unabhéngige Einstellung von Polarisationszustand und Energie (AR 800 nm). Der
Gatepuls wird iiber den Spiegel mit Loch in den Strahlengang der Fluoreszenz
kollinear eingekoppelt und mit derselbigen iiber den zweiten Parabolspiegel in
den nichtlinearen Kristall fokussiert, in dem bei geeigneter Winkelstellung nun die
Summenfrequenzerzeugung stattfindet. Dazu ist der Kristall auf einer drehbaren
Halterung mit Winkelskala befestigt.

Die aus dem Kristall hinaustretende Strahlung wird mit einem weiteren Pa-
rabolspiegel (Janos, Aluminium, 90°-Off-Azis, f = 76.2mm) parallelisiert und
durch ein Prisma zur Abtrennung des restlichen Fluoreszenz- und Gatelich-
tes gefithrt (Quarz, o = 68°). Mit einer Quarzlinse (f = 100mm) wird
das aufkonvertierte Licht in einen Monochromator (Beckmann, Brennweite
f = 160 mm, Gitter = 600 Linien / mm, Agj,,e = 310 nm, reziproke lineare Disper-
sion = 11nm /mm) fokussiert. Vor dessen Eintrittsspalt befindet sich ein Glas-
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filter (Schott, UG11, 1 mm) zur Unterdriickung von Streu- und Umgebungslicht.
Der Monochromator dient zur weiteren Unterdriickung von Streulicht und deswei-
teren im Zusammenhang mit der Winkelstellung des nichtlinearen Kristalles zur
Frequenzselektion des jeweiligen aufkonvertierten Fluoreszenzlichtes. Die Detek-
tion erfolgt mit einem Photomultiplier (Hamamatsu, 1P28, 9 Dynoden, Betriebs-
spannung = 1250 V) mit elektronischer Verstirkung und Integratorschaltung. Die
gesamte Steuerung des MeBablaufes, sowie die Datenaufnahme geschieht von ei-
nem Personal-Computer aus, der mit einer AD-Wandlerkarte (Data-Translation,
DT 3016, 16 Bit) ausgestattet ist. Das verwendete Computerprogramm fiir den
korrekten Ablauf der Messungen wurde dabei in der Umgebung VEE Onelab
(Agilent Technologies) geschrieben.

4.4.3 Charakterisierung des Meflsystems

Eine spektrale Kalibration des FUC-Experimentes ist aufgrund der vielen unbe-
stimmbaren Parameter, insbesondere der empfindlichen Abhéngigkeit der gemes-
senen Intensitdten von der jeweiligen Justage, nicht moglich. Es kénnen daher im
FUC-Experiment lediglich relative Intensitéiten gemessen werden. Die Gewich-
tung der Fluoreszenzkinetiken kann anhand der stationdren Emissionsspektren
erfolgen, wenn gewéhrleistet ist, dal der dynamische Stokes-Shift im betrachte-
ten Zeitfenster abgeschlossen ist. Da dies im untersuchten System nicht der Fall
ist, fand eine Gewichtung iiber zeitaufgeloste Spektren bei einer festen Verzoge-
rungszeit von ca. 500 ps statt, die im TCSPC-Experiment erhalten wurden (siehe
Kapitel 5.4.3).

Um das zeitliche Auflésungsvermégen der FUC-Apparatur abzuschétzen, wurde
eine Intensitéitskreuzkorrelation zwischen Anregungspuls und Gatepuls aufgenom-
men. Der experimentelle Aufbau mufite zu diesem Zweck nicht verdndert werden,
da aus dem Anregungspuls resultierendes Streulicht fiir eine Aufnahme der Kreuz-
korrelation iiber Summenfrequenzerzeugung mit dem Gatepuls bereits ausreichte.
Daher ist die gemessene Kurve reprasentativ fiir den verwendeten experimentel-
len Aufbau. Eine Gau3-Anpassung der gemessenen Kreuzkorrelation ergibt eine
Halbwertsbreite von mpwraym = 300 fs (siehe Abbildung 4.7). Sie kann als ein un-
teres Limit der Zeitauflosung betrachtet werden. Die tatséchliche Zeitauflosung
ist zudem frequenzabhéngig, daher ging die Halbwertsbreite mewpn nicht explizit
bei der Anpassung der gemessenen Kinetiken ein, sondern wurde als anpaflbarer
Parameter behandelt. Auch der zeitliche Nullpunkt der Kinetiken wurde {iber die
Anpassung bestimmt. Siehe dazu Kapitel 5.4.3.
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Abbildung 4.7: Intensitéatskreuzkorrelation der Anregungspulse und der Gatepulse
mit gauBformiger Anpassung.

4.4.4 Mef3prozedur

In Ergénzung zu den TCSPC-Messungen zur Untersuchung der Solvatations-
dynamik an Lipidmembran /Wasser-Grenzschichten wurden analoge Experimente
mit dem FUC-Experiment zur Untersuchung der ultraschnellen Dynamik durch-
gefiihrt.

Da das FUC-Experiment aufgrund seines relativ ineffizienten, nichtlinearen Fre-
quenzmischprozesses eine hohe Fluoreszenzintensitidt benotigt, wurde das Sy-
stem Laurdan/DMPC/Wasser mit einer hoheren Farbstoffkonzentration als im
TCSPC-Experiment hergestellt (cpypec = 20mM, npuvpe / PLaudan = 100:1).
Um im FUC-Experiment Kinetiken mit einem zufriedenstellenden Signal/Rausch-
Verhéltnis zu erhalten, ist es notwendig ausreichend weit entfernt von der Misch-
frequenz zwischen Anregungs- und Gatepuls zu detektieren, da in diesem Bereich
ein starker Streustrahlungsuntergrund vorliegt, so dafl das Signal nicht mehr ge-
geniiber dem Rauschhintergrund diskriminiert werden kann. Daher ist man auf
geniigend grofle Fluoreszenz Stokes-Shifts angewiesen, um die Solvatationskorre-
lationsfunktion mit ausreichender Genauigkeit zu bestimmen. Es konnte daher im
FUC-Experiment die Solvatationsdynamik nur innerhalb der fliissig-kristallinen
Phase der Membranen bestimmt werden.
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Es wurden Kinetiken im Temperaturbereich von 7" = 25 bis 60°C im Abstand
von 5°C aufgenommen. Fiir jede dieser Temperaturen wurden 17 Kinetiken im
Bereich von 268 bis 325 nm gemessen, entsprechend Fluoreszenzwellenléngen von
410 bis 560 nm im Abstand von 10 nm. Fiir jede dieser Kinetiken wurden im Zeit-
bereich von —100 bis 1000 ps 277 Mefpunkte aufgenommen. Um die relevanten
Zeitbereiche zu betonen, wurde mit einem diskontinuierlichem Punktabstand ge-
arbeitet. Im Bereich von —100 bis —6 ps betrug der Punktabstand 2 ps. Um den
Anfangsteil der Kinetiken besser bestimmen zu kénnen, wurde von —6 bis 10 ps
ein Punktabstand von 0.2 ps gewéhlt. Im restlichen Teil wurden 150 Punkte mit
logarithmisch grofler werdendem Punktabstand erfafit. Jeder Mepunkt stellt den
Mittelwert aus 1000 Einzelschiissen dar, d. h. einer Mittelung iiber einen Zeitraum
von einer Sekunde. Um das Signal/Rausch-Verhéltnis weiter zu steigern wurde
jede Kinetik 6 Mal gemessen und anschlieBend gemittelt. Auf diese Weise werden
Langzeitschwankungen des gesamten Systems ausgeglichen. Da bei diesem Ver-
fahren eine Einzelmessung ca. 10 Minuten in Anspruch nahm, betrug die Mef3zeit
fiir eine Kinetik etwa eine Stunde. Die Spaltbreite des Monochromators betrug
0.5 mm, entsprechend einer spektralen Auflésung 5.5 nm. Die Anregung der Probe
erfolgte im magischen Winkel von 54.7° um Anisotropieeffekte zu vermeiden [158].
Die Anregungsenergie betrug 1—3 uJ, wohingegen der Gatepuls eine Energie von
ca. b ud hatte.

Aufgrund der Lichtempfindlichkeit des Farbstoffes Laurdan, sind die verwende-
ten Proben einer erheblichen Zersetzung ausgesetzt, was zur Folge hat, dafl die
Fluoreszenzintensitdat mit fortschreitender Bestrahlung abnimmt. Daher wurde
nach der Messung von jeweils 4 -6 verschiedenen Kinetiken, die Meflosung aus-
getauscht. Diese Zersetzungsprozesse und etwaige Zimmertemperaturschwankun-
gen verlangten eine Korrektur des Untergrundes der gemessenen Kinetiken. Dazu
wurde vor und nach jeder Einzelmessung die Grofle des Signals bei einer negati-
ven Verzogerungszeit, d. h. bei Abwesenheit von Fluoreszenz, gemessen. Im Falle
eines Unterschiedes beider Signale wurde der Untergrund linear beziiglich der
Zeit interpoliert. Aus den so gewonnen Daten konnte unter zur Hilfenahme von
TCSPC-Spektren bei einer festen Verzogerungszeit, fiir die relative Gewichtung
der Intensititen untereinander, die Solvatationskorrelationsfunktion rekonstruiert
werden (siche Kapitel 5.4.3).

Aufgrund der relativ schwachen Fluoreszenz des verwendeten Farbstoffes Laur-
dan in den zu untersuchenden MeBlosungen, wurde die Justage des FUC-
Experimentes mit geeigneten Farbstoflosungen durchgefiihrt. Dies bietet mehrere
Vorteile: Zum einen kénnen solche Losungen hochkonzentriert hergestellt werden,
zum anderen kann mit einer héheren Pumpenergie angeregt werden. Desweiteren
kann je nach Wellenldnge ein unterschiedlicher Farbstoff verwendet werden. In
dieser Arbeit wurden drei verschiedene Farbstoffiosungen zur Justage verwendet:
Coumarin 153 und Coumarin 151 in Methanol, sowie Coumarin 4 in alkalisiertem
Methanol. Deren stationéire Emissionsspektren sind in Abbildung 4.8 dargestellt.
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Die Struktur auf dem Spektrum des Coumarin 4 resultiert aus verschiedenen emit-
tierenden Spezies in Losung [211,212]. Nach erfolgter Justage des Setups mit Hilfe
dieser Farbstoflosungen, wurde eine identische Zelle in die Kiivettenhalterung ein-
gesetzt, welche die zu vermessende Losung enthielt. Die Kiivettenhalterung wurde
daher derart konstruiert, dafl eine reproduzierbare Positionierung der Mefzellen
stattfinden konnte.

1.0 H

—— C 153 / MeOH
,,,,,,,, C 151 / MeOH
G4 [ alk. MeOH
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Abbildung 4.8: Fluoreszenzspektren der zur Justage verwendeten Farbstoffe Cou-
marin 153, Coumarin 151 und Coumarin4 in Ldsung.

4.5 Photon-Echo-Spektroskopie

Fiir die in dieser Arbeit durchgefithrten Photon-Echo-Experimente an inversen
Mizellen werden ultrakurze, abstimmbare Laserpulse bendtigt, um sie den Ab-
sorptionsspektren der verwendeten Farbstoffe anpassen zu konnen. Zur Bereit-
stellung dieser Pulse wird ein nichtkollinearer optisch-parametrischer Verstarker
verwendet, der in Kapitel 4.5.1 kurz vorgestellt wird. Das eigentliche Photon-
Echo-Experiment zur Untersuchung der ultraschnellen Solvatationsdynamik in
inversen Mizellen wird in Kapitel 4.5.3 behandelt.
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4.5.1 Nichtkollinearer Optisch-Parametrischer Verstirker

Zur Erzeugung der abstimmbaren, ultrakurzen Laserpulse fiir das Photon-Echo-
Experiment dient ein nichtkollinearer optisch-parametrischer Verstiarker (NOPA,
Noncollinear Optical Parametric Amplifier), basierend auf den Arbeiten von
Riedle und Mitarbeitern [213,214,215].

Bei der optisch-parametrischen Verstdrkung handelt es sich um einen Drei-
Wellen-Mischproze3 in einem nichtlinearen Medium, bei dem die sogenannte
Pumpwelle wpymp hoher Intensitét in eine Signalwelle wgigna und eine Idlerwel-
le wiger aufgespalten wird. Wird der Prozel durch eine sogenannte Seedwelle
WSeed = Wsignal iNitiiert, so findet effektiv eine Verstérkung der Seedwelle auf Ko-
sten der Pumpwelle statt. Die Idlerwelle wird dabei in der Regel verworfen. Wird
als Seedwelle ein mit einem Chirp behaftetes Weillichtkontinuum verwendet, so
stellt ein optisch-parametrischer Verstéarker eine durchstimmbare Laserlichtquelle
dar. Fiir den Drei-Wellen-Mischproze8 gelten Energie- und Impulserhaltung:

WPump = WSignal + Widler bzw. (421)

EPump = leignal + Eldler- (422)

Der schematische Aufbau des in dieser Arbeit verwendeten NOPA ist in Abbil-
dung 4.9 dargestellt. Der NOPA wird mit ca. 25 % der Ausgangsleistung des im
CPA-2001 erzeugten Laserlichtes bei 775 nm betrieben. Zunéchst wird ein kleiner
Teil des Laserlichtes (ca. 4% Oberflichenreflexion) mit einem Quarzkeil abge-
trennt und in einen Saphir-Kristall (d = 2mm) zur Erzeugung eines WeiBlicht-
kontinuums fokussiert (f = 50mm) [216,217,218]. Das erzeugte Weifllicht wird
mit einer weiteren Linse (f = 40mm) iiber ein variable Verzogerungsstrecke in
den NOPA-Kristall fokussiert (BBO, d = 1 mm, 6 = 32°). Das Weiflichtkontinu-
um dient im nachfolgenden optisch parametrischen Prozef als Seedpuls.

Der iiberwiegende Teil des Laserlichtes wird zunéchst mit Hilfe eines Galilei-
Teleskops um einen Faktor drei beziiglich seines urspriinglichen Strahldurchmes-
sers von 1.5cm verkleinert und anschlieBend in einem Lithiumtriborat-Kristall
(LBO, d = 1 mm, 6 = 29.8°) mit einer Effizienz von ca. 40 % frequenzverdoppelt.
Die erzeugten Pulse besitzen eine Energie von ca. 85 uJ bei einer Zentralwellen-
ldnge von 387.5nm. Sie werden mit einer Quarzlinse (f = 250 mm) unter einem
Winkel von 7 = 6.3° beziiglich des Weillichtkontinuums in den NOPA-Kristall
weitergeleitet. Der Fokus liegt dabei ca. 10 cm vor dem Kristall, um die Inten-
sitdt im Medium unter dessen Zerstorschwelle zu halten. Diese Pulse dienen im
optisch-parametrischen Mischprozefl als Pumpwelle.
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Abbildung 4.9: Schematischer Aufbau des NOPA. L1: f = 150mm, L2:
f=-50mm, L3: f =250mm, L4: f = 50mm, L5: f = 40mm, L6: f = 400 mm,
BBO1: SHG-Kristall, BBO2: NOPA-Kristall, QK: Quarzkeil, SK: Saphir-Kristall,
VB: Verschiebebiihne, QP: Quarzplatten.

Bei optimaler raumlicher und zeitlicher Uberlagerung der Pump- und Seedpulse
im NOPA-Kristall, kann eine effektive Verstirkung des Seedlaserlichtes stattfin-
den. Im Falle der nichtkollinearen Anordnung kann dariiberhinaus bei geeigneter
Wahl des Winkels « erreicht werden, dafl die Projektion der erzeugten Idlerpulse
in Strahlrichtung mit der gleichen Gruppengeschwindigkeit wie die Signalpulse
durch den NOPA-Kristall laufen [214]:

Vg Signal = €OS(7Y) * Vg Idler (4.23)

wobei vy ; die jeweilige Gruppengeschwindigkeit bezeichnet (i = Signal bzw. Idler).
Infolge dieser Anordnung 148t sich die Effizienz des parametrischen Verstarkungs-
prozesses im Vergleich zur kollinearen Anordnung steigern, wihrend gleichzeitig
eine Verlangerung der Pulse unterbunden werden kann.

Da das WeiBllichtkontinuum eine deutlich ausgeprigtere Gruppengeschwindig-
keitsdispersion (Chirp) im Vergleich zu den Pumppulsen aufweist, werden im
parametrischen Verstiarkungsprozef jeweils nur die Frequenzanteile verstarkt, die
mit den Pumppulsen gerade zeitlich iiberlappen. Eine Durchstimmung der Signal-
Wellenlidnge kann daher einfach iiber eine Anderung der Verzogerungsstrecke des
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Weillichtkontinuums erreicht werden. Die Bandbreite der Pulse 148t sich deswei-
teren durch Einbringen von Quarzplatten in den Strahlengang des Weifllichtkon-
tinuums in weiten Bereichen variieren, um sie so den gewiinschten Anforderungen
anzupassen.

Auf diese Weise lassen sich Pulse im Wellenlédngenbereich von 500 bis 750 nm bei
Pulsenergien um 10 pJ erhalten. Die Pulse werden anschlielend in einer Prismen-
kombination (Quarz, a = 68.9°) zeitlich komprimiert [219,220], so da§ Pulsbreiten
im Bereich von 20fs bei entsprechender Bandbreite iiber den gesamten Spek-
tralbereich erreicht werden kénnen. Das Spektrum der verwendeten Pulse kann
innerhalb der Prismenkombination leicht verdndert werden, da hier eine raum-
liche Aufspaltung in seine einzelnen Frequenzanteile vorliegt. Zur Anpassung der
Bandbreite der Pulsspektren an die Absorptionsspektren des verwendeten Farb-
stoffes wurde daher der Puls nach Bedarf mit Blenden beschnitten. Ublicherweise
wurde mit Pulsen einer Impulsdauer um 25 fs, bei einer Bandweite von ca. 35 nm
im verwendeten Wellenléingenbereich um 650 nm gearbeitet. Das entspricht einem
Zeit-Bandweite-Produkt von ca. 0.6, was nicht ganz fourierlimitierten Pulsen ent-
spricht. Eine entsprechende Intensitatsautokorrelationsmessung mit zugehdrigem
Spektrum bei 668 nm zeigt Abbildung 4.10. Eine gauflféormige Anpassung der
Autokorrelationsfunktion weist eine Halbwertsbreite von mewnm = 33 fs auf, ent-
sprechend Pulsbreiten von ca. 23 fs.
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Abbildung 4.10: Intenstititsautokorrelationsmessung mit gaufiformiger Anpas-
sung und zugehdriges Spektrum des NOPA bei A = 668 nm.
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4.5.2 Prinzip der Photon-Echo-Spektroskopie

Die Theorie des Photon-Echo Peakshift Experimentes, sowie die Beziehung des
gemessenen Peakshifts zur Solvatationsdynamik wurde in Kapitel 2.3 eingehend
beschrieben. Hier sollen nur kurz die wichtigsten Punkte zum Versténdnis des
experimentellen Ablaufes eines solchen Experimentes wiederholt werden.

Bei einem 3-Puls Photon-Echo Peakshift Experiment (3PEPS) handelt es sich um
einen Vier-Wellen-Mischprozef3, wobei das Echo durch die Wechselwirkung dreier
Laserpulse El, k> und Eg, mit dem verwendeten Chromophor generiert wird. Der
erste Puls El erzeugt eine Kohérenz zwischen Grund- und angeregtem Zustand.
Der zweite Puls 152 beendet die Kohérenzperiode t15 und startet die Populati-
onsperiode to3 (im Grund- oder angeregten Zustand), in der eine spektrale Diffu-
sion stattfindet. Der letzte Puls Eg beendet auch diese Periode und erzeugt eine
zweite Kohérenzperiode. Daraufhin wird das Echosignal ks in die Raumrichtung
der Phasenanpassung ks + krg — k:l entsprechend der Impulserhaltung abgestrahlt.
Eine zeitliche Verschiebung des Echo-Maximums beziiglich einer gleichzeitig ge-
messenen Autokorrelation, die als Nullpunktsreferenz dient, wird als Photon-Echo
Peakshift bezeichnet. Ein von Null verschiedener Peakshift beschreibt die Féahig-
keit des untersuchten Systems zu rephasieren und kann in Abhéngigkeit von der
Populationszeit ty3 mit der Dynamik der Solvatation in Verbindung gebracht wer-
den.

Das Photon-Echo-Experiment besitzt den Nachteil im Vergleich zu Techniken die
den zeitabhéngigen Fluoreszenz Stokes-Shift messen, daf3 die Solvatationskorre-
lationsfunktion nicht direkt beobachtet werden kann. Demgegeniiber bietet die
Photon-Echo-Technik den Vorteil einer sehr hohen Zeitauflosung, die unterhalb
der verwendeten Pulsdauern liegt und prinzipiell nur durch die erreichbare Genau-
igkeit bei der Bestimmung des Echo-Peakshifts von ca. £ 1 fs limitiert ist. Zudem
ist im Vergleich zu zeitaufgelosten Stokes-Shift Experimenten der Aufwand fiir
die Auswertung der experimentellen Daten als geringer einzuschétzen, da eine
zeitintensive Rekonstruktion zeit- und frequenzaufgeloster Spektren entfillt.

Mit dem zur Verfiigung stehenden experimentellen Aufbau wurde dariiberhinaus
die sogenannte Transient-Grating-Spektroskopie (T'G) durchgefiihrt. In diesem
Fall wird die Kohérenzperiode t15 = 0 gesetzt, d. h. die beiden Laserpulse El und
Ez werden gleichzeitig in die Probe eingestrahlt und erzeugen dort ein transien-
tes Gitter. Der dritte Puls Eg wird mit variabler Zeitverzogerung in die Probe
eingestrahlt und dort am Gitter entsprechend der Phasenanpassungsbedingung
in die Raumrichtung ks + k3 — ki gebeugt. Das TG-Signal ist bei ausreichend
kurzen Pulsen von kohérenter Wellenpaketdynamik iiberlagert, so dafl diese expe-
rimentelle Technik zur Untersuchung der Schwingungsdynamik des verwendeten
Chromophors herangezogen werden kann.
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4.5.3 Experimenteller Aufbau

Der experimentelle Aufbau des in der vorliegenden Arbeit verwendeten Photon-
Echo-Experiments ist in Abbildung 4.11 schematisch dargestellt. Die vom NOPA
kommende, abstimmbare Laserstrahlung wird mittels sechs Strahlteilerwiirfel
(Linos Photonics, 50 % Reflexion, AR 800nm) derart aufgeteilt, dafi sich sie-
ben Laserstrahlen gleicher Intensitédt und Dispersion ergeben. Da die Intensitéten
der Laserstrahlen in einem Photon-Echo-Experiment sehr gering gehalten werden
miissen (ca. 5nJ pro Puls), um storende Effekte zu vermeiden die bei hoheren
Intensitdaten auftreten kénnen, wurde die aus dem NOPA kommende Strahlung
mit Neutralglasfiltern entsprechend abgeschwécht [36].

Im sogenannten MeBzweig dienen drei dieser Strahlen (Strahl 1-3 in der Abbil-
dung 4.11) zur Erzeugung des 3-Puls-Echos entsprechend obiger Beschreibung.
Die Strahlen 1 (k1) und 2 (k;) werden dabei iiber variable Verzogerungsstrecken
(Melles Griot, Nanomover; Controller Nanomotion II) zur unabhéngigen Einstel-
lung der Zeiten t15 und to3 geleitet, wihrend Strahl 3 (Eg) eine feste Verzogerungs-
strecke durchlauft. Durch doppelte Ausnutzung der Verzogerungsstrecken (in der
Abbildung nicht gezeigt) bieten die Translationsbiithnen einen zeitlichen Mefibe-
reich von ca. 330 ps. Die drei Strahlen werden in einem Winkel von ca. 0.7° mittels
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Abbildung 4.11: Schematischer Aufbau des Photon-Echo-Experimentes. L1:
f =300mm, L2: f = 300mm, VBI: Verschiebebiihne 1, VB2: Verschiebebiihne 2,
MZ: MeBzelle, QP: Quarzplatte, BBO: Autokorrelationskristall, PD1: Photodi-
ode, PD2: Photodiode, PM: Photomultiplier, SP: Spektrometer, 1—7: Numerie-
rung der Strahlen, Inlet: Finstrahlgeometrie der Strahlen 1—3 in die MefBzelle.
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einer Linse (f = 300mm) in die thermostatierbare Mefzelle (Hellma, 165-QS,
Schichtdicke 1 mm) fokussiert. Die Mefizelle ist analog dem Fluoreszenzaufkon-
vertierungsexperiment auf einer exzentrisch bewegten Zellhalterung montiert, um
Ausbleich- und Aufheizeffekte zu vermeiden. Die Temperatur in der Mef3zelle kann
mittels eines Thermostaten (Lauda, RC 6) auf & 0.5 °C konstant gehalten werden.
Die drei Strahlen werden in der sogenannten Boxcar-Geometrie in die Mefizelle
fokussiert, d. h. die Wellenvektoren zeigen in drei Ecken eines Quadrates. Das auf
diese Weise gemafl den Phasenanpassungsbedingungen in der vierten Ecke ent-
stehende Echo (siehe Inlet in Abbildung 4.11) ist damit rdumlich separiert und
wird mittels einer Blende und einem Glasfilter (Schott, NG 4, 1 mm) von diver-
gentem Streu- und Umgebungslicht bereinigt. Ein Photomultiplier (Hamamatsu,
R928, 7 Dynoden, Betriebsspannung = 700 V) mit elektronischer Verstarkung und
Integratorschaltung dient als Detektor.

Da das erzeugte Photon-Echo integral detektiert wird, ist die Information iiber
den interessierenden Peakshift bei festen Zeiten ¢;5 und t93 zunéchst verloren.
Um dennoch an diese Information zu gelangen, bedient man sich eines einfachen
Tricks. Beide Biithnen werden zu einer festen Verzogerungszeit to3 gefahren. Dort
wird die Verzogerungszeit t1o in einem kleinen Zeitintervall variiert. Infolgedes-
sen reprasentiert das dabei erzeugte Photon-Echo-Signal auch bei integraler De-
tektion in Abhéngigkeit der Verzogerung ti5 den zeitlichen Verlauf des Echos.
Die zeitliche Lage des Maximums des detektierten Signals beziiglich einer Null-
punktsreferenz gibt dann den gesuchten Peakshift an. Eine andere Methode, wel-
che den zeitlichen Verlauf der erzeugten Echos direkt untersucht, ist das soge-
nannte Time-Gated-Photon-Echo. Hierbei wird der zeitliche Verlauf des Echos
durch Up-Conversion-Techniken, wie sie in Kapitel 4.4 vorgestellt wurden, un-
tersucht [35, 36].

Die Strahlen 4 und 5 dienen zur Bestimmung der Autokorrelation als Nullpunkts-
referenz (Referenzzweig), da in der Boxcargeometrie im Vergleich zu anderen
Einstrahlgeometrien (z. B. Dreiecksgeometrie) lediglich ein einzelnes Echosignal
detektiert wird und somit nur eine relative Bestimmung des Peakshifts erfolgen
kann. Beide Strahlen durchlaufen die gleiche Verzogerungsstrecke wie die Strah-
len 1 bzw. 2 , so dal die simultan gemessene Autokorrelation stets eine zeitliche
Referenz zum gemessen Echo darstellt. Auf diese Weise kann das Signal /Rausch-
Verhéltnis erheblich verbessert werden, da zeitliche Schwankungen des Lasers und
damit des Nullpunktes ausgeglichen werden kénnen. Die Messung liefert aber
dennoch keine Absolutwerte des Peakshifts, weil es bei der Einstellung der Zeit-
nullpunkte unvermeidlich zu einem zeitlichen Unterschied zwischen den Strahlen
1, 2 und 3 und den Strahlen 4 und 5 kommen kann (siehe Kapitel 4.5.4). Der in
der Boxcar-Geometrie bestimmte Peakshift ist daher mit einem konstanten Offset
im Bereich weniger Femtosekunden behaftet. Zum Ausgleich der im Mefzweig er-
héhten Dispersion durch die Mefizelle durchlaufen die Strahlen 4 und 5 zunéchst
eine planparallele Quarzplatte (Schichtdicke = 2mm). Danach werden sie mit
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einer Linse (f = 300 mm) unter einem Winkel von ca. 0.7° in einen nichtlinearen
Kristall (BBO, d = 0.1 mm, 6 = 40.5°) zur Erzeugung der zweiten Harmonischen
fokussiert. Die frequenzverdoppelte Strahlung wird mit einer Blende und einem
Glasfilter (Schott, UG11, 1 mm) von Streu- und Umgebungslicht befreit und mit
einer Photodiode (Hamamatsu, S1336-8BQ) registriert.

Die beiden verbliebenen Strahlen 6 und 7 dienen zur sténdigen Analyse der
vom NOPA kommenden Laserstrahlung beziiglich Energie und Spektrum. Die
zur Verfiigung stehenden Pulsenergien werden mit einer kalibrierten Photodiode
iberwacht, wihrend das Spektrum mit einem Spektrographen (Bausch & Lomb,
Brennweite f = 100 mm, Gitter = 1350 Linien / mm) und einer Photodiodenzeile
(Hamamatsu, S3901) sténdig registriert wird.

Die gesamte Steuerung des MeBablaufs, insbesondere die Ansteuerung der Trans-
lationsbiihnen, sowie die Datenaufnahme sowohl der 3-Puls Photon-Echo Peak-
shift Messungen als auch der TG-Messungen geschieht von einem Personal-
Computer aus, der mit einer AD-Wandlerkarte (Data-Translation, DT 3016,
16 Bit) ausgestattet ist. Die verwendeten Computerprogramme fiir den korrek-
ten Ablauf der Messungen wurde dabei in der Umgebung VEE Onelab (Agilent
Technologies) geschrieben.

4.5.4 Mef3prozedur

Zur Bestimmung der Solvatationsdynamik von eingeschrénktem Wasser in in-
versen Mizellen wurden 3-Puls Photon-Echo Peakshift Messungen am System
Isooktan/AOT/Wasser/HIDCI durchgefiithrt. Der Grad der Einschrinkung des
Wassers 148t sich dabei leicht iiber die Grofle des Wassereinschlusses in den inver-
sen Mizellen einstellen. Der Durchmesser des Wassernanotropfchens ist proportio-
nal zur zentralen Grofle p, welche als Verhiltnis der Konzentration von Wasser
zur Konzentration der grenzflichenbildenden Substanz AOT in der Meflosung
definiert ist: H,0]
2

= AOT|’ (4.24)
Es wurden sechs verschieden Losungen mit p = 1, 2, 4, 8, 16 und 32 unter-
sucht. Als Farbstoffsonde kam der Farbstoff HIDCI zur Anwendung, welcher die
Eigenschaften hat, sich im Wassernanotropfchen der inversen Mizellen zu losen
und so selektiv auf die Dynamik des Wassers zu sein. Die optischen Dichten der
untersuchten Losungen wurden auf OD = 0.5 fiir die grofleren Mizellen einge-
stellt, wohingegen fiir ;1 = 2 eine optische Dichte von 0.2 und fiir u = 1 optische
Dichte von 0.1 gewéhlt werden mufte. Eine hohere optische Dichte ist fiir diese
Mizellengroflen nicht realisierbar, weil der geringe Wassergehalt solcher Mizel-
len nur eine gewisse Farbstoffmenge zulédfit. Um die Dynamiken innerhalb des
Wassernanotropfchens inverser Mizellen einordnen zu koénnen, wurde desweite-
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ren die Dynamik des verwendeten Farbstoffes HIDCI in reinem Wasser bei einer
optischen Dichte von OD = 0.7 untersucht. Alle Mefllosungen wurden auf eine
Temperatur von 25°C thermostabilisiert. Die verwendete Laserstrahlung wurde
so eingestellt, daB8 deren Zentralfrequenz mit dem 0-0-Ubergang des Farbstoffes
im untersuchten System zusammenfiel (A = 665nm in den inversen Mizellen,
A = 650nm in reinem Wasser). Das Spektrum wurde auf eine Bandbreite von
ca. 35 nm eingestellt, woraus sich Pulsbreiten um 25 fs ergaben.

Die exakte Einstellung des Nullpunktes und die Uberlagerung der Strahlen in
der MefBzelle ist fiir die durchgefithrten Experimente von grundlegender Wich-
tigkeit. Dazu wurde die Mefzelle zunéchst durch einen nichtlinearen Kristall er-
setzt (BBO, d = 0.1mm, 6 = 40.5°) und die zwischen den drei eingestrahlten
Laserpulsen entstehenden zweiten Harmonischen zur Justage verwendet. Durch
Optimierung der erzeugten SHG-Intensitéiten konnte sowohl eine exakte Uber-
lagerung aller drei Strahlen, sowie deren zeitlicher Nullpunkt untereinander als
auch mit der simultan gemessenen Autokorrelation eingestellt werden. Der Aus-
tausch des Kristalls durch die Mefzelle fiihrt zu einer zeitlichen Verschiebung
des Nullpunktes zwischen Mefizweig und Referenzzweig, was aber weitestgehend
durch die zusétzliche Quarzplatte im Referenzzweig ausgeglichen werden kann.
Dennoch fiithrt der Austausch dazu, dafl der Peakshift bei dieser Methode nur auf
einen gewissen Offset von wenigen Femtosekunden genau bestimmt werden kann.

Die Aufnahme der Peakshifts in Abhéngigkeit der Verzogerungszeiten to3 repré-
sentiert die gesuchte Solvatationsdynamik. Die Bestimmung des Peakshifts zu
einer festen Zeit to3 geschieht nach oben beschriebener Prozedur. Die Biihne 1
wird dabei im sogenannten Rapid-Scan-Betrieb zur Durchstimmung der Verzo-
gerungszeiten t15 im Bereich von —150 fs bis +150 fs eingesetzt [186], was bei ei-
ner Repetitionsrate von 1 kHz und einer Biithnengeschwindigkeit von 0.15mm /s
etwa 1200 Meflpunkten pro Echo- und Autokorrelationssignal entspricht. Jedes
Echo, sowie die zugehorige Autokorrelationsmessung, wurden zur Steigerung des
Signal/Rausch-Verhéltnisses 10 Mal (ab te5 = 20ps aufgrund der reduzierten
Echointensitét 15 Mal) gemessen und automatisch gemittelt. Nach erfolgter Mes-
sung eines Echos, fuhren die Biihnen im konventionellen Step-Scan-Modus die
nédchste Verzogerungszeit to3 an. Ein typisches Signal in Abhéngigkeit der Ver-
zogerungszeit t15 fiir konstantes to3 zeigt Abbildung 4.12. Solche Signale wurden
an 360 verschiedenen Verzogerungszeiten to3 im Bereich von —20 fs bis 300 ps be-
stimmt, wobei eine diskontinuierliche Verteilung dieser Zeiten gewéhlt wurde, um
die relevanten Zeitbereiche der zugrundeliegenden Dynamiken zu betonen. Von
—20fs bis 200 fs betrug der Punktabstand 2 fs, um den Inertialteil der Dynamik
aufzulosen. Von 200fs bis 2ps wurden die Echos im Abstand von 12fs detek-
tiert. Von 2ps bis 300 ps wurden insgesamt 100 Echosignale mit logarithmisch
groffer werdendem Punktabstand aufgenommen. Die Aufnahme einer einzelnen
Peakshiftmessung in Abhéngigkeit von t93 dauert ca. 8 Stunden und wurde in der
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Abbildung 4.12: Typisches Mefsignal im 3PEPS-Experiment. Blau: Autokorrela-
tion; Rot: Echosignal.

Regel iiber Nacht durchgefiihrt, um stabile Temperaturbedingungen iiber diesen
Zeitraum zu gewahrleisten.

Die Bestimmung des Peakshifts erfolgte mit einem von H. Biirsing [27] geschriebe-
nen Computerprogramm in der Rechenumgebung Matlab (The MathWorks Inc.,
Version 6.0.0.88). Die gemessenen Echo- und Autokorrelationsrohdaten wurden
zunédchst mathematisch geglittet, indem jedem Datenpunkt der Mittelwert der
Intensitéat aus den 15 am néchsten liegenden Punkten auf jeder Seite zugeordnet
wurde. AnschlieBend wurden die Signale auf eins normiert und im weiteren nur
die oberen 20 % der Signale betrachtet. An die so erhaltenen Daten wurden Poly-
nome dritten Grades angepafit und deren Maxima bestimmt. Die Differenz beider
Maxima ergab den sogenannten Echo-Peakshift, welcher gegen t53 aufgetragen die
zugrundeliegenden Dynamiken der Solvatation beschreibt (siehe Kapitel 6.2 und
Kapitel 6.3).

Zur Untersuchung der Schwingungsdynamik des verwendeten Chromophors
HIDCI wurden dariiberhinaus Transient-Grating-Messungen der hergestellten
Probenlosungen durchgefiihrt. Im Vergleich zu den Photon-Echo Peakshift Mes-
sungen andert sich lediglich die Ansteuerung der Biihnen. Die Verzogerungszeit
t19 wurde auf Null gesetzt und nicht variiert, wihrend die zweite Bithne im Rapud-
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Scan-Betrieb die Verzogerungszeit to3 in einem Bereich von —1 ps bis 7 ps durch-
fuhr. Bei einer Bithnengeschwindigkeit von 1.2mm /s und einer Repetitionsrate
von 1kHz wurden dabei insgesamt 4000 Punkte aufgenommen. Eine Messung
wurde {iblicherweise iiber 500 Einzelmessungen gemittelt, was ca. 1.5 Stunden in
Anspruch nahm. Die erhaltenen Transient-Grating-Signale weisen periodisch os-
zillierende Signalbeitriage auf, welche koharenter Wellenpaketdynamik zuzuschrei-
ben sind. Durch geeignete Analyse kann daraus die Schwingungsdynamik des ver-
wendeten Chromophors in seiner jeweiligen Umgebung bestimmt werden (siehe
Kapitel 6.4).

4.6 Verwendete Chemikalien und Probenpripa-
ration

Zur Herstellung der untersuchten Probenlésungen wurden ausschliellich kommer-
ziell erhéltliche Chemikalien verwendet, welche ohne weitere Reinigung verwendet
wurden. Lediglich das AOT mufite vor Verwendung nach unten beschriebener
Prozedur getrocknet werden, da es sich um einen stark hygroskopischen Stoff
handelt.

In den folgenden Tabellen sind die in dieser Arbeit verwendeten, relevanten Che-
mikalien mit Herstellerangabe und Reinheitsgrad angegeben (soweit bekannt).
Dabei fait Tabelle 4.1 die zur Herstellung der Vesikellosungen verwendeten Che-
mikalien zusammen, wiahrend Tabelle 4.2 die Chemikalien zur Préparation der
inversen Mizellen enthélt. Die Verfahren zur Probenpraparation der Lipid-Vesikel
und der inversen Mizellen werden in den folgenden Unterkapiteln 4.6.1 bzw. 4.6.2
angegeben.

Chemische Bezeichnung K.urz— Hersteller Reinheit
bezeichnung
6-Lauroyl- Molecular
2-dimethylaminonaphthalin Laurdan Probes kA
1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-
' DMP Fluk: >
3-phosphatidylcholin ¢ b > 9%
- Wasser - 2-fach destilliert

Tabelle 4.1: Zur Herstellung der Vesikel verwendete Chemikalien.
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Chemische Bezeichnung K,urz_ Hersteller Reinheit
bezeichnung
Hexamethylindo- Lambda
HIDCI k. A.
dicarbocyaniniodid ¢ Physik
Natrium Bis(2-ethylhexl)- Sigma-
sulfobernsteinséiure AOT Aldrich 98 7%
2,2,4-Trimethylpentan Isooktan Merck >99.5%
- Wasser - 2-fach destilliert

Tabelle 4.2: Zur Herstellung der inversen Mizellen verwendete Chemikalien.

4.6.1 Praparation der Lipid-Vesikel

Zur Untersuchung der Solvatationsdynamik von Wasser an Lipidmembran/Was-
ser-Grenzschichten wurden unilamellare Vesikel hergestellt (siehe Kapitel 5).
Fiir die unterschiedlichen experimentellen Verfahren wurden Lésungen mit einer
Lipidkonzentration von cpype = 10mM und 20 mM préapariert. Das Verhéltnis
von Lipid zu Farbstoff npympc / MLaurdan betrug 1000: 1 bzw. 100: 1.

Die Herstellung der Vesikel erfolgte prinzipiell nach in der Literatur beschriebe-
nen Standardmethoden [221]. Die benotigte Menge an Lipid wurde abgewogen
und in einer entsprechenden Menge einer Dichlormethanlosung des Farbstoffes
Laurdan bekannter Konzentration gelost. Das Losungsmittel wurde anschlieend
im Stickstoffstrom abgezogen. Um das Dichlormethan vollstdndig zu entfernen,
wurde die Substanz iiber Nacht im Olpumpenvakuum aufbewahrt. AnschlieBend
wurde der verbleibende Riickstand in einer entsprechenden Menge Wasser auf-
genommen und bis zum Erreichen einer homogenen Dispersion geriihrt. Die so
erzeugten multilamellaren Vesikel wurden durch Extrudieren in unilamellare Ve-
sikel {iberfiihrt. Extrudieren bezeichnet das wiederholte Hindurchpressen multi-
lamellarer Vesikellosungen durch Membranfilter einer bestimmten Porengrofle.
Dadurch werden unilamellare Vesikel erhalten, deren Groflenverteilung durch die
Porengrofie der verwendeten Membranfilter bestimmt ist. Es wurde ein Extruder
der Firma Avestin, Inc. (Liposo-Fast) verwendet. Weiterhin kamen Polycarbonat-
filter der Firma Avestin, Inc. mit einer Porengréfie von 100 nm zur Anwendung.
Die resultierende Grolenverteilung der Vesikel ist schmal und bei ca. 80 nm zen-
triert [221]. Um eventuell geloste Luft aus den Vesikellosungen zu entfernen wurde
die extrudierte Losung fiir ca. 15 Minuten im Wasserstrahlpumpenvakuum auf-
bewahrt.
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Da die auf diese Weise erzeugten unilamellaren Vesikel nur eine begrenzte
Lebensdauer haben und sich innerhalb weniger Tage wieder multilamellare Ve-
sikel bilden, wurden stets frisch extrudierte Losungen untersucht. Unextrudierte
Losungen wurden generell im Kiihlschrank bei ca. 8 °C aufbewahrt. Aufgrund der
Lichtempfindlichkeit des verwendeten Farbstoffes Laurdan wurde bei der Proben-
praparation und Aufbewahrung darauf geachtet, den Probenlésungen moglichst
wenig Licht auszusetzen.

4.6.2 Praparation der Inversen Mizellen

Zur Untersuchung der Solvatationsdynamik des in inversen Mizellen eingeschlos-
senen Wassers wurden Losungen unterschiedlicher Groflen mit p = 1, 2, 4, 8, 16
und 32 nach Gleichung 4.24 hergestellt. Der zweite Parameter stellt die gewéhlte
optische Dichte von OD = 0.5 fiir die grofleren Mizellen, sowie OD = 0.2 fiir
@ =2und OD = 0.1 fiir p = 1 dar.

Da es sich bei dem Detergenz AOT um eine stark hygroskopische Substanz han-
delt, muflte es vor Verwendung getrocknet werden. Dazu wurden ca. 10 Gramm
AQT in so viel heilem Methanol aufgenommen, dafl die Substanz gerade gelost
wurde. Das Losungsmittel wurde darauthin im Vakuum abgezogen. Zuriick blieb
eine klebrige Masse, die im heiflen Stickstoffstrom einen Schaum bildet. Der Stick-
stoffstrom wurde so lange fortgesetzt, bis der Schaum trocken war. Die verbliebene
Substanz wurde zerkleinert und unter Riithren einige Stunden im Vakuum aufbe-
wahrt. Das auf diese Weise getrocknete AOT wurde bis zur Verwendung unter
Luftausschlufl aufbewahrt.

Die Préaparation der Losungen erfolgte nach Standardmethoden. Dazu wurde zu-
néchst eine entsprechende Menge an getrocknetem AOT eingewogen und in ei-
nem entsprechenden Volumen Isooktan gelst. Darauthin wurde ein entsprechen-
des Volumen einer HIDCI/Wasser-Losung bekannter Konzentration hinzugegeben
und kréftig geschiittelt. Die eingewogene Masse des AOT und die Volumina der
fliissigen Komponenten wurde dabei derart gewéhlt, dafl Losungen mit entspre-
chendem g und optischer Dichte OD erhalten wurden (siehe Tabelle 6.1). Um
Verdunstungseffekte zu vermeiden, wurden die Losungen bei ca. 8 °C im Kiihl-
schrank aufbewahrt.



Kapitel 5

Lipid-Vesikel

Im folgenden Kapitel werden die am Modellsystem der Lipidmembran/Wasser-
Grenzschicht erhaltenen Meldaten, sowie deren Auswertung vorgestellt. Die er-
worbenen Erkenntnisse werden eingehend diskutiert. Von Interesse ist dabei ins-
besondere das Studium der Solvatationsdynamik in Abhéngigkeit der in der
Membran auftretenden Phasenzusténde. Als Sonde fiir die Solvatation wird da-
bei der Farbstoff Laurdan verwendet, welcher iiber eine lange Alkylkette nicht-
kovalent in der DMPC-Lipidmembran verankert ist und dessen Chromophor an
der Lipidmembran/Wasser-Grenzschicht lokalisiert ist.

Zunéchst werden in Kapitel 5.1 Ergebnisse zur Charakterisierung der spektro-
skopischen Eigenschaften des Farbstoffes Laurdan auflerhalb einer Membran-
umgebung vorgestellt. Kapitel 5.2 wendet sich den Lipidmembran/Wasser-
Grenzschichten zu. Wahrend zunéchst der Polymorphismus des betrachteten Sy-
stems mit kalorimetrischen Methoden untersucht wird, widmet sich das anschlie-
Bende Unterkapitel seinen stationéren spektroskopischen Eigenschaften. In Kapi-
tel 5.3 werden die Anisotropieeigenschaften des Farbstoffes in der Lipidmem-
bran anhand des Wobble-in-Cone-Modells beschrieben. Danach folgt die aus-
fiihrliche Beschreibung der Solvatationsdynamik an der Lipidmembran/Wasser-
Grenzschicht, welche mit den zeitaufgelosten Methoden des zeitkorrelierten
Einzelphotonenzihlens und der Fluoreszenzaufkonvertierung bestimmt wurde
(siche Kapitel 5.4). Die Ergebnisse werden in Kapitel 5.5 eingehend diskutiert,
wéahrend Kapitel 5.6 die erhaltenen Erkenntnisse knapp zusammenfaf3t.
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5.1 Untersuchungen an Laurdan

Um zunéchst den Farbstoff Laurdan auflerhalb einer Membranumgebung zu cha-
rakterisieren, wurden stationdre Spektren in den Losungsmitteln n-Hexan, Ethan-
ol und Methanol aufgenommen. Die Absorptions-, Anregungs- und Emissions-
spektren des Laurdans im jeweiligen Losungsmittel bei T = 25 °C sind in Abbil-
dung 5.1 dargestellt. Die Aufnahmeparameter der mit dem Fluoreszenzspektro-
meter Fluorolog 3 der Firma Jobin Yvon registrierten Spektren sind in Tabelle 5.1
zusammengefaflt.

Lﬁs}lngs— Konzentration Detektions- | Emission | Anregung
mittel art AExc ADet
n-Hexan 10 uM FF 340.0 nm 420 nm
Ethanol 22 uM FF 387.5nm 485 nm

Methanol 4.6 uM FF 387.5nm 500 nm

Tabelle 5.1: Zusammenfassung der Aufnahmeparameter der stationdren Spektren
von Laurdan in n-Hexan, Methanol und Ethanol.

Eine Messung von Laurdan in reinem Wasser wére insbesondere im Vergleich
zu dem an der Lipidmembran/Wasser-Grenzschicht lokalisiertem Farbstoff von
groflem Interesse. Dies war aber aufgrund der Wasserunloslichkeit des Laurdans
nicht realisierbar. Auch das verwandte Prodan, welches sich von Laurdan lediglich
durch eine verkiirzte Alkylkette unterscheidet (siche Kapitel 3.5.1), erwies sich als
unzureichend wasserloslich, um die gewiinschten Spektren zu erhalten.

n-Hexan Als typischer Vertreter eines unpolaren Losungsmittels wurde
n-Hexan gewdhlt (Dielektrizitétskonstante e, = 1.89). Nach elektronischer
Anregung des Laurdans in n-Hexan findet daher keine dipolare Solvatation
statt und es kommt in erster Ndherung, d.h. unter Vernachléssigung eventu-
ell stattfindender nicht-dipolarer Solvatationsmechanismen [14, 15, 16], zu kei-
nem aus Solvatationsdynamik resultierendem Shift des Emissions- beziiglich des
Absorptionsmaximums. Das bedeutet, dafl die in Abbildung 2.2 dargestellten
System-Bad-Wechselwirkungspotentiale des Grund- und angeregten Zustandes
nicht gegeneinander verschoben sind. Die dennoch beobachte Verschiebung von
3965cm™" resultiert dann vorrangig aus der Relaxation der UberschuBenergie
aus den Franck-Condon aktiven Moden im angeregten Zustand des Chromophors
und den Besetzungsverhéltnissen der vibronischen Zusténde. Diese Tatsache wird
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Abbildung 5.1: Absorptions- (blau), Anregungs- (rot) und Emissionsspektren
(griin) fiir Laurdan in n-Hexan, Ethanol und Methanol bei T = 25°C.
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spater ausgenutzt, um die Solvatationskorrelationsfunktion fiir Laurdan in der
Lipidmembran/Wasser-Grenzschicht zu bestimmen (siche Kapitel 5.4.2).

Die Struktur der Absorptionsbande konnte von Ilich und Prendergast fiir Prodan,
welches einen identischen Chromophor besitzt, mit drei verschiedenen Ubergéin-
gen bei elektronischer Anregung erkliart werden [222]. Entsprechend 148t sich die
Absorptionsbande des Laurdans mit drei Gaufunktionen wiedergeben. Zwei der
elektronischen Ubergiénge (hier um 326 und 346 nm zentriert) sind danach einer
(m* <) - Absorption des Naphthalin-Ringes zuzuordnen, wihrend die Absorpti-
on um 372 nm aus einem (7* < n) - Ubergang resultiert. Das zusitzlich registrierte
Anregungsspektrum entspricht prinzipiell dem Absorptionsspektrum, eine gewis-
se Abweichung der Bandenformen ist dennoch aus unbestimmten Griinden zu
beobachten.

Dariiberhinaus wurden temperaturabhéingige Messungen der Absorptions- und
Emissionsspektren von Laurdan in n-Hexan durchgefiihrt (nicht abgebildet). Es
zeigte sich, dafl die Absorption im Temperaturbereich von 7' = 5 bis 60 °C nur um
ca. 12% abnimmt, wihrend die Abnahme der Fluoreszenzintensitiat im gleichen
Temperaturintervall mit ca. 45 % deutlich ausgeprigter ausfillt. Die Verringe-
rung der Fluoreszenzintensitédt mit steigender Temperatur kann moglicherweise
auf thermisch aktivierte, strahlungslose Desaktivierungsprozesse zuriickgefiihrt
werden. Desweiteren zeigt sich eine minimale Anderung der Bandenlage und Ban-
denform, was aus der verdnderten Population der vibronischen Niveaus mit va-
riterender Temperatur resultiert. Zusammenfassend betrachtet besteht allerdings
keine signifikante Temperaturabhéngigkeit der spektroskopischen Eigenschaften
des Laurdans in n-Hexan.

Ethanol S&émtliche Spektren von Laurdan in Ethanol sind im Vergleich zu
n-Hexan deutlich zu kleineren Wellenzahlen verschoben, was zum einen auf die
stark erhohte Polaritit des Ethanols (e, = 24.3) und zum anderen auf die mogliche
Ausbildung von Wasserstoffbriicken zuriickzufiihren ist. Dariiberhinaus tritt ein
stark erhthter Stokes-Shift von 6 904 cm™! auf, der hier zusitzlich zur Relaxati-
on von UberschuBenergie und den jeweiligen Besetzungsverhiltnissen auf dipolare
Solvatation schlielen 1&8t. Die in n-Hexan noch zu beobachtende Feinstruktur auf
Absorptions- und Anregungsspektrum ist in Ethanol aufgrund der erhéhten Sol-
venskopplung verschwunden (siehe dazu auch Kapitel 2.3). Das Anregungsspek-
trum ist im Rahmen der Meigenauigkeit mit dem Absorptionsspektrum identisch.

Methanol Der Wechsel zu Methanol zeigt nur geringe Verdnderungen gegen-
tiber Ethanol. Aufgrund der erhohten Polaritdt des Methanols (¢, = 32.6) und
der Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen sind die Spektren von Laurdan
zu niedrigeren Wellenzahlen verschoben und es tritt ein erhéhter Stokes-Shift von
7080cm~! auf.
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Tabelle 5.2 fait die ermittelten Absorptions- und Fluoreszenzmaxima von Laur-
dan in em™! und deren Differenz in den untersuchten Medien zusammen. Zusétz-
lich sind die jeweiligen Dielektrizitétskonstanten mit aufgefithrt [223].

LﬁSUHgS- ~max ~max ~max ~max
mittel Er VAbs Emi VaAbs — VEmi
n-Hexan | 1.89 | 29246.8cm™! | 25282.0cm™! | 3964.8cm ™!
Ethanol | 24.3 | 27354.4cm™! | 20450.7cm™! | 6 903.7cm ™!
Methanol | 32.6 | 27 167.3cm™" | 20087.3cm ™" | 7080.0cm™*

Tabelle 5.2: Zusammenfassung der Lage der Absorptions- und Emissionsmaxima
und deren Differenz von Laurdan in n-Hexan, Methanol und Ethanol.

Die stationédren spektroskopischen Eigenschaften des Farbstoffes Laurdan in iso-
tropen Losungsmitteln machen wie in Kapitel 3.5.1 angesprochen deutlich, daf3
es sich bei diesem Chromophor um eine &uflerst empfindliche Sonde beziiglich der
Polaritét seiner unmittelbaren Umgebung handelt. Es darf daher angenommen
werden, dafl die spektroskopischen Eigenschaften des Farbstoffes Laurdan auch
innerhalb einer Membran die Polaritdtsverhéltnisse in der unmittelbaren Umge-
bung des Chromophors wiederspiegeln und er sich daher zur Bestimmung der
genauen Einbautiefe eignet [139,224]. Der beobachtete Stokes-Shift hingt aber
nicht nur von der Polaritét ab, sondern wird dariiberhinaus in erheblichem Mafle
von der Viskositdt und Beweglichkeit der Chromophorumgebung beeinflufit.

5.2 Untersuchungen an Lipid-Vesikeln

Durch Einbettung des Laurdans in die Lipidmembran koénnen die Eigenschaf-
ten des Farbstoffes an der Lipidmembran/Wasser-Grenzschicht untersucht wer-
den. Um eine erhebliche Beeinflussung der Struktur und des Phasenverhaltens
der Modellmembran durch die Einbettung des Fluoreszenzmarkers auszuschlie-
fen, wurden zunéchst kalorimetrische Messungen durchgefiithrt (Kapitel 5.2.1).
Da sich die stationdren Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften des in der
Membran verankerten Farbstoffes erheblich von denen in einer homogenen Lo-
sungsmittelumgebung unterscheiden, wurde das System eingehend auf seine sta-
tiondren spektroskopischen Eigenschaften untersucht. Als erschwerend erwies sich
dabei die erhebliche Streuung ultravioletter Strahlung an den untersuchten Ve-
sikeln. Um diese aus der Lipidmembran resultierenden Beitrdge einordnen zu
kénnen, wurden zunédchst Messungen an der reinen, d.h. undotierten, Membran
vorgenommen (Kapitel 5.2.2), bevor in Kapitel 5.2.3 auf die spektroskopischen
Eigenschaften des Farbstoffes in der Membranumgebung eingegangen wird.
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5.2.1 Kalorimetrische Ergebnisse

Da bei der Untersuchung der Solvatationsdynamik an Lipidmembran/Wasser-
Grenzschichten insbesondere die Abhéngigkeit vom jeweiligen Phasenzustand der
Membran von Interesse ist, soll zunéchst der Polymorphismus der untersuchten
Modellsysteme betrachtet werden (siehe Kapitel 3.4.3). Dazu wurden temperatur-
abhingige Warmekapazititsprofile mit Hilfe der Dynamischen Differentialkalori-
metrie aufgenommen (siche Kapitel 4.1.3). Hierbei wurde die reine Membran im
Vergleich zu unterschiedlich stark mit dem Farbstoff Laurdan markierten Memb-
ranen untersucht, um zu bestimmen, in wie weit die Einbettung des Farbstoffes in
die Membran deren thermodynamischen Eigenschaften beeinflufit. Die Losungen
wurden mit einer Konzentration von cpypc = 10 mM hergestellt. Dabei reprisen-
tiert eine Dotierung von npympc/Npaurdan = 1000 : 1 die Verhéltnisse im TCSPC-
Experiment, wihrend eine Dotierung von npypc/MLaudan = 100: 1 charakteri-
stisch fiir die dynamischen Untersuchungen im FUC-Experiment ist.

Die in Abbildung 5.2 dargestellten Warmekapazitétsprofile zeigen einen fiir uni-
lamellare DMPC-Vesikel typischen Verlauf. Der mit einer Verdnderung der Kopf-
gruppenregion verbundene Vorphaseniibergang von der gelférmigen Phase zur
Rippled-Phase (Lg — Pg) ist nur schwach ausgeprigt und zwischen 11°C und
14 °C angesiedelt. Die Phaseniibergangstemperatur wird dabei mit dem ermittel-
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N
2 154
-
X
~
10 -
o 0
<
54
0 T T T T T T T
10 15 20 25 30

Temperatur / °C

Abbildung 5.2: Warmekapazitatsprofile tiir DMPC-Vesikel im Bereich von'T" = 10
bis 30°C mit unterschiedlicher Farbstoff-Dotierung.
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ten Wendepunkt angegeben. Der Hauptphaseniibergang von der Rippled-Phase
zur flissig-kristallinen Phase (Pg — L,) geht mit einer erheblichen Strukturum-
wandlung in der Kettenregion der Membran einher und zeigt im Wéarmekapa-
zitdtsprofil eine entsprechend stark ausgepriagte Warmekapazitatsinderung. Der
Hauptphaseniibergang spaltet in zwei Maxima auf, was mit einer schrittweisen
Strukturumwandlung interpretiert wird [225]. Als Temperaturangabe fiir den
Hauptphaseniibergang dient die Lage des zweiten Maximums.

Die Warmekapazitétsprofile fiir reine und unterschiedlich stark markierte DMPC-
Lipidmembran-Vesikel sind grundsétzlich sehr &hnlich. Der Einbau des Farbstoffes
Laurdan in die Membran &ndert die thermodynamischen Eigenschaften des Sy-
stems offensichtlich nur geringfiigig. Der Vorphaseniibergang wird durch den Ein-
bau des Laurdans geringfiigig zu hoheren Temperaturen verschoben, wiahrend die
Lage des Hauptphaseniibergangs weitestgehend stabil bleibt. Im Detail ergeben
sich die in Tabelle 5.3 ermittelten Phaseniibergangstemperaturen. Desweiteren
nimmt die Intensitit des zweiten Maximus der Warmekapazitatsprofile im Be-
reich des Hauptphaseniibergangs durch vermehrten Einbau von Laurdan sukzes-
sive zu, wahrend das erste Maximum abnimmt. Bei ca. 22.5°C bildet sich eine
Schulter aus.

System Vorphaseniiber- | Hauptphaseniiber-
gangstemperatur | gangstemperatur
reines DMPC 11.8°C 23.9°C
NpMPC / MLaurdan = 1000: 1 12.8°C 24.0°C
npMPC / MLauwrdan = 100:1 13.3°C 24.0°C

Tabelle 5.3: Phaseniibergangstemperaturen der untersuchten Lipidmembran-
Vesikel bei unterschiedlicher Farbstoff-Dotierung.

Zusammenfassend l&8t sich sagen, dafl die thermodynamischen Eigenschaften, ins-
besondere die Lage der Phaseniibergangstemperaturen, der untersuchten Lipid-
Vesikel durch Einbau der Farbstoffsonde Laurdan nicht erheblich beeinflufit wer-
den und die an der dotierten Membran erhaltenen Ergebnisse daher das Verhalten
einer ungestorten Lipidmembran wiederspiegeln sollten.
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5.2.2 Spektroskopische Eigenschaften der reinen Memb-
ran

In diesem Unterkapitel werden die spektroskopischen Eigenheiten der unmarkier-
ten DMPC-Vesikel présentiert. Abbildung 5.3 zeigt temperaturabhingige UV-
Vis-Spektren einer wafirigen, unilamellaren Vesikel-Losung der Konzentration
cpvpe = 10mM. Im Temperaturintervall von 7" = 3 bis 30°C wurden Spek-
tren im Abstand von 1°C, bis T" = 60°C im Abstand von 5°C aufgenommen.
Die Spektren zeigen eine stark ansteigende optische Dichte zu kiirzeren Wellen-
léngen, wihrend sie mit steigender Temperatur abnimmt. Dabei spiegelt sich in
der Temperaturabhéngigkeit der optischen Dichte der charakteristische Polymor-
phismus der Lipidmembranen wieder. Der rechte Teil der Abbildung verdeutlicht
dies durch einen repréasentativen Schnitt durch die UV-Vis-Spektren bei 250 nm.
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Abbildung 5.3: Links: Temperaturabhingige UV-Vis-Spektren unilamellarer
DMPC-Vesikel von T' = 3°C (blau) bis T' = 60°C (rot); Rechts: Abhéngigkeit
der optischen Dichte von der Temperatur bei A\ = 250 nm.
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Der Hauptphaseniibergang (Pg — L,) bei 23.9°C ist deutlich zu erkennen, wih-
rend der Vorphaseniibergang (Lg — Pg) bei 11.8°C lediglich angedeutet er-
scheint. Die auftretenden Phasen sind entsprechend gekennzeichnet.

Die Ursache der Frequenzabhéngigkeit der optischen Dichte wurde anhand kon-
zentrationsabhéngiger Messungen untersucht (nicht abgebildet). Die Spektren fiir
cpvpe = 9, 10, 15, 20, 25 und 30 mM weisen eine Abhéngigkeit der gemessenen
optischen Dichte von der Konzentration auf, welche auf Mie-Streuung an den
Membranvesikeln schliefien 148t [226] und nicht auf einer Absorption beruht [27].
Dieser Umstand bedeutet fiir die vorliegende Arbeit, dafl simtliche Absorptions-
spektren des Farbstoffes Laurdan innerhalb einer Membranumgebung beziiglich
ihres Streuuntergrundes korrigiert werden miissen.

5.2.3 Spektroskopische Eigenschaften der markierten
Membran

Zur Charakterisierung der spektroskopischen Eigenschaften des Farbstoffes Laur-
dan in einer Membranumgebung wurden stationédre Spektren aufgenommen, wo-
bei wiederum die Temperaturabhéngigkeit von besonderem Interesse war.

Absorptionsspektren

In Abbildung 5.4 sind die Absorptionsspektren des Laurdans in DMPC-Vesikeln
dargestellt. Bei der untersuchten Losung handelt es sich um eine Probe der Kon-
zentration cpypc = 20mM mit einem Verhéltnis von Lipid zu Farbstoff von
npMPC / MLawdan = 100:1. Es wurden Spektren von 7" = 5 bis 60°C im Ab-
stand von 5 °C aufgenommen. Die Daten wurden beziiglich des aus der Membran
resultierendem Streuuntergrundes korrigiert, so dafl die gezeigten Spektren ledig-
lich aus den Absorptionseigenschaften des in der Membran verankerten Laurdans
resultieren. Der Peak bei 349 nm resultiert aus einem Lampenwechsel des verwen-
deten UV-Vis-Spektrometers.

Es zeigt sich, daf} sich die Absorptionseigenschaften des Laurdans oberhalb und
unterhalb des Hauptphaseniibergangs erheblich voneinander unterscheiden. Beim
Uberschreiten des Vorphaseniibergangs tritt hingegen keine sichtbare Anderung
des Absorptionsspektrums auf. Unterhalb des Hauptphaseniibergangs, d. h. in der
gelférmigen und der Rippled-Phase, zeigt die Absorption ein bimodales Verhalten.
Die beiden Maxima sind um 385 nm und 356 nm lokalisiert. Mit steigender Tem-
peratur tritt eine minimale Abnahme der Absorption um 385 nm auf, wiahrend
die Absorption um 356 nm geringfiigig zunimmt. Dieser Effekt resultiert in einer
leichten Verschiebung zu kiirzeren Wellenlingen. Beim Ubergang in die fliissig-
kristalline Phase verschwindet das bimodale Verhalten fast vollstdndig und die
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Abbildung 5.4: Temperaturabhéngige Absorptionsspektren von Laurdan in
DMPC von T' = 5°C (blau) bis T = 60°C (rot).

Spektren werden um ca. 4 nm zu kiirzeren Wellenlédngen verschoben, wahrend die
optische Dichte etwas zunimmt. Mit fortschreitendem Temperaturanstieg nimmt
die optische Dichte auf der roten Flanke der Absorption deutlich ab. In der Ab-
bildung sind zur Verdeutlichung die Spektren bei den Temperaturen T' = 5°C als
Représentant fiir die gelférmige und 7' = 60°C fiir die fliissig-kristalline Phase
farblich hervorgehoben.

Die Ursache der beobachteten Bimodalitat wird in der Literatur mit lokal ange-
regten (LE, Locally Excited) und sogenannten Charge-Transfer-Zustanden (CT)
zu erkléren versucht [142,171]. Bisher konnten aber noch keine eindeutigen Bewei-
se fiir zwei energetisch benachbarte Zustéinde in Membranumgebungen erbracht
werden. Die photophysikalischen Eigenschaften des Laurdans bediirfen weiterhin
genaueren Untersuchungen.

Emissionsspektren

Temperaturabhéngige Fluoreszenzspektren der markierten Membran wurden
analog den Absorptionsspektren von 7' = 5 bis 60 °C in Schritten von 5°C aufge-
nommen (RA, Agy. = 387.5nm, cpypc = 10mM, npype / Nrawrdan = 1000 : 1)
und sind in Abbildung 5.5 dargestellt.
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Abbildung 5.5: Temperaturabhingige Fluoreszenzspektren von Laurdan in
DMPC von T = 5°C (blau) bis T = 60°C (rot).

Innerhalb der gelférmigen und Rippled-Phase weist das Emissionsspektrum ein
Maximum bei 439.5nm auf. Eine Temperaturerh6hung fiithrt vorrangig zu einer
Abnahme der Fluoreszenzintensitit, wihrend sich das Emissionsspektrum nur
minimal verbreitert, aber die Lage des Maximums konstant bleibt. Der Uber-
gang zur fliissig-kristallinen Phase driickt sich darin aus, da um 485nm zu-
siatzliche Fluoreszenz erscheint, die sich zunichst nur als Schulter bemerkbar
macht. Mit steigender Temperatur nimmt die bei 439.5nm erscheinende Fluo-
reszenz aber zunehmend ab, so dal die Fluoreszenz bei 485 nm schliellich do-
minierend wird. Insgesamt nimmt die Fluoreszenzintensitiat mit steigender Tem-
peratur aufgrund der immer relevanter werdenden, strahlungslosen Desaktivie-
rungskanile kontinuierlich ab. Im Gegensatz zu den temperaturabhéngigen Ab-
sorptionsspektren, die beim Uberschreiten des Hauptphaseniibergangs eine plotz-
liche Anderung der spektralen Eigenschaften aufweisen, wird der Ubergang hier
lediglich von einer kontinuierlichen Anderung der Fluoreszenzspektren begleitet
(sieche Abbildung 5.5). Es ist zu bemerken, daf die gezeigten temperaturabhéngi-
gen Fluoreszenzspektren von Laurdan in DMPC/Wasser-Grenzschichten keinen
isosbestischen Punkt aufweisen, wie in der Literatur bereits berichtet wurde [142].
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Zusammenfassung

Um die spektroskopischen Eigenschaften des Laurdans in den unterschiedlichen
Phasenzustéinden der Membran nochmals zu verdeutlichen, sind in Abbildung 5.6
fiir zwei ausgewéhlte Temperaturen die Absorptions-, Emissions- und zusétzlich
die Anregungsspektren (RA, Apet = 440nm (7' = 10°C) bzw. 480 nm (7" = 60 °C),
cpmpc = 10mM, npyvpe / Niawdan = 1000: 1) dargestellt. Dabei reprasentieren die
Messungen bei 7' = 10 °C das typische spektrale Verhalten in der gelfé6rmigen und
Rippled-Phase, wahrend T" = 60 °C typisch fiir die fliissig-kristalline Phase ist.
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Abbildung 5.6: Absorptions- (blau), Anregungs- (rot) und Emissionsspektren
(griin) fiir Laurdan in DMPC bei T = 10°C und T = 60°C.
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Die Anregungsspektren weisen zwar erhebliche Abweichungen von ihren zugehéri-
gen Absorptionsspektren auf, das weitestgehende Verschwinden der Bimodalitét
beim Uberschreiten des Hauptphaseniibergangs wird aber auch hier wiedergege-
ben.

Die mit den stationédren spektroskopischen Methoden gemachten Beobachtun-
gen weisen darauf hin, dafl der Chromophor vergleichsweise tief innerhalb der
Kopfgruppenregion der Lipidmembran verankert ist, was bereits in einer Vielzahl
von Veroffentlichungen gezeigt wurde [139,142,165]. Diese Arbeiten propagieren
eine ungefihre Lage des Chromophors innerhalb der Membran, wie sie in Abbil-
dung 3.6 skizziert ist. Durch diese tiefe Einbaulage erklért sich vermutlich auch die
fehlende Empfindlichkeit der spektroskopischen Eigenschaften des Chromophors
beziiglich des Vorphaseniibergangs. Die erheblichen Verédnderungen der spektro-
skopischen Eigenschaften beim Uberschreiten des Hauptphaseniibergangs wurden
unter verschiedenen Aspekten in der Literatur diskutiert. Neben der bereits an-
gesprochenen Beteiligung von Charge- Transfer-Zustanden [171], wurde unter an-
derem untersucht, ob die beobachten Effekte auf veréinderte Solvatationsprozesse
oder auf eine Relokalisierung des Chromophors innerhalb der Membran zuriick-
zufiihren sind [138]. Dariiberhinaus 148t sich vermuten, dafl die beobachtete Ver-
schiebung der Absorptionsspektren zu kiirzeren Wellenlingen beim Uberschreiten
des Hauptphaseniibergangs eine direkte Konsequenz der erheblichen Vergréfe-
rung der pro Lipidmolekiil beanspruchten Fléiche in der fliissig-kristallinen Phase
ist [79]. Die geringere Packungsdichte der Lipide fiihrt zu einer verminderten Pola-
ritdt in der unmittelbaren Umgebung des Chromophors, was zu der beobachteten
spektralen Verschiebung fiihrt. Im Gegenzug fiihren die beim Hauptphaseniiber-
gang beobachteten Packungseffekte jedoch auch zu einem tieferen Eindringen von
Wassermolekiilen in die Kopfgruppenregion der Lipide [165], weswegen die Betei-
ligung von Wasser bei der Solvatation des in der Membran verankerten Chromo-
phors vorrangig in der fliissig-kristallinen Phase als relevant erachtet wird. Wei-
terhin erfiahrt der Chromophor durch das Schmelzen der Lipidketten eine stark
erhohte Mobilitdt, was insbesondere in Anisotropiemessungen anschaulich gezeigt
werden kann (siehe dazu Kapitel 5.3). Diese Mobilitétssteigerung des Chromo-
phors im Zusammenspiel mit der erhohten Wasserdichte fithrt vermutlich zu dem
deutlich vergroBerten Stokes-Shift in der fliissig-kristallinen Phase. Eine genauere
Untersuchung und Bestétigung der gefundenen Effekte wird im folgenden Kapi-
tel mit zeitaufgelosten Untersuchungen zu den Anisotropieeigenschaften und in
Kapitel 5.4 zu den Solvatationseigenschaften des Chromophors in der Membran
vorgenommen.
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5.3 Anisotropieeigenschaften

Die zeitabhéngige Anisotropie eines in einer Lipidmembran eingebetten Farb-
stoffes ist von besonderem Interesse, da sie Informationen {iber die zuldssigen
Dynamiken des Farbstoffes in der Membran in Abhéngigkeit ihres Phasenzu-
standes liefert. Die Grundziige der zugrundeliegenden Theorie einer eingeschrank-
ten Rotationsmoglichkeit von Chromophoren wurde bereits 1975 von Wahl vor-
gestellt [227,228] und 1977 von Kinosita et al. auf die eingeschrinkten Rotations-
moglichkeiten in Membranen angewendet [229]. Die Theorie ist als Wobble-in-
Cone-Modell bekannt geworden [158,178,229,230,231,232,233,234]. Wenn r( die
anféngliche Anisotropie in einem System zur Zeit t = 0 bezeichnet und r., die
zu langen Zeiten limitierende Anisotropie, dann ist der Quotient r, /7o in einge-
schriankten Umgebungen im Gegensatz zu isotropen und wenig viskosen Medien
nicht gleich Null, sondern stellt ein Maf fiir die durch die Umgebung aufgeprag-
te Einschriankung der Bewegungsmoglichkeit des Chromophors dar. Der zeitliche
Verlauf der Anisotropiefunktion r(¢) reprisentiert dann die fiir den Chromophor
charakteristische, diffusive ,Wackelbewegung® in einem Konus.

Mit Hilfe des zeitkorrelierten Einzelphotonenzéihlexperimentes wurden im Maxi-
mum der Fluoreszenz A, fiir Temperaturen von T = 5 bis 60 °C jeweils mit senk-
rechter und paralleler Anregung beziiglich der Detektion, die Fluoreszenzabkling-
kurven I, (t) bzw. I(t) gemessen (siehe auch Kapitel 4.2.3). Die Konzentration
der MefSlosung betrug cpypc = 10 mM bei einem Membran-zu-Farbstoffverhéltnis
von npmpc / NLawrdan = 1000 : 1. Aus den erhaltenen Fluoreszenzabklingkurven
148t sich die zeitabhéngige Anisotropiefunktion r(¢) berechnen:

rty = IO = L) (5.1)

Iy(t) +20.(t)
Die so ermittelten Funktionen r(¢) in Abhéngigkeit der Temperatur sind in Ab-
bildung 5.7 dargestellt. Es zeigt sich, dafl alle Funktionen in Abhéngigkeit von der
Temperatur bei einer Anfangsanisotropie ry zwischen 0.4 und 0.3 beginnen und
mit fortschreitender Zeit nach Anregung biexponentiell abklingen. Dabei strebt
die Anisotropie unterhalb des Hauptphaseniibergangs gegen einen von Null ver-
schiedenen Wert 7., wihrend oberhalb des Hauptphaseniibergangs eine deutliche
starkere Abnahme bis anndhernd auf Null zu beobachten ist. Die fiir eine biex-
ponentielle Anpassung nach

r(t) = ZZ;:AZ» exp (—Ti) re (5.2)

ermittelten Anpassungsparameter, sowie die daraus bestimmten Anfangsaniso-
tropien ry sind in Tabelle 5.4 zusammengefaft.
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Abbildung 5.7: Fiir Laurdan in DMPC erhaltene Anisotropiefunktionen r(t) fiir
Temperaturen von T' = 5°C' (blau) bis T' = 60°C (rot).

Aus g und ro, ergibt sich nach dem Wobble-in-Cone-Modell der sogenannte Ord-
nungsparameter S nach:

S = /= (5.3)

Dieser Ordnungsparameter S ist iiber die Beziehung

1
5 cos 0.(1+cosb.) =S (5.4)

mit dem interessierenden Konuswinkel 6. verkniipft. Der Konuswinkel beschreibt
den Winkel zwischen dem Emissionsiibergangsmoment des Chromophors und
der Membrannormalen und reflektiert die Amplitude der moglichen Rotations-
bewegung im Wobble-in-Cone-Modell.

Von Lipari und Szabo wurde gezeigt, dal die Wobbling-Diffusion-Konstante Dy,
tiber folgende Beziehung berechnet werden kann, wobei z. fiir cos . steht [230]:

(twe)) | (1=zo)
2 >+ 2

2(1 — x.)
6+ 8rc — a2 — 1223 — Tl
24 .

1
Dy - F=—22(1+ x.)? (

+(1— =) (5.5)
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T/°C| Apax/nm | Ay |71 /ns| Ay | T2/ns| ro 0
5! 445 0.048 | 0.174 | 0.030 4.72 0.317 | 0.395
10 445 0.047 | 0.191 | 0.034 5.10 0.312 | 0.393
15 445 0.044 | 0.252 | 0.042 5.10 0.294 | 0.380
20 445 0.053 | 0.172 | 0.052 | 3.13 | 0.283 | 0.389

22.5 445 0.075 | 0.154 | 0.069 2.52 0.257 | 0.402
25 475 0.087 | 0.402 | 0.217 4.79 0.073 | 0.377
30 485 0.113 | 0.703 | 0.228 5.06 0.024 | 0.365
35 490 0.144 | 0.725 | 0.207 4.41 0.012 | 0.362
40 490 0.139 | 0.588 | 0.201 | 3.58 |0.012 | 0.352
50 490 0.185 | 0.705 | 0.136 3.60 0.011 | 0.332
60 490 0.216 | 0.627 | 0.102 3.88 0.010 | 0.327

Tabelle 5.4: Aus biexponentieller Anpassung der Anisotropiefunktion erhaltene
Anpassungsparameter in Abhéngigkeit der Temperatur.

Darin bezeichnet F' das Integral unterhalb der Anisotropiefunktion:

F= /Oo rt) =T gy (5.6)

To

Der Kehrwert der Wobbling-Diffusion-Konstante D,, ist dabei proportional zur
Mikroviskositat 7, .

Desweiteren wurde das Konzept der Rotationsdiffusion auf Membranen iiber-
tragen [235,236,237]. Es zeigte sich, dafl die zugehorige Rotationsdiffusionskon-
stante Dg, welche die Rotation um die lange Probenachse des Chromophors be-
schreibt, iiber die Steigung der Anisotropiefunktion r(t) zum Zeitpunkt ¢ = 0
berechnet werden kann:
1 or(t)
67"0 ot

Fiir biexponentielles Abklingverhalten von r(t) ergibt sich daraus der analytische
Ausdruck:

R

(5.7)

t=0

2
1 < A4
Drp=—Y 2 (5.8)

67'0 - Ti
=1

Mit den aus biexponentiellen Anpassungen der Anisotropiefunktionen erhalte-
nen Anpassungsparameter aus Tabelle 5.4 wurden die Ordnungsparameter S, die
Konuswinkel 6., die Flachen F' unterhalb der Anisotropiefunktionen, die Wobb-
lingdiffusionskonstanten D,, und die Rotationsdiffusionskonstanten Dg in Ab-
héangigkeit der Temperatur berechnet. Die erhaltenen Werte sind in Tabelle 5.5
zusammengefaflt.



5.3. ANISOTROPIEEIGENSCHAFTEN 95

o o Dy, Dr
T/°C1 § 10/° F/mns| 08 61| /102 ngt
5 0896 | 21.7 | 0.375 21.1 12.0
10 | 0.891| 222 | 0.465 18.5 10.6
15 |0879| 235 | 0.593 17.8 8.1
20 | 0.854| 25.9 | 0.443 34.1 13.9
225 | 0.800 | 30.7 | 0.464 59.2 21.4
25 | 0.441| 55.7 | 2.848 55.5 11.5
30 | 0.257| 68.0 | 3.372 66.5 9.4
35 | 0.179 | 738 | 2.807 86.7 11.3
40 | 0.184 | 73.4 | 2.276 106.5 13.9
50 | 0.180 | 73.7 | 1.871 130.0 15.1
60 | 0.171| 743 | 1.620 151.1 18.9

Tabelle 5.5: Auswertung der Anisotropiefunktion nach dem Wobble-in-Cone-
Modell in Abhéangigkeit der Temperatur.

In Abbildung 5.4 sind die ermittelten Konuswinkel 6. sowie die limitierenden
Anisotropien 7., gegen die Temperatur aufgetragen. Es zeigt sich eine starke
Korrelation der zwei Grofien, welche beide das charakteristische Verhalten von
Lipidmembranen in Abhéngigkeit ihrer thermodynamischen Phase beschreiben.
Unterhalb des Hauptphaseniibergangs macht sich die erhebliche Einschriankung
der moglichen Rotationsdynamik des eingebetteten Farbstoffes durch die dicht ge-
packten Lipidmolekiile im verminderten Konuswinkel bemerkbar. Entsprechend
fallt die Anisotropiefunktion auch fiir lange Zeiten, d.h. im Bereich der Fluores-
zenzlebensdauer, nicht auf Null ab. Oberhalb des Hauptphaseniibergangs tritt
eine stark veranderte Struktur der Membran auf, was sich in der erhohten Bewe-
gungsmoglichkeit des Chromophors und dementsprechend in einem Konuswinkel
von ca. 75° ausdriickt. Die freie Bewegungsmoglichkeit des Farbstoffes erlaubt
hier das Abfallen der Anisotropie auf Null innerhalb des untersuchbaren Zeitfen-
sters. Der Ubergang erfolgt in einem relativ schmalen Temperaturbereich, der um
24 °C lokalisiert ist, was der Temperatur des Hauptphaseniibergangs entspricht.
Zu bemerken ist, dal beim Vorphaseniibergang, der laut kalorimetrischer Unter-
suchungen um 13 °C auftritt (siche Kapitel 5.2.1), keinerlei Anderung des Aniso-
tropieverhaltens beobachtet werden kann. Die Ursache liegt darin, dal der Vor-
phaseniibergang vorrangig mit einer Umstrukturierung der Kopfgruppenregion
einhergeht und damit keinerlei Einflufl auf die Bewegungsmoglichkeiten des in
der Membran befindlichen Chromophors hat.
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Abbildung 5.9: Darstellung der Wobbling-Diffusions- und der Rotationsdiffusi-
onskonstante in Abhéngigkeit der Temperatur.
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Die Temperaturabhéngigkeit der ermittelten Diffusionskonstanten Dy, und Dg
ist in Abbildung 5.9 dargestellt. Die Wobbling-Diffusionskonstante erscheint un-
terhalb des Phaseniibergangs auf weitestgehend konstantem, aber niedrigem
Niveau und steigt oberhalb des Phaseniibergangs deutlich an. Ein &hnliches
Verhalten wurde auch fiir den Farbstoff DPH (1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatrien) in
DPPC-Membranen beobachtet [231]. Die Rotationsdiffusionskonstante Dy zeigt
ein deutlich unterschiedliches Verhalten. Sie fallt unterhalb des Hauptphasen-
iibergangs geringfiigig ab und wéichst oberhalb mit gleicher Steigung wie Dy,
an. Am Phaseniibergang selbst zeigt sich aber eine deutliches Maximum der
Rotationsdiffusionskonstanten als ausgepréigter Peak. Eine weiterreichende Dis-
kussion der Anisotropieeigenschaften erfolgt im Zusammenhang mit der Diskus-
sion der Solvatationsdynamik in Kapitel 5.5.

5.4 Solvatationsdynamik

Die Solvatation an der Lipidmembran/Wasser-Grenzschicht wurde aufgrund ih-
rer viele Groflenordnungen iiberstreichenden Dynamik mit zwei unterschiedlichen
Methoden untersucht. Bis zu mehreren zehn Nanosekunden kam das zeitkorre-
lierte Photonenzéhlen mit einer Zeitauflosung von ca. 200 ps zur Anwendung.
Die obere zeitliche Grenze stellt dabei die endliche Fluoreszenzlebensdauer des
verwendeten Farbstoffes dar. Um auch die ultraschnelle Solvatationsdynamik
bis ca. 0.5ps auflésen zu konnen, wurden Experimente mit der Fluoreszenz-
konversionsmethode durchgefiihrt.

5.4.1 Zeitaufgeloste Fluoreszenzspektren

Mit der Methode des zeitkorrelierten Einzelphotonenzéihlens wurden frequenz-
aufgeloste Kinetiken von 400 bis 615nm im Abstand von 5nm bei einer An-
regungswellenlinge von 400 nm aufgenommen (siehe auch Kapitel 4.2.3). Die
Konzentration der Meflosung betrug cpypc = 10mM bei einem Membran-zu-
Farbstoffverhaltnis von npyvpc / PLaurdan = 1000 : 1. Es wurden Kinetiken fiir Tem-
peraturen von 17" = 5 bis 60 °C im Abstand von 5 °C aufgenommen. Nach spektra-
ler Korrektur konnten so zeitaufgeloste Fluoreszenzspektren rekonstruiert werden.
Représentativ sind zeitabhéngige Spektren fiir 7' = 10 °C (gelférmige Phase) und
T = 60°C (flissig-kristalline Phase) in Abbildung 5.10 als Konturplot dargestellt.

Es ist bereits qualitativ zu erkennen, dafl bei T" = 10°C einen deutlich kleinerer
dynamischer Stokes-Shift zu beobachten ist und die Spektren deutlich schmaler
sind als bei T" = 60°C. Desweiteren dauert die abgestrahlte Fluoreszenz iiber
einen langeren Zeitraum an.
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Abbildung 5.10: Zeitaufgeloste Fluoreszenzspektren von Laurdan in DMPC bei
T =10°C und T = 60 °C in Konturdarstellung.

Im folgenden sollen diese zeitaufgeldsten Spektren, sowie die nicht dargestellten
Messungen bei T'= 5°C und T = 15 bis 55 °C, eingehend analysiert werden. Die
Analyse folgt dabei prinzipiell dem Verfahren von Maroncelli und Fleming [238].

Anpassung der zeitabhingigen Spektren

Um die erhaltenen Spektren untereinander quantitativ vergleichen zu koénnen,
wurden die Wellenldngen zunéchst in eine zur Energie proportionale Einheit um-
gewandelt, d. h. Wellenzahlen in em ™!,

Die zeitaufgelosten Spektren unterhalb des Hauptphaseniibergangs, d.h. in der
gelformigen und Rippled-Phase, konnten mit einer zeitabhéngigen Log-Normal-
Funktion wiedergegeben werden:

(5.9)

Dabei bezeichnet gy die Amplitude, b die Asymmetrie, A die Breite und 7y die
Position des Emissionsmaximums zur Zeit ¢t. Eine Log-Normal-Funktion stellt eine
asymmetrische Linienfunktion dar, die im Grenzfall b — 0 in eine Gauflifunktion
tibergeht [187].
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Oberhalb des Hauptphaseniibergangs, d. h. in der fliissig-kristallinen Phase, war
die Anpassung mit einer zeitabhéngigen Log-Normal-Funktion nicht befriedigend.
Hier wurden die Spektren mit einer Summe aus zwei Gaufifunktionen geméf

g(0,t) = Zgoﬂ-(t) - exp (—0.5 [”_A—’?’t)(ﬂ ) (5.10)

angepaflt. Dabei klingt die Amplitude der zweiten Gauflfunktion im Vergleich zur
Fluoreszenzlebensdauer rasch auf Null ab, und zwar umso schneller je hoher die je-
weilige Temperatur ist. Die Anpassung mit zwei Gau3funktionen koénnte mit dem
Auftreten zweier fluoreszierender Spezies oberhalb des Hauptphaseniiberganges
interpretiert werden. Die Messung bei T" = 25°C stellt einen Grenzfall dar. Sie
wurde bis ca. 10 ns mit zwei Gaufifunktionen angepaflt, dariiberhinaus mit einer
Log-Normal-Funktion. Beispielhaft sind in Abbildung 5.11 typische Anpassungen
fir T'=5°C und T" = 60°C bei t = 0.58 ns dargestellt.
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Abbildung 5.11: Beispielhafte Anpassungen von zeitabhangigen Fluoreszenzspek-
tren bei t = 0.58 ns. Links: Log-Normal-Anpassung fiir T' = 5°C; Rechts: Anpas-
sung mit einer Summe aus zwei GauBfunktionen fiir T = 60°C.
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Fluoreszenzlebensdauer

Das Frequenzintegral der Anpassungsfunktion g(7,t) als Funktion der Zeit bietet
Zugang zur Ermittlung der Fluoreszenzlebensdauer von Laurdan in DMPC in
Abhéngigkeit der Temperatur:

T, p(t) = /0 " g 1), (5.11)

Die erhaltenen Kurven Iy gy, (t) weisen ein monoexponentielles Abklingverhalten
auf, deren Zeitkonstante die Fluoreszenzlebensdauer darstellt:

t
Iry, it (t) = Aprexp ( - —) (5.12)

TF1
Die Anpassung der experimentellen Kurven I pxp(t) mit der Anpassungs-
funktion Iy pit(t) tiber ein Least-Squares-Verfahren fithrt zu den in Tabelle 5.6

zusammengefaiten Anpassungsparametern.

T /°C | Ap /107 counts | 7 /ns | 7,/ ns
5 7.24 6.42
10 8.35 6.38
15 9.85 6.29
20 8.99 6.15
25 9.84 5.03 24.5
30 10.74 4.40 14.5
35 14.50 4.12 11.8
40 14.25 3.93 10.4
45 13.19 3.73 9.08
50 13.51 3.01 7.88
55 13.50 3.35 7.12
60 13.05 3.24 6.65

Tabelle 5.6: Temperaturabhéngige Fluoreszenzlebensdauer und Zeitkonstante des
desaktivierenden Kanals von Laurdan in DMPC.

Die experimentell zugéngliche Fluoreszenzlebensdauer 7p eines emittierenden
Zustandes setzt sich aus der Strahlungslebensdauer 7g.q, d.h. der natiirlichen
Lebensdauer des angeregten Zustandes, sowie allen konkurrierenden Desaktivie-
rungskanélen ¢ mit den Zeitkonstanten 7; wie folgt zusammen:

1 1 1
@ " + Z T (5.13)

TRad
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Dabei ist die natiirliche Lebensdauer 7gr.q eine intrinsische Eigenschaft des unter-
suchten Chromophors und stellt keine Funktion der Temperatur dar. Desaktivie-
rende Kanile, wie z. B. Fluoreszenzloschung (Quenching) durch StoBe mit dem
Losungsmittelbad oder die Bildung von Charge-Transfer-Komplexen, werden in
der Summe {iber alle auftretenden Konkurrenzprozesse erfait. Diese kénnen eine
Funktion der Temperatur sein, woraus eine Temperaturabhéngigkeit der experi-
mentell beobachteten Fluoreszenzlebensdauer resultiert.

Die ermittelten Amplituden Ap; zeigen, dafl die Intensitdt der abgestrahlten
Fluoreszenz unterhalb des Hauptphaseniibergangs im Gegensatz zu oberhalb
deutlich verringert ist. Das Temperaturverhalten der Fluoreszenzlebensdauer ist
in Abbildung 5.12 links in einer Auftragung von TF_ll gegen die reziproke, absolute
Temperatur nach Gleichung 5.13 anschaulich dargestellt. In der gelférmigen und
Rippled-Phase erweist sich die Fluoreszenzlebensdauer in erster Naherung als
konstant. Unter der Annahme, dafl unterhalb des Hauptphaseniibergangs des-
aktivierende Kanile keine Rolle spielen, 148t sich die Strahlungslebensdauer zu
etwa Traq = 6.331ns bestimmen. Oberhalb des Hauptphaseniibergangs erscheint
die Fluoreszenzlebensdauer dann deutlich verringert, wobei sie mit ansteigender
Temperatur immer kiirzer wird. Offenbar 6ffnet sich in der fliissig-kristallinen
Phase ein zuvor nicht vorhandener Desaktivierungskanal, der zu einer schnellen
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Abbildung 5.12: Links: Temperaturabhéingigkeit der Fluoreszenzlebensdauer
von Laurdan in DMPC; Rechts: Arrhenius-Auftragung innerhalb der fliissig-
kristallinen Phase von Laurdan in DMPC.
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Depopulation des lokal angeregten Zustandes fithrt. Es kénnte sich dabei um die
Bildung eines Charge-Transfer-Komplexes handeln, wie in der Literatur disku-
tiert wird [142,171]. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der Beobachtung, dafl
zur Anpassung der zeitabhédngigen Fluoreszenzspektren oberhalb des Hauptpha-
seniibergangs zwei Gaufifunktionen herangezogen werden miissen. Mit Hilfe der
zuvor ermittelten Strahlungslebensdauer mg.q 148t sich eine temperaturabhéngige
Lebensdauer 7; fiir diesen Kanal bestimmen, welche in Tabelle 5.6 mit aufgefiihrt
ist. Die temperaturabhéngige Zeitkonstante 7; ist in Abbildung 5.12 rechts als
Arrhenius-Auftragung (In(1/7) gegen 1 /T') nach der Arrhenius-Gleichung:

T,-(lT) = Agexp (— §T> (5.14)

dargestellt. Darin bezeichnet Ay den préexponentiellen Faktor, F, die Akti-
vierungsenergie und R die Gaskonstante. Anhand der dargestellten, linearen
Anpassung wurde die Aktivierungsenergie des sich oOffnenden Kanals zu
E, = 21.8kJmol~! und der priexponentielle Faktor zu Ay = 4.0-10'"s™! be-
stimmt.

Zeitentwicklung der Emissionsspektren

Die Untersuchung der Zeitentwicklung der Emissionsspektren iiber die Zeit-
abhéngigkeit der verschiedenen Anpassungsparameter erwies sich als problema-
tisch. Zum einen ist es auf diese Weise nicht moglich, die mit unterschiedlichen
Formfunktionen angepafiten Spektren untereinander zu vergleichen, zum ande-
ren erwies sich insbesondere die Lage des Maximums der jeweiligen Anpassungen
zur Bestimmung des Stokes-Shifts als stark fehlerbehaftet und damit ungeeignet.
Dies gilt insbesondere fiir Spektren die ein Plateau oder gar ein Doppelmaximum
aufweisen (siehe z. B. rechtes Spektrum in Abbildung 5.11).

Daher werden die Anpassungsfunktionen ¢(#) iiber ihre statistischen Momente
beschrieben, welche einen von der verwendeten analytischen Darstellung unab-
héngigen Vergleich erlauben und sich als wesentlich geeigneter zur Bestimmung
des Stokes-Shifts erwiesen. Sie sind definiert als [239]:

Das n-te Moment:

Q= (") == (5.15)

(5.16)
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Die Bestimmung der ersten drei Momente oder dquivalent dazu die Bestimmung
des ersten Momentes (7) und des zweiten und dritten zentralen Momentes po bzw.
13 gibt die wesentlichen Merkmale der Anpassungsfunktionen der zeitaufgelosten
Spektren wieder. Dabei entspricht () dem Schwerpunkt der Anpassungsfunktion.
fo und pg beschreiben entsprechend Halbwertsbreite und Asymmetrie. Fiir die
Log-Normal-Funktion kénnen diese Momente analytisch bestimmt werden:

(7) =0 + 2% (exp (45’;;2)) - 1) : (5.17)
= (5) o0 (i) (= () 1) 515
o = (%)I) (ﬁ_b(z)) (exp (213_6(2)) ~Bexp (ﬁ) n 2> ~ (5.19)

Fiir die Anpassungen mit einer Summe aus zwei GauBfunktionen erfolgte die
Berechnung der Momente numerisch. Um die Auftragungen der verschiedenen
Momente direkt vergleichen zu koénnen, miissen gleiche Einheiten gewéhlt wer-
den [240,241]. Daher wird im folgenden stets die Wurzel aus dem zweiten zentra-
len Moment und die dritte Wurzel aus dem dritten zentralen Moment betrachtet.
Zur Vereinfachung wird jedoch im folgenden nur von den Momenten und nicht
von den entsprechenden Wurzeln gesprochen. Nachfolgend werden die erhaltenen
Momente in Abhéngigkeit der Verzogerungszeit nach Anregung der Probe disku-
tiert.

Schwerpunkt Abbildung 5.13 zeigt das erste Moment, d. h. den Schwerpunkt
der angepafiten Spektren, in Abhéngigkeit der Zeit nach Anregung. Es handelt
sich hierbei also um eine direkte Beobachtung des zeitabhédngigen Fluoreszenz
Stokes-Shifts. Alle Kurven weisen eine Verschiebung zu geringeren Wellenzahlen
im beobachteten Zeitfenster auf, entsprechend der erfolgenden Stabilisierung der
durch Laseranregung geschalteten Dipole durch dipolare Solvatation (siehe Kapi-
tel 2.2). Unterhalb des Hauptphaseniibergangs ist lediglich eine geringe Verschie-
bung des Schwerpunktes von wenigen hundert cm™' zu geringeren Wellenzahlen
zu beobachten, welche mit steigender Temperatur geringfiigig zunimmt. Nach
Uberschreiten des Hauptphaseniibergangs vergréfiert sich die maximal beobacht-
bare Schwerpunktsverschiebung deutlich, um schliellich gegen einen Grenzwert
bei ca. 20550 cm™! zu streben. Der Verlauf kann unterhalb des Hauptphasen-
iibergangs durch eine Summe aus drei, oberhalb durch eine Summe aus zwei
Exponentialfunktionen beschrieben werden.
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Abbildung 5.13: Darstellung des zeitlichen Verlaufs des Schwerpunktes (U) der
Fluoreszenzspektren von Laurdan in DMPC fiir T = 5°C (blau) bis T = 60°C

(rot).

Die grofic Ahnlichkeit des zeitabhingigen Stokes-Shifts (Abbildung 5.13) und der
zeitabhédngigen Anisotropie (Abbildung 5.7) ist nicht zuféllig. Wie in der spé-
teren Diskussion noch gezeigt werden wird, finden bei der Stabilisierung eines
erzeugten Nichtgleichgewichtszustandes durch Solvatation die gleichen Mecha-
nismen statt, wie bei der Messung der Rotationsvorgénge des Chromophors iiber
die Anisotropie. Das zeitliche Verhalten des Schwerpunkts in Abhéngigkeit der
Temperatur laBt sich zunichst vereinfacht wie folgt verstehen: Das Uberschrei-
ten des Hauptphaseniibergangs fithrt wie bereits angemerkt durch das Schmelzen
der Kettenregion der Membran zu einer erhohten Wasserkonzentration in der
Kopfgruppenregion der Lipidmembran. Auflerdem kommt es, wie in den Aniso-
tropiemessungen gezeigt wurde, zu einer erhohten Membranflexibilitdat und damit
Bewegungsfreiheit des angeregten Chromophors. Diese beiden Effekte fithren zu
einer effektiveren Stabilisierung des Chromophors in der weniger eingeschriankten
Umgebung, was sich in einem stark erhohten Stokes-Shift innerhalb der fliissig-
kristallinen Phase ausdriickt. Eine genaue Analyse der zugrundeliegenden Dyna-
miken erfolgt fiir die aus diesen Daten abgeleitete Solvatationskorrelationsfunkti-
on in Kapitel 5.4.2. Eine eingehende Diskussion der Effekte folgt in Kapitel 5.5.
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Halbwertsbreite Das zweite zentrale Moment beschreibt die Halbwertsbreite
der Anpassungsfunktionen (siehe Abbildung 5.14). Es zeigt sich, daf§ unterhalb
des Hauptphaseniibergangs mit fortschreitender Zeit nach Anregung die Halb-
wertsbreite der Fluoreszenzspektren zunéchst sehr schnell (innerhalb der ersten
500 ps) und darauffolgend sehr viel langsamer (im Bereich mehrerer Nanosekun-
den) zunimmt und gegen einen konstanten Wert strebt. Oberhalb des Hauptpha-
seniibergangs nimmt die Breite nach erfolgter Anregung zunéchst zu, und zwar
sehr viel stérker als unterhalb des Phaseniibergangs. Sie durchlauft dann aber ein
Maximum und nimmt anschliefend wieder ab, um gegen einen konstanten Wert
zu streben, der im gleichen Bereich wie unterhalb des Phaseniibergangs liegt. Die
Lage des Maximums verschiebt sich mit steigender Temperatur zu geringeren
Verzogerungszeiten.
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Abbildung 5.14: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Halbwertsbreite (ji5)"/?
der Fluoreszenzspektren von Laurdan in DMPC fiir T' = 5°C (blau) bis T = 60°C

(rot).

Das beobachtete Verhalten fiir die zeitliche Entwicklung der Halbwertsbreite der
Spektren wurde bereits in der Literatur ausfiihrlich beschrieben [135, 139, 242].
Wenn die Solvatation innerhalb der Fluoreszenzlebensdauer der angeregten Farb-
stoffsonde abgeschlossen ist und ein Grofiteil der Solvatation mit der gegebenen
Zeitauflosung erfaft werden kann, so vergroflert sich die beobachtete Halbwerts-
breite zunéchst und durchlduft dann ein Maximum bei einer Zeit, die in etwa
der mittleren Solvatationszeit entspricht. AnschlieBend nimmt die Breite ab und
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strebt gegen einen Grenzwert. Wenn die Solvatation iiber einen lédngeren Zeitraum
erfolgt, als der angeregte Chromophor fluoresziert, wird lediglich ein Ansteigen
der Breite beobachtet. Entsprechend wiirde kein Ansteigen beobachtet werden,
wenn die Solvatation im Mittel schneller als die gegebene Zeitauflosung ist.

Mit diesen Richtlinien 1&8t sich feststellen, dafi die Solvation innerhalb der gel-
formigen und Rippled-Phase noch nicht vollstdndig innerhalb der Fluoreszenz-
lebensdauer des angeregten Zustandes von ca. 6ns abgeschlossen ist. Dagegen
werden fiir die fliissig-kristalline Phase Maxima der Halbwertsbreite durchlaufen,
was darauf hinweist, dafl die mittleren Solvatationszeiten im Bereich der Fluo-
reszenzlebensdauer liegen. Das Maximum verschiebt sich dabei mit steigender
Temperatur zu kiirzen Zeiten was einer schneller werdenden Solvatation in dieser
Phase entspricht. Auflerdem zeigt sich, dafl mit der Methode des zeitkorrelierten
Einzelphotonenzéhlens ein relevanter Teil der Solvatationsdynamik erfafit wer-
den kann. Diese Beobachtungen bedeuten aber nicht, daf§ nicht auch schnellere
Zeitkomponenten an der Solvatation teilhaben, die mit der Technik des zeitkor-
relierten Einzelphotonenzédhlens nicht aufgelost werden koénnen. Eine genauere
Analyse dieses Sachverhalts wird im folgenden Kapitel anhand der Solvatations-
korrelationsfunktion durchgefiihrt.

Asymmetrie Die Asymmetrien der Anpassungsfunktionen werden durch das
dritte zentrale Moment beschrieben und sind in Abbildung 5.15 dargestellt. Die
ermittelten Werte sind durchweg negativ. Unterhalb des Hauptphaseniibergangs
wichst die beobachtete Asymmetrie zundchst sehr schnell an und strebt dann auf
einer Nanosekunden-Zeitskala gegen einen konstanten Wert. Mit steigender Tem-
peratur nimmt die Asymmetrie geringfiigig zu, zeigt aber ein &hnliches Verhalten.
Oberhalb des Hauptphaseniibergangs weisen die Spektren generell eine geringere
Asymmetrie auf, was auf eine homogenere Umgebung des Chromophors inner-
halb der fliissig-kristallinen Phase hinweist. Die Asymmetrie durchlduft in Ab-
héngigkeit der Zeit zunichst ein schwach ausgepriagtes Maximum um 500 ps und
nimmt dann mit fortschreitender Zeit nach Anregung ab, um schliefilich gegen
Null zu streben. Mit steigender Temperatur wird die Abnahme der Asymmetrie
dabei zusehends schneller. Dieser Effekt ist mit dem schnelleren Abklingen der
Amplitude der zur Anpassung verwendeten zweiten Gaufifunktion mit steigender
Temperatur zu erkldren, was wiederum auf eine homogener werdende Umgebung
hinweist. Im Grenzfall einer Anpassung mit nur einer Gaufifunktion ist die Asym-
metrie dann Null. Insgesamt gesehen dhnelt das Verhalten der Asymmetrie damit
der zeitlichen Entwicklung der Breite.
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Abbildung 5.15: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Asymmetrie der Fluores-
zenzspektren von Laurdan in DMPC fiir T = 5°C (blau) bis T' = 60°C (rot).

5.4.2 Solvatation an der Lipidmembran/Wasser-
Grenzschicht

Um die zugrundeliegende Solvatationsdynamik im untersuchten System zu be-
stimmen, muf die Solvatationskorrelationsfunktion S(t) geméafl Gleichung 2.1 auf-
gestellt werden. Wird als MaB fiir AE stets der Schwerpunkt betrachtet, so 148t
sich die Solvatationskorrelationsfunktion in folgender Form ausdriicken:

(5.20)

Dabei wird (7)(t), wie im vorhergehenden Kapitel beschrieben, aus dem ersten
Moment der Anpassungsfunktionen der zeitabhéingigen Fluoreszenzspektren ge-

wonnen. Die Bestimmung von (7)(t = 0) und (#)(t = oo) wird nachfolgend
behandelt.
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Bestimmung von (D) (t = 0)

Die meist verwendete Bestimmung von (7)(t = 0) durch Extrapolation der ge-
messenen Funktion (7)(t) auf den Zeitnullpunkt ¢ = 0 hat den schwerwiegen-
den Nachteil, dal die auf diese Weise bestimmte Solvatationskorrelationsfunkti-
on stark von der zugrundeliegenden Zeitauflosung der verwendeten Mefitechnik
abhéngt. Insbesondere in Losungsmitteln, wie z. B. Wasser, die fiir ihre schnel-
le Solvatationsdynamik bekannt sind, ist es daher nicht mdéglich, mit Techniken
wie dem zeitkorrelierten Einzelphotonenzéhlen eine adédquate Korrelationsfunk-
tion zu erhalten, da der frithe Anteil der Solvatationsdynamik nicht auflésbar
ist. Ein mit einer fiktiven Technik beliebig kurzer Zeitauflosung bestimmtes Zeit-
nullpunktsspektrum wire ebenso wenig zur Aufstellung einer sinnvollen Korre-
lationsfunktion geeignet, da in diesem Falle zusétzlich zur Solvatationsdynamik
auch die gesamte intramolekulare Schwingungsrelaxation von UberschuBenergie
in den Franck-Condon aktiven Moden aufgelost werden wiirde. Gesucht ist daher
das Spektrum, das sich ergibt, nachdem die gesamte intramolekulare Dynamik
des Chromophors abgeschlossen ist, aber noch keine Solvatation durch das Lo-
sungsmittel stattgefunden hat.

Ein adédquates Zeitnullpunktsspektrum 148t sich nach Fee und Maroncelli mit
einer Genauigkeit von besser als £ 10 % iiber die stationdren Absorptions- und
Emissionsspektren in einem unpolaren Losungsmittel bestimmen [26]. In solchen
Losungsmitteln findet in erster Ndherung keine Solvation statt. Der beobachtete
Shift resultiert dann lediglich aus der UberschuBenergie in den Franck-Condon
aktiven Moden und den vibronischen Besetzungsverhéltnissen des Chromophors.
Die in einem unpolaren Losungsmittel beobachteten Spektren eignen sich somit
zur Bestimmung des korrekten Zeitnullpunktsspektrums. Es wurden daher tempe-
raturabhéngige Absorptions- und Emissionsspektren des verwendeten Farbstoffes
Laurdan in n-Hexan aufgenommen (siehe Abbildung 5.1 fiir 7' = 25 °C, Spektren
fiir weitere Temperaturen nicht abgebildet). Anschliefend konnten aus diesen
Spektren und den Absorptionsspektren von Laurdan in der Membran (siehe Ab-
bildung 5.3) die gesuchten temperaturabhéngigen Zeitnullpunktsspektren nach
der Methode von Fee und Maroncelli berechnet werden [26].

Es wird angenommen, dafl sich die stationdren Spektren individueller Molekiile in
verschiedenen Umgebungen lediglich durch eine allgemeine Energieverschiebung
unterscheiden. Die gleiche Linienformfunktion g(#) beschreibt also die Absorpti-
onsspektren aller Molekiile bis auf eine umgebungsabhéngige Energiedifferenz 0.
In einem polaren Medium ist das inhomogen verbreiterte Absorptionsspektrum
daher gegeben als:

A7) / o(5 — 5)p(8)ds. (5.21)

Darin beschreibt die Verteilungsfunktion p(¢é) die Haufigkeit der Molekiile zu einer
gegebenen Energieverschiebung, d. h. deren spektralen Shift. Wenn f(7) die ent-
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sprechende Linienformfunktion der Emission eines einzelnen Molekiils bezeichnet,
so laft sich das Emissionsspektrum berechnen, das sich unmittelbar nach Anre-
gung mit gy ergibt [26]:

F(7,t = 0; Pixe) O PP Ppxe / 9(Tixe — O)p(0) f(7 — 8)kraa(8)dd. (5.22)

Darin bezeichnet kgr,q die Strahlungszeitkonstante. Die Gleichung beschreibt das
Fluoreszenzspektrum, das beobachtet wird, bevor eine Bewegung des Losungs-
mittels erfolgt, aber nachdem ein intramolekulares Gleichgewicht eingestellt ist,
als eine Faltung der aus der Anregung resultierenden Verteilung ¢(7px. — 0)p(9)
mit der Fluoreszenzintensitétsfunktion f( — d)kraq(9). Fiir eine Berechnung der
Zeitnullpunktsspektren werden die Funktionen g(7), f(7), p(d) und kgraq benotigt.

Die Linienformfunktionen g(7) und f(7) lassen sich direkt aus den Absorptions-
bzw. Fluoreszenzspektren A, () bzw. F,,(7) in einem unpolaren Lésungsmittel
erhalten:

g(7) x 01 AL (D) bzw. (5.23)

f(@) ox 73 Fp(9). (5.24)

Durch Verwendung dieser Gleichungen wird vorausgesetzt, dafl die in unpolaren
Losungsmitteln erhaltenen Spektren ausschlieSlich homogen verbreitert sind und
diese Homogenitét in allen unpolaren Losungsmitteln gleich ist. Die Strahlungs-
zeitkonstante kr.q wird moglichst einfach berechnet nach:

N BRI
Jf@—d)dv

SchlieBlich wird die Verteilungsfunktion p(9) als gauBformig angenommen:

p(d) = \/%exp (—0.5 (5 ;50)2> : (5.26)

wobei dy den mittleren durch das polare Losungsmittel erzeugten Shift und o
die Breite der Verteilung bezeichnet. Die Berechnung der Zeitnullpunktsspektren
erfolgt dann wie folgt: Zunéchst werden g(7) und f(7) aus den Absorptions- und
Fluoreszenzspektren des Farbstoffes Laurdan in n-Hexan geméafl Gleichung 5.23
und 5.24 erhalten. Durch bestmdgliche Anpassung der gemessen Spektren A, (7)
von Laurdan in DMPC nach Gleichung 5.21 werden die Anpassungsparameter &g
und o der Verteilungsfunktion p(J) erhalten. Schliefilich kann nach Gleichung 5.22
das Zeitnullpunktsspektrum in einer polaren Losungsmittelumgebung erhalten
werden. Die Zeitnullpunktsspektren wurden fiir Temperaturen von T" = 5 bis 60 °C
in Schritten von 5°C unter Verwendung der jeweiligen temperaturabhingigen
Spektren A,,(7), F,p(7) und A,(7) berechnet. Aus dem erhaltenen Zeitnull-
punktsspektrum F}, () wird anschlieBend der Schwerpunkt (7)(¢ = 0) bestimmt.
Die so ermittelten Schwerpunkte sind in Tabelle 5.7 in Abhéngigkeit der Tempe-
ratur aufgefiihrt.

kRraa(9) (5.25)
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Bestimmung von (7)(t = o0)

Die korrekte Bestimmung der Zeitunendlichspektren, d. h. den Spektren zu grofien
Zeiten (t — 00), ist ein weiteres Problem bei der Aufstellung der Solvatationskor-
relationsfunktion. Fiir schnell solvatisierende Systeme stellt das stationdre Emis-
sionsspektrum das korrekte Zeitunendlichspektrum dar. Im hier auftretenden Fall
einer langsamen Solvatationsdynamik, die sich bis in den Bereich der Fluoreszenz-
lebensdauer erstreckt, ist es jedoch nicht uneingeschrankt zur Bestimmung von
(D)(t = 00) geeignet. Wie in Abbildung 5.16 beispielhaft fiir 7' = 5°C, T' = 35°C
und 7' = 60 °C gezeigt, reprisentiert das stationdre Emissionsspektrum namlich
nicht die Verhéltnisse zu langen Verzogerungszeiten, sondern stellt vielmehr eine
zeitliche Integration iiber die zeitaufgelosten Fluoreszenzspektren, d.h. iiber die
experimentellen Kinetiken K(t,7) als Funktion der spektralen Lage dar:

Fine (V) = /0 N K(t,p)dt. (5.27)

norm. Intensitaten / w. E.

T T T T T T T T T
15000 20000 25000 15000 20000 25000 15000 20000 25000

Wellenzahlen / cm™

Abbildung 5.16: Gegentiberstellung der zeitlich integrierten Fluoreszenzspektren
(schwarze Kreise), der stationidren Emissionsspektren (griin) und Fluoreszenz-
spektren zu langen Verzigerungszeiten (rot) bei T = 5°C, T = 35°C und
T =60°C.
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Es gibt fiir alle Temperaturen eine gute Ubereinstimmung zwischen den auf-
integrierten Kinetiken (schwarze Kreise) und den stationdren Emissionsspektren
(griin). Aus dem zeitkorrelierten Einzelphotonenzihlexperiment erhaltene zeitauf-
geloste Spektren fiir lange Verzogerungszeiten (rot) zeigen aber insbesondere um
den Hauptphaseniibergang deutliche Abweichungen vom stationdren Emissions-
spektrum auf der blauen Flanke. Die stationdren Emissionsspektren erweisen sich
also zur Bestimmung des Zeitunendlichspektrums als nicht geeignet. Sie wiirden
die Grofle des tatsdchlich stattfindenden Stokes-Shifts erheblich unterschétzen.

Daher wurde, der Arbeit von Maroncelli und Fleming folgend, das Zeitunendlich-
spektrum durch ,sinnvolle” Extrapolation der zeitaufgelosten Spektren zu unend-
lichen Zeiten gewonnen [238]. Die zeitabhéngigen ersten Momente der Fluores-
zenzspektren wurden zu diesem Zweck unterhalb des Hauptphaseniibergangs mit
einer Summe aus drei, dariiber mit zwei Exponentialfunktionen iiber ein Least-
Squares-Verfahren angepafit und der Grenzwert fiir unendliche Zeiten bestimmt.
Als problematisch erwies sich dabei, daf§ der Zeitbereich der Solvatationsdynamik
in der GroBenordnung der Fluoreszenzlebensdauer des Laurdans in der Membran
liegt und die Bestimmung des Grenzwertes daher unter Umsténden stark fehler-
behaftet ist. Daher wurde nach Bedarf eine manuelle Korrektur entsprechend der
Vorgehensweise von Maroncelli und Fleming vorgenommen [238].

r e B)E=0) [ @)t =c0) | 32t =0)—#)(t = )
/ cm™t / cm™! / cm™t
5 24 826 22 060 2766
10 24 846 22017 2829
15 24 870 21996 2874
20 24 897 21 820 3077
25 24923 21209 3714
30 24931 20714 4217
35 24943 20 588 4 355
40 24954 20 547 4 407
45 24 964 20 544 4420
50 24978 20 592 4 386
95 24990 20 624 4 366
60 24 998 20 589 4409

Tabelle 5.7: Ermittelte Schwerpunkte der Zeitnullpunkts- und Zeitunendlichspek-
tren, sowie resultierender Stokes-Shift.
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Die erhaltenen Grenzwerte (7)(t = oo) fiir die verschiedenen Temperaturen sind
cbenfalls in Tabelle 5.7 aufgefiihrt. Die Differenz (7)(t = 0) — (7)(t = o0) stellt
dabei den maximal im Experiment beobachtbaren, aus dipolarer Solvatation her-
rithrenden, Stokes-Shift dar.

Solvatationskorrelationsfunktion

Mit den ermittelten Zeitnullpunkts- und Zeitunendlichspektren kann nun geméfl
Gleichung 5.20 die Solvatationskorrelationsfunktion aufgestellt werden. Die er-
haltenen Funktionen sind in Abbildung 5.17 dargestellt.

0.40 — gelformige und Rippled-Phase
I —— flussig-kristalline Phase

S(9)

Zeit / ns

Abbildung 5.17: Mit dem TCSPC-Experiment ermittelte Solvatationskorrelati-
onsfunktion von Laurdan in Vesikeln fiir T = 5°C (blau) bis T = 60°C (rot).
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Es zeigt sich, dal das Solvatationsverhalten unterhalb und oberhalb des Haupt-
phaseniibergangs deutlich verschieden ist, wie durch einen Vergleich der blauen
und roten Kurven in Abbildung 5.17 leicht ersichtlich ist. Die ausgepragte Tempe-
raturabhéngigkeit der Solvatation ist dabei vorrangig um den Hauptphaseniiber-
gang zu erkennen. Zur Untersuchung der zugrundeliegenden Dynamiken wurde
die Funktion in der gelférmigen und Rippled-Phase mit einer Summe aus drei, in
der fliissig-kristallinen Phase aus zwei Exponentialfunktionen angepafit:

S(t) = 2§3Ai exp < _ i). (5.28)

Die verwendeten Anpassungsparameter sind in Tabelle 5.8 aufgefiihrt. In Abbil-
dung 5.18 folgt eine graphische Darstellung der ermittelten Zeitkonstanten 7; und
der Amplituden A;.

T/°C| Ay |T1/ns| Ay |72/ns| As |73/ns | (T)/ns| S(t=0)

3 0.061 | 0.165 | 0.052 | 0.854 | 0.080 | 5.645 0.505 0.193
10 0.054 | 0.179 | 0.054 | 0.856 | 0.088 | 5.444 0.538 0.197
15 0.065 | 0.285 | 0.064 | 1.619 | 0.068 | 6.939 0.597 0.198
20 0.081 | 0.344 | 0.112 | 2.846 | 0.032 | 10.79 0.689 0.225

25 0.094 | 0.535 | 0.281 | 5.348 1.553 0.375
30 0.103 | 0.701 | 0.339 | 6.865 2.398 0.442
35 0.112 | 0.832 | 0.318 | 4.966 1.673 0.430
40 0.146 | 0.921 | 0.269 | 3.858 1.172 0.415
45 0.221 | 1.079 | 0.181 | 3.717 0.913 0.403
20 0.264 | 1.006 | 0.131 | 3.719 0.754 0.395
25 0.292 | 0.929 | 0.083 | 4.046 0.607 0.375
60 0.313 | 0.794 | 0.074 | 3.566 0.513 0.387

Tabelle 5.8: Anpassungsparameter der mit dem TCSPC-Experiment erhaltenen
Solvatationskorrelationsfunktion, mittlere Solvatationszeit und experimentelles
Zeitnullpunktsspektrum.

Unterhalb des Hauptphaseniibergangs wurde die Solvatationskorrelationsfunkti-
on mit einer Summe aus drei Exponentialfunktionen angepafit, wobei die ange-
pafiten Zeiten 7; mit steigender Temperatur allesamt grofler werden. Die Ampli-
tuden der beiden schnelleren Zeitkonstanten wachsen dabei tendenziell leicht an,
wéihrend die Amplitude der langsamen Zeitkonstante mit steigender Tempera-
tur abnimmt und oberhalb des Hauptphaseniibergangs gar keine Relevanz mehr
besitzt. Oberhalb des Phaseniibergangs zeigt sich ein unterschiedliches Verhal-
ten. Die schnelle Zeitkonstante steigt in geringem Mafle bis T = 45°C weiter
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an und fillt dann geringfiigig ab. Die zugehorige Amplitude wéchst jedoch mit
steigender Temperatur deutlich an, so daf§ diese Komponente den Solvatations-
prozefl bei hohen Temperaturen dominiert. Die mittlere Zeitkonstante dominiert
die Solvatation zwischen T = 25 und 40°C. Hier durchlaufen sowohl die Zeit-
konstante als auch die zugehorige Amplitude ein Maximum, um schlielich fiir
héhere Temperaturen wieder an Dominanz zu verlieren.

11
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Abbildung 5.18: Graphische Darstellung der Anpassungsparameter der mit
dem TCSPC-Experiment erhaltenen Solvatationskorrelationsfunktion nach Glei-
chung 5.28.

Um ein vereinfachtes Bild der Solvatation zu erhalten wird oftmals die mittlere
Solvatationszeit (7) in Abhéngigkeit der Temperatur angegeben, die sich durch
Integration der Solvatationskorrelationsfunktion gemés:

(1) = /OOO S(t)dt (5.29)

ergibt. Die erhaltenen Werte sind in Tabelle 5.8 aufgefiihrt, wéihrend Abbil-
dung 5.19 die mittlere Solvatationszeit graphisch darstellt.
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Abbildung 5.19: Mittlere Solvatationszeit () in Abhédngigkeit der Temperatur.

Anhand dieser Funktion wird verdeutlicht, dafl die Solvatation unterhalb des
Hauptphaseniibergangs im Mittel gesehen relativ schnell ist, auch wenn wie zuvor
bei der Analyse der Einzelzeiten gezeigt, sehr langsam abklingende Zeitkonstanten
an der Solvatation beteiligt sind. Beim Uberschreiten des Hauptphaseniibergangs
wird die Solvatation zunéchst stark verlangsamt, um mit steigender Temperatur
allméhlich wieder schneller zu werden. Bei dieser Betrachtungsweise handelt es
sich allerdings um eine starke Vereinfachung der bei der Solvatation ablaufenden
Vorgénge, die keine Aussagen beziiglich ultraschneller Zeitkomponenten zulaft.

Einen weiteren interessanten Aspekt der Solvatation verdeutlicht Abbildung 5.20.
Hier ist in Abhéngigkeit von der Temperatur der theoretisch beobachtbare Stokes-
Shift (7)(t = 0) — (D) (t = o0) dem im Experiment aufgelosten Anteil gegeniiber-
gestellt. Dieser Anteil S(t = 0) ergibt sich aus der Extrapolation der multi-
exponentiellen Anpassung der experimentell bestimmten Solvatationskorrelati-
onsfunktion nach ¢ = 0 (siehe Gleichung 5.28). Die zugehérigen Werte sind in
Tabelle 5.7 bzw. 5.8 in der jeweils letzten Spalte zu finden. Zunéchst zeigt sich,
dafl mit der Technik des zeitkorrelierten Einzelphotonenzihlens nur ein geringer
Teil der Solvatationsdynamik erfait wird. Wéahrend oberhalb des Phaseniiber-
gangs noch iiber 40 % der gesamten Solvatation aufgelost werden kann, sind es
unterhalb des Phaseniibergangs lediglich 20 %. Offensichtlich spielen unterhalb
des Hauptphaseniibergangs ultraschnelle Dynamiken, die mit der Technik des
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zeitkorrelierten Einzelphotonenzéhlens nicht aufgelost werden konnen, eine deut-
lich groBere Rolle. Daher fiillt auch die mittlere Solvatationszeit (7) unterhalb des
Hauptphaseniibergangs deutlich schneller aus. Auffallend ist weiterhin die star-
ke Korrelation der beiden Kurvenverlaufe. Da langsame Zeitkomponenten not-
wendig sind, um bei gegebener Zeitauflosung einen moglichst grofien Anteil der
Solvatationskorrelationsfunktion zu erfassen, bedeutet die beobachte Korrelation,
daf} gerade oberhalb des Hauptphaseniibergangs die langsamen Komponenten fiir
einen erheblichen Anteil der gesamten Solvatation verantwortlich sind. Diese An-
teile lassen sich, wie im folgenden noch gezeigt werden wird, durch die grofere
Bewegungsfreiheit des Chromophors in der fliissig-kristallinen Phase erkléaren.
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Abbildung 5.20: Gegeniiberstellung des maximal auflésbaren Stokes-Shifts und
des experimentell beobachteten Anteils im TCSPC-Experiment.

Dieses Unterkapitel hat gezeigt, dafl bei der Solvatation in Lipidmembranen
langsame Zeitkonstanten eine Rolle spielen, die in isotropen Losungsmittel-
umgebungen nicht beobachtet werden. Ein erheblicher Teil der Solvatation ent-
geht jedoch der Beobachtung durch das zeitkorrelierte Einzelphotonenzéhlexperi-
ment, weswegen Studien mit einer erheblich verbesserten Zeitauflésung durchge-
fithrt werden miissen, um die Solvatation in Lipidmembran-Vesikeln hinreichend
zu beschreiben.
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5.4.3 Ultraschnelle Solvatation

In Ergénzung zu den aus dem TCSPC-Experiment erhaltenen Ergebnissen wur-
den aufgrund des grofien Anteils an nicht auflésbarer Dynamik Untersuchungen
am FUC-Experiment mit einer deutlich erhchten Zeitauflésung von ca. 0.5 ps
durchgefiihrt (sieche Kapitel 4.4). Aufgrund des deutlich geringeren Stokes-Shifts
in der gelférmigen und der Rippled-Phase konnten im Fluoreszenzkonversions-
experiment lediglich Untersuchungen oberhalb des Hauptphaseniibergangs durch-
gefithrt werden.

Wie bereits in Kapitel 4.4.4 ausfiihrlich beschrieben, wurde die zeitabhéngige
Fluoreszenz fiir Temperaturen von 7" = 25 bis 60 °C in 5°C Schritten aufgenom-
men. Fiir jede der Temperaturen wurden 17 Kinetiken im Bereich von 268 bis
325nm (entsprechend Fluoreszenzwellenldngen von 410 bis 560 nm im Abstand
von 10nm) iiber einen Zeitbereich von —100 bis 1000 ps aufgenommen.

Die einzelnen Kinetiken wurden mit einer Funktion angepafit, die einer Faltung
aus einer Gerétefunktion G(t') und einer Summe aus Exponentialfunktionen mit
zusitzlichem konstantem Offset F'(t') entspricht. Die Gerdtefunktion wurde dabei
als gauBférmig angenommen. Die Funktion mufl weiterhin mit einer Heavyside-
Stufenfunktion ®(¢') multipliziert werden, um dem Zeitpunkt der Anregung Rech-
nung zu tragen:

Fr(t) = /_ TR = 29) - B — wo) - Gt — ) dE (5.30)

r_ 7AWV
! xo) + A5> - Pt — ) - exp (— (t 2t ) ) dt’.
T; g

[ (z Ao (-

Die Grofle xq in dieser Gleichung beschreibt eine Verschiebung des Signals entlang
der Zeitachse, mit der der Nullpunkt des simulierten Signals angepafit wurde [243].
Das Integral 148t sich analytisch 16sen:

g 2] ) (o5

i=1

+ As (1 —erf [—t ;xo} ) (5.31)

erf(z) = % /02 exp (—t%) dt. (5.32)

Bei der Anpassung mit Gleichung 5.31 iiber ein Least-Squares-Verfahren wur-
den sowohl negative als auch positive Amplituden zugelassen, um ansteigende
bzw. abfallende Dynamiken entsprechend wiederzugeben. Dabei wurden bis zu

Dabei gilt:
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vier Exponentialfunktionen herangezogen. Bei der in der Gleichung auftretenden
Zeitauflosung o wurde darauf geachtet, daf} sie lediglich in sinnvollen Grenzen va-
ritert wurde. Die weitere Anpassung diente lediglich der Glédttung der Daten und
der Bestimmung des Zeitnullpunktes. Den resultierenden Anpassungsparametern
A; und 7; wurde keine weitere Bedeutung eingerdumt.

In Abbildung 5.21 sind drei typische im FUC-Experiment erhaltene Meffkurven
bei 420, 480 und 540 nm fiir Laurdan in DMPC-Vesikeln bei T' = 35°C mit der
jeweiligen Anpassungsfunktion dargestellt. Simtliche Kinetiken wurden anhand
der aus dem TCSPC-Experiment erhaltenen, zeitaufgelosten Fluoreszenzspektren
bei ¢ = 0.531 ns bei entsprechender Temperatur gewichtet.

1.500
1.000 - S e N
0.500 -
W o000 420 nm
B. | ! | ! | ! | ! | !
_ 0 50 100 150 200 250
c 0.750 4
9 - i
‘@ 0.500 -
% 0.250
£ 0.000] 480 nm
. | ! | ! | ! | ! | !
c 0 50 100 150 200 250
o)
c 0.0754
0.050 -
0.025 -
0.000 - 540 nm
| ! | ! | ! | ! | !
0 50 100 150 200 250

Zeit | ps

Abbildung 5.21: Typische Kinetiken fiir Laurdan in DMPC bei T' = 35°C mit
Anpassungen nach Gleichung 5.31.
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Aus den derart gewonnenen Kinetiken wurden schlieflich die zeitaufgelosten Fluo-
reszenzspektren rekonstruiert. Eine Anpassung der Spektren mit zwei Gaufifunk-
tionen wie im TCSPC-Experiment war hier aufgrund der stark verminderten
Punktanzahl pro Spektrum nicht befriedigend. Daher wurde der Anpassung mit
einer zeitabhéngigen Log-Normal-Funktion nach Gleichung 5.9 mit einer vermin-
derten Anzahl an Anpassungsparametern der Vorzug gegeben. Die Auswertung
der Spektren erfolgte analog dem TCSPC-Experiment iiber die Berechnung der
statistischen Momente. Die zweiten und dritten zentralen Momente, d. h. Breite
und Asymmetrie, liefern dabei keine wesentlich neuen Aspekte fiir die Untersu-
chung der Solvatationsdynamik. Von Interesse ist jedoch insbesondere die Erwei-
terung der Solvatationskorrelationsfunktion zu kurzen Zeiten. Die Bestimmung
der Schwerpunkte iiber das erste Moment fiihrte dabei nach Gleichung 5.20 zu
einer nach kurzen Zeiten erweiterten Solvatationskorrelationsfunktion. Um einen
flieBenden Ubergang zwischen den aus TCSPC- und aus FUC-Daten gewonnenen
Korrelationsfunktionen zu gewihrleisten, wurde eine moderate Verschiebung der
aus den FUC-Daten erhaltenen Korrelationsfunktion beziiglich der Ordinate S
zugelassen. Eine Auswahl der erhaltenen Solvatationskorrelationsfunktionen sind
in Abbildung 5.22 in einer halblogarithmischen Auftragung von 50fs bis 20 ns
dargestellt.
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Abbildung 5.22: Halblogarithmische Darstellung der Solvatationskorrelations-
funktion von Laurdan in DMPC bei ausgewéhlten Temperaturen (T = 30 (blau),
35, 40, 45 und 60°C (rot)).
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Die Funktionen zeigen ein stark multiexponentielles Abklingverhalten. Sie wurden
bis ca. 200 ps mit einer Summe aus drei Exponentialfunktionen und variablem
Offset angepafit:

S(t) = iAi exp ( _ Ti) + Ay (5.33)

i=1

Die erhaltenen Anpassungsparameter sind in Tabelle 5.9 zusammengefafit, wih-
rend Abbildung 5.23 die erhaltenen Zeitkonstanten und Amplituden graphisch
darstellt.

T/OC Al Tl/pS Az Tz/pS A3 T3/pS A4 S(t = 0)

25 0.017| 524 |0.039| 228 |0.116 | 296.6 | 0.277 0.449
30 0.027 | 3.67 |[0.034| 221 |0.138| 210.1 | 0.372 0.571
35 0.027 | 087 |0.032| 154 |0.130| 211.4 | 0.349 0.538
40 0.024 | 348 |0.033| 31.7 |0.149 | 308.0 | 0.299 0.506
45 0.025| 1.51 |0.052| 152 |0.138| 2534 | 0.271 0.486
50 0.065 | 0.88 |0.038| 11.2 |0.174| 1321 | 0.256 0.532
25 0.028 | 1.28 |0.064 | 122 |0.187 | 260.7 | 0.209 0.489
60 0.061 | 6.24 |0.039| 228 |0.181 | 244.0 | 0.192 0.473

Tabelle 5.9: Anpassungsparameter der mit dem FUC-Experiment erhaltenen Sol-
vatationskorrelationsfunktion und experimentelles Zeitnullpunktsspektrum.

Es wird fiir alle Temperaturen eine langsame Zeitkonstante um 250 ps beobach-
tet, deren Amplitude mit steigender Temperatur deutlich zunimmt. Im Gegenzug
nimmt der verwendete konstante Offset von 30°C ausgehend stark ab. Die bei-
den schnelleren Zeitkonstanten weisen Amplituden auf einem konstant niedrigem
Niveau auf. Die mittlere Zeitkonstante ist dabei um 20 ps zentriert, wiahrend die
schnellste Zeitkonstante eine stark Streuung von ca. 0.9 bis 6 ps aufweist.

Es zeigt sich, dafi mit Hilfe der Fluoreszenzkonversionsspektroskopie in der
Tat Komponenten im Pikosekundenbereich gefunden werden, die im TCSPC-
Experiment nicht beobachtet werden konnten. Dennoch entgehen auch hier noch
immer ca. 50 % der Solvatationskorrelationsfunktion der Detektion. Offensichtlich
spielen bei der Solvatation an der Grenzschicht von Lipidmembranen ultraschnelle
Zeitkomponenten im Bereich unter ca. 500 fs eine erhebliche Rolle. Die Resultate
werden im folgenden diskutiert.
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Abbildung 5.23: Graphische Darstellung der Anpassungsparameter der mit dem
FUC-Experiment erhaltenen Solvatationskorrelationsfunktion.

5.5 Diskussion der Solvatationsdynamik

Zeitkorreliertes Einzelphotonenzihlen

Die Untersuchung der Solvatationsdynamik mit Hilfe des zeitkorrelierten Pho-
tonenzahlens bringt zum Ausdruck, dafl langsame Komponenten im Nanose-
kundenbereich eine bedeutende Rolle bei der Solvatation in Lipidmembran-
umgebungen spielen, die in reinem Wasser nicht beobachtet werden. Diese lang-
samen Zeitkomponenten sind ein gemeinsames Phénomen bei der Beobachtung in
heterogenen, biologischen Systemen, wie in Kapitel 3 deutlich geworden ist. Von
Bhattacharyya und Mitarbeitern wurden in vergleichbaren vesikuléren Systemen
dghnliche Zeitkomponenten gefunden, die der Solvatation durch gebundenes Was-
ser im Inneren der Vesikel zugeordnet wurden [89,90]. Auch Parasassi und Mitar-
beiter weisen diese langsamen Zeitkomponenten der Relaxation des in der Memb-
ran befindlichen Wassers zu [142]. Von Nandi und Bagchi wird die Ursache der
langsamen Zeitkomponenten durch einen dynamischen Austausch zwischen ge-
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fangenen und gebunden Wasserspezies zu erkléren versucht [98]. Andere Arbeiten
weisen darauf hin, dafl die Dynamik der Lipidmolekiile und/oder der verwendeten
Farbstoffsonden urséchlich fiir das Auftauchen der langsamen Zeitkomponenten
sein konnten [50,79]. Die unterschiedlichen Interpretationen machen deutlich, daf
die Mechanismen der Solvatation in eingeschrankten Umgebung noch einen ho-
hen Untersuchungsbedarf aufweisen. Wie nachfolgend gezeigt wird, lassen sich
die langsamen Zeitkomponenten im hier vorgestellten DMPC/Laurdan-System
vorrangig durch die diffusive Bewegung des Chromophors in seiner eingeschrank-
ten Lipidumgebung erkléren, wodurch die Solvatation durch Wasser auf diesen
langsamen Zeitskalen hier als unwahrscheinlich zu erachten ist.

Wie bereits angemerkt wurde, ist die auffillige Ahnlichkeit der zeitaufgelosten
Anisotropie 7(t) und des zeitaufgelosten Stokes-Shifts in Abhéngigkeit der Tem-
peratur nicht zufillig (vergleiche Abbildung 5.7 und 5.13). Der Zusammenhang
zwischen den beiden Funktionen ist bereits durch einen Vergleich des Integrals
F unter der Anisotropiefunktion r(¢) mit der mittleren Solvatationszeit (7) an-
schaulich darstellbar (siche Gleichung 5.6 bzw. 5.29). F und (7) wurden durch
die gleichen mathematischen Operationen an vollkommen unabhéngigen Mef3-
reihen erhalten. Die bei 5°C auf Null gesetzten und normierten Funktionen sind
in Abbildung 5.24 dargestellt.
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Abbildung 5.24: Vergleich zwischen der Temperaturabhéangigkeit des Integrals
unter der zeitabhédngigen Anisotropie F' nach Gleichung 5.6 und der mittleren
Solvatationszeit (1) nach Gleichung 5.29.
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Die starke Korrelation weist bereits darauf hin, daf§ die beiden zunéchst unabhén-
gigen Aspekte auf vergleichbare Weise durch die Temperatur beeinflufit werden.
Es liegt daher nahe, die Dynamiken der beiden Funktionen im Detail zu ver-
gleichen. Dazu sind in Abbildung 5.25 die Parameter aus der biexponentiellen
Anpassung der Anisotropiefunktion r(t) aus Tabelle 5.4 den Anpassungsparame-
tern der Solvatationskorrelationsfunktion aus Tabelle 5.8 gegeniibergestellt. Dabei
sind die Messungen bei 20 und 22.5°C der Anisotropiefunktion nicht dargestellt.

- 0.25
- 0.35

10 4
1/ _ iy

[ / N 0.30—- '/ \\ /_ 0.20

] / /S\ 0.25 / ®
/ Qo

) 1 A
© 4015 9
@14 / A-a_ % 0.20 AL =
< I~ A/A Aa c_;s / 8
-~ 1 A= e} 1 c

A
J 1 A
j 0.10 £ aA \ .
J - o . l_ . - 'A
o A —NA—j=1 /,//
'

~

—0— =2 . - 0.05
0.1 —m—j=3 0.05- o-%
] LN DL LA LA LA L | LN LA LA LR L B |
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Temperatur / °C Temperatur / °C

Abbildung 5.25: Gegeniiberstellung der Anpassungsparameter der mit dem
TCSPC-Experiment erhaltenen Anisotropiefunktion nach Gleichung 5.2 (leere
Symbole) und der Solvatationskorrelationsfunktion nach Gleichung 5.28 (gefiillte
Symbole).

Es zeigt sich, dal im Rahmen der Mefigenauigkeit die beiden unabhéngigen Mef-
reihen durch vergleichbare Zeitkonstanten wiedergegeben werden. Insbesondere
der charakteristische Verlauf der Amplituden ist dabei ein deutlicher Hinweis auf
die gemeinsamen Ursachen der beobachteten Dynamiken. Unterhalb des Haupt-
phaseniibergangs sind die Verhéltnisse verkompliziert, da hier offensichtlich ei-
ne dritte Zeitkomponente eine Rolle spielt, welche den beiden anderen Dynami-
ken iiberlagert ist. Der ungefdhre Verlauf dieser dritten Zeitkomponente ist in
der Abbildung durch eine schwarze Kurve skizziert. Die Herkunft dieser drit-
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ten Komponente ist ungeklart, da fiir weitere Relaxationsmechanismen inner-
halb einer Membranumgebung, wie beispielsweise der Lipidkettenbewegung, eher
ein beschleunigender Effekt mit ansteigender Temperatur erwartet wiirde. Die
Amplitude dieses Freiheitsgrades ist zudem sehr gering (siche Abbildung 5.18).
Aufgrund der unzureichenden Informationen wird von einer weiteren Diskussion
dieser Komponente abgesehen.

Die Komponente unterhalb einer Nanosekunde (rot) und die zwischen 4 und 6 ns
befindliche Komponente (blau unterhalb bzw. griin oberhalb des Hauptphasen-
iibergangs) der Solvatationskorrelationsfunktion ist aufgrund der auffilligen
Ubereinstimmung mit den Anpassungsparametern der Anisotropiefunktion offen-
sichtlich auf die Bewegungsfreiheit des Chromophors innerhalb seiner Membran-
umgebung zuriickzufithren. Die Mechanismen der Rotationsdiffusion um die lange
Achse des Chromophors und der Wobbling-Diffusion des Chromophors in einem
eingeschréankten Raumwinkel spielen offenbar bei der Solvation eines erzeugten
Nichtgleichgewichtszustandes auf einer Nanosekunden-Zeitskala eine entscheiden-
de Rolle. Auch die Temperaturabhéngigkeit der Solvatationskorrelationsfunktion
im TCSPC-Experiment ist damit hinreichend erklart. Durch das Schmelzen der
Kettenregion der Membran mit steigender Temperatur, wird dem Chromophor ei-
ne erhohte Bewegungsfreiheit eingerdumt, wodurch ihm die Méglichkeit gegeben
ist, bei der Stabilisierung eines erzeugten Nichtgleichgewichtszustandes stérker
teilzuhaben. Die Solvatation durch Wasser ist daher nicht notwendig, um das cha-
rakteristische Temperaturverhalten der Solvatationskorrelationsfunktion in die-
sem Zeitbereich zu erklidren. In dem hier untersuchten System scheint die Dyna-
mik der Solvatation im Gegensatz zu den Beobachtungen von Bhattacharyya bzw.
Parasassi und Mitarbeitern auf einer Nanosekunden-Zeitskala vorrangig durch die
Eigendynamik des Chromophors in seiner eingeschrinkten Umgebung bestimmt
zu sein.

Fluoreszenzaufkonvertierung

Im Fluoreszenzkonversionsexperiment werden drei Zeitkomponenten gefunden.
Die langsamste der Zeitkomponenten wurde mit variablen Offset angepafit und
liegt bei einigen hundert Pikosekunden. Diese Komponente kénnte allerdings auch
mit der schnellsten Zeitkomponente aus dem TCSPC-Experiment wiedergegeben
werden. Da hier aber vorrangig die schnelleren Zeitkonstanten untersucht werden
sollen, wurde einer von den TCSPC-Daten unabhéngigen Auswertung der Fluo-
reszenzkonversionsdaten der Vorzug gegeben, was zu deutlich besseren Anpassun-
gen bei kurzen Zeiten fithrte. Damit ergeben sich fiir diese Komponente zwar et-
was schnellere Zeitkonstanten als in den TCSPC- bzw. Anisotropie-Experimenten,
die Herkunft der langsamen Zeitkonstante im FUC-Experiment liegt aber vermut-
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lich dennoch in der Eigendynamik des Chromophors. Dafiir spricht auch das be-
reits im TCSPC-Experiment beobachtete Ansteigen der zugehorigen Amplitude
mit steigender Temperatur.

Interessant in diesem Zusammenhang ist, dal wie in Kapitel 3.4.4 dargestellt, von
Vohringer und Mitarbeitern in 3-Puls Photon-Echo Peakshift Studien sowohl in
reinem Wasser als auch an Lipidmembran/Wasser-Grenzschichten eine Zeitkon-
stante vergleichbarer Groflie im Bereich einiger hundert Pikosekunden gefunden
wurde [50,79]. Auffallend ist aber, daf sich diese Zeitkomponente beim Einbringen
des Chromophors C18-DiD in die Grenzschicht iiber eine nicht-kovalente Veran-
kerung nicht signifikant &ndert. Ebenso erweist sich diese Komponente bei Varia-
tion der Temperatur im Rahmen der Mefligenauigkeit als konstant. Die Ursache
dieser Beobachtung kénnte damit begriindet werden, dafl der in diesen Arbeiten
verwendete Chromophor C18-DiD iiber zwei aliphatische Kohlenstoftketten in der
Membran verankert ist, wodurch die Rotationsdiffusion dieser Farbstoffsonde sig-
nifikant verlangsamt bzw. vollkommen unterdriickt sein sollte. Der Ursprung der
langsamen Zeitkonstanten ist daher in diesem System mit hoher Wahrscheinlich-
keit nicht auf die Eigendynamik des Chromophors zuriickzufiihren. Nach Véhrin-
ger und Mitarbeitern kénnte es sich um die kollektive Rotationsdiffusion von Was-
sermolekiilen handeln [50,79]. Dafiir spricht auch, dafl die gleiche Zeitkomponente
in reinem Wasser gefunden wird. Eine vergleichbare Zeitkomponente wurde von
Levinger und Mitarbeitern ebenfalls in reinem Wasser und im Wassereinschlufl
inverser Mizellen gefunden (siehe Kapitel 3.3.2) [105]. Auch in deren Arbeit wur-
de diese Komponente kollektiven Bewegungen des Wassers zugeschrieben. Daher
ist es nicht ausgeschlossen, dafi auch in dem hier untersuchten Laurdan/DMPC-
System die kollektive Rotationsdiffusion des Wassers eine Rolle spielt und den
Prozessen der Chromophordynamik auf einer Zeitskala von einigen hundert Piko-
sekunden iiberlagert ist. Die Herkunft der beiden ultraschnellen Zeitkomponenten
soll im folgenden diskutiert werden.

Nach Viard et al. findet in unpolaren Lésungsmitteln auf einer Zeitskala von ei-
nigen zehn Pikosekunden eine Umwandlung des lokal angeregten Zustandes von
Laurdan in einen Charge-Transfer-Zustand (CT) statt [171]. Es sprechen einige
Beobachtungen dafiir, daf§ auch in einer Lipidmembranumgebung CT-Zustédnde
auftreten und daher eine solche Reaktion in dem hier untersuchten System eine
Rolle spielen konnte. So haben die Untersuchungen der Fluoreszenzlebensdauer
in Kapitel 5.4.1 gezeigt, dafl sich oberhalb des Hauptphaseniibergangs ein zusétz-
licher, temperaturabhéngiger Desaktivierungskanal 6ffnet, der der Bildung eines
CT-Komplexes zuzuschreiben sein kénnte. Weiterhin spricht dafiir, dafl sich die
zeitabhéngigen Fluoreszenzspektren oberhalb des Hauptphaseniibergangs mit ei-
ner Summe aus zwei Gaufifunktionen beschreiben lassen, wovon eine temperatur-
abhéngig auf einer Zeitskala von einigen hundert Pikosekunden bis wenigen Nano-
sekunden abklingt. In der fliissig-kristallinen Phase ist das Auftauchen eines CT-
Komplexes demnach wahrscheinlich. Die im Fluoreszenzkonversionsexperiment
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(FUC) beobachtete Zeitkonstante 7 um 20 ps konnte daher der Umwandlung
des lokal angeregten Zustandes in einen Charge-Transfer-Komplex zuzuschrei-
ben sein. Leider war es nicht moglich, die FUC-Experimente auch unterhalb des
Hauptphaseniibergangs durchzufiihren, was die hier vorgestellte Interpretation
durch die Abwesenheit der mittleren Zeitkomponente 75 unterhalb des Hauptpha-
seniibergangs unterstiitzen wiirde. Da eine Zuordnung von 75 zu einer strukturel-
len Umwandlung des Chromophors aufgrund der unzureichenden Informationen
in der vorliegenden Arbeit nicht verifiziert werden kann, soll nach alternativen
Interpretationsmoglichkeiten gesucht werden. Dariiberhinaus bliebe die Herkunft
der schnellsten im FUC-Experiment beobachteten Zeitkomponente 7, weiterhin
ungeklart.

Da von Vohringer und Mitarbeitern gezeigt werden konnte, dal die Solvatation
auch in einer Membranumgebung noch vorrangig durch die ultraschnelle Dyna-
mik des Wassers bestimmt ist, liegt es nahe in der Membran befindliches Wasser
fiir das Auftauchen der ultraschnellen Zeitkomponenten verantwortlich zu ma-
chen [27,50,79]. Allerdings ist der in diesen Arbeiten verwendete Chromophor
C18-DiD weniger tief in der Membran als das hier verwendete Laurdan veran-
kert, wodurch er eine deutlich wasserdhnlichere Umgebung besitzt. Daher ist ein
direkter Vergleich mit den hier vorgestellten Untersuchungen nur bedingt mog-

lich.

Wie bereits in Kapitel 3.1 gezeigt, ist die Solvatationsdynamik des reinen Was-
sers auf ultraschnellen Zeitskalen durch zwei charakteristische Zeitkomponenten
bestimmt. Dabei ist die langsamere der beiden Zeitkonstanten um 10 ps auf die
Rotationsdiffusion individueller Wassermolekiile in der freien Wasserphase zu-
riickzufithren, wahrend die schnellere der Komponenten um 1 ps den gehinderten
Translationsmoden des reinen Wassers zuzuordnen ist. Diese mit unterschiedli-
chen Meftechniken ermittelten Komponenten wurden von Vohringer und Mitar-
beitern im Vergleich zu eigenen Messungen des optischen Kerr-Effektes (OKE)
diskutiert [45]. Abbildung 5.26 gibt eine Auswahl der in dieser Arbeit behandelten
Relaxationszeiten in Abhéngigkeit der Temperatur wieder. Dabei ist zu bemer-
ken, dafl fiir einige dieser Techniken die erhaltenen Relaxationszeiten nach einem
von Lynden-Bell et al. abgeleiteten Zusammenhang mit drei multipliziert werden
miissen, damit die mit unterschiedlichen Mefitechniken erhaltenen Relaxations-
zeiten verglichen werden konnen [45, 244,245, 246]. Im folgenden sollen die im
Fluoreszenzkonversionsexperiment erhaltenen Zeitkonstanten anhand dieser Ar-
beiten interpretiert werden.

Die mittlere der im FUC-Experiment bestimmten Zeitkomponenten besitzt eine
sehr geringe Amplitude und bewegt sich im Bereich von 7, = 20 ps. Thr Fehler
betrigt dabei ca. £ 3 ps. Die Zeitkonstante nimmt mit steigender Temperatur ten-
denziell ab. Die schnellste Zeitkonstante 7; weist eine starke Streuung im Bereich
weniger Pikosekunden bei sehr geringer Amplitude auf. Dabei ist zu beachten,
daBl diese Komponente aufgrund der in der vorliegenden Arbeit auf ca. 0.5 ps be-
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Abbildung 5.26: Vergleich der charakteristischen Relaxationszeiten fiir reines
Wasser nach Winkler etal. [45] mit den in FUC-Experimenten ermittelten Zeit-
konstanten (Anm.: Fiir die gefiillten Symbole ist die rechte Ordinate mafigeblich).

schriankten Zeitauflosung nur sehr grob bestimmt werden kann und ihr Fehler zu
+ 1.5 ps angenommen wird. Tendenziell nimmt auch 7; mit steigender Tempera-
tur ab. Die Solvatationszeiten sind in Abbildung 5.26 den Relaxationszeiten des
reinen Wassers in einer halblogarithmischen Auftragung gegen die reziproke, ab-
solute Temperatur gegeniibergestellt. Dabei ist zu beachten, dafl fiir die aus dem
Fluoreszenzkonversionsexperiment ermittelten Zeitkonstanten eine andere Ordi-
nate als bei den Relaxationszeiten des reinen Wassers gewéhlt wurde, die sich um
einen Faktor 3 von der des reinen Wassers unterscheidet. Es zeigt sich, dafl bei
dieser Auftragung mit Ausnahme der Messungen fiir 7" = 40 und 60 °C eine gute
Ubereinstimmung der mittleren Zeitkomponenten 7, mit der Zeitkonstanten fiir
diffusive Rotationsmoden einzelner Wassermolekiile erzielt wird. Auch die Tem-
peraturabhéngigkeit wird dabei wiedergegeben. Fiir die schnelle Zeitkonstante 7
ergibt sich mit Ausnahme der Messung fiir 7' = 60 °C eine grobe Ubereinstimmung
mit der Zeitkomponenten der gehinderten Translationsmoden des reinen Wassers.
Die Konstanten weisen allerdings wie bereits angemerkt eine starke Streuung auf,
so daf} die Temperaturabhéngigkeit hier nicht eindeutig wiedergegeben wird. Be-
merkenswert ist dabei aber, daf§ das Verhéltnis der schnelleren zur langsameren
Zeitkonstanten in der Membran das gleiche wie in der reinen Wasserphase ist.



128 KAPITEL 5. LIPID-VESIKEL

Unter Beriicksichtigung der Tatsache, daf§ der in der vorliegenden Arbeit ver-
wendete Chromophor vergleichsweise tief innerhalb der Kopfgruppenregion der
Membran verankert ist und daher eine deutlich unterschiedliche Wasserumgebung
im Vergleich zur reinen Wasserphase erfihrt, ist es plausibel anzunehmen, dafl
rdumliche Einschréankungen in der Kopfgruppenregion zu einer deutlichen Ver-
langsamung der Relaxationsbewegungen von in dieser Region gebundenem Was-
ser fithren. Es liegt daher nahe, die mittlere Zeitkomponente 7 den diffusiven
Rotationen individueller Wassermolekiile innerhalb der Kopfgruppenregion der
Lipidmembranen zuzuordnen. Dafiir spricht auch die wiedergegebene Tempera-
turabhéngigkeit dieser Komponenten. Unter Beriicksichtigung, daf} die schnel-
le Zeitkonstante 7; aufgrund der beschrinkten Zeitauflésung und der geringen
Amplitude nur sehr schwer zu bestimmen ist, wird diese Komponente mit den
Translationsmoden des Wassers in der Kopfgruppenregion assoziiert. Fiir die hier
getroffene Zuordnung der beobachteten Zeiten zu den Freiheitsgraden des Was-
ser spricht vor allem, dal das Verhiltnis zwischen der schnellen und der mittle-
ren Zeitkonstanten in der Lipidmembran dem Verhéltnis der beiden charakteri-
stischen Zeitkonstanten des reinen Wassers entspricht. Offensichtlich sind die
Wassermolekiile in einer solch eingeschrénkten Umgebung jedoch deutlich in ihrer
Bewegungsfreiheit gehindert, weswegen sie eine verlangsamte Dynamik um etwa
den Faktor 3 aufweisen.

Die Ausfithrungen zeigen, dafl trotz der tiefen Einbaulage des Chromophors,
Wasser zumindest in der fliissig-kristallinen Phase weiterhin eine Rolle bei der
Solvatation eines erzeugten Nichtgleichgewichtszustandes spielt. Entgegen den
Beobachtungen von Parasassi, Bhattacharyya und Nandi findet die Solvatation
durch Wasser innerhalb einer Membranumgebung allerdings noch immer auf einer
Pikosekunden-Zeitskala statt, auch wenn die charakteristischen Zeitkonstanten
des Wassers durch die Einschrinkung der Umgebung um einen Faktor 3 verlang-
samt erscheinen. Aufgrund der geringen Konzentration des Wassers in der Memb-
ran, besitzen diese Freiheitsgrade allerdings eine sehr geringe Amplitude, was
ihre Bestimmung deutlich erschwert. Da die Fluoreszenzkonversionsexperimente
lediglich in der fliissig-kristallinen Phase durchgefiihrt wurden, 148t sich nicht ent-
scheiden, ob Wasser auch unterhalb des Hauptphaseniibergangs zur Solvatation
beitragt. Der nicht auflosbare Anteil der Solvatationskorrelationsfunktion von
ca. 80 % im TCSPC-Experiment deutet allerdings darauf hin.

Es ist weiterhin anzumerken, dafl trotz der Zeitauflosung von ca. 0.5 ps auch in
der hier untersuchten fliissig-kristallinen Phase lediglich etwas mehr als die Half-
te des gesamten zeitabhingigen Stokes-Shifts erfafit werden konnte. Der iibrige
Teil entzieht sich der Beobachtung mit den hier durchgefithrten Techniken. Es
kann jedoch vermutet werden, dafl dieser Anteil auch in Membranumgebungen
einem ultraschnellen Inertialteil zuzuordnen ist, welcher sich auf Zeitskalen unter
hundert Femtosekunden abspielt [50].
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5.6 Resiimee - Lipid-Vesikel

In diesem Kapitel wurde anhand zeitaufgeloster Fluoreszenzmessungen mit Hilfe
der Technik des zeitkorrelierten Einzelphotonenzéhlens und der Fluoreszenzkon-
versionsspektroskopie die Solvatation eines nicht-kovalent in einer Lipidmembran
verankerten und in der Region der Kopfgruppen befindlichen Chromophors unter-
sucht. Der Vergleich zwischen zeitabhéingigen Anisotropiemessungen und zeitab-
héngigen Stokes-Shift-Messungen hat dabei gezeigt, daf§ auf einer Nanosekunden-
Zeitskala vorrangig diffusive Rotations- und Wobble-Mechanismen zur Solvatati-
on des Chromophors in einer eingeschrinkten Lipidmembranumgebung beitra-
gen. Die in der Literatur propagierte Stabilisierung des Chromophors durch ein-
geschrianktes Wasser auf einer Nanosekunden-Zeitskala spielt zumindest in dem
hier untersuchten DMPC/Laurdan/Wasser-System keine oder nur eine unterge-
ordnete Rolle. Die Fluoreszenzkonversionsexperimente legen nahe, daf§ sich die
Relaxation von Wassermolekiilen innerhalb der Membran noch immer im Bereich
von Pikosekunden abspielt, auch wenn die Dynamik im Vergleich zu reinem Was-
ser deutlich verlangsamt erscheint. Diese Verlangsamung ist vermutlich darauf
zuriickzufiihren, daf3 der verwendete Chromophor durch seine tiefe Einbaulage
eine stark eingeschréankte Wasserumgebung erfahrt. Die tiefe Einbaulage erklart
auch die fehlende Empfindlichkeit auf den Vorphaseniibergang der verwendeten
Membran, welcher lediglich mit einer Umstrukturierung in der Kopfgruppenre-
gion einhergeht. Die ausgeprigte Empfindlichkeit auf den Hauptphaseniibergang
ist vorrangig auf die stark erhchte Bewegungsfreiheit des Chromophors durch das
Schmelzen der Kettenregion in seiner unmittelbaren Umgebung zuriickzufiihren,
was sich in allen spektroskopischen Untersuchungen bemerkbar macht. Dariiber-
hinaus wurde das Auftreten eines Charge-Transfer-Komplexes des verwendeten
Chromophors Laurdan in der fliissig-kristallinen Phase der Lipidmembran disku-
tiert.

Insgesamt gesehen stellen die hier vorgestellten Ergebnisse nach bestem Kennt-
nisstand die ersten Untersuchungen dar, die die Solvatationsdynamik eines Chro-
mophors in eingeschrinkten Lipidmembranumgebungen iiber einen Bereich von
iiber fiinf Groflenordnungen eingehend charakterisieren konnten. Dabei kam an
solchen Systemen zum ersten Mal die Technik der Fluoreszenzaufkonvertierung
zum Einsatz.






Kapitel 6

Inverse Mizellen

Im folgenden Kapitel werden die am Modellsystem der inversen Mizellen erhalte-
nen MeBdaten, sowie deren Auswertung vorgestellt. Die gewonnenen Ergebnisse
werden eingehend diskutiert. Den Schwerpunkt stellt die Untersuchung der ul-
traschnellen Solvatationsdynamik in Abhéngigkeit der Mizellengréfe und im Ver-
gleich zur Dynamik der reinen Wasserphase dar. Als Sonde fiir die Solvatation
wurde der Farbstoff HIDCI verwendet.

Zunachst werden in Kapitel 6.1 die stationdren Charakteristika der untersuch-
ten Mikroemulsionen besprochen. Schwerpunkt sind die stationédren spektroskopi-
schen Eigenschaften des Farbstoffes HIDCI in inversen Mizellen unterschiedlicher
Grofle im Vergleich zu den entsprechenden Eigenschaften in der reinen Wasser-
phase. Kapitel 6.2 befafit sich mit der Solvatationsdynamik des reinen Wassers,
wie sie im Photon-Echo Peakshift Experiment bestimmt wurde, wihrend sich
Kapitel 6.3 auf die Solvatationsdynamik innerhalb der inversen Mizellen kon-
zentriert. Die oszillatorischen Beitrdge zur Peakshift-Funktion, die aus kohérent
erzeugten Wellenpaketen resultieren, werden in Kapitel 6.4 ndher behandelt. Die
erhaltenen Erkenntnisse sind in Kapitel 6.5 zusammengefafit.

6.1 Stationire Eigenschaften inverser Mizellen

6.1.1 Charakterisierung inverser Mizellen

Wie bereits im einfithrenden Kapitel 3.3 deutlich wurde, eignen sich inverse Mi-
zellen hervorragend um eingeschrinkte Umgebungen zu studieren, da sich der
Grad der Einschrankung problemlos iiber die Gréfle der Mizellen einstellen 1a83t.
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Daher wurden in dieser Arbeit geméafl den Ausfithrungen aus Kapitel 4.6.2 sechs
Losungen inverser Mizellen im System Isooktan/AOT/Wasser mit unterschied-
licher Zusammensetzung hergestellt und untersucht. Diese Mikroemulsionen wer-
den vorrangig durch die Parameter p und « charakterisiert, welche wie folgt
definiert sind:

_ [H0]
= AOT] und (6.1)
q =10 (6.2)
MGesamt

Dabei bestimmt p die Mizellengréfle, wihrend « in Beziehung zur Anzahl der in
Losung befindlichen Wassertropfchen steht.

Damit sich in der organischen Phase iiberhaupt inverse Mizellen ausbilden kon-
nen, muf sichergestellt sein, dafl sich die hergestellten Losungen innerhalb der
sogenannten Lo-Phase des untersuchten Systems befinden. In dieser Phase bilden
sich Wasser-in-Ol-Mikroemulsionen aus, d.h. die fiir unsere Zwecke bendtigten
inversen Mizellen [101]. Die genauen Parameter und Zusammensetzungen der
hergestellten Losungen sind Tabelle 6.1 zu entnehmen.

12 « oD Lisooktan | LTAOT | LWasser
1 10.0202 | 0.1 0.652 0.174 0.174
2 1 0.0400 | 0.2 0.551 0.150 | 0.299
4 10.0939 | 0.5 0.305 0.139 | 0.556
8 |1 0.1059 | 0.5 0.429 0.063 | 0.508
16 | 0.1132 | 0.5 0.483 0.030 | 0.487
32 1 0.1172 | 0.5 0.508 0.015 | 0.477

Tabelle 6.1: Zusammensetzung der untersuchten Mikroemulsionen.

Abbildung 6.1 stellt die Verhéltnisse in einem ternidren Phasendiagramm dar. Es
ist zu beachten, dal es sich hier um eine Auftragung gegen Gewichtsprozente
wt% handelt. Das Diagramm wurde aus einer Arbeit von Kunieda et al. entnom-
men und gilt fiir 7= 15°C [247]. Alle hergestellten Losungen befinden sich da-
nach innerhalb der Ly-Phase und bilden entsprechend inverse Mizellen aus. Beim
Herstellungsproze des AOT’s verbliebene Verunreinigungen (vorrangig NasSOy)
verursachen jedoch innerhalb der Lo-Phase eine Mischungsliicke, welche in Abbil-
dung 6.1 entsprechend gekennzeichnet ist und in der sich die Losung mit p = 32
befindet. Die Losung entmischt sich im Kiihlschrank (ca. 8°C) und wird ent-
sprechend triibe. Bei Zimmertemperatur erscheint die Losung jedoch klar, so dafl
unter Mefibedingungen von einer Mizellenbildung ausgegangen werden kann.
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a) L,-Phase
b) Mischungsliicke

100 0
/ / / / /
0 25 50 75 100
AOT

Abbildung 6.1: Ternéres Phasendiagramm des Systems Isooktan/AOT/Wasser in
wt%. Die Ly-Phase, die Mischungsliicke und die Zusammensetzung der hergestell-
ten Mikroemulsionen sind entsprechend markiert.

Trotz dieses Hinweises auf die Giiltigkeit des Phasendiagramms fiir das hier dis-
kutierte System, laf3t sich nicht ausschliefen, dafl weitere Faktoren, wie z. B. die
Reinheit des AOT’s und der in der vorliegenden Arbeit im System befindliche
Farbstoff, fiir die genaue Lage der in Abbildung 6.1 dargestellten Phasen eine
Rolle spielt. Aufgrund der Klarheit der untersuchten Losungen bei Zimmertempe-
ratur kann jedoch fiir alle Proben von einer Mizellenbildung ausgegangen werden.

Der in 'H-Kernresonanzspektren beobachtete chemische Shift der Protonen in
Abhéngigkeit von p im Isooktan/AOT /Wasser-System konnte von Maitra in di-
rekte Beziehung zum mittleren Radius r,, des Wassernanotrépfchens in inversen
Mizellen gesetzt werden [115]. Der Anteil von gebundenem zu freiem Wasser B,
wurde unter Voraussetzung einer konstanten Wasserdichte iiber den Querschnitt
des Wassernanotropfchens wie folgt berechnet:

P—1- (1 _ i>3, (6.3)

T'w
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wobei d die Dicke der gebundenen Wasserschicht bezeichnet, welche als d = 4A
angenommen wurde.

Weiterhin ist die mittlere Anzahl von Wassermolekiilen n,, in den untersuchten
Mizellen fiir eine Diskussion des Grades der Einschréinkung von Interesse [115,
125]. Alle Daten sind in Tabelle 6.2 zusammengefaft.

prey/ A| P, Ty
1 6.0 0.96 20
2 7.5 0.90 50
4 10.5 0.76 140
8 16.6 0.56 600
16 28.7 0.36 | 3.5-103
32 53.0 0.21 | 21.0-103

Tabelle 6.2: Parameter inverser Mizellen in Abhéngigkeit von p nach Maitra [115].

6.1.2 Stationire spektroskopische Eigenschaften

Abbildung 6.2 stellt die normierten stationdren Absorptions- und Emissionsspek-
tren von HIDCI in reinem Wasser den entsprechenden Spektren des gleichen Farb-
stoffes in inversen Mizellen gegeniiber. Représentativ sind Spektren fiir p = 1, 4
und 32 dargestellt. Alle Spektren wurden bei Zimmertemperatur gemessen. Die
Emissionsspektren wurden bei einer Anregungswellenldnge von 600 nm im rechten
Winkel zur Anregung (RA) aufgenommen.

Die Bandenformen fiir Absorption und Emission von HIDCI in Wasser sind sehr
dhnlich, lediglich die Nebenbande ist im Emissionsspektrum deutlich weniger aus-
geprigt. Das Absorptionsspektrum besitzt bei 635.9nm (15726 cm™!) sein Ma-
ximum, withrend das Fluoreszenzspektrum bei 659.4nm (15 165 cm™') maximal
ist. Das entspricht einem stationiren Stokes-Shift von 561 cm~!. Anpassungen
der Hauptbanden mit einer GauBfunktion zeigen Halbwertsbreiten von 770 cm™!
(Absorption) bzw. 650 cm™! (Emission).

Beim Ubergang von der reinen Wasserphase zu den inversen Mizellen fillt zu-
nichst die prinzipielle Ahnlichkeit der Spektrenformen und der vergleichbaren
spektralen Lage der Spektren auf. Das ist ein Indiz dafiir, dafl HIDCI in der Was-
serphase der Mikroemulsionen gelost ist. Die Spektren sind jedoch im Gegensatz
zu reinem Wasser allesamt leicht zu geringeren Wellenzahlen verschoben. Diese
Rotverschiebung der Absorptions- und Emissionsspektren ist ein Hinweis auf die
polarere Umgebung der Wasserphase in inversen Mizellen, die durch die geladene
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Abbildung 6.2: Absorptions- (durchgezogene Linien) und Emissionsspektren (ge-
strichelte Linien) fiir HIDCI in reinem Wasser (oben) und inversen Mizellen mit
p =1, 4 und 32 (unten).

Kopfgruppe des AOT’s und der in Losung befindlichen Gegenionen verursacht
wird. Ein dhnlicher Effekt wird auch fiir den an einer Lipidmembran/Wasser-
Grenzschicht lokalisierten Farbstoff C18-DiD beobachtet, dessen Chromophor mit
dem hier untersuchten HIDCI identisch ist [50].

Bei genauer Betrachtung werden Unterschiede in den stationdren spektroskopi-
schen Eigenschaften inverser Mizellen unterschiedlicher Grofle deutlich. Die Ab-
sorptionsspektren zeigen eine geringfiigige Rotverschiebung beim Ubergang zu
kleineren Mizellen bei gleichzeitiger Zunahme ihrer Breite. Bei den Emissions-
spektren ist der Effekt stéarker ausgepréigt. Hier wird allerdings eine Blauver-
schiebung beim Ubergang zu kleineren Mizellen beobachtet, wihrend die Breite
ebenfalls zunimmt. Daraus folgt, dafl die Solvatationsreorganisationsenergie mit
kleiner werdender Mizellengrofie etwas abnimmt. Die Verschiebungen werden ins-
besondere beim Ubergang zu den sehr geringen MizellengréBen (1 = 1 bzw. 2)
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deutlich. Auffillig ist, dafl selbst die Spektren der grofiten Mizellen Unterschie-
de zu den Spektren des reinen Wassers aufweisen, obschon der Wassereinschlufl
dieser Mizellen aus mehr als 20 000 Wassermolekiilen besteht und daher weitestge-
hend représentativ fiir die reine Wasserphase sein sollten (siehe Tabelle 6.2). Diese
Diskrepanz kann vermutlich dadurch erklért werden, dal der Wassereinschlufl der
inversen Mizellen im Vergleich zu reinem Wasser eine stark ionische Losung dar-
stellt. Da sich die Gegenionen jedoch grofitenteils in der Néahe der Grenzschicht
aufhalten, liegt es nahe anzunehmen, dafl der Chromophor HIDCI sich ebenfalls
an der Grenzschicht anlagert und sich nicht in der freien Wasserphase der Mizel-
len befindet. Fiir diese Interpretation spricht auch die Ladung des Chromophors,
die gegensitzlich zur Ladung der Kopfgruppen des AOT’s ist. Von Levinger et al.
wurde im gleichen System eine vergleichbare Lokalisierung des Chromophors Cou-
marin 343 an der Grenzschicht durch Anisotropiemessungen nachgewiesen [105].
Die stationédren Spektren allein kénnen allerdings nicht als ein eindeutiger Beleg
fiir die Anlagerung des Chromophors an der Grenzschicht gewertet werden. Die
genaue Position der Farbstoffsonde innerhalb der inversen Mizellen bedarf daher
weiterer Untersuchungen.

Fiir die inversen Mizellen wird ein Stokes-Shift im Bereich von 627 cm™? fiir u = 1
bis 765cm™! fiir 4 = 32 beobachtet. Damit ist die Solvatationsreorganisations-
energie in inversen Mizellen zwar etwas grofler als in der reinen Wasserphase,
die Verhéltnisse sind dennoch vergleichbar. Bemerkenswert ist jedoch, dafl der
beobachtete Stokes-Shift in reinem Wasser mehr den kleineren als den grofleren
Mizellen #@hnelt. Wiederum koénnten dafiir die ionischen Verhéltnisse innerhalb
des Wassereinschlusses der inversen Mizellen verantwortlich sein.

6.2 Solvatationsdynamik in Wasser

Zur Charakterisierung der Solvatationsdynamik von HIDCI in reinem Wasser wer-
den in diesem Kapitel zeitintegrierte 3-Puls Photon-Echo Peakshift Messungen
bei T" = 25 °C vorgestellt. Die Mefiprozedur folgt dabei Kapitel 4.5.4. Die Zuord-
nung der beobachteten Zeitskalen zu bestimmten molekularen Freiheitsgraden des
Wassers folgt im Wesentlichen den Arbeiten von Véhringer und Mitarbeitern und
wird daher im folgenden nur knapp dargestellt. Eine ausfiihrliche Diskussion ist
der entsprechenden Literatur zu entnehmen [27,50,143]. Auf eine weiterreichende
Interpretation der Solvatationsdynamik im Modell der Brown’schen Oszillatoren
wird im folgenden nicht néher eingegangen (siehe dazu [79]).
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Eine représentative Auswahl normierter 3-Puls Photon-Echos mit zugehorigen
Autokorrelationen sind fiir verschiedene Verzogerungszeiten to3 in Abbildung 6.3
dargestellt.

Peakshift

| |
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e

300 000
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t12 | fs

Abbildung 6.3: Auswahl représentativer 3-Puls Photon-Echos (rot) und Auto-
korrelationen (blau) bei verschiedenen Verzdgerungszeiten toz fiir HIDCI in rei-
nem Wasser.

Um den Peakshift bei einer festen Verzégerungszeit o3 zu bestimmen, wurden die
Daten zunéchst geglattet und an ein Polynom dritten Grades angepafit. Dabei
wurden lediglich die oberen 20% der detektierten Signale beriicksichtigt (siehe
dazu auch Kapitel 4.5.4). Es ist bereits aus Abbildung 6.3 ersichtlich, daf§ der
Peakshift mit wachsender Verzogerungszeit to3 abnimmt. Der auf diese Weise
erhaltene Peakshift in Abhéngigkeit von t93 ist in Abbildung 6.4 in halblogarith-
mischer Auftragung dargestellt. Es sei an dieser Stelle nochmals angemerkt, dafl
die in der Boxcargeometrie aufgenommenen Messungen eine gewisse Ungenauig-
keit beziiglich des absoluten Peakshifts aufweisen.
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Abbildung 6.4: Peakshift-Funktion S(ts3) von HIDCI in reinem Wasser bei
T = 25°C mit Anpassung nach Gleichung 6.4.

Die Peakshift-Funktion S(te3) wurde mit einer sogenannten Kubo-Funktion fiir
den Inertialteil bis ca. 100fs und einer Summe aus drei Exponentialfunktionen
fiir die langsameren Zeitkomponenten angepaft:

I(ty3) =A; exp ( — A%r {t% -7 (1 — exp (—%’”))} )
+ iAi exp <—%3) . (6.4)

Darin bezeichnen 71 — 74 die Zeitkonstanten mit den zugehorigen Amplituden
Ay — Ay Im Vergleich zu fritheren Arbeiten wurde fiir den Inertialteil anstatt
einer Gaufifunktion eine Kubo-Funktion gewéhlt, da sich eine Anpassung mit
einer Gauflfunktion als unbefriedigend erwies.

Eine Kubo-Funktion ist in der Lage zwischen gauBférmiger und exponentieller
Dynamik zu interpolieren (siche dazu Kubo et al. [248]). Im Grenzfall ¢ < 7 geht
die Kubo-Funktion in eine Gauffunktion iiber:

¢(t23) = A1 exp ( — %A2t§3> . (65)
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Das Spektrum ist entsprechend ebenfalls gauf3formig und stellt damit den inhomo-
genen Grenzfall in der Bloch’schen Beschreibung dar. Der Anpassungsparameter
A legt das inhomogene Limit fest.

Fiir t > 7 wird eine Exponentialfunktion erhalten:
P(tas) = Ajexp (—A’ritos + A7) (6.6)

Deren Spektrum ist lorentzférmig und reprédsentativ fiir homogene Linienver-
breiterungsmechanismen. In der Frequenzdoméne entspricht die Kubo-Funktion
also einem Ubergang von einer ginzlich inhomogenen (gauBférmigen) in eine
ganzlich homogene (lorentzformige) Linienverbreiterung. Die Peakshift-Funktion
sollte daher korrekt mit einer Summe aus Kubo-Funktionen dargestellt werden.
Da das Abklingverhalten des Peakshifts auf mittleren bis langen Zeitskalen aber
sehr gut mit einfachen Exponentialfunktionen wiedergegeben werden kann, wurde
der Anpassung mit lediglich einer Kubo-Funktion und drei Exponentialfunktionen
der Vorzug gegeben. Dabei ist zu beachten, dafl die Zeitkonstante 71 der Kubo-
Funktion nicht unmittelbar mit Zeitkonstanten verglichen werden kann, wie sie
fiir einfache Gauf3- bzw. Exponentialfunktionen erhalten werden. Soll dennoch ein
direkter Vergleich erfolgen, so eignet sich die Grofe (A%r;)~!. Die zur Anpassung
der Peakshift-Funktion von HIDCI in Wasser verwendeten Anpassungsparameter
nach Gleichung 6.4 sind in Tabelle 6.3 zusammengefafit.

1| A;/fs | A; /> A; | Ti/ps | A/ps?t

19.8 62.1 % 0.0046 100
7.0 21.9 % 0.85 -
1.4 4.4 % 7.5 -
3.7 11.6 % 180 -

=W N =

Tabelle 6.3: Anpassungsparameter nach Gleichung 6.4 fiir die Peakshift-Funktion
in reinem Wasser.

Die ermittelten Zeitkonstanten aus Tabelle 6.3 lassen sich wie folgt aufschliisseln:

Zeitkonstante 74

Der ultraschnelle Anteil der Peakshift-Funktion S(te3) unterhalb ca. 100 fs wird
sehr gut durch eine Kubo-Funktion wiedergegeben (sieche Abbildung 6.4). Da8
sich dieser Inertialteil mit einer GauBfunktion [36] nur unbefriedigend beschreiben
lief3, weist darauf hin, dafl die Separation in homogene und inhomogene Linienver-
breiterungsmechanismen nach den optischen Bloch-Gleichungen in Fliissigkeiten
kein addquates Konzept darstellt und nicht ldnger aufrecht erhalten werden kann.
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Als Ursache der ultraschnellen Dynamik wurden von Jimenez et al. die Librations-
moden der Wassermolekiile in den ersten Hydratationschalen des Chromophors
angefiihrt [24]. Ob dies jedoch tatséchlich zutrifft ist fragwiirdig, da die schnell-
sten intermolekularen Moden des Wassers eine Schwingungsperiode von 67 fs auf-
weisen. Auch Erkldrungsansitze anderer Arbeitsgruppen mit Hilfe molekular-
dynamischer Simulationen [71,73,249] und dielektrischen Kontinuumstheorien
[74] fithrten zu keiner befriedigenden Antwort.

Beim zeitintegrierten 3-Puls Photon-Echo Peakshift Experiment mufl weiterhin
bedacht werden, daf} der schnelle Anteil in keiner direkten Beziehung zur System-
Bad-Korrelationsfunktion steht, wie in Kapitel 2.3 ausfiihrlich dargestellt wurde.
Der beobachtete schnelle Anteil kann sicherlich nicht mehr zum langsamen An-
teil der Korrelationsfunktion gezéhlt werden. Aus diesem Grund wird von einer
weiteren Diskussion der Ursache der ultraschnellen Komponente abgesehen.

Zeitkonstante 15

Auf Zeitskalen von ca. 100fs bis 3ps weist die Peakshift-Funktion ein ausge-
pragtes exponentielles Abklingen mit einer Zeitkonstanten von 7 = 0.85 ps auf,
welche mit einer Genauigkeit von ca. £0.2ps bestimmt werden kann. Die er-
mittelte Zeitkomponente kann mit einer Relaxation von iibergeddampften, kol-
lektiven Translationsmoden des Wassers interpretiert werden, wie ein Vergleich
mit Messungen des optischen Kerr-Effektes in Wasser [45] und depolarisierten
Streuexperimenten [250] nahelegt. Desweiteren wird dieser Zeitbereich von kri-
tisch gedampften, gehinderten Translationsmoden des Wassers bestimmt, wel-
che die Streckung und Biegung von Wasserstoftbriickenbindungen in Wasser-
clustern unterschiedlicher Gréfe beschreiben. Diese Moden sind fiir das zufillige
Wasserstoffbriickennetzwerk, wie es nur in reinem Wasser vorkommt, aufleror-
dentlich charakteristisch. Computer-Simulationen von Marcus et al. stiitzen diese
Interpretation [251,252]. Nach Walrafen liegt die Herkunft dieser Moden in lo-
kalen Schwingungen der Fliissigkeit wie sie auch in Festkorpern vorkommen [55].
Deren Frequenzen stimmen mit den transversal akustischen (TA) und longitudi-
nal akustischen (LA) Phononen-Frequenzen von amorphen und kristallinem Eis
iiberein (TA: 65-70cm ™", LA: 164—181cm™).

Die Komponente mit einer Zeitkonstanten um 1 ps scheint generell fiir die Solva-
tation in reinem Wasser dominierend zu sein. Sie wurde in einer Vielzahl weiterer
Messungen zur Dynamik des Wassers beobachtet [45, 66,253,254, 255, 256, 257].
Ahnliche Zeitkonstanten wurden auch in Fluoreszenzaufkonvertierungsexperi-
menten von Coumarinen in Wasser [24,49,258] und einer 3SPEPS-Studie des Chro-
mophors EosinY in Wasser gefunden [38].
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Im Bereich von ca. 50 fs bis 1 ps fallen dariiberhinaus oszillatorische Beitriage zur
Peakshift-Funktion auf. Sie resultieren aus intramolekularer Wellenpaketdynamik
des Chromophors, die durch die erzeugte Kohérenz bei optischer Anregung her-
beigefiihrt wurde. Von Wiersma et al. wurde gezeigt, dafl diese Oszillationen in
keinerlei Beziehung zu strukturellen Fluktuationen in der Mikroumgebung des
Chromophors stehen [29,38,259].

Eine Schwingungsanalyse an den oszillatorischen Beitragen der Peakshift-
Funktion wurde von Biirsing am gleichen System wie in der vorliegenden Ar-
beit durchgefiihrt [27]. Erwartungsgemifl zeigte sich, dafi die Oszillationen auf
die Schwingungsstruktur des Chromophors HIDCI zuriickgefiihrt werden kann
und prinzipiell die gleiche Information wie post-resonante Raman-Spektren und
Transient-Grating-Messungen enthélt. Da die Qualitdt der Schwingungsanalyse
mit den letzteren Techniken aber ungleich besser ist, wird hier von einer weiterge-
henden Analyse der oszillatorischen Beitrage im Peakshift Experiment abgesehen.
Eine Analyse der Schwingungsstruktur anhand der Transient-Grating-Messungen
folgt in Kapitel 6.4.

Zeitkonstante 73

Das exponentielle Abklingen der Peakshift-Funktion mit einer Zeitkonstanten von
13 = 7.5 ps dominiert den Zeitbereich zwischen 3 und 50 ps. Die geringe Amplitude
erlaubt lediglich eine Bestimmung der Zeitkonstanten von 4+ 2ps. Die Zeitkon-
stante stimmt sehr gut mit der Korrelationszeit der diffusiven Reorientierung
individueller Wassermolekiile iiberein, wie sie aus Messungen der dielektrischen
Relaxation (DR) [66], zeitaufgelosten THz-Experimenten [255,256] und longitudi-
nalen NMR-Relaxationszeiten [260,261,262] bestimmt wurde. Die gleiche Dyna-
mik wurde auch bei der Messung des Raman-induzierten optischen Kerr-Effektes
(OKE) beobachtet [45]. Dort wurde gezeigt, daf die dielektrische Relaxationszeit
T4, die in NMR-Experimenten erhaltene Spin-Gitter Relaxationszeit R und die
langsamste Zeitkonstante der OKE-Messungen alle die gleiche diffusive Rotations-
dynamik einzelner Wassermolekiile beschreiben.

Zeitkonstante 74

Die langsamste Komponente weist eine Zeitkonstante von 73 = 180 ps auf und
deutet darauf hin, daf selbst auf diesen langen Zeitskalen noch Inhomogenititen
im System vorhanden sind. Aufgrund der beschriebenen Ungenauigkeiten in der
Festlegung des absoluten Peakshifts in der Boxcar-Geometrie kann diese Zeit-
konstante lediglich mit einer Genauigkeit von 450 ps bestimmt werden. Diese
langsame Zeitkomponente ist vermutlich auf die kollektive Rotationsdiffusion des
Losungsmittels zurtickzufithren [50]. Auf dhnlichen Zeitskalen findet aber auch
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die Rotationsdiffusion des verwendeten Chromophors statt. Eine genauere Zu-
ordnung ist aufgrund der Ungenauigkeit der bestimmten Zeitkonstante und der
unvollstédndigen Information beziiglich der kollektiven Rotationsmoden des Was-
sers an dieser Stelle nicht moglich.

6.3 Solvatationsdynamik in inversen Mizellen

Fiir die inversen Mizellen unterschiedlicher Grofle wurden geméfl den Ausfiih-
rungen in Kapitel 6.2 analoge 3-Puls Photon-Echo Messungen mit Hilfe der Farb-
stoffsonde HIDCI bei T' = 25°C durchgefiihrt und deren Peakshift-Funktionen
S(taz) ermittelt. Die erhaltenen Peakshift-Funktionen fiir 4 = 1, 2 und 4 sind in
Abbildung 6.5 dargestellt, wihrend Abbildung 6.6 die entsprechenden Daten fiir
p =8, 16 und 32 enthilt.

Die Peakshift-Funktionen wurden analog den Messungen in reinem Wasser mit
einer Kubo-Funktion fiir den Inertialteil und einer Summe aus drei Exponential-
funktionen fiir die langsameren Komponenten geméfl Gleichung 6.4 angepaft. Die
ungenau zu bestimmende langsamste Komponente wurde auf 180 ps entsprechend
der Zeitkonstanten des reinen Wassers festgesetzt (siehe Kapitel 6.2), womit alle
Datensétze sehr gut angepafit werden konnten. Damit sind die hier vorgestellten
Experimente lediglich auf die ultraschnellen Zeitkomponenten der Solvatations-
dynamik sensitiv. Die in heterogenen Umgebungen auftretenden langsamen Zeit-
komponenten wie sie beispielsweise im zeitkorrelierten Einzelphotonenzéhlexpe-
riment ermittelt werden (sieche dazu Kapitel 3.3.2) sind somit nicht Gegenstand
der hier vorgestellten Untersuchungen.

Die so erhaltenen Anpassungsparameter zeigt Tabelle 6.4. Zum direkten Vergleich
sind in dieser Tabelle die Parameter fiir reines Wasser ebenfalls aufgefiihrt. Die
Qualitéit der Messungen in inversen Mizellen ist mit derjenigen der reinen Wasser-
messung vergleichbar. Die Abhéngigkeiten der ermittelten Zeitkonstanten und
relativen Amplituden von p sind in Abbildung 6.7 graphisch verdeutlicht.

Generell zeigt sich, dafl in inversen Mizellen dhnliche Zeitkonstanten wie in der
reinen Wasserphase gefunden werden: In allen Mizellen werden sowohl ein aus-
gepragter Inertialteil, als auch die zwei charakteristischen Exponentialzeiten des
Wassers um 1 bzw. 10ps gefunden. Die Beobachtung dieser fiir reines Wasser
charakteristischen Zeitkomponenten ist ein eindeutiger Beweis dafiir, daf3 sich
der Chromophor innerhalb der Wasserphase der inversen Mizellen befindet. Die
gefunden Zeitkomponenten zeigen nur eine geringe bzw. keine Abhéngigkeit mit
wachsender Einschrinkung der Umgebung, d. h. kleiner werdender Mizellengrofle.
Dies wird im folgenden eingehender diskutiert.
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Abbildung 6.5: Peakshift-Funktionen S (ty3) fiir inverse Mizellen mit y = 1, 2 und
4 mit Anpassungen nach Gleichung 6.4.
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Abbildung 6.6: Peakshift-Funktionen S|(ta3) fiir inverse Mizellen mit u = 8, 16
und 32 mit Anpassungen nach Gleichung 6.4.
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Tabelle 6.4: Anpassungsparameter nach Gleichung 6.4 fiir die Peakshift-

Funktionen in inversen Mizellen mit

Wasser.

1, 2, 4, 8, 16 und 32, sowie in reinem



146 KAPITEL 6. INVERSE MIZELLEN

i 100 i
mE—n m m
100 - _
] ——j=
—A— =2
—o—j=3 | R
—m— =4 i
g A
A
8 %ot 2 \ A
— . o
N & " m - -
< /
= 10- \
3 i
| .-
A A /SN
1 5 /Z/L L I
] 1
-ii i N \A
-il
] 1 1
L L B B L L T T T T T T
0O 5 10 15 20 25 30 r.W. 0 5 10 15 20 25 30 r.W.
Y2 Y2

Abbildung 6.7: Graphische Darstellung der Anpassungsparameter der im Photon-
Echo-Experiment erhaltenen Peakshift-Funktionen nach Gleichung 6.4 fiir inverse
Mizellen in Abhéangigkeit von p und reines Wasser (r.W.).

Zeitkonstante 14

Die relative Amplitude des Inertialteils in inversen Mizellen betrigt 70 & 10 % und
befindet sich damit in der Gréf8enordnung des reinen Wassers. Die Zeitkonstanten
zeigen im Rahmen der MefBgenauigkeit keinen Trend mit fortschreitender Ein-
schrankung (nicht abgebildet). Auch wenn der Inertialteil der Peakshift-Funktion
aufgrund der intrinsischen Eigenschaften des zeitintegrierten Photon-Echos nicht
direkt mit der Solvatationskorrelationsfunktion in Verbindung gebracht werden
kann, so ist diese Beobachtung dennoch in quantitativer Ubereinstimmung mit
molekulardynamischen Simulationen von Faeder etal. am AOT/Wasser-System
[131]. In diesen Arbeiten wurde die Solvatation des Chromophors I; in inversen
Mizellen simuliert. Dabei ergab sich fiir alle untersuchten Mizellengréfien, dafl der
Inertialteil ca. 70 % der Solvatation ausmacht und keine Abhéngigkeit vom Grad
der Einschrankung aufweist. Dies wurde damit erklart, dafl der Chromophor sich
innerhalb der freien Wasserphase der inversen Mizellen befindet und nicht an
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der Grenzschicht lokalisiert ist. Allerdings mufl beriicksichtigt werden, dafl bei
den von Faeder et al. untersuchten Mizellengréfien zwischen 60 % und 95 % des
Wassers gebunden ist, so dal der Chromophor in jedem Falle eine Einschran-
kung erfdhrt und nicht von einer wirklich freien Wasserumgebung gesprochen
werden kann. Obgleich der in der vorliegenden Arbeit verwendete Chromophor
vermutlich direkt an der Grenzschicht lokalisiert ist, 14t die Unabhéngigkeit des
Inertialteils vom Grad der Einschrankung darauf schlieffen, daf§ die Moden des
Wassers welche fiir den Inertialteil verantwortlich sind durch die heterogene Um-
gebung nicht oder nur unwesentlich beeinflufit werden. Von einer weiterfithren-
den Diskussion wird aufgrund der schwachen Aussagekraft des zeitintegrierten
Photon-Echo-Experimentes beziiglich des Inertialteils an dieser Stelle abgesehen.

Zeitkonstante 1,

Die Zeitkomponente um 1 ps, die fiir die intermolekularen gehinderten Trans-
lationsmoden des reinen Wassers charakteristisch ist, wird ebenso fiir alle inversen
Mizellen wiedergefunden und unterscheidet sich nicht fundamental von der des
reinen Wassers. Sie wird allerdings mit kleiner werdender Mizellengréfie von
7o = 1.1ps bei p = 32 bis 7, = 0.7ps bei p = 1 etwas schneller. Dieser Trend
ist iiberraschend, da mit zunehmender Einschrinkung der Umgebung eher ei-
ne Verlangsamung der beobachteten Zeitkonstanten erwartet wiirde, wie andere
Arbeiten zur Solvatationsdynamik in inversen Mizellen vermuten lassen (siehe
Kapitel 3.3.2).

Levinger und Mitarbeiter fanden in Fluoreszenzaufkonvertierungsexperimenten
am gleichen System mit der Farbstoffsonde Coumarin343 eine Solvatations-
korrelationsfunktion, die auf ultraschnellen Zeitskalen biexponentiell angepaflt
wurde [105] (siehe auch Kapitel 3.3.2). Sie fanden eine schnelle Zeitkonstante um
200fs, die keine Abhéngigkeit von der Mizellengréfle aufweist und der Dynamik
des freien Wassers in Mizellen zugeschrieben wurde. Eine Komponente um 3 ps
erscheint mit zunehmender Einschrankung immer langsamer und wurde dem ge-
bundenen Wasser zugeordnet. Der amplitudengewichtete Mittelwert (7) dieser
beiden Zeitkonstanten liegt um 1 ps und ist mit den hier ermittelten Zeitkonstan-
ten vergleichbar (siche Tabelle 3.3). Im Gegensatz zu den Einzelzeiten zeigt (7)
keinen eindeutigen Trend mit wachsender Einschrénkung. Bei der Bestimmung
der Solvatationskorrelationsfunktion fand in dieser Arbeit keine Zeitnullanalyse
nach Fee et al. [26] statt, d. h. nicht auflosbaren Zeitkomponenten wurde keinerlei
Rechnung getragen. Eine Neuauswertung der Daten aus [105] mit Zeitnullanalyse
zeigt interessanterweise analog den hier vorgestellten Beobachtungen einen be-
schleunigenden Effekt mit wachsender Einschrankung der Umgebung [102].
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Eine vergleichbare Untersuchung der Solvatation von Wasser an einer Grenz-
schicht von Zirkonium-Nanopartikeln mit Hilfe der Farbstoffsonde Coumarin 343
von Levinger und Mitarbeitern weist einen &hnlichen Trend auf [263]. Die
dort mit Hilfe der Fluoreszenzkonversionsspektroskopie ermittelten Solvatations-
korrelationsfunktionen weisen eine deutliche Beschleunigung der Dynamik an der
Grenzschicht der Nanopartikel im Vergleich zur reinen Wasserphase auf, was mit
einem Aufbrechen des Wasserstoftbriickennetzwerkes an der Grenzschicht erklért
wird. Durch dieses Aufbrechen wird es den Wassermolekiilen an der Grenzschicht
ermoglicht sich freier als in reinem Wasser zu bewegen, was in einer beschleunigten
Solvatation resultiert.

Fiir die 1ps Zeitkomponente bietet sich ein Vergleich mit den molekular-
dynamischen Simulationen von Faeder et al. an [131]. Dort zeigt sich im Gegensatz
zu dem hier beobachteten Trend, daf§ die Solvatation durch zunehmende Ein-
schrankung der Umgebung in diesem Zeitbereich tatsdchlich verlangsamt wird.
Der dort beobachtete Effekt auf die Solvatationskorrelationsfunktion im beobach-
teten Zeitfenster bis 2ps ist allerdings iiberraschend klein. Es ist fraglich, ob
der dort beobachtete Effekt iiberhaupt mit experimentellen Methoden nachge-
wiesen werden konnte. Im Rahmen der molekulardynamischen Simulationen von
Faeder et al. 148t sich daher zumindest die geringe Abhéngigkeit der Solvatations-
dynamik auf ultraschnellen Zeitskalen verstehen, auch wenn der Trend nicht
wiedergegeben wird.

Es ist zu beachten, da} der Grenzwert der Zeitkonstanten zu groflen Mizellen
hin nicht der Zeitkonstanten des reinen Wassers von 7, = 0.85 ps entspricht.
Diese Diskrepanz konnte wie bei den stationdren Spektren durch die ionischen
Verhiltnisse im Wassereinschluf3 der inversen Mizellen erklédrt werden. Der Effekt
ist allerdings sehr gering und im Bereich der Fehlerbalken (siehe Abbildung 6.7).
Ahnlich starke Schwankungen der relativen Amplitude in Abhéngigkeit von pu,
die keinen Trend erkennen lassen, wurden auch von Levinger und Mitarbeitern
beobachtet [105].

Festzuhalten bleibt, dafl in den inversen Mizellen intermolekulare gehinderte
Translationsmoden des Wassers um 1 ps weiterhin eine Rolle spielen. Der Grund
fiir die leichte Beschleunigung der Solvatation durch diesen Freiheitsgrad ist ver-
mutlich auf ein modifiziertes Wasserstoffbriickennetzwerk zuriickzufithren, was in
einer groferen Bewegungsfreiheit der Wassermolekiile an der Grenzschicht resul-
tiert.

Zeitkonstante T3

Die fiir die Rotationsdiffusion einzelner Molekiile charakteristische Zeitkonstan-
te um 10 ps wird in allen inversen Mizellen wiedergefunden und erweist sich als



6.4. SCHWINGUNGSDYNAMIK 149

weitestgehend unabhéngig von p. Dies 148t vermuten, dafl der Freiheitsgrad der
Solvatation durch diffusive Rotation einzelner Molekiile durch eine zunehmende
Einschrankung der Umgebung nicht wesentlich beeinflufit wird. Beim Einbringen
des gleichen Chromophors an eine Lipidmembran/Wasser-Grenzschicht wurde im
Einklang mit dieser Beobachtung auch kein grofler Effekt beziiglich dieser Zeit-
komponenten gefunden [50, 79]. Die Zeitkonstante erscheint hier allerdings mit
11+ 2 ps im Vergleich zur Komponente in reinem Wasser etwas verlangsamt, was
vermutlich durch die verénderte Wasserstruktur durch ionische Kopfgruppen und
Gegenionen in inversen Mizellen im Vergleich zu reinem Wasser erklart werden
kann. Die relative Amplitude dieses Freiheitsgrades ist sehr gering und schwankt
zwischen 3.8 % und 5.6 % und ist damit mit der Amplitude in reinem Wasser
vergleichbar. Vermutlich hat in inversen Mizellen die Rotationsdiffusion einzelner
Wassermolekiile einen dhnlich groflen Anteil an der Solvatation wie in der reinen
Wasserphase.

Zeitkonstante 14

Die langsamste Komponente, die auf 180 ps festgesetzt wurde, ist durch einen
Vergleich mit reinem Wasser vermutlich auf die kollektive Rotationsdiffusion des
Losungsmittels und/oder des Chromophors zuriickzufithren und zeigt eine ver-
gleichsweise konstante Amplitude um 12 %. Eine vergleichbare Zeitkonstante zwi-
schen 200 und 400 ps wurde auch von Levinger und Mitarbeitern im Fluoreszenz-
aufkonvertierungsexperiment gefunden [105]. Sie wird nach diesen Untersuchun-
gen mit zunehmender Mizellengrofle immer schneller, erreicht aber nie den Wert
des reinen Wassers. Die Zeitkomponente wurde dort ebenso den kollektiven Bewe-
gungen des Wassers an der Grenzschicht zugeordnet. Weiterreichende Aussagen
beziiglich dieser Komponente sind an dieser Stelle aufgrund der genannten Limi-
tierungen des Experimentes nicht moglich.

6.4 Schwingungsdynamik

Um die Schwingungsstruktur des verwendeten Chromophors HIDCI zu studie-
ren, wurden Transient-Grating-Messungen durchgefiithrt. Durch impulsive Prapa-
ration kohirenter Uberlagerungen benachbarter Schwingungseigenzustinde, de-
ren Energiedifferenzen durch die spektrale Bandbreite des Anregungspulses er-
faBt werden, enthélt das TG-Signal sowohl Wellenpaketdynamik im elektroni-
schen Grundzustand als auch Dynamik des elektronisch angeregten Zustandes.
Die Wellenpaketdynamik des Grundzustandes ist auf resonante, impulsiv-
stimulierte Raman-Streuung zuriickzufithren [264]. Dadurch sind diese Messungen
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zu Raman-Streuexperimenten in der Frequenzdoméne komplementér, welche le-
diglich Grundzustandsdynamik beinhalten.

Die erhaltenen Transient-Grating-Signale sowohl fiir reines Wasser als auch fiir die
inversen Mizellen unterschiedlicher Gréfle sind in Abbildung 6.8 dargestellt. Alle
Signale weisen eine sehr dhnliche Dynamik auf. Kleinere Unterschiede resultieren
vorrangig aus dem nicht-oszillatorischen Hintergrund. Das exponentielle Abklin-
gen erfolgt beispielsweise fiir die Messung des reinen Wassers deutlich schneller
als in den Mizellen.

2.0

1.8

1.6 M
|

L ]

3z 14+ |

= 12-

:_.(E i

B 1.0

[

S ]

T 081

A — |

5 ] reines Wasser

S 044 — u = 32 u= 4
0.2 n =16 —ou= 2
0.0 +———

I I T I T I T I T I T I T
1 0 1 3 4 5 6 7
Zeit | ps

Abbildung 6.8: Transient-Grating-Messungen fiir HIDCI in reinem Wasser und
inversen Mizellen unterschiedlicher Grofie. Zur besseren Veranschaulichung sind
die einzelnen Messungen beziiglich der Ordinate relativ zueinander verschoben.

Zur néheren Untersuchung der Schwingungsstruktur wurden die Daten einer soge-
nannten LPSVD-Analyse unterzogen (LPSVD, Linear Prediction Singular Value
Decomposition). Diese Methode simuliert das Signal als eine Summe aus expo-
nentiell geddmpften Kosinusfunktionen geméf [265]:

t
I(t) = ZA" cos(w;t + ¢;) exp (——) : (6.7)

i Ti
Dabei bezeichnet A; die Amplitude einer Schwingung ¢ mit der Frequenz w; und
der Phase ¢;. Die Dampfung der entsprechenden Schwingung wird mit 7; be-
schrieben. Die Methode ermdoglicht eine einfache Entfernung nicht-oszillatorischer
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Beitrage durch Festlegung einer unteren Grenze fiir die Frequenz w;, ab der
Schwingungen als oszillatorisch bezeichnet werden. Sie wurde hier zu 80cm™!
festgelegt. Niederfrequentere Beitrdge wurden als nicht-oszillatorisch behandelt
und von den TG-Signalen subtrahiert. An den verbliebenen Residuen wurde ei-
ne Frequenzanalyse nach der FE'T-Methode (FFT, Fast Fourier Transformation)
durchgefiihrt, um so Leistungsspektren (Power Spectra) zu erhalten.

Um die ermittelten Schwingungsfrequenzen zuordnen zu kénnen, wird in Abbil-
dung 6.9 zunéchst das Leistungsspektrum von HIDCI in reinem Wasser einem
post-resonanten Ramanspektrum von HIDCI in Ethanol gegeniibergestellt [50].
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Abbildung 6.9: Gegeniiberstellung des post-resonanten Ramanspektrums von
HIDCI in Ethanol und des Leistungsspektrums der TG-Messung von HIDCI in
Wasser nach Entfernung nicht-oszillatorischer Beitrége.

Die beiden Spektren weisen eine gute qualitative Ubereinstimmung auf, wenn
auch die Banden von HIDCI in Wasser im Gegensatz zu den Banden im Raman-
spektrum allesamt um 515 cm ™! zu hoheren Wellenzahlen verschoben sind. Un-
terschiede in den Bandenintensitéten sind vorrangig auf die endliche Bandbreite
der Anregungslaserpulse zuriickzufithren, was bei der Analyse der TG-Signale
nicht berticksichtigt wurde, d. h. es fand keine Entfaltung von der Gerateantwort-
funktion statt. Insbesondere bei niedrigen Frequenzen lassen sich Unterschiede
der Bandenintensititen zudem durch die unterschiedlichen Resonanzbedingungen
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beider Experimente erklidren. Die spektralen Lagen der Banden stimmen insge-
samt dennoch sehr gut iiberein, was darauf hindeutet, dal die Schwingungsstruk-
tur des Chromophors in Grund- und angeregtem Zustand sehr dhnlich sein mufl.
So taucht im TG-Spektrum keine Bande auf, die exklusiv dem angeregten Zu-
stand des Chromophors zugeordnet werden konnte. Desweiteren sind die Spektren
von HIDCI in Losung in qualitativer Ubereinstimmung mit Raman-Spektren des
gleichen Chromophors in KBr-Proben mit Ausnahme einer zusétzlichen Bande
ca. 18cm™! unterhalb der niederfrequenten Komponente der Triplett-Struktur
in Fliissigkeiten um 550 cm~!. Eine Ursache fiir diesen Unterschied ist bislang
nicht bekannt, da zudem die Zuordnung der Banden bisher noch recht liickenhaft
ist [266,267,268]. Nach Sato et al. ist die stérkste Bande der Triplett-Struktur bei
576 cm~! einer Deformationsmode der Polymethin-Kette zuzuordnen, wihrend
die niederfrequente Bande des Tripletts bei 532cm™! aus einer Out-of-Plane-
Biegeschwingung der C-C(CHjs),-C-Gruppe des Indolfragments im Chromophor
resultiert [266].

Das Leistungsspektrum des reinen Wassers ist in Abbildung 6.10 schlieSlich den
Spektren des Chromophors in inversen Mizellen gegeniibergestellt.
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Abbildung 6.10: Leistungsspektren der TG-Messungen von HIDCI in reinem
Wasser und in inversen Mizellen unterschiedlicher Gréfie nach Entfernung nicht-
oszillatorischer Beitrédge. Zur besseren Veranschaulichung sind die einzelnen Mes-
sungen beziiglich der Ordinate relativ zueinander verschoben.
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Die erhaltenen Spektren wurden auf die intensivste Bande bei 144cm™! nor-

miert und weisen untereinander groBte Ahnlichkeit auf. Die Intensitéiten der
einzelnen Banden stimmen in erster Néherung iiberein. Offensichtlich wird die
Schwingungsstruktur des Chromophors durch Einbringen des Farbstoffes in das
Wassernanotrépfchen inverser Mizellen nur unwesentlich beeinflufit. Bei néherer
Betrachtung der Bandenintensitéiten fillt jedoch auf, daf die Banden bei 319 cm~!
und 586 cm™! mit kleiner werdender MizellengréBe und damit wachsender Ein-
schrankung der Umgebung in ihrer Intensitdt abnehmen. Die Intensitédten der
iibrigen Banden bleiben im Rahmen der Mef3genauigkeit konstant. Eine weiterrei-
chende Interpretation der hier beobachteten Effekte ist an dieser Stelle allerdings
nicht moglich.

6.5 Resiimee - Inverse Mizellen

Zusammenfassend &8t sich feststellen, daf§ die Solvatationsdynamik des ein-
geschrankten Wassers in inversen Mizellen auf ultraschnellen Zeitskalen der
Solvatationsdynamik in reinem Wasser unter Verwendung der identischen Farb-
stoffsonde iiberraschend &hnlich ist. Es wird keine dramatische Abhéngigkeit der
Solvatation vom jeweiligen Grad der Einschrinkung in inversen Mizellen beobach-
tet, was mit molekulardynamischen Simulationen von Faeder etal. im Einklang
steht. In den Wassernanotrépfchen inverser Mizellen wird analog den Untersu-
chungen an reinem Wasser ein stark ausgepréigter Inertialteil gefunden, welcher
wie in den MD-Simulationen vorhergesagt, im Rahmen der Mef3genauigkeit un-
abhéngig vom Grad der Einschrinkung ist. Dariiberhinaus wird die den inter-
molekularen gehinderten Translationsmoden zuzuordnende Zeitkonstante um 1 ps
gefunden. Sie weist den iiberraschenden Trend einer beschleunigten Dynamik mit
zunehmender Einschrinkung der Umgebung auf. Die Ursache fiir dieses Verhal-
ten ist vermutlich auf das Aufbrechen des Wasserstoffbriickennetzwerkes an der
Grenzschicht zuriickzufithren. Ahnliche Effekte wurden in Untersuchungen von
Levinger mit Fluoreszenzaufkonvertierungsexperimenten an vergleichbaren Sy-
stemen beobachtet. Auch die Zeitkomponente der Rotationsdiffusion einzelner
Wassermolekiile um 10 ps wird in sémtlichen Messungen beobachtet und erweist
sich als weitestgehend unabhéngig vom Grad der Einschrankung. Im Vergleich zur
Messung an reinem Wasser erscheint diese Zeitkonstante allerdings etwas verlang-
samt. Dariiberhinaus werden fiir alle untersuchten Systeme auch noch langsame-
re Zeitkomponenten im Bereich einiger hundert Pikosekunden gefunden, die aber
aufgrund der Restriktionen des 3PEPS-Experimentes in der Boxcar-Geometrie
nicht weiter diskutiert wurden. Dariiberhinaus zeigt sich, daf} die Schwingungs-
dynamik der eingesetzten Farbstoffsonde HIDCI mit zunehmender Einschréankung
der Umgebung leicht gestort wird.
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Insgesamt gesehen stellen die hier vorgestellten Ergebnisse nach bestem Kennt-
nisstand die ersten ultraschnellen Untersuchungen zur Solvatationsdynamik von
Wasser in eingeschréankten Umgebungen am Modellsystem der inversen Mizel-
len mit Hilfe der 3-Puls Photo-Echo Technik dar. Die ersten iiberraschenden
Beobachtungen miissen durch weiterfithrende Untersuchungen bestétigt und ver-
feinert werden. Der Vergleich mit molekulardynamischen Simulationen erweist
sich dabei als duflerst fruchtbar, um die stattfindenden Prozesse der Solvatation
in eingeschrankten Umgebungen auf molekularer Ebene im Detail zu verstehen.



Kapitel 7

Ausblick

In dieser Arbeit wurden neueste Erkenntnisse zur Solvatationsdynamik an aus-
gewihlten biologischen Grenzschichten vorgestellt. So wurde die Dynamik der
Solvatation an Lipidmembran/Wasser-Grenzschichten tiber einen auferordent-
lich groflen dynamischen Bereich von iiber fiinf Gréflenordnungen charakteri-
siert, wobei erstmals die Technik der Fluoreszenzaufkonvertierung an solchen
Systemen zum Einsatz kam. Die ultraschnelle Solvatation in inversen Mizellen
wurde hier erstmals mit Photon-Echo Techniken untersucht. Die durchgefiihr-
ten Experimente erwiesen sich im Hinblick auf die Fragestellung der Arbeit als
duBerst ergiebig und ermdglichten einen tieferen Einblick in die elementaren Vor-
gange an biologischen Grenzschichten. Dennoch stellt das Forschungsgebiet der
ultraschnellen Dynamiken in heterogenen Systemen noch immer ein Feld grof3-
ter wissenschaftlicher Herausforderungen sowohl in experimenteller als auch in
theoretischer Hinsicht dar. Daher soll in diesem Kapitel ein kurzer Ausblick auf
experimentelle Verbesserungen und zukiinftige Forschungsschwerpunkte gegeben
werden.

Lipid-Vesikel

Die Untersuchungen der Solvatation an Lipid-Vesikeln haben gezeigt, dafl in
Membranumgebungen Dynamiken auf ultraschnellen Zeitskalen in einem erheb-
lichen Mafle an der Stabilisierung eines erzeugten Nichtgleichgewichtszustandes
teilhaben. Um diese genauer untersuchen zu konnen, ist es unumgénglich die der-
zeit erreichbare Zeitauflosung der Fluoreszenzkonversionsapparatur von ca. 0.5 ps
signifikant zu verbessern. Das untere Limit eines Fluoreszenzkonversionsexperi-
mentes liegt bei etwa 100 fs, weshalb zur Erfassung noch schnellerer Komponen-
ten hochauflosende Techniken, wie z. B. das 3-Puls Photon-Echo Peakshift Ex-
periment (3PEPS) herangezogen werden miissen. Zeitintegrierte 3SPEPS-Studien
wurden bereits von Helge Biirsing erfolgreich an vergleichbaren Systemen durch-
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gefiihrt. Jedoch ergeben sich auch hier Limitierungen beziiglich der Sensitivitét
dieses Experimentes auf den Inertialteil der Solvatation, wie in Kapitel 2.3 darge-
stellt wurde. Da die Untersuchung von Lipid-Vesikeln jedoch iiblicherweise in Kii-
vetten durchgefiithrt wird, birgt die Durchfiihrung eines zeitaufgelosten Photon-
Echo-Experimentes einige experimentelle Schwierigkeiten. Die Verbesserung der
experimentellen Techniken stellt dementsprechend eine technische Herausforde-
rung fiir zukiinftige ultraschnelle Experimente an biologischen Systemen dar.

Die hier durchgefiihrten Experimente haben gezeigt, dafl die gewéhlte Farbstoff-
sonde Laurdan einige photophysikalische Besonderheiten aufweist. Wahrend es
einerseits von Interesse ist, die Photophysik des Laurdans im Detail zu ver-
stehen, verkomplizieren sie auf der anderen Seite die Untersuchung der reinen
Solvatationsdynamik in vesikuldren Systemen. Daher sind Experimente mit einer
Farbstoffsonde denkbar, bei der auftretende Charge- Transfer-Komplexe durch ei-
ne Verbriickung der Dimethylaminogruppe effektiv unterbunden werden.

Um die in dieser Arbeit vorgestellte Interpretation der in Lipid-Vesikeln stattfin-
denden Solvatationsprozesse zu verifizieren, ist es weiterhin vonnéten die ultra-
schnelle Dynamik auch unterhalb des Hauptphaseniibergangs eingehend zu un-
tersuchen. Ebenso ist es von Interesse, die Solvatation an verschiedenen Orten
entlang der Membrannormalen zu charakterisieren, ausgehend von der Ketten-
region bis in die freie Wasserphase. Dazu miifiten geeignete Farbstoffsonden mit
wohldefinierter Lokalisierung ihrer Chromophore herangezogen werden. Um den
tatsdchlichen Verhéltnissen in der Natur ndher zu kommen, bieten sich dariiber-
hinaus Experimente an biologischen Membranen an, die beispielsweise Cholesterin
oder Proteine in ihrer Grenzschicht inkorporiert haben.

Um die experimentellen Ergebnisse in solchen biologischen Systemen besser ver-
stehen zu konnen, bieten sich Vergleiche mit molekulardynamischen Simulatio-
nen an. Dabei steht die Simulation dynamischer Vorgénge an Membran/Wasser-
Grenzschichten, die direkt mit den experimentellen Ergebnissen vergleichbar wi-
ren, noch aus. Von dieser Seite bietet sich ein erhebliches Forschungspotential.

Inverse Mizellen

Das 3-Puls Photon-Echo Peakshift Experiment hat sich als ein niitzliches Werk-
zeug bei der Untersuchung der ultraschnellen Solvatationsdynamik in inversen
Mizellen erwiesen. Die Durchfithrung der Experimente in der Boxcar-Geometrie
fithrte allerdings dazu, daf§ keinerlei Aussagen beziiglich der auftretenden, langsa-
men Zeitkonstanten getroffen werden konnten. Um diese Komponenten zu unter-
suchen, bieten sich Fluoreszenzkonversions- und zeitkorrelierte Einzelphotonen-
zéhlexperimente an, wie sie bei den Lipid-Vesikeln zum Einsatz kamen.
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Die in inversen Mizellen durchgefiihrten Studien machen deutlich, dafl es notwen-
dig ist, die genaue Lage der Farbstoffsonde im Wassereinschlufl der Mizellen zu
kennen, um die erhaltenen Erkenntnisse richtig einordnen zu koénnen. Es bietet
sich daher an, auch in diesem System die Farbstoffsonde iiber eine nicht-kovalente
Verankerung an der Grenzschicht zu lokalisieren. Eine weitere Schwierigkeit bei
der Interpretation der Daten ergibt sich aus den ionischen Verhéltnissen inner-
halb der untersuchten AOT-Mizellen. Es ist daher naheliegend die Solvatation
auch in neutralen Systemen zu untersuchen, um den Einflufl durch in der Losung
befindliche Tonen ausschliefen zu konnen.

Die Untersuchungen an inversen Mizellen haben dariiberhinaus gezeigt, dafi sich
das Zusammenspiel zwischen molekulardynamischen Simulationen und experi-
mentellen Untersuchungen bei der Interpretation ultraschneller Prozesse in ein-
geschrankten Umgebungen als duflerst fruchtbar erweist. Eine Weiterfithrung
molekulardynamischer Simulationen ist daher fiir ein tieferes Verstindnis der
zugrundeliegenden Dynamiken in biologischen Systemen unumgénglich.

Schluflbemerkung

Die Dynamik der Solvatation in mikroheterogenen Umgebungen wurde in dieser
Arbeit lediglich an zwei repriasentativen, biologischen Modellsystemen untersucht.
Dariiberhinaus sind mit den hier vorgestellten Techniken eine Fiille analoger Ex-
perimente an weiteren Systemen denkbar. So bieten sich beispielsweise Studien
an Cyclodextrinen, Zeoliten, Proteinen oder auch der DNA an. Hier eroffnet sich
ein riesiges Forschungsfeld, welches noch am Anfang steht und daher eingehender
Untersuchung bedarf. Die Studien versprechen einen interessanten Einblick in die
Elementarprozesse bei der Solvatation in eingeschrénkten, biologischen Umge-
bungen.
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