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Zweiphotonenabsorption

Gegeniiber der herkommlichen Einphotonenabsorption bietet die

Angewandte

Aus dem Inhalt

Zweiphotonenabsorption etliche Vorteile, die zu Anwendungen in

der Mikroskopie und Mikrofabrikation, der optischen Leistungsbe-
grenzung, in Upconversion-Lasern und dreidimensionalen Daten-
speichern, der photodynamischen Therapie und der lokalisierten

Freisetzung biologisch aktiver Spezies gefiihrt haben. Diese An-

wendungen haben wiederum die Entwicklung neuartiger Farbstoffe
mit grofien Zweiphotonenabsorptionsquerschnitten vorangetrieben.
Dieser Aufsatz beginnt mit den theoretischen Grundlagen der

Zweiphotonenabsorption, stellt die Vielfalt moglicher Anwendungen

vor und beschreibt erste Struktur-Eigenschafts-Beziehungen, die als

Leitlinien bei der Entwicklung effizienter Zweiphotonenfarbstoffe

dienen konnen.

1. Einfiihrung

Die praktisch zeitgleiche Absorption zweier Photonen
durch ein und dasselbe Molekiil wurde in den 1930er Jahren
zunidchst von Goppert-Mayer (Abbildung 1) theoretisch

&
i

Abbildung 1. Maria Géppert-Mayer entwickelte in den 1930er Jahren,
gegen Ende ihrer Promotionszeit, die Theorie der Zweiphotonen-
absorption. Die Einheit GM fiir den 2PA-Querschnitt ist nach ihr be-
nannt. Fiir ihre theoretischen Untersuchungen zur Struktur von Atom-
kernen wurde ihr 1963 der Physik-Nobelpreis verliehen.

analysiert™ und im Jahr 1961, kurz nach der Erfindung des
Lasers, erstmals experimentell nachgewiesen.”! Mit der Ent-
wicklung und Verbreitung der Subpikosekundenlaser (ins-
besondere der Ti:Saphir-Laser) in den 1990er Jahren begann
sich die Erforschung der Zweiphotonenabsorption dann zu
intensivieren. Die Entwicklung der Zweiphotonen-Fluores-
zenzmikroskopie durch Webb et al.®! und die schnelle Um-
setzung dieser Technik auf Seiten der Hersteller von Konfo-
kalmikroskopen hat das Interesse an Mehrphotonenprozes-
sen aller Art sprunghaft ansteigen lassen.

Der Hauptunterschied zwischen Einphotonenabsorption
(1PA) und Zweiphotonenabsorption (2PA) besteht darin,
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dass die 2PA die praktisch zeitgleiche Wechselwirkung mit
zwei Photonen bedingt und daher mit dem Quadrat der
Lichtintensitdt zunimmt, wihrend die 1PA linear von der
Lichtintensitdt abhédngt. Aus diesem Grund wird 2PA nur mit
intensiven Laserstrahlen, insbesondere von fokussierten
Pulslasern, beobachtet, die fiir Momente sehr hohe Photo-
nendichten erzeugen. Die meisten Anwendungsmoglichkei-
ten der 2PA resultieren aus dieser Abhéngigkeit von der In-
tensitdt. Durch 2PA lésst sich ein angeregter Zustand mithilfe
von Photonen erreichen, die jeweils nur die Haélfte der
Energie mitbringen, die fiir den entsprechenden Einphoto-
neniibergang erforderlich ist. Anders ausgedriickt haben die
Photonen bei der 2PA die doppelte Wellenlédnge. In diesem
Aufsatz betrachten wir die praktisch zeitgleiche 2PA, nicht
hingegen Prozesse, bei denen stufenweise nacheinander zwei
Photonen absorbiert werden; solche Prozesse bezeichnen wir
als Absorption im angeregten Zustand (excited state ab-
sorption, ESA). Wir beschrianken uns ferner auf 2PA-Pro-
zesse, bei denen beide Photonen dieselbe Energie haben.
Gegenwirtig herrscht ein groBer Bedarf an effizienten
2PA-Farbstoffen fiir eine breite Anwendungspalette, die von
der Mikroskopie®® und Mikrofabrikation!”! iiber dreidimen-
sionale Datenspeicher,®®! optische Leistungsbegrenzung,”!
Upconversion-Laser™! und photodynamische Therapie!' bis
hin zur lokalisierten Freisetzung biologisch aktiver Spezies
reicht.!¥ Kiirzlich ist es durch Fortschritte beim Design und
der Synthese von 2PA-Farbstoffen gelungen, diesem Bedarf
nachzukommen. Zu diesem Feld liegen ausfiihrliche Uber-
sichtsartikel vor.'"! Hier identifizieren wir die wichtigsten
Prinzipien sowie erste Struktur-Eigenschafts-Beziehungen
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anhand von Vergleichen weniger ausgewéhlter Chromopho-
re. Wir schlieBen mit einer Diskussion zum Design von
Zweiphotonenfarbstoffen fiir die wichtigsten Anwendungen.

2. Theorie der Zweiphotonenabsorption
2.1. Grundlagen

Wenn man entsprechende Annahmen wie beim Lambert-
Beer-Gesetz fiir die 1PA trifft, dann ist die Abschwichung
eines Lichtstrahls durch eine 2PA mit Gleichung (1) zu be-
schreiben:

01/dz = —-Na, > = —NOFI (1)

Darin ist I die Intensitit, z die Weglidnge im Medium, N
die volumenbezogene Chromophorzahl und a, ein moleku-
larer Koeffizient fiir die 2PA. Die Intensitdt kann auch aus-
gedriickt werden als ein Photonenfluss F=1I/hv (mit der
Einheit ,,Photonen s~'cm™“; hv ist die Energie der Photo-
nen). Dann wird der Koeffizient 6 (der molekulare 2PA-
Querschnitt) in Gleichung (1) eingefiihrt, den man tiblicher-
weise in Goppert-Mayer-Einheiten (1 GM =107 cm*sPho-
tonen™' Molekiil ') angibt.

Bei Licht mit einer Polarisationsebene ergibt sich der
Wert von 0 fiir einen Ubergang vom Grundzustand g in einen
Endzustand f am Maximum einer 2PA-Bande mit Lorentz-
Linienform durch Gleichung (2):1>%

2 LY (1
6max =" 5 5 (f) ng

ean? 2
s <”gi”[f> :
it S = [ Z, (Ey—hv)

E

. ist dabei die Energieliicke zwischen dem Grundzu-

stand und einem Zwischenzustand i und I ist die Hélfte der
Halbwertsbreite der 2PA-Bande in Energieeinheiten. Die
Summierung erfolgt iiber alle Zustdnde des Molekiils. Der
Faktor L = (n*+-2)/3 (mit dem Brechungsindex 1) beschreibt
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die Verstiarkung des elektrischen Felds einer Lichtwelle im
Medium relativ zum Vakuum. g, ist die Amplitude des os-
zillierenden Ubergangsdipolmoments (oder die Polarisie-
rung), die durch das elektrische Feld einer Lichtwelle indu-
ziert wird, deren Frequenz mit der Energiedifferenz zwischen
dem k- und dem /-Zustand iibereinstimmt (Resonanz). In
Losung rotieren die Ubergangsdipolmoment-Vektoren
mit dem Molekiil, sodass tiber alle Orientierungen des Mo-
lekiils durch Projektion auf die Richtung des elektrischen
Feldes gemittelt werden muss [daher der Ausdruck in den
Spitzklammern in Gleichung (2)]. Die Bildung dieses Mit-
telwerts ist nicht einfach;'” wenn alle Momente Mg und py
parallel zueinander sind, ist das Resultat 1/5. Da dies fiir die
weitaus meisten stark absorbierenden Zweiphotonenfarb-
stoffe zutrifft, konnen wir uns der Vektornotation entledigen,
und nach Umstellen gelangen wir zu Gleichung (3):

1 Auguy Y Iy’
g L[| BHgty o My 3
% 5{[ hv j ,;‘; Egr—hvi ©)
—_—
D-Term T-Term

Au,sist die Anderung des statischen Dipolmoments beim
Ubergang vom Grund- zum Endzustand. Die beiden Teile
von Gleichung (3) werden als D-Term (fiir ,,dipolar*) und T-
Term (fiir ,,two-photon*) bezeichnet.?"!

2.2. Zustandsmodelle

In zentrosymmetrischen Molekiilen haben alle statischen
Dipolmomente den Wert null, und der D-Term entfillt. Der
2PA-Querschnitt wird oft von der Wechselwirkung des
Grundzustands mit lediglich zwei angeregten Zustdnden be-
stimmt. In diesem Fall reduziert sich die Summe in Glei-
chung (3) auf einen einzigen Term, und der 2PA-Querschnitt
lasst sich mithilfe von Gleichung (4) abschitzen, wobei C eine
Konstante ist.

2,2
lugiluif (4)

Omax = C _[(Eg,-/hv)—l]z T
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Die drei Zustinde dieses Modells haben alternierende
Symmetrien: Die Wellenfunktionen fiir den Grundzustand
und den Endzustand, |g) bzw. |f), sind gerade (also symme-
trisch beziiglich eines Inversionszentrums), wihrend die
Wellenfunktion fiir den Zwischenzustand, |i), ungerade ist
(also antisymmetrisch). Bei einem linearen Molekiil mit D,,-
Symmetrie werden diese Zustdnde als 1A,, 1B;, und 2A,
bezeichnet (Abbildung 2a).?'??! Somit sind Einphotonen-

a) zentrosymmetrischer
Chromophor

(e

b) nicht-zentrosymmetrischer
dipolarer Chromophor

Endzustand — |f)

Zwischen- hv

zustand =) | ) m——

A
virtueller —» ¢ ............ .
Zustand

Grundzustand = | g)————— 1A, |gy———1A

Abbildung 2. Energieniveaudiagramme fiir die beteiligten elektroni-
schen Zustinde in a) zentrosymmetrischen und b) nicht-zentrosymme-
trischen Chromophoren. Die Zustinde sind hier fiir Chromophore mit
D,;- bzw. C,-Symmetrie benannt, das Diagramm gilt aber fiir den ener-
giedrmsten 2PA-Ubergang in jedem zentrosymmetrischen bzw. nicht-
zentrosymmetrischen Molekiil.

iiberginge fiir sowohl g«i als auch i—f hinsichtlich des
elektrischen Dipols erlaubt. Im Fall einer 2PA resoniert die
Lichtfrequenz v mit keinem dieser beiden Uberginge, viel-
mehr wird ein nichtstationérer, virtueller Zustand erzeugt,
der eine Uberlagerung (oder Mischung) von |g) und |i) ist,
in der die induzierte Polarisierung von derjenigen des Zwi-
schenzustands entkoppelt ist; der Frequenzunterschied ent-
spricht dabei der Energie A= E,—hv. Dieser virtuelle Zu-
stand existiert nur solange, wie das Molekiil dem Feld des
ersten Photons ausgesetzt ist (ungefihr 5 fs).*) Durch das
transiente Auftreten von |i) mit ungerader Paritit bei dieser
Uberlagerung kann ein zweites Photon der Frequenz v einen
Ubergang des elektrischen Dipols in den Endzustand | f) mit
gerader Paritit induzieren. Der Ubergang 1A,—2A, ist
demnach fiir 2PA erlaubt, fiir 1PA aber verboten. Diese
Umkehrung der Auswahlregeln von 1PA und 2PA gilt allge-
mein fiir alle zentrosymmetrischen Chromophore.

In nicht-zentrosymmetrischen Molekiilen ist der Uber-
gang g—f in Abbildung 2b hinsichtlich des elektrischen
Dipols erlaubt, und der D-Term in Gleichung (3) ist dann von
null verschieden. In diesem Fall iibernimmt |f) die Rolle von
|i), und der Ubergang tritt nun bei 1PA und 2PA auf. In
dipolaren Chromophoren ist der Beitrag des T-Terms kleiner,
weil er sich auf Ubergiéinge in hohere Zustinde bezieht (|i)
liegt jetzt oberhalb von |f), daher ist A > hv). Falls |i) unter
| f) liegt (wie in Abbildung 2 a), dann folgt A < Av, und der D-
Term fiir dipolare Chromophore wird in Gleichung (3) unter
der Annahme Auy, = u;; zwingend kleiner als der T-Term fiir
zentrosymmetrische Systeme. Dies erklért zu einem gewissen
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MaB, warum die meisten dipolaren 2PA-Chromophore ge-
ringere Absorptionsquerschnitte aufweisen als vergleichbare
quadrupolare Analoga.

u;. und ﬂéf sind proportional zur jeweiligen Einphotonen-
Ostzillatorstarke, sodass diese Groflen entsprechenden Ab-
sorptionsspektren entnommen werden konnen. u; wird da-
gegen nur selten experimentell bestimmt, sodass man beim
Design effizienter 2PA-Chromophore bisher eher empirisch
vorgeht und sich auf berechnete Ubergangsmomente stiitzt.
Das Anbringen eine Elektronendonors D und eines Elek-
tronenakzeptors A an den Enden eines konjugierten Chro-
mophors fiihrt zu D-n-A-Systemen ur}d erhoht ,ugf, weil die
Ladungsverschiebung wihrend des Ubergangs von einem
donorzentrierten HOMO auf ein akzeptorzentriertes LUMO
verstarkt wird. Zentrosymmetrische Analoga mit D-mt-A-m-
D- oder A-m-D-m-A-Struktur nutzen dasselbe Prinzip und
sind effiziente 2PA-Chromophore.***

2.3. Molekiilorbital-Beschreibungen

Genaue Berechnungen fiir 6 miissen Elektronenkorrela-
tionseffekte berticksichtigen, die als Konfigurationswechsel-
wirkung (configuration interaction, CT) bezeichnet werden;*"
die angeregten Zustinde sind also nicht einfach durch An-
derung der Besetzung elementarer Molekiilorbitale darzu-
stellen. Diese Schwierigkeit ldsst sich durch die Verwendung
,natiirlicher Ubergangsorbitale“’®! weitgehend umgehen;
mithilfe der natiirlichen Ubergangsorbitale lisst sich die
Rolle der einzelnen Konfigurationen, die zu einem angereg-
ten Zustand beitragen, in Form von ,,Elektron®“- und ,,Loch*-
Verteilungen veranschaulichen. Abbildung 3 zeigt beispiels-
weise die mit einer DFT-Simulation berechneten Ladungs-
verschiebungen als Folge von u,; und 4, im Molekiil 1, fiir das
eine 2PA-Bande um 700 nm mit d,,,, =500 GM infolge des
1A,—2A,Ubergangs bei 3.54 ¢V und eine 1PA-Bande in-
folge des 1Ag—>1B1u-Ubergangs bei 3.31eV beobachtet
werden.””! Im Zwischenzustand 1B,, ist das ,,Loch* gleich-
miBig iiber die gesamte Chromophorldnge verteilt, das

sy -
—.p' . ‘ ' 4
Luvo g Fekton ..“‘_c:‘*."w

K r
HOMO —H-
P\
HOMO-14& | o - {.’.-( s “}
L r's
Endzustand 2A,

I ' ’ 9
Elektron 1
LuMe - ‘MXWF

HOMO -t

HOMO-1 —$4- Loch
- . o

Zwischenzustand 1B,

Abbildung 3. Elektronische Strukturen der angeregten 2A.- und 1B,,-
Zustinde von 1. Die Besetzung von LUMO, HOMO und HOMO-1 ist
links wiedergegeben, rechts die zugehérigen natiirlichen Ubergangs-
orbitale fiir das , Elektron“ und das , Loch“.?"
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Elektron hingegen ist nahe dem Molekiilzentrum lokalisiert.
Der 1AgH1Blu—Ubergang resultiert daher in einer Netto-
Ladungsverschiebung von den elektronenreichen Endgrup-
pen hin zur zentralen Biphenyleinheit. Im Endzustand 2A, ist
das Elektron fast in gleicher Weise verteilt wie im Zwi-
schenzustand 1B, doch das Loch ist nun an den Endgruppen
lokalisiert, wodurch sich der quadrupolare Charakter weiter
verstarkt.

Abbildung 4 skizziert diesen Prozess, wobei CI-Effekte
vernachléssigt wurden (in den Ubergangsorbitalen aus Ab-
bildung 3 wurden alle Knoten auBer demjenigen am Inversi-
onszentrum in dem senkrecht zu z stehenden Orbital ent-

a) Homo | D |

Ladungsverschiebung
und Ubergangsdipol:

b) HOMO-1 i@ &

Ladungsverschiebung /™ fD T ey
und Ubergangsdipol: T g

Abbildung 4. Skizzierte Wellenfunktionen und Ubergangsdipolmomen-
te fur die Uberginge |g)—|i) (a) und |i)—[f) (b) in 1. Ohne Reso-
nanz (hv#E,) erzeugt der Prozess in (a) kurzzeitig einen virtuellen
Zustand. Die beiden Spalten sind zwei Momentaufnahmen aus dem
optischen Zyklus im Zeitabstand 1/2v (Phasenverschiebung um m),
wihrend dem die Richtung des elektrischen Felds E des Photons wech-
selt. Rot und blau kennzeichnen eine positive bzw. negative Amplitude
der Wellenfunktion.

fernt). Die Polarisierung u,; durch das elektrische Feld des
ersten Photons (Abbildung 4a) wird durch die Uberlagerung
(Mischen) der HOMO- und LUMO-Wellenfunktionen wie-
dergegeben, deren intrinsische Frequenzen (fiir die stehenden
Wellen) sich um die Frequenz v des resonanten Ubergangs
unterscheiden. Das HOMO-LUMO-Mischen durch die Ad-
dition der Amplituden fiihrt zu einem Hybrid mit je einer
Seite mit groBer und kleiner Amplitude; mit dieser Darstel-
lungsweise wird angedeutet, dass es kurzzeitig zu einer di-
polaren Ladungsverschiebung kommt. An zwei Punkten im
optischen Zyklus (sieche Abbildung 4) mit einer Phasenver-
schiebung von m beziiglich der Resonanzfrequenz fiihrt das
Mischen zu entgegengesetzten dipolaren Ladungsverschie-
bungen der GroBe u,. Daher sollte u,; iiber einen vollstén-
digen optischen Zyklus integriert werden, der aus zwei
Hilften besteht, in denen jeweils Ladung von den entgegen-
gesetzten Enden der D-r-A-n-D-Einheit zum Zentrum ver-
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lagert wird. Ein analoger D-n-A-Chromophor wire nur in
eine Richtung polarisierbar (D—A) und wiirde daher nur
wiahrend einer Hélfte des Polarisierungszyklus beeinflusst,
was den Wert fiir u,; verringert.

Wenn das elektrische Feld des Photons in Resonanz ist,
etwa bei einem erlaubten 1PA-Ubergang, schwingt es pha-
sengleich mit der Polarisierung, und es resultiert eine endliche
Ubergangswahrscheinlichkeit. Ist es nicht in Resonanz, wie
bei einer 2PA, so stimmen die Phasen nur kurzzeitig tiberein —
die Wahrscheinlichkeit eines 1PA-Ubergangs ist folglich
gleich null, und die Polarisierung bei der Lichtfrequenz ist
schwach. Die beginnende Bildung eines Lochs im HOMO
und eines Elektrons im LUMO erleichtern aber den
HOMO-1—HOMO-Ubergang durch Absorption eines
zweiten Photons (Abbildung 4b). Eine 2PA resultiert
schlussendlich in einem Loch im HOMO-1 und einem
Elektron im LUMO. Dies entspricht einer quadrupolaren
Ladungsverschiebung von den Endgruppen zum Molekiil-
zentrum, die durch die Funktion 2z°—x*—y* — analog zum
Winkelterm der Wellenfunktion fiir ein d.-Orbital — be-
schrieben werden kann.

2.4. Anderung von & mit der Chromophorldnge

Der 2PA-Querschnitt eines Molekiils hdngt stark von der
Lénge seines konjugierten m-Systems und somit von der Zahl
N, der m-Elektronen ab. Weil die Ubergangsmomente uy,
durch die Entfernung bestimmt werden, iiber die die Ladung
beim Ubergang verschoben wird, sollte sich ihr Wert mit zu-
nehmender Linge eines linearen Chromophors gemaf u o< N,
erhohen. Beim Verldngern eines m-System erreicht man
jedoch eine Konjugationsldnge, jenseits der — aus Griinden
wie dem Verlust an Planaritdt — eine Kohédrenz der Wellen-
funktion nicht mehr gewihrleistet ist, sodass den Elektronen
jeweils nur Kettenabschnitte offenstehen. An diesem Punkt
nimmt 4 einen Maximalwert an, der auch bei einer weiteren
Verlangerung der konjugierten Kette nicht iiberschritten
wird. Die Konjugationsldnge beschreibt demnach das
Ausmal der m-Delokalisierung. Es ist schwierig vorherzusa-
gen, wie stark sich 0 bei der Verldngerung eines m-Systems
verdndert, weil E,;, hv und I"in Gleichung (4) nicht in trivialer
Weise mit N, zusammenhédngen. Diese Parameter lassen sich
aber experimentell ermitteln, sodass die Konjugationssigna-
tur S- als eine neue MaBzahl definiert werden kann

[GL. (5)].%8
S¢ = Omax T[(Egi/hv) =11 = C 1,145, (5)

Weil Sc vom Produkt der Ubergangsdipolmomente ab-
hingt, sollte es ein guter Indikator fiir die effektive Konju-
gationslédnge sein. Man erwartet Scoc N? fiir vollstindig kon-
jugierte Systeme und Scoc N, fiir Molekiile mit mehreren
kleinen, nicht gekoppelten Chromophoreinheiten. Aus dem
Exponent k in Scoc N* wird die Stirke der m-Konjugation
ersichtlich. Wird N, in einer Reihe linearer oligomerer
Chromophore vergroBert, so nimmt k von 4 auf 1 ab, bis 0
seinen Grenzwert erreicht (siche Abschnitt 4.1.2.3 fiir Bei-
spiele und eine Besprechung dieses Konzepts).
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2.5. Schlussfolgerungen aus der Theorie

Um den 2PA-Querschnitt eines Chromophors zu maxi-
mieren, muss man Folgendes beriicksichtigen:

1) Lange m-konjugierte Ketten mit erzwungener Coplanari-
tat fithren zu groBen Konjugationslingen und somit zu
hohen Werten fiir u,;, u;s, o und/oder Au,, [Gl. (3)].

2) Donor- und Akzeptorgruppen im Molekiilzentrum und als
Endgruppen kénnen g, u;, o und/oder Au,, erhdhen.

3) Zentrosymmetrische Chromophore zeigen starke 1PA-
Ubergiinge nahe der 2PA-Laserwellenlinge, was fiir
kleine A-Werte in groBen 6-Werten resultiert [A = E,—hv;
Abbildung 2 a und Gleichung (3); fiir A =0 lésst sich eine
2PA nur schwer beobachten, weil sie mit der 1PA iiber-
lappt].

4) Chromophore mit schmalen Ein- und Zweiphotonenab-
sorptionsbanden: Weil die Flache unter einer 2PA-Bande
durch den Wert von S, vorgegeben ist, ergibt sich aus
einer schmalen 2PA-Bande (mit kleinem ') direkt ein
groBer Wert fiir 0., [Gl (2)]. Fiir zentrosymmetrische
Chromophore muss der Zwischenzustand nahe dem vir-
tuellen Zustand liegen, da er aber mit diesem nicht tiber-
lappen darf, muss hier die 1PA-Bande schmal sein.

Beim Vergleich der energiedrmsten 2PA-Banden von
zentrosymmetrischen und nicht-zentrosymmetrischen Chro-
mophoren sind zwei Faktoren wichtig:

1) Die Maoglichkeit der Resonanz mit einem Zwischenzu-
stand |i), der energetisch etwa halb soweit iiber dem
Grundzustand liegt wie der Endzustand | f), bedingt einen
groBen T-Term in Gleichung (3) und verstarkt die 2PA fiir
einen zentrosymmetrischen Chromophor. In einem dipo-
laren Chromophor kann es keine Zwischenzusténde
geben, die fiir Einphotonenprozesse erlaubt, aber fiir
Zweiphotonenprozesse verboten sind.

2) Das Ubergangsmoment u, in einem D-m-A-7-D-System
wird groBer sein als u,, fiir ein entsprechendes D-m-A-
System, weil D-nt-A-nt-D in beiden Hélften des optischen
Zyklus effektiv polarisiert wird, D-nm-A hingegen nur in
einer Richtung.

Wegen dieser beiden Faktoren ist der T-Term in Glei-
chung (3) groBer als der D-Term, und die 2PA ist fiir zen-
trosymmetrische Chromophore stirker.

3. Messung von 2PA-Querschnitten und Aufnahme
von 2PA-Spektren

Vor der Diskussion der Struktur-Eigenschafts-Beziehun-
gen, die auf experimentellen Daten fiir eine breite Auswahl
an Chromophoren beruhen, sollen zunéchst die Techniken
vorgestellt werden, die bei der Ermittlung von 2PA-Quer-
schnitten Anwendung finden. Die 6-Werte konnen durch das
Auftreten verschiedenartiger Artefakte von Messmethode zu
Messmethode stark schwanken.

Die beiden wichtigsten Messtechniken fiir 2PA-Quer-
schnitte sind der z-Scan und die Fluoreszenz nach Zweipho-
tonenanregung (two-photon excited fluorescence, TPEF).
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Weitere Verfahren liefern weniger direkte Informationen zu
2PA-Querschnitten (z.B. entartetes Vierwellenmischen) oder
sind weniger weit verbreitet (z.B. die Weilichtkontinuums-
methode, fs-WLC) und werden hier nicht vorgestellt.

3.1. Die z-Scan-Technik

Bei der z-Scan-Methode wird die Probe entlang der
Richtung eines fokussierten Laserstrahls bewegt, und die
Lichtintensitdt wird am Detektor als Funktion der Position
auf dieser z-Achse erfasst (Abbildung 5).? Hat der Detektor

Probe I Detektor

Linse I

z-Achse Apertur

Laser

Abbildung 5. Aufbau des z-Scan-Experiments.

eine kleine Offnung (,,closed-aperture“-Aufbau), dann liefert
das Signal Informationen iiber intensititsabhingige Ande-
rungen des Brechungsindex (infolge thermischer Effekte oder
durch eine nichtlineare Polarisierbarkeit der dritten Ord-
nung), die ein selbsttitiges Fokussieren oder Defokussieren
des Strahls bewirken. Alternativ kann der Detektor auch das
gesamte Licht von der Probe einfangen (,,open-aperture-

Aufbau); dann gibt das Signal die intensitdtsabhingige

Transmission wieder, und es kann genutzt werden, um 2PA-

Querschnitte zu messen. Zusitzlich zur praktisch zeitgleichen

Zweiphotonenabsorption konnen zwei Effekte zu den

scheinbaren 2PA-Querschnitten beitragen, die in derartigen

z-Scan-Experimenten erhalten werden:?*¥!

1) Selbsttitiges Defokussieren kann zum Verlust von Licht-
intensitt fithren (falls die Offnung des Detektors zu klein
oder zu weit von der Probe entfernt ist), oder es kann zu
einer nichtlinearen Streuung kommen; daraus resultieren
zusidtzliche Beitrdge zur scheinbaren nichtlinearen Ab-
sorption.

2) Angeregte Zustinde konnen stark besetzt werden (durch
Ein- oder Zweiphotonenabsorption), was zu einer nicht-
linearen Transmission durch Absorption im angeregten
Zustand (ESA) fiihrt. Der Beitrag der ESA kann gesenkt
werden, indem man bei Wellenlédngen arbeitet, bei denen
die 1PA vernachldssigt werden kann, und sehr kurze La-
serpulse (<1 ps) bei niedrigen Wiederholraten verwen-
det; eine Wiederholrate unter 1 kHz konnte erforderlich
sein, damit alle angeregten Triplett-Zustinde zwischen
den Pulsen relaxieren konnen.

Die z-Scan-Technik ist sehr niitzlich, um die nichtlineare
Transmission zu untersuchen (z.B. im Zusammenhang mit
optischer Leistungsbegrenzung; Abschnitt5.9) und die
nichtlineare Brechung zu charakterisieren (im ,,closed-aper-
ture“-Aufbau). Die beiden oben angesprochenen Probleme
lassen sich aber nur schwer vermeiden, sodass gewohnlich zu
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hohe scheinbare 2PA-Querschnitte erhalten werden. So
konnen durch Bildung thermischer Linsen erhebliche Arte-
fakte bei der Ermittlung von 2PA-Querschnitten mithilfe der
z-Scan-Technik entstehen — selbst dann, wenn Femtosekun-
denpulse mit 1-kHz-Wiederholrate und einer Wellenlidnge
mit vernachlissigbarer Einphotonenabsorption zum Einsatz
kommen.[")

3.2. Fluoreszenz nach Zweiphotonenanregung (TPEF)

Die TPEF-Intensitét liefert direkte Informationen iiber
die Effizienz einer 2PA. Seit der Entwicklung durch Xu und
WebbP!l wurden einige Varianten dieses Verfahrens entwi-
ckelt. Ist eine geeignete Bezugsverbindung mit bekanntem
2PA-Spektrum verfiigbar, dann ist es am einfachsten, die
Fluoreszenzspektren der Probe nach Ein- und Zweiphoto-
nenanregung mit Spektren zu vergleichen, die fiir die Be-
zugsverbindung unter identischen Bedingungen erhalten
wurden. Bei diesem doppelten Vergleich fallen zahlreiche
Variablen automatisch weg: Man muss Parameter des Anre-
gungslichts (wie die Pulsenergie und -dauer oder die zeitliche
Intensitédtsverteilung) ebenso wenig beriicksichtigen wie die
Abhingigkeit der Detektoreffizienz von der Wellenlénge
oder die Konzentration und Fluoreszenzquantenausbeute der
Probe. Dafiir findet jede Unsicherheit des Einphotonen-Ex-
tinktionskoeffizienten ¢ direkt Eingang in den Wert fiir 6. Die
Technik der TPEF wurde von Rebane, Drobizhev und Mit-
arbeitern stark verbessert:®? vor kurzem werteten sie die
TPEF als Methode auf, indem sie iiber exakte 2PA-Bezugs-
spektren fiir viele kommerziell erhiltliche Farbstoffe berich-
teten.

Auch TPEF-Experimente erfordern einen Pulslaser (mit
einer Pulsdauer von iiblicherweise 100 fs), doch anders als bei
der z-Scan-Methode hingt die Genauigkeit der 0-Werte aus
TPEF-Messungen nicht stark von der Pulsweite ab.””) Wie bei
den meisten Fluoreszenzmessungen werden verdiinnte Lo-
sungen verwendet (mit optischen Dichten um 0.1), sodass
geringe Probenmengen ausreichen. Die Intensitédt des TPEF-
Signals nimmt mit dem Quadrat der Laserintensitét zu; durch
Uberpriifen dieser Proportionalitit ist es moglich, iiberhohte
Werte fiir 6 zu erkennen, die auf eine Fluoreszenz nach 1PA
zuriickgehen. Als Einschrinkungen der Methode sind also zu
nennen, 1) dass sie nicht in Spektralbereichen mit Einpho-
tonenabsorption anwendbar ist und 2) dass die Probe eine
Photolumineszenz aufweisen muss. Der erste Punkt trifft al-
lerdings auf alle Messtechniken fiir 2PA-Querschnitte zu, und
das zweite Hindernis ldsst sich in manchen Fillen iiberwin-
den, indem ein photochemischer Sekundirprozess wie die
Lumineszenz von Singulett-Sauerstoff quantifiziert wird, der
durch Energieiibertragung von dem durch 2PA erzeugten,
angeregten Triplett-Zustand des Chromophors entsteht.

In der Praxis erweisen sich durch z-Scan (auch mit
Femtosekundenpulsen) gemessene 2PA-Querschnitte beim
Vergleich mit den Werten aus TPEF-Experimenten oft als zu
hoch.*Y Daher beziehen wir uns hier wenn moglich auf Werte
aus TPEF-Messungen mit Femtosekundenlasern (fs-TPEF).

Messungen fiir 2PA-Querschnitte bei einer einzigen
Wellenlédnge lassen sich zwar schnell aufnehmen, doch der
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Vergleich ganzer Spektren liefert mehr Informationen. Hier
diskutieren wir die Maximalwerte 0,,, fiir die 2PA-Quer-
schnitte; falls diese nicht verfiigbar sind, fithren wir 6-Werte
aus Messungen bei nur einer Wellenldnge an. Die Fehler bei
der Bestimmung von 2PA-Querschnitten sind auch unter den
besten experimentellen Bedingungen groBer als 10 %. Daher
werden in den folgenden Abschnitten alle -Werte auf zwei
Stellen gerundet wiedergegeben.

4. Design-Strategien und Struktur-Eigenschafts-
Beziehungen

4.1. Lineare Chromophore

Die Zweiphotonenabsorption durch organische Farbstof-
fe wurde bereits 1963 experimentell beobachtet,?> doch erst
viele Jahre spéter wurden Struktur-Eigenschafts-Beziehun-
gen fiir eine gezielte Entwicklung von 2PA-Chromophoren
etabliert. Im Jahr 1997 berichteten Marder, Perry und Mit-
arbeiter iiber eine vergleichende Studie zwischen trans-Stil-
ben (2) und dem mit terminalen Donorsubstituenten verse-

X
OO
2, X =H, Smax= 12 GM bei 514 nm (fs-TPEF)

3, X = NBuy, 6 = 110 GM bei 620 nm (fs-TPEF)
4, X = NPhy, max = 340 GM bei 680 nm (fs-TPEF)

henen Derivat 3.°¢) Der 2PA-Querschnitt von 3 (110 GM) war
ungefdhr zehnmal so gro3 wie derjenige der Stammverbin-
dung 2, und ein noch hoherer Wert wurde fiir 4 mit Diphe-
nylamino-Substituenten beobachtet.’*** Die Erkenntnis,
dass eine zentrosymmetrische Ladungsverschiebung hohe
2PA-Querschnitte ergibt, fithrte zu einem allgemeinen
Design-Ansatz fiir 2PA-Chromophore, in denen zwei
Donor(D)- oder Akzeptor(A)-Endgruppen iiber eine -
konjugierte Briicke verkniipft sind.[*!

Wihrend Marder und Perry an zentrosymmetrischen
Chromophoren arbeiteten, entwarfen Reinhardt, Prasad und
Mitarbeiter dipolare Farbstoffe mit polarisierbaren Brii-
cken.’”! Diese D-m-A-Farbstoffe ergaben in z-Scan-Messun-
gen mit Nanosekundenlasern hohe scheinbare 2PA-Quer-
schnitte, in spdteren Studien mit Femtosekundenlasern
wurden die meisten dieser Werte aber deutlich nach unten
korrigiert (< 100 GM).P® Einige dipolare Systeme mit recht
hohen 2PA-Querschnitten wurden kiirzlich beschrieben, z. B.
501 und 6,% doch in der Regel scheint die 2PA fiir dipolare

BuyN Me,
2 Hex Me—-O_  CN
P =
O\ s~ o
L CN
N

5, 8max = 1200 GM
bei 1440 nm (fs-WLC)

3@ 6, Smax = 730 GM

bei 1250 nm (fs-TPEF)
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Systeme schwécher zu sein als fiir zentrosymmetrische Farb-
stoffe derselben Grofle und Komplexitit.

Die Variation der Donor- und Akzeptorsubstituenten ist
mittlerweile ein beliebter Weg zu neuen Zweiphotonenfarb-
stoffen. Marder,?***!  Prasad®**! und Blanchard-
Desce””* sowie viele andere Forschergruppen haben auf
diesem Gebiet wichtige Beitrdge geleistet. Schon einfache
Struktur-Eigenschafts-Beziehungen konnen hierbei helfen,
obgleich die einzelnen Faktoren, die die Zweiphotonenab-
sorption beeinflussen, eng miteinander zusammenhéingen.
Wenn man die Zweiphotonenabsorption durch einen Chro-
mophor verstehen will, muss man auch die Resonanz mit
Einphotoneniibergingen betrachten (siche Abschnitt 2),
doch bei der Suche nach allgemeinen Trends ist es leider oft
unmoglich, solche Phidnomene gebiithrend zu bertiicksichtigen.
Im Folgenden werden wir anhand von Beispielen die wich-
tigsten Faktoren vorstellen, die die Stiarke einer 2PA durch
organische Farbstoffe beeinflussen. Einen vollstindigen
Uberblick zu Mehrphotonenfarbstoffen liefern einige aktu-
elle Ubersichten.!'*

4.1.1. Endgruppen
4.1.1.1. Donor-Endgruppen

Dialkyl- oder Diarylaminogruppen sind die h&ufigsten
Donor-Endgruppen, sauerstoffhaltige Funktionen (—OR)
sind fiir gewohnlich weniger effizient. So ist der 2PA-Quer-
schnitt von 7 (110 GM) zehnmal kleiner als bei der analogen
Verbindung 8 mit Stickstoffsubstituenten (1300 GM).*"!
Diese Beobachtung deckt sich mit den Hammett-Koeffizi-
enten: ¢ =—1.7 fiir -NMe, und ¢, =—0.78 fiir ~OMe."*]
Diarylaminogruppen scheinen trotz ihrer geringeren Elek-
tronendonorwirkung (o, = —1.4 fiir -NPh,) bessere Donoren
fiir 2PA-Farbstoffe zu sein (man vergleiche 3 und 4), dies kann
allerdings auf die groflere Zahl an m-Elektronen zuriickge-
fithrt werden. Erwartungsgemaf sind Phenoxidgruppen sehr
starke Donoren (0, = —4.27 fiir ~O") mit hohen 2PA-Quer-
schnitten, wie der Vergleich von 9 mit 7 und 8 bestitigt.”"

Non Non

7,X = OMe, 6= 110 GM bei 705 nm (fs-TPEF)
8, X = NBUs, Syax = 1300 GM bei 740 nm (fs-TPEF)

AN A )
N= o Hex Hex o <N
@ 9, Srnax = 4100 GM @
bei 780 nm (fs-TPEF)

Non Non

10, X = NHex,, 6 = 1200 GM bei 705 nm (fs-TPEF)
11, X = SO,CF3, 6 = 83 GM bei 705 nm (fs-TPEF)

Angew. Chem. 2009, 121, 3292—3316

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

4.1.1.2. Akzeptor-Endgruppen

Vielfiltige elektronenziehende Endgruppen wurden un-
tersucht,"*?*#1 darunter auch zahlreiche elektronenarme
Heterocyclen. Es scheint jedoch, dass D-nt-D- und D-n-A-rt-
D-Strukturen prinzipiell effizienter sind als A-n-A- und A-nt-
D-ni-A-Systeme (man vergleiche 10 und 11).17

4.1.2. Briicken und zentrale Einheiten

Beim Vergleich m-konjugierter Briicken sind vor allem
vier Parameter zu beachten: 1) die Donor-/Akzeptor-Eigen-
schaften der Briicke, 2) ihre GroBe (die Zahl an m-Elektro-
nen), 3) ihre Konformation (starr oder flexibel) und 4) die
Art der Verkniipfung (Alken- oder Alkineinheiten).

4.1.2.1. Donor-/Akzeptor-Eigenschaften von Briicken und
zentralen Einheiten

Zum Einstellen der Eigenschaften von 2PA-Farbstoffen
wird hiufig das Donor-/Akzeptor-Verhalten der Briicke mo-
difiziert. Die Einfiihrung elektronenziehender Nitrilgruppen
an der zentralen Einheit erh6hte ¢ beim Ubergang von 12 zu
13 um den Faktor drei®*" und beim Ubergang von 14 zu 15
um den Faktor fiinf."!!

Omax = 640 GM bei 725 nm (fs-TPEF)
= 1700 GM bei 830 nm (fs-TPEF)

o O \ OO . ZNHexz

14, R=H, 85 = 1100 GM bei 800 nm (fs-TPEF)
15, R = CN, ynax = 5500 GM bei 980 nm (fs-TPEF)

Squarainfarbstoffe sind eine weitere Chromophorklasse
mit elektronenarmer zentraler Einheit. Die Verbindungen
1657 und 17 zeigten eine beachtliche 2PA. Einen Extrem-
fall von Elektronenakzeptoren stellen Carbokationen dar;
entsprechend zeichneten sich durch carbokationische Ein-
heiten verbriickte Porphyrindimere durch eine sehr starke
2PA aus.”

16, 5 = 450 GM
bei 730 nm (fs-TPEF)

17, 8max = 27000 GM bei 960 nm (fs-z-Scan)
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Wie in Abschnitt 4.1.1.2 erwéhnt, ist die 2PA fiir D-mt-A-
nt-D-Chromophore mit elektronenarmen zentralen Einheiten
im Allgemeinen stidrker als fiir vergleichbare A-m-D-m-A-
Strukturen. Anzumerken bleibt, dass Systeme mit sehr elek-
tronenreichen zentralen Einheiten moglicherweise noch nicht
griindlich untersucht wurden, weil sie gegen Luft weniger
stabil sind als solche mit elektronenarmen zentralen Einhei-
ten.

4.1.2.2. Linge des 7-Systems

Die Linge eines Chromophors (ausgedriickt als N,, die
Zahl an n-Elektronen)® hat starke Auswirkungen auf die
Zweiphotonenabsorption (siche Abschnitt 2.4). Weil der
2PA-Querschnitt eine molekulare Grofe ist, sollte sich sein
Wert bei der Kupplung zweier Chromophore ohne elektro-
nische Delokalisierung ndaherungsweise verdoppeln (6 « N,).
Sind die m-Systeme hingegen stark gekoppelt, so wird der
2PA-Querschnitt stirker mit N, zunehmen, weil die Uber-
gangsdipolmomente u;, und u;, groBer werden. Beim Ver-
gleich von J-Werten fiir Chromophore mit unterschiedlich
vielen mt-Elektronen ist es daher sinnvoll, das Verhiltnis 6/N,
zu betrachten.

Die Squarainfarbstoffe 16 und 17 zeigen, wie stark der
2PA-Querschnitt durch eine Verliangerung des Chromophors
vergroflert werden kann; sie haben normalisierte Quer-
schnitte 6/N, von 20 bzw. 750 GM pro n-Elektron. Der au-
Bergewohnlich groe 2PA-Querschnitt von 17 ergibt sich als
Folge einer geringen Entkopplungsenergie E,—hv, hoher
Ubergangsdipolmomente w;und u,, sowie einer geringen Li-
nienbreite [kleines I" in Gleichung (2), Abschnitt2.1]. Der
Unterschied der Werte fiir die beiden Verbindungen konnte
aber zum Teil auch auf die Anwendung unterschiedlicher
Messtechniken zuriickgefiihrt werden.

Die Abhingigkeit des Werts fiir 6 von der Linge des
konjugierten Systems ist auch aus der Reihe 3, 12, 18, 19 und
20 ersichtlich (Abbildung 6);*Y das Verhiltnis /N, steigt von
der ersten bis zur dritten Verbindung schnell und nimmt dann
einen Grenzwert an, weil die m-Delokalisierungsliange er-
reicht ist.

Die Variation des 6/N,-Verhiltnisses wurde auch anhand
der Butadiin-verbriickten Oligomere 21-25 untersucht. Der
2PA-Querschnitt pro Porphyrinsystem war beim Porphyrin-
dimer 22 mit 4500 GM ungefdhr 200-mal so grof3 wie beim
Monomer 21.F% Mit weiter zunehmender Linge erhohte sich
der 2PA-Querschnitt pro Porphyrineinheit im Tetramer 23
(5500 GM), Octamer 24 (4600 GM) und Polymer 25
(6400 GM) nur noch wenig.”®

Ein weiteres Beispiel fiir die Zunahme von ¢/N, mit N,
liefern die meso,B-verkniipften Porphyrinoligomere 26-30
(Abbildung 7). Auch hier stieg /N, beim Ubergang vom
Monomer zum Dimer zunichst deutlich, und bis hin zum
Pentamer nahm das Verhiltnis mit jedem Porphyrinring
weiter zu, wenn auch mit immer kleineren Schritten. Noch
hohere 2PA-Querschnitte wurden fiir f3,meso,p-verkniipfte
Porphyrinoligomere beobachtet.”® Es ist nicht leicht, fiir
diese Verbindungen zuverldssige d-Werte zu erhalten, weil
ihre 1PA-Banden sich weit in den Nahinfrarot-Bereich er-
strecken. Kiirzlich ergaben z-Scan-Messungen bei 2300 nm,
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NNy ™
O ol O
n n

18, n

=1, 5= 1700 GM bei 740 nm (fs-TPEF)
19,n=2,

= 3300 GM bei 740 nm (fs-TPEF)

OO
oot WS
3

20, 5= 3800 GM bei 740 nm (fs-TPEF)

4
8

80 19,
18 - -o
T o
SIN 40 12.’,

3,
[ 4

0+

10 30 50 70

Ng —>

Abbildung 6. Die normalisierten 2PA-Querschnitte 6/N, fur 3, 12, 18,

19 und 20 zeigen, dass O/N, bei den lingeren mt-Systemen einen
[24,36,44]

Grenzwert erreicht.

21,0 =1, Syax = 20 GM bei 850 nm (fs-TPEF)
22,1 =2, Spax= 9100 GM bei 890 nm (fs-TPEF)
23,1 =4, Sy = 22000 GM bei 960 nm (fs-TPEF)
24,0 =8, Syax = 37000 GM bei 980 nm (fs-TPEF)
25, 1= 13, 8ayx = 83000 GM bei 980 nm (fs-TPEF)

2@2
o
=
@Z

Ar n—1
26, n=1, 6 <100 GM bei 800 nm (fs-z-Scan)
27, n =2, 6= 8000 GM bei 1400 nm (fs-z-Scan)
28, n =3, 5= 17000 GM bei 1700 nm (fs-z-Scan)
29, n =4, 6= 30000 GM bei 1900 nm (fs-z-Scan)
30, n =5, §=41000 GM bei 2100 nm (fs-z-Scan)
400 30
29 ‘e
T 28 .&°
200 27 . ®
S/Ng 4
2,/
oy —
0 60 120
Ng —=

Abbildung 7. Normalisierte 2PA-Querschnitte der Porphyrinoligomere
26-30.5°
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wo die Einphotonenabsorption vernachldssigt werden kann,
aber einen Wert von 6 =41000 GM fiir das Tetramer.[")

4.1.2.3. Konformation

Die elektronische Kopplung ist dann optimal, wenn ein
planares m-System vorliegt, in dem die n-Orbitale am
stiarksten iiberlappen konnen; folglich reagiert die Zweipho-
tonenabsorption empfindlich auf die Konformation der m-
konjugierten Briicke. Der Vergleich von 31 (mit flexibler

Hex;N Q / Q Q / O NHex,

, 6=1000 GM bei 730 nm (fs-TPEF)

Biphenylbriicke)*” mit 8 oder 18 (mit starrer Fluoren- bzw.
Dihydrophenanthren-Briicke) zeigt beispielhaft, dass der
Wechsel von einer flexiblen Briicke zu einer Briicke mit
starrer Konformation den Wert von d erhoht (im Beispiel um
Faktoren von 1.3 bzw. 1.7).

Osuka, Kim und Mitarbeiter zeigten den Einfluss des
Diederwinkels auf den 2PA-Querschnitt fiir die meso-ver-
kniipften Porphyrindimere 33-38.°°) Der durchschnittliche
Diederwinkel 6 zwischen den beiden Porphyrin-n-Systemen

Ar
Ar
Ar
Ar

32, 6=100GM
bei 800 nm (fs-z-Scan)

33,n=6 (0 =80°), 5= 3500 GM
34, n=5(=77°), 5= 3900 GM
35, n=4(6=71°), 5=4800 GM
36, n=3 (0= 48°), 5= 6100 GM
37,n=2 (0= 42°), 5= 6300 GM
38, n=1(0=736°), 6= 7500 GM

bei 800 nm
(fs-z-Scan)

(abgeleitet aus Molekiilmechanik-Rechnungen) wurde tiber
die Lange des ,,Henkels“ zwischen den beiden Makrocyclen
eingestellt. UV/Vis-spektroskopische Untersuchungen erga-
ben, dass kiirzere Henkel zu starreren Dimeren fiihrten, die
eine stirkere Konjugation aufwiesen. In der Stammverbin-
dung 32 ohne Henkel standen die Porphyrinsysteme praktisch
senkrecht aufeinander (6=90°, 6 =100 GM). Eine Verklei-
nerung dieses Winkels auf 80° resultierte fiir 33 in einem
Anstieg von 0 auf das 35-fache (3500 GM). Der groBte 2PA-
Querschnitt wurde fiir 38 erzielt; mit 7500 GM wurde ein
dhnlicher Wert erhalten wie fiir die konjugierten Porphyrin-
dimere 22 und 27.

Die Konformation lésst sich auch mithilfe von Selbstor-
ganisation einstellen. Eine Behinderung der freien Drehbar-
keit in konjugierten Porphyrinoligomeren erhoht die elek-
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tronische Kommunikation und damit den 2PA-Querschnitt.
Durch Bildung der starren leiterformigen Doppelstrang-
Komplexe 39-42 mit 4,4-Bipyridyl vergrof3erten sich die
2PA-Querschnitte bei ca. 1300 nm fiir die Butadiin-ver-

Hex;Si——=— @ —SiHex;

39, 1 =2, Omax = 13000 GM bei 880 nm (fs-TPEF)
40, n =4, Syax = 18000 GM bei 1305 nm (fs-TPEF)
41, n = 8, dyax = 98000 GM bei 1315 nm (fs-TPEF)
42 n =13, dmax= 230000 GM bei 1325 nm (fs-TPEF)

kniipften Oligomere 22-25 drastisch.”! Bei einem Vergleich
der Konjugationssignaturen S [siche Gleichung (5) in Ab-
schnitt 2.4] galt ScocN,* fiir Doppelstringe bis hin zum Te-
tramer 40, was auf eine vollstindige m-Delokalisierung iiber
alle vier Porphyrineinheiten hindeutet. In den entsprechen-
den Finzelstrang-Oligomeren 22-25 hing S. weniger stark
von N, ab. Wasielewski, Kim und Mitarbeiter™ wiesen fiir ein
konjugiertes Porphyrintrimer nach, dass die Bildung von
Doppelstriangen den 2PA-Querschnitt erhoht, die Bildung
eines Tripelstrangs mithilfe eines dreizéhnigen Liganden aber
einen entgegengesetzten Effekt hat. Die 2PA dieser Anord-
nungen ldsst sich demnach noch nicht befriedigend erkléren.

4.1.2.4. Vergleich von Vinylen(sp?)- und Ethinylen(sp)-
Verkniipfungen

Grundsitzlich ist die Konjugation in Ethinylen-Systemen
(-C=C-) weniger stark ausgeprigt als in entsprechenden Vi-
nylen-Systemen (trans-CH=CH-), weil die m-rt- und w*-m*-
Energien an C(sp')-C(sp?)-Verkniipfungsstellen nicht auf-
einander abgestimmt sind und weil in den Acetylenen das
AusmaB der Bindungsalternanz groBer ist.’”) Die Auswir-
kungen auf die 2PA halten sich aber in Grenzen: So ist 0 fiir 8
nur um 5 % groBer als fiir 10 und fiir 31 nur um 15 % groBer
als fir 43. (Allein der Messfehler betrigt bei der experi-
mentellen Bestimmung von J-Werten bereits ungefihr
10 % .47

e 0= D=

43, 5 = 890 GM bei 705 nm (fs-TPEF)
Wenn sterische Effekte mit hineinspielen, wie bei meso-
verkniipften Porphyrinen,™ ! sind acetylenische Systeme

tendenziell stiarker konjugiert, weil sie sich im Unterschied zu
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Vinylenverkniipfungen nicht in einen nichtkonjugierten Zu-
stand verdrehen konnen. Rebane, Spangler und Mitarbeiter
ermittelten entsprechend fiir das vinylenverbriickte Porphy-
rinsystem 44 einen geringeren 2PA-Querschnitt als fiir die
analoge ethinylenverbriickte Verbindung 45.°?!

Smax = 560 GM bei 914 nm (fs-TPEF)

44,Bricke: /7,
45, Briicke: -~ ==, dmay = 730 GM bei 820 nm (fs-TPEF)

Auch Porphyrindimere mit Ethinylen- und Vinylenver-
kniipfungen wurden verglichen. Das ethinylenverkniipfte
Dimer 46 hatte einen um das 400-fache hoheren 2PA-Quer-

Ar Ar
. :
Ar Ar
46, Bricke:---="--7 R = H, yax = 8200 GM bei 820 nm (fs-TPEF)

47 Brucke: /7", R =Ph, Spay = 60 GM bei 875 nm (fs-TPEF)

48, Bricke:---=—=="--, R = H, 8,ax = 5500 GM
bei 830 nm (fs-TPEF)

49, Bricke: - =—=--- R = ---}CNtMe -
/

Smax = 17000 GM bei 916 nm (fs-TPEF)

schnitt als das entsprechende Monomer.>® Bei Verwendung
einer Vinylenbriicke war in 47% die Kommunikation zwi-
schen den Porphyrinsystemen gestort, was in einem deutlich
kleineren 2PA-Querschnitt resultierte. Eine Kristallstruktur-
analyse belegt, dass das m-System in 47 mit Winkeln von je 45°
zwischen der C-CH=CH-C-Briicke und den Ebenen der
Porphyrinsysteme verdreht ist. Die kleinen 2PA-Querschnitte
fiir 47 sind aber auch eine Folge der breiten Einphotonen-
absorptionsbande, die den fiir TPEF-Messungen verfiigbaren
Bereich einschrinkt. Wird die Ethinylenbriicke von 46 gegen
eine Butadiinbriicke in 48 ausgetauscht, so ergibt sich trotz
des ldngeren m-Systems ein etwas kleinerer 2PA-Quer-
schnitt.’>%] Eine Verlingerung des m-Systems durch Einfiih-
rung endstdndiger Acetylensubstituenten fiithrte zu grof3eren
2PA-Querschnitten (vergleiche 22 in Abschnitt 4.1.2.2). o
konnte im Dimer 49 durch Anbringen zusétzlicher elektro-
nenziehender Endgruppen weiter gesteigert werden (0. =
17000 GM; 8800 GM pro Porphyrineinheit, J/N,=
240 GM)."! Diese Verbindung ist eine aussichtsreiche Leit-
struktur fiir die photodynamische Therapie mithilfe von
Zweiphotonenabsorptionen (Abschnitt 5.6).
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4.2. Zweidimensionale Chromophore
4.2.1. Porphyrine und expandierte Porphyrinoide

Grof3e m-konjugierte Makrocyclen, wie etwa Porphyrine,
bieten sich aufgrund ihrer hohen Ubergangsdipolmomente
als Zweiphotonenfarbstoffe an. Die meisten einfachen Por-
phyrinmonomere haben 2PA-Querschnitte unter 50 GM, 5!
obgleich fiir das Porphycen 50,7 ein Isomer von Tetraphe-

Ph Ph
Ph Ph
50, 6 =2300 GM
bei 770 nm

51, R = 2,4,6-Tri-tert-butylphenyl
8= 7200 GM bei 1380 nm (fs-z-Scan)

nylporphyrin, ein hoher d-Wert bestimmt wurde. Dagegen
erreichten konjugierte Porphyrinanordnungen sehr hohe o-
Werte (siche Abschnitt 4.1.2.2).1% Porphyrine mit erweiterten
n-Systemen wie Osukas Azulen-anellierte Verbindung 51
zeigen ebenfalls eine starke 2PA.[*!

Auch fiir expandierte Porphyrinanaloga wurden hohe
2PA-Werte beobachtet. Ahn et al. haben die 6-Werte fiir
zweierlei Hexaphyrine verglichen:" Das [26]Hexaphy-
rin(1.1.1.1.1.1) 52 hatte mit 6/N,=260 GM pro m-Elektron

52, Ar= CsF5
5=9900 GM
bei 1200 nm (fs-z-Scan)

Ar H Ar
= 53, Ar= CGF5
Ar Ar 8§ =2600 GM
_ bei 1200 nm (fs-z-Scan)
N
Ar H Ar

einen dhnlichen Wert wie Porphyrinoligomere, fiir den um
zwei Elektronen reduzierten Makrocyclus im [28]Hexaphy-
rin(1.1.1.1.1.1) 53 wurde dagegen nur ein Viertel dieses Werts
erhalten. Dieses Resultat legt eine Abhéngigkeit der 2PA
vom aromatischen (52) oder antiaromatischen Charakter (53)
des Molekiils nahe. Osuka, Kim und Mitarbeiter bestitigten
durch Untersuchungen an weiteren expandierten Porphyri-
nen, dass aromatische Makrocyclen allgemein iiber groere
2PA-Querschnitte verfiigen als nichtaromatische (z.B. fiir die
Octaphyrin-Komplexe 54 und 55; Abbildung 8).7"
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Hiickel
4n n-Elektronen, antiaromatisch 4n n-Elektronen, aromatisch
=690 GM 4 =6400 GM

bei 1240 nm (fs-z-Scan) bei 1440 nm (fs-z-Scan)

Abbildung 8. Zusammenhang zwischen Geometrie und Aromatizitit:
Hiickel- und Mé&bius-Formen der Palladiumkomplexe von [36]Octa-
phyrin(1.1.1.1.1.1.1.1) mit Réntgenkristallstrukturen (nach Lit. [71a]).

Uber auBerordentlich groBe 2PA-Querschnitte wurde
auch fiir ein am Kern modifiziertes Hexaphyrin berichtet.”!
Allerdings stammen die Werte aus z-Scan-Messungen mit
hoher Wiederholrate (50 MHz) in einem Spektralbereich mit
betrdchtlicher  Einphotonenabsorption; somit wurden
scheinbare 2PA-Querschnitte erhalten, die schwer zu bewer-
ten sind. Die beschriebenen Ergebnisse deuten darauf hin,
dass expandierte Porphyrine, Heteroporphyrine und andere
Porphyrinanaloga eine vielversprechende Chromophorklasse
fiir die Zweiphotonenabsorption darstellen. Erst vor kurzem
wurden die 2PA-Querschnitte der makrocyclischen Oligo-
thiophene 56-59 von Goodson, Iyoda und Mitarbeitern er-
mittelt.™ Die Absolutwerte stiegen in dieser Reihe an,
wihrend die normalisierten Werte (6/N.) schon bei 57 einen
Grenzwert erreichten (Abbildung 9).

4.2.2. Verzweigte planare Chromophore

Trigonale oktupolare Systeme wurden als eine weitere
Gruppe 2PA-aktiver Verbindungen neben den linearen di-
polaren und quadrupolaren Chromophoren untersucht. Wenn
zwischen den Armen nur eine schwache elektronische
Kopplung vorliegt, steigen die 2PA-Querschnitte erwar-
tungsgemaf linear mit der Zahl an Armen, in einigen Féllen
nahm 0 jedoch deutlich stirker zu. Die ersten verzweigten
Zweiphotonenfarbstoffe wurden 1999 von Prasad und Mit-
arbeitern beschrieben.*” Sie untersuchten den Einfluss einer
Verzweigung, indem sie zuvor charakterisierte Farbstoffe an
einen m-konjugierten Kern wie Triphenylamin kniipften. Fiir
die so erhaltenen Verbindungen 60-62 (Abbildung 10) wurde
ein nichtlinearer Anstieg der 2PA-Querschnitte beobachtet.
Die Zunahme der normalisierten Werte in dieser Reihe (60,
O0/N.=3.9; 61, 6/N.=8.2; 62, 6/N,=13) belegten einen ko-
operativen Effekt.

AnschlieBend wurden in 63-65 elektronenarme Triazin-
kerne mit elektronenreichen Armen versehen.™ Dabei
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56,1 =1, 8may = 15000 GM
57, n=2, §nax = 67000 GM bei 710 nm
58,1 =3, 8may = 83000 GM [ (fs-TPEF)
59, N =4, dpay = 110000 GM
600 57 &3 59
g0
T 300
A 56
o
% 150 250
Ne —»

Abbildung 9. Normalisierte 2PA-Querschnitte der cyclischen Oligome-
re 56-59."

=87 GM
=270 GM } bei796 nm (fs-TPEF)

NMe;,

64, 5= 1100 GM

Me 63, 5= 340 GM bei 800 nm (fs-TPEF)

bei 800 nm (fs-TPEF) e
N

=

I
e
NMe,

=N 65

65, 6 = 2400 GM 1 2 3
bei 800 nm (fs-TPEF) Anzahl an Armen ——

Abbildung 10. Normalisierte 0-Werte fuir die Verbindungsreihen 60-62
und 63-65.1*74
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wurde eine Verbesserung der 2PA-Querschnitte als Folge
eines kooperativen Effekts beobachtet (1:3.3:7.0 fiir 63—
64—065). Die normalisierten Werte fiir die Systeme aus
elektronenschiebenden Armen an einem elektronenarmen
Kern (63-65) belegen eine stirkere 2PA als bei den inversen
Systemen 60-62 (Abbildung 10).

Die Annulene 6668 von Haley, Goodson und Mitarbei-
tern™! zeigen ebenfalls einen kooperativen Effekt (0/N,=
0.4,7.2 und 17 fiir 66, 67 bzw. 68). Wihrend 0 mit der Zahl an
Armen stark anstieg, blieben die normalisierten Werte aller-
dings maBig.

66, 5= 11 GM
bei 780 nm (fs-TPEF)

67, R = Decyl
Smax = 390 GM
bei 780 nm (fs-TPEF)

68, R = Decyl
Smax = 1300 GM
bei 780 nm (fs-TPEF)

4.2.3. Dendrimere

Dendrimere aus konjugierten Chromophoren wurden
aufgrund ihrer potenziellen Anwendungen in der nichtlinea-
ren Optik, als kiinstliche Lichtsammelsysteme, in Leucht-
dioden und bei biologischen Bildgebungsverfahren intensiv
erforscht. Drobizhev und Mitarbeiter beschrieben die pho-
tophysikalischen Eigenschaften der dendritischen Chromo-
phore 69-71 (Abbildung 11) mit verbriickenden trans-Stil-
ben-Einheiten."® Der normalisierte Querschnitt (6/N,) war
fiir das Dendrimer 69 der ersten Generation viel grofler als
fiir Stilben 4 (Abschnitt 4.1), der Ubergang zu Dendrimeren
hoherer Generationen ergab dann aber wieder niedrigere
Werte.

Die von Blanchard-Desce, Goodson und Mitarbeitern
untersuchten acetylenverkniipften Dendrimere mit Triaryl-
amin-Kern™ verhielten sich sehr #hnlich wie 69-71: Auch
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69, R=H
8=2800 GM
bei 705 nm (fs-TPEF)

N—@—R

R
70, R =---
&= 4500 GM

bei 714 nm (fs-TPEF) ESBU
7,R=-7 W W & )N
5=11000 GM
bei 713 nm (fs-TPEF)
40 sBul,
69
T 20 70 71
SN 4

=G0 61 Gz G3

Dendrimer-Generation —

Abbildung 11. Vergleich der normalisierten 2PA-Querschnitte der Den-
drimere 69-71 (mit der Bezugsverbindung 4 als Dendrimer der 0. Ge-
neration).t*7¢

hier stieg /N, beim Ubergang zum Dendrimer der ersten
Generation stark an, und bei der zweiten Generation wurde
ein Grenzwert erreicht.

4.3. Schlussfolgerungen aus Design-Strategien, Struktur-
Eigenschafts-Beziehungen und Giitefaktoren

Der normalisierte 2PA-Querschnitt 6/N, (bezogen auf die
Zahl an w-Elektronen N,) ist ein niitzlicher Giitefaktor beim
Vergleich von Zweiphotonenchromophoren. In jiingster Zeit
wurden mehrere Chromophore mit 6/N,>200 GM pro m-
Elektron beschrieben, die erstaunlich verschieden sind. Thre
Entdeckung war in den meisten Fillen eher zufillig als die
Folge eines gezielten Designs. Das klassische D-m-A-nt-D-
Motiv wurde ausgiebig untersucht — es kommt z.B. im
Squarain 17 vor (6/N, =750 GM aus z-Scan-Messung) —, doch
zeigt das Beispiel des Thiophen-Acetylen-Makrocyclus 57
(6/N.=510 GM aus TPEF-Messung), dass Donoren und Ak-
zeptoren nicht unentbehrlich sind. Eine starre Konformation
und eine starke m-Konjugation sind gemeinsame Merkmale
aller erfolgreichen 2PA-Farbstoffe. Konjugierte Porphyrin-
oligomere wie das Butadiin-verkniipfte Dimer 49 (J0/N,=
240 GM aus TPEF-Messung) und das {,meso-verkniipfte
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Pentamer 30 (6/N. =320 GM aus z-Scan-Messung) zeigen oft
eine starke 2PA. Porphyrinanaloga mit expandiertem aro-
matischem System wie das Hexaphyrin 52 (6/N, =260 GM
aus z-Scan-Messung) bilden eine weitere wichtige Gruppe.

FEin maximaler 2PA-Querschnitt ist nicht das alleinige
Kriterium beim Entwurf von Zweiphotonenfarbstoffen. Oft
ist es vielmehr sinnvoll, den Querschnitt eines moglichst
kleinen Chromophors zu optimieren. Hier ist dann der Wert
von d/N, der Parameter, den es zu betrachten gilt. Manchmal
kann es aussagekriftiger sein, 6 durch das Molekulargewicht
oder -volumen, die Loslichkeit oder die maximale volumen-
bezogene Chromophorzahl N zu teilen [sieche Gleichung (1)
in Abschnitt 2]. Das Molekulargewicht ist bei Farbstoffen fiir
biologische Anwendungen entscheidend, weil es hier auf
einen schnellen Transport durch Membranen hindurch an-
kommt. Die niitzlichsten Bewertungs- und Designkriterien
werden stets durch die gewiinschte Anwendung bestimmt
(siche Abschnitt 5).

Meist nutzt man die Zweiphotonenanregung, um raum-
lich begrenzt eine bestimmte Funktion zu aktivieren. Ein
niitzliches Bewertungskriterium ist dann der Faktor d @, das
Produkt aus 2PA-Querschnitt und der Quantenausbeute @
fiir die betreffende Funktion (Fluoreszenz, Auslosen einer
Polymerisation, Erzeugung von Singulett-Sauerstoff oder
photochemische Aktivierung einer Wirkstoffvorstufe). In
diesem Zusammenhang sind Energie und Lebensdauer des
durch 2PA erzeugten angeregten Zustands wichtig, weil sie
die Quantenausbeute beeinflussen konnen. Grof3e und stark
konjugierte Chromophore haben oft kleine S;-Sy-Energielii-
cken und neigen zu schnellen strahlungslosen S;-S,-Uber-
gingen durch innere Konversion. Solche niederenergetischen
und kurzlebigen angeregten Zustidnde sind fiir Fluoreszenz-
und photochemische Anwendungen oft wenig niitzlich. Ein
Beispiel fiir einen Kompromiss ist das Porphyrindimer 49, das
tiber hohe Quantenausbeuten fiir Fluoreszenz und Singu-
lettsauerstoff-Erzeugung verfiigt (P =0.10 bzw. @, =0.70 in
Methanol);®! lingere und stirker gekoppelte konjugierte
Porphyrinoligomere haben zwar gro3ere 2PA-Querschnitte,
dafiir sind aber ihre Quantenausbeuten viel geringer.””! Die
meisten Zweiphotonenfarbstoffe mit 6/N, >200 GM enthal-
ten so groBe konjugierte m-Systeme, dass sie im Nahinfrarot
bei 700-1200 nm fluoreszieren. Thiophen-Acetylen-Makro-
cyclen wie 56 (Fluoreszenz bei A, 603 nm, @ =0.08) bilden
hier eine interessante Ausnahme; sie fluoreszieren als einzige
unter den angesprochenen Chromophoren mit J/N, >
200 GM im sichtbaren Bereich.

5. Anwendungen der Zweiphotonenanregung
5.1. Grundlegendes zur Optik

Der Unterschied zwischen Ein- und Zweiphotonenanre-
gung wird am besten deutlich, wenn man ein konfokales
Fluoreszenzmikroskop betrachtet (Abbildung 12). Die Optik
des Instruments ist so ausgelegt, dass einerseits ein kleines
Volumen bestrahlt und andererseits das in diesem Bereich
emittierte Licht erfasst werden kann. Durch das Bewegen
dieses Fokalvolumens durch eine Probe lésst sich die Emis-

Angew. Chem. 2009, 121, 32923316

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

Spektral-  Apertur-
Laser filter bFI,ende
Emission
— «| Detektor
Strahlteiler
l T Linse

Anregungs-
dichte

Abbildung 12. Funktionsprinzip eines konfokalen Fluoresenzmikro-
skops: Wird ein Infrarot-Laserpuls genau auf eine Probe fokussiert, so
ist wegen des Zusammenhangs 2PA x I” die Anregung auf die Fokal-
region beschrinkt. Die Emission aus diesem Bereich kann gefiltert und
durch eine Lochblende geleitet werden, wihrend Licht aus anderen Be-
reichen weitgehend ausgeschlossen wird. Durch Bewegen der Probe
relativ zur Strahlungsquelle ldsst sich ein dreidimensionales Bild erhal-
ten. Der Einschub zeigt die Volumina mit mindestens 50% Anregung
(bezogen auf die Anregung im Brennpunkt) fiir 1PA und 2PA bei
A=800 nm und NA=1.4.

sionsintensitit kartieren. Bei der Einphotonenanregung ist
die Anregungsdichte im Fokalvolumen proportional zur lo-
kalen Intensitét. Bei der Zweiphotonenanregung besteht da-
gegen eine Proportionalitit zum Quadrat der Intensitit,
sodass die Anregungsdichte mit zunehmender Entfernung
vom Brennpunkt rasch abfillt. Die 2PA erfolgt daher in
einem kleineren Volumen mit entsprechend héherer Auflo-
sung. Dieser Vorteil wird nicht nur bei der Fluoreszenzmi-
kroskopie genutzt,®>® sondern auch bei vielen weiteren
Anwendungen (siche die Abschnitte 5.2-5.8).

5.2. Das Fokalvolumen

Ein kollimierter Strahl monochromatischen Lichts mit
einheitlicher Intensitdt kann auf einen Bereich fokussiert
werden, dessen Durchmesser proportional zur Wellenldnge
und umgekehrt proportional zur numerischen Apertur (NA)
der Linse ist.”” Als Anregungsvolumen lisst sich ein Ellip-
soid definieren, in dem die Anregungsdichte 50 % des Werts
im Brennpunkt nicht unterschreitet. Die hochste Auflosung
(und somit das kleinste Anregungsvolumen) erbringen tibli-
cherweise Olimmersionsobjektive mit einer NA von 1.4. Bei
einer Wellenldnge von 800 nm erhélt man Anregungsvolu-
mina von 0.29 um (1PA) und 0.21 ym Breite (2PA; siche
Einschub in Abbildung 12). Die Auflosung in Strahlrichtung
ist allerdings deutlich schlechter: Die Linge des Anregungs-
volumens betrigt 1.08 um bei 1PA und 0.78 pm bei 2PA. Die
Anregungsdichten fiir 1PA und 2PA in Abhéngigkeit von der
axialen und radialen Entfernung vom Brennpunkt sind in
Abbildung 13 a aufgetragen. Das Linge-Breite-Verhiltnis des
Anregungsellipsoids betrdgt ungefidhr 3.7. Bei diesem Wert
handelt es sich um eine realistische Untergrenze; er wird
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a)

normalisierte Anregungsdichte

0.0 =z pats N L. .
1.0 -05 0.0 05 1.0

Abstand vom Brennpunkt / um

Abbildung 13. a) Die Anregungsdichte als Funktion des axialen und ra-
dialen Abstands vom Brennpunkt (griin: 1PA; rot: 2PA; durchgezoge-
ne Linien: axial, gestrichelte Linien: radial; NA=1.4, =800 nm).

b,c) Lokalisierte Anregung von Fluorescein: b) Einphotonenanregung
mit einem fokussierten Lichtstrahl (1 =488 nm; 0.16 NA); c) Zweipho-
tonenanregung mit fokussierten Femtosekundenpulsen (4 =960 nm;
0.16 NA). Wiedergabe von (b) und (c) mit Genehmigung aus Lit. [5].

schlagartig groBer, wenn man die NA des Objektivs verklei-
nert.

Bedingt durch Interferenzphdnomene zeigt die Intensitét
bei einem axialen Abstand iiber 1 um vom Brennpunkt ge-
ringe periodische Fluktuationen, doch im Durchschnitt gilt
auch in diesem Bereich die umgekehrte quadratische Ab-
hingigkeit; bei 1.1 um betrigt die Intensitdt nach 1PA unge-
fahr noch ein hundertstel des Werts im Brennpunkt, in 10 um
Abstand ist sie etwa auf das 10~*-fache abgesunken. An
diesen Stellen liegen die 2PA-Anregungsdichten entspre-
chend beim 107*- bzw. 10~*-fachen des Werts im Brennpunkt;
somit ist es moglich, ein kleines Volumenelement (Voxel)
mitten in einer Probe zu analysieren, ohne das umgebende
Material in signifikantem Ausmaf} mit einzubeziehen. Die
Abbildungen 13b und 13c¢ zeigen, dass die 1PA des Fluores-
zenzfarbstoffs Fluorescein (bei 488 nm) eine Emission ent-
lang des Weges des einfallenden Strahls erzeugt, wohingegen
die 2PA (bei 960 nm) eine scharf begrenzte Emission am
Brennpunkt ergibt. In Abbildung 13b ist die Farbstoffkon-
zentration so hoch, dass ein grof3er Teil der 1PA auftritt, bevor
das Licht den Brennpunkt erreicht. Bei Einphotonenanre-
gung unter groferer Verdiinnung wiirde man einen sanduhr-
formigen Emissionsbereich erhalten.

5.3. Vorteile der Zweiphotonenanregung

Die GroBe des Fokalvolumens ist proportional zur Wel-
lenldange. Weil das Anregungsvolumen bei der 2PA aber mehr
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als halb so grof} ist wie bei der 1PA (sieche Einschub in Ab-
bildung 12 sowie Abbildung 13a), sollte eine 2PA bei 800 nm
eine schlechtere Auflosung ergeben als eine 1PA bei 400 nm.
Die 2PA hat aber zwei entscheidende Vorteile: 1) Die Probe
wird bei der kiirzeren Wellenlédnge viel starkere Verluste
durch Absorption und Streuung verursachen, und biologische
Proben werden durch kurzwellige Strahlung oft photoche-
misch beschéddigt. 2) Der deutlich schirfere Kontrast der
Anregungsdichte verhindert parasitische Emissionen oder
photochemische Umwandlungen auflerhalb des Fokalvolu-
mens.”) Wie hoch die riumliche und spektrale Auflosung in
einem Konfokalmikroskop bei Zweiphotonenanregung sein
kann, zeigt die Abbildung 14 am Beispiel von angefédrbten
Fibroblastenzellen.

Abbildung 14. Konfokalmikroskopie an Fibroblastenzellen mithilfe von
Zweiphotonenanregung. Fluoreszenzfarbstoffe machen DNA (blau;
4',6-Diamidino-2-phenylindol, DAPI), Plasmamembranen (griin;
PATMAN) und Mitochondrien (rot; Tetramethylrhodamin) sichtbar.
Mafistab: 5 um. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [5].

5.4. Tracer, Sonden und Sensoren

In einfachen Versuchen wurden 2PA-Farbstoffe als
Marker genutzt, um die Bewegung nichtfluoreszierender
Wirkstoffe in Zellen zu verfolgen. Prasad und Mitarbeiter
setzten beispielsweise einen D-m-A-Farbstoff auf Stilbenbasis
ein, um zu verfolgen, wie ein chemotherapeutisches Doxo-
rubicin-Konjugat in humane Brustkrebszellen eindringt und
wo es dort angreift.” Kiirzlich wurden spezifische TPEF-
Farbstoffe fiir individuelle subzelluldre Strukturen und Or-
ganellen entwickelt.™ Bei diesen Farbstoffen kommt es vor
allem auf die Helligkeit @¢d an, das Produkt aus dem 2PA-
Querschnitt 6 und der Fluoreszenzquantenausbeute @g. Die
Sonde 72 wurde angewendet, um LipidfloBe (rafts) in leben-
dem Gewebe mithilfe von Zweiphotonenmikroskopie
kenntlich zu machen. Wenn sie in hydrophoben Liposomen
eingeschlossen wird, leuchtet diese Sonde achtmal so stark
wie beim Einschluss in hydrophilen Liposomen (@pd=

0] @6 =80 GM bei 800 nm

C10H21 in hydrophoben Liposomen
HO\H/\N O 72
O Me

@0 =10 GM bei 800 nm
in hydrophilen Liposomen
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80 GM bzw. 10 GM).' Der Hauptgrund hierfiir ist eine
Anderung von @ und nicht von 0.

Es wurden auch Zweiphotonenfarbstoffe entwickelt,
deren TPEF mit der Konzentration von Metallkationen oder
Anionen sowie mit dem pH-Wert variiert. Zumeist veréndert
eine Koordination des Analyten die Donorfdhigkeit einer
elektronenreichen Endgruppe des Farbstoffs. Fast gleichzeitig
berichteten die Gruppen von Marder™ und Chot? iiber
Azakronenether, in denen das Stickstoffatom des Makrocy-
clus als Donor in einem D-n-A-n-D-Chromophor wirkt. Die
Komplexierung von Mg”" in 73 reduziert 6 bei 810 nm auf ein
fiinfzigstel (vermutlich durch Bindung am freien Elektro-
nenpaar des Stickstoffatom), wéhrend die Fluoreszenzquan-
tenausbeute unverindert blieb."

o CN )
5 N (o 0
G SO )
fo) @)
(Y NC K»O\)
73, Simax = 2200 GM bei 810 nm (fs-TPEF), & = 0.20
Mg?*73, 5= 45 GM bei 810 nm (fs-TPEF), & = 0.19

Seit kurzem versucht man, hoch selektive Zweiphoto-
nensensoren fiir bestimmte Metallkationen, vor allem Zink,
zu entwickeln. In einigen Féllen wird die Fluoreszenz durch
Bindung des Kations unterdriickt,’®%! in anderen erhoht die
Chelatbildung sowohl ¢ als auch ®@.% In 74®! wird die

7a
|
2N N F
Meo\©\_<o/’ x N

FX

74, Smax = 31 GM bei 690 nm (fs-TPEF), & = 0.35
Zn2* 74, S = 77 GM bei 730 nm (fs-TPEF), & = 0.71

chelatisierende Endgruppe des Chromophors durch Bindung
von Zn?" an die Pyridinringe zu einem stirkeren Elektro-
nenakzeptor, sodass O steigt. Dieser Ansatz wurde auf Che-
latliganden fiir Schwermetallkationen einschlieBlich Queck-
silber™ und Cadmium®! sowie auf das Anion Fluorid aus-
gedehnt,” und auch pH-Sonden nutzen dieses Prinzip."!

5.5. Photoaktivierung und Wirkstofftransport

Die Zweiphotonenanregung zur Freisetzung (im Sinne
einer photochemischen Entschiitzung) biologisch aktiver
Verbindungen ist enorm wichtig fiir die lebenswissenschaft-
liche Grundlagenforschung. Neurophysiologen sind daran
interessiert, neuronale Schaltungen zu steuern, indem sie
schnell und rdumlich begrenzt Neurotransmitter, Proteine
und Ionen ausschiitten. Anders als die in Abschnitt 4 be-
sprochenen Farbstoffe haben die Chromophore, die heute zur
Photoaktivierung genutzt werden, sehr kleine 2PA-Quer-
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schnitte. Thre 0-Werte werden hiufig bestimmt, indem man
die Menge der photochemischen Produkte nach einer Zwei-
photonenanregung mit einem Femtosekundenlaser (femto-
second two-photon excited photochemical products, fs-
TPEPP) ermittelt; dieses Verfahren ist der fs-TPEF analog
(Abschnitt 3.2). Die meisten Farbstoffe fiir die Photoakti-
vierung wurden aus der Einphotonenmikroskopie iibernom-
men und noch nicht hinsichtlich der Zweiphotonenanregung
optimiert. Der Neurotransmitter Glutamin ist die Verbin-
dung, die am héufigsten durch 2PA freigesetzt wird. Trotz
seines sehr kleinen 2PA-Querschnitts von 0.06 GM hat das 4-
Methoxy-7-nitroindolino-Derivat von Glutamat viel zur
Aufklirung von neuronalen Signalwegen beigetragen.’>*
Photochemisch labile, maskierte Glutamatderivate mit Cu-
marin-" (75, Schema 1) oder Stilbengruppen®! und héheren

H
a) O._N CO.H
J 0 e HoN CO,H
Br- N O COsH hv 2 2!
g COzH
HO 070
75, 5= 50 GM bei 740 nm (fs-TPEPP)
o COH
b %0 0-0°
) TO4 ,.’,ofi HO -~ g~ N COH
N--Ca:-N
o "0J  hv COzH

—_—

Ca?* (" com

— 0
CI S o, N~
; s
76, 5= 0.6 GM o NO
bei 720 nm (fs-TPEPP)

Schema 1. Zwei Beispiele fiir die Photoaktivierung durch Zweiphoto-
nenanregung: a) Freisetzung von Glutaminsiure® und b) Freisetzung
von Calciumionen.?®

O0-Werten wurden getestet. Die Freisetzung von Calcium
mithilfe von 2PA ist ebenfalls wichtig fiir die Untersuchung
von Prozessen an einzelnen Synapsen. Der aussichtsreichste
Calcium-freisetzende Komplex 76 hat einen 2PA-Querschnitt
von nur 0.6 GM.”! Ein weiteres interessantes Beispiel ist die
Freisetzung des Neurotransmitters NO aus einem Nitrosyl-
komplex durch Zweiphotonenanregung.”” Zu diesem Zweck
verbanden Ford und Mitarbeiter ein Porphyrinsystem, das als
Antenne wirkt, mit einem Metallcluster in einem MoleKkiil.

Der Einschluss in Micellen und Liposomen ist eine all-
gemeine Strategie des Wirkstofftransports. Kann ein solches
Konstrukt durch 2PA aufgebrochen werden, so lassen sich in
krankem Gewebe gezielt hohe Konzentrationen einer aktiven
Verbindung freisetzen. Fréchet und Mitarbeitern gelang als
ersten ein solcher Abbau eines micellaren Systems infolge
einer 2PA ;*® sie verwendeten hierzu eine synthetische, aus 77
hergestellte Micelle. Diese Diazoverbindung geht eine pho-
tochemische Wolff-Umlagerung ein (Schema 2), die zu einem
hydrophileren Produkt fiihrt. Infolge diese Prozesses brach
die Micelle auseinander.
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o)

o]
N2 hv O‘

R R
77, Smax = 0.22 GM
bei 800 nm (fs-TPEPP)

OH

Schema 2. Eine Wolff-Umlagerung nach Zweiphotonenanregung tiber-
fithrt 77 (R=SO,NH (CH,),,CO,(CH,CH,0),,C,Hs) in ein hydrophiles
Produkt. Dieser Prozess fiihrt zur Zersetzung einer Micelle aus 77 und
kann somit zur Freisetzung einer eingeschlossenen Spezies genutzt
werden.”®!

5.6. Photodynamische Therapie

In &dhnlicher Weise wie die Mikroskopie hat auch die
photodynamische Therapie (PDT) von der 2PA profitiert.*!
Die Einphotonen-PDT wird zur Behandlung verschiedener
Krebsarten, unter anderem von Hautkrebs, sowie der Ma-
kuladegeneration angewendet. Bei der PDT wird ein Photo-
sensibilisator verabreicht, der ohne Lichteinwirkung harmlos
ist, bei Bestrahlung hingegen Schidden hervorruft. Die Pho-
totoxizitdt der Sensibilisatoren beruht vor allem auf der Er-
zeugung von Singulett-Sauerstoff durch Energieiibertragung
vom angeregten Zustand des Sensibilisators auf molekularen
Sauerstoff. Die Quantenausbeute @, fiir die Erzeugung von
Singulett-Sauerstoff ist dabei entscheidend fiir Wirkstoffpro-
totypen. Bei der Zweiphotonen-PDT sollte die Anregung des
Photosensibilisators auf das Fokalvolumen begrenzt bleiben.
Wegen seiner grofleren Wellenldnge dringt das zur Zwei-
photonenanregung genutzte NIR-Licht iiberdies tiefer in das
lebende Gewebe ein als sichtbares Licht. Dieser Vorteile
wegen ist 2PA-PDT besonders interessant fiir Neurologie und
Augenheilkunde, wo es auf eine gezielte und moglichst wenig
invasive Therapie ankommt.

Die Zweiphotonen-PDT wurde héufig als ein Mittel vor-
geschlagen, um Zielgewebe in groferer Eindringtiefe und mit
hoherer Genauigkeit behandeln zu kénnen.'"'% Den ersten
Nachweis einer 2PA-PDT erbrachten Wachter und Mitar-
beiter, als es ihnen 1997 gelang, Salmonella-typhimurium-
Bakterien in vitro mithilfe eines Psoralen-Wirkstoffs abzu-
toten." Spiter wurden durch Zweiphotonenanregung kli-
nisch zugelassener Porphyrinderivate eukaryotische Zellen in
Kultur™® und Blutkapillaren in Hithnerembryos zerstort.'!
In allen Studien war es wegen des geringen 2PA-Querschnitts
der Wirkstoffe (< 100 GM) erforderlich, mit starken Lasern
an der Grenze zur Gewebeschddigung zu arbeiten. Die
Zweiphotonen-PDT mit diesen Sensibilisatoren ist daher fiir
klinische Anwendungen ungeeignet, weil das Durchfahren
des kranken Gewebes mit dem Brennpunkt unweigerlich zu
einer allgemeinen Schéadigung fithren muss. Um die 2PA-PDT
als Therapiestrategie zu etablieren, besteht daher ein Bedarf
an neuen Photosensibilisatoren, die deutlich niedrigere
Strahlungsintensitdten und kiirzere Behandlungszeiten er-
moglichen.

Um die 2PA-Effizienz eines Photosensibilisators zu ver-
bessern, bringt man gewohnlich Zweiphotonenfarbstoffe an
einen Wirkstoff an, die Lichtenergie sammeln und durch
einen resonanten Forster-Energietransfer (FRET) an den
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Wirkstoff weitergeben. Fréchet und Mitarbeiter versahen
einen Porphyrinkern mit acht solcher 2PA-Farbstoffeinheiten
als ,,Antennen‘; das so erhaltene Dendrimer wurde in der
Erzeugung von Singulett-Sauerstoff durch Zweiphotonenan-
regung getestet, eine Verbesserung der Wasserloslichkeit und
eine biologische Priifung stehen aber noch aus.'® Der
Transport in Zellen gelang mit dem FRET-Konjugat 78: Der

Erkennungs- o NH
einheit :S
PhoN \

2PA-
Farbstoff

Porphyrin:
O,-Sensibilisator

N NG

///;dgebungsfarbstc;\\

Na0;S Slely

78, Smax = 2200 GM bei 820 nm (fs-TPEF)

Peptidteil bindet an einen Somastatin-Rezeptor, der in hu-
manen Krebszellen grundsitzlich iiberexprimiert ist.’! Der
Porphyrinkern von 78 tragt zwei Distyrylbenzolchromophore,
um den 2PA-Querschnitt zu verbessern, und einen Cyanin-
chromophor fiir Fluoreszenzbildgebungsstudien. Dieses
Konstrukt wurde in einer PDT in stark streuenden Gewebe-
modellen gepriift. In der Praxis ist es nicht zwingend erfor-
derlich, den Photosensibilisator kovalent mit dem 2PA-
Farbstoff zu verbinden; in vitro wurde schon beim gemein-
samen Einschluss in Siliciumoxidnanopartikeln nach der Be-
strahlung mit Femtosekundenpulsen von NIR-Licht ein
phototoxischer Effekt nachgewiesen.!"””]

Der alternative Design-Ansatz der Photosensibilisatoren
beruht auf 2PA-Chromophoren, die effizient Singulett-Sau-
erstoff erzeugen. Zu diesem Zweck wurden Porphycene wie
501") oder wasserldsliche Squaraine nach Art von 17 fiir die
2PA-PDT vorgeschlagen,'®! die sich in kultivierten Zellen
anreichern, ohne deren Lebensfihigkeit zu beeintrachtigen.
Besondere Beachtung erfuhren acetylenverkniipfte konju-
gierte Porphyrindimere wie 49 (Abschnitt 4.1.2.4) und 79 als
Ausgangspunkt fiir neue 2PA-Wirkstoffe. Kobuke und Mit-
arbeiter untersuchten selbstorganisierende Imidazolylpor-
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79 (R = CH,CH,CO,Na)
80 (R = Oct), dmax = 7600 GM bei 887 nm (fs-z-Scan)

phyrin-Dimere, die durch Koordination Dimere von Dimeren
wie 80 bilden, was zu einer Verdoppelung des 2PA-Quer-
schnitts pro Porphyrin gegeniiber dem freien Dimer fiihrt
(Omax = 1900 bzw. 900 GM pro Porphyrinsystem). Die erhohte
2PA-Effizienz wurde mit einer exzitonischen Kopplung zwi-
schen den Dimeren erklirt, die das Ubergangsdipolmoment
vergroflert. Das wasserlosliche Derivat 79 wurde in Zellen
eingeschleust, die es bei Einphotonenanregung abtétete.'*]

Wir haben kiirzlich tiber eine Familie hydrophiler konju-
gierter A-m-D-n-A-Porphyrindimere berichtet, die ohne
Lichteinwirkung nicht toxisch sind.[! Die Verbindung 49 ist
der erste Wirkstoff mit einem groBen 2PA-Querschnitt
(Omax =17000 GM), der erwiesenermaBen in vivo eine Zwei-
photonen-PDT ermoglicht. Nach der Zweiphotonenanregung
verschloss 49 selektiv Arterien (Durchmesser 45 um, Abbil-
dung 15) in einer lebenden Maus. Der beste kommerzielle

Abbildung 15. Gezielter Arterienverschluss durch Zweiphotonenanre-
gung des Photosensibilisators 49. Optische Doppler-Kohirenztomo-
gramme vor (a) und nach der Behandlung (b) sind einem Stereomi-
kroskopiebild vor der Behandlung iiberlagert, um den Blutfluss (rot)
abzubilden. In der behandelten Arterie flieft das Blut von links nach
rechts. Die weiflen Kistchen markieren den bestrahlten Bereich. MaR-

stab: 400 um. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [65].

Photosensibilisator, Visudyne, war unter entsprechenden
Bedingungen nicht aktiv. Diese Verbindungen représentieren
erst die erste Generation von Photosensibilisatoren fiir die
2PA-PDT. Eine weitere Optimierung ist erforderlich, nicht
nur im Hinblick auf hohere therapeutische Effizienzen, son-
dern auch beziiglich der Verteilung im Korper und der
pharmakokinetischen Eigenschaften.

5.7. Mikrofabrikation

Die Zweiphotonenanregung wird weithin genutzt, um
mikroskopische dreidimensionale Strukturen mit einer Auf-
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16sung im Submikrometerbereich zu erzeugen.” Bei dieser
Technik wird ein Loslichkeitskontrast mithilfe von lichtin-
duzierten Polymerisations- oder Depolymerisationsprozessen
verdndert, die aus der Lithographie bekannt sind. Um eine
Mikrostruktur von einigen Mikrometern Tiefe in einem
Werkstiick zu erzeugen, wird im Fokalvolumen die Struktur
ausgefrdst, wobei das Material ober- und unterhalb des
Brennpunkts kontinuierlich einer niedrigen Strahlungsinten-
sitdt ausgesetzt bleibt. Bei einer FEinphotonenanregung
kommt es daher auch auBerhalb des Fokalvolumens in be-
trachtlichem AusmaB zu photochemischen Reaktionen, die
den lithographischen Kontrast und die Auflosung ver-
schlechtern. Die Zweiphotonen-Mikrofabrikation ist ein ak-
tives Forschungsfeld, das in neueren Ubersichtsartikeln de-
tailliert beschrieben wurde.[ """l Daher wollen wir hier nur
eine kurze FEinfiihrung geben.

Geeignete Photolacke fiir die Mikrofabrikation beruhen
auf 1) der radikalischen Polymerisation von Acrylaten, 2) der
sdurekatalysierten, kationischen Polymerisation von Epoxi-
den und - seit kurzem — auf 3) der Polymerisation von As,S¢-
Glisern zu einem unloslichen anorganischen Netzwerk.!'
Die kationische Polymerisation wird der radikalischen Poly-
merisation gewohnlich vorgezogen, weil diese empfindlich
gegen Abbruch durch Sauerstoff ist und weil eine unkon-
trollierte Diffusion zu einer schlechteren rdumlichen Auflo-
sung fithren kann. Zumeist wurden fiir die 2PA-Mikrofabri-
kation solche Initiatoren genutzt, die schon bei iiblichen Li-
thographiemethoden erfolgreich waren; die Schreibge-
schwindigkeit wird in diesem Fall aber durch die kleinen 2PA-
Koeffizienten begrenzt. Die Fabrikation kann jedoch deutlich
beschleunigt werden, indem man einen Sensibilisator mit
groBem 2PA-Querschnitt und einen Initiator mit hoher
Quantenausbeute miteinander verkniipft. Ein Beispiel hier-
fiir ist die Verbindung 81, ein Derivat von 12 (siche Ab-

G0 0rof

81, 6 = 690 GM bei 705 nm (fs-TPEF)

schnitt 4.1.2.1), die einen mit Dimethylsulfonium-Gruppen
versehenen, quadrupolaren 2PA-Farbstoff enthilt.""* So ist
ein effizienter Elektronentransfer vom angeregten Zustand
des Farbstoffs auf die Sulfoniumfunktionen garantiert, die
sich unter Freisetzung einer Sdure zersetzen.

Zwei Beispiele fiir die 2PA-Mikrofabrikation, und fiir
konfokale Abbildungsverfahren, sind in Abbildung 16 ge-
zeigt. "1 In beiden Fillen wurde ein SU-8-Epoxidphoto-
lack genutzt, der eine photochemisch aktivierbare Sdurevor-
stufe und einen sdureempfindlichen Cumarinfarbstoff ent-
hilt. Die Aktivierung der Sdurevorstufe lief sich durch eine
Anregung bei 543 nm rdumlich verfolgen, weil die Protonie-
rung die Absorption des Cumarinfarbstoffs bei dieser Wel-
lenlinge verstirkt (Abbildung 16a).""! Die Probe wurde
daraufhin erhitzt, sodass die Siure eine Polymerisation aus-
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Abbildung 16. Mikrofabrikation in einem Photolack: a) Konfokale Fluo-
reszenzmikroskopie zeigt die Saureverteilung nach dem 2PA-Schreib-
prozess. b) SEM-Bild des Objekts, das nach thermischer Polymerisati-
on und Auflésen des nicht belichteten Photolacks erhalten wurde."™
c) Simulierte Zielstruktur und d) ein Konfokalmikroskopiebild nach
2PA-Schreiben der Wellenleiterelemente in die Struktur des photoni-
schen Kristalls."!

16ste; nach dem Auswaschen verblieb unldsliches Material in
den bestrahlten Bereichen. Diese Struktur kann auch unter
dem Rasterelektronenmikroskop (SEM) betrachtet werden
(Abbildung 16b). Um die Struktur in Abbildung 16¢,d zu
erhalten, wurde in einer Probe zunichst durch 1PA mit vier
UV-Laserstrahlen (355nm) ein kubisch-flichenzentriertes
Interferenzmuster erzeugt, das einem latenten ,,photonischen
Kristall“ mit einer Gitterkonstante von 600 nm entspricht.'*”!
Vor dem Erhitzen wurde die Struktur mithilfe der Cumarin-
fluoreszenz fiir eine weitere Bestrahlung ausgerichtet, um
durch 2PA-Aktivierung der Sdurevorstufe bei 660 nm eine
Wellenleiterstruktur hinzuzufiigen. Die gesamte Funktions-
einheit ist effektiv in eine 1.2 pum dicke Schicht integriert.
Abbildung 17 zeigt einen photonischen Kristall mit
,Holzsto3“-Form, der mithilfe von 2PA in einen SU-8-Ep-

Abbildung 17. SEM-Bilder eines photonischen Kristalls mit ,,Holzstof3“-
Aufbau. Die Struktur wurde durch einen 2PA-Schreibprozess in einem
SU-8-Epoxidphotolack erzeugt und anschlieflend als Templat fiir eine
Siliciumstruktur genutzt.""®
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oxidphotolack eingeschrieben und anschlieend durch einen
Templatprozess auf Silicium iibertragen wurde."" In einem
Querschnitt des Kristall (Abbildung 17, unten links) sind die
ca. 300 nm breiten Linien von der Seite gezeigt. Wie nach der
ellipsoiden Form des Fokalvolumens (Abbildung 12) zu er-
warten, betrégt ihre Dicke ungefdhr 1.0 pm. Weil die Los-
lichkeit des Photolacks nach der Bestrahlung in nichtlinearer
Weise von der Bestrahlungsdosis abhéngt, ldsst es sich nor-
malerweise einrichten, dass nur an den Stellen mit hochster
Lichtintensitét, also in der Nédhe des Brennpunkts, unlosliches
Polymer gebildet wird. Somit konnen Objekte gefertigt
werden, deren Abmessungen kleiner sind, als es die Grofle
des Anregungsellipsoids in Abbildung 13a erwarten lie3e.
Objekte mit 65 nm Breite (bei viel groerer Tiefe) wurden auf
diesem Weg erhalten, sie waren allerdings merklich verzerrt
und nicht befriedigend einheitlich."”!

Man konnte annehmen, dass den so herstellbaren Mi-
krostrukturen vielfiltige Anwendungen offenstehen, in der
Praxis wirkt sich aber der Zeitaufwand bei der Ansteuerung
und Bearbeitung der riesigen Zahl an Voxeln, die ein kom-
pliziertes Objekt definieren, begrenzend aus. Die intrinsisch
kleinen 2PA-Querschnitte und der serielle Fertigungsmodus
filhren dazu, dass fiir ein Volumen von 100 x 100 x 100 um?
Schreibzeiten von Minuten einzuplanen sind; eine Serien-
produktion kommt daher zurzeit noch nicht in Betracht.
Verbesserte 2PA-Sensibilisatoren und Fortschritte in der La-
sertechnologie konnten dieses Problem tiberwinden.

5.8. Dreidimensionale optische Datenspeicher

Gingige optische Datenspeicher wie CDs und DVDs
tragen ihre Information auf einer zweidimensionalen Ober-
fliche, die mithilfe von Einphotonenprozessen beschrieben
und abgelesen wird. Durch das streng lokalisierte Anre-
gungsvolumen und die starke Abgrenzung gegen die Umge-
bung ermoglicht es die 2PA dagegen, Daten in einem drei-
dimensionalen Medium zu speichern, wodurch sich die Da-
tendichte extrem vergroBern lisst.*? Die Kombination aus
einer Saurevorstufe, die auf eine 2PA hin eine Siure freisetzt,
und einem durch diese Séure aktivierbaren Fluoreszenzfarb-
stoff (wie in Abbildung 16) wurde eingesetzt, um einen Pro-
totyp fiir einen Datenspeicher zu erzeugen, in dem hunderte
von Schichten Informationen aufnehmen konnen (Abbil-
dung 18).['® Dieses Speichermedium hat einen Durchmesser
von 120 mm bei einer Dicke von 1.2 mm und kann 1 Tbyte an
Daten speichern — etwa 200-mal so viel wie eine DVD. Die
Schreibgeschwindigkeit betrug allerdings nur 3 Mbytes™,
sodass ungefahr 4 Tage fiir 1 Tbyte benotigt wurden. Daran
wird der Bedarf nach empfindlicheren Materialien fiir die
Zweiphotonenanregung erkennbar. Photochrome Farbstoffe
mit grolen 2PA-Querschnitten konnten auf diesem Gebiet
sehr niitzlich sein. So fithrte die Photoisomerisierung des
trans-Porphyrin-Perinaphthothioindigo-Farbstoffs 82 zum cis-
Isomer, das, wie das trans-Isomer, bei Raumtemperatur
thermisch stabil ist.'*! Die Porphyrineinheit sorgte fiir einen
groBen 2PA-Querschnitt, sodass ein schnelles Umschalten
moglich wurde, das der erforderlichen Geschwindigkeit fiir
einen Arbeitsspeicher nahekam. In diesem Fall ist ein zer-
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Abbildung 18. Ein 3D-Datenspeicher. Die Information wird durch Zwei-
photonenanregung in viele Schichten geschrieben und gelesen. Wie-
dergabe mit Genehmigung aus Lit. [118].

82, 8max = 2000 GM
Ar bei 850 nm (fs-z-Scan)

storungsfreies Lesen aber nicht moglich, weil die Anre-
gungsbanden iiberlappen und die Photoisomerisierung re-
versibel ist. Uber das beschriebene Beispiel hinaus wurden
auch zahlreiche photochrome Zweiphotonenfarbstoffe auf
Bisthienylethen-Basis entwickelt.['?"

5.9. Optische Leistungsbegrenzer

Der Ausdruck ,optische Leistungsbegrenzer” (optical
power limiter) beschreibt Materialien mit intensitétsabhén-
giger Absorption: Sie sind bei niedrigen Lichtintensitidten
transparent, bei hohen Lichtintensititen aber opak.!'”! Solche
Materialien verhalten sich wie optische Verschliisse mit Re-
aktionszeiten im Piko- bis Nanosekundenbereich. Optische
Leistungsbegrenzer sind insofern als ,,intelligente* Materia-
lien zu betrachten, als ihre Funktion eine intrinsische Eigen-
schaft ist, die in keinerlei Weise von aufien gesteuert wird.
Abbildung 19 zeigt als Beispiel das Verhalten des Stilbende-
rivats 3 (Abschnitt 4.1) bei 5-ns-Pulsen mit einer Wellenldnge
von 600 nm."®! Bei geringer Lichtintensitit betrug die Trans-
mission 7= 0.95 (95 % des Lichts durchdringen das Medium),
doch bei zunehmender Intensitit tiberstieg die Energie des
durchdringenden Lichts 20 pJ nicht, und der GrofBteil wurde
absorbiert. Das Militédr benotigt optische Leistungsbegrenzer,
um empfindliche Sensoren vor Laserlicht zu schiitzen. Sie
konnen auch in der optischen Telekommunikation genutzt
werden, um Signalspitzen zu entfernen. Besonders gefragt
sind optische Leistungsbegrenzer, die einen groBen Spek-
tralbereich abdecken und einen Schutz bei verschiedenen
Frequenzen bieten.

Die wichtigsten Mechanismen der optischen Leistungs-
begrenzung sind die Absorption im angeregten Zustand
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Abbildung 19. Optische Leistungsbegrenzung fiir 5-ns-Pulse mit einer
Wellenlinge von 600 nm durch den Zweiphotonenfarbstoff 4,4'-Bis (di-
butylamino)stilben (3, 0.14m in Aceton). Die durchgezogene Linie ent-
spricht einer Probe mit einer Transmission von T=0.95. Wiedergabe
mit Genehmigung aus Lit. [36].

(ESA) und die nichtlineare Streuung. Zu einer ESA kommt
es, wenn durch Lichtabsorption ein angeregter Singulett- oder
Triplett-Zustand erzeugt wird, der stirker absorbiert als der
Grundzustand (Abbildung 20). Die Absorption durch ange-

Sy

y 1 Ta
ESA IC

ESA IC
81 ‘\_f’ ISC
T

1PA| 2PA IC 1sC
Sy— Ly

Abbildung 20. Vereinfachtes Jablonski-Diagramm fiir die optische Leis-
tungsbegrenzung nach 1PA oder 2PA. Eingezeichnet sind die Ubergén-
ge bei Absorption im angeregten Zustand (ESA), innerer Konversion
(IC) und Intersystem-Crossing (ISC).

regte Singulett-Zustinde (S;—S,) fithrt zu einem sofortigen
Effekt, ist aber nur von kurzer Dauer. Die Absorption durch
angeregte Triplett-Zustinde (T, —T,) entwickelt sich dagegen
langsamer (iiber Piko- bis Nanosekunden), weil ein Inter-
system-Crossing (ISC) erforderlich ist, und klingt gewohnlich
binnen einiger Mikrosekunden ab. Die ldngere Lebensdauer
von Triplett-Zustdnden resultiert bei gleicher Lichtintensitét
in stirker besetzten angeregten Zustdnden und ergibt folglich
leistungsfahigere optische Leistungsbegrenzer.

Die 2PA erscheint als idealer Mechanismus fiir die opti-
sche Leistungsbegrenzung, weil sie (im Unterschied zu ESA)
keine lineare Absorption verlangt, sodass bei geringer
Lichtintensitit eine hervorragende Transparenz zu erwarten
wire. Allerdings sind die 2PA-Querschnitte der verfiigbaren
Materialien noch nicht groB genug, um effektive optische
Leistungsbegrenzer zu erhalten, die alleine auf Zweiphoto-
nenabsorption beruhen. Eine gangbare Strategie kombiniert
daher 2PA und ESA (Abbildung 20). Durch ein geringes
Ausmalf an 2PA konnen angeregte Zustidnde erzeugt werden,
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die dann in einem Kreislauf von ESA und innerer Konversion
(IC) mehr Licht absorbieren. Das Stilbenderivat 3 (Abbil-
dung 19) und viele weitere Zweiphotonenfarbstoffe zeigen
dieses Verhalten.® Fiir eine effektive optische Leistungsbe-
grenzung miissen bei der Anregungswellenlinge mehrere
Voraussetzungen erfiillt sein: ein groer 2PA-Querschnitt, ein
kleiner 1PA-Querschnitt (d.h. ein geringer Extinktionskoef-
fizient fiir S;—S$,), eine hohe Triplett-Quantenausbeute (das
ISC S, —T, muss schneller sein als die IC S;—S,), eine starke
ESA und eine lange Triplett-Lebensdauer (langsames ISC
T;—S,). In diesem Fall ist der Faktor No, das Produkt aus
dem 2PA-Querschnitt und der volumenbezogenen Chromo-
phorzahl im Medium (siehe Abschnitt 2.1), ein besseres Be-
wertungskriterium als d. Fiir einen Farbstoff ist es wichtig,
dass er sich in hohen Konzentrationen in einem Losungs-
mittel oder einem Feststoff als Wirtmaterial einsetzen lasst.
Unter diesen Bedingungen kann es zu einer Phasentrennung
kommen, die zu problematischen Streuphidnomenen fiihrt,
und als Folge von Aggregation konnen sich die Einphoto-
nenabsorptionsbanden verbreitern, sodass sich die Transpa-
renz verschlechtert. Es konnte schwierig werden, einen
Farbstoff zu entwickeln, der die gewiinschte Loslichkeit mit
den erforderlichen optischen Charakteristika verbindet;
vielleicht wire eine Mischung vorzuziehen, in der ein Farb-
stoff durch 2PA Licht sammelt und die Energie an einen
zweiten Farbstoff mit ESA-Verhalten weitergibt.['?!]

6. Zusammenfassung und Ausblick

Die schnellen Fortschritte beim Design und bei der Syn-
these von molekularen Zweiphotonenfarbstoffen werden
starke Auswirkungen auf diverse Gebiete haben — von den
Ingenieur- und Materialwissenschaften bis hin zu Physiologie
und Medizin. Die Zweiphotonenanregung wird in optischer
Mikroskopie und Mikrofabrikation schon vielfach angewen-
det, und sie erscheint sehr aussichtsreich hinsichtlich einer
lokalisierten Photoaktivierung, fiir den Wirkstofftransport
und die photodynamische Therapie sowie bei der Entwick-
lung von 3D-Datenspeichern und optischen Leistungsbe-
grenzern. Fiir die meisten dieser Anwendungen wurde das
Potenzial einer 2PA anhand von herkdmmlichen Farbstoffen
mit méBigen 2PA-Querschnitten (d <50 GM) bereits nach-
gewiesen. In jiingster Zeit wurden viele neue Chromophore
mit sehr groBen 2PA-Querschnitten (6 >10000 GM) entwi-
ckelt, die nun fiir mogliche Anwendungen bereitstehen. Wir
haben beispielsweise einen Porphyrinfarbstoff mit o=
17000 GM in einer Weise angepasst, dass er als Photosensi-
bilisator in der photodynamischen Therapie (PDT) agieren
kann. Dieser Farbstoff (49) wurde verwendet, um gezielt
bestimmte Blutkapillaren in lebenden M&usen zu verschlie-
Ben (Abbildung 15). Die Zweiphotonenanregung sollte die
PDT auf Gebieten wie der Augenheilkunde voranbringen.
Weitere neuartige medizinische Anwendungen der 2PA
zeichnen sich ab, Operationen am grauen Star sind ein Bei-
spiel hierfiir.l1?

Ermutigt durch die Erfolge der Zweiphotonen-Fluores-
zenzmikroskopie haben Zellbiologen versucht, tiber eine
bloBe Bildgebung hinaus auch lokale Konzentrationen von
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biologisch aktiven Verbindungen mithilfe von 2PA zu erfas-
sen und zu beeinflussen (siche die Abschnitte 5.4 und 5.5).
Diese bemerkenswerten Studien brachten schon bei An-
wendung von Farbstoffen mit kleinen 2PA-Querschnitten (in
einigen Fillen unter 1 GM) deutliche Vorteile, sodass die
Synthese besserer Sonden und aktivierbarer Reagentien fiir
Zweiphotonenanwendungen sehr viel verspricht. Weil die
Farbstoffe die Zellmembranen schnell durchqueren konnen
miissen, sind niedermolekulare Verbindungen begiinstigt; es
werden also kleine Farbstoffe mit groBen 2PA-Querschnitten
gesucht. Biosynthetische fluoreszierende Proteine, die oft
bessere Photostabilititen aufweisen als synthetische Farb-
stoffe, lassen sich durch Genmanipulation in lebende Systeme
einbringen.'"”! Das erste System dieser Art war das griin
fluoreszierende Protein (GFP) aus einer Qualle, doch mitt-
lerweile sind zahlreiche solcher Farbstoffe bekannt, die in
allen Bereichen des sichtbaren Spektrums absorbieren. Die
Bedeutung dieses Ansatzes wurde durch die Vergabe des
Chemie-Nobelpreises an Shimomura, Chalfie und Tsien im
Jahr 2008 hervorgehoben. J,,,, ist fiir Wildtyp-GFP recht klein
(12 GM at 810 nm), doch eine Mutante, das cyan fluoreszie-
rende Protein, ergibt stirkere 2PA-Banden (J,,,, =100 GM
bei sowohl 550 als auch 870 nm; fs-TPEF).>'2!l Moglicher-
weise konnen durch Genmanipulation proteinverkapselte
Farbstoffe mit noch gréeren 2PA-Querschnitten erhalten
werden.

Klare Richtlinien fiir den gezielten Entwurf von 2PA-
Farbstoffen sind noch nicht erarbeitet; die besten 2PA-
Chromophore resultierten bislang weniger aus rationalem
Design als aus Zufallsentdeckungen (die riickblickend oft auf
der Grundlage von Ubergangsdipolmomenten und Energie-
liicken erklirt werden konnen, Abschnitt 2). Die Annahme,
dass zentrosymmetrische D-n-A-n-D- und A-n-D-7-A-Sys-
teme grundsitzlich eine stdrkere 2PA ergeben als entspre-
chende dipolare D-n-A-Chromophore, wird durch theoreti-
sche Modelle und experimentelle Ergebnisse gestiitzt. Man
muss aber bedenken, dass es die Energie der durch 2PA er-
zeugten angeregten Zustdnde ist, die im Anschluss an die
Absorption fiir eine Fluoreszenz oder einen anderen photo-
chemischen Prozess zur Verfiigung steht — ein grof3es delo-
kalisiertes st-System mit hohem d-Wert und einem angeregten
Zustand mit sehr niedriger Energie ist daher nicht automa-
tisch fiir jede Anwendung niitzlich. Die hohen d-Werte fiir
zentrosymmetrische Farbstoffe gehen auf die Resonanz mit
einem Zwischenzustand zuriick, der energetisch etwa halb so
weit iiber dem Grundzustand liegt wie der durch 2PA er-
reichte Endzustand. Dieser Endzustand wird schnell unter
Bildung des Zwischenzustands (S,;) relaxieren, und Fluores-
zenz und photochemische Prozesse werden vorwiegend aus
diesem Zwischenzustand erfolgen (nach Kashas Regel).
Daher geht bei zentrosymmetrischen Farbstoffen die Energie
eines der beiden absorbierten Photonen in Form von Wirme
verloren, wohingegen bei einem dipolaren Farbstoff die 2PA
zu einem S,;-Zustand fiihrt, sodass der gro3te Teil der Energie
beider Photonen fiir photochemische Prozesse verfiigbar ist.

Die Zweiphotonenanregung wird bereits hdufig in der
3D-Mikrofabrikation angewendet und erscheint sehr aus-
sichtsreich als Methode fiir 3D-Datenspeicher, vor einer
Vermarktung auf diesen beiden Gebieten miissen aber erst
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hohere Schreibgeschwindigkeiten erzielt werden, die wegen
der niedrigen 6-Werte mit den heute iiblichen Farbstoffen
nicht moglich sind. Diese Anwendungen wiirden stark von
Farbstoffen profitieren, die durch 2PA im UV- oder im blauen
Bereich (300-500 nm) aktiviert werden, weil der Einsatz
solcher kurzen Wellenlidngen die beugungsbedingte Auflo-
sungsgrenze herabsetzt. Bislang sind nur sehr wenige Zwei-
photonenfarbstoffe bekannt, die sich mit Wellenldngen unter
500 nm anregen lassen.

Die Zweiphotonenanregung von organischen Farbstoffen
wurde schon vor ungefdhr 45 Jahren untersucht, doch die
meisten Fortschritte datieren aus den vergangenen 5 bis 10
Jahren. Die Erforschung des Felds steht somit erst am
Anfang. Da aber nun zunehmend erkannt wird, dass die
Anregung durch zwei Photonen besser sein kann als die
Anregung durch nur eines, erwarten wir fiir die kommenden
10 Jahre eine noch schnellere Weiterentwicklung.

Abkiirzungen

1PA Einphotonenabsorption

2PA Zweiphotonenabsorption

A Elektronenakzeptor

c Lichtgeschwindigkeit, Gl. (2)

C Konstante in Gl. (4)

CI Konfigurationswechselwirkung

D Elektronendonor

Dec n-Decyl, C,\H,;

D-Term erster (dipolarer) Term von Gl. (3)
& Permittivitdt des Vakuums, Gl. (2)
E, Energieliicke, siche Abbildung 2
ESA Absorption im angeregten Zustand
FRET resonanter Forster-Energietransfer

fs Femtosekunde, 107° s

GFP griin fluoreszierendes Protein

GM Goppert-Mayer, Einheit fiir den 2PA-
Querschnitt

HOMO hochstes besetztes Molekiilorbital

h Plancksches Wirkungsquantum

Hex n-Hexyl, CiH 3

IC innere Konversion

ISC Intersystem-Crossing

LUMO niedrigstes unbesetztes Molekiilorbital

N Zahl an Molekiilen pro Volumeneinheit

N, Zahl an m-Elektronen in einem Molekiil

Non n-Nonyl, CoH o

ns Nanosekunde, 10~ s

Oct n-Octyl, CgH,;

PDT photodynamische Therapie

ps Pikosekunde, 107 s

So Singulett-Grundzustand

S, erster angeregter Singulett-Zustand

Sc Konjugationssignatur, Gl. (5)

SEM Rasterelektronenmikrokopie

SU-8 ein Negativ-Epoxidphotolack

St Definition siehe GI. (2)

T Transmission

T, erster angeregter Triplett-Zustand
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TPEF Fluoreszenz nach Zweiphotonenanregung

TPEPP Photoprodukte nach Zweiphotonen-
anregung

T-Term zweiter Term von GI. (3)

WLC WeiBlichtkontinuumsmethode zur Messung
von J

r halbe Halbwertsbreite einer Absorptions-
bande

0 2PA-Querschnitt

A Entkopplungsfaktor, E,,—hv

A Wellenlidnge

Ui Ubergangsdipolmoment fiir den Ubergang
k—l

us Mikrosekunde, 10~ s

v Lichtfrequenz

0; modifizierter Hammett-Koeffizient

D Fluoreszenzquantenausbeute

D, Singulettsauerstoff-Quantenausbeute
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und Mikhail Drobizhev (Montana State University, Bozeman,
USA), Jean-Luc Brédas und Joseph Perry (Georgia Institute of
Technology, Atlanta, USA), Karin Schmidt (Graz, Osterreich)
und Brian Wilson (Ontario Cancer Institute, University of
Toronto, Kanada). Wir danken EPSRC, DSTL, EOARD und
DARPA fiir finanzielle Unterstiitzung. M.P. dankt der Euro-
pdischen Kommission fiir ein innereuropdisches Stipendium
(MEIF-CT-2006-041629).
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