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Zusammenfassung 

 

Chemische Systeme werden aus Milliarden einzelner Reaktionsereignisse mit oft komplexen 

molekularen Zusammenhängen gebildet. Mit einem über das Gesamtsystem gemittelten Signal 

können überlagerte, heterogene Prozesse übersehen werden. In der Einzelmolekülchemie 

(single-molecule chemistry – SMC) werden Reaktionsprozesse mikroskopisch betrachtet und 

einzelne Ereignisse miteinander verglichen. So werden zusätzlich zu gemittelten kinetischen 

Parametern, mechanistische Subspezies, z.B. seltene Intermediate, und kinetische Verteilungen 

aufgedeckt. Die vorliegende Arbeit schlägt die Brücke von der experimentellen Planung, der 

Probenvorbereitung bis hin zur Ausführung und Datenauswertung eines 

Einzelmolekülversuchs anhand eines metallorganischen Reaktionssystems. 

Zunächst wurde ein Prismen-basiertes internes Totalreflexionsfluoreszenzmikroskop (TIRFM) 

für Einzelmolekül-(SM-)Experimente konzipiert und validiert. Anschließend wurde eine 

Probenvorbereitungsroutine etabliert, mit welcher immobile Sensoren homogener Reaktivität, 

vergleichbar zu Sensoren in Lösung, generiert werden konnten. Die Pd-katalysierte Tsuji-Trost 

Deallylierung wurde an den eingeführten dual-emissiven Sensoren im Ensemble und im SM-

Experiment studiert. Aus den erhaltenen Daten wurden anhand automatischer 

Auswertungsroutinen einzelne Reaktionsschritte und deren Kinetiken extrahiert. Dabei konnte 

die Bildung eines kurzlebigen Intermediats der Katalyse aufgedeckt werden, welches unter 

Ensemblebedingungen verborgen blieb. 
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Abstract 

 

Chemical systems consist of billions of individual reaction events with often complex molecular 

relationships. A signal, averaged over the entire system can also originate from superimposed, 

heterogeneous processes. Single-molecule chemistry (SMC) is designated to inspect reaction 

processes microscopically and compare the extracted reaction events. This way, mechanistic 

subspecies, e.g. rare intermediates, and distributions of kinetic behavior in addition to the mean 

kinetic parameters are obtained. The presented work enfolds experimental design, substrate 

preparation as well as execution and data analysis of a single-molecule experiment on a metal-

organic showcase reaction. 

At first, a prism-based total internal reflection fluorescence microscope (TIRFM) was 

implemented and validated for recording single dye-molecules. Second, a surface preparation 

routine was established, which allowed for generation of immobile, homogeneously reactive 

single-molecule species, comparable to their counterparts in solution. Third, the Pd-catalyzed 

Tsuji-Trost deallylation of the introduced dual-emissive sensor was studied and compared in 

ensemble and single-molecule measurements. The individual reaction steps and their kinetics 

were derived by means of automated data analyzation routines. As a result, the formation of a 

short-lived intermediate, hidden in ensemble measurements, was deciphered.  
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1. Einleitung 

 

Ob für Anwendungen in der Medizin und Chemie, heutige Synthesechemiker sind in der Lage 

eine breite Palette spezialisierter Chemikalien anzubieten. Dies ist nur mittels einer fundierten 

Kenntnis der für die Herstellung benötigten Reaktionen ermöglicht worden. Mit dem 

Verständnis chemischer Prozesse können diese für den eigenen Gebrauch optimiert werden. 

Auf dieser Aufgabe ist ein großer Teilbereich in den Naturwissenschaften begründet. Durch 

eine Vielzahl spektroskopischer und spektrometrischer Verfahren[1–3] in Kombination mit 

speziell entwickelten Matrix-Isolationsmethoden[4] ist es möglich Reaktionsmechanismen[5,6] 

und ihre Kinetiken aufzuklären. In diesen Experimenten werden chemische Spezies über ihre 

spezifischen Resonanzen verfolgt und zusätzlich können reaktive Intermediate eingefangen und 

für ihre Detektion und Charakterisierung stabilisiert werden. Dabei werden viele 

aufeinanderfolgende Momentaufnahmen des gesamten Systems und Hinweise auf die darin 

enthaltenen Spezies erhalten. In quantenmechanischen Simulationen der chemischen Prozesse 

können einzelne Reaktanden und Intermediate anschließend zu Reaktionsmechanismen 

verknüpft werden[7]. Hierbei werden auch die zuvor experimentell bestimmten kinetischen 

Parameter abgestimmt und die wahrscheinlichsten Übergangszustände ermittelt. Mittlerweile 

können mit Simulationen Reaktivitäten und thermodynamische Verhältnisse sogar im Voraus 

abgeschätzt werden[8,9]. Zumeist wird dabei versucht, einen einzigen relevanten Mechanismus 

zu postulieren. Dass es durchaus auch Reaktionen mit mehreren Mechanismen, aber gleichem 

Produkt gibt, zeigt z. B. die Arbeit von Duan et. al.[10] Hier werden bei der Pd-katalysierten, 

asymmetrischen Hydrierung von Indolen für einen einzigen Reaktionsschritt, der radikalischen 

Reaktion von Wasserstoffgas und Pd-Katalysator bis zur Generierung der Pd-hydrid-spezies, 

sechs verschiedene Mechanismen aufgezeigt. Die Kenntnis über die gesamten 

Reaktionsprozesse kann signifikant für die Optimierung einer Reaktion sein[11]. Zu beachten ist 

dabei, dass kurzlebige Intermediate, welche zudem noch als Subspezies vorliegen könnten, 

durch die Mittelung von Ensembledaten des gesamten Systems versteckt bleiben können[12]. Es 

ist anspruchsvoll den Einfluss vorgelagerter chemischer Gleichgewichte zu ermitteln. Diese 

haben aber das Potential, versteckte Heterogenitäten der Reaktionskinetiken 

hervorzurufen[13,14]. Hier ist das Problem, dass es mit den Methoden der klassischen Chemie 

nicht möglich ist, die Stadien einzelner Moleküle in einem dynamischen chemischen System 

nachzuvollziehen. Simulationen, welche über die Mittelung der zu erwarteten Teilschritte 

hinausgeht, sind ebenfalls eher die Ausnahme[15]. Aus diesem Grund werden mit der 
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Schema 1: a) Über eine große Anzahl an Molekülen gemitteltes Signal im Ensemble;  

b) getrennte Abfrage des Signals zweier individueller Moleküle.  

Einzelmolekülchemie (Single-molecule chemistry – SMC) Reaktionstrajektorien einzelner 

chemischer Spezies nachvollzogen[16]. Die Standard-ensemble Methoden, in welchen die 

Moleküle als identische Kopien voneinander betrachtet werden, bilden oft die Basis der 

Investigationen. Im Gegensatz dazu, sollen aber mit der SMC experimentelle Parameter über 

die Summe der einzelnen Ereignisse als Wahrscheinlichkeitsverteilungen, völlig losgelöst von 

der Ensemblemittelung dargestellt werden[17]. So soll das individuelle mikroskopische 

Verhalten einzelner chemischer Spezies ermittelt werden (Schema 1). Diese relativ junge 

Disziplin wurde aus dem Potential hervorgebracht, welche die Einzelmolekülspektroskopie 

(Single-molecule spectroscopy – SMS) bietet[18]. Hier wird Mikroskopie mit Spektroskopie 

kombiniert. Viele einzelne Moleküle können über die Zeit beobachtet werden. Die chemischen 

Spezies können lokalisiert werden, was eine räumliche Zuordnung erlaubt[19]. Außerdem bieten 

die emittierten Signale Hinweise über den physikalisch-chemischen Zustand der beobachteten 

Spezies. Dazu kommt, dass die zugehörigen Methoden unter den gleichen Bedingungen wie 

die Ensembleexperimente betrieben werden können. Bei durchgeführten SM-Studien hat sich 

schnell gezeigt, dass selbst ausführlich aufgeklärte Reaktionen noch tiefere Erkenntnisse 

aufweisen können. Die Epoxidierung von Olefinen durch m-Chlorperoxybenzoesäure (m-

CPBA) wurde beispielsweise Untersucht. Hier wurde eine Reaktionsverzweigung zum 

identischen Produkt gefunden, wobei ein Anteil der Reaktionstrajektorien über ein unter 

Ensemblebedingungen „verstecktes“ Intermediat verliefen[20] (Abb. 1).  

Die Fragestellungen welche mit der SMC abgedeckt werden können sind vielfältig. Zunächst 

ergibt sich die Kartierung chemischer Ereignisse in makroskopischen Gebilden, wie Zellen[21] 

oder Kristallen[22]. Vor allem in komplexen Systemen gilt es zu klären, inwieweit chemisches 

Verhalten abhängig von der unmittelbaren Umgebung ist[23]. Außerdem gilt es, 

Reaktionsmechanismen nachzuvollziehen bzw. Kinetiken der einzelnen Moleküle oder Partikel 

abzubilden[24]. So bieten sich wichtige Aspekte in der Katalyseforschung, wie die Zuordnung 

der Reaktivität zu einzelnen katalytischen Zentren[25,26]. Es soll die tatsächliche Verteilung von 

Reaktivitäten[27–29] und ihre Entwicklung lateral und temporal nachvollzogen werden. Ziel ist 
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Abbildung 1: a) Schema dual-emissiver Sensoren in einer chemischen Reaktion mit 

hypsochromer Verschiebung der Emissionswellenlänge mit drei unterschiedlichen 

Entwicklungen; b) – d) zugehörige SM-Trajektorien b) mit einem intermediären Zustand, 

c) mit direkter Konversion, d) mit Photobleichen (Auszug übernommen aus [ 20 ]). 

es dabei auch, Gleichgewichte unterschiedlich katalytisch aktiver Spezies[30] zu erkennen. Es 

kann außerdem ermittelt werden, an welchem Ort Schlüsselintermediate einer Reaktion 

auftreten[11,31]. 

Trotz des Potentials der SMC sind in der homogenen Katalyse praktisch noch nicht viele 

Experimente zu diesen Fragestellungen durchgeführt worden[32,33]. Dies liegt hauptsächlich an 

den Herausforderungen, welche an Einzelmoleküluntersuchungen geknüpft sind. Zunächst 

wird ein experimentelles Setup benötigt, welches über die Sensitivität verfügt, einzelne 

Moleküle darzustellen[18,34,35]. Hier werden hauptsächlich fluoreszenzmikroskopische 

Aufbauten verwendet. Die technische Implementierung von Reaktionsgefäßen, wie 

mikrofluidischen Geräten kann ebenfalls anspruchsvoll sein[36,37]. Weiterhin werden die 

Sensoren benötigt, welche ein hohes und langlebiges Signal bieten und spezifisch auf die zu 

untersuchende Reaktion sind[24,38]. Für das SM-Experiment müssen dann geeignete 

Konzentrationen gefunden werden, um eine Verteilung einzelner Moleküle 

sicherzustellen[39,40]. Diese liegen gewöhnlich im Bereich von nM bis pM[41]. Die Sensoren 

müssen außerdem für eine Beobachtung über eine längere Zeit oftmals immobilisiert werden. 

Unter diesen Bedingungen sollen die chemischen Charakteristika der Sensoren sowie das 

gesamte chemische System mit Ensemblewerten vergleichbar bleiben[42,43]. Letztlich werden 

aussagekräftige und vergleichbare Auswertungsroutinen der erhaltenen Daten benötigt[44]. 
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1.1 Einzelmolekülmethoden und ihre Realisierung 

 

Die zurzeit sensitivsten bildgebenden Methoden mit Auflösungen bis zum atomaren Maßstab 

stellen Rasterkraft- (AFM) und Rastertunnelmikroskopie[45] (STM) dar. Das Messprinzip 

beruht auf dem Abtasten einer Oberfläche mittels speziell entwickelten Metallspitzen. Je nach 

Methode werden dabei bestimmte Wechselwirkungen zwischen der Spitze und der Probe 

verfolgt. In AFM Messungen wird die Repulsion beobachtet, während in STM Messungen der 

Tunnelstrom zwischen Spitze und Probe aufgezeichnet wird, wobei noch weitere 

Betriebsmoden existieren[46]. Durch Leitfähigkeitsmessungen ist es darüber hinaus möglich 

„Molekülorbitale“ darzustellen[47]. Außerdem sei hier noch die Möglichkeit zur Kombination 

mit anderen Resonanzen erwähnt, z.B. mit Raman-Spektroskopie[48]. Bisherige Arbeiten 

decken hauptsächlich Fragestellungen in der Oberflächenchemie ab[49]. Das ursprüngliche 

Design der Methode im Vakuum verhindert die Beobachtung von organischen Reaktionen. Es 

existieren aber bereits Weiterentwicklungen, welche auch in Lösung operieren[50].  

UV-Vis und Fluoreszenzspektroskopie bieten ein hohes Signal-zu-Rauschen Verhältnis, da 

spektrale Resonanzen im sichtbaren Bereich zumeist spezifisch für die gewählten Chromophore 

sind. Bzw. können die meisten chemischen Systeme auf die Abwesenheit von störenden 

Chromophoren untersucht und kontrolliert werden. Da die Fluoreszenzspektroskopie vor allem 

unter Standardbedingungen und in den unterschiedlichsten Medien angewendet wird, bietet sie 

gute Voraussetzungen zur Detektion einzelner chemischer Vorgänge. 

 

1.1.1 Vorteile der Fluoreszenzdetektion 

 

Eine Strategie, um individuelle Moleküle in Lösung oder anderen, auch komplexeren Systemen 

zu verfolgen, erfolgt über optische Spektroskopie. Das physikalische Funktionsprinzip der 

Lichttransmissions-Spektroskopie ist zunächst folgendes: Ein Signal 𝑆, welches von der 

Kamera oder dem menschlichen Auge detektiert entspricht dem durch eine Struktur oder eine 

Substanz absorbierten Licht. Die Amplitude dieses Signals ist also in folgender Weise abhängig 

von der Differenz ∆𝑇 zwischen dem transmittierten Licht 𝑇 und der Ausgangsintensität 𝑇0,  𝑆 ∝ ∆𝑇𝑇 . Das Rauschen 𝑁 ist dabei immer abhängig von der gesamten Intensität des 

transmittierten Lichts 𝑁 ∝ √𝑇. Wird die zu untersuchende Substanz verringert, wird ∆𝑇 

abgeschwächt. Dabei wird schnell klar, dass bei sehr kleinen ∆𝑇 → 0 das Rauschen trotzdem 
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konstant bleibt. Je nach Belichtung kann also das Rauschen nach 𝑁 ∝ √𝑇 ≫ ∆𝑇 schnell größer 

als das zu detektierende Signal werden[51,52]. Die Detektion einzelner Moleküle ist hierdurch 

stark erschwert, jedoch unter bestimmten Voraussetzungen nicht unmöglich[53,54]. 

Abhilfe schafft nun die Fluoreszenzspektroskopie[55]. Als Fluoreszenz wird die spontane 

Emission eines Photons nach optischer Anregung eines Chromophors beschrieben. Zwei 

Faktoren bedingen dabei die besondere Eignung der Fluoreszenz zur Detektion einzelner 

Moleküle. Erstens zeigt diese Resonanz eine hohe Spezifizität, da nur wenige Substanzen oder 

auch Farbstoffe eine nennbare Quantenausbeute besitzen, d.h. eine ausreichend hohe 

Wahrscheinlichkeit zur Emission eines Photons durch Fluoreszenz aufweisen. Ebenfalls sind 

Resonanzen im sichtbaren Wellenlängenbereich durch andere Effekte, wie der Raman-

Streuung, in ihrer Amplitude relativ gering. Zweitens kann das Emissionslicht durch die sog. 

Stokes-Verschiebung leicht spektral vom Anregungslicht getrennt werden. 

Das hier detektierte Signal 𝑆 entspricht der Gesamtintensität des emittierten Lichtes, bzw. der 

Anzahl der detektierten Phononen 𝑛𝑃 der zu beobachtenden Farbstoffe, 𝑆 ∝ 𝑛𝑃. Das Rauschen 

ist ebenfalls von dieser Intensität abhängig 𝑁 ∝ √𝑛𝑃. Als Konsequenz folgt daraus, dass das 

Rauschen bei fehlendem Emissionslicht 𝑛𝑃 → 0 zumindest theoretisch auch wegfällt. In der 

Praxis werden zwar die zuvor erwähnte Raman-Streuung des Anregungslichts und 

Autofluoreszenz aus verschiedenen Quellen, sowie das eigene Rauschen der Detektoren zum 

gesamten Rauschen addiert, dennoch ist die Detektion einzelner Moleküle mit 

Fluoreszenzspektroskopie gut umsetzbar[56–59].  

 

1.1.2 Aspekte zur Mikroskopie 

 

Seit einigen Jahrhunderten hat sich die optische Mikroskopie als breit verfügbare bildgebende 

Methode etabliert, da mit relativ einfachen Werkzeugen schon hohe Auflösungen erreicht 

werden. Ebenso können hier Proben unter Standardbedingungen in einer Vielzahl von Medien 

untersucht werden. Sollen nun einzelne Moleküle detektiert werden (Single-Molecule 

Detection – SMD), müssen sie entweder räumlich oder ihre Emission zeitlich voneinander 

getrennt werden[21,56]. Hierbei ist zu beachten, dass für die laterale Auflösung durch optische 

Mikroskopie zunächst eine fundamentale Barriere existiert: die Beugungsbegrenzung. Aus 

diesem physikalischen Limit ergibt sich nach Ernst Abbe bei der Aufnahme eines fluoreszenten 

Moleküls eine punktförmige Abbildung mit einem Durchmesser d nach Gleichung (1)[58]. 
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𝑑 = 𝜆2𝑛 sin 𝛼 = 𝜆2𝑁𝐴 (1) 

λ beschreibt hierbei die Wellenlänge des Lichtes, n den Brechungsindex im jeweiligen Medium 

und α den Öffnungswinkel des Objektivs, wobei sich n und α zur Numerischen Apertur NA des 

Objektivs vereinen lassen. Bei Anregung mit einem Licht der Wellenlänge 𝜆 = 500 𝑛𝑚 beträgt 

nach Gl. (1) die maximale laterale Auflösung in x- und y-Richtung etwa 250 𝑛𝑚. In z-

Richtung, parallel zur Lichteinstrahlung beträgt die maximale Auflösung 550 𝑛𝑚. Für zwei 

fluoreszierende Moleküle ist ein Mindestabstand nach Gleichung (2) notwendig, um sie zu 

separieren[40]. 𝑑𝑚𝑖𝑛 = 0,6 ∙ 𝜆𝑁𝐴  (2) 

Die Darstellung einer idealen punktförmigen Photonenquelle in dem jeweiligen 

Mikroskopiesystem wird als Punktspreizfunktion (Point spread function – PSF) bezeichnet. Bei 

der Aufnahme einzelner Moleküle wird ein durch die PSF gefaltetes Emissionsprofil erhalten 

(Abb. 2). Mit diesem Profil ist es möglich, die Position des Moleküls mittels einer Gauß- 

Anpassung mit einer Genauigkeit von 𝜎𝑥,𝑦 (s. Gleichung (3)) mit 𝑠 als Standardabweichung der 

Gauß-Kurve und Anzahl der detektierten Photonen 𝑛𝑃 genauer zu bestimmen[60]. 

 

Abbildung 2: a) Emissionsprofil  eines einzelnen BODIPY-Moleküls in PMMA eingebettet 

(λAnr = 488 nm bei 35 W/cm2, t = 500 ms); b) Beispiele von Molekülanordnungen, links: 

mit getrennten PSF, rechts: mit sich überlagernden PSF (übernommen aus [6 1]); c) oben: 

die gleichzeitige Aufnahme einzelner Emitter, gebunden an eine feste Struktur ergibt 

ein schwammiges Abbild der überlagerten PSF, unten: zeitlich getrennte Aufnahme der 

Moleküle ermöglicht die Bestimmung ihrer Positionen und damit  eine Rekonstruktion 

der Struktur (Prinzip der hochauflösenden Mikroskopie) . 
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𝜎𝑥,𝑦 = 𝑠√𝑛𝑃 (3) 

Für Anwendungen in der Mikroskopie kann mittels SMS somit die Beugungsbegrenzung 

umgangen werden. Durch zeitlich getrennte Abfrage einzelner Fluoreszenzzentren an 

markierten Strukturen können diese so mit einer Auflösung bis zu 20 𝑛𝑚 dargestellt 

werden[19,20,61–66]. Somit können mittels SMS erstmals auch lebende Zellen mikroskopiert und 

Strukturen innerhalb von Zellen mit dieser hohen Auflösung dargestellt werden. Auch in der 

Transmissionsmikroskopie kann durch Kombination mit IR- Spektroskopie das Beugungslimit 

umgangen werden[67]. 

 

1.1.3 Realisierung 

 

Zur experimentellen Realisierung der Fluoreszenzmikroskopie existieren mehrere 

Möglichkeiten (s. Abb. 3). Das Anregungslicht beispielsweise kann in einem konfokalen 

Aufbau durch das Objektiv punktförmig gebündelt werden[44]. Das angeregte Volumen wird 

dabei auf etwa einen Femtoliter begrenzt. Photonen, welche außerhalb dieses Volumens 

emittiert werden, können durch eine Blende im Detektionspfad abgefangen werden. Eine Probe 

kann so dreidimensional gerastert werden. Es existieren außerdem weitere Möglichkeiten bzw. 

Geometrien, das Anregungslicht auf eine Fläche oder in Lösung zu fokussieren und damit 

 

Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung von Einzelmolekülmikroskopen mit violettem 

Anregungslicht und orangem Detektionspfad; a) konfokaler Aufbau mit Lochblende zur 

Verringerung des Anregungsvolumen und Lochblende zur Fi lterung von 

Hintergrundfluoreszenz; b) Internes Totalreflexionsmikroskop (Total internal reflection 

fluorescence microscope - TIRFM) durch das Objektiv; c) Prisma basiertes TIRFM. 
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konfokale Mikroskopie zu realisieren[35,57,68]. Demgegenüber stehen die Weitfeldmethoden. Bei 

der Epi-Fluoreszenzanregung wird der Anregungslaser auf die rückseitige Fokalebene des 

Objektivs fokussiert, um das gesamte beobachtete Volumen zu beleuchten. Sollen jedoch nur 

Substrate nahe der Oberfläche angeregt werden, wird die totale interne Reflektions- (total 

internal reflection – TIR) Geometrie bevorzugt[69]. In daraus resultierenden internen 

Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie (TIR-fluorescence microscopy - TIRFM) wird ein 

evaneszentes Feld generiert. Dieses regt nur Moleküle an, welche sich in bis zu ca. 150 𝑛𝑚 

Entfernung von der angestrahlten Oberfläche befinden. Der Intensitätsverlauf 𝐼(𝑧) des 

evaneszenten Feldes kann vereinfacht als Funktion der experimentell ermittelten Eindringtiefe 𝑑 beschrieben werden (s. Gleichung 4)[57]. 𝐼(𝑧) = 𝐼0 ∙ 𝑒−𝑧𝑑 (4) 

Die Eindringtiefe 𝑑 ist dabei abhängig von dem Einfallswinkel θ des Anregungslichts, des 

Brechungsindex 𝑛2 des Objektträgers und 𝑛1 des Probenmediums, sowie der 

Anregungswellenlänge 𝜆 nach Gleichung (5). 𝑑 = 𝜆2𝜋 ∙ √𝑛22 ∙ sin2 𝜃 − 𝑛12 (5) 

Eine Totalreflektion des Lichts wird dabei ab einem kritischen Einfallswinkel θc erreicht (s. 

Gleichung 6). 𝜃𝑐 = sin−1 𝑛1𝑛2 (6) 

Das Anregungslicht kann bei dieser Methode ebenfalls über verschiedene Geometrien in das 

System eingekoppelt werden. Die verbreitetste Möglichkeit ist die Einkopplung über das 

Objektiv (Abb. 2b). Dabei werden eine gute Ausleuchtung und ein weitgehend hohes 

Intensitätssignal erreicht mit einem überschaubaren Aufwand zusätzlicher optischer Bauteile. 

Bestimmte Laserlinien können jedoch eine hohe Autofluoreszenz aller Bauteile und des 

Objektivs hervorrufen und damit das Signal zu Rauschen (S/N) -Verhältnis verringern[70]. Hier 

kann es von Vorteil sein, das Anregungslicht abgekoppelt vom Detektionspfad, z.B. über ein 

Prisma, auf die Probe zu führen (Abb. 2c). So kann das S/N erhöht werden auf Kosten einer 

geringeren Gesamthelligkeit des Systems. Das liegt daran, dass der größere Teil des 

Emissionslichts immer in die optisch dichtere Phase, das Glas, abgestrahlt wird[71]. D.h. wenn 

das evaneszente Feld auf der Oberfläche des Glases gegenüber dem Objektiv und damit der 

Detektionsrichtung liegt, wird der größere Anteil der Photonen vom Detektionspfad weg 

abgestrahlt. Dieser Anteil kann je nach Abstand und Orientierung der Fluorophore zur 



11 
 

Oberfläche > 75% betragen. Ein weiterer Grund, das Anregungslicht vom Detektionspfad zu 

entkoppeln, kann die Verwendung von organischen Lösungsmitteln sein. Hier ist es mit 

Brechungsindizes des Lösemittels gleich oder größer dem von standardgemäß verwendetem 

Borosilikatglas mit 𝑛2 = 1,45 bei Anregung durch das Objektiv nicht mehr möglich eine 

Totalreflexion zu generieren. Mit Einführung eines Materials mit höherer optischer Dichte, wie 

Saphir (𝑛2 = 1,76), kann ein evaneszentes Feld auch in organischen Lösungsmitteln gebildet 

werden.  

Bei optimalen Bedingungen kann bei TIRF-Experimenten eine Zeitauflösung im unteren ms-

Bereich[72] erreicht werden (praktisch bis 25 ms[73]). Mit einem Punktdetektor kann in der 

konfokalen Mikroskopie eine Zeitauflösung im unteren ns-Bereich erreicht werden[74]. 

Die hier beschriebenen Experimente gehören zu den üblichsten Möglichkeiten SMS mittels 

Fluoreszenzspektroskopie zu betreiben und wurden auch in dieser Arbeit angewendet. In der 

Praxis werden je nach Fragestellung noch einige andere Anregungsgeometrien verwendet oder 

werden Fluoreszenzexperimente mit anderen spektroskopischen Resonanzen 

kombiniert[35,42,48,75–77]. 
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1.2 Fluoreszenzsensoren 

 

1.2.1 Photophysikalische und photochemische Mechanismen 

 

Im Jablonski Diagramm (Abb. 4) sind die Prozesse dargestellt, welche mit der Interaktion eines 

Photons mit einem Chromophor verbunden sind: Die generelle Voraussetzung für die 

Wechselwirkung zwischen Licht und Materie ist bei organischen Chromophoren ein 

delokalisiertes π-Elektronen-System im Molekül sowie eine geeignete energetische Lage der 

Molekülorbitale. Zu Anfang kann ein Photon geeigneter Wellenlänge bei paralleler 

Orientierung des Übergangsdipolmoments mit der elektrischen Feldkomponente des Photons 

von dem Chromophor absorbiert werden. Dabei wird ein Elektron von einem besetzten Orbital 

in ein unbesetztes Orbital energetisch angehoben. Zumeist ist das ein Übergang vom höchsten 

besetzten (highest occupied molecule orbital – HOMO) in das niedrigste unbesetzte Orbital 

(lowest unoccupied molecule orbital – LUMO). Außerdem handelt es sich bei diesen Zuständen 

mit gepaarten Elektronenspins zumeist um Singulett-Zustände. Damit wird das elektronische 

Niveau des Moleküls vom S0- in den S1-Zustand angehoben (1)[55]. Das Teilchen-im-Kasten 

Modell dient als einfaches Modell der Absorption von Photonen an linearen organischen 

Molekülen und beschreibt hier die energetischen Abstände der Orbitale. Zu beachten ist, dass 

bei elektronischen Übergängen ebenfalls Schwingungs- und Rotationszustände angeregt 

werden, aufgrund dessen von einem rovibronischen Übergang gesprochen wird. Das Frank-

Condon-Prinzip beschreibt dabei die Wahrscheinlichkeiten der vibronischen Übergänge[1,2]. 

Das angeregte Molekül fügt sich daraufhin wieder in das thermische Gleichgewicht ein. Nun 

kann aus diesem Zustand entweder eine strahlungslose innere Konversion (internal Conversion 

- IC) in einen angeregten Schwingungszustand des elektronischen Grundzustandes mit erneuter 

Relaxation des Moleküls erfolgen (2) oder die spontane Emission eines Fluoreszenzphotons  

 

Abbildung 4: Jablonski-Diagramm eines Chromophors. 
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stattfinden (3). Bei den meisten natürlichen Farbstoffen ist jedoch eine thermische Relaxation 

vom S1 in den S0 begünstigt. Findet Fluoreszenz statt, erfolgt sie nach Kashas Regel unter 

Standardbedingungen hauptsächlich aus dem Schwingungsgrundzustand des S1. Das Molekül 

verbleibt eine Zeit lang im S1 bevor ein Photon emittiert wird. Diese Verweilzeit wird als 

Fluoreszenzlebensdauer bezeichnet und beträgt wenige ns. Eine dritte Möglichkeit stellt die 

eigentlich quantenmechanisch verbotene Interkombination (intersystemcrossing – ISC) (4) in 

einen Triplettzustand T1 durch Spinumkehr eines Elektrons dar. Aus diesem Zustand kann hier 

auch ein strahlungsloser Übergang in den S0-Zustand durch erneute Interkombination (5) 

stattfinden oder ein Phosphoreszenzphoton emittiert werden (6). Diese Prozesse laufen aber im 

Vergleich zu den zuvor genannten Effekten auf deutlich längeren Zeitskalen ab. Im Gegensatz 

zu Fluoreszenzlebensdauern zeigen Triplettzustände lange Lebensdauern von ms bis 103 s. 

Zusätzlich zu den zuvor genannten, hauptsächlich intramolekularen Übergängen gibt es je nach 

Substanzklasse und vorhandenen Interaktionspartnern noch eine Vielzahl von weiteren 

Möglichkeiten in den Grundzustand zu gelangen[78]. In der Photochemie[79] werden die Prozesse 

abgedeckt, welche eine Transformation des Chromophors oder eines interagierenden Moleküls 

nach Absorption eines Photons zeigen. Beispiele sind Bindungsspaltungen, Isomerisierungen, 

Ionisationsreaktionen[80] und auch Additionsreaktionen, wofür auch spezielle 

Photokatalysatoren entwickelt werden[81]. Bekannte Anwendungen photochemischer Prozesse 

sind die Photosynthese[82], Elektronentransferreaktionen, wie sie in Photovoltaikanlagen[83–86] 

genutzt werden oder auch die Generation von Singulett-Sauerstoff durch 

Photosensibilisatoren[87] in der Krebstherapie.  

Hinter diesen Prozessen verbergen sich drei maßgebliche Mechanismen der 

Energieübertragung zwischen Molekülen. 1. Durch einen Photoelektronentransfer 

(photoelectrontransfer – PET), wird eine Ionisation des Farbstoffs und des jeweiligen 

Reaktionspartners hervorgerufen. 2. Der Dexter-Elektronentransfer bewirkt einen 

Elektronenaustausch eines energiereichen Elektrons des Farbstoffs gegen ein energieärmeres 

Elektron auf der Gegenseite. Die Nettoladung der Interaktionspartner bleibt aber vor und nach 

der Reaktion gleich. 3. Im Förster-Resonanzenergietransfer (Förster resonance energy transfer 

– FRET) hingegen kann durch Wechselwirkungen zwischen den Übergansdipolmomenten 

zweier Chromophore eine strahlungslose Energieübertragung erfolgen. Der Akzeptor dieser 

Energie wird durch all diese Prozesse selbst in einen höheren elektronischen Zustand angeregt. 

So kann das Akzeptormolekül anschließend über Fluoreszenz oder strahlungslose Prozesse in 

den Grundzustand gelangen.  
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Wenn die Emission eines Photons durch einen photochemischen Prozess unterbunden wird, 

wird dies als Fluoreszenzlöschung bezeichnet. Hier werden zwei Arten der 

Fluoreszenzlöschung unterschieden. Bei dynamischer Löschung treten die Interaktionen 

zwischen Energiedonor und -akzeptor durch statistische Stöße auf. Bei statischer 

Fluoreszenzlöschung wird zwischen den verschiedenen Spezies eine stabile Verbindung, ein 

Komplex, gebildet. Solch ein Komplex kann aber immer noch eine 

Fluoreszenzquantenausbeute φ𝑓 > 0 aufweisen. Der Komplex hat dann aber eine geringere 

Fluoreszenzlebensdauer  τ als der freie Farbstoff. 

 

1.2.2 Sensordesign 

 

Die Bildung von Farbstoffen während einer Reaktion wird in der Wissenschaft und Medizin 

schon seit einiger Zeit eingesetzt, um bestimmte chemische oder biologische Faktoren 

nachzuweisen[88–90]. Schnelltests ermöglichen dabei eine Visualisierung zur Beobachtung mit 

dem bloßen Auge. Bevorzugt werden hier einfache chromogene Sensoren, d.h. mit Farbsignal 

aber ohne Fluoreszenz verwendet. Genauere Untersuchungen können mittels 

Fluoreszenzspektroskopie mit fluorogenen Sensoren durchgeführt werden. Vor allem für die 

biologische Forschung oder auch die medizinische Diagnostik wurden Substrate für den 

Nachweis von einzelnen Enzymen[91,92], oder auch bestimmten Enzymkombinationen[93] 

entwickelt. Mittels dieser Farbstoffe können auch Enzymaktivitäten mikroskopisch in vivo und 

in vitro[94] aufgelöst werden[91,95] (Abb. 5). Oftmals wird aber auch die schlichte Anwesenheit 

bestimmter chemischer Spezies wie z.B. Übergansmetallen[96–98] abgefragt. Bei Zell-

Experimenten mit fluorogenen Farbstoffen besteht nun jedoch oft das Problem, dass die örtliche  

 

Abbildung 5: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Fibroblasten, inkubiert mit 

einem fluorogenen Substrat für lysosomale Enzymaktivität a) im aktiven Zustand;  

b) inhibiert (Auszug übernommen aus [9 1]). 
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Substratkonzentration vor Umsetzung nicht bestimmt werden kann. Wenn eine Kombination 

von Enzymen nachgewiesen werden soll, wird keine Information gewonnen, falls nicht alle 

nötigen Enzyme an demselben Ort aktiv sind. Abhilfe schaffen hier ratiometrische[99,100] oder 

auch multiemissive[101] Proben. Diese gewähren einen zusätzlichen Blick in die räumliche 

Verteilung der untersuchten Enzymaktivität durch eine ratiometrische Auswertung der 

zugehörigen Fluoreszenzintensitäten. Es ist ebenfalls möglich, Enzyme mit unreaktiven 

Farbstoffen zu markieren welche dann abhängig von der Aktivität des Enzyms 

fluoreszieren[102].  

Außer der Sensorik für chemische Prozesse gibt es noch weitere wichtige Anwendungen von 

Fluoreszenzmarkern in der Analytik. Fluoreszenz wird als Reporter für die Sensorik von 

Übergangsmetallionen und ihren Gegenionen[96,98,103,104] verwendet. Mit ratiometrischen 

Sensoren werden Umgebungsparameter[97,105,106] wie Viskosität, pH-Werte oder andere 

chemische bzw. biologische Parameter[99,107–109] bestimmt. 

Für die Entwicklung von Sensoren für die SMC werden Veränderungen der 

Emissionscharakteristika durch molekulare Interaktionen bzw. Reaktionen gesucht. Durch 

zeitaufgelöste Verfolgung der Fluoreszenz über ihre Intensität oder auch Lebensdauer[110] 

sollen Rückschlüsse auf die auftretenden physikalischen und chemischen Zustände des 

Moleküls während intermolekularer Vorgänge erhalten werden. Zur Beobachtung von 

chemischen Prozessen können gleichermaßen photochemische Reaktionen und auch 

Grundzustandsreaktionen ausgenutzt werden. In letzterem wird durch eine chemische Reaktion 

der Chromophor unabhängig von den eingestrahlten Photonen strukturell verändert. Wichtig ist 

dabei, dass der Sensor möglichst spezifisch für die gewählte Interaktion ist oder konkurrierende 

Prozesse leicht zu bestimmen oder zu kontrollieren sind. Einer dieser Prozesse ist nämlich 

immer die photochemische Zerstörung des Chromophors, das Photobleichen. 

Es existieren hauptsächlich zwei Strategien, molekulare Sensoren für eine Substanz bzw. eine 

Interaktion zu konzipieren. Erstens können die Bedingungen so gewählt werden, dass das 

chromophore System des Farbstoffs intakt bleibt. Solche Sensoren werden „Beobachter“ 

(Spectator) genannt[11,111]. Beispielsweise werden Komplexbildungskonstanten mittels 

Auswertung von Fluoreszenzbleichen extrahiert. Diese Methode nach Stern-Volmer ist für 

Ensembleexperimente bereits eine lange Zeit etabliert[112,113]. Des Weiteren werden durch eine 

Reaktion, z.B. eine Polimerisationsreaktion, ausgefallene bzw. immobilisierte Farbstoffe oder 

im Umkehrschluss ihre Freisetzung detektiert (sog. Location Change Method)[114]. Mit 

markierten Liganden[13,111,115] können Übergangsmetallkatalysatoren bzw. ihre 

Ligandenaustausch-reaktionen beobachtet werden. Mit Zuschauermolekülen werden außerdem  
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Abbildung 6: Emissionsspektren, aufgenommen während der Reaktion eines 

fluoreszierenden Edukts in ein fluoreszierendes Produkt.  

Informationen über Bindungszeiten[116] oder Konformationsdynamiken[117] gewonnen. Das 

Fluoreszenzsignal ist hierbei letztlich immer abhängig von dem relativen Abstand des 

Sensormokelüls zu einem Interaktionspartner. Dieser kann durch einen Fluoreszenzlöscher[96], 

einen FRET-Donor/Akzeptor[44] oder eine Bindungsgruppe dargestellt sein, welche eine 

Lokalisierung[114] des Sensormoleküls abhängig von der Zeit zulässt. FRET-Sonden haben eine 

hohe Relevanz für biologische Fragestellungen in der SMC[44,118]. Der Vorteil des FRET-

Effekts ist, dass er sich besonders gut zur Untersuchung von Gleichgewichten eignet[119–122]. 

Mit Auswertung von zeitlich aufgelösten FRET-Effizienzen werden Affinitäten zwischen 

verschiedenen molekularen Spezies[116,123,124] sowie stereochemische Prozesse[117,125,126] 

detailliert aufgeklärt. Das Besondere an diesem Verfahren ist, dass abhängig von der FRET-

Effizienz mehrere, hauptsächlich stereochemische Zustände eines Systems detektiert werden 

können. Daraufhin werden ihre Entstehungs- bzw. Zerfallskinetiken entschlüsselt.  

Ein zweiter Ansatz Sensoren zu konzipieren, ist sie als „Teilnehmer“ (Participant) 

einzuführen[127]. Mit dieser Strategie soll die Untersuchung von chemischen Reaktionen direkt 

am Chromophor möglich gemacht werden. Mit den o.g. fluorogenen Reaktionen[22,29,76,128] ist 

dieser Ansatz am einfachsten implementiert. Durch eine Transformation eines chromophoren 

Systems durch die Reaktion kann auch eine Verschiebung der Fluoreszenzwellenlänge bewirkt 

werden (Abb. 6). Im einfachsten Fall verursacht eine Erweiterung eine bathochrome 

Verschiebung, während eine Verkürzung eine hypsochrome Wellenlängenänderung hervorruft. 

In Zweifarbenexperimenten[129,130] können bei Beobachtung einer Transformation des 

chromophoren Systems von Edukt- zu Produktmolekül oder eines FRET-Paares auf eventuelle 

Intermediate[20,127] rückgeschlossen werden. Diese bieten mechanistische Einblicke[11,12,73]. 

Eine Übersicht der möglichen Sensorvarianten bzw. Konzepte für Einzelmolekülversuche ist 

in Schema 2 gegeben. 
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Ein wichtiger Aspekt für die kontinuierliche Beobachtung von Farbstoffen ist neben geeigneten 

optischen Eigenschaften eine möglichst lange Zeitspanne stabiler Emission[38,131]. D.h. die 

Sensoren sollen möglichst eine hohe Photostabilität und eine hohe Helligkeit bzw. 

Quantenausbeute aufweisen. Einerseits ist es durch die Einführung von elektronegativen 

Seitengruppen möglich, intrinsisch die Photostabilität zu erhöhen[131–133], z.B. durch 

Fluorierung[134]. Auch der Austausch von flexiblen Seitengruppen zur Reduktion struktureller 

Freiheitsgrade kann entscheidend sein[38]. Wenn Redox-mechanismen in das Photobleichen von 

Farbstoffen involviert sind, können außerdem Additive zugesetzt oder auch kovalent gebunden 

werden, welche den fluoreszenzaktiven Zustand der Farbstoffe verlängern[135–138] und damit 

auch ungewolltem Blinken vorbeugen. Andererseits spielen Umgebungsparameter eine 

wichtige Rolle. Beispielsweise kann das Entfernen von Sauerstoff einen positiven Effekt nach 

sich ziehen[139]. Moleküle können für eine verlängerte Fluoreszenz in bestimmten Matrizes 

eingebettet werden[140–145]. Sogar die Auswahl der genutzten Lösungsmittel zur 

 

Schema 2: Verschiedene Herangehensweisen zu Einzelmolekülstudien über die 

Fluoreszenzspektroskopie. Die Größe und Form der Symbole stehen für verschiedene 

Strukturen, welche durch ihre Fluoreszenzfarben unterscheidbar sind. Die 

Schattierungen stehen für starke (schwarz), schwache (grau), fehlende (weiß) oder 

aussetzende (gepunktet) Fluoreszenz. Aussetzende Fluoreszenz spezifiziert die stark 

fluktuierende Emission von Farbstoffen mit beispielsweise hohen Intersystem -crossing 

Raten. In diesem Fall sind die Fluktuationen das Ergebnis hochfrequenter Übergänge in 

kurzlebige Dunkelzustände. Bisher wurde ein Großteil der Experimente mit fluorogenen 

Substraten durchgeführt, mit welchen die Aktivität einer Katalyse analysiert werden 

kann (A). Mehr Einblicke in Reaktionsmechanismen, -verzweigung und die Kinetik 

einzelner Reaktionsschritte werden gewonnen, wenn verschiedene Zustände entlang des 

Reaktionspfades unterschieden werden können (B). Nicht alle Zustände müssen 

fluoreszent sein. Ihre Eigenschaften können interpretiert werden, wenn das 

Fluoreszenzsignal anschließend wiederhergestellt wird. Unterschiedliche Kinetiken in 

enantioselektiver oder diastereoselektiver Reaktionen können aufgezeigt werden, wenn 

beide Reagenzien fluoreszenzmarkiert sind (C). Zu diesem Zweck werden zusätzlich 

inerte Fluoreszenzmarker benötigt. (Auszug übe rnommen aus [1 2 7]) 
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Probenvorbereitung wirkt sich auf die erhaltene Photostabilität aus[146]. Für die Anwendung in 

der SMC ist es am besten vereinbar, Anpassungen in der chemischen Struktur der Farbstoffe 

vorzunehmen oder auch Sauerstoff aus der Umgebung zu entfernen. Somit wird das chemische 

System nicht verändert. 

Eine Möglichkeit zweifarbige fluoreszente Sensoren zu entwickeln bieten aromatische 

Alkohole[101]. Um den Mechanismus und die Kinetik des Protonentransfers aufzudecken, 

zeigten sich diese Substanzen als wertvolle gut kontrollierbare Protonenquelle[147]. Eine 

elektronische Anregung der Farbstoffe bewirkt einen starken Anstieg der Säurestärke, bzw. eine 

Erniedrigung des pKs um mehrere Größenordnungen[148]. Nach elektronischer Anregung findet 

mit passenden Akzeptormolekülen ein schneller Protonentransfer (excited state proton transfer 

– ESPT) statt. Dieser Prozess eröffnet die Möglichkeit „Protonen auf Nachfrage“ zu 

generieren[149]. Die korrespondierende Base zeigt stark veränderte optische Eigenschaften. Die 

Anregung und Emissionswellenlängen sind bathochrom verschoben (Abb. 7). Nach Emission 

eines Photons und Rückkehr in den S0-Zustand der korrespondierenden Base (AO-), kann eine 

Reprotonierung im Grundzustand erfolgen (zu AOH). Dieser Kreislauf wird als Förster-Zyklus 

bezeichnet[150]. Über die Absorptions- und Emissionswellenlängen ist es möglich die Änderung 

des pKs durch die elektronische Anregung zu berechnen (s. Gleichung 7). ∆𝑝𝐾𝑠∗ = ℎ(𝜈𝑅𝑂𝐻 ∙ 𝜈𝑅𝑂−)𝑘𝐵𝑇 ∙ ln (10)  (7) 

So ist es möglich, einen scheinbaren Stokes-Verschiebung von über 100 nm zu generieren.  

 

Abbildung 7: a) Schema der ESPT-relevanten Übergänge und Protonentransfer -

gleichgewichte; b) Zugehörige Spektren einer Photosäure [ 1 3 3]  in Wasser bei 

verschiedenen pH-Werten, violett, cyan: Anregungsspektren mit sichtbarem 

Gleichgewicht im Grundzustand, grün: Emissionsspektren, bedingt durch ESPT (hell,  

durchgezogen) oder Emission des freien Anions (dunkel, gestichelt).  
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Beachtet werden muss dabei, dass die Photosäure im Grundzustand ebenfalls im 

Deprotonierungsgleichgewicht vorliegt und für einen ESPT in der Säureform vorliegen muss. 

Der Effekt des ESPT begründet sich hauptsächlich auf elektronische Ursachen, welche Edukt- 

und Produktseite gleichermaßen betreffen. Mit der Anregung in den S1-Zustand wurde ein 

intramolekularen n-π*-Elektronentransfer postuliert, welcher eine Umverteilung der 

Elektronendichte von der Hydroxylfunktion in das aromatische System hervorruft[149]. Durch 

die hervorgerufene Positivierung des Sauerstoffatoms wird in der Photosäure eine Wasserstoff-

brückenbindung zum Solvens verstärkt[151] und damit die Bindung zwischen Sauerstoff und 

Wasserstoff geschwächt. Auf der Seite des Anions hingegen wird die negative Ladung am 

Sauerstoff damit stabilisiert. Mit elektronenziehenden Substituenten am Aromaten kann der 

Säurestärkeanstieg maximiert werden[152]. Die chromatische Verschiebung, welche die 

Freisetzung des Protons hervorruft, kann auch durch die Abspaltung anderer Substituenten 

bewirkt werden[101]. Mittels dieses Systems kann also zumindest theoretisch für jede chemische 

Reaktion, welche ein freies aromatisches Oxoanion (AO-) generiert, ein Fluoreszenzsensor 

entwickelt werden. 

 

1.2.3 Immobilisierung  

 

Farbstoffmoleküle, welche frei in Lösung diffundieren sind nicht lange genug an einem Ort, 

um sie länger als wenige µs zu beobachten[55,153]. Schnelle chemische Prozesse mit Kinetiken 

im ns bis µs-Bereich, wie der Protonentransfer, können also an Sensoren in Lösung beobachtet 

werden[74,154]. Wenn die Diffusion stark gebremst wird, beispielsweise durch eine Matrix[142,155] 

oder die Bindung an Membranen[156,157] kann die Bewegung von Farbstoffmolekülen über 

mehrere Sekunden verfolgt werden. Zur Auswertung der Molekülbewegungen sind aber 

zusätzliche Lokalisationsalgorithmen erforderlich. Um einzelne Molekülen über einen längeren 

Zeitraum zu beobachten, ist oft eine lokale Festsetzung dieser nötig[41]. Um dies zu erreichen, 

gibt es mehrere Ansätze: Es ist möglich, native Katalysatoren in Lösung zeitlich zu verfolgen, 

indem das Lösungsmittelvolumen an sich stark reduziert wird. Gorris et.al. entwickelten SM-

Reaktionsgefäße in Glas[158] mit femtoliter-Volumen. Es ist ebenso möglich einzelne Moleküle 

in Vesikeln[159] oder auch in Lösungsmitteltröpfchen in inerter Matrix (z.B. perfluorierten 

Alkanen[160]) einzufangen. Ein zweiter Ansatz ist die zuvor Erwähnte Immobilisierung von 

Reaktionsprodukten wenn sie durch die Reaktion selbst ausgefällt oder örtlich gebunden 

werden[114]. Die dritte Strategie ist eine Bindung der Sensoren oder Katalysatoren auf einem 
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festen Substrat (zumeist Glas) vor der Untersuchung. Diese Bindung kann über molekulare 

Wechselwirkungen geformt werden. Dazu können Proteine auf die Glasfläche gebracht und 

anschließend mit spezifischen Bindungspartnern verknüpft werden. Die Biotin-Streptavidin 

Wechselwirkung eignet sich beispielsweise gut für eine solche Verknüpfung[161]. Für eine 

kovalente Bindung der Substanzen auf Silica können die Moleküle mit einer Silan-Funktion 

derivatisiert werden[162,163]. Mit einer zusätzlichen Polysiloxanschicht können die 

immobilisierten Spezies zusätzlich stabilisiert werden[164]. Ebenso werden mit solchen 

Beschichtungen die Oberflächen chemisch passiviert oder physikalische Eigenschaften der 

Grenzflächen modifiziert[165,166]. Mit diesem Schritt können unspezifische Adsorptionen[167] 

oder ungewollte Wechselwirkungen der reaktiven Spezies mit der Oberfläche minimiert 

werden. Außerdem kann der Benetzungsgrad für Lösungsmittel verbessert werden[168]. 

Zu beachten ist, dass bei einer Immobilisierung der Reaktanden die chemische Reaktion an die 

Grenzfläche zu dieser festen Phase „gezwungen“ wird, um die Beobachtung per TIRFM zu 

gewährleisten. Dies wird zwar im Sinne einer verbesserten Wiederverwertbarkeit von 

Übergangsmetallkatalysatoren ebenfalls durchgeführt, d.h. Immobilisierung der 

Katalysatoren[169–173], kann aber unter Umständen sehr starke Einwirkungen auf die Reaktivität 

der immobilisierten Spezies haben. Bei gebundenen Ru-Katalysatoren auf Silica-Nanopartikeln 

beispielsweise, wurde ein großer Anteil an Zentren mit stark verminderter Aktivität 

detektiert[174]. Zusätzlich zu Reaktivitätsunterschieden können auch Selektivitätsunterschiede 

durch die Immobilisierung herbeigeführt werden[175]. 

Das Vorliegen von diversen sterischen[176] oder auch chemischen[23] Bedingungen in der 

Umgebung der Zentren scheint eine plausible Erklärung für solche Effekte zu sein. Häufig 

entstehen ungeordnete Strukturen auf der Oberfläche während dem Herstellungsprozess der 

beteiligten Substrate. Bei Siloxanen kann der Wassergehalt entscheidend sein für den 

Verzweigungsgrad und die Vernetzung der Silanketten, auch vor der eigentlichen Bindung an 

die Oberfläche[177]. Ebenfalls können Silancluster gebildet werden, welche unverändert auf die 

Oberfläche binden können[178,179]. Nur mittels strikter Kontrolle der Bedingungen in der 

Probenvorbereitung können solche heterogenen Oberflächen vermieden werden. Um 

Experimente an immobilisierten Sensoren relevant für den Transfer auf Ensemblewerte zu 

gestalten, müssen Probenvorbereitungsroutinen also genau betrachtet werden. Somit sind die 

Immobilisierungsroutinen vor den eigentlichen Experimenten ebenfalls ein wichtiger 

Forschungsgegenstand für die SMC[161]. 
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1.2.4 Einzelmolekülsignale 

 

Welche Charakteristika werden in einer Intensitätstrajektorie eines einzelnen Moleküls nun 

sichtbar? Im einfachsten Fall werden in aufeinanderfolgenden Zyklen der Anregung und 

Relaxation einzelne Photonen emittiert[74,154]. In der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie 

(fluorescence correlation spectroscopy – FCS) kann die Kinetik dieser sog. Photozyklen 

bestimmt werden. Hier werden frei diffundierende Moleküle mittels eines konfokalen 

Fluoreszenzmikroskops untersucht. Dabei werden Triplettkinetiken und andere dynamische 

Prozesse an den Molekülen detektiert. Die zeitliche Limitierung der Methode stellt dabei die 

Diffusionszeit durch das konfokale Volumen dar[180].  

Über längere Zeitskalen summieren sich die einzelnen Photonen zu einer relativ konstanten 

Intensität auf, abhängig von der Anregungsintensität, dem zugehörigen Absorptionsquerschnitt 

und der Quantenausbeute. Hier kann zusätzlich zur Emissionsintensität auch die 

Fluoreszenzlebensdauer ausgelesen werden[181]. Wird ein Molekül über einen längeren 

Zeitraum beobachtet, kann somit eine Intensitätstrajektorie wie in Abb. 8c oben erhalten 

werden. Der abrupte Abfall in der Emissionsintensität nach etwa 11 s ist charakteristisch für 

Photobleichen des Chromophors[182]. Geht der Farbstoff reversible Reaktionen ein, welche eine 

Änderung des Übergangsdipolmoments hervorrufen oder alternative Kanäle der Relaxation in 

den Grundzustand eröffnen, werden Schwankungen im zeitlichen Verlauf der 

Emissionsintensität  

wahrgenommen[110,183,184] (s. Abb. 8c unten). Die Trajektorien lassen sich daraufhin in 

Zustände, beispielsweise abhängig von ihrer Intensität einteilen. Dies eröffnet die Möglichkeit 

die Lebensdauern dieser Zustände auszulesen und damit indirekt die Kinetik der 

zugrundeliegenden Reaktion zu rekonstruieren[185,186].  

 

Abbildung 8: a) Schema eines molekularen Sensors zur Interaktion mit Cu(II); b) Sensor 

im Gleichgewicht mit Cu(II) -Komplex c) SM-Fluoreszenztrajektorien von zwei 

Sensormolekülen, oben: ohne Fluoreszenzlöschendes Cu(II); unten: im Gleichgewicht 

mit Cu(II)-Komplex [ 9 6].  
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Fluoreszenzsignale von einzelnen Molekülen sind oftmals relativ schwach und können leicht 

im Hintergrundsignal und Rauschen untergehen[56]. Dies ist zum einen bedingt durch die 

geringe Emissionsintensität und zum anderen aufgrund stetiger Übergänge zwischen 

verschiedenen quantenmechanischen Zuständen[185]. Daher sind SM-Trajektorien mit einem 

relativ hohen Rauschen belastet. 
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1.3 Datenauswertung 

 

In Ensemble-Kinetikexperimenten werden für die verfolgte Spezies zumeist charakteristische 

Signale bestimmt und diese zeitlich verfolgt. Für die Durchführung von 

Einzelmolekülexperimenten wird auf ähnliche Weise vorgegangen, wobei es nicht sinnvoll ist, 

Gesamtintensitäten direkt aufzutragen. Das kommt daher, dass die Amplitude eines 

aufgezeichneten Signals sehr stark von der Position des zugehörigen Moleküls im 

Anregungsvolumen abhängen. Erstens ist die Ausleuchtung nicht homogen für alle sichtbaren 

Moleküle. Zweitens kommt für bewegungsinhibierte Moleküle die Orientierung des 

Übergangsdipolmoments als Faktor hinzu. Also werden Methoden eingeführt die Intensitäten 

zunächst zu normieren und damit vergleichbar zu machen. Vor der eigentlichen Auswertung 

erfolgt zunächst eine Auswahl der SM-Trajektorien nach harten Selektionskriterien[187]. 

Charakteristisch für ein SM-Signal sind Plateaus in der Emissionsintensität sowie ein abruptes 

Abklingen des Signals durch Photobleichen bzw. der Diffusion aus dem 

Beobachtungsvolumen. Für die Extraktion von Informationen aus den gewonnenen Daten 

existiert eine Vielzahl von Werkzeugen, welche teilweise auch speziell auf bestimmte Systeme 

angepasst sind. Den Fluoreszenztrajektorien werden sodann zumeist Zustände der Moleküle 

anhand ihrer Fluoreszenzintensität zugeordnet. Mittels eines Histogramms der 

Fluoreszenzintensitäten können Fluoreszenzzustände erfasst werden (Abb. 9a)[18]. Die 

Histogramme werden hierbei mit Gauß-funktionen angepasst und so die Zentren einzelner 

Intensitätszustände und Schwellwerte[188,189] für ihre Trennung bestimmt. Bei 

Zweifarbenexperimenten können die Signalintensitäten in einem 2D-Histogramm 

gegeneinander aufgetragen werden[187]. So können spektral verschobene Subspezies in den sog. 

Signal-Paar Histogrammen[185] erkannt werden. Eine statistische Analyse, in welcher die Daten 

ebenfalls direkt ausgelesen werden, ist die Changepoint Analyse[190]. Hier werden Zeitpunkte 

herausgelesen, an welchen sich die Wahrscheinlichkeitsverteilung für einen stochastischen 

Prozess ändert. An einer Emissionstrajektorie würde eine Verschiebung der mittleren 

Emissionsintensität einen solchen Änderungspunkt darstellen. Anschließend werden den 

spektralen Eigenschaften strukturelle Zustände zugeordnet. Da die optische Spektroskopie 

weitgehend strukturunspeziefisch ist, sollte eine definitive Zuordnung durch zusätzliche 

Kontrollexperimenten oder Berechnungen unterstützt werden. 

Für komplexere Systeme eignen sich Verfahren wie Hidden-Markov modelling[122,191] oder 

Bayesian Inference[121,192]. Im Gegensatz zu den vorigen Methoden umgehen diese Verfahren 

eine direkte Zuordnung von Zuständen. Mit Hidden-Markov modelling wird auf ein  
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Abbildung 9: a) links: Trajektorie mit einstufiger Bildung eines Fluoreszenzsignals (t 1: I0  

-> I1) und anschließendem einstufigem Verlust des Signals (t 2: I1 -> I0); rechts: Zählung 

der Fluoreszenzintensitäten und Anpassung der Anzahl mitt els Gauß-funktionen; 

b) Anzahl der Moleküle mit Fluoreszenzintensität größer als der Schwellwert I S  zum 

Zeitpunkt t; c) Kumulatives Histogramm der Zeiten der ersten Fluoreszenzgeneration t 1 

mit exponentieller Anpassung (blaue Kurve).  

unzugängliches System anhand einer von diesem System abhängigen Observablen 

zurückgeschlossen. D.h. ein verstecktes System an strukturellen Zuständen soll an der Abfolge 

ihrer spektralen Ausgabe erkannt werden. Für jeden strukturellen Zustand wird dabei eine 

Wahrscheinlichkeit für verschiedene spektrale Ausgaben berechnet. Letztlich sollen so die 

Auftrittswahrscheinlichkeiten der versteckten strukturellen Zustände und ihre 

Übergangswahrscheinlichkeiten ineinander bestimmt werden. Bayesian Inference widmet sich 

weiterhin dem Problem, das wahrscheinlichste Modell für die Anpassung der Daten 

auszuwählen. Hier soll mit jedem weiteren Messpunkt als sog. Beweis eine Matrix der 

ursprünglichen Zustände berechnet werden. Diese mathematische Näherung beschreibt sodann 

die Wahrscheinlichkeit einen Messpunkt aus einem bestimmten Zustand zu erhalten, zusätzlich 

zu der Anzahl der enthaltenen Zustände. 

Die beiden letzteren Varianten werden vor allem für FRET-analysen verwendet, da die FRET-

Effizienz gegen die Zeit direkt ausgewertet werden kann. Andererseits ist es mit diesen 

Methoden erschwert, Zustände ohne Emission zu unterscheiden, z.B. gelöschte gegen 

geblichene Moleküle. Ein Vorteil ist allerdings, dass quasi-kinetische Parameter, wie 
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Übergangswahrscheinlichkeiten zwischen den Zuständen oder deren Lebenszeiten direkt aus 

den Analysen erhalten werden. 

Bei der manuellen Auswertung können nach dem Zuordnen von Zuständen ebenfalls gesuchte 

kinetische Parameter extrahiert werden. Dazu werden je nach gesuchter Größe, die zugehörigen 

Zeitpunkte oder gegebenenfalls Zeitabstände in Histogramme eingetragen (Abb. 9c). Das 

Histogramm der Zeitpunkte gebildeter fluoreszenter Moleküle entspricht dann beispielsweise 

dem gesamten Intensitätssignal einer fluorogenen Reaktion im Ensemble. So können die 

Histogramme auch mit den in Ensemble-Methoden verwendeten Analysen ausgewertet werden. 

In diesem Fall wird die fluorogene Produktbildung ebenfalls mit einer Exponentialfunktion aus 

der Kinetik angepasst. 

Zeigen die SM-Trajektorien ein erhöhtes Rauschen, kann eine recht universelle statistische 

Methode zur Datenauswertung angewendet werden, die Korrelationsanalyse[57,183,193]. Die 

Auswertung von Intensitätsschwankungen wird dabei durch statistische 

Autokorrelationsanalyse durchgeführt[194]. Die Autokorrelation (Gl. 8) eines Datensatzes oder 

auch die Kreuzkorrelation (Gl. 9) zweier Datensätze ermöglichen es, unabhängig von der Art 

der Daten, jegliche Verläufe oder wiederkehrenden Muster unbeeinträchtigt von statistischem 

Rauschen zu analysieren. 

Ĝ(τ) = 1𝑇  ∙ ∑ (𝑦𝑡 − 𝑦̅) ∙ (𝑦𝑡+𝜏 − 𝑦̅)𝑇−𝜏
𝑡=0,1𝑠  (8) 

Ĝ(τ𝑖,𝑗) = 1𝑇  ∙ ∑ (𝑦𝑖,𝑡 − 𝑦̅𝑖) ∙ (𝑦𝑗,𝑡+𝜏𝑖,𝑗 − 𝑦̅𝑗)𝑇−𝜏𝑖,𝑗
𝑡=0,1𝑠  (9) 

D.h. systematische Fluktuationen in der Fluoreszenz werden extrahiert und ihre Kinetik kann 

dann analysiert werden. Diese Analyse kann direkt auf Fluoreszenztrajektorien oder auch auf 

daraus extrahierte Messgrößen angewendet werden. Vor allem in der FCS wird der 

Photonenstrom der observierten Moleküle direkt korreliert und entsprechend dargestellt. 
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1.4 Anwendungen der Einzelmolekülchemie 

 

1.4.1 Enzymkinetiken 

 

In der biologisch orientierten SMS ist die Untersuchung der zeitlichen Entwicklung von 

Enzymaktivitäten ein großes Studiengebiet[34,72,76,158,163]. Der Einsatz von fluorogenen 

Enzymsubstraten hat sich hier bewährt, da der Fluoreszenzhintergrund der Probe so minimal 

gehalten wird. Anhand der zeitlich aufgelösten Generation der Produktfluoreszenz nach Zugabe 

der fluorogenen Substrate wurde sodann auf die zugrundeliegenden Kinetiken 

zurückgeschlossen. Dabei wurden, je nach System, zwei grundlegende Mechanismen zur 

Abweichung des Enzymverhaltens vom statistischen Mittel bewiesen. Diese sind die statische 

und die dynamische Unordnung der einzelnen Enzymkinetiken (Abb. 10). Als statische 

Unordnung[195] wird der Effekt beschrieben, wenn unterschiedliche, „starre“ Konformere 

vorliegen, welche eine variierende Affinität zu den Substratmolekülen aufweisen. Da die 

Affinität die Grundlage für eine effektive Reaktionskatalyse gelegt, folgt eine variierende 

katalytische Aktivität der unterschiedlichen Konformere. Hier zeigten Untersuchungen mit 

Meerrettich Peroxidase[159,196] sowie β-Galaktosidase[28], dass einzelne Enzyme über mehrere 

hundert Sekunden in einem Aktivitätszustand verweilen können. Außerdem kann über 

allosterische Wechselwirkungen mit dem gebildeten Produkt ebenfalls die Aktivität gehemmt 

bzw. in diskrete Zustände überführt werden[197]. Bei Enzymen wird aber noch öfter die 

dynamische Unordnung nachgewiesen, welche Übergänge zwischen diesen verschieden 

aktiven Konformationen erlaubt[198]. Diese Eigenschaft konnte z.B. bei der λ-Exonuklease oder 

 

Abbildung 10: Verschiedene Konformationsisomeren a, b bis n eines Enzyms mit jeweils 

eigener Affinität gegenüber dem Substrat (vertikal)  „statische Unordnung“  und daraus 

folgenden variierenden Reaktivitäten. Wechseln die Enzyme schnell ihre 

Konformationszustände (horizontal), wird von der sog .  „dynamischen Unordnung“  

gesprochen [ 7 2] .  
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auch bei der zuvor erwähnten β-Galaktosidase nachgewiesen werden[199,200]. Zusätzlich konnten 

mit FRET-Sonden die Konformationszustände einzelner Enzymmoleküle der 

Meerrettichperoxidase und einer Pyrophosphokinase (HPPK) während der chemischen 

Umsetzung der Substratmoleküle nachvollzogen werden[181,201]. 

 

1.4.2 Ortsauflösung für heterogene Katalyse 

 

Die heterogene Katalyse ist weiterer Arbeitsbereich, in welchem die SMS mit der Untersuchung 

von räumlich verteilten, immobilen, reaktiven Zentren ein Alleinstellungsmerkmal bietet. Mit 

diesem Ansatz kann hier durch ortsaufgelöste Verfolgung mit hauptsächlich fluorogener 

Produktbildung eine Kartierung der Reaktivität erreicht werden[22,202–204]. Dies ist besonders 

nützlich für die Charakterisierung reaktiver Oberflächen[205]. Aber auch für kleinste 

Nanopartikel mit wenigen Nanometern Größe wurden Einzelpartikeluntersuchungen im 

Pendant zu den zuvor genannten Enzymexperimenten getätigt[206]. In der Arbeitsgruppe von 

Prof. Dr. J. Scaiano konnten mechanistische Einsichten in die Click-Reaktion an Cu-

Nanopartikeln gewonnen werden. Hier wurde die Reaktion mittels drei fluoreszenter Sonden, 

den Reaktanden, einem Alkin und einem Azid und zusätzlich einem markierten Amin 

untersucht. Die Reaktanden wurden an den Cu-Nanopartikeln zu einem FRET-Paar 

gebunden[207,208], wobei die Anwesenheit des Amins ebenfalls durch einen FRET-Effekt 

indiziert wurde. Dabei konnten Eduktadsorptions- und Produktdesoptionsverhalten unter SM-

Bedingungen, d.h. niedriger Eduktkonzentration studiert werden. Bei diesen Studien zeigte 

sich, dass Amine eine entscheidende Rolle in der Adsorption des Alkins an den aktiven Cu-

Zentren spielen. So können Amine in geringer Konzentration die Reaktion mit dem Azid 

beschleunigen. Bei hohen Aminkonzentrationen wird die Adsorption des Azids jedoch inhibiert 

und damit die Reaktionsgeschwindigkeit retardiert.  

Für die organische Synthese relevantere Bedingungen zeigen Arbeiten an Gold-Nanopartikeln 

von Cheng et.al.[209], Xu et.al.[210], und Chen et.al.[26] mit fluorogenen Substraten. Hier konnten 

die Aktivitätsenergien der Produktbildung an den einzelnen Partikeln bestimmt werden. 

Auffällig ist dabei, dass Äquivalent zu Enzymen nicht nur statische Unordnung, sondern auch 

dynamische Unordnung der katalytischen Aktivität nachgewiesen werden konnte[211]. Als 

mögliche Ursache für dieses Verhalten wird hier eine dynamische Oberflächenstruktur der 

Nanopartikel angenommen. Zusätzlich zu partikelspezifischen Aktivitätsenergien[26] konnten 

mechanistische Einblicke gewonnen und zuvor unbekannte Intermediate[73] aufgedeckt werden. 
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Ebenfalls wurden größere, unter dem Mikroskop sichtbare Nanomaterialien, vor allem Zeolithe 

auf ihre ortsaufgelöste Reaktivität untersucht. Ausgeprägte Interparikel-Heterogenitäten 

wurden von Kennes et. al. in Zeolith-Nanopartikeln nachgewiesen (Abb. 11)[212]. Hier wurden 

Aufnahmen derselben Gruppen von Nanopartikel durch Rasterelektronenmikroskopie 

(Scanning Electron Microscopy – SEM) und der summierten Aufnahme gebildeter 

fluoreszenter Produktmoleküle an den Partikeln (Nanometer Accuracy by Stochastic Chemical 

Reactions – NASCA Microscopy[213]) verglichen. Als Resultat zeigte sich eine Korrelation 

zwischen den Strukturmerkmalen und der Reaktivität der Partikel. Dabei wurden drei 

Untergruppen mit stark unterscheidbaren Reaktivitäten beobachtet. Erstens zeigten Teilchen 

mit sehr strukturierten, gebrochenen Oberflächen zumeist eine hohe Reaktivität im kompletten 

Partikel, d.h. auch innerhalb des Kristalls. Die zweite Gruppe, glatte Kristalle, wiesen nur auf 

ihren Oberflächen katalytische Aktivität vor. Die dritte Gruppe von Partikeln zeigte nur eine 

verschwindend geringe Aktivität über den gesamten Partikel. Als Ursachen scheinen die 

Zugänglichkeit der Poren[155,214], sowie die chemische Zusammensetzung, in diesem Fall die 

 

Abbildung 11: a) SEM-Abbildung und b) NASCA-Aktivitäts-Abbildung von H-ZSM-5 

Zeolith-Partikel; c) und d) sind Vergrößerungen der in a) und b) gezeigten Ausschnitte; 

Drei Gruppierungen der Kristalle sind angezeigt: 1: Kristalle mit homogener Aktivität, 

2: Kristalle nur mit Oberflächenaktivität, 3: Kristalle mit geringer Aktivität; Die 

Farbskalierung repräsentiert die normierte Reaktionsrate pro Pixel (50x50 nm²), (Auszug 

übernommen aus [ 2 12 ]). 
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Lewis-basizität durch Aluminium-zentren[203] eine große Rolle zu spielen. Abhängig von den 

Substraten kann auch die Orientierung der Poren, bzw. ihre Anordnung entscheidend für die 

Aktivität der Katalysatoren sein[22].  

Ebenfalls konnten durch Fluoreszenzmikroskopie elektrochemische Reaktionen visuell 

abgebildet werden[85,128]. Bei diesen Experimenten ergab die Visualisierung der 

Reaktionsereignissen[215] vorwiegend die zusätzliche Information, wo chemische Aktivität 

vorlag.  

 

1.4.3 Annäherung an homogene Katalyse 

 

Bisher konnten in verschiedenen Modellsystemen für die homogene Katalyse einzelne 

Katalysatormoleküle abgebildet werden. Ein mehrfach verwendeter Ansatz war bisher die 

Untersuchung von Übergangsmetallkomplexen, welche eine Ligandenaustauschreaktion mit 

einem fluoreszenzmarkierten Liganden eingingen[13,16,216,217]. Ameloot et.al. führten einen 

Diimid-Farbstoff als Linker zwischen einem Silan als Ankerfunktion und einem tertiären Amin 

als Bindungsstelle für Übergangsmetall-(ÜM-)Ionen. Bevor jedoch Experimente mit ÜM 

durchgeführt wurden, wurden unspezifische Dunkelzustände beobachtet. Diese wurden 

photophysikalischen Interaktionen der Sensoren mit der Oberfläche zugeschrieben[216]. Kiel 

et.al. immobilisierten bidentate 2,2’-Bipyridine-4,4’-dicarboxylsäure (dcbpy) Liganden über 

fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide. Diese Sensoren zeigten eine stabile Fluoreszenz in 

purem Lösungsmittel (gepuffertes Wasser) und lange Dunkelzustände wurden verzeichnet, 

wenn Kupfersulfat zugegeben wurde. So konnten Bindungskinetiken von Cu erhalten und mit 

Ensemblewerten verglichen werden. Beide Datensätze zeigten in diesem Fall 

übereinstimmende Ergebnisse[217]. In den Arbeiten von Esfandiari et.al. und Ng et.al. wurden 

immobilisierte ÜM-Komplexe mit Pt- und Pd-Zentren und ihre Ligandenaustauschreaktionen 

beobachtet[13,218]. Dabei konnten multi-exponentielle Reaktionskinetiken extrahiert werden. Ng 

et. al. führten dieses Verhalten auf variierende Zugangsmöglichkeiten der einzelnen 

Metallkatalysatoren auf der Oberfläche zurück. Die Reaktivität der Katalysatoren wäre damit 

abhängig von einer Mindestanzahl an freien Bindungsstellen. An eine Oberfläche gebundene 

Komplexe könnten sterisch gehemmt sein. Somit ergebe sich bei Subpopulationen der 

Katalysatoren eine verringerte Aktivität.  

Bei Polymerisationsreaktionen kann eine solche Umgebungsheterogenität aber auch durch das 

Reaktionsprodukt selbst hervorgerufen werden[27,219–221] (Abb. 12). Die Inkorporation von 



30 
 

markierten Monomeren in bereits ausgefallene Polymerpartikel wurde durch die von den 

Polymerpartikeln emittierte Fluoreszenz verfolgt. So konnten Reaktivitäten von vermutlich 

einzelnen Ru-Zentren indirekt aufgezeichnet werden. Dabei zeigten sich prägnante 

Unterschiede in den Kinetiken der einzelnen Metallkomplexe. Dieser Effekt könnte ein 

wichtiger Faktor in der Heterogenität von produzierten Polymeren sein. Vor allem, wenn 

Copolymere in das Netzwerk eingegliedert werden sollen, würden regional variierende 

Reaktionskinetiken ebenfalls variierende Anteile der Monomere im Produkt verursachen. 

Weitere Studien per SMC könnten dazu verhelfen diesen Effekt weiter zu Untersuchen und zu 

kontrollieren. 

 

Abbildung 12: Intensitätstrajektorien einzelner Regionen mit 0,29 µm 2 in welchen sich 

Aggregate aus Polynorbonen (grüne Partikel) befinden. Die roten Quadrate stellen die 

jeweiligen Aggregate dar, von welchen die gezeigten Graphen stammen (näheres zu den 

Koordinaten der kleinen Regionen in der Supporting Information, Tabelle S1). Die 

initialen vertikalen Intensitätsanstiege werden durch Präzipitation  der Polymere 

hervorgerufen. Die zentrierten Bilder stammen von t = 300 s. (Auszug übernommen aus 

[2 1 9]). 
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1.5 Die Tsuji-Trost Reaktion als Untersuchungsziel 

 

Eine Perspektive zur Anwendung der SMS auf eine weit verbreitete metallorganische Reaktion 

bietet die Tsuji-Trost Reaktion. Diese weit verbreitete C-C-Kupplungsreaktion[222,223] basiert 

auf zwei Teilreaktionen. Zunächst erfolgt eine Pd-katalysierte oxidative Insertionsreaktion[224], 

im Folgenden als Deallylierung bezeichnet, durch die ein aktiver η3 Pd-allyl-Komplex gebildet 

wird. Den zweiten Teilschritt, der allylischen Substitutionsreaktion[225], kann diese Spezies mit 

einer großen Anzahl an Nukleophilen[226] eingehen und diese alkylieren (Schema 3). Bei der 

Untersuchung des zugrundeliegenden Reaktionsmechanismus wurden je nach Reaktanden 

mechanistische Besonderheiten festgestellt[227]. Für die Deallylierungsreaktion wurden 

intermediäre Zustände gegenüber einer direkten SN2-artigen Konversion diskutiert[228,229] 

(Schema 3b). Diese könnten als π-allylische η3- oder η1-Pd-Komplex mit gebundener 

Abgangsgruppe vorliegen[230,231]. Anschließend wird die Dissoziation der Abgangsgruppe 

angenommen[232]. Je nach Nucleophil wurden auch für den zweiten Teilschritt unterschiedliche 

mechanistische Details untersucht. Für weiche Nucleophile wurde ein direkter Angriff am C-

Atom angenommen während harte Nucleophile zunächst an das Pd-Zentrum binden 

können[233]. Schließlich können mit dieser Reaktion substituierte Produkte mit C-C, C-N und 

C-O-Bindungen gebildet werden[228]. 

 

Schema 3: a) vereinfachter Mechanismus der Tsuji-Trost Reaktion mit 1. der oxidativen 

Insertion und 2. der allylischen Substitution; b) Einzelschritte der oxidativen 

Insertionsreaktion (Deallylierung), Gleichgewicht des Pd0-Komplexes mit dem 

vinylierten Edukt mit anschließender Bildung des η3 Pd-allyl-Komplex unter Abspaltung 

der Abgangsgruppe (hier RO -) mit potentiellen Intermediaten.  
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Aktuellere Forschung an der Tsuji-Trost-Reaktion konzentriert sich hauptsächlich auf 

asymmetrische Synthese[230,234]. Regio- und Enantioselektive Katalysatoren[235] konnten z.B. 

mittels chiraler Phosphin-Liganden erstellt werden[236]. Außerdem wurde die Möglichkeit 

aufgezeigt, verschiedene Nukleophile in einer Kaskadenreaktion miteinander zu 

verbrücken[228]. 

Die Tsuji-Trost Reaktion, insbesondere die Deallylierung zeigt eine hohe Spezifizität auf Pd 

als Katalysator. Mit fluorogenen[97,237–239] als auch dual-emissiven[100] Fluoreszenzsensoren 

konnten Pd-Spezies detektiert und quantifiziert werden. Dabei wurde gezeigt, dass Pd bei 

Komplexbildung als Fluoreszenzlöscher fungieren kann[98], wodurch es möglich ist, Pd-

Interaktionen mit den Reaktanden über die Fluoreszenzintensität zu erfassen.  
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2. Zielsetzung und Überblick 

 

In den zuvor genannten Arbeiten zeigt sich das Potential der SMS zusätzlich zur gemittelten 

Charakterisierung eines chemischen Systems, Verteilungen von Reaktivitäten oder 

mechanistische Details darzustellen. Das Ziel dieser Arbeit ist es, ein Beispiel zu geben, wie 

mit eine dual-emittierenden Sensoren verschiedene Reaktionen im Einzelmolekülmaßstab 

untersucht werden können. Dabei sollen alle zugehörigen Schritte, vom Experimentdesign bis 

hin zur Datenauswertung, realisiert werden. Zunächst wird ein experimenteller Prismen-

basierter TIRF Aufbau zur fluoreszenzmikroskopischen Detektion einzelner Moleküle 

realisiert. Die Aufnahme von relativ hellen Boron-dipyrromethene (BODIPY)-Farbstoffe in 

einer Polymermatrix (PMMA) soll dazu dienen, den Aufbau zu verifizieren. Die 

Photochemische Zerstörung Chromophore wird hier als Beispielreaktion analysiert. Zu diesem 

Zweck wird eine automatische Datenanalyse eingeführt[240]. 

Anschließend werden anhand von Hydroxypyren-Derivaten und deren Ester bzw. Ether 

molekulare Sensoren für verschiedene Reaktionen entwickelt und diskutiert. Diese sollen durch 

homogene Bindung auf Quarz-Substraten für die Beobachtung per Fluoreszenzmikroskopie 

zugänglich gemacht werden. Hydroxypyrene weisen eine sehr starke spektrale Verschiebung 

bei Umwandlung in ihr Oxyanion auf. Dies erlaubt eine getrennte Anregung von Edukt und 

Produktspezies. So können Experimente fluorogen oder auch mit dualer Anregung 

durchgeführt werden.  

In dieser Arbeit werden drei mögliche Untersuchungsziele getestet. Das erste System wird 

durch in basischer Matrix eingebettete Photosäuren dargestellt. Hier soll das Prinzip getestet 

werden die individuelle Solvatation einzelner Moleküle über die Effizienz des jeweiligen ESPT 

abzubilden (Annex Kap. 5.1). 

Als zweites System wird ein Enzymsubstrat für die SMC oder auch Zellmikroskopie entwickelt. 

Ein Hydroxypyrenphosphoester wird als dual-emissiver Sensor für die alkalische Phosphatase 

erstellt. Mit einer solchen Sonde soll es ermöglicht werden, die Aktivität einzelner räumlich 

verteilter Katalysatorzentren aufzuzeichnen (Annex Kap. 5.2).  

Als drittes System wird die Tsuji-Trost Deallylierung für SM-Untersuchungen erprobt. 

Allylether-substituierte Hydroxypyrene[227,241] sollen hier als dual-emissive Sensoren 

angewendet werden. Bevor jedoch SM-Untersuchungen mit oberflächengebundenen Spezies 

durchgeführt werden, muss eine geeignete Immobilisierungsroutine etabliert werden. Bei der 

Bindung an eine desaktivierte Oberfläche sollen die Sensoren möglichst zugänglich und 

homogen reaktiv bleiben. Damit soll ein direkter Vergleich des Mikroskopieexperiments mit 
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dem Küvettenexperiment ermöglicht werden. Um die Effekte der Immobilisierung auf die 

Reaktivität der Sensoren aufzuzeichnen, werden zunächst fluorogenene Experimente im 

Ensemble und SM-Maßstab durchgeführt und die Probenvorbereitung entsprechend 

optimiert[241].  

Mit der optimierten Probenvorbereitung wird ein Experiment mit Detektion des Edukts und 

Produkts nähere Hinweise auf einen Reaktionsmechanismus liefern. Zur Interpretation der 

Daten werden verschiedene Auswertungsmechanismen erprobt. Damit soll demonstriert 

werden, welche Informationen aus dem SM-Experiment einer solchen Reaktion erhalten 

werden können und wie diese extrahiert werden. Als Resultat werden die Reaktionsschritte und 

ihre Kinetiken vom SM-Experiment im Vergleich zum Ensemble entschlüsselt. Ein besonderes 

Augenmerk wird hier auf die Interaktionen der Pd0-Zentren mit dem Sensor gelegt[227].  

Diese Projekte sollen zusammen einen weiteren Schritt zur Etablierung der SMC als 

zusätzliches Werkzeug in der homogen katalytischen Forschung darstellen. 
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4. Diskussion und Ausblick 

 

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit ein experimentelles TIRFM-Setup zur SMD etabliert 

und ein chemisches System im Ensemble sowie auf Einzelmolekülebene per 

Fluoreszenzspektroskopie charakterisiert.  

Zunächst konnte das speziell angefertigte, prisma-basierte TIRFM-Setup zur Detektion 

einzelner Moleküle eingestellt werden. Es wurden unterschiedlich fluorierte BODIPY-

Farbstoffe in PMMA immobilisiert und die Lebensdauer ihres SM-Fluoreszenzsignals bis zum 

Fotobleichen τfl aufgezeichnet. Die Anregung erfolgte mit einer Wellenlänge (488 nm) und es 

wurde ein einziger Detektionskanal angewendet. Aus diesen Experimenten konnte eine erhöhte 

Lebensdauer τfl für die fluorierten Derivate aufgezeichnet werden. Durch zweifache 

Fluorierung konnte in einem Fall eine Erhöhung der τfl um das Zwei- bis Dreifache erzielt 

werden. Ebenfalls konnte mit eingeführten Trifluormethylgruppen ein ähnlicher Effekt 

beobachtet werden. Mit dieser Untersuchung konnte die Validität des experimentellen Systems 

für weitere SM-Studien bewiesen werden. 

Es folgte die Suche nach geeigneten chemischen Systemen, welche mit Hyroxypyren-basierten 

Sensoren abgebildet werden konnten. Es wurden dual-emissive Sensoren für den 

Protonentransfer und für die enzymatische Aktivität alkalischer Phosphatase zur Eignung auf 

SM-Studien untersucht. Dabei konnten Konzepte für zukünftige Studien aufgezeigt werden. 

Ein Projekt war die Untersuchung der Solvatation einzelner Photosäuremoleküle in einer festen 

Matrix. Dazu sollte über die Effektivität des ESPT bzw. der Protonendiffusion von der Säure 

Rückschlüsse zu der chemischen Umgebung getroffen werden (Annex Kap. 5.1). Über 

Vergleichsexperimente der Komplexierung von Photosäuren in Lösung durch eine Base 

konnten überlagerte Banden der verschiedenen intermediären Spezies der Protonendiffusion 

vermutet werden. Bei der Aufnahme von Photosäuren innerhalb einer festen Matrix aus diesen 

Basen konnten ähnliche Banden identifiziert werden. In SM-Experimenten wurden die Banden 

grob in zwei Emissionskanäle getrennt. Einzelne Moleküle zeigten dann individuelle 

Intensitätsratios dieser Emissionskanäle. Dies könnte auf unterschiedliche Solvatationen, oder 

zumindest unterschiedliche chemische Umgebungen der einzelnen Moleküle hindeuten. Mehr 

als eine qualitative Aussage kann aber in dieser Form der Detektion nicht getroffen werden, da 

die überlagerten Emissionsspektren eine relativ komplexe Form haben. Eine Zuordnung der 

Banden und Extraktion ihrer Intensitäten für eine weitere Auswertung ist über zwei bis drei 

Emissionskanäle effektiv nicht möglich. Für die weitere Verfolgung dieses Forschungsziels 

wäre es sinnvoll, die gesamten Spektren der einzelnen Moleküle aufzunehmen[57,242]. 
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In einem zweiten Projekt konnten enzymatische Sensoren für die alkalische Phosphatase erstellt 

werden. Die Kinetik des enzymatischen Substratumsatzes wurde mittels Michaelis-Menten 

charakterisiert. Die erhaltenen kinetischen Parameter der Reaktion und erste SM-Experimente 

zeigen jedoch eine unzureichende Eignung des Systems für die SMC unter den vorhandenen 

Bedingungen. Es wurde vermutet, dass die Zeitauflösung des experimentellen Sytems von 

Sekunden bis ca. 100 ms nicht ausreicht, um die Katalyse einzelner Enzyme der alkalischen 

Phosphatase effektiv zu verfolgen. Eine Weiterentwicklung der Sensoren kann für 

fluoreszenzmikroskopische Zellexperimente sinnvoll sein, wurde aber in dieser Arbeit nicht 

durchgeführt. Ergebnisse zu Enzymversuchen sind in Annex Kap. 5.2 gezeigt. 

Schließlich wurde ein chemisches System gefunden, welches mit Reaktionshalbwertszeiten von 

wenigen Minuten bei äquimolaren Konzentrationen von Substrat und Katalysator eine 

vielversprechende Option darstellte: die Pd-Katalysierte Tsuji-Trost Deallylierung von 

Pyrenallylethern. Die Kinetik der Reaktion konnte zunächst im Ensemble mit dualer Detektion 

des Edukts und Produkts charakterisiert werden. Dabei wurden kinetische Konstanten zweiter 

Ordnung extrahiert mit k ≈ 2*102 M-1 s-1 bei Pd0-Konzentrationen von 5 bis 100 µM. Des 

Weiteren wurden unreaktive benzylierte Derivate des entwickelten Pd-Sensors als 

Kontrollsubstanzen eingeführt.  

Zur genaueren Untersuchung des Systems folgten SM-Experimente. Dazu war es essentiell eine 

Oberfläche mit immobilisierten Sensormolekülen zu generieren, welche erstens für den 

Katalysator erreichbar und zweitens homogen reaktiv waren. In einem fluorogenen Experiment, 

d.h. ausschließlicher Detektion des Produkts, konnten die Reaktivitäten der immobilisierten 

Spezies bestimmt werden, ohne Photobleichen der Edukte oder eventuelle Interaktionen des 

Katalysators zu beachten. Mit einer sequentiellen Immobilisierungsroutine konnten schließlich 

kinetische Parameter, vergleichbar mit den Ensembleversuchen gefunden werden. Durch 

Weibull-Analysen wurden diese Parameter weiter auf ihre Homogenität über alle Reaktanden 

abgeschätzt: kinetische Konstanten keff zeigten ein Abbild für die Reaktivität und β-Werte für 

die Heterogenität, welche bei Annäherung an β = 1 für größtmögliche Homogenität stehen. Die 

Immobilisierungsdichte war jedoch ein Faktor, welcher in allen Experimenten schwer zu 

kontrollieren war. Mit Methylsilan in der optimierten sequentiellen Immobilisierungsroutine 

konnte sodann ein keff mit β ~ 1 gefunden werden, welche mit den Ensemblewerten am besten 

übereinstimmte, sodass dieses Substat für weitere Experimente genutzt wurde. Mit dieser 

Vorbereitung soll gewährleistet werden, die Ergebnisse der SM-Versuche auf die 

Ensembleexperimente übertragbar zu machen (Abb. 13 a). 
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Abbildung 13: a) Vergleich der Reaktionszeiten τ1 von (1) dem SM-Experiment mit auf 

Quarzglas immobilisierten Sensoren mit fluorogener Detektion und τ2 (2), dem 

Ensemble-experiment mit dualer Detektion (c Pd  = 100 µM in (1) und (2)); b) Darstellung 

der Deallylierungsreaktion im SM-Experiment mit dualer Detekt ion, hier konnte ein 

Intermediat in Anwesenheit von Pd 0 mit der Lebensdauer τ aufgedeckt werden.  

Mit der optimierten Immobilisationsroutine wurde sodann die SM-Untersuchung der 

Deallylierung durch Pd0 mit simultaner dualer Anregung und Detektion von Edukt und Produkt 

durchgeführt. Durch die Zugabe von Pd0 auf die immobilisierten reaktiven Farbstoffmoleküle 

konnte ein sichtbarer Farbumschlag verzeichnet werden. Einzelmolekültrajektorien wurden 

extrahiert und nach SM-Kriterien bewertet. In der Analyse musste ein hohes Rauschen der 

Intensitätstrajektorien beachtet werden. Zudem wurden gefundene konkurrierende Prozesse in 

die Auswertung einbezogen, ein schnelles Photobleichen und die Existenz eines zweiten, 

photochemischen Reaktionspfades, welcher in Referenzversuchen festgestellt wurde. Bei der 

Anwendung unterschiedlicher Datenanalysemethoden der Trajektorien konnten zwar keine 

Pd0-spezifischen spektralen Intermediate gefunden werden, aber es wurden langlebige 

Dunkelzustände in allen Experimenten sichtbar. Diese Zustände konnten durch ihre leicht 

unterschiedliche Kinetik den verschiedenen Reaktionspfaden zugeordnet werden. Eine 

signifikante Beobachtung ergab sich jedoch in dem Anteil der Trajektorien, welche eine 

Reaktion indizieren und dass eine direkte Konversion der Farbstoffmoleküle durch Pd0 

hauptsächlich ausblieb. Durch den Vergleich der Amplituden der erhaltenen Kinetikparameter 

konnten etwa 7 % der Fluoreszenztrajektorien der Reaktion mit Pd0 zugeordnet werden (Abb. 

14). So wurde eine Lebensdauer des fluoreszenzgelöschten Intermediats durch Insertion des 

Pd0 und Bildung eines PdII-Farbstoff-Addukts von 2-3 s bestimmt (Abb. 13 b). Solche 

Intermediate wurden auch bereits in der Fachliteratur diskutiert[230,231] und wurden mit diesem 

Experiment bestätigt. Es ist nicht ausgeschlossen, dass diese Ergebnisse hauptsächlich für die  
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Abbildung 14: Anteile der erhaltenen Trajektorien, welche bestimmten Reaktionspfaden 

zugeordnet werden können, a) für das reaktive Allyl -Substrat; b) für das benzylierte 

Referenzmaterial.  

hier verwendeten Sensoren als Reaktanden gelten. Dennoch kann eine Zeitkonstante in dieser 

Größenordnung in Ensembleversuchen nur schwerlich aufgedeckt werden. 

Bei zukünftigen Experimenten bzw. chemischen Systemen kann es mit den hier aufgetretenen 

Problemstellungen nun sinnvoll sein, weitere Parameter zur Immobilisierung zu untersuchen:  

Ein wichtiger Faktor ist hierbei z.B. die Helligkeit zur Detektierbarkeit der einzelnen Moleküle. 

Der Einfluss der direkten chemischen Umgebung auf die photophysikalischen Eigenschaften 

der Sensoren[243], auch bedingt durch die Probenvorbereitung, kann ein nützliches Zusatzwissen 

zur weiteren Kontrolle der experimentellen Rahmenbedingungen darstellen. Außerdem konnte 

in diesen Experimenten nur erschwert ergründet werden, ob die Reaktivität tatsächlich von allen 

immobilisierten Molekülen herrührte, oder ob auch gänzlich unreaktive Moleküle erstellt 

wurden. Dies war bedingt durch schnelles Photobleichen der Sensormoleküle bei Anregung des 

Eduktes mit 405 nm Wellenlänge und eine generelle Anfälligkeit für Verunreinigungen bei 

diesen Anregungsbedingungen. Abhilfe kann hierbei die Erstellung von Fluoreszenzsensoren 

bieten, welche mit rotverschobener Strahlung angeregt werden können und evtl. auch durch 

diesen Umstand eine verbesserte Photostabilität bieten. Möglicherweise könnte der Einsatz von 

Hydroxyperfluoralkylsilanankern[244] gegenüber den hier verwendeten Aminosilanankern 

begünstigt sein. 

Außerdem könnten weitere experimentelle Verbesserungen erreicht werden. Eine Möglichkeit 

zusätzlich das Hintergrundsignal aus der Probe zu minimieren, ist die Anwendung von Zero-

Mode Waveguides[245]. Dies wird durch eine Verringerung der Eindringtiefe durch den 

physikalischen Aufbau dieser Probenträger erreicht[77]. So sollte es durch Optimierung des 

Systems, z.B. mit Zero-Mode Waveguides[41,246], zukünftig möglich sein 
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Einzelmoleküluntersuchungen mit Aufzeichnung der Substratbindung und Produktbildung 

durchzuführen. Zudem konnten mit den richtigen Analysemethoden Vorstöße in das ms-

Zeitregime gemacht worden[247]. Hier wurden mittels bestimmter Autokorrelationstechniken 

Blink- und Bleichkinetiken von Farbstoffen, sogar schneller als die Aufnahmerate der Kamera, 

bestimmt. Solche Methoden können auch dazu verwendet werden, schnelle Interaktionen in 

metallorganischer Katalyse aufzudecken. 

Des Weiteren können Bindungen mit Katalysatorzentren durch Fluoreszenzmarkierung 

letzterer mit rot-fluoreszierenden Farbstoffen stichhaltiger nachgewiesen werden[16,111]. Mit 

fluoreszenzmarkierten Katalysatoren kann deren Anwesenheit über das entsprechende 

Emissionssignal genauer bestimmt und bewiesen werden. Ein Beispiel wäre der Rot-

fluoreszierende BODIPY-markierte Ligand aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Goldsmith[13].  

Die Aufklärung der Wechselwirkungen von Pd0 mit dem Sensor während der Tsuji-Trost 

Deallylsierung stellt letztlich einen konzeptionellen Beweis für die Durchführbarkeit von SM-

Untersuchungen an homogenen Katalysatoren mit dualer Detektion dar. In Zukunft wäre es 

wichtig, kritischere Fragestellungen in der homogenen Katalyse zu adressieren: Wie homogen 

ist die Reaktivität unterschiedlicher Katalysatorzentren[174], oder eines einzelnen Zentrums über 

die Zeit[216]? Welchen Einfluss haben hier unterschiedliche Koordinationssphären[30] oder 

Oxidationszustände[175] des Zentralatoms? Was verursacht die genaue kinetische Diskrepanz 

während stereoselektiver Katalyse? Sind die Wechselwirkungen zwischen Liganden und 

Reaktanden die einzigen Einflussfaktoren oder kommen noch weitere Gleichgewichte[230] 

hinzu, welche die Lage der Ausbeuten beeinflussen? Eventuell könnte auch aufgeklärt werden, 

ob die Katalysatoren immer die gleiche Enantioselektivität ausüben, oder aus welchen Gründen 

die Stereoinformation verloren gehen kann[248]. Schließlich ist eine racemisch selektive 

Reaktion ein Musterbeispiel, warum die SMC für die homogene Katalyse interessant ist: Es 

erfolgt eine identische Reaktion zu zwei nahezu identischen Produkten, nur unterschieden durch 

ein Stereozentrum. Mit dem Einsatz von markierten stereoselektiven Liganden bzw. 

Katalysatoren und entsprechenden Sensoren könnte die SMC in den nächsten Jahrzehnten zu 

diesen Fragen möglicherweise weitere Antworten bieten. 
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Annex 

 

5. Weitere Studienkonzepte 

5.1 Eigene Studien zu Protonentransfer 

 

Ein grundlegender Prozess in der Chemie und Biologie ist der Protonentransfer[249]. Er stellt 

einen Teilprozess in vielen Reaktionsmechanismen[15,250,251] dar. Aus diesem Grund sind 

Kinetiken von komplexen Reaktionen oftmals abhängig vom pH-Wert des umgebenden 

Mediums und werden so in der Biologie auch reguliert[252].  

Durch Studien der Solvatochromie und der zeitlichen spektralen Entwicklung von Photosäuren 

wurden einige Erkenntnisse über den Mechanismus des Protonentransfers, vor allem in Wasser 

gewonnen. Eine wichtige Beschreibung liefert hier das erweiterte[253] Eigen-Weller-

Modell[79,254] (Abb. I). Dieses beschreibt die Diffusion des Protons ausgehend von der Säure 

mit den wichtigsten transienten Spezies. Das Modell geht vom solvatisierten 

Photosäuremolekül aus, welches über Wasserstoffbrücken gebunden ist (ROH). Intermediäre 

 

Abbildung I: a) Schema des Eigen-Weller Mechanismus für die Solvatation eines Protons 

ausgehend von der Säure, gestrichelter Kreis gibt die Reichweite des Coulombpotentials 

wieder; b) Angewandtes Energieschema und elektronische Übergänge der Photosäure 

und Spezies aus dem Eigen-Weller Mechanismus.  
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Spezies sind das Wasserstoffbrücken-gebundene Ionenpaar (hydrogen bonded ion pair – HBIP 

/ encounter complex) und das durch wenige Lösungsmittelmoleküle getrennte Ionenpaar 

(solvent separated ion pair – SSIP). Zuletzt wird das nicht mehr in Wechselwirkung stehenden 

freien Ionenpaar (free ion pair – FIP) erhalten. Diese Spezies stehen alle im Gleichgewicht 

zueinander. Auch für den ESPT selbst ist ein Gleichgewicht mit einer geminanten 

Reprotonierung postuliert[255]. Auch in organischen Lösungsmitteln, hier in Ethanol[256], wurde 

dieses Modell validiert. Abhängig von der Säurestärke des Probenmoleküls bzw. der Kinetik 

des ESPT treten die Intermediären Spezies in verschiedenem Maße auf[257]. Außerdem wurden 

die Bildungs- und Zerfallskinetiken des geminanten Ionenpaars in Lösung aufgedeckt und 

damit die reversible Natur des Eigen-Weller-Mechanismus bewiesen[258]. Für Säure-Base-Paare 

gibt es in Konsequenz dieses Modells in Wasser die Möglichkeit der direkten 

Protonenübertragung mit anschließender Solvatation oder eines Protonenfluss über eine 

Solvensbrücke[259–261]. 

Die Diffusion von Protonen ist stark von der chemischen Umgebung abhängig[262]. Sinkt die 

Polarität des Lösungsmittels mit dem Wechsel zu organischen Solvens, wird die Diffusion des 

Protons gebremst bzw. bei schwachen Photosäuren der ESPT ganz unterbunden[74,147,263]. So 

lassen sich durch Titration mit Wasser[258] oder anderen Komplexbildnern[264] in nicht 

protischen polaren Lösungsmitteln die transienten Spezies relativ leicht aufdecken. Bei 

Betrachtung der Formen der Anregungs- und Emissionsspektren von Photosäuren in diesen 

Arbeiten liegt die Vermutung nahe, dass diese sehr stark von der Reichweite der 

Protonendiffusion abhängen.  

In diesem Kontext wurde ein Konzept zu Einzelmolekülstudien an immobilisierten Photosäuren 

erstellt. Individuelle SM-Emissionspektren[18] bieten möglicherweise Rückschlüsse zu dem 

Solvatationszustand des Moleküls. Die Intensitätsverhältnisse der Fluoreszenzbanden sind 

abhängig von der Effizienz des ESPT bzw. der Diffusion des freigewordenen Protons. Durch 

Erstarren der Solvensmatrizes könnte so ein Abbild der stationären Verteilung der Solvatation 

erhalten werden. Die Eignung als Matrix ist hierbei hauptsächlich abhängig von deren Potential  

 

Schema I: In dieser Arbeit genutzte Photosäuren [1 3 3,2 6 5] .  
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als Protonenakzeptoren mit dem sog. β-Wert[266] und deren Polarität[253,267]. Solche Matrizes 

könnten beispielsweise durch gefrorenes Dimethylsulfoxid (DMSO) (β = 0,76) oder alkylierte 

Phosphinoxide (β ~ 1,05) realisiert werden. 

Um Möglichkeiten für solche Studien zu überprüfen wurden mit den von Finkler et.al. und 

Clasen et.al. entwickelten Photosäuren[133,265] (Schema I) Experimente zur Komplexierung mit 

Protonenakzeptoren in organischen Lösungsmitteln und darauf folgend 

Einzelmolekülexperimente in fester Matrix durchgeführt. 

Zunächst wurde untersucht, ob die postulierten Komplexe zwischen Base und Photosäure[264] 

in Lösung detektiert werden können. Durch Auswahl eines geeigneten Lösungsmittels sollte 

eine Protonendiffusion nach ESPT zum Protonenakzeptor unterdrückt werden. Dies sollte in 

polar aprotischen Lösungsmitteln erreicht werden. Komplexierungen der Photoäure 1a wurden 

durch Titrationen mit DMSO, TBPO und Triethylamin (TEA) getestet. Verbindung 1a wurde 

in den aprotisch polaren Lösungsmitteln Aceton und Dichlormethan (DCM) gelöst und 

anschließend die jeweilige Base unter Beobachtung der Absorptions-, Fluoreszenzanregungs- 

und Emissionsspektren zugegeben. Es wurden mit TEA in DCM verschiedene emissive Spezies 

detektiert (Abb. II). Eine denkbare Erklärung dieser Spezies sind Aminocluster[268] unbekannter 

Stöchiometrie, welche nach diesen Spektren hauptsächlich im Grundzustand ein 

Deprotonierungsgleichgewicht eingehen. Ein entscheidendes Merkmal ist jedoch das 

Gleichgewicht klarer Absorptions- bzw. Emissionsbanden. Die einzelnen Banden könnten für 

die Stationen der Protonendiffusion stehen, zunächst von der Säure zur komplexierenden Base 

über eine Wasserstoffbrückenbindung und anschließend aus dem Wirkungsbereich der 

Photosäure hinaus zur freien Diffusion. 

Um hier weitere Erkenntnisse zur Stöchiometrie zu erhalten, wäre eine Analyse per Job-plot  

 

Abbildung II: Titration der Photosäure 1a in DCM mit TEA, verfolgt mittels a) normierter 

Absorptionsspektren und b) normierter Emissionspektren bei Anregungswellenlänge 

λAnr = 390 nm. 
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Abbildung III: Titration der Photosäure 1a in DCM mit DMSO, verfolgt mittels a) 

normierter Absorptionsspektren und b) normierter Emissionspektren bei 

Anregungswellenlänge λAnr = 390 nm; und TBPO mit c)  normierten Absorptionsspektren 

und d) normierten Emissionspektren bei Anregungswellenlänge λAnr = 390 nm. 

oder anderer Methoden zur Komplexanalyse[269] denkbar. Mit Zugabe von DMSO und TBPO 

in DCM konnten jeweils eine leichte bathochrome Verschiebung der Anregungs- und 

Emissionswellenlängen verzeichnet werden (Abb. III). Durch die Zugabe von TBPO konnte 

die prägnanteste Stokes-Verschiebung von ΔλStokes = 38 nm erhalten werden. Diese Indizien 

sprechen für eine Solvatisierung bzw. eventuelle Komplexierung des Farbstoffs mit den 

zugegebenen Protonenakzeptoren. Ein Protonentransfer nach optischer Anregung scheint in 

diesen Systemen jedoch nicht oder nur in geringem Ausmaß stattzufinden. Damit die 

Wahrscheinlichkeit für einen ESPT steigt, wurde die stärkere Photosäure 1c mit TBPO titriert. 

Diese Verbindung zeigt gegenüber dem pKs
* (1a) = -1,0 einen pKs

* (1c) = -2,7 [133]. Als 

Lösungsmittel wurden Nitromethan und DCM mit moderaten Polaritäten gewählt. Die 

Emissionsspektren zeigen generell eine bathochrome Verschiebung nach Zugabe der Base. 

Dies deutet auf eine Komplexierung der Photosäure durch die Base. Bei großem Überschuss 

des Protonenakzeptors wird die Absorptionsbande der freien Base sichtbar. In Nitromethan 

wird eine neue Bande bei λEm = 536 nm sichtbar mit einer Stokes-Verschiebung von  
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Abbildung IV: Titration der Photosäure 1c  in Nitromethan mit TBPO, verfolgt mittels a) 

normierter Absorptionsspektren und b) normierter Emissionspektren bei 

Anregungswellenlänge λAnr = 390 nm; in DCM mit TBPO, verfolgt mittels c) normierter 

Absorptionsspektren und d) normierter Emissionspektren bei Anregungswellenlänge 

λAnr = 390 nm. 

ΔλStokes = 94 nm (Abb. IV). Die Emission der freien Base zeigt sich bei λEm = 575 nm. Die 

starke Stokes-Verschiebung könnte dabei auf einen ESPT zur Base hinweisen, wobei die 

Emission von dem HBIP stammen könnte. Eine weitere Diffusion des Protons wäre durch das 

Lösungsmittel inhibiert. In DCM wird eine ähnliche Entwicklung beobachtet (Abb. IV c, d). 

Das Emissionspektrum der Photosäure in Anwesenheit der Base zeigt jedoch kein klares 

Maximum, sondern eine sehr breite Bande. Aus dieser können zwei Maxima bei etwa 

λEm = 500 nm und λEm = 526 nm abgeschätzt werden. In DCM würde das Ionenpaar durch die 

etwas geringere Polarität weniger effizient stabilisiert. Als Resultat würden sich die 

Fluoreszenzemissionen von dem gebundenen Komplex und HBIP überlagern. Zur 

Sicherstellung dieser Hypothesen müsste zunächst die Stöchiometrie der postulierten 

Komplexe untersucht werden. Ebenso könnten zeitaufgelöste Spektren eine Entwicklung vom 
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Wasserstoffbrücken-gebundenen Komplex zum HBIP aufzeigen. Diese Experimente bieten 

einen Hinweis, dass bei inhibierter Protonendiffusion das Gleichgewicht zwischen angeregter 

Säure und gebundenem Ionenpaar aufgezeichnet werden kann. 

Um das Konzept von SM-Experimenten in der Base als Matrix zu prüfen wurden die 

Photosäuren 1a, 1c und 1d in Tributylphosphinoxid (TBPO) sowie in Dibutylsulfoxid (DBSO) 

eingebettet und ihre Emissionsspektren im Ensemble verfolgt. Diese Substanzen wurden 

aufgrund der o.g. β-Werte und mit Schmelzpunkten von ~ 32 °C (DBSO) und ~ 79 °C (TBPO) 

über Raumtemperatur ausgewählt. Die Proben wurden mit Trifluoressigsäure (TFA) 

angesäuert, da die Protonenakzeptoren die Photosäuren bereits im Grundzustand deprotonieren. 

Durch Streuung des Anregungs- und Emissionslichtes in dem Feststoff werden die Spektren 

verzerrt. Trotzdem lassen sich mit dem Farbstoff 1a in TBPO (Abb. V) drei überlagerte 

Emissionsbanden bei ca. λEm = 476 nm, λEm = 525 nm und λEm = 565 nm erkennen. Das  

 

Abbildung V: a) Anregungs- und Emissionspektrum der Photosäure 1a  in angesäuertem 

TBPO; temperaturabhängige b) Anregungs- (λDet = 600 nm) und c) Emissionsspektren 

(λAnr = 400 nm) der Photosäure 1d in angesäuertem TBPO; d) Auftragung des 

logarithmierten Verhältnisses der Fluoreszenzintensitäten gegen die inverse 

Temperatur.  
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Abbildung VI: 3-dimensionale Emissionsspektren der Photosäuren a) 1a (pKs* = -1.0); b) 

1c  (pKs* = -2.7) und c) 1d (pKs* = -3.9) in mit TFA angesäuertem TBPO und d) 1a e) 1c  

und f) 1d in mit TFA angesäuertem DBSO.  

Anregungsspektrum zeigt hauptsächlich die protonierte Spezies bei λAnr = 436 nm. Mit dem 

Farbstoff 1d in TBPO konnte ein ähnlicher Effekt beobachtet werden. Eine stark überlagerte 

Emission mit scheinbar ebenfalls drei Emissionsbanden bei etwa λEm = 480 nm, λEm = 545 nm 

und λEm = 580 nm wurde hier aufgenommen. 3-dimensionale Fluoreszenzspektren der 

Farbstoffe 1a, 1c und 1d in angesäuertem Dibutylsulfoxid (DBSO) (Abb. VI) zeigen einen 
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ähnlichen Verlauf wie die o.g. Beispiele. Hier korreliert das Verhältnis von Basenfluoreszenz 

zu den restlichen Emissionsbanden ebenfalls mit der Säurestärke[133] der Photosäure. 

Die einzelnen Banden dieser Emissionssignale können hier wahrscheinlich auch verschiedenen 

transienten Spezies des Eigen-Weller Mechanismus zugeordnet werden. Eine 

temperaturabhängige Beobachtung der Fluoreszenz zeigt einen Anstieg des Verhältnisses des 

Maximums der freien Base zu den etwaigen intermediären Spezies. Diesem Verhältnis sollte 

die Diffusion des Protons ausgehend von einem HBIP oder ähnlichen Komplexes zugrunde 

liegen[270]. Falls dies zutrifft, könnte in Anlehnung an Gleichung I das Gleichgewicht und damit 

indirekt die Reichweite der Protonendiffusion von den Intensitäten der zugehörigen Banden 

abgeleitet werden. 𝐾 = 𝑘𝐷𝑖𝑓𝑓∗𝑘𝑟𝑒𝐷𝑖𝑓𝑓∗ ≈ 𝐼𝐹(𝜆 = 581𝑛𝑚)𝐼𝐹(𝜆 = 543𝑛𝑚) (I) 

ESPT und Diffusion des Protons verlaufen dabei schneller als die Fluoreszenzlebensdauer[74]. 

So repräsentiert das erhaltene Spektrum eine Superposition der zeitabhängigen Konzentration 

der einzelnen fluoreszenten Spezies des Eigen-Weller Mechanismus[257]. Von diesem Ansatz 

könnte es möglich sein die Diffusionsbarriere 𝐸[271] für die Entfernung des Protons von der 

Photosäure über den temperaturabhängigen Diffusionskoeffizienten im Festkörper 𝐷(𝑇) 

abzuschätzen. 

Als nächster Schritt wurden erste Einblicke gewonnen, wie sich einzelne Photosäure-Moleküle 

in einer Protonen-akzeptierenden Matrix verhalten. Es sollte nachverfolgt werden, ob sich die 

Emissionsmuster des Ensembles in den Molekülen direkt widerspiegeln oder ob sich auf der 

mikroskopischen Größenordnung Abweichungen feststellen lassen. Zu diesem Zweck wurde 

die Photosäure 2a auf Quarzglas immobilisiert, mit TBPO bze. DBSO bedeckt und ihre 

Fluoreszenz aufgezeichnet. Mittels TIRFM mit Anregung durch λAnr = 445 nm wurde die 

Oberfläche in 2 Detektionskanälen, „blau“ (λDet = 472 – 542 nm) und „orange“ 

(λDet = 542 – 600 nm) abgebildet (Abb. 12 a, b). Anschließend konnten vor allem in TBPO SM-

Trajektorien nach den o.g. Kriterien erhalten werden. Bei Betrachten der Trajektorien können 

bereits unterschiedliche Verhältnisse der Emissionsintensitäten über einen längeren Zeitraum 

beobachtet werden. Erschwerend für eine Analyse ist, dass die Trajektorien von 2a ein hohes 

Rauschen aufweisen. Außerdem muss erwähnt werden, dass zunächst auch in Blindproben 

ähnliche Trajektorien verzeichnet wurden. Um das Emissionsverhalten der Moleküle (Abb. VII 

c) zu klassifizieren, wurde eine automatisierte Auswertungsroutine angewendet. Es wurde 

zunächst die gesamten detektierten Intensitäten einzelner Moleküle in den zugehörigen 

Detektionskanälen durch Integration der Trajektorien erfasst. Aus diesen Werten wurde der 
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relative Anteil der „blauen“ Emission von der gesamten Intensität berechnet (s. Annex S. XX). 

Zuletzt wurden die erhaltenen Verhältnisse von 190 Molekülen in ein Histogramm eingetragen. 

In diesem Histogramm ist eine breite Verteilung der Intensitätsverhältnisse zu sehen. Das 

Zentrum der Verhältnisse liegt etwa bei etwa 0,55 wobei aus dem Ensemblespektrum von dem 

strukturell ähnlichen 1a ein Wert von 0,7 zu erwarten wäre. Diese Abweichung könnte durch 

die Immobilisierung und auch den erwähnten fluoreszenten Verunreinigungen hervorgerufen 

werden. 

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse auf eine mögliche Untersuchung der intermediären 

Spezies der Protonendiffusion und deren Gleichgewichte nach optischer Anregung dar. Die 

Bildung statischer Fluoreszenzbanden und die Nichtexistenz eines kontinuierlichen Übergangs  

 

Abbildung VII: a) Emissionsspektrum von 1a in TBPO mit hinterlegten Detektionskanälen, 

„blau“ (λDet = 472 – 542 nm) und „orange“  (λDet = 542 – 600 nm); b) (1) Durchlichtauf-

nahme der auf Quarzglas aufgedampften TBPO -Matrix; TIRFM Aufnahme derselben 

Oberfläche mit immobilisiertem Farbstoff 2a mittels (2) „blauem“ und (3) „orangen“ 

Detektionskanal (mittlere Intensität auf 2  s); c) extrahierte SM-Trajektorien;  

d) Histogramm der erhaltenen integrierten Intensitätsverhältnisse, relativ zu 190 

Messwerten. 
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deutet auf eine messbare Grenze zwischen HBIP und freiem Ionenpaar bei kontrollierter 

Diffusion nach dem ESPT. Auf der einen Seite können Säure-Base-Komplexe in Lösung ein 

Modell-System für die direkte Protonenübertragung über eine Wasserstoffbrückenbindung 

darstellen[272]. Auf der anderen Seite sollte es möglich sein, die Protonendiffusion im Festkörper 

zu untersuchen. Mittels Fluoreszenzmikroskopie kann die Protonendiffusion ausgehend von 

einzelnen Molekülen analysiert werden. Dabei könnten durch Auswertung der Gleichgewichte 

im Grundzustand Rückschlüsse auf lokale pH-Werte[273] gewonnen werden. Außerdem gibt das 

Emissionsverhalten der Farbstoffe den Einfluss der molekularen Umgebung bzw. der 

Solvatationszustände wieder. Um hier tiefere Erkenntnisse zu erlangen ist es jedoch sinnvoll, 

die Emissionsspektren der einzelnen Moleküle[18] aufzuzeichnen. Dazu sind jedoch speziellere 

Messaufbauten[242,274] notwendig, sodass dieser Ansatz in dieser Arbeit nicht weiter verfolgt 

wurde. Für ein höheres Signal zu Rauschen könnte dann Farbstoff 2b angewendet werden. 
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5.2 Eigene Studien zu Enzymkinetiken 

 

Die Aktivität der alkalischen Phosphatase stellt einen wichtigen Parameter in einigen 

menschlichen Krankheiten dar[92,94]. Bei Leberfunktionstörungen, Knochenkrankheiten, 

Diabetes, hepatischen Krankheiten und verschiedenen Krebsvarianten werden beispielsweise 

abweichende Level der Phosphataseaktivität verzeichnet. Daher wurden bereits etwaige 

fluoreszente Sensoren für dieses Enzym zu diagnostischen Zwecke entwickelt[92,94,275–277].  

Für Studien der Enzymaktivität in vitro oder in vivo ist die Anwendung von auf Phosphaten 

basierenden Sensoren herausfordernd. Der Grund dafür ist die zumindest einfach negative 

Ladung der Phosphate bei physiologischen pH, welche die Einführung der Substrate in die zu 

untersuchenden Zellen erschwert. Eine Abhilfe soll hier die Veresterung der 

Phosphorsäuregruppen mit apolaren Resten bieten. Hier hat sich die Veresterung mit Acetoxy-

methyl-gruppen[278,279] etabliert, um die Permeabilität der Substrate zu erhöhen. Die Strategie 

hierbei ist, einen möglichen Umsatz des Phosphorsäuretriesters 4 zum Phosphorsäure-

monoester 3 nach Einführung in die Zelle zu beobachten. Der Phosphoester in Verbindung 3 

wird durch azide oder alkalische Phosphatase gespalten, wobei die Photosäure 1a freigesetzt 

wird (Abb. VIII a). Als Resultat daraus soll aus der Ratio der Emissionen von Verbindungen 3 

und 1a, bei 466 und 547 nm auf die Phosphataseaktivität zurückgeschlossen werden. Mit 

diesem Ansatz wurde ausgehend von der Verbindung 3 der Phosphotriester 4 hergestellt 

(Schema II). Die optischen Eigenschaften der Verbindungen wurden bestimmt und sind in 

Tabelle I dargestellt. Bei der fluoreszenzspektrometrischen Charakterisierung des Substrats 4 

fielen eine geringe Fluoreszenzquantenausbeute von 2 % auf. Bei Vergleichsexperimenten mit 

Verbindung 3 wurde eine starke Abnahme in der Quantenausbeute von 80 % bei pH 8 auf 9 %  

 

Schema II:  Substrate für Phosphataseaktivität, welche in dies er Arbeit entwickelt 

wurden. 
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Tabelle I: Optische Eigenschaften der synthetisierten Substrate *u ngepufferte wässrige 

Lösung **wässrig pH 8 ***in Ethanol  

Substanz λAbs/Anr / nm λEm / nm ελmax / 104 M-1 cm-1 τfl / ns φfl 

3 411** 466** 2,0 ± 0,2 3,16* 0,80** 

4 375*** 450** - - 0,02** 

bei pH 2 entdeckt, sowie eine hypsochrome Verschiebung der Spektren um 7 nm in der 

Absorption und 18 nm in der Emissionswellenlänge. Somit scheint sich die negative Ladung 

am Phosphatrest sehr stark auf die Fluoreszenzeigenschaften der Verbindungen auszuwirken.  

Bei ersten Versuchen zur Eignung als Enzymsubstrat wurde Verbindung 4 mit alkalischer 

Phosphatase zusammengegeben. Nach Zugabe des Enzyms wurde eine Zunahme der 

Fluoreszenz bei 547 nm beobachtet (Abb. VIII). In Kontrollexperimenten in reinem Puffer 

wurde eine langsame Hydrolyse des Phosphoresters 4 zu finalem Produkt 1a beobachtet. 

Schließlich wurde getestet, ob eine spezifische Spaltung der Acetylester von Verbindung 4 zu 

3, dem aktiven Enzymsubstrat, im Ensemble nachvollzogen werden kann. In Experimenten mit 

boviner Esterase und Carboanhydrase konnte jedoch keine Bildung des Substrats 3 verzeichnet 

werden (Daten nicht gezeigt). So zeigt sich, dass das Substrat 4 zumindest als fluorogenes 

Substrat in Zell-experimenten eingesetzt werden könnte. Es ist jedoch auch wahrscheinlich, 

dass der entscheidende Faktor zur Bildung von 3 aus 4 in der Zelle in den durchgeführten 

Ensembleexperimenten nicht identifiziert worden ist. 

 

Abbildung VIII: Absorptionsspektren bei Umsatz des Substrats 4  mit alkalischer 

Phosphatase (pH 8, [4] ~ 2 µM); b) zugehörige Fluoreszenzemissionsspektren des 

Produkts 1a (λAnr = 480 nm). 
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Ein hauptsächliches Problem zur Anwendung von 4 in Zellexperimenten stellt jedoch die 

geringe Löslichkeit in Wasser dar. Die Photosäure 1b (Schema 2) zeigt eine erhöhte 

Wasserlöslichkeit gegenüber 1a. Daher werden nachfolgende Versuche zur Enzymkinetik und 

zur Anwendung entsprechender Phosphorsäure-Derivate ausgehend von der Photosäure 1b an 

Zellen weitergeführt[280]. 

Anschließend wurde die Kinetik des Phosphoesterabbaus durch die alkalische Phosphatase 

nach Michaelis-Menten[200,281,282] untersucht (Abb. IX b, c). Aus diesen Untersuchungen 

resultierten Michaelis-Menten-Parameter von Km = 2,7 (± 1,1) µM und  

Vmax = 1,71 (± 0,2) 10-3 µM/l s im Fall des Triamids[283]. Aus der maximalen Umsatzrate 

konnte sodann auch die Wechselzahl der Enzyme von kkat = 15 (± 0,7) s-1 bei einer 

Enzymkonzentration von ET = 1,14 10-10 mol/l bestimmt werden.  

 

Abbildung IX: a) Fluoreszenzspektren bei Umsatz des Substrats 3  durch acide 

Phosphatase (pH 5, λAnr  = 400 nm) b) Zeitlicher abbau des Substrats 3  durch alkalische 

Phosphatase (pH 8, [3] = 1,2 µM, λAnr = 400 nm) mit aus Extraktion der 

Reaktionsgeschwindigkeit aus dem linearen Bereich zu Beginn der Reaktion;  

b) Michaelis-Menten-plot für die alkalische Phosphatase.  
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In der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Gorris[158] wurde versucht, die Produktbildung durch Umsatz 

der Verbindung 3 an einzelnen Phosphataseenzymen in einem fluorogenen Experiment zu 

beobachten. Es zeigte sich jedoch, dass die Reaktivität hier scheinbar nicht ausreichte. 

Außerdem war der Hintergrund durch Fluoreszenzemission des Phosphats an dieser Stelle 

hinderlich für die Detektion des gebildeten Produkts. So konnte in diesen Experimenten keine 

Produktbildung durch einzelne Enzyme aufgezeichnet werden.  

Eine weitere Möglichkeit SM-Enzymmessungen durchzuführen, wäre die Substratbindung und 

-Umsatz am Katalysatorzentrum aufzunehmen. Aus den Resultaten der Kinetikexperimente 

ergeben sich Verweilzeiten der Substratmoleküle am Enzym von maximal 70 ms. In dieser 

Arbeit getätigte Einzelmoleküluntersuchungen auf TIRF-Basis zeigten ein Signal zu Rauschen 

Verhältnisse von ~2,5[241] bei einer Zeitauflösung von 100 ms. Mit solch niedrigen Signalen ist 

es höchstwahrscheinlich nicht möglich Bindungsereignisse aus dem Rauschen herauszufiltern. 

Außerdem müsste zur Minimierung des Hintergrundsignals mit sehr niedrigen 

Substanzkonzentrationen gearbeitet werden. Aus diesen Gründen wurde die Untersuchung 

dieser enzymatischen Reaktion per TIRF-Mikroskopie hier nicht verfolgt.   
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Weitere experimentelle Daten 

 

Allgemeines 

 

Chemikalien 

Sämtliche Feinchemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich, Fisher-Scientific/Acros 

Organics und VWR bezogen und ohne weitere Aufreinigung eingesetzt. Die verwendeten 

Lösungsmittel wurden, falls nötig, nach den im Labor üblichen Methoden getrocknet. Als 

Schutzgas wurde Stickstoff verwendet. Zur säulenchromatographischen Aufreinigung mittels 

Flash-Chromatographie wurde Fluka Kieselgel 60 eingesetzt. C18-RP-Kieselgel wurde von 

Macherey-Nagel bezogen. 

 

 

NMR Spektroskopie 

1H, 31P und 13C HH-CCOSY, CH-COSY und HMBC-NMR Spektren wurden mit einem Bruker 

Avance 2 Spektrometer (400, 162 oder 100 MHz) oder mittels eines 

Kernresonanzspektrometers AV 500 der Firma Bruker (500, 203 oder 120 MHz) von Dr. Josef 

Zapp (im Arbeitskreis von Prof. Dr. Alexandra K. Kiemer) aufgenommen. Experimente wurden 

bei Raumtemperatur und mit Referenz zu Lösungsmittelstandards bzw. Phosphorsäurestandard 

durchgeführt. Als Lösemittel dienten D2O-d2, Methanol-d4 oder CDCl3. Die Auswertung der 

Spektren erfolgte mittels ACDLABS 12.0. Chemische Verschiebungen sind als δ-Werte in ppm 

wiedergegeben. Multiplizitäten sind abgekürzt wie folgt: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, 

q = Quartett und m = Multiplett. 

 

Massenspektrometrie 

Massenspektren wurden an einem 5500 QTRAP (AB Sciex GmbH) Spektrometer mit ESI von 

Dr. Klaus Hollemeyer (im Arbeitskreis von Prof. Dr. Dietrich A. Volmer) in negativem Modus 

aufgenommen. Außerdem wurden ESI-Infusion MS-MS Massenspektren von Elizabeth 

Crawford (im Arbeitskreis von Prof. Dr. Dietrich A. Volmer) aufgenommen. 
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Synthese der verwendeten Substrate 

 

Photosäuren 8-hydroxypyren-N,N,N′,N′,N″,N″-hexamethyl-1,3,6-trisulfon-amid (HPTA) (1a), 

8-hydroxypyren-N,N′,N″-trimethoxy -N,N′,N″-trimethyl-1,3,6-trisulfon-amid (1b), tris(2,2,2-

trifluorethyl) 8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonat (1c) und tris(1,1,1,3,3,3-hexafluorisopropan-2-

yl) 8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonat (1d) wurden nach bekannter Vorschrift synthetisiert[133]. 

 

Photosäuren zur Immobilisierung, 8-hydroxy-N1,N1,N3,N6,N6-pentamethyl-N3-(3-

(trimethoxysilyl)propyl)pyrene-1,3,6-trisulfonamide (2a) und Bis(2,2,2-trifluoroethyl)3-

hydroxy-8-(N-methyl-N-(3-(trimethoxysilyl)propyl)sulfamoyl)-pyren-1,6-disulfonat (2b) 

wurden nach Vorschrift von [241] synthetisiert. 

 

Schema III: Syntheseroute der Enzymsubstrate aus Referenzen [ 10 1, 2 7 8 ].  

Enzymsubstrat 3,6,8-tri(N,N-dimethylsulfamoyl)pyren-1-yl-dihydrogenphosphat (3) 

wurde in Anlehnung an die Synthese des multiemissiven Substrates aus [101] hergestellt. 140 μl 

(1533,94 mmol) Phosphoroxychlorid wurden in einem 100 ml Rundkolben in 40 ml 

Dichlormethan gelöst und auf 0°C gekühlt. Anschließend wurde eine Mischung, bestehend aus 

57,0 mg (105,63 μmol) HPTA (1a), 40 μl Triethylamin (TEA) und 20 ml Dichlormethan auf 

0°C gekühlt und langsam zu der Lösung des Phosphoroxychlorid zugegeben. Die gelbliche 

Reaktionsmischung wurde 22 h gerührt und langsam auf Raumtemperatur erwärmt. Nun 

wurden langsam 3 ml Wasser zugegeben und die Lösung für weitere 10 min gerührt. 

Die Phasen wurden getrennt und die organische Phase wurde dreimal mit eisgekühltem Wasser 

und einmal mit eisgekühlter gesättigter Natriumchlorid-Lösung gewaschen und über 

Natriumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und der 

Rückstand in 10 ml 2%-iger Natriumhydrogencarbonat-Lösung aufgelöst. Die Hydrolyse 

wurde über C18-Umkehrphasen-Dünnschichtchromatographie verfolgt und war nach 3 h 
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vollständig. Das Natriumhydrogencarbonat wurde mit 2,3 ml 1 M Salzsäure neutralisiert. Die 

Lösung wurde sodann dreimal mit Ethylacetat extrahiert und das Volumen der wässrigen Phase 

im Hochvakuum auf wenige (~2-4) ml verringert. Der Rückstand wurde 

säulenchromatographisch (RP-Kieselgel, MeOH/H2O = 1:1) aufgereinigt. Das Produkt wurde 

im Unterdruck auf wenige (~2-4) ml hochkonzentriert. Zuletzt wurden 50 ml einer Mischung 

aus Aceton und Essigsäureethylester (1:1) zugegeben und die Mischung im 

Rotationsverdampfer bis zur Fällung des Produkts eingedampft. Es wurden 37,17 mg (59,99 

μmol, 57 %) als beiges Pulver erhalten. 
1H NMR (500 MHz, MeOD:D2O) δ (ppm) = 7,79 (d, 3J = 10,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,63 (d, 3J = 10,0 

Hz, 1H, Ar-H), 7,50 (d, 3J = 10,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,56 (s, 1H, Ar-H), 7,52 (s, 1H, Ar-H), 7,52 

(d, 3J = 10,0 Hz, 1H, Ar-H), 1,46 (s, 6H, 2CH3), 1,38 (s, 12H, 4CH3). 

13C NMR (120 MHz, MeOD:D2O) δ (ppm) = 153,58, 134,81, 134,42, 133,08, 131,06, 129,88, 

129,38, 128,96, 128,84, 127,38, 126,63 (2C), 125,85, 125,11, 123,35, 122,38, 120,90, 38,46 

(2C), 38,06 (4C). 

31P NMR (203 MHz, MeOD:D2O) δ (ppm) = 1,39 (s, 1P) 

MS (ESI-MS-MS): m/z calc. for C22H26N3O10PS3: 618,05 [M - H]-, found: 617,9; calc.: 538,08 

[M – H2PO3]-, found: 537,9; calc.: 430,07 [M – H2PO3 – C2H6NO2S]-, found: 429,9; calc.: 

322,05 [M – H2PO3 – 2C2H6NO2S]-, found: 321,9. 

 

Enzymsubstrat 3,6,8-tri(N,N-dimethylsulfamoyl)pyren-1-yl-phosphat-di-

(acetoxymethyl)ester (4) wurde synthetisiert in Anlehnung an bekannte Vorschrift[278]. 

45 mg (72,6 µmol) HPTA-Phosphat 3 wurden in einem 50 ml Eppendorf Tube in ca. 20 ml 

destilliertem Wasser vollständig zur Lösung gebracht. Zu dieser Lösung wurden etwa die 

gleiche Menges einer gesättigten Silberacetat-lösung gegeben. Der Niederschlag wurde 10 min 

zentrifugiert und die Lösung dekantiert. Der beige Niederschlag wurde mit wenigen ml Wasser 

gewaschen und nochmals zentrifugiert. Der erhaltene Feststoff wurde im Hochvakuum 

getrocknet. Es wurden 21 mg (25,2 µmol, 35 %) Silber-HPTA-Phosphat erhalten. 

 

21 mg (25,2 µmol) Silber-HPTA-Phosphat wurden in einem ausgeheizten Schlenkkolben unter 

Stickstoff in 1 ml trockenem Acetonitril aufgeschwemmt und 20 µl (100 µmol, 4 Äq) 

Acetoxymethylbromid unter Stickstoffgegenstrom hinzugegeben. Das Lösungsmittel wurde 

nach 4 Stunden im Unterdruck entfernt und der Rückstand in Dichlormethan aufgenommen und 

abfiltriert. Anschließend wurde das Lösungsmittel im Unterdruck entfernt. Es blieben 12 mg 

(15,7 µmol, 62 %) an gelblichem Feststoff zurück. Eine weitere Aufreinigung war wegen der 
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geringen Stabilität der Substanz bisher nicht möglich. Die Aufnahme von NMR-Spektren war 

aus gleichem Grund ebenfalls erschwert. 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 9,43 (d, 3J = 10,0 Hz, 1H, Ar-H), 9,38 (d, 3J = 10,0 Hz, 

1H, Ar-H), 9,30 (d, 3J = 10,0 Hz, 1H, Ar-H), 9,23 (s, 1H, Ar-H), 8,76 (d, 3J = 10,0 Hz, 1H, Ar-

H), 8,75 (s, 1H, Ar-H), 5,82 (dAB, JAB = 5,0 Hz, JPH = 14,0 Hz, 4H, -CH2-), 2,95 (s, 12H, 

4CH3), 2,94 (s, 6H, 2CH3), 2,09 (s, 6H, 2CH3). 

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 169,01 (-COO-), 145 – 120 (16C, Ar-C, keine 

eindeutige Zuordnung aufgrund niedrigen S/N möglich), 83,09 (O-CH2-O) 37,61 (6C, CH3), 

20,48 (2C, CH3). 

 

UV/Vis- und Fluoreszenzspektroskopie  

Absorptionsspektren wurden mit einem kommerziellen Spektrophotometer (Jasco, V-650) und 

Fluoreszenzemissions- und -anregungsspektren mit einem kommerziellen Spektrofluorometer 

(Jasco, FP-6500) in micromolaren Konzentrationen aufgenommen. Die Auflösung der Spektren 

beträgt 1nm. 

 

Durchführung: Ensemblemessung der Photosäuren in Matrix 

Ein 10 ml Rundkolben wurde mit 1 g der Matrixkomponente unter Stickstoff vorgelegt. Die 

Substanz wurde im Wasserbad geschmolzen und anschließend der Farbstoff darin gelöst um 

µM Konzentrationen zu erhalten. Es wurden 5 (1a, 1c) bzw. 10 µl (1d) TFA hinzugegeben. 

Anschließend wurde die Substanz in eine Feststoffküvette gegeben, verschlossen und nach 

erkalten Fluoreszenzspektren aufgenommen. Zu beachten ist, dass bei DBSO im Vorfeld, 

wegen Verunreinigungen, eine Feststoffdestillation bei 200 °C im Vakuum durchgeführt 

wurde. Des Weiteren ist darauf zu achten, dass diese Verbindungen hygroskopisch sind. 
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Durchführung: Ensemblemessung der Photosäuren in Titration mit Protonenakzeptor 

Die Titrationen der Photosäuren mit Protonenakzeptoren wurden in den jeweiligen 

Lösungsmitteln bei einer finalen Konzentration des Farbstoffes von 4-5 µM durchgeführt. Nach 

Zugabe eines festgesetzten Volumens einer Protonenakzeptor-Stammlösung zum Erreichen der 

jeweiligen Protonenakzeptorkonzentration wurden die optischen Spektren aufgenommen. 

 

Durchführung: Einzelmolekülmessungen immobilisierter Farbstoff 2a in TBPO und DBSO 

 

Feststoffdestillation DBSO 

Dibutylsulfoxid wurde unter Hochvakuum an einer kurzen Destillationsbrücke destilliert. 

Zunächst verdampfte eine unbekannte Spezies, woraufhin bei 84°C Dibutylsulfoxid in reiner 

Form erhalten wurde. Die Destillation wurde zweimal wiederholt um den erforderlichen 

Reinheitsgrad für Einzelmolekülexperimente zu erreichen. 

 

Säuberung der Quarzgläser 

Zunächst wurde Peroxomonoschwefelsäure durch langsame Zugabe von 20 ml 

Wasserstoffperoxid-Lösung (33%) zu 60 ml konz. Schwefelsäure (98%) hergestellt. Die 

Objektträger wurden in der siedenden Lösung 18 h lang eingetaucht, anschließend mit 

destilliertem Ethanol abgespült und getrocknet. Weiterhin wurden die Gläser für 3h mit einer 

3%-Lösung von Hellmanex®-III in dest. Wasser behandelt, wiederum mit Ethanol gespült und 

getrocknet. 

 

Immobilisierung 2a auf Quarzglas 

0,10 mg (0,175 mmol) 3,8-Bis(N,N-dimethylsulfamoyl)-6-hydroxypyren-1-sulfonylchlorid 

(2a) wurden in 1 ml trockenem Acetonitril vorgelegt. 9 µl Methyl-aminopropyl-trimethoxysilan 

wurden in 1 ml trockenem Acetonitril gelöst und mit 40 µl Triethylamin versetzt. 40 µl dieser 

Lösung wurden zu der Lösung des Sulfonylchlorid gegeben wobei sich die Farbe der Lösung 

von gelb zu schwach rot änderte. Anschließend wurden 10 µl Essigsäure zugegeben, die 

Farbstofflösung mit 100 ml Methanol verdünnt und weitere 1 ml Essigsäure zugegeben. Die 

Objektträger wurden in dieser Lösung für 5 min bei Ultraschall gebadet und anschließend mit 

Ethanol abgespült und getrocknet. 
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Vorbereitung der Mikroskopie 

 

Um die Farbstoffmoleküle in DBSO bzw. TBPO einzubetten, wurden die Matrixkomponenten 

zunächst in einem Kolben vorgelegt und für 15 Minuten evtl. enthaltene Feuchtigkeit unter 

Vakuum entfernt. Anschließend wurden die Materialien mit einem Ölbad bis knapp über den 

Schmelzpunkt erwärmt (DBSO: 40°C, TBPO: 90°C) und die Objektträger mit der beschichteten 

Seite nach unten in den Kolben fixiert. Dann wurden 150 µl Trifluoressigsäure zugegeben. 

Nach etwa 5 Minuten konnte Sublimation beobachtet werden, die bei genügender Schichtdicke 

durch N2-Strom abgebrochen wurde. Nebenbei wurden Deckgläser vorgelegt, auf denen 

Perfluordecalin aufgetragen wurde. Die Objektträger wurden dann unter N2-Strom aus den 

Kolben entfernt und mit der beschichteten Seite nach unten auf die Deckgläser gelegt. 

Mikroskopie erfolgte zeitnah um Kontamination mit Wasser aus der Luftfeuchtgkeit zu 

vermeiden. Aufnahmen der Matrix wurden unter Belichtung durch das Raumlicht getätigt.  

 

TIRF-Mikroskopie 

Anregung erfolgte mittels eines Diodenlasers der Baureihe OBIS von Coherent mit 

λAnr = 445 nm bei ca. 40 W / cm2. Das Fluoreszenzlicht wurde durch einen Dichroiten bei 542 

nm aufgeteilt und in zwei verschiedenen Kanälen (510/84 (470 – 542nm), „blau“; 570/60 (542 

– 600nm), „orange“) mit einer emCCD-Kamera Hamamatsu C9100-23B aufgenommen[240,241].  

 

Datenauswertung: SM-Protonentransfer in Matrix 

Auswertung erfolgte über die Software ImageJ Version 1.49p über Java 1.6.0_20 (64bit) (lit.: 

National Institutes of Health, USA; http://imagej.nih.gov/ij). Zunächst wurde der Hintergrund 

abgezogen und anschließend ein Programm zur FRET-Detektion (iSMS Version 1.05) 

eingesetzt um über 20 Pixel gemittelte Emissionsprofile einzelner Partikel zu finden. 

Emissionstrajektorien wurden über Einzelmolekülcharakteristika, wie eine relativ stabile 

Emissionsintensität und ein abruptes Abbleichen ausgewählt. 190 erhaltene Trajektorien aus 10 

Messungen von 2 Proben wurden automatisiert ausgewertet. Zunächst wurden die Häufigkeiten 

der summierten Intensitäten aus blauer und orangener Detektion von 30 Spuren aufgetragen (s. 

Abb X). Das Histogramm wurde anschließend mit einer Gauss-Funktion angepasst und der 2 σ-

Abstand bestimmt. Dieser Abstand wurde sodann als Grenzwert benutzt, um emissive Zustände 

der Moleküle von statistischem Rauschen zu unterscheiden. Dazu wurden die gleitenden 

Mittelwerte der Trajektorien über 1 s gebildet und deren Summe mit dem Grenzwert verrechnet. 
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Die erhaltenen Trajektorien wurden integriert und das Verhältnis 𝑋 ihrer Intensitäten nach 

Gleichung (II) bestimmt.  𝑋 = ∑ 𝐼𝑏𝑙𝑎𝑢∑(𝐼𝑏𝑙𝑎𝑢 + 𝐼𝑜𝑟𝑎𝑛𝑔𝑒) (II) 

Die Häufigkeiten dieser Verhältnisse wurden sodann ebenfalls in einem Histogramm 

aufgetragen. 

 

Abbildung X: Histogramm der summierten Intensitäten aus blauer und orangener 

Detektion der Photosäure 2a in TBPO. 
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Durchführung: Ensemblemessung des enzymatischen Umsatzes der Phosphatasesubstrate 

Für Messreihen zur Bestimmung der Michaelis-Menten-Kinetik von 3 an der alkalischen 

Phosphatase wurden Messlösungen mit einer Substratkonzentration zwischen 0,2 μM und 

12 μM angesetzt. Die Substrate wurden dazu in wässrigem 0,1 M Tris-Puffer bei pH 8 gelöst. 

Die Konzentration an Enzym in den Reaktionslösungen betrug 1,14·10-10 M mit 0,05 U/ml 

(3000 U/mg). Daraufhin wurden Absorptions- und Fluoreszenzspektren bei Raumtemperatur 

aufgenommen. 

 

Der Umsatz von 3 mit acider Phosphatase wurde bei einer Substratkonzentration von 4 µM 

durchgeführt. Dazu wurde das Substrat mit dem Enzym zu einer Konzentration von 0,07 U/ml 

(3,3 U/mg) bei pH 5, 10 mM HPCE-Puffer vermengt. Der Konzentrationsverlauf wurde mittels 

Fluoreszenzspektroskopie verfolgt. 

 

Abbildung XI: a) Normierte Absorptionsspektren, b) normierte Fluoreszenzemissions-

spektren bei λAnr = 400 nm und c) Fluoreszenzquantenausbeute von 3  abhängig vom pH-

Wert des Mediums; d) TCSPC-Histogramm von 3  in ungepuffertem Wasser.  
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Der Umsatz von 4 mit alkalischer Phosphatase wurde bei einer Substratkonzentration von 4 µM 

durchgeführt. Dazu wurde das Substrat in Methanol gelöst und anschließend mit dem Enzym 

in wässrigem 0,1 M Tris-Puffer bei pH 8 zu 5 % Methanolgehalt verdünnt. Die Konzentration 

an Enzym in den Reaktionslösungen betrug 1,14·10-10 M mit 0,05 U/ml (3000 U/mg). Der 

Konzentrationsverlauf wurde mittels Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie verfolgt. 

 

Abbildung XII: normiertes Absorptionsspektrum von 4  in Ethanol.  
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Charakterisierung der Enzymsubstrate 

 

Abbildung XIII: Oben: 1H-NMR Spektrum der Verbindung 3  in einer 1:1-Mischung von 

Methanol-d4 und D2O; unten: Ausschnitt aus 1H-NMR Spektrum der Verbindung 3.  
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Abbildung XIV: Oben: 1 3C-NMR Spektrum der Verbindung 3  in einer 1:1-Mischung von 

Methanol-d4 und D2O; unten: Ausschnitt aus 1 3C-NMR Spektrum der Verbindung 3.  
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Abbildung XV: 3 1P-NMR Spektrum der Verbindung 3  in einer 1:1-Mischung von Methanol-

d4 und D2O. 
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Abbildung XVI: MS-MS Spektrum der Verbindung 3  in einer 1:1-Mischung von Methanol 

und Wasser im Negativmodus. 
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Abbildung XVII: Oben: 1H-NMR Spektrum der Verbindung 4  in CDCl3;  unten: Ausschnitt 

aus 1H-NMR Spektrum der Verbindung 4.  
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Abbildung XVIII: Ausschnitt des AB-Musters aus 1H-NMR Spektrum der Verbindung 4.  
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Abbildung XIX: Oben: 1 3C-NMR Spektrum der Verbindung 4  in CDCl3;  unten: Ausschnitt 

aus 1 3C-NMR Spektrum der Verbindung 4.  
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Hintergrundinformationen zu „Monofluorination and Trifluorination 

of BODIPY Dyes for Prolonged Single-Molecule Detection” 
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Hintergrundinformationen zu „Surface Preparation for Single-

Molecule Chemistry” 
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