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~Waren Uberhaupt die Dinge das, was man ihnen sofort ansieht, so miften jede

Untersuchung und Wissenschaft sich ertbrigen.”

Peter Sloterdijk

,Das Gehirn ist [...] kein Organ zur Erkenntnis der Natur, sondern urspriinglich
entstanden als ein Organ zur Verbesserung unserer Uberlebenschancen. Insofern
kbnnte man seine Verwendung zu Erkenntniszwecken in verdeutlichender

Zuspitzung sogar als eine Art ,Zweckentfremdung’ bezeichnen.”

Hoimar von Ditfurth
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1 Einleitung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird ein gepulstes Elektronenspinresonanz-
Spektrometer vorgestellt, welches bei S-Band-Frequenzen' arbeitet. Seine
Konstruktion und Leistungsmerkmale werden in Kapitel 2 beschrieben. Mit diesem
Spektrometer wurde erstmals eine Methode zur molekularen Abstandsmessung im
Nanometerbereich (Pulsed ELectron DOuble Resonance, PELDOR?, siehe Kapitel 3)
erfolgreich im S-Band durchgefuhrt. Die Zuverlassigkeit dieser Methode wurde zuerst
anhand von zwei in der Literatur bekannten Biradikalen im Vergleich mit Messungen
an einem kommerziellen X-Band-Spektrometer getestet, woflr es mit einer
PELDOR-Einheit erweitert wurde. Dartber hinaus konnte durch Messungen an vier
neu synthetisierten Biradikalen gezeigt werden, dall es mit Hilfe dieser Methode
moglich ist, auch dann Abstédnde zuverldssig zu messen, wenn eine nicht zu
vernachlassigende Austauschwechselwirkung zur Spin-Spin-Kopplung beitragt.
Hierbei kann, wie bei einer der neu synthetisierten Proben gezeigt wurde, nicht nur
der Betrag, sondern auch das Vorzeichen der Austauschwechselwirkung bestimmt
werden und damit, ob eine ferromagnetische oder eine antiferromagnetische
Kopplung vorliegt. Desweiteren wurden an zwei Proben doppelt spingelabelter RNA
erstmals erfolgreiche PELDOR-Messungen durchgefiuihrt. Fir eine Probe, die als
starrer Doppelstrang vorliegt, konnte der Abstand zwischen den Spinlabeln bestimmt
werden. Fir die zweite Probe, die im Bereich der Spinlabel keine komplementére
Basenpaarung aufweist, liefert das PELDOR-Experiment keinen festen Abstand,
sondern belegt aufgrund der auftretenden starken Relaxation die Beweglichkeit der

Basen in der Nahe der Spinlabel.

Im Abschnitt 1.1 folgt ein kurzer geschichtlicher Abrif3, bevor in Abschnitt 1.2 die
modernen EPR-Techniken skizziert werden. Nach dem Abschnitt 1.3 zur Motivation
fur gepulste Niederfrequenz-EPR wird in 1.4 die Zielstellung der vorliegenden Arbeit
dargelegt. Zum Schluld dieses Kapitels wird in 1.5 auf die Gliederung der Arbeit

eingegangen.

' Fiir die in dieser Arbeit verwendeten Bezeichungen der mw-Bander siehe Anhang.
? Eine weitere Bedeutung des Begriffs ,Peldor” ist in [HemO00] zu finden.



1.1 Geschichtliches

Zur Préhistorie der EPR gehdren die Entdeckung des Elektrons und des Spins sowie
die Anfange der Quantentheorie. Nachdem die Messungen der spezifischen Ladung
des Elektrons an photo- und gliihelektrisch ausgelésten Elektronen 1897-1899 durch
Joseph John Thomson (*1856, 11940) Ubereinstimmende Ergebnisse geliefert
hatten, war zusammen mit dem nach Pieter Zeeman (*1865, 11943) benannten und
von Hendrik Antoon Lorentz (*1853, $1928) durch seine Elektronentheorie aus dem
Jahre 1895 vorhergesagten Effekt von 1896, dessen Deutung eine spezifische
Ladung derselben GréRe als Bestandteil des Atoms forderte, die Existenz des
Elektrons nachgewiesen. Als Zeeman-Effekt bezeichnet man das Aufspalten von
Spektrallinien in einem Magnetfeld. Wenn auch der normale Zeeman-Effekt durch die
klassische Theorie von Lorentz erklart werden konnte, stellt dieser nur einen
Spezialfall eines grundséatzlich quantenphysikalischen Effektes dar. Im sogenannten
anomalen Zeeman-Effekt treten Aufspaltungsmuster auf, die mit klassischen Mitteln
nicht zu deuten waren. Erst durch die Entdeckung der Richtungsquantelung des
Drehimpulses im Stern-Gerlach-Versuch 1921/22 durch Otto Stern (*1888, 11969)
und Walther Gerlach (*1889, 11979) und der um 1913 entwickelten ,alteren®
Quantentheorie von Niels Hendrick David Bohr (*1885, 11962) konnte dieser erkléart
werden. Allerdings liel3 die zweite fundamentale Erkenntnis, die man aus dem Stern-

Gerlach-Versuch ziehen mufdte, noch bis 1925 auf sich warten.

Nach der damaligen Quantentheorie sollte ein einwertiges Atom, wie das im Versuch
verwendete Silber, drei Projektionen des Bahndrehimpulses auf die Quantisierungs-
achse besitzen, also sollte auch der Atomstrahl entsprechend eines magnetischen
Momentes von pgonr in drei Komponenten aufspalten, wovon jedoch laut Vermutung
Bohrs die z-Komponente ausgeschlossen sei. Dementsprechend war die
Beobachtung einer Aufspaltung in zwei Komponenten und eines magnetischen
Momentes von Wgon in Ubereinstimmung mit der Erwartung. Infolge der Entwicklung
der Quantenmechanik durch Werner Karl Heisenberg 1925 und Erwin Schrédinger
1926 gewann man jedoch die Einsicht, da® Silber (mit dem Grundzustand ?Sy)

keinen Bahndrehimpuls besitzt und daher auch keine Aufspaltung hétte zeigen
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durfen. Diesen Widerspruch und das 1924 von Wolfgang Pauli (*1900, 11958)
formulierte AusschlieBungsprinzip konnten 1925 Samuel Abraham Goudsmit (*1902,
$1978) und George Eugene Uhlenbeck (*1900, 11988) durch axiomatische
Einflhrung eines halbzahligen Drehimpulses aufklaren, der Spin genannt wird und
ein Ergebnis der 1930 entwickelten relativistischen Quantenmechanik von Paul
Adrien Maurice Dirac (*1888, 11969) ist, aus welcher sich auch das beobachtete
gyromagnetische Verhéltnis fir den Elektronenspin gs = 2 im Gegensatz zu dem
eines Bahndrehimpulses g, = 1 herleiten laf3t. Die genauere Messung ergibt eine
Abweichung von etwa 0,1%, welche in der Quantenelektrodynamik durch die
Wechselwirkung des Elektrons mit seinem Strahlungsfeld gedeutet und mit einer
eindrucksvollen relativen Genauigkeit von 1072 in Experimenten an einzelnen
Elektronen und Positronen von Hans-Georg Dehmelt (*1922, [Deh90, Dyc87])

gemessen wurde.

1.2 EPR heute

Schon bald nach Einfihrung der Magnetischen Resonanzspektroskopie 1945 in
Form der Elektronenspinresonanz (EPR), [Zav45] bzw. 1946 in Form der
Kernspinresonanz (NMR), [Blo46], wurden neben der klassischen ,continuous
wave“(cw)-Methode, bei der die Resonanz entweder durch langsames Andern des
Magnetfeldes oder der Frequenz durchlaufen wird, auch gepulste Messungen
durchgefiihrt (EPR: [BIu58], NMR: [Blo46]). Mit der Pulsmethode kann man je nach
der Natur der untersuchten Probe dieselben Mel3gréfen in kirzerer Zeit, mit héherer
Empfindlichkeit oder besserer Auflésung gewinnen, oder aber durch Vereinfachung
von komplexen Spektren die separate Messung einzelner Beitrdge sogar erst
ermoglichen. Obwonhl die grundlegenden theoretischen Konzepte fir die EPR und die
NMR sehr ahnlich sind, haben die Vorteile und Eleganz der gepulsten Methode in
der Anfangsphase nur auf dem Gebiet der NMR zu einer rasanten Entwicklung
gefuhrt. Wegen des 658fach starkeren magnetischen Moments des Elektronenspins
gegenuber dem des Protons sind die Energieliicken zwischen den Zeeman-Termen
sehr viel groRer und die Relaxationszeiten sehr viel kleiner. Hinzu kommt, dal® es im

Gegensatz zur NMR nur in den seltensten Fallen mdglich ist, das gesamte EPR-
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Spektrum gleichzeitig anzuregen, da die auftretenden Wechselwirkungen haufig in
der Gréllenordnung von einigen % (Hyperfeinstruktur) der Zeeman-Aufspaltung
liegen oder in bestimmten Féllen diese auch weit tUbertreffen kénnen (Feinstruktur).
Deshalb sind die technischen Anforderungen fur die Puls-EPR sehr grol3 und viele
Komponenten, wie ausreichend schnelle Mikrowellen(mw)-Schalter und schnelle
Elektronik zur Datenverarbeitung, erst seit etwa 20 Jahren kommerziell erhaltlich.
Seit diesem Zeitpunkt, also mit einer Verzégerung von ca. 30 Jahren gegenuber der

NMR, erlebt auch die Puls-EPR einen groRen Aufschwung.

Dennoch ist im Gegensatz zur NMR in der EPR heute noch die cw-Methode fir viele
Anwendungen die am hé&ufigsten verwendete. In der Fille der Fragestellungen der
EPR, die aus Physik, Chemie, Biologie, Medizin, Materialwissenschaften,
Mineralogie und vieler interdisziplindrer Wissenschaften kommen, hat man es
allerdings h&ufig mit ungeordneten Proben (Pulver oder gefrorene Lésungen) zu tun,
die dazu noch mehr als ein paramagnetisches Zentrum enthalten und daher
verbreiterte und Uberlappende Linien enthalten, so dal} eine cw-Messung bei einer
Frequenz alleine keine eindeutige Bestimmung aller spektralen Beitrage erlaubt. Um
in solchen Féllen die Auflésung und Empfindlichkeit zu verbessern, wurden und
werden Doppelresonanz- und gepulste Methoden teils neu entworfen, teils aus
bekannten Methoden der NMR abgeleitet. Diese Methoden bestehen einerseits aus
Pulssequenzen, welche bei einer Frequenz arbeiten (z.B. Electron Spin Echo
Envelope Modulation, ESEEM [Mim61, Row65] oder HYperfine Sublevel
COrRElation, HYSCORE [H6f86]). Um weitere Dimensionen zur Separation der
Beitrdge verschiedener paramagnetischer Zentren einzufiihren, werden andererseits
Messungen bei zwei (oder mehr) verschiedenen Frequenzen durchgefiihrt, die weit
auseinander (gepulste Electron Nuclear DOuble Resonance, ENDOR® [Mim65,
Dav74]) oder relativ nahe zusammen liegen (PELDOR [Mil84a], vgl. Kapitel 3).
Aullerdem werden fir einige spezielle Anwendungen Magnetfeldspriinge innerhalb
einer Pulssequenz eingesetzt (hyperfeinselektives ENDOR [BUh89], ,stepped-field*
ELDOR* [Hor83, Mar92], Elektron-Zeeman-aufgeloste EPR [Sie91] oder Kern-
Zeeman-aufgeloste ESEEM-Spektroskopie [Wil97, Wil98]).

® Alternative Bedeutungen von ,Endor”; 1. Ort in Palastina - sieche [BRO] und [BIB], 2. siehe [Luc01]
* ELectron DOuble Resonance [Hyd68].
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Eine weitere Dimension erdffnet sich durch Untersuchung derselben Probe bei
unterschiedlichen Frequenzen bzw. Magnetfeldern. Dies hat nicht nur zur
Entwicklung von Spektrometern gefiihrt, deren Betriebsfrequenzen vom oberen
Radiofrequenzbereich (z.B. Imaging bei 700 MHz [Yok96]) Uber das gesamte mw-
Gebiet (z.B. das erste erfolgreiche EPR-Experiment von Zavoisky bei ca. 2,2 GHz
[Zav45, Ram85]) bis hin zum fernen Infrarot (z.B. Puls-EPR mit Laser-Quelle bei 604
GHz [Mol99]) reichen, sondern auch zur Entwicklung von verschiedenen
Multifrequenz-Spektrometern (S-/C-Band: [Kop97, Ast00], C-/X-Band: [Fla87,
Sha93], X-/Ku-Band: [Bor97]).

Neben diesem Multifrequenz-Motiv hat analog zur NMR in den letzten zwei Dekaden
das Streben nach grélerer Empfindlichkeit und vor allem nach hdherem
Aufldsungsvermogen vorwiegend zu einem Trend in Richtung héherer Frequenzen
und Feldern gefuhrt [Pri97]. Parallel dazu haben aber auch einige Entwicklungen
stattgefunden, die bei Frequenzen unterhalb des traditionellen X-Bandes angesiedelt
sind. Ebenso wie aus der NMR mit Hilfe der sogenannten Zeugmatographie [Lau73]
als Bildgebungsverfahren mit einer Aufldsung, die um GréRenordnungen unterhalb
der verwendeten Wellenldnge liegt, die Kernspintomographie hervorging, wurden in
der EPR Imaging-Spektrometer entwickelt. Fir grole walrige Probenvolumen, wie
es tierisches oder menschliches Gewebe darstellt, mul3d man wegen zu gro3er mw-
Absorption bei niedrigen Frequenzen arbeiten. Als Beispiel sei hier ein Instrument
erwdhnt, welches zugleich NMR- und EPR-Bilder (bei 28 MHz bzw. 680 MHz) der
selben Probe liefern kann [Sat97]. In der ESEEM-Spektroskopie, einer gepulsten
Methode zur Untersuchung von Hyperfein- und Kernquadrupol-Wechselwirkungen,
steigt die Empfindlichkeit bei schwach gekoppelten Kernen mit sinkender Frequenz.
Dieser Vorteil wird bei einigen gepulsten Spektrometern, die in den unteren mw-
Bandern arbeiten (L- [Qui96], S- [Kur95, Wil00] und C-Band [Sha93]), ausgenutzt.
Zur Ermittlung von kleinen Elektron-Elektron-Abstdnden aus dem frequenz-
abhangigen Verhaltnis der Intensitdten (~ v2) von verbotenen Halbfeld- (Amg = 2) zu
Hauptfeldsignalen (Ams = 1) kénnen Messungen bei niedrigen Frequenzen

vorteilhaft sein.



1.3 S-Band-EPR

Diesen zuletzt genannten Vorteil niedrigerer Frequenzen gegenidber dem
konventionellen X-Band konnten Eaton et al. [Eat83] anhand von S-Band-
Messungen an Nitroxid-Biradikalen mit Spin-Spin-Abstdnden von 9 bzw. 11 A
belegen. Neben dem oben erwdhnten Multifrequenz-Motiv, welches komplementéren
Charakter besitzt (wie z.B. in [Mad00] bei Untersuchungen zu Mo-Enzymen mittels
S-, X- und Q-Band-EPR), kann fur bestimmte Anwendungen EPR-Spektroskopie im
S-Band auch eigenstandige Antworten zu Strukturfragen liefern. So konnten mittels
cw-EPR bei 2,6 und 3,8 GHz von Froncisz et al. [Fro79] Kupfer-Hyperfein-
kopplungen in Cytochrom-C-Oxidase aufgelést werden. Will man Imaging nicht an
volumindsen walrigen Proben, sondern nur an Oberflaichen geringer Tiefe
durchfiihren, so erreicht man im S-Band einen optimalen Kompromil3 zwischen
Eindringtiefe und Empfindlichkeit [Pet01].

Das erste gepulste S-Band-Spektrometer ist von Clarkson et al. [Cla89] beschrieben
und die theoretisch erwartete Erhéhung der Empfindlichkeit fir schwach gekoppelte
Kerne im ESEEM-Experiment bestatigt worden. Fur schwach gekoppelte Kerne mit
Quadrupolmoment und nur leicht anisotropem Hyperfeintensor kdénnen sich bei
kleinem Magnetfeld die Kern-Zeeman- und Hyperfeinwechselwirkung (HF-WW) in
einer Elektronenmannigfaltigkeit aufheben, so dal® das ESEEM-Spektrum
hauptséchlich reine Quadrupol-Ubergangsfrequenzen enthélt [Fla88]. So konnte die
"N-Quadrupolkopplung in DPPH (co’-Diphenyl-B-picrylhydrazyl) mit diesem

Instrument in Ubereinstimmung mit C-Band-Messungen bestimmt werden [Cla92].

® nicht gesetzliche Langeneinheit, 1 A = 107° m, nach Anders Jonas Angstrém, *1814, 11874
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In der Arbeitsgruppe von L. Kevan wurden ebenfalls ein gepulstes S-Band-
Spektrometer entwickelt [Han93] und ausfuhrliche ESEEM-Simulationen (fur reine
HF-WW mit *C und "°N [Rom92a], fur HF- und schwache Quadrupol-WW mit ?H und
Li [Rom92b] und fur starke Quadrupol-WW mit %Al und "N [Rom92c]), sowie
Messungen an einer Kohleprobe und einem Kupferkomplex durchgefihrt [Rom94]. In
Modellsystemen fir Molybdén-Kofaktoren verschiedener Enzyme konnte mittels S-
Band-ESEEM der Abstand zwischen Molybdan und Phosphor ermittelt werden
[Kur95].

Die Arbeitsgruppe von S. und G. Eaton hat ein cw-S-Band-Spektrometer entwickelt,
das unter Verwendung eines Bimodalresonators (,Crossed-Loop Resonator®, siehe
Kapitel 2.5.1) und Heterodyntechnik® [Eng50, Poo67] als Ersatz fiir die
konventionelle Feldmodulation zur Vermeidung des sogenannten ,Passage-Effektes”
[Bug62], der bei Proben mit sehr langen Relaxationszeiten auftritt, erméglicht,
Dispersionsspektren mit deutlich gesteigertem Signal-zu-Rausch-Verhéltnis zu
gewinnen [Rin96]. Dieses Spektrometer wurde darlber hinaus fir Pulsexperimente
erweitert. In [Rin99b] wurden absolute Intensitdten von Elektronenspin-Echos und
Rauschen im S-Band und in [Rin99c] die Frequenzabhé&ngigkeit des Signal-zu-
Rausch-Verhéltnisses (speziell im Vergleich von S-Band zu X-Band) mit der Theorie

verglichen.

Das dritte bisher in der Literatur beschriebene Puls-S-Band-Spektrometer [Will97,
Wil00] befindet sich in der Gruppe von A. Schweiger und bietet vier
Hochleistungspuls-Kanéle sowie einen Niederleistungspuls-Kanal, der auch fir cw-
Messungen verwendet werden kann, einen Pulsform-Modulator und die Mdglichkeit
fur ENDOR-Experimente.

® Erstmals 1913 in der Telegraphie von R. A. Fessender eingesetzt und ab dem 1. Weltkrieg durch
E. H. Armstrong im Rundfunk eingefihrt.
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1.4 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein gepulstes EPR-Spektrometer zur Untersuchung
von biologischen und biologisch relevanten Proben, z. B. aus der mitochondrialen
Atmungskette oder der Photosynthese, und deren Cofaktoren, entwickelt werden.
Wie im vorigen Abschnitt erldutert, liefern solche Proben in Experimenten bei nur
einer einzigen Frequenz wegen der Vielfalt der Wechselwirkungsbeitrdge haufig nur
Lunterbestimmte® Spektren. Ein Vergleich der Spektren bei mindestens einer zweiten
Frequenz kann die verbliebenen Mehrdeutigkeiten aufkldren. Fir viele dieser
Systeme stellt die ESEEM-Spektroskopie eine besonders hilfreiche Methode dar, um
Uber die Bestimmung der lokalen Umgebung paramagnetischer Zentren in an
bioenergetischen Prozessen beteiligten Proteinen zu deren Struktur- und
Funktionsaufkléarung beizutragen. Dies ist ein spektroskopischer Aspekt des
Sonderforschungsbereichs (SFB) 472 ,Molekulare Bioenergetik®, in dessen Rahmen
diese Arbeit angefertigt wurde. Die potentielle Erhéhung der ESEEM-Empfindlichkeit
bei sinkender Frequenz soll auch hier nutzbar gemacht werden, weshalb im
Kompromif3 zu dem erwarteten Empfindlichkeitsverlust (siehe Kapitel 2.7) das S-

Band als Arbeitsfrequenz gewahlt wurde.

Als zusatzliches Leistungsmerkmal des Spektrometers ist im Zuge der Beantragung
des SFBs 579 ,RNA-Liganden-Wechselwirkungen® eine Erweiterung zur
Durchfihrung von PELDOR-Messungen implementiert worden. Ziel dieses SFBs ist
die Erarbeitung von Kenntnissen Uber die molekularen Wechselwirkungs-
mechanismen verschiedener Liganden mit RNA und deren Auswirkung auf die
biologischen Funktionen als Grundlage zur Wirkstoffentwicklung. In dem EPR-
spektroskopischen Teilprojekt A6 sollen Struktur und Dynamik von RNA-
Oligonukleotiden und Strukturdanderungen bei spezifischen Wechselwirkungen mit
Effektoren untersucht werden. Strukturinformationen sollen hierbei durch doppeltes
Spin-Labeling und nachfolgende Abstandsmessung mittels PELDOR-Spektroskopie
gewonnen werden. Um in diesem Fall die zu bestimmenden Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen zwischen den paramagnetischen Zentren zweifelsfrei von

Hyperfeinwechselwirkungen unterscheiden zu kénnen, sind auch hier unabhangige
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Messungen bei zwei verschiedenen Frequenzen winschenswert, z.T. sogar
erforderlich. Deshalb sollte ein kommerzielles X-Band-Spektrometer mit einer selbst
entwickelten PELDOR-Einheit erweitert und die S-Band- mit den X-Band-Messungen

verglichen werden.

1.5 Gliederung

Im folgenden Kapitel 2 werden ausfihrlich die technischen Aspekte des
Spektrometers erldutert. Zuerst wird der mw-Aufbau mit den sich daraus ergebenden
Funktionen und Betriebsmodi beschrieben. Es folgen kurze Abschnitte Uber den
verwendeten Elektromagneten, die Spektrometersteuerung und die Proben-
temperierung. Grélleren Raum nehmen die Abschnitte Uber die zur Verfigung
stehenden Resonatoren ein, da der jeweils verwendete Resonator in erheblichem
Male die Eigenschaften des gesamten Spektrometers bestimmt. Zum Abschluld des
technischen Kapitels werden Theorie und Experimente zur Empfindlichkeit des
Spektrometers prasentiert. Nachdem die Eigenschaften des Spektrometers auf
technische Weise quantifiziert wurden, folgt das experimentelle Kapitel, in dem
anhand von PELDOR-Messungen (Kapitel 3) an Modellsystemen und an biologisch
relevanten Proben die anwendungsbezogene Leistungsfahigkeit des Spektrometers
demonstriert wird. Dieses Kapitel gliedert sich in eine Einleitung, eine
zusammengefaldte Darstellung der zugrunde liegenden Theorie, eine Beschreibung
des untersuchten Probenmaterials, eine Darstellung der durchgefiihrten Messungen,
sowie eine Diskussion. Im letzten Kapitel folgt eine Zusammenfassung und ein

Ausblick auf weitere Messungen und technische Entwicklungen.



2 Puls-S-Band-Spektrometer

2.1 Mikrowellenaufbau

Im Folgenden wird der mw-Aufbau des Spektrometers (siehe Abb. 2.1) in der
Reihenfolge der Propagationsrichtung der mw von den Quellen bis hin zur

Digitalisierung der transienten Signale beschrieben:

2.1.1 mw-Erzeugung und -Regelung

Fur die Ankopplung des Resonators und die Ermittlung seiner Resonanzfrequenz
wird ein Sweeper (HP 8690B) benutzt, der mit einem RF-Modul (HP 8699B)
ausgestattet ist, mit dem im gesamten Bereich des S-Bandes Frequenzen
durchfahren werden kénnen. Wegen der Instabilitdt in mw-Frequenz und -Amplitude
und des starken Phasenrauschens dieser Quelle wird nach der Ankopplung des
Resonators auf einen Synthesizer (HP 8672A) mittels eines Relais (Dow Key 401-
2308) umgeschaltet, um anschliefend die gewiinschten Messungen durchzufuhren.
Da beide Quellen lediglich Leistungen bis 10 mW (= +10 dBm’) zur Verfugung
stellen, was nicht fur alle folgenden Funktionen ausreicht, wird als nachstes dieser
Pegel von einem rauscharmen Verstarker (Miteq AMF-3B-020040-15-25P) um
35 dB’ verstarkt, wobei eine Leistung von ca. +27 dBm (= 500 mW) erreicht wird.
Damit stehen abziglich der geringen Verluste von etwa 1 - 2 dB durch die folgenden
Koaxialleiter, den folgenden Isolator (Sierra Microwave SMI2040), den 10dB-
Richtkoppler (Narda 3003-10) und die beiden mw-Schalter, mit denen zwischen cw-

und Pulsbetrieb umgeschaltet werden kann (ein weiteres Relais Dow Key 401-2308

" Dezibel: 1 dB = 0,1 B (Bel). Mal3 fur Verstarkung oder Abschwéachung [Ber99]. Bel bezeichnet den
dekadischen Logarithmus des Quotienten zweier physikal. GréRen der gleichen Gréflenart. Nach
Alexander Graham Bell, *1847, 11922 [BRO]. Die dBm-Skala wird bei Leistungen verwendet und
besitzt als Bezugspegel P = 1mW.

10



und ein manueller 3-Wege-Schalter Sage SAN3120) mindestens 400 mW fir cw-
Messungen zur Verfigung. Das ausgekoppelte Signal wird Uber einen
Phasenschieber (Sage 6803-23) einem 4-Wege-Leistungsteiler (ARRA A4200-4)
zugeflihrt, von dem Uber je einen Ausgang ein mw-Zahler (HP 5342A mit Option zur
Amplitudenmessung) und alle drei nachfolgend (siehe 2.2.4 Detektion und Monitore)
beschriebenen mw-Mischer ihr Referenzsignal (,local) von jeweils +10 dBm
erhalten. Dadurch, dal} verschiedene Resonatoren von 2,7 bis 3,7 GHz
Resonanzfrequenz zur Verfligung stehen (siehe Kapitel 2.6), und darlber hinaus
auch fur die Anwendung weiterer zu entwickelnder Resonatoren eine optimale local-
Leistung (= +10 dBm) fiir alle Mischer einzustellen ermoglicht werden soll, missen
geringe frequenzabhangige Leistungsschwankungen (z. B. des Verstarkungsfaktors
des Verstarkers) Gberwacht werden, um sie durch Anpassung der Ausgangsleistung
der jeweiligen Quelle kompensieren zu kénnen. Das wird mittels der
Amplitudenmessung des mw-Zahlers erreicht. Im Anregungszweig folgt nun ein
variabler ,Rotary Vane“-Abschwacher (HP S382C), an dessen Ein- bzw. Ausgang
sich je ein Adapter (HP S281A) befindet, um die mw von Koaxialleiter auf
Rechteckhohlleiter zu Ubertragen. Dieser Abschwachertyp hat wegen seiner
Hohlleiterbauart den Vorzug, mw-Leistung Uber einen gro3en Bereich (0 bis ca. 90
dB) sehr phasentreu abzuschwéachen. Variable Abschwacher in Koaxialtechnik
weisen dagegen grof3e nichtlineare Phasenanderungen auf, die Uber einen
zuséatzlich einzufigenden elektronisch gekoppelten Phasenschieber kompensiert
werden mifdten. Mit Ausnahme dieses Abschwéchers sind alle mw-Leiter als
halbstarre Kupfermantel-Koaxialleiter (Huber&Suhner EZ141Cu mit SMA- bzw. N-
Typ-Verbindern) ausgefihrt, da die fur hdéhere Frequenzen Ublichen Rechteck-
hohlleiter wegen der gréferen Wellenldnge von ca. 10 cm bei 3 GHz schon durch
ihre rdumlichen Dimensionen nachteilig waren (Rechteckhohlleiter vom Typ WR284

fur 2,60 — 3,95 GHz haben Innenabmessungen von ca. 3,4 x 7,2 cm!).
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2.1.2 Anregung im cw-Betrieb

Der fur cw- und Pulsmessungen verwendete mw-Synthesizer (HP 8672A) erreicht im
dem relevanten Frequenzband von 2 - 6 GHz einen Signal-zu-Phasenrausch-
Abstand von -78 dB bei einem Offset von 1 kHz zur Tragerfrequenz. Die relative
Frequenzstabilitdt und -genauigkeit dieses Synthesizers ist mittels eines internen
thermostatisierten 10MHz-Referenzoszillators besser als 5 x 107'%Tag. Sein Signal
wird wie oben beschrieben von einem rauscharmen Verstarker mit einem
Rauschmal} von 1,25 dB bei 3,0 GHz auf einen Pegel von +27 dBm angehoben. Die
spektralen Eigenschaften der Anregung sind damit bei den gegebenen Giten der zur
Verfiigung stehenden Resonatoren (siehe 2.5) ausreichend, um die Empfindlichkeit
der cw-Messungen nicht zu limitieren. Bei grofen Leistungen (> ca. 1 mW) kdnnen
jedoch thermische Effekte zu einer Frequenzdrift des Resonators flhren, die mit
einer AFC (Automatic Frequency Control), welche die Frequenz der mw-Quelle auf
die Resonanzfrequenz des Resonators nachregelt, kompensiert wirden. Das
Anregungssignal fur cw-Messungen wird wie oben erwahnt tber ein Relais und einen
manuellen 3-Wege-Schalter an der Pulsbriicke vorbeigeleitet, um direkt den
Zirkulator (Narda 4923) zu erreichen, von dem aus das Signal in den Resonator
eingekoppelt wird. Dieser befindet sich in einem kommerziellen Probenkopfhalter
(Bruker ER 4118SPT Flexline), der mit einem S-Band-Split-Ring-Modul (Bruker ER
4118S-MS-5W1) ausgestattet ist. Dieses Modul besitzt ein optisches Fenster zur
Bestrahlung der Probe und Modulationsspulen fir Magnetfeldmodulationen bis zu
maximal 30 G®. Das Modul ist standardmaRig mit einem Bridged-Loop-Gap-
Resonator [Pfe88] ausgestattet, der eine Resonanzfrequenz in leerem und kritisch
gekoppeltem Zustand von 2,98 GHz und eine Gite von ca. 500 besitzt. Fir
Pulsexperimente wurden noch weitere Loop-Gap- [Fro82] und Bridged-Loop-Gap-
Resonatoren hergestellt. Die genauere Charakterisierung des Resonators von Bruker
und der selbst hergestellten befindet sich in Kapitel 2.5.

® nicht gesetzliche Einheit der magnetischen FluRdichte, 1 G = 10™ T,
nach Carl Friedrich Gauly, *1777, 11855 bzw. nach Nikola Tesla, *1857, 11943

13



2.1.3 Anregung im Pulsbetrieb

2.1.3.1 Phasennetzwerk

Im Pulsbetrieb wird zuerst ein Phasennetzwerk durchlaufen, welches zur Durch-
fihrung von Pulssequenzen mit Phasenzyklen dient (,phase cycling®). Es besteht im
wesentlichen aus vier Kandlen, mit denen innerhalb einer Sequenz Pulse unter-
schiedlicher Phase (und Leistung) angewendet werden kénnen. Nach einem 20dB-
Abschwécher (EMCT 4420) folgt ein SP4T(Single Pole 4 Throw)-Schalter (General
Microwave F9140AH). Hierbei handelt es sich um einen schnellen PIN-Schalter mit
Schaltzeit von 10 ns (definiert als Dauer zwischen den 10%- und 90%-Punkten des
Leistungsanstiegs bzw. -abfalls), der ein Eingangssignal mittels TTL-Ansteuerung auf
4 verschiedene Ausgange transferiert. Seine Ausgange sind durch doppelte
Isolatoren (Aerotek FG1-1 L1FFL1) vor reflektieter mw geschitzt, die bei
Durchgangsverlusten von < 0.6 dB eine Isolation in Ruckrichtung von > 40 dB
aufweisen. Uber die unterschiedliche Kabelldnge der vier folgenden Kanale wird ein
Laufzeitunterschied bewirkt, der zu einer Phasendifferenz von ca. 90° zwischen
jeweils benachbarten Kanalen fuhrt. Da eine gewisse Auswahl von Resonatoren und
damit unterschiedlicher Betriebsfrequenzen besteht, mul® die Méglichkeit vorhanden
sein, diese Phasendifferenz in Abhangigkeit von der Frequenz abzugleichen, was in
den Kanélen ,+Y* (90°), ,-X* (180°) und ,-Y* (270°) durch drei Phasentrimmer (ARRA
9428T) erreicht wird, die einen Bereich von einigen Grad abdecken. Im Kanal ,+X*
(0°) befindet sich ein Phasenschieber (Sage P1214), mit dem im gesamten
Frequenzband bei groRer Amplitudentreue die mw-Phase um mehr als 360° gedreht
werden kann. Ihm geht zusatzlich ein variabler Abschwéacher (Narda 791FM,
Abschwachung 0 - 40 dB) voraus, so daf® es mit diesem Kanal auch mdglich ist,
Sequenzen von Pulsen unterschiedlicher mw-Leistung anzuwenden. Die Signale
aller vier Kanale werden in einem 4-Wege-Leistungsteiler/-verbinder (Midisco MDC
2425) zusammengefihrt und erreichen danach einen reflektiven SPST(Single Pole
Single Throw)-Schalter (HP 33144A) mit Schaltzeiten von ca. 10 ns. Um Stérungen
durch die im Isolationszustand des Schalters erzeugte Reflektion der mw zu
minimieren, ist dem Schalter ein doppelter Isolator (Aerotek FG1-1 L1FFL1) vorange-
14



stellt. In gedffnetem Zustand gelangt die mw zu einem 2-Wege-Leistungsverbinder
(ANAREN 41130), Uber den (in der Regel alternierend) ein mw-Signal einer

zusatzlichen Quelle in das Experiment eingespeist werden kann (siehe Kapitel 3).

2.1.3.2 PELDOR-Einheit

Fur PELDOR-Experimente ist es wie oben beschrieben notwendig, innerhalb einer
Pulssequenz Pulse mit unterschiedlicher Frequenz auf die Probe einzustrahlen. Zu
diesem Zweck stehen zwei zusétzliche Quellen zur Verfigung. Erstens ein Gunn®-
Oszillator (Miteq OTV-5A-2000-20N), der zwischen 2,5 und 4,0 GHz betrieben
werden kann und zweitens fir hdhere Anspriche an Stabilitdt ein Synthesizer
(Schlumberger 4002), der nur Frequenzen bis zu 2,16 GHz erreicht und deshalb
durch einen Frequenzdoppler (Miteq MX2J020040) ins S-Band hochgemischt wird.
Die Rauscheigenschaften dieser zuséatzlichen Quelle sind generell irrelevant, da auf
dieser Frequenz nicht detektiert wird und sie somit die Empfindlichkeit der Messung
nicht beeinflussen kann. Bei kleinen Unterschieden zwischen den beiden benétigten
Frequenzen wird eine Frequenzdrift der zuséatzlichen Quelle jedoch dann stérend,
wenn sie in die Anregungsbandbreite der Detektionsfrequenz gelangt, weil dadurch
die Empfindlichkeit des PELDOR-Experiments herabgesetzt und ungewiinschte
Signale verstarkt werden (siehe Abschnitt 3.1). Wenn in diesem Fall die fur das
Experiment bendtigte Leistung auch von dem durch die Verluste des
Frequenzdopplers auf maximal -4 dBm reduzierten Leistung des Synthesizer von
Schlumberger erreicht wird, ist der Synthesizer als Quelle dem Gunn-Oszillator
vorzuziehen. Zur Kontrolle dieser zweiten Frequenz, falls nicht der Schlumberger-
Synthesizer benutzt wird, an dem die Frequenz weit Uber die nétige Genauigkeit
hinaus eingestellt und abgelesen werden kann (in Schritten von 40 Hz), wird ein Tell
dieses Signals mittels eines 10db-Richtkopplers (Narda 3003-10) auf den oben
beschriebenen mw-Zéahler gegeben, an dessen Eingang Uber ein weiteres Relais

(Dow Key 401-2308) ausgewahlt werden kann, ob das Signal der originalen oder das

® Nach dem 1963 von J. B. Gunn gefundenen Effekt der Stromoszillationen im mw-Bereich in
Halbleitern durch Anlegen einer gro3en Spannung.
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dieser zusétzlichen Quelle Uberwacht werden sollen. Zur Einstellung der mw-

Leistung auf diesem Kanal folgt ein variabler Abschwacher (Narda 791FM).

Danach gelangt das mw-Signal zu einem doppelten Isolator (Aerotek FG1-1
L1FFL1), der die von einem nachfolgenden PIN-Schalter (HP 33144A) in
geschlossenem Zustand reflektierte Leistung absorbiert. In gedffnetem Zustand
dieses PIN-Schalters wird das Signal dem o.g. 2-Wege-Leistungsverbinder
zugefihrt, dort mit dem Signal der urspriinglichen Quelle kombiniert und in die

Hochleistungs-Pulsform-Einheit geleitet.

2.1.3.3 Erzeugung der Hochleistungspulse

Ein schneller PIN-Schalter (Miteq S136ADU1) mit Schaltzeiten < 2 ns wird als
eigentlicher Pulsformer verwendet. Da auch dieser Schalter in geschlossenem
Zustand reflektiv ist, wurde ihm ein Isolator (Midisco M312040) vorangestellt. Die auf
diese Weise erzeugten Pulse werden zuerst von einem GaAs-Verstarker
(AMA2040B) mit einem Verstarkungsfaktor von ca. 45 dB auf +30 dBm angehoben.
Dies ist notwendig, um nach Abzug der Verluste durch einen weiteren |solator
(Midisco M312040) und einen 10dB-Richtkoppler (Narda 3003-10), der zum Zwecke
der Beobachtung der Anregungspulse eingeftgt ist (siehe Abschnitt 2.1.4.2), den
gepulsten 1kW-TWT-Verstarker (Litton 624, ,Traveling Wave Tube® dt.:
Wanderfeldréhre) mit einem Verstarkungsmalfl von 35 dB voll auszusteuern, so dal®
das von ihm zusétzlich erzeugte Rauschen minimiert und damit die Empfindlichkeit
nicht zusatzlich eingeschrankt wird (siehe Kapitel 2.6). Zum Schutz des TWT-
Verstarkers vor Reflektionen durch schlechte Impedanzanpassung folgt ein
Hochleistungsisolator (Microtek 120S40A3). Da fur die meisten Anwendungen
Pulsleistungen von bis zu 100 W ausreichen, wird, statt den Verstarker mit
verringerter Leistung anzusteuern, ein 10dB-Abschwécher (Weinschel WAS6-10) am
Ausgang des TWT-Verstéarkers benutzt, um diesen naher an seiner Maximalleistung

betreiben zu kénnen, wodurch der Signal-zu-Rausch-Abstand maximal bleibt.
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2.1.4 Detektion und Monitore

2.1.4.1 Detektion

Wegen des urspringlichen Konzeptes, das die PELDOR-Einheit noch nicht
beinhaltete, ein mdglichst einfaches und leistungsfahiges gepulstes Spektrometer zu
bauen, wurde gréRerer Wert auf die Empfindlichkeit bei Pulsexperimenten gelegt als
auf solche im cw-Betrieb. Wollte man im Gegenzug dieses Spektrometer auf die
Empfindlichkeit in cw-Experimenten optimieren, ohne die Pulsfunktion aufzugeben,
wirde man einen aufwendigeren Aufbau bendtigen. Dazu gehdrt einerseits wie in
2.1.2 erwahnt die Verwendung einer AFC und zweitens sollten die im folgenden
beschriebenen Schutzeinrichtungen (Limiter und Detektorschutzschalter), die den
Detektionskanal vor den sehr harten Anregungspulsen schitzen, im cw-Betrieb
mittels weiterer Relais umgangen werden, da diese, wie in Kapitel 2.6 beschrieben,
den Uberwiegenden Beitrag zur Rauschzahl des Detektionsarms ausmachen. Als
erstes hinter dem Zirkulator befindet sich zur Beobachtung der vom Resonator
reflektierten Pulse (siehe Abschnitt 2.1.4.2 b) ein 30dB-Richtkoppler (Midisco
MDC6225-30). Es folgt ein Limiter (passiver Diodenschalter zur Leistungs-
begrenzung, Midisco MDC1527P-4-1F), der die nachfolgenden Bauteile vor grof3en
mw-Leistungen, wie sie die Anregungspulse darstellen, schitzt (max.
Transmissionsleistung +17 dBm). Nach einem weiteren Isolator (Sierra Microwave
SMI2040) wird durch einen PIN-Schalter (Miteq S136ADU1) die restliche Leistung
der Pulse um weitere 80 dB abgeschwacht, damit der folgende rauscharme
Detektionsverstarker (Miteq NSM3-0200040-14-L-10P-4, Rauschmal’ = 1,25 dB bei
3,0 GHz, Verstarkungsmal® = 30 dB) nicht durch die Anregungspulse in Sattigung
getrieben wird. Von einer eventuellen Schadigung abgesehen, kann eine Sattigung
des Verstérkers zu einer betrachtlichen Totzeit fihren, so da® die zu messenden
transienten Signale erst Uber die Ausklingzeit des Resonators hinaus verzdgert

verstarkt werden kdnnen.
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Ein 2-Wege-Leistungsteiler (ANAREN 10016-3) liefert die verstarkten Signale
einerseits einer Detektordiode (Midisco MDC1112-S), die zur Einstellung der
Ankopplung des Resonators vor jedem Experiment dient, und andererseits einem
Quadratur-Phasendetektor (Miteq IR0204LC2Q), der sowohl fir cw- als auch fur
Pulsexperimente die hochfrequenten transienten Signale zur Registrierung homodyn
auf niedrige Frequenzen (mit einer Bandbreite von 500 MHz) heruntermischt. Die

Weiterverarbeitung dieser Videosignale wird in Kapitel 2.3 beschrieben.

2.1.4.2 Monitore

Neben der Detektion der transienten mw-Signale fur EPR-Messungen ist es fir
manche Zwecke notwendig, Informationen Uber die mw-Pulse vor und/oder nach

dem Resonator zu erhalten. Das sind im einzelnen:

a) » 1ransmitter Monitor“-Mischer flir Phase Cycling-Experimente

Sollen Messungen mit phase cycling mittels Phasennetzwerk (Abschnitt 2.1.3.1)
durchgefiuihrt werden, so ist zuvor die korrekte Phasenlage der verwendeten Kanéle
zu Uberprifen. Dazu werden von den vorverstarkten Pulsen, wie in Abschnitt 2.1.3.3
erldutert, direkt vor dem Eingang des TWT-Verstérkers 10 dB ausgekoppelt. Von
diesen Signalen werden weitere 10 dB durch einen Richtkoppler (Narda 3004-10)
ausgekoppelt und phasenempfindlich von einem Mischer (Miteq DM0204LW2)
registriert, der sein local-Signal von dem in Abschnitt 2.1.1 erwahnten Leistungsteiler
(ARRA A4200-4) bezieht, wie auch der in b) beschriebene ,Receiver Monitor-
Mischer.
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b) .Receiver Monitor“-Mischer fir Resonator-Testexperimente

Zur Beurteilung der Giute und der Ankopplung des Resonators kann neben der
Ublichen cw-Methode, bei der reflektierte mw-Leistung in Abhangigkeit der mw-
Frequenz beobachtet und ausgewertet wird, auch die ,Reflektion von mw-Pulsen
verwendet werden. Da im Falle von Resonanz natirlich nicht nur Reflektion
stattfindet, sondern Uber Ein- und Ausschwingvorgange mw auch absorbiert bzw.
emittiert wird, ist man hierbei neben dem zeitlichen Verlauf auch an der Phase
interessiert, weshalb direkt nach dem Zirkulator wiederum ein Teil der mw-Leistung
zur Detektion mittels Mischer (analog a)) ausgekoppelt wird, diesmal von einem
30dB-Richtkoppler (Midisco MDC6225-30). Zwischen ihm und dem Mischer (Miteq
DM0204LW2) befindet sich zusatzlich ein 30dB-Abschwécher (MCLI FAS3-30), um

die Leistung der Signale in den Empfindlichkeitsbereich des Mischers zu senken.

c) » 1 ransmitter Monitor“-Diode fir PELDOR-Experimente und technische Tests

An dem zweiten Ausgang des unter a) genannten Richtkopplers befindet sich eine
Detektordiode (Midisco MDC1118-S). Sie wird bei PELDOR-Experimenten bendtigt,
um die Amplitude der Pulse aus der zweiten mw-Quelle mit derjenigen der ersten zu
vergleichen und zu regeln. Da der zuvor beschriebene Mischer sein local-Signal nur
von einer der beiden verwendeten Quellen beziehen kann, kann er auch nur die
Pulse einer Quelle koharent herunter mischen und ist daher fir diesen Zweck nicht

geeignet.
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2.2 Magnetfelder

2.2.1 Elektromagnet

Zur Magnetfelderzeugung wird ein Elektromagnet (AEG EPR-11/25-230) verwendet,
der Uber ein selbstgebautes Interface mittels RS232-Schnittstelle von einem PC
extern gesteuert werden kann (siehe 2.3). Seine Polschuhe haben einen Luftspalt
von 62 mm zur Aufnahme eines Kryostaten (2.4), in dem der Probenkopf montiert ist.

Die Feldinhomogenitat iber das Probenvolumen betrégt weniger als 30 mG.

2.2.2 Magnetfeldmodulation

Als Wechselspannungsquelle fir die Feldmodulation wird ein Synthesizer (HP
3325A) verwendet, der Sinusschwingungen bis zu einer Spannungen von 10 V an
50 Q liefert. Da der Verbraucher aber im wesentlichen aus einer Spule mit einer
Induktivitat von 250 pH besteht (der onmsche Widerstand betragt insgesamt nur ca.
5 Q), werden vor allem bei hohen Frequenzen nicht immer ausreichende Stréme und
damit Modulationsfeldstarken erreicht (bei 10 kHz betragt die maximale Modulations-
amplitude noch 8,8 G, bei 100 kHz nur noch 2,3 G). Deshalb wurde ein Verstéarker
gebaut, der einerseits auch an niedrigen Impedanzen deutlich héhere Strome
erreicht, der aber zusétzlich am Ausgang Uber Kapazitaten von 1 pF, 100 nF, 22 nF,
15 nF bzw. 10 nF verfugt, die, in Serie zur Spule geschaltet, Schwingkreise mit
Resonanzfrequenzen von 10, 30, 70, 80 oder 100 kHz erzeugen. Auf diese Weise
werden auch bei 100 kHz Modulationsamplituden von tber 20 G ohne Verwendung

allzu grof3er Spannungen mdglich.
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2.3 Spektrometersteuerung

Die Steuerung des Spektrometers erfolgt von einem Linux-PC, in den eine GPIB-
Karte eingebaut ist. Uber diese Karte kommuniziert fsc2 (,Frankfurt spectrometer
control 2“) mit den einzelnen Geraten des Spektrometers. fsc2 ist ein von
Jens T. Térring geschriebenes Programm zur Steuerung von cw- und Pulsspektro-
metern, was nicht nur flr das hier beschriebene S-Band-Spektrometer, sondern auch
fir zwei an der FU Berlin gebaute X-Band, ein W-Band- und ein 360GHz-
Spektrometer verwendet wird. Es ist im wesentlichen ein Interpreter von
Programmen, die vom Experimentator zur Beschreibung eines Experimentes in der
sog. ,Experiment Description Language“ (EDL) geschrieben werden. Fir jedes
Gerat, das im Experiment benutzt werden soll, muf3 in C je ein Modul geschrieben
werden, was einen Satz von Funktionen fir die Kontrolle jener Geréate definiert.
Daher ist es relativ einfach mdglich, eines der Geréte auszutauschen oder ein neues
hinzuzufligen, ohne an fsc2 selbst Veranderungen vornehmen zu missen. Es mul}
lediglich ein neues C-Modul geschrieben werden. Die im Moment zur Verfliigung
stehenden Module bzw. die von ihnen kontrollierten Gerate werden nachfolgend

zusammengefalit:

Im Falle von Pulsexperimenten wird als Transientenrekorder Ublicherweise ein
Digital-Speicher-Oszilloskop (Tektronix TDS 754A) verwendet. Dieses Gerat ist in der
Lage, mit einer Rate von etwa 200 Hz Datenziige a 500 Punkte zu mitteln.

In Fallen sehr kurzer Relaxationszeiten, die eine gréiere Wiederholrate erlauben, ist
es mdglich, einen sog. ,Boxcar-Averager® zur Aufnahme und Digitalisierung der
Daten zu verwenden, der mit bis zu 10 kHz arbeitet. Dieser besteht aus einem
.Power Supply & Display Module* SR280, einem schnellen Vorverstarker SR240,
einem ,Gated Integrator & Boxcar Averager‘ SR250 und einem ,Computer Interface®
SR245 von Stanford Research Systems. Diese befinden sich in einem NIM-

Uberrahmen (Nuclear Instrument Module Standard).
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Mit einem Pulser (Tektronix DG2020) wird das Timing aller aktiv zu schaltenden
Bauteile durchgefiihrt. Das sind einerseits alle mw-Schalter, wie Pulsformer,
Detektionsschalter, Phasenschalter und fir PELDOR die beiden Schalter zum
.fogglen® zwischen beiden mw-Quellen und andererseits das Triggern des
Oszilloskops, bzw. Boxcar-Integrators und das Ansteuern des Gates des TWT-
Verstarkers. Da dieses TWT-Gate einen Schaltpegel von +10 V benétigt, der Pulser
aber nur Pegel bis max. +7 V ausgeben kann, ist hier eine selbstgebaute Elektronik

zwischengeschaltet, um das Ansteuersignal auf den benétigten Pegel anzuheben.

Die Signale von cw-Messungen werden von einen Lock-In-Verstérker (Stanford
Research Systems SR510) zuerst verstarkt, dann demoduliert, gefiltert und nach

nochmaliger Verstarkung digitalisiert.

Die Magnetfeldmessung geschieht mit einem ,Field Controller® (Bruker B-H15), der
hier lediglich als Gaulimeter verwendet wird. Die Genauigkeit des von seiner Hall-

Sonde registrierten Magnetfeldes betragt etwa 50 mG.

2.4 Probentemperierung

Fur die Temperierung der Proben steht ein Heliumtemperiersystem von Oxford zur
Verfiigung. Der Hauptbestandteil ist ein DurchfluBkryostat (CF935), passend fur den
0.g. Probenkopfhalter. Er bietet ebenfalls mittels Vakuumfenster die Méglichkeit, die
Probe bei den erreichbaren Temperaturen von 3,8 bis 300 K zu belichten. Das
System besteht weiterhin aus einer Membranpumpe (GF3) zur Erzeugung des fur
den Heliumfluld notwendigen Unterdrucks, einem Heliumheber (GFS600) fur den
Transfer des KuhImittels vom Behéalter zum Kryostaten, einem Gasdurchflul3regler
(VC31) und einem Temperaturregler (ITC502).
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2.5 Resonatoren

2.5.1 Einleitung

Die in der EPR registrierten Signale sind der Magnetisierung der Probe proportional.
Die Magnetisierung der Probe steigt linear mit dem angewendeten Magnetfeld,
solange die paramagnetische Suszeptibilitdt fur nicht zu grof3e Magnetfelder
unabhangig von der mw-Leistung bleibt. Durch Verwendung eines Resonators
erreicht man eine Steigerung der mw-Feldstarke damit auch der Empfindlichkeit.
Diese ist fast immer notwendig, da im Vergleich zur "H-NMR drastisch viel weniger
paramagnetische Zentren zum Nachweis zur Verfugung stehen, als Protonen

vorhanden sind, die zu einem NMR-Signal beitragen.

Die urspringlichen und auch heute noch héaufig verwendeten Resonatoren sind
geschlossene Kavitaten, die sich aus den gebrduchlichen zylindrischen oder
rechteckigen mw-Hohlleitern entwickelt haben (z.B. Zylinderresonator TEpys oder
Rechteckresonator TEg,, [K&4R91]). Da man mit solchen Resonatortypen grolle
Guten erreicht, sind sie fir cw-Messungen meist sehr gut geeignet. Fir Messungen
bei hohen Frequenzen werden vielfach Fabry-Pérot-Resonatoren verwendet, die in
héheren TEMgom-Moden arbeiten, wobei m = 4 - 12 ist (z.B. bei 95 GHz: [Bur91] und
bei 250 GHz [Bud89] oder fiir gepulste EPR bei 140 GHz als ,crossed wave guide
Fabry-Pérot-Resonator” [Pri92]).

Far Pulsmessungen sind diese Resonatoren allerdings nur bedingt (d.h. bei sehr
grolRen Frequenzen) geeignet, da sie mit ihren grolen Giiten lange Zeitkonstanten
fur Ein- und Ausschwingvorgange haben und daher groRe Spektrometertotzeiten
verursachen und die Zeitauflésung von gepulsten Messungen verschlechtern (siehe
2.6.2). Einen méglichen Ausweg stellt die Reduktion der Giite durch Uberkoppeln
des Resonators dar, was aber in Verbindung mit den eher schlechten Fill- und

Konversionsfaktoren dieser Resonatortypen einen haufig nicht akzeptablen Verlust
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an Empfindlichkeit impliziert. Eine Resonatorentwicklung speziell zur Messung des
linearen elektrischen Feldeffektes ist der sog. ,Mims-Resonator” [Mim74], der bei
9,2 GHz in Transmission arbeitet und im Vergleich mit einem Rechteckresonator
einen 10fach besseren Konversionsfaktor aufweist. Dieser Typ wurde fir ENDOR-

Experimente weiterentwickelt [Dav78].

Ein groRer Nachteil dieser geschlossenen Strukturen ist, dal} ein Probenwechsel mit
dem Aus- und wieder Einbau des Resonators verbunden ist. Um dieses Problem zu
eliminieren und fir entsprechende Anwendungen auch eine Belichtung der Probe zu
ermdglichen, wurden deshalb viele Resonatoren in Form von offenen Strukturen
entwickelt. Eine Reihe solcher Resonatoren sind aus Vorlagen der NMR fur die
gepulste EPR weiterentwickelt worden, wie z.B. der ,Slotted-Tube-Resonator” (STR,
fir optisch detektierte magnetische Resonanzspektroskopie bei 1 - 10 GHz:
[Meh80]), der ,Folded Half-Wave Resonator® (FHWR, bei 9 GHz: [Lin85]) und der
,Loop-Gap Resonator” (LGR, S- und X-Band: [Fro82], L-Band: [Mom83], Q-Band
[Fro86]). Diese Resonatoren haben auller den o.g. Vorteilen gegenlber
Rechteckresonatoren wegen ihrer geometrischen Anordnung die Eigenschaft,
elektrische und magnetische Felder rdumlich sehr gut voneinander zu separieren,
weshalb sie auch fur Proben mit groRen dielektrischen Verlusten geeignet sind.
Wiederum eine Weiterentwicklung des LGRs stellt der ,Bridged Loop-Gap
Resonator® (BLGR, bei 9 GHz: [Pfe88]) dar, der, bedingt durch seine Geometrie,
nahezu kein elektrisches Feld im Probenraum zuldf3t. Dagegen sind beim
,Helixresonator” [Vol68] die elektrische und die magnetische Feldverteilung praktisch
identisch. Weiterhin finden ,dielektrische Resonatoren® aus synthetischem
Leukosaphir oder &hnlichen dielektrischen Keramiken Verwendung. Sie wurden
urspranglich zur Entwicklung von hochstabilen mw-Quellen eingesetzt, wo man bei
tiefen Temperaturen eine Giite von ~ 10° erreicht [Bra80]. Fir die EPR werden diese

Resonatoren in vielen verschiedenen Bauformen verwendet [Dyk86, Jaw97].

Der erfolgreiche Bau von EPR-Resonatoren durch Herunterskalieren von NMR-
Resonatoren in den mw-Bereich gab Anlal3 dazu, die gleiche Strategie auf weitere
gut erprobte NMR-Resonatoren wie den ,,Alderman-Grant Resonator” (AGR, [Ald79]),
den ,Bird-Cage Resonator (BCR, [Sot86]) und den ,Cross-Ellipse Resonator” (CER,
[Red84]) anzuwenden [Kop98].
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Um bei gepulsten Experimenten den Kompromil3 zwischen gro3er Totzeit bei hoher
Gute oder niedriger Empfindlichkeit bei kleiner Guite zu umgehen, sind zwei Ansétze
mdglich: Ivannikov et al. [lva95] haben einen Hauptresonator mit einer hohen Giite
von Q ~ 7500 mit einem zuschaltbaren Hilfsresonator (Q ~ 1000) versehen, der im
gewilnschten Augenblick die Dissipation der gespeicherten Energie auf eine
Zeitkonstante von t ~ 25 ns beschleunigt. Diese Methode wird allerdings nur flr
wenige spezielle Anwendungen sinnvoll sein, da man auf diese Weise nur eine sehr
schmale Anregungsbandbreite und geringe zeitliche Auflésung erreicht, weil lediglich

lange und weiche Pulse anwendbar sind.

Der weitaus fruchtbarere Weg ist die Realisierung von bimodalen Resonatoren, die
zwei in der Regel orthogonale Moden mit nahe beieinander liegenden
Resonanzfrequenzen besitzen. Dabei miissen die Moden einen rdumlichen Uberlapp
haben, um dort die Probe zu positionieren. Jedoch sollten sie eine moglichst grol3e
Isolation von Hochfrequenzstrahlung gegeneinander aufweisen. Mit solchen
Resonatortypen ist es aulerdem auf einfache Weise mdéglich, die fur Elektron-
Elektron-Doppelresonanzexperimente bendétigte zweite mw-Frequenz einzustrahlen
(beispielsweise durch Kombination eines Zylinderresonators mit einem
Helixresonator: [Vie71]). Weiterhin ist die potentielle Beeintrachtigung der
Empfindlichkeit durch Quellrauschen eliminiert. Eine Isolation von 80 dB und dadurch
eine Reduktion der Totzeit auf 30 ns wird mit einem doppelzylindrischen
Bimodalresonator von Biehl et al. erreicht [Bie82, Bar84], wobei der gemeinsame

Raum beider Moden sehr klein ist.

Eine vielversprechende Neuentwicklung ist der ,Crossed-Loop Resonator® (fur S-
Band [Rin96] und fir L-Band [Rin00]), bei dem der Nachteil eines kleinen
gemeinsamen Raumes beider Moden trotz groRer Isolation stark herabgesetzt
werden konnte. Andere Bimodalresonatoren sind aus den o.g. Grundstrukturen
abgeleitet, wie z.B. der ,Crossed TMq19 Resonator® [Mai80] oder der ,Bimodal Loop-
Gap Resonator” (flr das X-Band [Tsa92], fur das S-Band [Pia96]).
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2.5.2 Charakterisierung

Mit dem in 2.2.2 genannten kommerziellen Probenkopf der Firma Bruker wurde ein
Bridged-Loop-Gap-Resonator mitgeliefert, der bei ca. 3,0 GHz arbeitet und kritisch
gekoppelt eine Gite von ca. 550 besitzt (leer und bei Raumtemperatur). Um erstens
das Problem der langen Totzeit trotz starker Uberkopplung des Resonators zu
verringern und zweitens eine grolRere Auswahl an Betriebsfrequenzen zur Verfliigung
zu haben, wurden unter Bericksichtigung der durch den vorhandenen Probenkopf
gegebenen Beschrankungen weitere BLGR und LGR hergestellt. Im folgenden
Abschnitt werden kurz die Geometrie beider verwendeten Resonatortypen und ihre

Herstellung beschrieben.

2.5.2.1 Design und Herstellung

Als Stitzkérper des mit dem kommerziellen Probenkopf gelieferten BLGR (im
folgenden ,Original® genannt) dient ein zylindrisches Quarzréhrchen mit einer Lange
von 25 mm, einem Innendurchmesser von 5,5 mm und einer Wandstérke von
0,3 mm. Die metallische resonante Struktur hat eine H6he von 10 mm und ist in vier
getrennte Flachen unterteilt. Jeweils zwei dieser Flachen befinden sich an der Innen-
bzw. AuRenwand des Quarzkérpers (Abb. 2.2 a). Die Flachen auf der Innenseite sind
durch zwei diametrale und 0,4 mm breite Aussparungen voneinander getrennt, die
der Aul3enseite durch 2,5 mm breite, wobei die diametralen Achsen der AulRenwand
von oben gesehen (Abb. 2.2 b) um 90° gegen die der Innenwand gedreht ist. Zur
Bestrahlung der Probe mit Licht ist der Resonator auf halber Lange durchbohrt. Der

Durchmesser des Lochs betréagt ca. 2,5 mm.

Die Abb. 2.2 c) zeigt den getffneten Probenkopf von unten mit Resonator,
Ankopplung und Abschirmung. Zur Ankopplung dient der Innenleiter eines starren
Koaxialkabels, welches die eingespeiste mw durch den Probenkopf zum Resonator
leitet. Dieser Innenleiter ist durch die Abschirmung geflihrt, zu einem 90°-Bogen mit
minimal gréRerem Durchmesser als der des Resonators gebogen und schlie3lich an
26



die Abschirmung gel6tet. Die Abschirmung und die Ankopplung sind auf einem
Schlitten befestigt, der Gber das starre Koaxialkabel mittels Hebelmechanismus am
oberen Ende des Probenkopfes relativ zum Resonator in axialer Richtung bewegt
werden kann, um den Abstand der Ankoppelschleife zum Resonator und damit den

Kopplungsgrad zu variieren.

E—-—Mmm—:-;
I =)

g————— 1§ mm ———

Abb. 2.2 Original BLGR von der Seite a) und von oben b) und seine Positionierung in der Abschirmung incl.

Ankopplung c). Alle BLGRs sind nach dieser Vorlage gefertigt. d) zeigt einen LGR von oben.

Wegen des o0.g. Mechanismus und der Geometrie der Ankopplung waren dem
wahlbaren Durchmesser und der H6he sehr enge Grenzen gesetzt. Fir alle
Resonatoren dienten daher Quarz- oder Duranglasréhrchen von sehr &hnlichen
Abmessungen als Grundkdérper: Die Lange betrug 25(1) mm, der AuRlendurchmesser

27



6,1(1) mm und die Wandstarke 0,3(1) mm. Ein BLGR (,Al_BLGR®) wurde durch
Bekleben des Quarzréhrchens mit 4 Rechtecken aus 16 pm starker Alu-Folie mittels
2K-Kleber (,UHU plus endfest 300“) hergestellt. Alle anderen BLGR (,Ag_BLGR_1*
bis ,Ag_BLGR _4“) wurden durch Beschichten der Réhrchen mit Leitsilberlack (von
Conrad Elektronik) in mehreren Lagen hergestellt. Dabei muld die leitende Schicht
mindestens eine Dicke d‘ aufweisen, die gréRer ist als die Eindringtiefe d der mw
gegebener Frequenz v flr dieses Material. Diese Eindringtiefe ist diejenige
Oberflachenschichtdicke, auf die die Stromdichte des hochfrequenten Wechsel-

stromes aufgrund des induktiven Widerstandes beschrankt wird (,Skineffekt®,

d=|-P
T,V

Der spezifische Widerstand des verwendeten Materials Silber betragt p = 0,016 pQm

[Ber99]). Sie ist gegeben durch:

(bei einer Temperatur von T = 20°C). o = 4m 107 N/A? ist die magnetische
Feldkonstante. Damit ergibt sich fir eine typische Frequenz von v = 3 GHz eine
Eindringtiefe von d = 1,2 uym. Die tatsachliche Schichtdicke konnte Uber die
Berechnung der Flachen des Resonators, die Dichte des leitenden Materials und die
Bestimmung des Massenunterschiedes vor und nach der Beschichtung kontrolliert
werden. Nach dem Beschichten wurde der Lack an der Luft getrocknet und nach
Einfligen der 4 Spalten und Begradigung aller Rénder in einem Ofen bei 650° C
(auRer ,Ag_BLGR_3“) eingebrannt.

Jeder LGR (,Cu_LGR_1“ bis ,Cu_LGR_3%) besitzt eine aus einem Rechteck von
0,2 mm starken Kupferblech geformten Leiterschleife, die entsprechend der
Abb. 2.2 d) um ein Quarzréhrchen gebogen ist. Bei diesem Resonatortyp bedarf es,
entsprechend den Ausfihrungen des vorigen Abschnitts, bei gegebenem Umfang
von ca. 20 mm einer relativ grolRen Kapazitdt, um eine Resonanzfrequenz im S-Band
zu erreichen. Deshalb muf3 die Flache des kapazitiven Elementes durch Ausbildung
zweier ,Fahnchen®, welche wegen des von der Abschirmung begrenzten Raumes
maximal 3 mm lang sein konnten, stark vergréRRert werden. Da diese Mallnahme
noch nicht ausreichte, wurden =zuséatzlich Dielektrika zwischen die F&hnchen

eingebracht.
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2.5.2.2 Resonanzfrequenz und Gite

Die wesentlichen Kriterien eines EPR-Resonators sind neben der Resonanzfrequenz

Vo seine Glte Q, die man wie folgt definieren kann [Feh57]:

o, -gespeicherte Energie
Verlustleistung

GuteQ= mit o, =27nv,

und bei idealer Anpassung, d.h. verlustfreier, kritischer Kopplung:

o, - gespeicherte Energie
Generatorleistung

GiuteQ=

Die Giite ist ein MaR fiir die Uberhéhung des Magnetfeldes By der mw, die zu einer
gréBeren Absorption und damit einer Steigerung der Empfindlichkeit fihrt. Im Falle
von Pulsexperimenten soll die Zeitkonstante t© des Resonators fir Ein- und
Ausschwingvorgange moglichst klein sein, um die Totzeit zu minimieren. Weiterhin
ist eine moglichst groRe Anregungsbandbreite fir den Uberwiegenden Teil aller
biologisch relevanten Proben wegen ihrer spektralen Breite winschenswert. Die
zuletzt genannten Anforderungen konkurrieren jedoch aufgrund des invers
proportionalen Zusammenhangs von der Halbwertsbreite Aw des Resonators mit

seiner Gite Q:

Q=wy/Aw

Bei vielen Pulsspektrometern, die auch fir cw-Betrieb geeignet sind, werden
Resonatoren verwendet, die in kritisch gekoppeltem Zustand eine ausreichende Giite
fur empfindliche cw-Experimente besitzen, die aber fir Pulsexperimente zur
Erniedrigung der Gite und damit der Totzeit Gberkoppelt werden. Die Alternative
ware, entweder einen Resonator zu verwenden, der schon konstruktionsbedingt eine

deutlich reduzierte Gute durch erhohten ohmschen Widerstand besitzt, oder aber
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durch Einbringen von Material mit grof3en dielektrischen Verlusten (z.B. antistatische
Verpackungsfolie) eine urspriunglich hohe Gite herabzusetzen. Im ersten Fall ware
die Reduktion der Gite irreversibel, so dal} dieser Resonator flr cw-Experimente
unbrauchbar ist. FUr beide Falle wurde von Rinard et al. [Rin94] gezeigt, dal} sowohl
die Echoamplitude als auch der Konversionsfaktor (siehe 2.5.2.4) im Vergleich zu
einem Uberkoppelten Resonator mit der selben Gite kleiner sind.

Die Ersatzschaltung fur einen Reflektionsresonator besteht gemal Abb. 2.3 aus
einem Reihenschwingkreis mit einem ohmschen Widerstand R, einer Induktivitat L
und einer Kapazitat C, der tUber einen (als ideal angenommenen) N:1-Transformator
eine Anpassung an die Impedanz Z;, des Generators erfdhrt, der eine

Wechselspannung der Amplitude Vg erzeugt.

— ——
Z, R

O

Abb. 2.3: Ersatzschaltbild eines Reflektionsresonators mit Ankopplung an einen Generator

Die Impedanz Z dieses RLC-Reihenschwingkreises setzt sich zusammen aus einem
reellen Anteil, dem Wirkwiderstand R und einem imagindren Anteil, der einen

induktiven und einen kapazitiven Beitrag enthalt:

Z-RtioL+_—
ioC
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Wenn die Kreisfrequenz o den Wert

1

RN

annimmt, werden die beiden imagindren Anteile von Induktivitdt und Kapazitat
entgegengesetzt gleich grof3, d.h. der Blindwiderstand verschwindet. Die Impedanz
wird reell, ihr Betrag minimal und damit der Strom durch den Schwingkreis maximal.
Die Breite Aw dieser Resonanz wird als Halbwertsbreite der Leistungsresonanz
definiert. Folglich ist es die Breite der Stromresonanz, bei der der Strom um einen
Faktor 1/2 in Bezug auf v, abgesunken ist. Fir diese Frequenzen werden
Blindwiderstand und Wirkwiderstand gleich gro. Diese Breite wird von der

Dampfung bestimmt, die ihre Ursache in dem ohmschen Widerstand R hat [Ber99]:

A(u:E
L

Damit folgt aus der Definition der Giite im unbelasteten Fall:

zw_oL:\F/R
% R C

Die Wirkung der Ankopplung kann als N:1-Transformator (mittels N Windungen der
Primar- und einer Windung der Sekundarspule) beschrieben werden, der fir eine

Impedanzanpassung sorgen soll:
R=NZ,

Fur den Fall einer beliebigen, im allgemeinen nicht kritischen Ankopplung wird der

Kopplungskoeffizient § definiert als:
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Far kritische Kopplung ist B = 1, d.h. die Impedanzanpassung ist ideal und es findet
vollstandige Leistungslbertragung statt. Fur unterkritische (B < 1) und Uberkritische

Kopplung (B > 1) tritt teilweise Reflektion der Quellenleistung ein.

Da die Ankopplung des Resonators einen zusatzlichen Verlust darstellt, wird seine
Glte gemaR der zusétzlichen, vom Resonator aus gesehenen Last BR = N?Z,

erniedrigt:

L
Q=—2—
- (1+BR
Der Kopplungskoeffizient B bestimmt den Anteil der reflektierten Leistung Kp und den
Anteil der dem Resonator Ubertragenen Leistung Tp in Bezug auf die eintreffende

Generatorleistung [Rin94]:

KP:(1_B)2 T. =1-K, 4p

Die einfachste Methode zur groben Bestimmung der Gite besteht darin, die mw-
Frequenz durchzufahren und dabei die reflektierte mw-Leistung zu beobachten.
Anhand des ,Resonatordips“ kann die Frequenz und die Halbwertsbreite des
Resonators ausgemessen und seine Ankopplung eingestellt werden. Die Gite auf
diese Weise zu bestimmen, birgt zwei gravierende Nachteile. Erstens ist die
Bestimmung der Halbwertsbreite immer mit einem grof3en Fehler durch die
Nichtlinearitat des verwendeten Detektors behaftet, was mittels Eichkurve korrigiert
werden muf, falls man quantitative Vergleiche machen will. Zweitens stdren
frequenzabhangige Amplitudenschwankungen und netzwerkbedingte Reflexionen die
Bestimmung des Referenzpunktes fiir vollstdndige Reflexion. Dies gilt besonders flr
den Fall einer starken Uberkopplung des Resonators bei Pulsexperimenten (siehe
Abb. 2.4).
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Abb. 2.4: Dips des Resonators Ag_BLGR_4 bei T = 10 K ohne Probe in kritisch gekoppeltem Zustand (blau), in
mechanisch grofitmaoglich Gberkoppeltem Zustand ohne Probe (griin) und mit Probe (4mm-EPR-R6hrchen mit

Toluol gefillt, rot).

In blau ist der Dip des Resonators Ag_BLGR_4 bei einer Temperatur von T = 10 K in
kritisch gekoppeltem Zustand ohne Probe dargestellt. Man erkennt die scharfe
Resonanz, die bei 3,594 GHz nahezu vollstédndige Absorption der eingestrahlten mw-
Leistung zeigt. Auch aulerhalb der Resonanz ist die detektierte Leistung stark

frequenzabhé&ngig, was die genaue Bestimmung der Gite beeintrachtigt.

Die griine Kurve zeigt den Resonatordip in stark Uberkoppeltem Zustand. Es findet
nun auch bei der Resonanzfrequenz eine betrachtliche Reflektion statt. Die
reflektierte Leistung betrdgt etwa 60% der Generatorleistung, woraus fur den
Kopplungskoeffizient folgt, dal® entweder § ~ 0,13 oder 3 ~ 7,9 betragt. Wegen der
quadratischen Abhé&ngigkeit der Leistung vom Kopplungskoeffizienten, 1aRt sich aus
einer Resonanzkurve alleine grundsatzlich nicht zwischen unterkritischem (B < 1)
oder Uberkritischem (B > 1) Zustand schlieRen. Dal® es sich um Uberkritische
Kopplung handelt, ist aus der Tatsache zu schlieRen, dal} die Halbwertsbreite der
grinen Kurve im Vergleich zur blauen deutlich erhéht wurde, was einer Reduktion

der Gute gleichkommt.
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Die rote Kurve zeigt den Resonatordip nach Einfihrung eines 4mm-EPR-R&hrchens,
welches mit Toluol geflllt ist. Trotz unverdnderter Ankopplungseinstellung findet
durch dielektrische Verluste im Losungsmittel eine starkere Reflektion statt, wodurch
die Gute weiter herabgesetzt wird. In der folgenden Tabelle 2.1 werden die Werte flr
die Resonanzfrequenz, die Halbwertsbreite und die daraus folgende Gute fir die drei
gezeigten Zustande gegenuber gestellt.

Frequenz vo [MHz] | Halbwertsbreite Av [MHZz] Gute

Kritisch, leer 3594 3,9 920
Uberkritisch, leer 3598 15,5 230
Uberkritisch, mit Probe 3584 17,5 205

Tab. 2.1: Guten des Resonators Ag_BLGR_4 ermittelt aus Graphen der Abb. 2.4.

2.5.2.3 Zeitkonstante

Fir gepulste Experimente bei den fir dieses Instrument gewahlten niedrigen
Betriebsfrequenzen wird das Zusammenspiel von Totzeit und Empfindlichkeit

besonders bedeutungsvoll.

Die Zeitkonstante t flr das Ausklingen des Resonators ist gegeben durch den

Kehrwert der Halbwertsbreite Am:

P(t) — e—Amt — e_%

P

max

Dabei ist P(t) die Leistungsabgabe des Resonators zur Zeit t und Ppnax die
Maximalleistung. Da bei konstanter Gute Q die Halbwertsbreite Aw mit der Frequenz
oy linear abnimmt, verlangert sich die Zeitkonstante t ebenso linear. Die Totzeit eines
Pulsspektrometers kann als Zeit definiert werden, die vergeht, bis die Leistung des

angeregten Resonators bis auf Rauschniveau ausgeklungen ist.
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Je nach Spektrometer betrdgt der Leistungsabstand zwischen Anregungspuls und
Rauschen ca. 140 dB [Gor88, Mim72a)]. Als Beispiel sei hier ein Vergleich zweier
Resonatoren Rs und Ry mit identischer Gite von Q = 100 gegeben, deren
Resonanzfrequenzen bei ws = 2n 3 GHz bzw. bei wx = 2 9 GHz liegen. Die fir das

Ausklingen bis auf —140 dB benétigte Zeit t4 kann Uber

:(—t)=—140dB=1o—14=exp(_gt") = tg=-In(107)=

max

berechnet werden und betragt fur

ws = 2n 3 GHz: tass =171 ns
wx =21 9 GHz: tax =57 ns

Fur die angenommene Reduktion der Frequenz um einen Faktor drei ergibt sich also
entweder eine um diesen Faktor l&ngere Totzeit bei gleicher Glte oder bei konstant
gehaltener Totzeit durch weitere Reduktion der Guite auf ein Drittel (ohne
Berucksichtigung der technischen Schwierigkeiten) ein entsprechender Verlust an
Empfindlichkeit.

Im Gegenzug dazu sind bei héheren Frequenzen (Ku-Band und dartber hinaus) die
Probleme der Totzeit weit weniger relevant, da die auftretenden Zeitkonstanten der
Resonatoren auch mit deutlich héheren Giten noch unterhalb der durch andere mw-
Komponenten, wie z.B. PIN-Schalter oder TWT-Verstérker, verursachten Totzeit
liegen [Bor97]. Daher ist in niedrigen Frequenzbéndern (S-Band und darunter) haufig
die Zeitkonstante ein limitierender Faktor.

Durch die Beobachtung der Reflektion von mw-Pulsen am Resonator mit Hilfe des
Receiver-Monitors (siehe 2.1.4.2) kdbnnen sowohl diese Zeitkonstante T und darliber
die Gute Q als auch der Kopplungszustand [ ermittelt werden. In Abb. 2.5 a) ist das
Reflektionssignal des Receiver-Monitor-Mischers von einem Puls, der 400 ns lang

und in Resonanz zum kritisch gekoppelten Resonator Ag_ BLGR _4 ist, dargestellt.
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Die Einschalt- und die Ausschaltflanke besitzen unterschiedliche Polaritdten, d.h. die
Phase dreht sich um 180°. Durch die phasenempfindliche Detektion ist es méglich,
zwischen mw zu unterscheiden, die den Resonator passiert hat und dann emittiert
wird (positive Polaritat), und solcher, die schon vor Eintritt in den Resonator
reflektiert wird (negative Polaritat). In diesem Bild stellt sich die Reflektion eines
idealen, nicht resonanten Pulses als Rechteck mit negativer Polaritdt dar, dessen
Amplitude die Amplitude der eintreffenden mw repréasentiert. (Die kleinen Stérungen
kurz vor dem Ausschalten sind nicht dem Resonator zuzuschreiben, sondern werden

vom Pulsschalter verursacht.)

.. aj

5
3!
=
=]

M

L
T o
b3

u] 1°0 el inn 400 RN 00 e FCC L)
Lall [rs]
- 7

—_ b) L)

=1

E_-' o -

5

=

i

F

a s Ll 2uL L u] 'z i Er 200
2l e il ‘nr)

Abb. 2.5: Reflektionen von resonanten Pulsen am Resonator Ag BLGR 4 bei T = 10 K. a): kritisch gekoppelter,
leerer Resonator bei einer Pulslange tp = 400 ns, b): Uberkritisch gekoppelter, leerer Resonator bei tp = 300 ns

und c): Uberkritisch gekoppelter Resonator mit Probe bei tp = 300 ns.
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Die Halbwertsbreite A®w des Resonators bestimmt im Falle von Resonanz die
Zeitkonstante 1 flr das Aufbauen von elektromagnetischer Energie im Resonator. Mit
der gleichen Zeitkonstante baut sich folglich auch die Emission auf, die der
eintreffenden mw entgegen gerichtet ist. Auf diese Weise wird einem Gleichgewicht
zugestrebt, dessen Lage vom Kopplungszustand [ abhangt. Bei idealer
Impedanzanpassung (B = 1) kompensieren sich die ein- und die auslaufende Welle,
so dald kein Signal zurick zum Zirkulator und damit in die Detektion lauft. Bei

Uberkritischer Kopplung (B > 1), wenn also die einlaufende Welle eine Impedanz

sieht, erreicht den Detektor ein Emissionssignal (> 0) mit der Phase entgegen
derjenigen der nichtresonanten Reflektion. In Abb. 2.5 b) ist daher der
Einschaltvorgang von einer Phasenumkehr begleitet und der ,steady state“ wird bei
einem positiven Signal erreicht. Durch den erhéhten Kopplungskoeffizienten sieht der
Resonator die gréRere Last

N°Z,=pR>R.

Dadurch erhéht sich die Bandbreite Av und die Zeitkonstante T nimmt ab:

Q L

o, (1+B)R

Bei unterkritischer Kopplung (B < 1), sieht die einlaufende Welle die Impedanz

R Z
W:—O>ZO
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In diesem Fall hat das Reflektionssignal (< 0) die Phase der mw-Quelle; es findet
also (wie bei kritischer Kopplung) keine Phasenumkehr wéhrend des Pulses statt,
sondern erst nach Abschalten der mw, wenn die im Resonator gespeicherte Energie
emittiert wird. Abb. 2.5 c¢) zeigt durch den zusétzlichen Verlust in der eingeflhrten
Probe eine noch stéarkere Reflektion und eine noch etwas schnellere Zeitkonstante 7.
Die Zeitkonstanten 1g, und tays flr den Einschwing- bzw. den Ausschwingvorgang
und die daraus folgenden Giten fur die drei beschriebenen Zustande sind in Tab. 2.2
zusammengestellt. Diese Zeitkonstanten sind allerdings nicht mit der oben
beschrieben Zeitkonstante t fir die Dissipation von Leistung zu identifizieren, da sie
von Signalen eines spannungsdetektierenden Mischers stammen. Wegen der

Proportionalitat der Leistung P mit dem Quadrat der Spannung U gilt:

2
Pt _g% (%} _e T o 1:%“" = Q=nv,1y

max max

Hierbei ist ty die Zeitkonstante des Einschwing- bzw. Ausschwingvorgangs flr
Detektoren, deren Ausgang proportional zur Eingangsspannung ist. Hierfir werden

die Werte von 1gj, und ta,s €ingesetzt.

Frequenz vo [MHZz] | Zeitkonstanten Tays / Tein [NS] Gute

Kritisch, leer 359410 56 /57 630 /645
Uberkritisch, leer 3597.,05 16,0/ 16,5 181 /186
Uberkritisch, mit Probe 3577,43 13,5/14,0 152 / 157

Tab. 2.2: Guten des Resonators Ag_BLGR 4, ermittelt aus den Graphen der Abb. 2.5.
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Der Vergleich mit den Guten aus 2.5.2.2 zeigt, dal® diese im Fall der kritischen
Kopplung etwa 50% und in den Féllen tberkritischer Kopplung etwa 25% hdéher sind
als die aus den Zeitkonstanten ermittelten Werte. Da die Kennlinie der Detektordiode
im Bereich kleiner Leistungen eine andere Charakteristik als bei grofder Leistung
besitzt, kénnen (speziell bei kritischer Kopplung) die Resonatordips nicht auf diese
Weise zur prazisen Ermittlung der Gite herangezogen werden. Die Ublicherweise
auftretenden Totzeiten ty von 200 - 220 ns bestéatigen die aus den Zeitkonstanten
ermittelten Guten:

t, =—In(~140dB) L =—In(10*) 2 =215ns
(O] (O]

Hierbei ist Q = 150 und w = 2n 3,577 GHz entsprechend der Werte aus Tab. 2.1 fir

den Uberkritisch gekoppelten Fall mit Probe.

2.5.2.4 Konversionsfaktor

Ein weiteres, fur Pulsexperimente besonders wichtiges Mal} eines Resonators ist der
Konversionsfaktor k, der bei gegebener Giite Q das Verhaltnis von B4-Feldstarke zu

Pulsleistung angibt [Pri97]:

Die Bs-Feldstarke l1aRt sich am einfachsten dadurch bestimmen, dal man die
Amplitude eines Echos, das durch eine 2-Puls-Sequenz erzeugt wird, Uber die
Pulsléngen tpy bzw. tp, und die mw-Leistung P optimiert. Es handelt sich dann
beispielsweise um Pulse mit den Flipwinkeln /2 und . Ist der Flipwinkel © bekannt,

kann die Bi-Feldstarke wie folgt bestimmt werden [Sch91):

O=v.B,tp

e
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Dabei ist y. = 1,76 10" rad/Gs das gyromagnetische Verhaltnis des freien Elektrons.
Fur den Resonator ,Original® betragt bei einer Leistung von P = 10 W die n-Pulslange
t: = 20 ns, was einer By-Feldstarke von 8,9 G entspricht. Daraus folgt bei einer Gite

von Q = 200 fiur den Konversionsfaktor:

"Original®  — =20 M%W

Mit dem auf eine Gite von Q = 150 Uberkoppelten Resonator Ag_ BLGR_4 wird eine
optimale Echoamplitude fur eine n-Pulslange von t; = 30 ns bei einer Leistung von
P = 11 W erreicht. Die Bs-Feldstarke betrdgt dabei 6 G, was den folgenden

Konversionsfaktor liefert:

Ag BLGR 4 o K:15MT\/W

Der Resonator Cu_LGR_2 besitzt in Uberkoppeltem Zustand eine Gite von Q = 80.
Die grofdte Echoamplitude wird bei einer n-Pulslédnge von t; = 55 ns (B1 = 3,2 G) und

einer Leistung von P = 3,7 W erreicht, so dal3 der Konversionsfaktor

Cu LGR 2 — =18 “%W

betragt.
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2.5.3 Zusammenfassung

In Tab. 2.3 sind alle im S-Band zur Verfugung stehenden Resonatoren mit ihren
Resonanzfrequenzen und Guten fur kritisch bzw. Uberkritisch gekoppelte Zustéande
aufgelistet. Die angefiihrten Eigenschaften hangen lediglich im Fall des Resonators
,Loriginal“ wegen seiner Symmetrie nicht von der Einbaulage ab. Alle anderen
Resonatoren, die, wenn auch nur leichte, Asymmetrien aufweisen, zeigen zum Teil
grol3e Variationen in Bezug auf die zuganglichen Kopplungszustéande. Z.B. kann der
Resonator Cu_LGR_1 nur in bestimmter Einbaulage kritisch gekoppelt werden. Die
Resonanzfrequenzen zeigen dagegen bei beiden Resonatortypen in diesem Bezug
nur sehr geringe oder keine Abhangigkeit. Bei den Tests der LGR, die sehr kleine
Zeitkonstanten von ca. 6 ns aufweisen, hat sich gezeigt, dal} die Totzeit dann nicht
mehr durch das Resonatorklingeln bestimmt ist, sondern von der Zeit, die das TWT-
Gitter zum Abschalten benétigt. Nach kleinen Justierungen an den
Steuerspannungen der TWT konnte diese Zeit auf ca. 160 ns reduziert werden.

Resonator Res.-Frequenz Giite, Giite,
[GHZ] kritisch uberkritisch

Original 2,97 — 2,99 500 — 600 150 — 200
Al BLGR 3,65 — 3,67 ~ 150 -

Ag BLGR 1 3,11 -3,12 ~ 200 -

Ag BLGR 2 3,44 — 3,49 ~ 300 ~ 400
Ag BLGR 3 (nicht gebrannt) ~ 3,45 - -

Ag BLGR 4 3,58 — 3,61 ~ 250 150 — 200
Cu LGR 1 3,33 — 3,36 100 — 150 -

Cu LGR 2 3,04 — 3,08 100 — 150 ~ 80
Cu LGR 3 2,73-2,74 100 — 150 ~ 100

Tab. 2.3: Ubersicht Resonatoren: Frequenzen und Giiten fiir kritische bzw. tiberkritische Kopplung bei RT.

Die Werte der Tab. 2.3 gelten fir Raumtemperatur. Durch Abkulhlen auf Helium-
temperaturen steigen die Giaten im kritisch gekoppelten Fall deutlich an. Zum
Beispiel besitzt der Resonator Ag BLGR_4 bei einer Temperatur von T = 10 K eine
Gute von etwa Q = 650, also etwa einen Faktor drei gr6Rer als bei RT. Bei stark
Uberkritischer Kopplung fiir Pulsexperimente andert sich die Gite dagegen nur

unwesentlich mit der Temperatur.
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Um die wesentlichen resonatorbedingten Unterschiede zwischen S- (durchgezogene
Linie) und X-Band (gestrichelte Linie) darzustellen, sind in der folgenden Abb. 2.6 in
doppelt-logarithmischem Malstab verschiedene mefdtechnische Gréflen gegen die
(als im Bereich von 10 bis 1000 frei wahlbar angenommene) Resonatorgiite
aufgetragen. In dem oberen Teilbild in blau sind die Resonatorbandbreiten Av
gezeigt, die sich direkt aus den jeweiligen Resonanzfrequenzen v = w/2n (S-Band:
3,0 GHz und X-Band: 9,7 GHz) ergeben und umgekehrt proportional zur Gite
sinken. Allein durch die groRere Resonanzfrequenz ist die Bandbreite im X-Band bei
gegebener Gite um mehr als einen Faktor drei groer.

Die im mittleren Teilbild in rot gezeichneten Graphen fur die Totzeit t4 ergeben sich
aus der in 2.5.2.3 verwendeten Formel t4 = -In(140dB) Q/w. Im selben Teilbild in
schwarz sind die minimal sinnvollen n-Pulsldngen eingezeichnet, deren Anregungs-
bandbreite der Resonatorbandbreite aus dem oberen Teilbild entspricht. Hierbei
wurde die in 2.5.2.4 eingefuhrte Beziehung ¥ = v B1 t, verwendet, wobei fur
B+ Werte entsprechend der Bandbreite (Av x 2,803 MHz/G) eingesetzt wurden, da
eine Anwendung von Pulsen mit gréRerer spektraler Breite als es der Resonator
vermoge seiner Bandbreite zulal’t, kaum sinnvoll ist. In diesem Teilbild wird deutlich,
dall man im S-Band sehr stark auf niedrige Resonatorgiten angewiesen ist, da sonst
die Totzeit zu grof® wird. Andererseits 143t im X-Band eine niedrige Guite von Q ~ 100
schon m-Pulsldngen von t, = 5 ns (entsprechen einer Anregungsbandbreite von

ca. 100 MHz) bei vorhandener Leistung zu.

Das untere Teilbild zeigt die Leistung P, die notwendig ist, um bei gegebener Giite
die im mittleren Teilbild dargestellten n-Pulsldngen zu erreichen. Es wurde fir den
S-Band-Resonator hierbei ein Konversionsfaktor von xs = 20 uT/AW (entsprechend
,Original®) eingesetzt. Fir den X-Band-Resonator wurde ein Konversionsfaktor von
kx = 6 uTAW angenommen (aus einer Abschatzung von Parametern fiir ein Hahn-
Echo mit t, = 32/32 ns bei einer Leistung von ca. 32 W). Da in die hierbei verwendete
Formel P = (B4 / x)* / Q die Bandbreite (iber B4) quadratisch eingeht, liegen hier die
Kurven von S- und X-Band besonders weit auseinander. Wahrend im S-Band bei

einer Gute von Qs = 70 sinnvolle n-Pulslédngen von t, = 10 ns mit einer Leistung von

42



etwa Ps = 100 W erreichbar sind, benétigt man dagegen im X-Band bei einer Gite
von Qx = 200 eine Leistung von Px = 1 kW, was der derzeitigen Ausstattung beider
Spektrometer entspricht. Im Falle des S-Bandes ware zur Ausnutzung der

vorhandenen mw-Leistung von 1 kW eine Giite von etwa 30 vonnéten.

10 10’ 10
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Abb. 2.6: Resonatorbandbreite (blau), Totzeit (rot), minimal sinnvolle n-Pulsldnge (schwarz) und bendétigte

Leistung (pink) im Vergleich von S- (durchgezogene Linie) zu X-Band (gestrichelte Linie) in Abhangigkeit der
Resonatorgite
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2.6 Empfindlichkeit

2.6.1 Theorie

In diesem Abschnitt soll die Empfindlichkeit des Spektrometers im Pulsbetrieb zuerst
theoretisch im Vergleich zu einem X-Band-Spektrometer ermittelt werden, um dann
die Ergebnisse der in 2.6.2 beschriebenen Testmessungen daran beurteilen zu
kénnen. Als Mal3 fir die Empfindlichkeit wird wie sehr haufig in der Spektroskopie
das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis (S/N) benutzt, wobei die Signalintensitat von der
Netto-Absorption elektromagnetischer Strahlung durch die Probe abhé&ngt. Die Netto-
Absorption, also der Uberschufl von Absorption zu induzierter Emission, ist
proportional zur Besetzungszahldifferenz der beteiligten Energieniveaus [Hak98]. Fir
ein 2-Niveau-System im thermischen Gleichgewicht betragt die Polarisation An/Zn

entsprechend der Boltzmann-Verteilung®:

—hv
an_e 1
>N efh%T_H

Dabei ist An = n,, - ng die Besetzungszahldifferenz, Zn = n, + ng die Gesamtzahl der
Spinzustande o und B, h das Plancksche Wirkungsquantum' und v die Ubergangs-
frequenz bei gegebenem Magnetfeld By zwischen den beiden Zustédnden und k die
Boltzmann-Konstante. Die Abhangigkeit der Polarisation P von der Temperatur T ist
in der folgenden Abb. 2.7 fir drei verschiedene Frequenzen dargestellt. Die
Entwicklung dieser Exponentialfunktion an der Nullstelle (fir den Fall, dal3 die
Energieaufspaltung wesentlich kleiner als die thermische Energie ist) fuhrt zur
sogenannten Hochtemperaturndherung, die, wie in der Abb. 2.7 ersichtlich, fir
niedrige Frequenzen und hohe Temperaturen gultig ist:

An_ hv

¥n  2kT

% hach Ludwig Boltzmann, *1844, 11906
" nach Max Karl Ernst Ludwig Planck, *1858, 11947
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Abb: 2.7: Temperaturabhangigkeit der Polarisation fir das S- (3,6 GHz), X- (9,7 GHz) und G-Band (180 GHz) mit
den Werten fiir An/Zn bei 4 K und 300 K

Fur die Abbildung sind die drei Frequenzen gewahlt worden, die entsprechend der im
Arbeitskreis zur Verfigung stehenden Spektrometer zugénglich sind. Es sind dies
neben dem hier besprochenen S-Band-Spektrometer ein kommerzielles X-Band-
Spektrometer Elexsys €580 von Bruker, das bei 9,7 GHz arbeitet (siehe 2.7.2) und
ein weiterer Eigenbau, ein gepulstes Hochfeld-Spektrometer mit 180 GHz
Betriebsfrequenz [Roh01]. Erst bei der zuletzt genannten Frequenz und tiefen
Temperaturen ist in der doppelt logarithmischen Darstellung eine drastische
Abweichung von der Hochtemperaturndherung (gestrichelte Linie) zu erkennen. In
der Abbildung sind die jeweiligen Polarisationen fiir die erreichbaren Extremwerte der
Temperatur von 4 bzw. 300 K angegeben. Man sieht, dal} im Gultigkeitsbereich der
Hochtemperaturndherung die Polarisation linear mit der Frequenz steigt, so daf im
Vergleich zu den weitverbreiteten Pulsspektrometern im X-Band, das S-Band-

Spektrometer etwa einen Faktor drei verliert.
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Die magnetische Polarisation An/Zn ist der Magnetisierung My der paramagnetischen
Probe proportional [Sha76]:

An oo ENS(S+1)

B
 n 0 KT 0

Hierbei ist Zn die Anzahl der paramagnetischen Zentren mit dem Spin S. Auler
diesem Beitrag, der vom Spinsystem herrihrt, tragen zur Signalintensitat auch die
Eigenschaften des Detektionszweiges bei. Dessen Verstarkungsfaktor wirkt jedoch
auf die Signale und das Nyquist-Rauschen'?, das am Eingang des Detektions-
zweiges, der sich auf einer Temperatur Tpetektion befindet und eine Bandbreite Av
besitzt, anliegt. Da jedoch der Detektionskanal selbst eine Quelle von Rauschen
darstellt, ist seine Rauschzahl F zu berlcksichtigen. Bei einer Probe mit kleiner und
feldunabhangiger Linienbreite steigt die Signalintensitat linear mit der Gite Q. Da
aber auch das Rauschen mit der Giite wéchst, jedoch nicht linear, sondern = VQ, gilt
fur die Empfindlichkeit nach [Sha76] folgendes:

Qv’®
Unbericksichtigt bleibt hierbei die Frequenzabhangigkeit der Relaxationszeiten, die
jedoch gleichzeitig auch probenabhangig ist, so dall sich keine sinnvolle,
allgemeingiltige Frequenzabhéngigkeit formulieren [&3t. Da das S-Band-
Spektrometer dazu konzipiert wurde, dieselben Proben zu untersuchen, die auch in
dem X-Band-Spektrometer gemessen werden, wurde die Resonatorgeometrie im
S-Band &hnlich der im X-Band gewahlt, weshalb Unterschiede des Volumens und
des Fullfaktors des Resonators und der Anzahl der Spins unbertcksichtigt bleiben
kénnen. Da sich auch die Architektur der Detektionszweige nur geringfligig
unterscheidet (im wesentlichen durch einen zusatzlichen Limiter im S-Band, siehe
2.1.4.1), kann auch der EinfluR der Rauschzahl vernachlassigt werden. Wenn man
als typische Werte fir das S-Band vs = 3,0 GHz bei einer Giute von Qs = 150 und fur
das X-Band vx = 9,7 GHz bei einer Gute von Qx = 200 einsetzt, so betragt die

relative Empfindlichkeit von X- zu S-Band:

. . X _
Theorie : /S =43

"2 nach Harry Nyquist, *1889, 11976
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2.6.2 Testmessungen

Zur Ermittlung der Empfindlichkeit wurden mit diversen Testproben Puls-Messungen
sowohl an diesem Spektrometer als auch an einem kommerziellen gepulsten X-
Band-Spektrometer Elexsys €580 von Bruker durchgefuihrt. Im Falle der langsam
relaxierenden Testproben (Perylenkationenradikal-Salz, [Dob87] und y-bestrahltes
Quarzglas, [Eat93]) wurde der freie Induktionszerfall (FID, [Hah50a]) und bei allen
anderen Proben, deren FID wegen zu schneller Relaxation unbeobachtbar ist, ein
Hahn-Echo [Hah50b] registriert und dessen Amplitude durch die Rauschamplitude
geteilt. Hierbei gilt als Rauschamplitude die Standardabweichung der Detektor-
ausgangsspannung in einem signalfreien Zeitbereich [Sha76]. Die auf diese Weise
erhaltenen S/N, die fir das S-Band und das X-Band unter méglichst identischen
Bedingungen gewonnen wurden, geben ein Mal} fur die relative Empfindlichkeit
dieses Eigenbau-Spektrometers im Vergleich zu einem gebrauchlichen Puls-X-Band-

Spektrometer.

Die im Rahmen dieser Testmessungen verwendeten Proben waren neben den oben
genannten Proben BDPA ((o,y)-Bisdiphenylen-B-phenylallyl), Tempo (2,2,6,6-
Tetramethyl-piperidin-1-oxyl) und Galvinoxyl in verschiedenen Konzentrationen von
ca. 0,imM bis 5 mM, sowie y-bestrahltes Calciumformat. Reprasentativ fur viele
vergleichende Messungen sollen hier nur die Ergebnisse von zwei Proben dargestellt

werden:

e FIDs vom o.g. Perylenkationenradikal-Salz und

¢ Hahn-Echos von einer Probe aus Holzkohle.
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Perylen-FIDs:
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Abb: 2.8: Perylen-FIDs im S-Band bei 3,0 GHz (oben) und im X-Band bei 9,6 GHz (unten)

Die Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Die Pulsl&ngen betrugen
30 ns (im S-Band) bzw. 32 ns (im X-Band). Die Bandbreiten fir die Videosignale
waren auf ahnliche Werte gesetzt: 250 MHz im S-Band und 200 MHz im X-Band. Die
dargestellten Signale sind ,Einzelschisse“, d.h. es wurde keine Mittelung
durchgefihrt. Um bei der Messung der Signalamplitude stérende Einflisse, wie
Magnetfeldinstabilitdten oder nicht optimale mw-Phase, zu minimieren, wurde das
Magnetfeld um einige 100 mG auflier Resonanz gefahren, was zu den in den
Spektren sichtbaren Oszillationen von 1 - 2 MHz fihrt. Die normierten Anfangs-
signale der FIDs ergeben im Verhaltnis zu den zwischen 20 und 36 ps ermittelten
Standardabweichungen der Rauschsignale im S-Band ein S/N von 9,5 und im
X-Band ein S/N von 21. Fir diesen Fall betragt also die relative Empfindlichkeit X/S

von X- zu S-Band-Spektrometer:

_ . X/ _
Perylen—FIDs : /8_2,2
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Kohle-Echos:
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Abb: 2.9: Echos einer Kohleprobe im S-Band bei 3,0 GHz (oben, 100 Mittelungen) und im X-Band bei 9,6 GHz

(unten, 10 Mittelungen)

1.8 3

T '

Die Abb. 2.9 zeigt die Hahn-Echos im S-Band (oben) und im X-Band (unten) bei
Raumtemperatur. Diese Signale wurden mit Tiefpalfiltern von 20 MHz im S-Band
und 25 MHz im X-Band gefiltert. Der Pulsabstand betrug im S-Band 440 ns und im
X-Band 400 ns, wobei die grol3en Signale jeweils bei etwa 200 bzw. 600 ns von den
Pulsen herrihren, deren Langen im S-Band 30/45ns und im X-Band 40/80 ns
betrugen. Die normierten Amplituden der Echos (bei 1 us) ergeben im Verhaltnis zu
den zwischen 1,2 und 2 ps ermittelten Standardabweichungen der Rauschsignale im
S-Band bei 100 Mittelungen ein S/N von 16 und im X-Band bei 10 Mittelungen ein
S/N von 23. Unter Berlicksichtigung der unterschiedlichen Anzahl an Mittelungen, die
linear in die Signalamplitude, aber wegen der statistischen Natur des Rauschens nur
mit der Quadratwurzel in dessen Amplitude eingeht, betragt die relative
Empfindlichkeit X/S:

234100 _
% 16410 49

Kohle —Echos :
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Wegen des frequenzabhangigen Kernmodulationseffektes, der bei dieser Probe
durch schwache Hyperfeinkopplungen zu Protonen verursacht wird, wurden die
Pulsabstdnde t im S-Band- und X-Band-Experiment nicht gleich grof3 gewanhilt,
sondern, um diesen optimal zu unterdriicken, bei Pulsabstdnden mit T = n / vp, wobei
vp die Larmorfrequenz' freier Protonen im jeweiligen duReren Magnetfeld und n eine
kleine ganze, positive Zahl ist (in diesem Fall ns = 2 und nx = 6). Der etwas kleinere
Pulsabstand und damit die weniger fortgeschrittene Relaxation bei der X-Band-
Messung haben zur Folge, dall das S/N im X-Band begiinstigt wird. Dagegen
konnten dort wegen mangelnder mw-Leistung die Pulslangen nicht ebenso kurz wie
im S-Band gewahlt werden, so dal® die 0.g. Beguinstigung aufgrund eines spektralen

Gewinns im S-Band wahrscheinlich leicht Gberkompensiert wird.

Alle weiteren Messungen von FIDs und Hahn-Echos an den eingangs erwéhnten
Proben ergaben inklusive der beiden oben gezeigten Beispiele im Mittel ein

Verhéltnis der Empfindlichkeiten von:

Alle Messungen: <)ys> =512

'® hach Sir Joseph Larmor, *1857, 11942. Klassisch: Die Frequenz der Prazession eines kréftefreien
Kreisels mit einem magnetischen Moment in einem homogenen Magnetfeld. Quantenmechanisch: Die
Frequenz, die dem Abstand zweier Niveaus beim Zeeman-Effekt entspricht.
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2.7 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen der experimentell erzielbaren Genauigkeit in der Bestimmung der
relativen Empfindlichkeit, die von vielen Faktoren wie Relaxation und Kernmodulation
abhangen und einen direkten Vergleich unter identischen Bedingungen unmdglich
machen, sind die experimentellen Befunde in befriedigender Ubereinstimmung mit
der Theorie. Die gefundenen Werte zeigen deutlich, dal} dieses gepulste S-Band-
Spektrometer auch empfindlich genug ist, weniger stark konzentrierte Proben
erfolgreich spektroskopieren zu kénnen. Der Empfindlichkeitsverlust wird in vielen
Féllen von der drastisch gesteigerten Modulationstiefe im ESEEM-Experiment
ausgeglichen bzw. tbertroffen, so daf’ ein Netto-Gewinn an Empfindlichkeit resultiert.
Ein zusatzlicher Gewinn entsteht bei Proben, deren Spektren wegen grofRer
g-Anisotropie bei kleinen Frequenzen bzw. Feldern deutlich schmaler und daher die
spektrale Dichte grélRer werden. Dennoch darf nicht vergessen werden, dal} eben
dieses Motiv fir den Bau dieses Spektrometers, die drastisch erhéhte Modulations-
tiefe, im Extremfall sogar zu einem Empfindlichkeitsnachteil gereicht. Bei schwach
gekoppelten Kernen mit grollem magnetischen Moment und geringem Abstand kann
der Kernmodulationseffekt zu einer sehr starken Dampfung der Echoamplitude nach
kurzer Zeit (evtl. innerhalb der Totzeit) fuhren, so dal® der eigentliche Gewinn
zunichte gemacht wird [Rom94]. Ebenso kann die vergleichsweise langere Totzeit,
insbesondere in Verbindung mit den kleineren Modulationsfrequenzen, zu der

nachteiligen Situation fihren, dal® nur wenige Perioden der Modulation sichtbar sind.

Daher ist mittelfristig die Weiterentwickelung des Probenkopfes mit dem Ziel, die
Totzeit zu reduzieren, eines der vordringlichsten Projekte. Die Herstellung der in 2.5
beschriebenen Resonatoren hat (jedenfalls fir die BLGR) gezeigt, dall bei
Verwendung des vorhandenen Probenkopfes dem weiteren Herabsetzen der Gite
Grenzen gesetzt sind. Um dies dennoch zu realisieren, kann einerseits eine Variation
im Durchmesser der Ankoppelschleife fir den Einsatz anderer Resonatoren
hergestellt werden, oder eine Ankoppelschleife, die statt zu einem Kreisbogen von

90° zu einem solchen von 180° oder 360° geformt ist, was voraussichtlich einen
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gréleren Kopplungskoeffizienten und somit eine niedrigere Gute erlaubt. Dafir

bedarf es jedoch einer gepulsten TWT, deren Gate schnell genug herunterschaltet.

Da diese MaRnahmen zu einem weiteren Empfindlichkeitsverlust flhren, sollte
langfristig an die Entwicklung eines neuen Probenkopfes zur Aufnahme eines
Bimodalresonators gedacht werden. Dadurch kann die Totzeit massiv reduziert
werden, wobei gleichzeitig bei optimal angepaliter Gute ein Maximum an

Empfindlichkeit erreicht wird.

In Verbindung mit dem Bimodalresonator kénnten noch weitere Verbesserungen der
Rauschzahl des Detektionskanals realisiert werden. Die Gesamtrauschzahl Fgesamt
eines Empfangers, der aus n hintereinander geschalteten Komponenten besteht, ist

gegeben durch [Poo67]:

—F1+F2_1+F3_1+ ..... + il

FGesamt - G G G G G G
1 12 1220 -

Hierbei ist F; die Rauschzahl und G; der Verstarkungsfaktor jeder einzelnen
Komponente i. Hieraus ist zu erkennen, dal} die Rauschzahlen derjenigen
Komponenten, die sich hinter dem ersten Bauteil mit einem grolden
Verstarkungsfaktor befinden, nur noch unwesentlich zur Gesamtrauschzahl
beitragen. Aus diesem Grund werden EPR-Spektrometer grundsétzlich mit einem
Vorverstérker im Eingang des Detektionszweiges ausgeristet [Hoe78]. Um bei
gepulsten  Messungen diesen Verstarker vor den Reflektionen der
Hochleistungspulse bzw. dem Resonatorklingeln zu schitzen, werden Ublicherweise
Limiter und/oder schnelle PIN-Schalter vorgeschaltet, wodurch die Gesamt-
rauschzahl betrachtlich steigt. Wie in [Rin99a] vorgeschlagen, kdénnte man unter
Verwendung eines auf GaAs basierenden Limiters, dessen Rauschmal} von 1,3 dB
bei RT auf 0,02 dB bei 4 K sinkt, diesen und einen fir tiefe Temperaturen geeigneten
Vorverstarker zusammen mit dem Resonator abkihlen und auf diese Weise
niedrigste Rauschzahlen erreichen. Weiterhin kann man wie bei dem in 1.3
erwahnten S-Band-Spektrometer der Gruppe von S. und G. Eaton einen
Bimodalresonator auch fir cw-Messungen an langsam relaxierenden Proben mittels

Heterodyntechnik nutzbar machen.
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Die Rauscheigenschaften des Anregungskanals sind zwar weit weniger kritisch als
die der Detektion, dennoch ware es vorteilhaft, den TWT-Verstérker jederzeit optimal
ausgesteuert zu betreiben. Dazu sollte der in 2.1.3.3 erwdhnte 10dB-
Festabschwécher am Ausgang des TWT-Verstarkers durch einen variablen Rotary-

Vane-Abschwécher ersetzt werden.

Der letzte zu diskutierende und zuweilen auffélligste Nachteil dieses Spektrometers
gegentber dem kommerziellen Puls-X-Band-Spektrometer €580 von Bruker ist die
gro3e Dauer fir das Aktualisieren des Pulsmusters wahrend der Messung, welches
ca. 1 s dauert im Vergleich zu ca. 1 ms fur das X-Band-Spektrometer. Bei X-Band-
Messungen ist es in Bezug auf die Mel3dauer gleichglltig, ob man das S/N dadurch
verbessert, da man jeden einzelnen Datenpunkt mehrfach mif3t (engl. averaging)
oder den gesamten Datenzug mehrfach aufnimmt (engl. scanning). Dagegen stellt
ein mehrfaches Scannen im S-Band sehr hadufig eine nicht akzeptable zeitliche
Verzdgerung dar, weshalb statt dessen mit entsprechend gréRerer Anzahl an
Mittelungen gearbeitet werden muf3. Dies hat jedoch zur Folge, dal3 sich
Schwankungen bzw. Instabilitdten (z.B. Anderungen der Umweltbedingungen) auf
langer Zeitskala von Minuten bis Stunden nicht herausmitteln, sondern sich als
betrachtliche Stérungen in den Spektren niederschlagen kénnen. Daher sollte ein
Pulsgenerator zum Einsatz kommen, der ein mit der Repetitionsrate des

Experimentes vergleichbar schnelles Aktualisieren des Pulsmusters bewerkstelligt.
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3 Abstandsbestimmung mittels PELDOR

3.1 Einleitung

Abstandsbestimmungen spielen in vielen Forschungsbereichen, wie z.B.
Materialwissenschaften, Chemie und Biochemie, eine wesentliche Rolle bei der
Strukturaufklarung. Als sehr leistungsfahige Methode der Kristallstrukturanalyse hat
sich die auf den Laueschen'™ Versuch von 1912 zuriickgehende Réntgen-
strukturanalyse15 erwiesen. In der Biochemie dient diese Methode zur lokalen und
globalen Strukturaufklarung mit atomarer Auflésung fur eine Vielzahl von
Makromolekilen wie Proteine (z.B. im photosynthetischen Reaktionszentrum eines
Bakteriums, [Dei85]) oder Ribosomen (z.B. die groRe Untereinheit eines bakteriellen
Ribosoms mit einem Molekulargewicht von 2,6 MDa, [Ban00]). Bei vielen
Untersuchungsobjekten bereitet allerdings die Kristallisation grof3e Schwierigkeiten
oder die Proben liegen naturgemal als amorpher Festkdrper vor, so dal} aufgrund
des Fehlens von periodischen Strukturen eine alternative Methode bendtigt wird.
Nicht selten besteht auch bei Rdntgenstrukturen von Proteinen ausreichender
Auflésung ein Zweifel, ob die gefundene Struktur mit derjenigen unter
physiologischen Bedingungen identisch ist, insbesondere, falls die katalytische
Aktivitat des Proteins im Kristall nicht mehr gegeben ist.

Alternative Methoden zur Strukturbestimmung in Lésung sind die NMR-
Spektroskopie [Ric00], die ebenfalls prazise lokale und globale Strukturinformationen
liefert, sowie Floureszenz-Energie-Transfer-Messungen [Wal98] und die EPR, die
jedoch aufgrund ihrer Beschrankung auf Flourophore bzw. paramagnetische Zentren
nur lokale Strukturen aufzukldren vermoégen. Allerdings ist die Reichweite der
meRbaren Wechselwirkungen der EPR im Vergleich zur NMR wegen des deutlich
starkeren magnetischen Momentes des Elektrons gegenuber dem des Protons

wesentlich gréRer.

' hach Max von Laue, *1879, 11960, Nobelpreis 1914
'® hach Wilhelm Conrad Réntgen, *1845, 11923, erster Physik-Nobelpreis 1901
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Hierbei vermag zwar die cw-EPR nur relativ starke Kopplungen aufzulésen, die
mindestens von der Grélkenordnung der inhomogenen Linienbreite sind. Das kénnen
starke Kopplungen zu benachbarten Kernen sein (Hyperfeinwechselwirkung) oder zu
anderen paramagnetischen Zentren tber dipolare oder Austauschwechselwirkung.
Mit gepulsten Methoden wie ESEEM oder Doppelresonanzmethoden wie ENDOR
sind Hyperfeinwechselwirkungen zu weiter entfernten Kernen mit Abstdnden von bis
zu 0,8 nm und Kernquadrupol-Kopplungen, die meistens sehr schwach sind,
mel3bar. Dieser Bereich wird noch einmal auf ca. 6 nm [Mil98] flr dipolare Elektron-
Elektron-Wechselwirkungen mittels PELDOR'™ (Pulsed ELektron DOuble
Resonance) erweitert. Biologisch relevante Anwendungen diese Methode wurden
vorwiegend am Photosystem |l durchgefuhrt. In [KurOO] wurde die Position des
Cytochroms bssg™ relativ zum priméren Akzeptor Qa” bestimmt und in [Ast98] die
Orientierung der Tyrosine Yp und Yz und des Mn-Komplexes im OEC (oxygen-
evolving centre) relativ zur Ebene der Thylakoid-Membran. Weiterhin wurde
PELDOR zur Untersuchung der Sekundarstruktur von doppelt spingelabelten
Peptiden [Mil99, Mil01] benutzt.

Das PELDOR-Experiment besteht darin, dal® auf einer Frequenz wa ein Hahn-Echo
mit grolem festen Pulsabstand 1t erzeugt wird, zu dem Spins eines Ensembles A
beitragen. Zu einem variablen Zeitpunkt T nach dem ersten Puls wird ein n-Puls einer
zweiten Frequenz mg eingestrahlt, der die Magnetisierung eines von A verschiedenen
Spinensembles B um 180° dreht. Der Effekt dieser Anderung auf das Ensemble A
wird Uber die Echoamplitude in Abhé&ngigkeit der Position T des wg-Pulses

ausgelesen.
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Abb.:3.1 PELDOR-Sequenz

'® In der Literatur auch DEER (Double Electron Electron Resonance, [Lar93]) genannt.
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Dieser Effekt dufRert sich in Form einer Oszillation der Echoamplitude, verursacht
durch dipolare Wechselwirkungen von Spinpaaren mit einem festen Abstand. Um die
dipolare Kopplung eines Spinpaares zur Abstandsbestimmung genau messen zu
kénnen, mufld die Echomodulation Uber einen mdoglichst grofen Bereich von T
registriert werden. Da die Konzentration der zu untersuchenden Proben fir
ausreichende Signalintensitat Gblicherweise im Bereich von 0,1 - 1 mM gewahlt wird,
liegen auch intermolekulare Wechselwirkungen mit einer zufalligen Abstands-
verteilung im Empfindlichkeitsbereich des Experimentes vor. Diese auldern sich in
Form einer Dampfung der Echoamplitude bei wachsendem T durch instantane
Diffusion [Kla62]. Obwohl diese Dampfung fur die Abstandsbestimmung nachteilig
ist, kbnnen doch Aussagen Uber die Konzentration getroffen oder festgestellt werden,
ob sich Aggregate von mehreren Molekilen bilden [Mil00]. Die Dampfung IaRt sich
auf Kosten der Echoamplitude durch Verdinnung der Probe reduzieren. Die
Echoamplitude sinkt aber nicht nur wegen der Dampfung durch intermolekulare
Wechselwirkungen, sondern zuséatzlich gemaR der Phasengedéchtniszeit Ty mit dem
Abstand 1 zwischen den beiden wa-Pulsen, der fir eine gute spektrale Aufldsung
mdglichst gro3 gewahlt wird. Deshalb werden die Experimente vorzugsweise bei

niedrigen Temperaturen (5 - 20 K) durchgefihrt.

FUr jedes zu untersuchende System bedarf es eines Kompromisses zwischen der
gewinschten Orientierungsselektion, also der Wahl der Frequenzen wa und g, die
von der Gestalt des Spektrums (bzw. der Spektren, falls A und B unterschiedliche
Spezies sind oder unterschiedliche Umgebungen besitzen) abhangen, und den
entsprechenden Pulslangen tpa und tpg, die die Anregungsbandbreite der Pulse
bestimmen. Diese sollten fiir ein ideales PELDOR-Experiment keinerlei Uberlapp
besitzen, um Beitrdge von Hyperfeinwechselwirkungen zu unterdricken. In realen

Experimenten sind solche Beitrage selten ganzlich auszuschliel3en.

Der Extremfall, bei dem die Frequenzen identisch gewéhlt werden (unter
Verwendung einer einzelnen mw-Quelle) wird ,2+1“-Sequenz genannt [Kur89] und
kann in Form von ,2+1“-SECSY (Spin-Echo Correlated SpectroscopY) zusatzlich zur
Ermittlung von dipolaren Kopplungen auch gezielt zur Untersuchung von
Hyperfeinwechselwirkungen benutzt werden [Rai95, Bor95]. Bei dieser ,pulse
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adjustable“-Methode werden durch Variation der Pulsparameter die verschiedenen
Wechselwirkungsbeitrage separiert. Fur Félle, bei denen es méglich ist, das gesamte
Spektrum anzuregen, kénnen mit der ,2+1“-Sequenz Beitrdge von Hyperfein-WW
weitgehend unterdriickt werden [Rai95, Bor00]. Fur die Spektrenbreite der haufig
untersuchten Nitroxid-Spinlabel von etwa 200 MHz (bei Frequenzen unterhalb des
W-Bandes) wird es jedoch bei Frequenzen unterhalb des X-Bandes zunehmend
schwieriger, eine solche Anregungsbandbreite zu erreichen, welche gleichzeitig eine
zuséatzliche Erniedrigung der Empfindlichkeit bedeutet, da sie mit einer Reduktion der
Gute verbunden ist. Bei héheren Frequenzen wird eine solche Anregungsbandbreite
bei noch relativ hohen Giten erreicht, wobei gleichzeitig der Kernmodulationseffekt
abnimmt (2D-ELDOR bei 17 GHz, [Bor97]).

Alternative Methoden zur Untersuchung von Elektron-Elektron-Wechselwirkungen
sind das ,Out-of-Phase“-ESEEM (OOP-ESEEM, [Sal92]), das ,Relaxation-Induced
Dipolar Modulation Enhancement“-Experiment (RIDME, [Kul01]), die ,Single-
Frequency TEchniques for Refocusing dipolar couplings® (SIFTER, [Jes00]) und die
,2Double-Quantum EPR* (DQE, [Bor99]). Allen Methoden gemeinsam ist, da® der
Kernmodulationseffekt zwar durch Ausnutzung von ,blind spots® [Mim72b, Mer79]
unterdriickt oder durch Verwendung hoher Betriebsfrequenz reduziert, aber nie
vollstandig ausgeschaltet werden kann. Besonders bei Proben, deren
Hyperfeinkopplung noch nicht vollstdndig bestimmt wurde, kann dies zu

Fehlinterpretationen fuhren.

Zur zweifelsfreien Bestimmung einer dipolaren Elektron-Elektron-Wechselwirkung ist
es daher sinnvoll und unter Umstdnden notwendig, Messungen in zwei
verschiedenen Frequenzbandern durchzufihren, um diese Wechselwirkung von
Hyperfeinbeitragen zu separieren, die der Kern-Larmorfrequenz aufgepragt sind. Des
weiteren findet bei sonst identischen MelRRparametern Uber die frequenzabhangigen
(g-Tensor) und frequenzunabhangigen (Hyperfeinwechselwirkung) Beitrdge zum
Spektrum eine unterschiedliche Orientierungsselektion statt, die je nach Probe zu
einer Préferenz fur héhere oder niedrigere Frequenzen fuhrt. So kann durch die Wahl
einer niedrigen Frequenz der PELDOR-Effekt vergrélRert werden, falls eine der

untersuchten Spezies eine grof3e g-Anisotropie (z.B. Mo(V) in [Ast99]) aufweist.
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Um diese Multifrequenz-PELDOR-Methode zu einem leistungsfahigen Werkzeug fir
die Aufklarung der Struktur und Dynamik von RNA-Liganden-Komplexen zu machen,
wurden anfangs zwei gut charakterisierte Modellsysteme untersucht (Nitroxid-
Biradikale 1 und 2, Struktur siehe 3.3). Hierbei sollten nicht nur die friheren
Ergebnisse, die im X-Band erzielt wurden, zur Kontrolle reproduziert, sondern
besonders die speziellen Eigenschaften dieser Methode im S-Band herausgearbeitet

werden. Diese Messungen sind in den Abschnitten 3.5.1 bis 3.5.3 dargestellt.

Darauf folgen Abschnitte mit Messungen an Proben, die unter Verwendung der
Nitroxid-Spinlabel TPC und TPA (Strukturen siehe 3.3) synthetisiert wurden. Mit
diesen Proben sollte erstens die untere Grenze der Empfindlichkeit der Methode und
zweitens der Einfluy der Austauschwechselwirkung, die bei kleiner werdenden Spin-
Spin-Abstdnden an Bedeutung gewinnt, aber bisher nicht mit dieser Methode
untersucht worden ist, ermittelt werden. Es handelt sich hierbei um zwei Proben, in
denen die Nitroxid-Spinlabel Gber Acetylengruppen verbriickt sind, so da® mittels des
auf diese Weise hergestellten konjugierten =n-Systems die Vermittlung der
Austauschwechselwirkung begtinstigt wird. Die Messungen zu diesen Verbindungen
(BITPAP und BITPAB) werden in 3.5.4 gezeigt.

Es folgen in Abschnitt 3.5.5 Messungen an zwei weiteren Verbindungen
(BIESTERPHY und BIESTERBI), die anndhernd dieselben Spin-Spin-Abstéande
aufweisen, deren Nitroxide jedoch nicht tGber Acetylen- sondern Uber Estergruppen
verbrickt sind. Da auf diese Weise die Konjugation unterbrochen ist, kann man einen

starken Unterdrickungseffekt auf die Austauschwechselwirkung erwarten.

In Abschnitt 3.5.6 werden die ersten erfolgreichen PELDOR-Messungen an doppelt
gelabelter RNA vorgestellt.

Vor der Prasentation der o.g. Messungen (3.5) wird im Abschnitt 3.2 in die
theoretischen Grundlagen zum Verstédndnis des PELDOR-Experimentes eingeflihrt,
in 3.3 die Strukturen der untersuchten Proben dargestellt und in 3.4 auf technische
Besonderheiten zur PELDOR-Spektroskopie aufmerksam gemacht. Im Anschluf} an

die Messungen werden diese in 3.6 zusammengefaldt und diskutiert.
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3.2 Theoretische Betrachtungen

In diesem Abschnitt soll als Modellsystem ein Molekul betrachtet werden, welches
zwei identische Nitroxidspinlabel A und B tréagt, die einen festen Abstand und eine
feste Orientierung zueinander haben. Weiterhin soll die Hochfeldndherung gelten,
d.h. die Wechselwirkung der beiden Spins untereinander soll sehr viel kleiner sein,
als der Elektron-Zeeman-Term, so dal® man als Quantisierungsachse die Richtung
des dulReren Magnetfeldes annehmen kann, die als z-Komponente gewahlt wird. Fur
die Spins S gilt S* = S® = 14 Die Resonanzfrequenzen der beiden Spins ohne
gegenseitige Wechselwirkung seien wa bzw. wg und die Wechselwirkung wag. Das
System kann dann in der Hochfeldndherung Uber folgenden Hamiltonoperator'’

beschrieben werden:
H/ = 0,85 + 08} + 0,653}

Die Wechselwirkung zwischen den beiden Spins hat im allgemeinen zwei Beitrage.
Die Dipol-Dipol-Wechselwirkung was ist anisotrop und wird durch die dipolare
Kopplungskonstante mpj, und den Winkel ©, zwischen der Richtung des &ul3eren
Magnetfeldes z und dem Dipol-Verbindungsvektor r charakterisiert. Der zweite
Beitrag [Mil99, Mil98], die Austauschwechselwirkung J, die bei endlicher Aufenthalts-
wahrscheinlichkeit beider Elektronen im selben Orbital (through space), oder wegen
eines zwischen den Spinzentren befindlichen, durch Elektronendelokalisierung oder
Spinpolarisation vermittelnden Orbitalsystems (through bond) auftritt, ist isotrop.
Wenn man fur den Beitrag der Austauschwechselwirkung Haustausch zum Gesamt-
Hamiltonoperator
Hsstauscn =9 8787

schreibt [Ben90, Hus00], dann besitzt ein antiferromagnetisch gekoppeltes System,
dessen Triplettzustand energetisch héher liegt als der Singulett-Grundzustand, einen
Wert von J > 0. Im umgekehrten Fall, also bei ferromagnetischer Kopplung mit
Triplett-Grundzustand, ist J < 0.

' nach Sir William Rowan Hamilton, *1805, $1865
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Die auf diese Weise definierte Austauschwechselwirkung J tragt (im Gegensatz zu
der nach H = -J 8" SP definierten, [Kah93]) additiv zur dipolaren Kopplung bei:

Wpg = Wp(3c0s* O, — 1) +J

Die Austauschwechselwirkung J nimmt sehr viel schneller mit dem Abstand ab als
die dipolare Wechselwirkung und kann daher fir hinreichend gro3e Abstande
vernachlassigt werden. Die dipolare Kopplungskonstante wmpj, beinhaltet neben den
Naturkonstanten pgonr (Bohrsches Magneton), yo (magnetische Feldkonstante) und h
(Plancksches Wirkungsquantum) die g-Faktoren der beteiligten Elektronen ga und gg
und deren Abstand rag.

oy, = Hoontlo9aGs 1

2h AB
Die Modulation der Echoamplitude, die in der PELDOR-Spektroskopie auftritt, kann
auf einfache Weise anhand der Prazession der Magnetisierungen im rotierenden

Koordinatensystem veranschaulicht werden.
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Abb. 3.2: PELDOR-Sequenz

Im folgenden sollen nur Spins des Ensembles A, die zum detektierten Signal
beitragen (rot), im mit der Frequenz wa rotierenden Koordinatensystem betrachtet
werden. Durch den ersten Puls mit der Frequenz wa werden diese Spins in die
Transversalebene gedreht, worauf sich deren Magnetisierung zusatzlich zu der
Auffacherung durch Inhomogenitdten (Awa) auch unter dem Einfluld der zu unter-
suchenden dipolaren Kopplung, entsprechend des Zustandes der B-Spins mg® = 14,

entwickelt: Awa + msBwng.
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Zu einem variablen Zeitpunkt T wird ein Pumppuls der Frequenz wg eingestrahlt, der
die Orientierung der Spins B (blau) und damit die indirekte Wirkung auf die Spins A
invertiert: Ama - ms®wag. Der letzte Puls auf der Detektionsfrequenz wa invertiert alle
vom Spin A abhangigen Terme: -Awa + msPwps. Die insgesamt akkumulierte Phase
zum Zeitpunkt des Echos @(21) in Abhangigkeit der Position T des Pumppulses
betragt:

0(27) = (Aw, +Mgpg )T + (A0, ~Mg0ue J(T—T) +(-Aw, + Mg, )(2T~1) =

_ 5B _
=2mim g T =1, T

Diese Phase wird daher der Echoamplitude aufgepragt: I(T) = lp cos(was T). Hierbei
sei lp die Echoamplitude im Falle fehlender Kopplung. Man erhalt dann durch
Fouriertransformation'™ (FT) des Zeitspektrums direkt die Frequenz was. Da der
B-Spin zwei Einstellungsmdglichkeiten m®s besitzt, tritt die Frequenz wag mit beiden

Vorzeichen auf, woraus eine Aufspaltung in ein Dublett erfolgt.

Fur einen festen Abstand rag und eine Mittelung der Kopplung wag = 21 vag Uber alle
Orientierungen O, ergibt sich unter Vernachldssigung eines isotropen Anteils
(Austauschwechselwirkung) ein Spektrum gemal dem sog. Pake-Dublett ([Pak48],
Abb. 3.3 a). Fiur eine orthogonale Ausrichtung des Verbindungsvektors rag zum
externen Magnetfeld (z-Richtung), also ©,, = 90°, ist vag = -vpjp. Daher befindet sich
das Maximum des Spektrums entsprechend der gréf3ten spektralen Dichte bei der
Frequenz vpj,. Die kleinste spektrale Dichte wird von Molekilen mit ©,, = 0° erzeugt.

Fir diese Orientierungen erreicht vag seinen Maximalwert von 2vp;p.

'® hach Jean-Baptiste Joseph Baron de Fourier, *1768, 11830
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Abb. 3.3 a): Pake-Muster, b) Einflu der Austauschwechselwirkung
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Diese Komponenten des Pake-Dubletts werden im Falle des Auftretens einer
Austauschwechselwirkung in verschiedene Richtungen um J verschoben (siehe Abb.
3.3 b). Aus den beiden Singularititen v, bzw. v; kann dann die dipolare
Kopplungskonstante vpj, errechnet und der Betrag und das Vorzeichen der

Austauschwechselwirkung J bestimmt werden. Aus

VL:‘_VDip+%n‘ und M :‘ZVDiP+%n‘

folgt fur den Fall, dal® die Komponenten des Pake-Dubletts tGberlappen, also bei der

Frequenz v = 0 die spektrale Dichte nicht verschwindet (Abb. 3.3 b, links),
vDip:(vL+vH )/3 und %RZ(—ZVL+VH )/3

Wenn die Komponenten des Pake-Dubletts nicht Uberlappen, also bei der Frequenz

v = 0 die spektrale Dichte verschwindet (Abb. 3.3 b, rechts), dann gilt:

VH _VJ_

V.-V ‘/3 und %nzm

Vopip =

(2\/L +V, )/3

Das experimentelle Spektrum hat Ublicherweise Abweichungen vom Pake-Muster,
die von drei Ursachen herrihren. Jede spektrale Position ist entsprechend der
Konformationsunterschiede und daraus folgenden Abstandsverteilung verbreitert,
wodurch die scharfen Kanten verlorengehen. Da man in dem vorliegenden Fall nicht
in der Lage ist, alle Orientierungen gleichmé&Rig anzuregen, wird das Spektrum von
einer entsprechenden Wichtungsfunktion (Uberlagert. Zudem st die oben
beschriebene PELDOR-Sequenz, die in dieser Arbeit ausschliellich angewendet
wurde, im Gegensatz zu der in [Pan00] beschriebenen 4-Puls-Sequenz
totzeitbehaftet. Wie fur ESEEM gezeigt wurde [Ast87], kénnen die breiten spektralen
Komponenten des Spektrums wegen ihrer starken zeitlichen Dampfung in der Totzeit
der Messung verlorengehen, so daf® nach der FT lediglich die Hauptwerte der

Tensoren als Linien hervortreten.
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Die Auswahl der Spinensembles A und B durch die Anregung bei den Frequenzen va
(blau) und vg (rot) ist in der folgenden Abb. 3.4 fir zwei mégliche Anregungsprofile im
S-Band dargestellt. Fir die Elektron-Elektron-Wechselwirkung zwischen den
Nitroxid-Spinlabeln kann in den meisten der hier untersuchten Falle davon
ausgegangen werden, dal} diese klein ist im Vergleich zur inhomogenen Linienbreite,
da die Proben in gefrorener Lésung (ungeordnetes Pulver) bei 5 - 20 K gemessen
wurden. Daher entsprechen die EPR-Spektren jener Biradikale fir nicht zu grol3e
Elektron-Elektron-Wechselwirkungen denen des reinen Spinlabels TPA. Zur
Simulation der S-Band-Spektren in Abb. 3.4 a) und b) wurden fir den schwach
anisotropen g-Tensor und den quasi axialsymmetrischen Hyperfeintensor A folgende

Werte verwendet:

gxx = 2,0088; gyy = 2,0070; gzz = 2,0025;
Axx=2G,AYY=3G,Azz=33G,
Linienbreite 7 G [Fri00]

! i

a) \ b) / ‘\

\U. I
// yauinN

am 18 a4 a4 a5 338 1] a8
Frequenz ¥ [GHz|

153
Frequens ¥ [ariz]

d)

Abb. 3.4 Spektrale Anregung und Orientierungsselektion
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Wegen der groRen Hyperfeinkomponente von Azz = 33 G, die senkrecht auf der
Ebene des Nitroxid-5-Rings steht, wird Uber die spektrale Position der Anregung
vorwiegend zwischen Elektronenspins mit Kernspin-Unterzustdénden m; = -1 (linke
Schulter, kleine Frequenzen), m; = 0 (zentraler Bereich nahe g = 2) oder m; = +1

(rechte Schulter, grolde Frequenzen) unterschieden.

In Abb. 3.4 a) ist die Situation dargestellt, in der mit einer Frequenz von 3,62 GHz,
also vorwiegend im Bereich von m; = +1 angeregt wird (in rot). Innerhalb dieser
Kernspin-Mannigfaltigkeit wahlt man auf diese Weise Orientierungen aus, die in der
Abb. 3.4 c) in rot flir eine Hemisphdre im magnetischen Hauptachsensystem des
Nitroxids dargestellt sind. Uber diese spektrale Position werden vorzugsweise solche
Orientierungen erreicht, die weder in polare noch in dquatoriale Richtung zeigen. Mit
einer Tragerfrequenz von 3,52 GHz (blau) wird in der Mannigfaltigkeit m; = -1 ein
ahnlicher Satz von Orientierungen ausgewahlt. Wegen der gré3eren Nahe zu den
Hauptwerten Axx (parallel zur N-O-Bindung im Nitroxid) und Ayy (senkrecht zu Axx
und Azz) bei 3,56 GHz befindet sich der entsprechende ,Gurtel” jedoch naher an der
Aquatorialebene. Dieser Giirtel aus B-Spins ist in Abb. 3.4 c) entsprechend der
Orientierung beider Spinlabel in einem Molekil gegen den Girtel der A-Spins
gekippt. Die sichtbaren und die (wegen der nicht dargestellten zweiten Hemisphéaren
beider Ensembles) unsichtbaren Uberlappenden Bereiche symbolisieren den Anteil
der Spins, die paarweise auf einem Molekll angeregt werden und somit zum
PELDOR-Effekt beitragen kénnen.

Im Vergleich zu der in Abb. 3.4 b) und d) gezeigten Situation besitzen diese Bereiche
eine kleinere Flache, was auf einen geringeren PELDOR-Effekt schlieRen laft. Der
signifikante Unterschied dieser Wahl der Anregungsfrequenzen besteht darin, dafl
zum einen der Kernspin-Unterzustand m; = 0 (in blau) angeregt wird, bei dem man
wegen der geringen g-Anisotropie schon mit weichen Pulsen, also geringer
spektraler Anregungsbandbreite, alle Orientierungen erreicht. Somit ist die Anregung
bei dieser Frequenz auch unselektiv in Bezug auf die Molekulorientierung. Deshalb
wurde in allen PELDOR-Experimenten (3.5) diese Position fir die Pumppulsfrequenz

gewahlt.
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Die Auswahl der Molekulorientierungen wird dann erst durch die Wahl der zweiten
Frequenz (in rot) eingefiihrt, wobei der Uberlapp mit den durch die erste Frequenz
praparierten Orientierungen vollstandig ist (siehe Abb. 3.4 d). Die Anregung mit der
zweiten Frequenz erfolgt in diesem Beispiel (mit einem Abstand von 80 MHz) bei
Orientierungen um die Pole, d.h. bei solchen Spinlabeln, deren Azz-Komponenten
etwa entlang der Richtung des aulieren Magnetfeldes orientiert sind. Wenn man
davon ausgeht, dal} die Azz-Komponente der Nitroxid-Spinlabel senkrecht zur
Verbindungsachse rag steht, was vor allem fir die acetylenverbriickten Verbindungen
in guter Naherung zutreffen durfte, werden auf diese Weise Molekilausrichtungen
von Oy ~ 90° préaferiert, was zu einem starken Peak bei v, = |J + vpjp| flhrt. Fir
dieses Anregungsmuster und die Molekilgeometrie der acetylenverbrickten
Biradikale ist nicht zu erwarten, dald Orientierungen O, ~ 0° angeregt werden, was
fur die esterverbrickten Biradikale aufgrund der gréReren Beweglichkeit nicht gelten

mulfd.

Um das komplette Pake-Muster zu erhalten, mufd man daher erstens auf jeder der
beiden Frequenzen je einen Kernspin-Unterzustand vollstdndig anregen, um keine
Molekilausrichtung zu unterdriicken, was dadurch erreicht werden kann, da® man
die Detektionsfrequenz entsprechend des roten Gurtels aus Abb. 3.4 c) senkt und
zusatzlich ausreichend harte Pulse verwendet. Zweitens mul man die Totzeit des
Experimentes minimieren, um die breiten, in der Zeitdomane stark gedadmpften

Frequenzverteilungen des dipolaren Tensors erfassen zu kénnen.

Neben der technischen Schwierigkeit, die Anregungsbandbreite der Pulse
entsprechend groR zu gestalten, fiihrt ein damit verbundener Uberlapp beider
Frequenzen zu ungewlinschten ESEEM-Artefakten. Daher wurden die PELDOR-
Experimente mit Pulsldngen durchgefihrt, fir die im Kompromi® mit der
Empfindlichkeit ein Minimum an ESEEM-Artefakten zu erwarten war. Um dennoch
die Orientierungsselektion zu minimieren, wurden die meisten Proben mit zwei
verschiedenen Frequenzabstdnden Av von 80 bzw. 40 MHz gemessen. Bei dem
kleineren Frequenzabstand werden die Komponenten Axx und Ayy in gréerem
Ausmald angeregt, wodurch vermége der Molekilgeometrie andere Orientierungen

®, detektiert werden.
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3.3 Untersuchte Proben

Zum Test der Methode wurden die ersten PELDOR-Messungen an Biradikalen mit
bekannten Abstédnden durchgefihrt. Die Verbindungen 1 mit einem Spin-Spin-
Abstand von rag = 20 A und 2 mit rag = 30 A Abstand wurden freundlicherweise von
Dr. G. Jeschke, MPI fur Polymerforschung in Mainz, zur Verfigung gestellt. Beide
Proben sind in verschiedenen Konzentrationen in h8- bzw. d8-Toluol gel6st. Die
Verbindung 1 steht auRerdem als Feststoff in Polystyrolmatrix zur Verfigung. Unter
Verwendung des Nitroxid-Spinlabels TPA (2,2,5,5-Tetramethyl-3-pyrrolin-1-oxyl-3-
acetylen), der in d8-Toluol gelést auch als ,Blindprobe” fir die PELDOR-Messungen
der in d8-Toluol gelésten Biradikale benutzt wurde, sind die Biradikale BITPAP (1,4-
Bis-(TPA)-phenyl) und BITPAB (4,4'-Bis-(TPA)-biphenyl) synthetisiert worden. Aus
dem Spinlabel TPC (2,2,5,5-Tetramethyl-3-pyrrolin-1-oxyl-3-carboxylsdure) wurden
die Biradikale BIESTERPHY (1,4-Bis-(TPC)-phen-1,4-diol-diester) und BIESTERBI
(4,4’-Bis-(TPC)-biphenol-diester) erzeugt, die etwa dieselben Abstande zwischen den
Nitroxiden aufweisen wie BITPAP bzw. BITPAB, die jedoch nicht deren konjugiertes
n-System besitzen, welches mittels Acetylenbriicken entsteht. Somit waren fir diese
Proben &hnliche Werte fur die dipolare Kopplungskonstante vpj, zu erwarten. Die
Unterbrechung des konjugierten n-Systems durch die Estergruppen in BIESTERPHY
und BIESTERBI sollte die Beglinstigung der Austauschwechselwirkung unterbinden.
Die Strukturen der Spinlabel und der Biradikale sind in Abb. 3.5 dargestellt. Zu den
Biradikalen sind die Abstande zwischen den Nitroxidgruppen angegeben, die mittels
molekularer Strukturmodellierung [Cam97] fir gestreckte Konformationen ermittelt
wurden. Von Prof. Dr. S. T. Sigurdsson erhielten wir zwei Proben doppelt
spingelabelter, doppelstrangiger RNA. Hierbei ist der Nitroxid-Spinlabel TEMPO
(2,2,6,6-Tetramethyl-piperidin-1-oxyl) Gber die Ribose an Uridin gebunden. Dieses
Nukleotid ist in Abb. 3.5 mit X bezeichnet. Die Basensequenz der beiden o.g. Proben

lautet:

CAGAXCUGA
RNA1 GCUGAXAUCAGC RNA2 GGC GCC
CGACUAXAGUCG CCG CGG
AGUCXAGAC
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BITPAP r=21003) A

r=16,4(3) A BITPAB

r=19,7(10) A
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BIESTERPHY BIESTERBI

Abb. 3.5: Strukturen der untersuchten Verbindungen. Zu den Biradikalen sind die Abstdnde zwischen den

Nitroxidgruppen angegeben, die mittels [Cam97] fur gestreckte Konformationen ermittelt wurden.
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3.4 Technische Aspekte

3.4.1 Rolle des S-Band-Resonators beim PELDOR-Experiment

Das EPR-Spektrum der hier untersuchten Nitroxide hat wegen seiner grof3en
Stickstoff-Hyperfeinkopplungskomponente von Azz = 33 G [FriO0] eine wesentlich
grélere spektrale Breite als mit den im S-Band-Spektrometer zur Verfligung
stehenden Resonatoren erzeugt werden kann. Im Falle des X-Band-Spektrometers
ist der Resonator durch besonders starkes Uberkoppeln auf die notwendige
Bandbreite einstellbar. Dieser Nachteil des S-Band-Spektrometers wird dadurch
Uberwunden, dald mit Hilfe der vorhandenen Leistungsreserve die Pumpfrequenz
quasi ,neben® dem Resonator, d. h. weit au3erhalb der Halbwertsbreite eingestrahlt
wird. Die bei einem grofien Resonanzoffset verbliebene relative Bi-Feldstérke kann
man Uber die Analogie zu einem Reihenschwingkreis in guter N&dherung abschétzen.
Dessen dem Bj-Profil eines Resonators proportionalen Stromresonanzkurve wird

durch folgende Gleichung beschrieben [Ber99]:

Hierbei ist I(w) der Strom durch den Schwingkreis in Abhangigkeit von der
Kreisfrequenz . oy = 2n vq ist die Resonanzkreisfrequenz und Q die Gite des
Schwingkreises. In Abb. 3.5 ist das nach diesem Modell zu erwartende B1-Profil fur
einen Resonator mit einer Resonanzfrequenz von vy = 3,6 GHz und einer Giite von
Q = 150 entsprechend Ag_BLGR 4 in Uberkritisch gekoppeltem Zustand bei tiefer
Temperatur dargestellt. Bei einem fur viele PELDOR-Experimente verwendeten
Resonanzoffset von veses = Vo + 80 MHz verbleibt im Vergleich zu v bei konstanter

mw-Leistung P eine relative B4-Feldstarke von 14.7%.
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Daraus folgt, da® bei der Frequenz vomes UNd gleicher Pulslange eine relative

Steigerung der mw-Leistung P’/P von

' 2 2
P Bres | o[ 1 ) _46-1670B
P (B 14,7%

1offres

bendtigt wird. Hierbei ist Bies/Biomies die relative Bi-Feldstarke fir die
Resonanzfrequenz vy bzw. fir 80 MHz Resonanzoffset. Fir die Ublicherweise
benutzten Pulslédngen tp von ca. 40 ns sind diese Leistungsreserven wegen des
groRen Konversionsfaktors des BLGRs und der zur Verfiigung stehenden kW-TWT

vorhanden.

14,7% bei v = v, + BOMH:z '

l

2.5 o 3 2.8 4.62 37
Freguenz [(GH2]
Abb. 3.6: Theoretische Stromresonanzkurve fiir einen Schwingkreis mit einer Resonanzfrequenz von

vo = 3,6 GHz bei einer Glte von Q = 150
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Dies wurde durch Echoexperimente an einer Kohleprobe Uberprift. Hierbei wurden
fur verschiedene Frequenzoffsets bei gleicher Pulslange und festem Pulsabstand die
Leistungen fir das Maximum der Echoamplitude ermittelt. Bei einem Offset von
80 MHz wurde das Maximum des Echos bei einer um 17 dB erhdhten Leistung
gegenuber dem Resonanzfall gemessen, was sehr gut mit der theoretischen
Abschétzung Ubereinstimmt und damit sowohl die Messung der Gite aus der
Zeitkonstante reflektierter Pulse als auch die Giiltigkeit der Reihenschwingkreis-

analogie bestatigt.

Um einen mdglichst prazisen Flipwinkel von 180° fur den mw-Puls auf der
Pumpfrequenz vg im PELDOR-Experiment zu gewahrleisten, wurde, wenn die
Signalintensitdt daftr ausreichend war, vor den PELDOR-Experimenten an den
Biradikalen ein Hahn-Echo bei der Frequenz vg erzeugt und dabei die
Mikrowellenleistung optimiert. Das echodetektierte EPR-Spektrum der Probe 1 in
Polystyrol (Abb. 3.8 a) in Abschnitt 3.5.1 wurde unter diesen Bedingungen

aufgenommen.
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3.4.2 PELDOR-Erweiterung des X-Band-Spektrometers

Zur Durchfihrung der PELDOR-Messungen im X-Band wurde ein kommerzielles
Spektrometer (Bruker Elexsys €580), welches mit zwei ,Microwave Pulse Forming
Units“ (MPFU) ausgestattet ist, umgebaut (siehe Abb. 3.7). Eine der MPFUs wurde
zur Erzeugung der Pulse auf der Frequenz vg verwendet. Dazu wurde auf ihren
Eingang die mw eines Synthesizers (HP 8672A) nach Verstarkung durch einen
Verstarker (Miteq AMF-5B-080120-30-25P), um auf den erforderlichen Pegel von
ca. +17 dBm zu gelangen, mittels eines zuséatzlich eingebauten halbstarren Cu-
Koaxialleiters Ubertragen. Am Ausgang des Verstarkers wurden 10 dB zur
Leistungsmessung durch einen Spektrumanalysator (Tektronix 492) von einem
Richtkoppler (Narda 3004-10) ausgekoppelt. Um die Leistung der Pulse von beiden
Quellen kontrollieren zu kdénnen, mufite diese zuséatzlich zu den im Spektrometer
installierten Monitoren in Form von phasenempfindlichen Mischern, einer
phasenunempfindlichen Detektion durch eine Diode (Midisco MDC 1118-S) Uber
einen weiteren 10dB-Richtkoppler zugefiihrt werden. Ihr Signal wurde von einem
Digital-Speicher-Oszilloskop (DSO, LeCroy 9350AM) dargestellt.

Spektrum- :
analysator : MPFU

E ey KX
j 500 =
Synthesizerf— >> |— |_{-;|_|: MPFU

Y E
25dbm  -6dB  -10dB _ :
. [Bruker Elexsys e580)
é -10dB
oso —{¥—03
E Ausgang

Abb. 3.7: PELDOR-Umbau eines kommerziellen Spektrometers Elexsys €580 von Bruker
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3.5 Messungen

Fur die Wahl des Pulsabstandes 1t der va-Pulse im PELDOR-Experiment sind
einerseits die Relaxationszeiten der Proben in Abhangigkeit von der Temperatur
malfdgeblich, aber auch der im S-Band sehr starke Kernmodulationseffekt kann, wie
im folgenden gezeigt wird, eine entscheidende Rolle spielen. Fur beide Effekte sind
nicht nur die Strukturen der untersuchten Moleklle allein verantwortlich, sondern
wegen der weitreichenden Wechselwirkungen auch die Eigenschaften des
Lésungsmittels bzw. der Matrixmolektle. Aus diesem Grund wurde das Biradikal 1
nicht nur in Polystyrolmatrix, sondern auch in d8-Toluol gel6st, untersucht. Fur die
Messungen am Biradikal 2 und an BITPAB wurden Proben sowohl mit h8- als auch
mit d8-Toluol als L&sungsmittel hergestellt. Fur die anderen Biradikale BITPAP,
BIESTERPHY und BIESTERBI wurde d8-Toluol als Losungsmittel gewahlt. Bis auf
explizit erwahnte Ausnahmen wurden alle Puls-Messungen im X-Band bei einer
Temperatur von 20 K und im S-Band bei 10 K durchgefihrt.

3.5.1 Biradikal 1 in Polystyrol

Bei beiden Frequenzen wurde zuerst ein echodetektiertes EPR-Spektrum mit einer
2-Puls-Sequenz aufgenommen, um geeignete Positionen fir die Frequenzen va und
vg auswdhlen zu koénnen. Die Spekiren zeigen die erwartete Form fir reine,
verdinnte Nitroxide in gefrorener Lésung, da die zusatzliche dipolare
Wechselwirkung in den Radikalpaaren im Vergleich zur Linienbreite zu klein ist, um
in den Spektren sichtbar hervorzutreten (siehe Abb. 3.8). Die experimentellen
Parameter zu diesen Messungen sind in Tab. 3.1 zusammengefaldt. Die
geringflgigen Unterschiede der Spektren aus S- und X-Band sind durch die leichte
g-Anisotropie (siehe Abschnitt 3.2) verursacht, die im X-Band deutlich und im S-Band
kaum sichtbar ist.
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Abb. 3.8: Echodetektierte EPR-Spektren von 1 im S-Band (a) und im X-Band (b)

S-Band X-Band
Frequenz v [GHZ] 3,5501 9,7242
Pulslangen t, [ns] 40/40 32/32
Pulsabstand 71 [ns] 310 132
Repetitionsrate [Hz] 50 250
Bo-Feld des Echomaximums [G] 1264,6 3459,0
Anzahl Scans/Mittelungen 1/50 10/5

Tab. 3.1: MeRparameter fur echodetektierte EPR-Spektren von 1 bei tiefen Temperaturen

Im Gegensatz zur Messung im X-Band wurde das S-Band-Spektrum nicht bei der
Resonanzfrequenz des Resonators, die vges = 3,6101 GHz betrug, aufgenommen,
sondern, zur Vorbereitung auf das PELDOR-Experiment, bei der fir den Pumppuls
gewdahlten Frequenz v = 3,5501 GHz (in Abb. 3.8 a) dargestellt), also mit einem
Frequenzabstand zu vgres von Av = 60 MHz. Das deutlich schlechtere S/N-Verhéltnis
des S-Band-Spektrums resultiert daher nicht nur aus der etwas geringeren
Empfindlichkeit des Spektrometers und des totzeitbedingt deutlich langer gesetzten
Pulsabstandes t, sondern im wesentlichen aus einer drastischen Reduktion der

,effektiven Gute".
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Das Zusammenspiel der beiden verwendeten Frequenzen mit dem Resonator und
dem EPR-Spektrum des Nitroxids soll in der nachsten Abb. 3.9 fir das S-Band

illustriert werden.

3.4 3.45 35 355 36 365 3.7
Frequenz v [GHZ]

Abb. 3.9: Typisches Anregungsprofil im S-Band

Die schwarze Kurve zeigt eine Simulation des Nitroxid-Spektrums analog zu denen
der Abb. 3.4 fir das im Experiment verwendete Magnetfeld von B = 1264,6 G. Die
griine Kurve reprasentiert den Resonator mit einer Frequenz von vges = 3,6101 GHz
und einer Gute von Q = 150 (aus 3.4 Abb. 3.6). Die blauen bzw. roten Schranken
symbolisieren die Anregungsbandbreiten der Detektionsfrequenz va bzw. Pump-

frequenz vg. Eine Abschéatzung der B-Feldstarken erfolgt tber:

B,= o
YetP

Hierbei ist © der Flipwinkel, den ein Puls der Stérke B4 und Dauer tp erzielt. Dabei ist
Ye = 1,76 10’ rad/Gs das gyromagnetische Verhaltnis fiir das freie Elektron. Aus den

eingestellten Pulsldngen von tp =40 ns fir alle drei Pulse ergeben sich fir den Puls
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der Pumpfrequenz vg (O = m) ein Big ~ 4,5 G und fir die 2-Pulssequenz der
Detektionsfrequenz va (jeweils O = 3n/4) ein B1a ~ 3,3 G. Die eingezeichneten
Schranken liegen jeweils bei +B4. Um die Feldstdrke B4g zu erreichen, ist,
entsprechend der Abb. 3.9, eine um etwa einen Faktor 50 (siehe 3.4.1) groliere
mw-Leistung notig, als fir B1a. Aus dem in 2.5.2.4 bestimmten Konversionsfaktor von
k= 15 uTAW folgt, daR fiir B1a eine Leistung P von = 3 W erforderlich ist, so daR fiir

den Pumppuls der optimale Flipwinkel von &t bei P = 150 W erreicht ist.

Da im X-Band die Differenz der Frequenzen va und vg immer etwa der Halbwerts-
breite Av des stark tGiberkoppelten Resonators entsprach oder sogar darunter lag, war

hier die Anpassung der Pulsleistungen dagegen weit weniger kritisch.

Fur die Wahl des passenden Pulsabstandes t zwischen dem ersten und dritten Puls
des PELDOR-Experimentes wurden 2-Puls-Echozerfallsexperimente mit beiden
Spektrometern durchgefihrt (Abb. 3.10). Die X-Band-Messung wurde bei dem
Feldwert fir das Echomaximum, bei gleicher Temperatur, Pulslange und
Repetitionsrate wie im Fall der echodetektierten EPR-Spektren aufgenommen (vgl.
Tab. 3.1). Die S-Band-Messung wurde im Gegensatz zum in Abb. 3.8 dargestellten
echodetektierten EPR-Spektrum bei der Frequenz des Resonators vges durch-
gefuhrt. Das Maximum des Spektrums lag daher bei entsprechend héherem Feldwert
von By = 1282 G.
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Abb. 3.10: 2-Puls-Echozerfall von 1 in Polystyrol im S-Band (a) und im X-Band (b)
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S-Band X-Band
Feldposition By [G] 1282 3459
Repetitionsrate [Hz] 80 250
Pulslange tp [ns] 45/45 32/32
Anfangswert Pulsabstand 1 [ns] 220 104
Inkrement Pulsabstand dt [ns] 5 4
Anzahl Scans/Mittelungen 1/100 10/5

Tab. 3.2: MeRparameter fur 2-Puls-Echozerfall

Die 2-Puls-Echozerfalls-Spektren zeigen in beiden Frequenzbandern starke
Matrixprotonenmodulationen, wobei im S-Band (Abb. 3.10 a) eine Modulationstiefe
von ca. 90% und im X-Band (Abb. 3.10 b) von ca. 40% erreicht wird. In diesem Fall
ist der weit wichtigere Befund die Relaxationszeit von ca. 1 pys. Daher wurde fur das
PELDOR-Experiment ein Pulsabstand von t = 920 ns im S-Band und wegen der
héheren Empfindlichkeit im X-Band 1400 ns gewahlt (siehe Tab. 3.3). Das Zeit-
fenster fur die Bewegung des Pumppulses ist nicht nur durch den vorgewdahlten
Pulsabstand 1t der Detektionssequenz begrenzt, sondern wird durch die endlichen
Schaltzeiten der PIN-Dioden, die zwischen den beiden Frequenzen hin- und
herschalten, weiter reduziert. Aus technischen Griinden betragt diese Totzeit (nicht
zu verwechseln mit der durch Resonatorklingeln verursachten Spektrometertotzeit)

im S-Band ca. 100 ns und im X-Band ca. 40 ns.
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Abb. 3.11: PELDOR-Spektren von 1 in Polystyrol im S-Band (a) und im X-Band (b)
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S-Band X-Band
Feldposition By [G] 1263,3 3439,6
Repetitionsrate [Hz] 50 170
Pulslange tp [ns] 40/40/40 32/32/32
Pulsabstand 1 [ns] 920 1400
Anzahl Scans/Mittelungen 10/100 100/10
Frequenzen va / vg / Av [MHZz] 3611 /3541 /70 9729,5/9669,5 / 60

Tab. 3.3: MeRparameter fir PELDOR

Bei beiden Frequenzen ist fir die Probe 1 in Polystyrol klar die erwartete PELDOR-
Modulation zu erkennen (Abb. 3.11). Sie ist recht stark gedampft und hat eine
malige Amplitude, wobei diese im S-Band etwas starker ist als im X-Band. Die
Echointensitéat ist im S-Band nach etwa 0,8 ps und im X-Band nach etwa 1,4 us auf
50% gesunken. Dieser Zerfall 1&3%t sich nur schlecht exponentiell approximieren, so
daB er in beiden Fallen mittels HochpaRfilter'® (Grenzfrequenz 4 MHz) eliminiert
wurde (siehe Abb. 3.12). Als Grund hierfir sind zum einen komplizierte
Relaxationsmechanismen denkbar, zum anderen tragt iber die Anregungsbandbreite

eine Orientierungs- und damit auch Frequenzverteilung zum Signal bei.
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Abb. 3.12: Echomodulation nach HochpafRfilterung der Spektren aus Abb. 3.11. a) S-Band, b) X-Band

9 Zur Hochpalifilterung wurde in dieser Arbeit die Differenz aus Rohspektrum und dem zugehdrigen
Tiefpal3-gefilterten Spektrum gebildet. Als Tiefpalfilter wurde ein Butterworth-Filter [Lin89] zweiter
Ordnung verwendet. Die angegebene Grenzfrequenz trennt den Sperr- vom DurchlaBbereich.
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Es sind zwei grol3e Unterschiede erkennbar: Die stark gedédmpfte Komponente, die
im X-Band innerhalb der ersten 100 ns dominiert, ist wegen der gréferen Totzeit im
S-Band verdeckt. Des weiteren ist am Ende des X-Band-Spektrums deutlich eine
zuséatzliche Frequenz zu erkennen. Die Tatsache, dal® diese Frequenz eine
,negative® Dadmpfung hat und daher keiner Elektron-Elektron-Kopplung entstammen
kann, legt die Vermutung nahe, dal® es sich um ein ungewinschtes Signal handelt,
welches durch Hyperfeinwechselwirkung verursacht ist. Diese Vermutung wird durch
die Fouriertransformation bestétigt, die eine kleine, aber deutliche Linie bei der freien
Protonenfrequenz von vy = 14,6 MHz zeigt. In der nachsten Abb. 3.13 sind die
Power-Fouriertransformationen der Zeitspektren aus Abb. 3.12 nach Hanning-Filter
und ,zero-filling” [Ern87] dargestelit.
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Abb. 3.13: Power-FT der Zeitspektren aus Abb. 3.12 nach Hanning-Filter und zero-filling fir S- (a) und X-Band (b)

Die prominente Linie im S-Band liegt bei 6,8 MHz und im X-Band bei 6,7 MHz.
Wegen der starken Dampfung der Modulation in den Zeitspektren ergeben sich in
der Power-FT Linienbreiten von etwa 2 MHz im S- (Abb. 3.13 a) und 1 MHz im
X-Band (Abb. 3.13 b), woraus eine Unsicherheit von etwa 0,4 MHz bei der S-Band-
und von etwa 0,2 MHz bei der X-Band-Messung folgt. Unter der Annahme einer
vernachlassigbaren Austauschwechselwirkung J und einer gro3eren Praferenz fir
Orientierungen von O ~ 90° 18Rt sich der Abstand der Nitroxide aus dem S-Band-
Spektrum zu rag = 19,7(4) A bzw. zu raz = 19,8(2) A aus dem X-Band-Spektrum
bestimmen, was in sehr guter Ubereinstimmung mit den Literaturwerten 19,73(14) A

aus [Lar93] und 19,4(5) A aus [Pan00] ist.
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3.5.2 Biradikal 1 in d8-Toluol

Fur das in d8-Toluol gel6éste Biradikal 1 wurden ebenfalls echodetektierte EPR- und
2-Puls-Echozerfalls-Spektren in  beiden Frequenzbdndern aufgenommen, um
einerseits die optimalen Spektralpositionen bestimmen zu kénnen und andererseits
die Einflisse der Lésungsmittel- bzw. der Matrixmolekile festzustellen. In Abb. 3.14
sind die echodetektierten EPR-Spektren in S- und X-Band dargestellt. Die

experimentellen Parameter zu diesen Messungen sind in Tab. 3.4 zusammengefalit:
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Abb. 3.14: Echodetektierte EPR-Spektren von 1 in d8-Toluol im S-Band (a) und im X-Band (b)

S-Band X-Band
Frequenz v [GHZ] 3,597 9,721
Pulslangen t, [ns] 40/40 32/32
Pulsabstand 71 [ns] 1000 380
Repetitionsrate [Hz] 50 50
Anzahl Scans/Mittelungen 1/200 1/5

Tab. 3.4: MeRparameter fur echodetektierte EPR-Spektren von 1 in d8-Toluol bei tiefen Temperaturen

Beide Spektren zeigen eine sehr dhnliche Form wie die der Probe 1 in Polystyrol
(3.5.1). Die leichten Unterschiede der S-Band-Spektren werden in 3.5.3 diskutiert.
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Eine im Vergleich zur Probe 1 in Polystyrol deutlich andere Form haben deren
2-Puls-Echozerfalls-Spektren. Die schwachen Hyperfeinkopplungen zum Wasserstoff
des nachsten Matrix- bzw. Ldsungsmittelmolekils pragen die ESEEM-Spektren
dieser Nitroxid-Proben. Sie weisen daher eine au3ergewdhnlich tiefe Modulation von
0,83 MHz im S-Band (Abb. 3.15 a) und 2,3 MHz im X-Band (Abb. 3.15 b) auf, die
durch Hyperfeinwechselwirkungen zum Deuterium des L&sungsmittels verursacht
wird. Die Modulation, die im X-Band eine Tiefe von ca. 80% erreicht, sorgt im S-Band
in wiederkehrenden Intervallen von ca. 1 us fir ein vollstdndiges Verschwinden des
Echos, so dal fiur die PELDOR-Messung nur drei enge Bereiche fir die Wahl des
Pulsabstandes 1t zur Verfigung stehen. Im Gegensatz dazu unterliegt im X-Band
wegen der geringeren Modulationstiefe und der kleineren Modulationsperiode die
Wahl des Pulsabstandes fir die PELDOR-Messung weit geringeren Einschran-
kungen. Die Relaxationszeiten sind zwar deutlich langer als fur die Probe 1 in
Polystyrolmatrix, ca. 2 ys im S- und ca. 4 ys im X-Band, doch ist die Relaxationszeit
im S-Band trotz deutlich niedrigerer Temperatur etwa einen Faktor zwei kirzer als im
X-Band. Wie von Romanelli et al. anhand von Simulationen fir ESEEM von dicht
benachbarten Kernen (Abstand zum paramagnetischen Zentrum < 2,5 A) mit
Kernspin | = 2 gezeigt wurde, fuhren solche Kopplungen nicht nur zu besonders
tiefer Modulation, sondern auch zu einer starken D&dmpfung im Echozerfall. Dieser
Effekt ist im S-Band noch weit gro3er [Rom94].
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Abb. 3.15: 2-Puls-Echozerfall von 1 in d8-Toluol im S-Band (a) und im X-Band (b)
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Die folgende Tab. 3.5 enthalt die Mel3parameter der in Abb. 3.15 gezeigten ESEEM-

Spektren.

S-Band X-Band
Feldposition By [G] 1281 3457
Repetitionsrate [Hz] 50 50
Pulslange tp [ns] 40/40 32/32
Anfangswert Pulsabstand 1, [ns] 350 284
Inkrement Pulsabstand dt [ns] 10 24
Anzahl Scans/Mittelungen 1/200 1/5
Frequenz vy [MHZ] 3597 9721

Tab. 3.5: MeRparameter fur die 2-Puls-Echozerfallsmessungen aus Abb. 3.15
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Die Rohspektren der PELDOR-Messungen an 1 in d8-Toluol bei einem
Frequenzabstand von Av = 80 MHz (Abb. 3.16) zeigen bei beiden Frequenzen einen
wesentlich geringeren Echozerfall als es fur die Probe 1 in Polystyrolmatrix der Fall
war. Gleichzeitig ist die Dampfung der Modulation etwas geringer. Im Falle der
S-Band-Messung ist die Modulation noch nicht auf Rauschniveau abgeklungen,
weshalb eine Messung bei groflerem t-Wert zu einem Gewinn an spektraler
Auflésung fihren sollte. Deshalb wurde eine Messung mit dem né&chstgréferen
sinnvollen Pulsabstand t = 2440 ns (siehe Abb 3.15) durchgefthrt. Wegen der um
einen Faktor 5 kleineren Echoamplitude und des deutlich gréf3eren Zeitfensters fur
den Pumppuls war auch nach erheblich l&dngerer MelR3zeit das Signal-zu-Rausch-
Verhéltnis immer noch weitaus schlechter als im folgenden Spektrum der Abb. 3.16.
Die Einstellungen fir die PELDOR-Messungen der in Abb. 3.16 dargestellten

Spektren sind in Tab. 3.6 zusammengestellt.
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Abb. 3.16: PELDOR-Spektren von 1 in d8-Toluol mit Av = -80 MHz im S-Band (a) und im X-Band (b)

S-Band X-Band
Feldposition By [G] 1252,5 3426,4
Repetitionsrate [Hz] 50 150
Pulslange tp [ns] 40/40/40 32/32/32
Pulsabstand 7t [ns] 1000 1400
Anzahl Scans/Mittelungen 78/100 100/5
Frequenzen va / vg / Av [MHZ] 3599,5/3519,5/80 [9715/9635/ 80

Tab. 3.6: MeRparameter fur die PELDOR-Spektren aus Abb. 3.16
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Wie bei den vorigen Messungen an der Probe in Polystyrolmatrix wurde auch hier
der Zerfall mittels Hochpalfifilter eliminiert (Grenzfrequenz im S-Band 3 MHz und im
X-Band 4 MHz). Wahrend das gefilterte X-Band-Spektrum ohne weitere Verarbeitung
im Zeitbereich fouriertransformiert wurde, muf3te beim S-Band-Spektrum ein
Hanning-Filter und zero-filling [Ern87] angewendet werden, um im Frequenzbereich

ungewiinschte Seitenoszillationen zu minimieren.
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Abb. 3.17: Power-FT der Spektren aus Abb. 3.16 nach Hochpalfilterung im S-Band (a) und im X-Band (b). Im

Falle des S-Band-Spektrums (a) wurde zusatzlich ein Hanning-Filter und zero-filling angewendet.

Die Maxima dieser Spektren liegen im S-Band bei vpjp = 6,8(2) MHz, was einem
Abstand von rag = 19,7(2) A entspricht, und im X-Band bei vpj, = 6,9(1) MHz, was
einem Abstand von rag = 19,6(1) A entspricht. Diese Ergebnisse stehen in ebenso
guter Ubereinstimmung mit den Literaturwerten, wie diejenigen der vorigen
Messungen an der Probe 1 in Polystyrol. Der unterschiedliche Einfluld der
Lésungsmittelmolekile, der neben der Konzentration die einzige Ursache fir die
unterschiedlichen Relaxationszeiten ist, hat keinen Einflud auf die Detektion der

Frequenz v, und damit auf die Bestimmung des Abstandes rag.
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Da fur den zuvor gewahlten Frequenzabstand von Av = 80 MHz nur eine Linie
die PELDOR-Messungen

Frequenzabstand von Av = 40 MHz wiederholt, wobei die Position der Pumpfrequenz

detektiert werden konnte, wurden mit  einem
an der Stelle der Kernspinniveaus m; = 0 beibehalten wurde. In der folgenden Abb.
3.18 sind die Zeitspektren und in Tab. 3.7 die zugehérigen experimentellen
Parameter gegeben. Im Vergleich zu den Messungen mit einem Frequenzabstand
von Av = 80 MHz sind im X-Band keine Unterschiede in Bezug auf Echodadmpfung
und Modulationstiefe zu erkennen. Lediglich im Anfang sind Unterschiede sichtbar,
die auf eine zuséatzliche Frequenz hinweisen. Im S-Band dagegen ist sowohl die

Déampfung als auch die Modulationstiefe geringer.
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Abb. 3.18: PELDOR-Spektren von 1 in d8-Toluol im S-Band (a) und im X-Band (b) mit einem Frequenzabstand

von Av = 40 MHz

S-Band X-Band
Feldposition By [G] 1262,2 3448,7
Repetitionsrate [Hz] 62,5 40
Pulslange tp [ns] 40/40/40 32/32/32
Pulsabstand 71 [ns] 1320 1400
Anzahl Scans/Mittelungen 40/100 250/5
Frequenzen va / vg / Av [MHZ] 3580,2/3540,2/40 |9738,1/9698,1/40

Tab. 3.7: MeRparameter fur die PELDOR-Spektren aus Abb. 3.18
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Abb. 3.19: Power-Fouriertransformation der Zeitspektren aus Abb. 3.18 nach Hochpal¥filterung und zero-filling fur
S-Band (a) und X-Band (b)

In der Power-Fouriertransformation (Abb. 3.19), die nach Hochpal¥filterung
(Grenzfrequenz im S-Band 1 MHz und im X-Band 2 MHz) und zero-filling der
Zeitspektren durchgefihrt wurde, treten auch bei diesem Frequenzabstand als
starkste Linien jeweils die dipolare Kopplung mit vpi, = 6,8(3) MHz im S-Band (a)
bzw. 6,7(2) MHz im X-Band (b) hervor. Im X-Band-Spektrum ist als zweitstarkste
Linie bei vj = 13,8(6) MHz die Frequenz 2vpj, zu sehen, woraus folgt, dal’ die
Austauschwechselwirkung J vernachlassigbar ist (siehe 3.2). Die zur Interpretation

der Spektren bei Av = 80 MHz gemachte Annahme wird hierdurch untermauert.

In diesem Fall ist es also gelungen, alle Orientierungen (wenn auch nicht
gleichmafig) anzuregen, so dal ein Pake-ahnliches Spektrum erzielt wurde. Auch
das S-Band-Spektrum zeigt eine Linie bei 13,4 MHz, die jedoch deutlich schwécher
ist, was einerseits an der deutlich gréf3eren Totzeit und andererseits an der gré3eren

Pulslange und der damit verbundenen ausgepréagteren Selektivitat liegt.
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3.5.3 Biradikal 2 in d8-/h8-Toluol

Die echodetektierten EPR-Spektren des Biradikals 2 in d8-Toluol (Abb. 3.20) zeigen
in S- und X-Band ebenfalls den typischen Charakter von Nitroxiden. Wahrend die
Spektren aller bisher diskutierten Nitroxid-Proben im X-Band keinerlei Unterschiede
aufweisen, unterscheiden sich die Spektren des S-Bandes leicht. Daflir kbnnen zwei
mdgliche Ursachen angefihrt werden. Zum einen kann aufgrund der vorhandenen
Relaxationsanisotropie die unterschiedliche Wahl des Pulsabstandes t zu den
vorliegenden Abweichungen filhren. Zweitens wurde im X-Band grundsatzlich das
gesamte Echo integriert, wdhrend im S-Band verschieden breite Beobachtungs-
fenster gewahlt wurden. Falls die Breite dieses Fensters nicht mindestens der
inversen Aufldsung entspricht, wird das Spektrum verzerrt [Sch91], was im Falle der

S-Band-Spektren zu den Abweichungen vom erwarteten Spektrum fihrt.
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Abb.3.20: Echodetektierte EPR-Spektren von 2 in d8-Toluol im S-Band (a) und im X-Band (b)

S-Band X-Band
Frequenz v [GHZ] 3,60265 9,7243
Pulslangen t, [ns] 40/40 32/32
Pulsabstand 1 [ns] 980 380
Repetitionsrate [Hz] 50 20
Anzahl Scans/Mittelungen 1/50 1/5

Tab. 3.8: MeRparameter fur echodetektierte EPR-Spektren von 2 bei tiefen Temperaturen.
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Die Spektren des 2-Puls-Echozerfalls (siehe Abb. 3.21 bzw. Tab. 3.9) zeigen wie bei
der Probe 1 in d8-Toluol identische ESEEM.
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Abb. 3.21: 2-Puls-Echozerfall von 2 in d8-Toluol im S-Band (a) und im X-Band (b)

S-Band X-Band
Feldposition By [G] 1281,85 3459
Temperatur [K] 6 20
Repetitionsrate [Hz] 50 20
Pulslange tp [ns] 40/40 32/32
Anfangswert Pulsabstand 1, [ns] 250 284
Inkrement Pulsabstand dt [ns] 5 4
Anzahl Scans/Mittelungen 1/100 1/5
Frequenz vy [MHZ] 3599,6 9724,3

Tab. 3.9: MeRparameter fur 2-Puls-Echozerfall aus Abb. 3.21

Sowohl das S- als auch das X-Band-Spektrum zeigen fur diese Probe eine minimal
grélRere Relaxationszeit auf als die Probe 1 in d8-Toluol. Da die Spektren bei
identischen Temperaturen aufgenommen worden sind und die Konzentrationen
ebenfalls gleich sind, kommt als Ursache lediglich die schwéachere dipolare Kopplung

in Betracht.
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Die PELDOR-Messungen (Spektren siehe Abb. 3.22) wurden im S-Band bei einem
t-Wert von 1,36 ps und im X-Band von 5 ys durchgefiihrt (weitere Parameter siehe
Tab. 3.10).
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Abb. 3.22: PELDOR-Spektren von 2 in d8-Toluol mit Av = -80 MHz im S-Band (a) und im X-Band (b)

S-Band X-Band
Feldposition By [G] 1254,5 3430,5
Repetitionsrate [Hz] 50 20
Pulslange tp [ns] 40/40/40 32/32/32
Pulsabstand 1 [ns] 1360 5000
Anzahl Scans/Mittelungen 20/100 80/5
Frequenzen va / vg / Av [MHZz] 3601,7 /3521,7 /80 9724 /9644 / 80

Tab. 3.10: Mel3parameter fir die PELDOR-Spektren in Abb. 3.22

Wie zuvor wurde der Zerfall bei beiden Spektren mittels Hochpalfilter
(Grenzfrequenz im S-Band 1 MHz und im X-Band 0,8 MHz) abgezogen. Wiederum
konnte das gefilterte X-Band-Spektrum ohne weitere Verarbeitung im Zeitbereich
fouriertransformiert werden, wohingegen das S-Band-Spektrum nur etwa zwei
Perioden einer tiefen Modulation aufweist, die wegen des relativ kurzen t-Wertes
abgeschnitten ist und somit ebenfalls mittels Hanning-Filter und zero-filling bearbeitet
werden mul3te, um im Frequenzbereich stérende Seitenoszillationen zu minimieren.

Dementsprechend ist die Linienbreite hier sehr viel gré3er als im X-Band, was nicht
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durch die ,naturliche® Dédmpfung der Modulation verursacht wird, die aus dem
S-Band-Spektrum nur schwer zu beurteilen ist, sondern durch die sehr viel kirzere
Phasengedachtniszeit Ty, weshalb der t-Wert im S-Band sehr viel kiirzer gewéahlt
werden mufte, als im X-Band. Die Frequenzen der Maxima aus beiden Spektren
betragen fiir das S-Band vp;, = 1,9(3) MHz, woraus ein Abstand von rag = 30,2(15) A
folgt, und fur das X-Band vp;, = 2,14(9) MHz, was einem Abstand von rag = 29,0(4) A

entspricht.
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Abb. 3.23: Power-Fouriertransformation der Spektren aus Abb. 3.22 nach HochpalRfilterung und zero-filling fur
S-Band (a) und X-Band (b)

Im X-Band wurde zusétzlich die Abhangigkeit der PELDOR-Modulation vom Abstand
der beiden Frequenzen untersucht, um die sich daraus ergebenden
unterschiedlichen Orientierungsselektionen zu beobachten. Hierbei wurde die
Frequenz des Pumppulses konstant auf dem zentralen Ubergang der Kernspin-
Mannigfaltigkeit m; = 0 gehalten. In Bezug auf diese Frequenz wurden fur die
Detektionsfrequenzen +80, -80, -60 und -40 MHz gewahlt. Diese Messungen wurden
mit einer Repetitionsrate von 20 Hz, einem Detektions-Pulsabstand von t = 5 ps und
Pulsléangen von tp = 32/32/32 ns durchgefiihrt. Die Anzahl der Scans betrug jeweils 5
und die der Mittelungen 80. Als Detektionsfrequenz wurde die Resonatorfrequenz
von vy = 9,7243 GHz gewahlt. In Tab. 3.11 sind die weiteren MelRparameter dieser in

Abb. 3.24 dargestellten Messungen aufgeflhrt.

90



Echoamplitude [a.u.)
O ] ]
i Y| i ]

[
h

=]
b

ot

Da - —1L . - — L 1 — = L —L - — 1
] 0.5 1 1.5 7 il 3 5 o] 4 4.5
Pumppuls-Position [ps]

Abb. 3.24: PELDOR-Spektren von 2 in d8-Toluol bei verschiedenen Frequenzabstédnden Av im X-Band

Es sind zwei signifikante Unterschiede zu beobachten. Der Echozerfall nimmt mit
zunehmendem Frequenzabstand deutlich ab. Die Modulation bleibt in Periode und
Amplitude bei allen vier Spektren nahezu identisch, wobei das Spektrum mit dem
kleinsten Abstand von -40 MHz (schwarz) innerhalb der ersten beiden Perioden eine
zuséatzliche Oszillation mit grélRerer Frequenz zeigt, die eine kleinere Anfangs-

amplitude besitzt und zusatzlich starker gedampft ist.
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Abb. 3.25: Fouriertransformation der PELDOR-Spektren aus Abb. 3.24
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Alle Zeitspektren aus Abb. 3.24 wurden nach Hochpalifiterung (mit einer
Grenzfrequenz von 1,5 MHz), Hanning-Filter und zero-filling fouriertransformiert. Die
Fouriertransformation in Abb. 3.25 zeigt diese Schwingung bei einer Frequenz von
v = 4,3(3) MHz, die etwa dem Doppelten der dipolaren Kopplung vpip entspricht,
woraus folgt, dal} auch fur diese Probe die Austauschwechselwirkung J vernach-
l&ssigbar ist. Da diese Probe aber in d8-Toluol geldst ist, bleibt eine Unsicherheit
bezuglich der Herkunft dieser beiden Frequenzen, da die freie Deuteriumfrequenz
vp = 2,25 MHz und damit 2vp = 4,5 MHz betragt (bei Bg = 3444,7 G).

Frequenzabstand Av [MHZz] +80 -80 -60 -40
Detektionsfrequenz v [GHZz] 9,8037 9,644 9,6637 9,6837
Feldposition Bo [G] 3487,5 3430,5 3437,6 34447

Tab. 3.11: MeBparameter fur PELDOR bei unterschiedlichen Frequenzabstanden Av im X-Band
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Aus diesem Grund wurde die Messung mit einem Frequenzabstand Av von -40 MHz
mit der selben Probe auch im S-Band durchgefihrt. Die Pulslangen betrugen
tp = 40/40/40 ns, die Repetitionsrate 50 Hz und der Pulsabstand war 1t = 2,3 ps. Die
Resonator- und Detektionsfrequenz war vy = 3,60265 GHz, die Pumpfrequenz
vo = 3,56265 GHz und das Magnetfeld By = 1268,5 G. Es wurden bei 100 Mittelungen

50 Scans akkumuliert.

Die Abb. 3.26 zeigt in a) das Zeitspektrum und in b) die Fouriertransformation nach
Eliminierung des Zerfalls mittels Hochpalfilter (Grenzfrequenz 1 MHz) und

anschliellender Anwendung eines Hanning-Filters und zero-filling.
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Abb. 3.26: PELDOR-Spektrum mit Av = -40 MHz im S-Band bei 10 K (a) und FT nach Filterung und zero-filling (b)

Auch hier tritt die dipolare Kopplung vpj, = 2,0(2) MHz und die Harmonische 2vp;, bei
4,3(3) MHz auf. Daraus folgt ein Abstand raz von 29,6(9) A und ein J ~ 0. Der
ebenfalls sehr groRe Peak bei 1,1 MHz stammt sehr wahrscheinlich von schwach
gekoppelten Deuteriumkernen, deren Larmorfrequenz bei 1268,5 G 0,83 MHz
betragt. Da im S-Band der Kernmodulationseffekt deutlich stérker ist als im X-Band,
ist auch das PELDOR-Experiment bei kleinen Frequenzabstanden ,anfalliger fur

Hyperfeinwechselwirkungen.
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Als weitere Bestatigung, dal® es sich bei den Linien bei 4,4 MHz um die Frequenz
2vpjp handelt, wurde die Probe 2 in h8-Toluol gelést. Nach der Aufnahme echo-
detektierter EPR- und 2-Puls-ESEEM-Spektren wurden die PELDOR-Experimente
mit fast identischen Parametern wie im Fall der in d8-Toluol gelésten Probe
wiederholt. Auf die Darstellung echodetektierter Spektren sei hier verzichtet, da sich
diese nicht erkennbar von denen der in d8-Toluol gelésten Probe unterscheiden.
Allerdings ist bei identischen Temperaturen eine deutlich schnellere Relaxation (um
mehr als einen Faktor 2) zu verzeichnen (vgl. Abb. 3.27 mit Abb. 3.21). Aus diesem
Grund war fur die PELDOR-Messung ein kurzerer t-Wert nétig, um bei ahnlicher
MefRzeit noch ein vernlnftiges S/N zu erzielen. Alle weiteren Parameter zu diesen 2-

Puls-Echozerfallsexperimenten sind in Tab. 3.12 zusammengefal3t.

a} b)
=2 3
-’. .ﬂ.
= . €z
E [ 3 1G-
= =1
F =
E n4 .'I g [
E o
w w
uz I Ll
Jrl
" =
—
[N I'!"-'-."‘"llm__._ N —
——— . o —_——
| v % L] u - 1 3 dq
Pulsabislan:: |1 Pu sialbstand Jps)

Abb. 3.27: 2-Puls-Echozerfall von 2 in h8-Toluol im S-Band (a) und im X-Band (b)

S-Band X-Band
Feldposition By [G] 1283 3462
Repetitionsrate [Hz] 100 40
Pulslange tp [ns] 40/40 32/32
Anfangswert Pulsabstand 1, [ns] 295 284
Inkrement Pulsabstand dt [ns] 10 8
Anzahl Scans/Mittelungen 1/100 1/5
Frequenz vy [MHZ] 3602,9 9735,2

Tab. 3.12: Mel3parameter firr 2-Puls-Echozerfall aus Abb. 3.27
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Die PELDOR-Messungen wurden mit Pulsabstanden von 1 = 2,5 us (im S-Band)
bzw. t = 3 us (im X-Band) durchgefthrt. Die Zeitspektren in Abb. 3.28 zeigen
ebenfalls die erwartete Modulation, die jedoch in beiden Féllen eine etwas geringere
Tiefe aufweist als bei der Probe 2 in d8-Toluol (vgl. Abb. 3.22). Bei dieser Messung
kann im S-Band wieder eine groRere Modulationstiefe als im X-Band konstatiert
werden. Da in beiden Féllen jeweils dieselbe Probe verwendet wurde, kommt als
mdgliche Ursache nur die unterschiedliche Orientierungsselektion in Frage, die
einerseits durch die weicheren Pulse und andererseits durch die geringere
Auswirkung der schwachen g-Anisotropie im S-Band zustande kommt.
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Abb. 3.28: PELDOR-Spektren von 2 in h8-Toluol mit Av = -80 MHz im S-Band (a) und im X-Band (b)

S-Band X-Band
Feldposition By [G] 1254,5 3433,5
Repetitionsrate [Hz] 100 40
Pulslange tp [ns] 40/40/40 32/32/32
Pulsabstand 1 [ns] 2500 3000
Anzahl Scans/Mittelungen 76/100 100/5
Frequenzen va / vg / Av [MHZz] 3602,9/3522,9/80 |9734,7/9654,7 /80

Tab. 3.13: Mel3parameter fir die PELDOR-Spektren in Abb. 3.28
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Der Zerfall der Echoamplitude wurde mittels Hochpal¥filter (Grenzfrequenz 1,5 MHz)
entfernt. Da in beiden Fallen die Modulation noch nicht vollstandig auf Rauschniveau
abgeklungen war, mufdte vor der FT (Abb. 3.29) ein Hanning-Filter und zero-filling
angewendet werden. Die Fouriertransformationen zeigen jeweils eine starke Linie,
die sich im S-Band bei v, = 2,06(18) MHz entsprechend einem Abstand von
ras = 29,3(8) A und im X-Band bei v, = 2,12(9) MHz entsprechend rag = 29,1(4) A
befindet.
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Abb. 3.29: FT der Spektren aus Abb. 3.28 nach Hochpal¥filterung und zero-filling in S-Band (a) und X-Band (b)

Um die Zuverlassigkeit der Methode zu testen, wurde auch mit dieser Probe eine
Messung mit einem Frequenzabstand von Av = 40 MHz im X-Band durchgefiihrt. Die
Abb. 3.30 a) zeigt das Zeitspektrum und Abb. 3.30 b) die Power-FT nach Abzug des
exponentiell gefitteten Zerfalls, Hanning-Filter und zero-filling. Bei dieser Messung
waren bis auf die Frequenz vg = 9694,7 MHz und die Feldposition By = 3447,7 G alle

Einstellungen mit denen in Tab. 3.13 (rechte Spalte) aufgefihrten identisch.
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Abb. 3.30: PELDOR-Spektrum mit Av = -40 MHz im X-Band bei 20 K (a) und FT nach Filterung und zero-filling (b)
96



Die Leistungsfahigkeit dieser Methode wurde mit der in 3.1 beschriebenen ,2+1%
Sequenz verglichen. Hierbei wurde zwar der Frequenzabstand auf Av = 0 MHz
reduziert, jedoch fur den Pumppuls die zweite Quelle verwendet, um eine
Phasenbeziehung zwischen Detektion und Pumpen auszuschlie3en. Es wurden alle
sonstigen Parameter entsprechend derjenigen der zuletzt beschriebenen PELDOR-
Messungen belassen. Dieses Experiment wurde einmal mit der gleichen Pulslange
wie oben von tp = 32 ns und einmal mit tp = 12 ns und entsprechend gesteigerter
mw-Leistung durchgefuhrt.
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Abb. 3.31: ,2+1“ im X-Band bei 20 K mit weichen (blau) und harten (rot) Pulsen. Zeitspektren a) und FT b)

In dem blauen Spektrum der Abb. 3.31 a), welches mit weichen Pulsen erzielt wurde
(tp =32 ns -> By~ 5 QG), tritt deutlich die Hyperfeinwechselwirkung der Matrix-
protonen hervor, die bei dem eingestellten Feldwert von By = 3462 G eine Frequenz
von vy = 14,7 MHz besitzen. In Abb. 3.31 b), die die Fouriertransformationen der
Spektren aus Abb. 3.31 a) darstellt, ist nur wenig schwacher ein Peak bei der
Frequenz der dipolaren Kopplung mit vpj, = 2,0 MHz zu sehen. Das rote Spektrum
der Abb. 3.31 a), das mit harten Pulsen (tr = 12 ns -> B4 ~ 15 G) erzielt wurde,
weist einen deutlich starkeren Zerfall auf, aber weitaus weniger Modulation. Die
Protonenlinie schrumpft hier auf Rauschniveau, wodurch die um ca. 60% reduzierte

Linie der dipolaren Kopplung zum prominenten Ubergang wird (Abb. 3.31 b).
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Diese Messungen zeigen, dal® es zwar ebenso mit der ,2+1“-Sequenz mdglich ist,
die Spin-Spin-Kopplung zu messen, jedoch birgt diese Methode zwei wesentliche

Nachteile:

Der erste Nachteil ist, dal® bei einer MelRzeit, die mit der entsprechenden PELDOR-
Messung (Abb. 3.30) vergleichbar ist, zwar die Komponente v, = 2,0 MHz klar zu
identifizieren ist, aber nicht v|. Daher ist aus dieser Messung keine Aussage Uber
einen etwaigen Beitrag einer Austauschwechselwirkung mdéglich und auch die
Identifizierung der prominenten Linie als dipolare Kopplungskonstante kann nicht
bewiesen werden, sondern beruht lediglich auf einer Plausibilitdtsbegrindung. Dieser
Nachteil kbnnte mdglicherweise durch Verwendung noch kirzerer Pulse im Falle
ausreichender mw-Leistung kompensiert werden, falls es dadurch ermdglicht wird,
das gesamte Spektrum gleichmafig anzuregen [Rai00]. Dies ist jedoch fur Nitroxide
in S- und X-Band nicht mdglich. Da die Verwendung von hérteren Pulsen die
Dampfung verstarkt (siehe Abb. 3.31) wirkt sich dieses Vorgehen nachteilig auf die

Linienbreite und damit auf die Genauigkeit der Abstandsmessung aus.

Zur Untersuchung von organischen Radikalen, die deutlich schmalere EPR-Spektren
aufweisen, kann die ,2+1“Methode daher dennoch konkurrieren. So wurde mit
dieser Methode die relative Position des Tyrosin D zum Chinon A im Photosystem Il
bestimmt [Yo0s99].

Der zweite Nachteil besteht in der generellen Schwierigkeit, Beitrdge von Hyperfein-
wechselwirkung vollstdndig zu unterdriicken, was fir PELDOR wenigstens bei
grolRen Frequenzabstanden gegeben ist.

Somit haben die in der Literatur bekannten Modellsysteme 1 und 2 in S- und X-Band
Ubereinstimmende Ergebnisse geliefert, wodurch die Leistungsfahigkeit beider
Spektrometer belegt wurde. Hierbei wurde Uber die Bestatigung der dipolaren
Kopplung in beiden Systemen hinaus auch der Nachweis einer vernachlassigbaren

Austauschwechselwirkung J, durch die Messung der Komponente v erbracht.
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3.5.4 BITPAB und BITPAP in d8- /h8-Toluol

Die Proben BITPAB und BITPAP wurden synthetisiert, um einerseits die untere
Grenze der Empfindlichkeit der PELDOR-Methode zu ermitteln, und andererseits, um
den Einflu der Austauschwechselwirkung, welche mit dieser Methode noch nicht
untersucht wurde, zu charakterisieren. Die Struktur dieser Biradikale und der
Abstand beider Nitroxidgruppen lassen darauf schliefen, dal® es hier zu einem
nennenswerten Beitrag dieser Wechselwirkung kommen kann. Da sie eine isotrope
Grolde ist, wurden fir diese beiden Proben neben den Messungen in gefrorener
Lésung auch cw-EPR-Messungen bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Da sich in
flussiger L6sung die anisotropen Anteile der Spin-Spin-Wechselwirkung, die dipolare
Kopplung, ausmittelt, kann auf diese Weise die Austauschwechselwirkung J separiert
werden. Die cw-EPR-Spektren beider Proben in d8-Toluol, von BITPAB in 3.32 a)
und von BITPAP in 3.32 b) dargestellt, wurden mit einem X-Band-Spektrometer
Bruker esp300e aufgenommen.

1 1 1 1 1 | 1 1 1
3320 3340 3360 3380 3400 3300 3350 3400 3450

B, [C] B, [G]

Abb. 3.32: cw-EPR-Spektrum von BITPAB (a) und BITPAP (b) im X-Band bei Raumtemperatur.
mw-Frequenz: 9,4337 GHz (a) bzw. 9,4332 GHz (b), Modulationsamplitude: 0,1 G (a) bzw. 2 G,
mw-Leistung: 1 mW (a) bzw. 0,8 mW (b)
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Das Spektrum von BITPAB (Abb. 3.32 a) zeigt eine kleine zusétzliche Aufspaltung
des 3-Linien-Spektrums gegeniber dem eines Nitroxid-Monoradikals. Durch
Simulation dieses Spektrums mittels Xemr [Elo00] konnte der Betrag der Austausch-
wechselwirkung zu |JJ/2r = 12(3) MHz ermittelt werden. Da dies noch in der
Grollenordnung der dipolaren Kopplung liegt, ist zu erwarten, dald sie mit der
PELDOR-Methode zu registrieren ist.

Dagegen laRt die vergleichsweise starke Austauschwechselwirkung in BITPAP,
deren Betrag durch Simulation des Spektrums in Abb. 3.32 b) zu |J|/2r = 73(3) MHz

bestimmt wurde, dies aufgrund zu geringer Anregungsbandbreite der verwendeten

Pulse nicht erwarten.

Fiar die Probe BITPAP ist in Abb 3.33 ein echodetektiertes (a) und ein 2-Puls-
Echozerfallsspektrum (b) aus dem S-Band gezeigt. Es konnten weder im S- noch im
X-Band PELDOR-Oszillationen registriert werden, was der grofden Austausch-
wechselwirkung zugeschrieben werden kann. Die Kopplung der Spins ist hier schon
so stark, dal’ es nicht mehr méglich ist ihnre Zustande separat zu beeinflussen.
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Abb. 3.33: BITPAP in d8-Toluol im S-Band: a) Echodetektiertes EPR-Spektrum mit einem Pulsabstand von
t = 365 ns, b) 2-Puls-Echozerfallsspektren bei By = 1274 G.
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Bevor auf die PELDOR-Messungen zur Untersuchung der Spin-Spin-Wechsel-
wirkung eingegangen wird, soll anhand der Probe BITPAB in h8-Toluol die fur
Nitroxide typische Relaxationsanisotropie [Mil84b] im X-Band demonstriert werden.
Abb. 3.34 =zeigt in a) echodetektierte EPR-Spektren bei drei verschiedenen
Pulsabstanden t von 148, 1200 bzw. 2200 ns. Die eingezeichneten farbigen Pfeile
weisen auf die Feldpositionen, fur die in b) 2-Puls-Echozerfallsspektren in halb-

logarithmischem Mal3stab dargestellt sind.
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Abb. 3.34: Relaxationsanisotropie der Nitroxide am Beispiel BITPAB in h8-Toluol im X-Band bei 20 K:
a) Echodetektierte EPR-Spektren mit einem Pulsabstand von t = 148 ns (obere Kurve), t = 1,2 us (mittlere Kurve)

bzw. t = 2,2 ps (untere Kurve). b) 2-Puls-Echozerfallsspektren bei drei verschiedenen Feldwerten B.

Die Abb. 3.34 b) zeigt, dal® die zentrale Komponente bei g = 2 (griin, m; = 0) die
schnellste Relaxation aufweist. Bei kleinem Pulsabstand stellt diese Komponente das
Maximum des Spektrums dar, bei 1 ~ 1,2 us sinkt sie unter die rechte Schulter (blau,
m; = +1), um ab T ~ 2,1 ys unter die linke Schulter (rot, m; = -1) zu sinken und damit
zur kleinsten Komponente zu werden. Diese Relaxationsanisotropie kann fiir die
Wahl der Pump- bzw. Detektionsfrequenz in Abhangigkeit des maximal erreichbaren
Pulsabstandes 1 in PELDOR-Experimenten entscheidend sein. Hier ist die in den
bisher dargestellten Experimenten getroffene Wahl (vgl. Abb. 3.9) der Detektion auf
der langsamer relaxierenden Schulter bei niedrigem Feld (bzw. hoher Frequenz)
sinnvoll. Wirde diese Schulter dagegen deutlich schneller relaxieren, als die zentrale

Komponente, liel3e sich bei umgekehrter Wahl evil. ein grél3erer t-Wert realisieren.
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Die in Abb. 3.34 a) und b) gezeigten Spektren wurden bei einer Frequenz von
vo = 9,7208 GHz, mit Pulslangen von 32 ns und einer Repetitionsrate von 100 Hz
aufgenommen. Es wurden jeweils 1 Scan mit 5 Mittelungen durchgefuhrt. Die
echodetektierten EPR-Spektren in der Abb. 3.34 a) wurden mit Pulsabstdnden von
T = 148ns (oben) bzw. 1,2 pys (mitte) und 2,2 ys (unten) durchgefihrt. Die 2-Puls-
Echozerfallsspektren (Abb. 3.34 b) wurden mit einem Pulsabstand von Tt = 148 ns
begonnen und mit einem Inkrement von 4 ns gefahren. Die Feldwerte waren 3434 G
(blau), 3456 G (griin) und 3483 G (rot).

Zum Vergleich sind in Abb. 3.35 a) ein echodetektiertes EPR-Spektrum und in b) ein
2-Puls-Echozerfallsspektrum aus dem S-Band dargestellt. Diese wurden bei einer
Frequenz von v = 3,586 GHz, mit Pulsldngen von 40 ns und einer Repetitionsrate
von 50 Hz aufgenommen. Es wurden jeweils 1 Scan mit 10 Mittelungen durchgefuhrt.
Das echodetektierte EPR-Spektrum (Abb. 3.35 a) wurde mit einem Pulsabstand von
t = 220 ns durchgefiihrt. Das 2-Puls-Echozerfallsspektrum (Abb. 3.35 b) wurde mit
einem Pulsabstand von t = 220 ns begonnen und mit einem Inkrement von 10 ns bei

einem Feldwert von By = 1277 G gefahren.
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Abb. 3.35: BITPAB in h8-Toluol im S-Band bei 10 K: a) Echodetektiertes EPR-Spektrum mit einem Pulsabstand
von 1 = 220 ns. b) 2-Puls-Echozerfallsspektren bei By = 1277 G.
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In der folgenden Abb. 3.36 sind die PELDOR-Spektren fur BITPAB im X-Band bei
einem Frequenzabstand von Av = 80 MHz einer in d8-Toluol gelésten Probe (a) bzw.

bei einem Frequenzabstand von Av = 40 MHz einer in h8-Toluol gelésten Probe

gezeigt.
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Abb. 3.36: PELDOR im X-Band an BITPAB in d8-Toluol mit Av = 80 MHz a) und in h8-Toluol mit Av = 40 MHz b)

Die Mel3parameter dieser Messungen sind der Tab. 3.14 zusammengestellt.

Av = 80 MHz Av = 40 MHz
Feldposition Bg [G] 3433,5 3444.,0
Repetitionsrate [Hz] 100 100
Pulslange tp [ns] 32/32/32 20/20/20
Pulsabstand 1 [ns] 984 1836
Anzahl Scans/Mittelungen 140/10 2400/10
Frequenzen va / vg [MHZ] 9734,8 / 9654,8 9726,7 / 9686,7

Tab. 3.14: MeRparameter fur die PELDOR-Spektren in Abb. 3.36
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Die Zerfélle in diesen Zeitspekiren sind durch Hochpal¥filterung mit einer
Grenzfrequenz von 3 MHz (a) bzw. mittels biexponentiellem Fit (b) eliminiert. Nach
Anwendung von Hanning-Filtern und zero-filling wurden Power-Fourier-
transformationen durchgefthrt (Abb. 3.37).
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Abb. 3.37: Power-Fouriertransformationen der Zeitspektren aus Abb. 3.36

Die starkste Linie in Abb. 3.37 a) liegt bei 7,4 MHz und ist mit v, bezeichnet, die
starkste Linie in b) liegt bei 18,3 MHz und ist mit v bezeichnet. Da die zweitgrélite
Linie in a) mit einer Frequenz von v; = 18,3 MHz exakt der Frequenz der prominenten
Linie in b) entspricht und umgekehrt die zweitgréfdte Linie in b) mit einer Frequenz
von v, = 7,2 MHz der Frequenz der prominenten Linie in a) sehr nahe kommt,
kénnen diese beiden Frequenzen als Singularititen des dipolaren Tensors
identifiziert werden. Da es mit einem Frequenzabstand von Av = 80 MHz fir die
bisher untersuchten Biradikale nicht moglich war, die Komponente v anzuregen
(siehe 3.2), also solche Molekiile mit einer Ausrichtung ©,, = 0°, wird die starke Linie

in a) der Komponente v, zugeordnet und die starke Linien in b) der Komponente vj.
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Aus diesen Werten und der eindeutigen Zuordnung kann nun mit Hilfe von

Vo=V V) ‘/3

%n:(Zvl +V )/3

sowohl die dipolare Kopplungskonstante zu vpj, = 3,7(2) MHz ermittelt werden, als
auch Betrag und Vorzeichen der Austauschwechselwirkung zu J/2n = +11(3) MHz.
Somit liegt fur dieses Biradikal eine antiferromagnetische Kopplung vor, was fir para-
substituiertes Benzol auch erwartet wird [Kah93]. Aus der dipolaren Kopplungs-
konstante vpj, folgt ein Abstand der beiden Nitroxid-Spinlabel von rag = 24,0(3) A,
was etwas groRer ist, als der erwartete Wert von 21(1) A (vgl. Abb. 3.5).

Aufgrund der geringeren Empfindlichkeit des S-Band-Spektrometers gegenliiber dem
X-Band-Spektrometer und der geringen Modulationstiefe bei dieser Probe konnten
keine S-Band-PELDOR-Spektren mit ausreichendem Signal-zu-Rausch-Verhéltnis

erzielt werden.

105



3.5.5 BIESTERPHY und BIESTERBI in d8-Toluol

Die echodetektierten EPR-Spektren dieser beiden Proben zeigten das typische
3-Linien-Muster wie jene der Proben 1, 2 oder TPA. Bei den 2-Puls-ESEEM-
Spektren konnten ebenfalls identische Modulationen und sehr &hnliches
Relaxationsverhalten festgestellt werden. Auf eine Darstellung dieser Spektren wird
daher verzichtet.

Die folgende Abb. 3.38 zeigt die PELDOR-Spektren der Probe BIESTERPHY fir das
S-Band (a) bei einem Frequenzabstand von Av = 80 MHz und fir das X-Band (b) bei
Av = 80 MHz in blau und bei Av = 40 MHz in rot. Die X-Band-Spektren weisen bei
beiden Frequenzabstdnden eine sehr kleine, nahezu identische Modulation mit einer
Tiefe von etwa 2% auf. Die Dampfung ist fir den kleineren Frequenzabstand gréf3er,
was auch schon bei der systematischen Untersuchung der Probe 2 (siehe Abb. 3.24)
beobachtet wurde. Das im S-Band bei einer Temperatur von 5 K erzielte Spektrum
zeigt bei etwa gleich langer Mel3dauer ein deutlich schlechteres S/N, kann aber nach
der Fouriertransformation die Modulation des X-Band-Spektrums eindeutig
bestéatigen (Abb. 3.39).

Die Mel3parameter sind in der folgenden Tab. 3.15 zusammengestellt.

S-Band X-Band X-Band

(Av = 80 MHz) (Av =80 MHz) | (Av =40 MHz)
Feldposition Bg [G] 1248,5 3434,5 3448,7
Repetitionsrate [Hz] 10 33 33
Temperatur [K] 5 20 20
Pulslénge tp [ns] 40/40/40 32/32/32 32/32/32
Pulsabstand 1 [ns] 1050 1772 1772
Anzahl Scans/Mittelungen |28/100 230/5 210/5
Frequenzen va [MHZ] 3584,2 9733,0 9732,9
Frequenzen vg [MHZ] 3504,2 9652,7 9692,9

Tab. 3.15: Meliparameter fiir die PELDOR-Spektren in Abb. 3.38
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Abb. 3.38: PELDOR-Zeitspektren an BIESTERPHY in d8-Toluol im S-Band: a) und im X-Band b). Die blauen
Spektren wurden mit einem Frequenzabstand von Av = 80 MHz und das rote Spektrum in b) mit Av = 40 MHz

aufgenommen.

Der Untergrund des S-Band-Zeitspektrums wurde mittels Hochpalfilter
(Grenzfrequenz 2 MHz) eliminiert. Die Zerfalle der X-Band-Spektren wurden mit
einem Polynom zweiten Grades angefittet. Die daraus resultierenden Spektren

wurden nach Hanning-Filter und zero-filling fouriertransformiert.
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Abb. 3.39: Fouriertransformationen der Zeitspektren aus Abb. 3.38 nach HochpalRfilter im S-Band (a) bzw.

Polynom-Fit im X-Band (b) und darauf Anwendung von Hanning-Filter und zero-filling
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In Abb. 3.39 sind die Power-Fouriertransformationen der PELDOR-Messungen aus
Abb. 3.38 dargestellt. Im Falle der X-Band-Spektren in b) ist sowohl fir Av = 80 MHz
(blau) als auch fir Av = 40 MHz (rot) jeweils nur eine Linie sichtbar. Diese liegt in
beiden Fallen bei 14,2(7) MHz. Dal} auch bei dem kleineren Frequenzabstand von
Av = 40 MHz keine zweite Linie nachgewiesen werden konnte, liegt einerseits in
einer unzureichenden Anregungsbandbreite der verwendeten Pulse und andererseits
an der sehr grolRen Dampfung des Zeitsignals, so dal} ein betrachtlicher Teil der

Intensitat dieser Linie in der Totzeit verloren geht.

Ordnet man die sichtbare Linie der Singularitdt v, zu, wie im Falle aller zuvor
beschriebenen PELDOR-Messungen aufgrund der gegebenen Orientierungs-
selektion bei Av = 80 MHz, so folgt daraus unter der Annahme einer
vernachlassigbaren Austauschwechselwirkung eine dipolare Kopplungskonstante

von vpjp = 14,2(7) MHz, woraus ein Abstand von rag = 15,4(3) A resultiert.

Dieser Wert wird durch die Messung im S-Band bestatigt. Aufgrund der geringen
Modulationsamplitude von nur ca. 2% im X-Band und der geringeren Empfindlichkeit
der S-Band-Messung ist diese zwar stérker rauschbehaftet, jedoch tritt als starkste
Linie annahernd dieselbe Frequenz von 14,1(10) MHz hervor. Daher kann diese
Frequenz ebenfalls als dipolare Kopplungskonstante identifiziert werden, so dal}
diese Messung einen Abstand von rag = 15,5(4) A liefert. Beide Ergebnisse stehen in
sehr guter Ubereinstimmung mit dem theoretischen Wert von rag = 15,5(10) A (vgl.
Abb. 3.5).
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Die Abb. 3.40 zeigt die PELDOR-Spektren der Probe BIESTERBI in d8-Toluol fur
das S-Band (a) bei einem Frequenzabstand von Av = 80 MHz und fir das X-Band (b)
bei Av = 80 MHz in blau bzw. bei Av = 40 MHz in rot. Zum Vergleich der Modulations-
amplituden wurden alle Spektren auf das Maximum bei der Pumppuls-Position von
etwa 145 ns normiert. In der Tab. 3.16 befinden sich alle relevanten Parameter.

S-Band X-Band X-Band

(Av = 80 MHz) (Av =80 MHz) | (Av =40 MHz)
Feldposition By [G] 12474 3434,9 3449
Repetitionsrate [Hz] 150 50 50
Pulslange tp [ns] 40/40/40 32/32/32 32/32/32
Pulsabstand 1 [ns] 1315 3000 3000
Anzahl Scans/Mittelungen |10/100 10/10 100/10
Frequenzen va [MHZ] 3582 9735,2 9735,2
Frequenzen vg [MHZ] 3502 9655,2 9695,2

Tab. 3.16: MeRparameter fur die PELDOR-Spektren in Abb. 3.40

Im Gegensatz zu den bislang gezeigten PELDOR-Experimenten wurden diese
X-Band-Messungen (in Abb. 3.40 b) totzeitfrei durchgefihrt, d.h. dal® der Pumppuls
zeitgleich mit der Detektionssequenz startet. Im Falle idealer Pulse sollte es auf
diese Weise mdglich sein, auch die breiten Komponenten des dipolaren Tensors zu
registrieren. Da die Pulsschalter jedoch aufder endlicher Schaltzeiten auch endliche
Schalttiefen besitzen, mufdte zuvor mit dem Transmitter-Monitor Gberprift werden, ob
die Pulse ,sauber® aussahen, was fur das X-Band-Spektrometer der Fall war, wegen
unzureichender Schalttiefe fur das S-Band-Spektrometer jedoch nicht. Die
Sachdienlichkeit dieser Methode muld zusétzlich anhand des Ergebnisses beurteilt
werden. Fur alle Zeitspektren aus Abb. 3.40 wurde zur Eliminierung des
Untergrundes ein Polynom zweiten Grades angefittet und nach Anwendung eines
Hanning-Filters und zero-filling eine Power-Fouriertransformation durchgefuhrt.
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Abb. 3.40: PELDOR-Zeitspektren von BIESTERBI in d8-Toluol im S-Band: a) und im X-Band b) bei einem

Frequenzabstand von Av = 80 MHz in blau und mit Av = 40 MHz in rot.
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Abb. 3.41: FT der Spektren aus Abb. 3.40 nach Hochpaffilter, Hanning-Filter und zero-filling im S-Band (a) und
im X-Band (b)

Das X-Band-Spektrum in Abb. 3.41 b) in blau, welches bei einem Frequenzabstand
von Av = 80 MHz aufgenommen wurde, ist nur eine Linie bei 6,9(2) MHz zu sehen. In
dem Spektrum fir Av = 40 MHz in rot befindet sich diese Linie ebenfalls und
zuséatzlich eine bei 13,7(4) MHz mit ca. 1/5 der Intensitdt. Da diese Frequenz mit
groler Genauigkeit dem Doppelten der starken Linie entspricht, kann man beide
Linien eindeutig den Komponenten v, und v, des dipolaren Tensors zuordnen und

auf eine vernachlassigbare Austauschwechselwirkung schlief3en.
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Das S-Band-Spektrum zeigt ebenfalls die Komponente v,, die sich hier mit etwas
gréfRerer Unsicherheit bei exakt derselben Frequenz von 6,9(4) MHz befindet. Eine
Messung bei Av = 40 MHz zeigte auch eine Linie bei dieser Frequenz, aber nicht die
Komponente v. Da bei totzeitfreier Messung im X-Band die Amplitude von v; nur ca.
1/5 derjenigen von v, betrug, ist bei den S-Band-Messungen mit einer Totzeit von ca.
120 ns diese breite und daher in der Zeitdoméne stark geddmpfte Komponente nicht

nachweisbar.

Die Ergebnisse aller S- und X-Band-PELDOR-Messungen zusammenfassend ergibt
sich fir dieses Molekul eine dipolare Kopplungskonstante von vp;, = 6,9(3) MHz und
daraus ein Spin-Spin-Abstand von rag = 19,6(3) A mit J ~ 0. Auch dieser Abstand
stimmt sehr gut mit dem theoretisch erwarteten Wert von 19,7(10) A (vgl. Abb. 3.5)

Uberein.

Nachdem mit den bisher besprochenen Modellsystemen die Methode im S- und im
X-Band getestet wurde, ist es nun mdglich Strukturinformationen von unbekannten
Systemen zu gewinnen. Im n&chsten Abschnitt folgen erste Ergebnisse von
PELDOR-Messungen an doppelt gelabelter RNA.
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3.5.6 RNA

Um die Eigenschaften und Funktionen biologischer Makromolekile zu verstehen, ist
die Kenntnis der Priméarstruktur alleine nicht ausreichend. Daher ist die Aufklarung
der Sekundar- und Tertidrstruktur von Proteinen oder Nukleinsduren unter
physiologischen Bedingungen von grofdem Interesse. Wé&hrend fir Proteine und DNA
haufig Sekundér- und Tertidrstrukturmotive aus der Sequenz abgeleitet werden
kénnen, ist dies fir RNA selten mdglich. Im Rahmen des SFBs 579 ,RNA-Liganden-
Wechselwirkungen® (siehe 1.4) soll neben der Aufklarung der Struktur und Dynamik
kleiner RNA-Fragmente z.B. die Rolle des Effektors Mn% in Ribozymen, das wegen
seines Paramagnetismus fir EPR-Methoden direkt zuganglich ist, aufgeklart werden.
Die ersten PELDOR-Messungen an doppelt gelabelten RNA-Fragmenten, die uns
von Prof. Dr. S. T. Sigurdsson zur Verfigung gestellt wurden, sind zuerst im X-Band
durchgefiihrt worden. Die hierbei erzielten Ergebnisse sollen nach technischen
Verbesserungen im S-Band mit Proben hdherer Konzentration verifiziert werden. Da
diese Proben nicht dieselben Spinlabel tragen, wie sie zur Synthese der oben
beschriebenen Biradikale verwendet wurden, und als L&sungsmittel statt Toluol
Wasser dient, sind sowohl deren EPR- als auch deren ESEEM-Spektren von denen

der Modellsysteme verschieden.
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Abb. 3.42: Echodetektierte EPR-Spektren der Proben RNA1 (a) und RNA2 (b)
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Die Abb. 3.42 zeigt die echodetektierten EPR-Spektren der beiden Proben RNA1
und RNA2 (Sequenz siehe 3.3) bei einem Pulsabstand von t = 148 ns. Die
Pulsldangen betrugen je 32 ns. Die Frequenz lag bei 9,71 GHz und die
Repetitionsrate war 250 Hz (a) bzw. 200 Hz (b). Auch fur den hier vorliegenden
Spinlabel TEMPO sind die EPR-Spektren von einer groRen Hyperfeinkopplungs-
komponente Azz gepragt, so dald sich ein sehr dhnliches 3-Linien-Spektrum wie fur
TPA ergibt. Die 2-Puls-Echozerfallsexperimente an diesen Proben ergaben folgende
ESEEM-Spektren (Abb. 3.43):
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Abb. 3.43: ESEEM-Spektren der Proben RNA1 (a) und RNA2 (b)
RNA1 RNA2
Feldposition By [G] 3454 3455
Pulslange tp [ns] 32/32 32/32
Anfangswert Pulsabstand 1o [ns] 148 148
Inkrement Pulsabstand dt [ns] 4 4
Frequenz vy [MHZ] 9712,9 9709,5

Tab. 3.17: Mel3parameter fur 2-Puls-Echozerfall aus Abb. 3.43

Die Modulation des Echozerfalls stimmt in beiden Spektren Uberein und zeigt
lediglich die Frequenz von Matrixprotonen und die zugehérige Harmonische. Die
Relaxationszeiten jedoch unterscheiden sich fast um einen Faktor zwei: flr Probe
RNA1 (a) betrégt sie ca. 400 ns und fur die Probe RNA2 (b) nur ca. 240 ns.
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An der Probe RNA1 wurden bei einer Temperatur von 10 K PELDOR-Messungen mit
einem Pulsabstand von t© = 1,1 bzw. 1,7 ps durchgeflhrt. Der Frequenzabstand
betrug in beiden Fallen Av = 80 MHz, wobei fir die Detektionsfrequenz v, die
Resonatorfrequenz vy aus Tab. 3.17 gewahlt wurde. Die Spektren dieser Messung
sind in Abb. 3.44 fir den kleinen Pulsabstand in blau und fir den grofen
Pulsabstand in rot dargestellt. a) zeigt jeweils das Zeitspektrum vor und b) nach
Abzug des Zerfalls, der mittels Polynom zweiten Grades angefittet wurde. In c)
befinden sich die Power-Fouriertransformationen nach Anwendung von Hanning-
Filtern und zero-filling. Die Parameter dieser Messungen sind mit denjenigen fir
Probe RNA2 am Ende dieses Abschnitts 3.5.6 in Tab. 3.18 zusammengestellt

T 085 a) c)
= .
S 085 !
=
5 08 ! _
E — 0.8
5 075 = e
% g s F
L : o
S 05 1 1.5 E

v g 0.8

! : iy
= 0.0 | b) % -
i =
E 0005 E
o al .
= ' 0.2} )
E 0,005
a
£
W 0.0 - &,\r\ -

) : !
0 0.5 1 1.5 0 3 4 B B
Pumppuls-Position [ps] Frequenz [MHz]

Abb. 3.44: PELDOR-Spektren der Probe RNA1 fiir © = 1,1 ps (blau) und t = 1,7 ps (rot). Echozerfall vor (a) und

nach Abzug des Zerfalls (b) und Power-FT nach Hanning-Filter und zero-filling (c).

Die PELDOR-Spektren zeigen eine geringe, aber nach Abzug des Zerfalls deutliche

Modulation. Nach der Fouriertransformation erkennt man fir die Messung mit dem
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kleinen Pulsabstand eine Linie bei 1,7(4) MHz. Die Messung mit dem grofen
Pulsabstand zeigt eine Linie bei 1,2(4) MHz. Der schnelle Echozerfall, die geringe
Tiefe und die starke Dampfung der Modulation lassen darauf schlieBen, dal3 die
Spinlabel in einer gewissen Abstandsverteilung vorliegen. Wegen der Ahnlichkeit der
TEMPO-Spinlabel in den hier untersuchten RNA-Proben mit den TPA-Spinlabel in
den zuvor untersuchten Biradikalen kann man bei gleichem Anregungsmuster von
einer aquivalenten spektralen Selektion in Bezug auf die Nitroxide ausgehen. Die
PELDOR-Messungen an allen Biradikalen zeigten bei einem Frequenzabstand von
Av = 80 MHz immer die Komponente mit der gré3ten spektralen Dichte in Bezug auf
den dipolaren Tensor, v, als prominente Linie. Sogar der erwartete und beobachtete
Unterschied in der Orientierungsselektion bei dem kleineren Frequenzabstand von
Av = 40 MHz trat, auBer fur die Probe BITPAB, bei der eine betrachtliche Austausch-
wechselwirkung festgestellt wurde, was flr die RNA-Proben nicht zu erwarten ist,
nicht in Form einer Unterdriickung der Komponente v, auf, sondern als zuséatzliches
Auftreten der Komponente v|. Daraus kann geschlossen werden, daR die
beobachteten Linien der Singularitdt v, zugeordnet werden kdnnen, woraus ein
mittlerer Abstand der beiden Spinlabel von rag = 33(2) A folgt. Dieser stimmt sehr gut
mit dem Wert von 32 A (berein, der mittels molekularer Strukturmodellierung unter

Verwendung der Kristallstruktur einer aquivalenten RNA [Bis98] ermittelt wurde.

Abb. 3.45: Kristallstruktur einer Duplex-RNA, um zwei Spinlabel TEMPO erweitert.
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Die Probe RNA2 zeigt zuséatzlich zu dem wesentlich schnelleren 2-Puls-Echozerfall
(Abb. 3.43) auch in der PELDOR-Messung (Abb. 3.46 a) einen deutlich schnelleren
Zerfall als die Probe RNA1. Auch nach Abzug des Zerfalls durch Anfitten eines
Polynoms zweiten Grades ist keine Modulation zu erkennen (Abb. 3.46 b). Da die
Molekilkonzentration beider Proben mit ca. 0,3 mM (entsprechend einer
Spinkonzentration von ca. 0,6 mM) zu gering ist, um mittels intermolekularer
Wechselwirkung bei homogener Verteilung der Molekile diesen Zerfall zu
verursachen, kann die Schlu3folgerung gezogen werden, dald eine noch gréllere
Verteilung der intramolekularen Abstédnde vorliegt als im Falle der Probe RNA1. Die
Uberlagerung vieler verschiedener Frequenzen entsprechend der individuellen
Abstande fuhrt hier zu dem beobachteten starken Echozerfall und der Abwesenheit

einer Modulation.

Die Basensequenz der Probe RNA1 ist selbstkomplementar, so dal} der Duplex an
der Stelle der gelabelten Base wenig flexibel ist. Aufgrund der Basensequenz von
RNA2 tritt im Bereich der Spinlabel eine Schleife (,loop®) auf, die dem Molekil eine
wesentlich gréRere Flexibilitdt erlaubt, was zu einer gro3en Abstandsverteilung der
Spinlabel fuhrt.
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Abb. 3.46: PELDOR-Spektrum der Probe RNA2, Echoamplitude vor (a) und nach Abzug des Zerfalls (b)
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Die Parameter der PELDOR-Messungen an den Proben RNA1 und RNAZ2 sind in der
folgenden Tab. 3.18 zusammengefal’t. Der Frequenzabstand betrug in allen Fallen

Av = 80 MHz.

RNA1 RNA2
Feldposition By [G] 3426,5 3426,5 3426,5
Pulslange tp [ns] 32/32/32 32/32/32 32/32/32
Repetitionsrate [Hz] 50 50 200
Temperatur [K] 10 10 20
Pulsabstand 1 [ns] 1100 1700 520
Anzahl Scans/Mittelungen |2800/100 3300/10 500/10

Tab. 3.18: MeRparameter fur die PELDOR-Spektren in Abb. 3.44 (RNA1) und 3.46 (RNA2)

117




3.6 Diskussion

In der folgenden Tab. 3.19 sind die Ergebnisse aller Abstandsmessungen im
Vergleich mit Werten aus molekularer Strukturmodellierung (,Theorie®, siehe auch
Abb. 3.5) bzw. mit Literaturwerten dargestellt. Die Abstande fir die Modellsysteme 1
und 2 konnten nicht nur im X-Band, sondern auch im S-Band in sehr guter
Ubereinstimmung mit den Literaturwerten bestimmt werden. Dadurch wurde die
Zuverlassigkeit beider Aufbauten gezeigt. Zusatzlich konnten fiir diese Systeme
durch Variation der spektralen Anregung Pake-ahnliche Spektren erzielt werden, so
dal} eine Bestimmung beider Singularitaten des dipolaren Tensors ermdglicht wurde.
Hieraus konnte die Annahme einer vernachlassigbaren Austauschwechselwirkung

experimentell belegt werden.

Die geringe g-Anisotropie der Nitroxid-Spinlabel |83t bei &quivalenten Anregungs-
positionen in S- und X-Band eine ahnliche Orientierungsselektion erwarten, was
durch das Auftreten derselben Frequenzen in den PELDOR-Spektren bestatigt wird.
Die PELDOR-Spektren zeigen fir S- und X-Band Abweichungen in der
Modulationstiefe von einigen %. Die meist etwas gréf3ere Modulationstiefe im S-Band
(z.B. fur BIESTERBI Abb. 3.40) wird moglicherweise durch die fur alle PELDOR-
Experimente verwendeten weicheren und dadurch selektiveren Pulse verursacht. Die
gegenseitige Orientierung der Nitroxidgruppen innerhalb der Biradikale beeinfluf3t die
Wahrscheinlichkeit, mit der der Pumppuls die Partner der detektierten A-Spins
invertiert. Da diese im Allgemeinen nicht bekannt ist, sind Simulationen notwendig,
um Vorhersagen uber die Modulationstiefe treffen zu kénnen.

Das Auftreten einer Austauschwechselwirkung in der GrélRenordnung der dipolaren
Kopplung erschwert die Abstandsbestimmung, wie man an dem Vergleich der neu
synthetisierten Biradikale BITPAB und BIESTERBI sehen kann. Obwohl die
Abstédnde in diesen beiden Systemen sehr &hnlich sind, waren bei aquivalenten
experimentellen Bedingungen die Amplituden der Modulation fir das System mit

nennenswerter Austauschwechselwirkung kleiner und die Dampfung sehr viel
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starker. AuRerdem war die Ubereinstimmung des gemessenen Abstandes fiir

BITPAB nicht ebenso gut wie fur alle anderen Biradikale.

Dal eine genaue Abstandsbestimmung auch bei noch kirzeren Molekilen méglich
ist, haben die Messungen an BIESTERPHY gezeigt. Solange die
Austauschwechselwirkung im Vergleich zur dipolaren Kopplung klein ist, ist es also
mit dieser Methode moglich, einen Abstandsbereich abzutasten, der unmittelbar an

den mit cw-Methoden zugénglichen anschliel3t.

Neben dem unteren Ende fir den Empfindlichkeitsbereich von PELDOR, fur welches
mit 15,5 A in BIESTERPHY noch kein endgiiltiges Limit erreicht sein muR, ist auch
der maximal mefl3bare Abstand von groRem Interesse. Die Begrenzung in dieser
Richtung ist in erster Linie durch Relaxationszeiten gegeben, die die maximale
Grolle des Zeitfensters t bestimmen. Da die durch Elektron-Elektron-Kopplung
verursachte Relaxation bei ausreichend grof3er Verdinnung der Probe (inter-
molekulare Wechselwirkungen) und grof3er intramolekularer Abstande irrelevant ist,
tragen die néachsten Kerne des L&sungsmittels den Hauptanteil der Relaxation. Im
Vergleich der Messungen an den in Toluol gelésten Proben zeigte sich, dal} das
grol3e magnetische Moment der Protonen in h8-Toluol im Gegensatz zu dem des
Deuteriums in d8-Toluol zu einer starken Beschleunigung der Relaxation gefiihrt hat.
Die PELDOR-Messung der Probe 2 in d8-Toluol konnte bei einem Pulsabstand von
T = 5 ys durchgefiihrt werden, wodurch sehr gro3e Abstédnde mel3bar sind. Wenn als
obere Grenze die Beobachtung mindestens einer Periode angenommen wird, kann
man bei tT = 5 ps entsprechend 200 kHz einen Abstand von 65 A messen. Die
Messung an derselben Probe in h8-Toluol konnte dagegen nur noch mit einem
Pulsabstand von t = 3 pus erfolgen. Wenn statt Toluol als Lésungsmittel Wasser
(Pufferlésung) verwendet wird, wie es im Falle von RNA-Proben nétig ist, um
dieselben Konformationen vorliegen zu haben, wie sie unter physiologischen
Bedingungen herrschen, schrumpft das Zeitfenster auch bei sehr tiefen
Temperaturen stark. So konnten die PELDOR-Messungen an der Probe RNA1 mit
maximal T = 1,7 ps erfolgen, was einem oberen Limit von ca. 45 A entspricht. Durch
Verwendung von schwerem Wasser zur Herstellung der Pufferlésung kénnte dieser

Bereich erweitert werden.
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Obwohl der Abstand in der Probe RNA1 etwa dem der Probe 2 (siehe Abschnitt
3.5.3) entspricht, ist neben der I6sungsmittelbedingt kirzeren Phasengedachtniszeit
eine deutlich geringere Modulationstiefe zu beobachten. Da die Unterschiede in den
EPR-Spektren (vgl. Abb. 3.20 und Abb. 3.42) minimal sind, kann bei dquivalentem
Anregungsmuster (d.h. Wahl beider Frequenzen und des Magnetfeldes) von einer
ahnlichen Orientierungsselektion ausgegangen werden. Somit kann fur die geringe
Modulationstiefe eine breitere Abstandsverteilung der Spinlabel in der RNA
verantwortlich gemacht werden. Je breiter diese Verteilung ist, desto schwécher ist
die Tiefe und desto stérker die Dadmpfung der Echomodulation. Gleichzeitig ist im
PELDOR-Experiment an der Probe RNA2 (Abb. 3.46) ein deutlich starkerer
Echozerfall zu verzeichnen, was zum einen der etwas hodheren Temperatur
zuzuschreiben ist (siehe Tab. 3.18), jedoch auch von einer grélReren Abstands-

verteilung herriihren kénnte.

Die Flexibilitdt der zu untersuchenden Molekile stellt daher eine zusétzliche
Einschrankung des Empfindlichkeitsbereichs in zweierlei Hinsicht dar. Der verstéarkte
Echozerfall schrdnkt nicht nur die Empfindlichkeit durch  geringere
Modulationsamplitude und die Prézision der Abstandsbestimmung durch starke
Dampfung im PELDOR-Experiment ein, sondern reduziert zusétzlich das Zeitfenster

T durch seinen Beitrag zur transversalen Relaxationszeit (vgl. Abb. 3.43 a) und b).

Zu der Flexibilitdt der RNA selbst kommt bei dem hier verwendeten Spinlabel die
Flexibilitdt seiner Verbriickung and die Ribose der RNA uber vier Einfachbindungen.
Im Gegensatz dazu a3t die von Strube et al. [StrO1] entwickelte Methode des
Labelings von DNA oder RNA mit dem starren Spinlabel TPA eine Reduktion der
Flexibilitdt und damit eine Erweiterung des Empfindlichkeitsbereichs von PELDOR an

Oligonukleotiden erwarten.
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Jedoch sind prinzipiell die Informationen Uber die Abstandsverteilung in der
Dampfung der Echomodulation und -amplitude enthalten. Simulationen in der
Zeitdoméane kdnnen hierbei helfen, aus der Summe aller Relaxationsmechanismen
die gesuchten Beitrdge der Elektron-Elektron-Kopplung zu separieren, um daraus auf
die vorliegende Abstandsverteilung zu schlieBen. Im Falle einer schwachen
Modulation kénnen Simulationen helfen, niederfrequente Anteile der Kopplung von

der Echoddmpfung zu trennen.

Der Vorteil, PELDOR-Messungen in zwei verschiedenen Frequenzbandern
durchzufihren, zeigt sich in dem Auftreten von ESEEM-Artefakten in den PELDOR-
Spektren. Diese waren sowohl im S-Band, als auch im X-Band sichtbar. Obwohl es
sich hierbei in der Regel um die leicht zu identifizierende freie Larmorfrequenz der
Matrixkerne (H oder D) handelt, kann in Fallen, bei denen die dipolare Kopplung eine
ahnliche Frequenz liefert, die Messung des Abstandes erschwert werden. Da die
Kern-Larmorfrequenz vom Magnetfeld abhangt, die dipolare Kopplung jedoch nicht,

wird dieses Problem mit einer Messung bei einem zweiten Magnetfeld behoben.
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Tab. 3.19: Ubersicht Abstandsmessungen (alle Angaben in [MHZz], aufer Absténde rag in [A])
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4 Zusammenfassung

Das Leistungspotential moderner Puls-EPR-Methoden zur Untersuchung
biologischer und biologisch relevanter Proben kann enorm erweitert werden, wenn
diese in verschiedenen Frequenzbandern angewendet werden, um fir komplexe
Systeme die verschiedenen spektralen Beitrdge zu separieren und eindeutig zu
bestimmen. Zu diesem Zweck wurde das in der vorliegenden Arbeit vorgestellte
gepulste S-Band-Spektrometer konstruiert. Fir dieses Spektrometer und ein
kommerzielles Puls-X-Band-Spektrometer wurden PELDOR-Einheiten entwickelt, um

Abstandsmessungen im Nanometerbereich durchzufihren.

Die Zuverléssigkeit dieser erstmals im S-Band angewendeten Methode konnte
anhand von Messungen an zwei in der Literatur bekannten Biradikalen mit
Abstanden von 20 bzw. 30 A gezeigt werden. Es wurden dariiber hinaus vier weitere
Biradikale synthetisiert, deren Abstdnde von 15 - 24 A mit PELDOR gemessen
wurden. Messungen an einem Biradikal mit einem Abstand von ca. 15 A, welches
keinen nennenswerten Beitrag einer Austauschwechselwirkung aufweist, zeigten,
dal der Abstand noch sehr genau bestimmt werden konnte. Ein weiteres Biradikal
mit etwa demselben Abstand zeigte aufgrund seines konjugierten n-Systems eine
Austauschwechselwirkung, die zu grof3 ist, um mittels PELDOR einen Abstand
bestimmen zu kénnen. Fur ein Biradikal mit einem Abstand von ca. 20 A, welches
ebenfalls Uber ein konjugiertes n-System verfligt, konnten sowohl der Abstand als
auch die Austauschwechselwirkung zu +11 MHz bestimmt werden. Da mit dieser
Methode nicht nur der Betrag, sondern auch das Vorzeichen ermittelt wird, konnte
die fUr dieses Molekll erwartete antiferromagnetische Kopplung bestatigt werden.
Der hierbei gemessene Abstand stimmt jedoch nicht mehr ebenso gut mit den
theoretischen Werten tberein, wie im Falle aller anderen Biradikale. Es zeigte sich
daher, dal} die untere Grenze der Empfindlichkeit dieser Methode durch die

Austauschwechselwirkung bestimmt wird.
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Nachdem anhand von Modellsystemen die Methode in S- und X-Band fur Nitroxide
getestet wurde, konnten erste Messungen zur Strukturaufklarung an unbekannten
Systemen erfolgen. Diese PELDOR-Messungen wurden an zwei Proben doppelt
gelabelter RNA in Pufferldésung durchgefihrt. Im Fall eines starren Duplexes konnte
der Spin-Spin-Abstand zu 33 A bestimmt werden. Im zweiten Fall konnte aufgrund
der starken Dampfung der Echoamplitude auf eine gro3e Flexibilitdt der RNA
geschlossen werden. Diese Flexibilitdt kommt dadurch zustande, dal} im Bereich der

Spinlabel keine komplementare Basenpaarung vorliegt.

In einem zukunftigen Schritt kbnnten Messungen an der RNA2 nach Zugabe des
viralen Aktivatorproteins Tat (trans-activating transduction) Aufschluld Uber eine
mdgliche Bindung und damit einhergehende Strukturdanderung dieser RNA geben,
die in der Sequenz ihrer Einzelstrange der TAR (trans-activation responsive element)
aus der Messenger-RNA von HIV (human immunodeficiency virus) entsprechen.
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5 Anhang

5.A Schaltzeichen
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5.B Etymologie

Zur Herkunft der Wérter ,Magnetismus® und ,Paramagnetismus® aus dem Lehrbuch
der Physik von Prof. Dr. P. Meutzner aus dem Jahre 1894 [Meu94]:

»Bereits im Altertume kannte man das Vermdgen gewisser Eisenerze — nach
dem damaligen Hauptfundortel M agnete genannt- eiserne Gegenstande an
sich zu ziehen und festzuhalten. Die dieser Anziehung zu Grunde liegende,
geheimnisvolle Ursache nennt man Magnetismus. Durch Bestreichen mit
einem (natdarlichen) Magnete ist man imstande, jene Eigenschaft auf
geharteten Stahl, dem man je nach den Zwecken, die man verfolgt, die Gestalt von
cylindrischen oder prismatischen Staben, von Nadeln d. i. langgestreckten Rhomben
oder von Hufeisen d. h. U-formigen Streifen zu geben pflegt, dauernd zu
Ubertragen: kinstliche Magnete.

Zuvorderst 1alt sich mittels eines festen Hufeisen-Magnetes und eines leicht
beweglichen Eisenstdbchens (bzw. umgekehrt) die Gegenseitigkeit der
Anziehung zwischen Magnet und Eisen darthun, eine Wirkung, die auch dann noch
hervortritt, wenn man ein Stiick Papier, Pappe, Holz, Glas, Messing u. a. dazwischen
schiebt, so lange nur das Eisenim magnetischen Felde sich befindet.

Abgesehen von eisenhaltigen Stoffen erweisen sich die dem Eisen
nahestehenden Metalle Nickel und Kobalt leicht als magnetisch. Dal3 aber all e
Korper magnetischen Einflussen unterliegen, zeigte zuerst Faraday 1846 bei
Anwendung sehr intensiver magnetischer Krafte; er wurde so zur Unterscheidung
paramagnetischer und diamagnetischer Substanzen geflhrt.
Wahrend sich Stédbchen der ersteren in die (langs? der) Verbindungslinie der
Endflachen eines Hufeisenmagnetes einstellen, nehmen Stdbchen diamagnetischer

Stoffe zu jener Verbindungslinie eine rechtwinklige Lage an....

1 Magnesia, Stadt Kleinasiens. 2 para!*
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5.C mw-Bander

Die in dieser Arbeit verwendeten Bezeichnungen flir mw-Bénder entsprechen der
Empfehlung des Institute of Electrical and Electronics Engineers (IEEE). Die folgende

Tabelle 5.1 ist auszugsweise aus [Lia90] enthnommen:

Bezeichung Frequenzbereich
[GHZz]

L-Band 1-2

S-Band 2-4

C-Band 4-8

X-Band 8-12

Ku-Band 12-18

Tab. 5.1: mw-Bander nach |IEEE

Weitere in diesem Standard nicht vorhandene Bezeichnungen (Q- und W-Band)
entstammen einer alten Richtlinie des United States Department of Defense, die

ebenfalls auszugsweise aus [Lia90] in 5.2 tabelliert ist:

Bezeichung Frequenzbereich
[GHZz]

L-Band 0,39 -1,55

S-Band 1,55-3,9

C-Band 3,9-6,2

X-Band 6,2-10,9

K-Band 10,9 - 36

Q-Band 36 — 46

V-Band 46 — 56

W-Band 56 — 100

Tab. 5.2: mw-Bénder nach dem United States Department of Defense
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