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Zusammenfassung

Die Fluoreszenzmikroskopie stellt ein einzigartiges Werkzeug fiir die Untersuchung elementarer
Prozesse aus der Biologie, Chemie, Biophysik und Medizin dar. Uber die Jahrzehnte haben sich
spezielle Techniken etabliert, die die Untersuchung von chemischen Reaktionen auf dem
Einzelmolekiilniveau erlauben und damit Dynamiken aufschliisseln, die durch die inhdrente Mittelung
von Informationen im Ensembleexperiment unentdeckt bleiben. Besonders die TIRF-Mikroskopie
eignet sich mit guten Signal-zu-Untergrund Verhéltnissen dazu, {iber ein groBes Sichtfeld
Einzelmolekiilsysteme an einer Grenzflache zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit wird diese dazu
verwendet, anhand zweier ausgewihlter Fluoreszenzfarbstoffe = Reaktionen auf dem
Einzelmolekiilniveau zu verfolgen und zu analysieren. Dabei wurde Terrylen als bekannter Vertreter
kondensierter Aromaten in der Einzelmolekiilspektroskopie ausgewihlt. Bei der Untersuchung der
Photooxidation dieser Verbindung in kristallinem p-Terphenyl konnten neue Erkenntnisse beziiglich des
Reaktionsmechanismus erlangt werden, die einen zusidtzlichen Reaktionspfad zu den
Zersetzungsprodukten ohne vorausgehenden Dunkelzustand implizieren. Fiir die Photosdure HPDE-
APTES wurde die Schiitzung der Hydroxylfunktion mit Silylethern in Acetonitril im Ensemble
optimiert, im Anschluss auf das Einzelmolekiilniveau transferiert und mittels TIRF-Mikroskopie
untersucht. Dabei konnte sowohl die Hin- als auch Riickreaktion an denselben Einzelmolekiilen

beobachtet werden.

Abstract

Fluorescence microscopy is a unique tool that provides insights into elementary processes from biology,
chemistry, biophysics and medicine. Specialized techniques have been established over the years that
allow for the investigation of chemical reactions at the single-molecule level and thus elucidate
dynamics that remain undetected by the inherent averaging of information in the ensemble experiment.
In particular, TIRF microscopy is suitable for studying single-molecule systems at an interface with
good signal-to-noise ratios over a large field of view. In the present work, this is used to track and
analyze reactions at the single-molecule level using two selected fluorescent dyes. Terrylene was
selected as a well-known representative of polycyclic aromatics in single-molecule spectroscopy. By
investigating the photooxidation of this compound in crystalline p-terphenyl, new insights into the
reaction mechanism could be obtained, which imply an additional reaction pathway which leads to the
decomposition products without a preceding dark state. For the photoacid HPDE-APTES, the protection
of the hydroxyl function with silyl ethers in acetonitrile was first optimized in the ensemble experiment,
subsequently transferred to the single molecule level and investigated by TIRF microscopy. Both the

forward and reverse reactions could be observed on the same individual molecules.
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1 Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Bereits seit {iber 30 Jahren besteht, vor allem in Physik, Chemie und Biologie, das Interesse daran,
einzelne Molekiile durch Spektroskopie im Rahmen der Einzelmolekiilspektroskopie (engl. single
molecule spectroscopy, SMS) nachzuweisen und zu studieren. Im Laufe der Jahre haben sich zahlreiche
leistungsfahige und niitzliche Methoden sowie experimentelle Strategien etabliert, um molekulare
Strukturen, Mechanismen und Funktionen aufzudecken, die durch die inhdrente Mittelung in

141 Spolche Methoden stellen nicht nur fiir die

Experimenten im Ensemble unaufklirbar wiren [
Grundlagenforschung wichtige Werkzeuge dar, sondern konnten bereits direkt in Anwendungen
liberfiihrt werden, zum Beispiel durch die Entwicklung von Einzelmolekiilbiosensoren ¥ und
Einzelpartikelverfolgung (engl. single-particle tracking, SPT) ®!. Diese konnen zur Detektion wichtiger
Biomolekiile in vitro und in vivo in Echtzeit genutzt werden und bieten neue Mdglichkeiten zur
Friiherkennung von Krankheiten und in der personalisierten Medizin ). Die Geschichte der
Einzelmolekiilspektroskopie basiert auf ersten Erfolgen in den Jahren 1989 und 1990, in denen, zunéchst
bei tiefen Temperaturen, die Absorption [”! und Fluoreszenz ¥ von einzelnen Pentacen-Molekiilen in
kristallinem p-Terphenyl aufgenommen werden konnten. Vor allem wegen des besseren Signal-zu-
Rauschen-Verhiltnisses (engl. signal-fo-noise ratio, SNR) basierten die meisten Studien fortan auf der
Detektion eines Fluoreszenzsignals. Seit diesen ersten Studien hat sich das Gebiet rasant entwickelt und
heutzutage stehen diverse Technologien und Methoden zur Einzelmolekiildetektion, auch bei
Raumtemperatur, zur Verfiigung !, die vor allem die Fluoreszenzmikroskopie revolutioniert haben.
Beispielhaft seien hier die Entwicklung hochauflosender Mikroskopiemethoden wie PALM [0
STORM [l ynd PAINT !'? genannt, mit denen unter anderem die Verfolgung der Bewegung einzelner

13.141 Inzwischen kénnen hochaufgeldste, vibronische Spektren durch

Molekiile in Zellen moglich ist [
Kombination von Einzelmolekiilanregungsspektroskopie mit stimulierter Emissionsunterdriickung
(engl.  stimulated  emission  depletion, ~ STED) ]  aufgenommen  werden.  Cryo-
Einzelmolekiilspektroskopie ermoglicht die Untersuchung von Stickstoff-Fehlstellen-Zentren (NV-
Zentren) in Diamanten ['®! und von Null-Phononen-Ubergingen, die als ultrasensitive Sonde fiir
nanoskalige Vorginge dienen kénnen 17,

Fiir die Untersuchung einzelner Fluoreszenzmolekiile und deren photophysikalischer Parameter haben
sich vor allem in den 1990er Jahren kristalline Wirt-Gast-Systeme aus polyzyklischen Aromaten, wie
den bereits erwihnten Pentacen oder Terrylen in p-Terphenyl, etabliert ['*!°]. Durch die einhergehende
Immobilisierung und Orientierung ergeben sich besondere Vorteile in der Probenpréparation und die
Farbstoffe zeichnen sich durch hohe (Photo-)Stabilitit und hohe Signalstirken aus. Die Ubertragung
von Reaktionen aus der nasschemischen Synthese, zu deren Untersuchung und Aufkldrung in
fluoreszenzmikroskopischen Experimenten, bringt dagegen zusétzliche Herausforderungen mit sich -
hauptséchlich in Bezug auf die Reinheit der Proben, die Zugabe von Reaktanden und technischer

Realisierung, z.B. durch mikrofluidische Systeme 2%,




1 Einleitung und Zielsetzung

In dieser Arbeit sollen mit Hilfe beider Arten der Probenpriparation neue Einsichten in chemische
Reaktionen und physikochemische Prozesse auf dem Einzelmolekiilniveau erlangt werden. Hierzu
werden an Modellsystemen und etablierten Farbstoffsystemen neue experimentelle Strategien zur
Verfolgung chemischer Reaktionen auf Basis der TIRF-Mikroskopie entwickelt. Zum einen wird an der
Grenzflache fest/gasféormig die Photooxidation von Terrylen in p-Terphenyl und zum anderen die
Silylschutzgruppenchemie von Photosduren an der Grenzfliche fest/fliissig untersucht. In Kapitel 2
werden zunidchst die theoretischen Grundlagen der verwendeten Methoden und photophysikalischen
Prozesse sowie der aktuelle Kenntnisstand beziiglich Reaktionsverfolgung in der SMS vorgestellt.
Kapitel 3 behandelt die Ergebnisse aus den Untersuchungen der beiden Modellsysteme und diskutiert
diese im Kontext des bisherigen Kenntnisstands. In Kapitel 4 werden der experimentelle Aufbau der
verwendeten optischen Systeme sowie die Probenpréparation und die Datenverarbeitung beschrieben.
Eine Zusammenfassung und ein Ausblick in Kapitel 5 stellen den wissenschaftlichen Abschluss der

Arbeit dar.




2 Theoretische Grundiagen

2 Theoretische Grundlagen

2.1 Grundlagen der Fluoreszenzspektroskopie

Grundvoraussetzung und Basis optischer Methoden ist stets die Interaktion von Materie mit
elektromagnetischer Strahlung. Fiir organische Chromophore liegen die Anregungs- und
Detektionswellenlingen meist im sichtbaren Bereich zwischen 400-700 nm sowie teilweise im
angrenzenden UV-(~200-400 nm) und NIR-Bereich (~700-1000 nm). Diese Grenzen ergeben sich
durch photochemische Zersetzung unterhalb von 200 nm sowie die zunehmende Konkurrenz durch

21221 Typischerweise werden im

nicht-strahlende Prozesse im langwelligen Absorptionsbereich
sichtbaren Bereich Anhebung und Riickkehr von Elektronen aus dem hochsten besetzten Orbital (engl.
highest occupied molecule orbital, HOMO) in das niedrigste unbesetzte Orbital (engl. lowest
unoccupied molecule orbital, LUMO) eines Molekiils im Singulettzustand beobachtet. Die, in Folge der
Riickkehr in den Ausgangszustand, emittierte Strahlung wird Fluoreszenz genannt und stellt das
zugrundeliegende Phiinomen fluoreszenzspektroskopischer Methoden dar. Solche Ubergiinge sind meist
stark und finden unter Beteiligung von n-Orbitalen von konjugierten Systemen statt 123241,

Damit elektronische Ubergiinge stattfinden kdnnen, miissen gewisse experimentelle Anforderungen
erfiillt sein. Die Resonanzbedingung verlangt, dass die Frequenz v der Anregungsstrahlung, und somit
ihre Energie, so grof3 ist wie die energetische Distanz zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand
(Gleichung (1)). Somit werden nur passende Wellenléingen zu Ubergiingen absorbiert und alle weiteren
entweder transmittiert oder gestreut. Die Farbe der Verbindung wird folglich durch die Kombination

aus Transmission, Streuung und Emission bestimmt 2224,

c
AE=E2—E1=hv=hi (1)

Weitere Bedingungen werden durch das Ubergangsdipolmoment [i;, und, in Relation, die
dreidimensionale Wahrscheinlichkeitsdichte der Elektronen im Molekiil vorgegeben. Diese wird durch

die Wellenfunktionen > und y; des angeregten respektive Grundzustands in Gleichung (2) beschrieben:

oy = f Vi@ ef vy @ dV @)

Eine Anhebung in den angeregten Zustand geht mit einer Umverteilung der elektronischen
Wabhrscheinlichkeitsdichte einher. Optische Uberginge sind nur méglich fiir [iy; # 0. Graphisch kann
die Umverteilung nédherungsweise dargestellt werden, indem die Molekiilorbitale aus
Linearkombinationen der Atomorbitale konstruiert werden und die Vorzeichen der Orbitale im
Ausgangs- und Endzustand multipliziert werden 1?4, Beispielhaft fiir den Aromaten Terrylen ist dies in

Abbildung 1 dargestellt.




2 Theoretische Grundiagen

HOMO LUMO ¥

Abbildung 1: Schematische Abbildung des HOMO und LUMO von Terrylen sowie Néaherung der
Ubergangsdichte y,*y;. Die Richtung des Ubergangsdipolmoments wird mit einem Doppelpfeil dargestellt
(HOMO/LUMO generiert in ChemDraw 3D, Berechnungsmethode ,,Extended Hiickel*).

Die erhaltene Ubergangsdichte zeigt die Richtung des Ubergangsdipolmoments an. Die
Wabhrscheinlichkeit der Anregung hingt nun direkt von der Féahigkeit des oszillierenden E-Feldes ab,
mit den Molekiilorbitalen so zu wechselwirken, dass der angeregte Zustand erreicht werden kann. Fiir
eine optimale Wechselwirkung und somit hochste Ubergangswahrscheinlichkeit, muss das
Ubergangsdipolmoment parallel zum Polarisierungsvektor der elektrischen Komponente des
Anregungslichts orientiert sein. Die Ubergangswahrscheinlichkeit und somit Intensitiit des spektralen
Ubergangs, besitzt eine quadratische Abhéangigkeit vom Absolutwert des
Ubergangsdipolmomentvektors und reduziert sich bei nicht optimaler Ausrichtung abhingig vom
Einstrahlungswinkel. Bei senkrechter Ausrichtung sinkt sie auf null. Die gleichen Uberlegungen gelten
fiir den Prozess zur Riickkehr in den Grundzustand % Fiir das Auftreten von Fluoreszenz ist zudem
das Vorhandensein eines starren Molekiilgeriists giinstig, das vor allem in aromatischen Systemen
gegeben ist 2231, Die effektive Fliche, mit der das Molekiil Licht absorbieren kann, lisst sich aus dem
Lambert-Beer’schen Gesetz ableiten und wird als Absorptionsquerschnitt ¢ bezeichnet, der von der
Stoffkonstante &, dem molaren Extinktionskoeffizient, abhiingt. Die Ubergangswahrscheinlichkeit
steigt proportional mit der Ausdehnung dieser Fliache. Typische Werte liegen im Bereich von wenigen
A21526 Multipliziert mit der Anzahl an Photonen, die pro Fliche und Zeit eingestrahlt werden, l4sst

sich daraus die Anregungsrate k> berechnen.

&
o = 2.303 N—i = 3.82 « 10721g, 3)
k12 =0 * IEXC (4)
hv

Bei Spektroskopie in fliissigem oder gasformigem Medium mitteln sich die Orientierungen der
einzelnen Ubergangsdipolmomente durch Rotationsdiffusion und die relative Orientierung des Emitters

zum Anregungslicht verliert im Ensemble ihre Bedeutung. Das Molekiil agiert als isotroper Emitter 7).




2 Theoretische Grundiagen

In festen Medien, wie z.B. Kristallen, kann die Ausrichtung des Ubergangsdipolmoments jedoch eine
mafgebliche Rolle spielen. Unter den bisherigen Gesichtspunkten wéren elektronische Spektren von
gewdhnlichen Farbstoffen beschrinkt auf wenige, definierte Uberginge. In Realitit sind die
elektronischen Ubergiinge organischer Farbstoffmolekiile an Schwingungsiiberginge gekoppelt.
Zusitzlich ist jedes Schwingungsniveau mit Rotationsiibergingen iiberlagert und Stofe, sowie
elektrostatische Wechselwirkungen mit dem Medium, fiihren zu zusétzlicher Linienverbreiterung. Das
Resultat ist ein Quasikontinuum an Zustidnden, das zu breiten Absorptions- und Fluoreszenzspektren
fiihrt. Bei Raumtemperatur ist nahezu nur das niedrigste Schwingungsniveau (v = 0) des elektronischen
Grundzustands Sy besetzt. Optische Uberginge erfolgen nach dem Franck-Condon-Prinzip instantan und
werden als vertikale Linien im Energiediagramm dargestellt. Dabei konnen sowohl der
Schwingungsgrundzustand als auch hohere Schwingungszustinde des ersten angeregten Singulett-
Zustands erreicht werden. Nach Born-Oppenheimer ist die Bewegung der Kerne im Vergleich zu denen
der Elektronen um GroBenordnungen langsamer und kann bei der Betrachtung elektronischer
Ubergiinge vernachlissigt werden. Somit konnen die elektronischen Wellenfunktionen mathematisch
getrennt von den Schwingungswellenfunktionen betrachtet werden 22, Die
Ubergangswahrscheinlichkeit ist proportional zum Uberlappintegral der Schwingungswellenfunktionen
und die Spektren werden durch diese Franck-Condon-Faktoren moduliert. Hohere elektronische
Zustéande kehren sehr schnell durch strahlungslose Relaxation, sogenannte Innere Konversion (engl.
internal conversion, 1C), in den niedrigsten Schwingungszustand des ersten angeregten Zustands (S, v=0)
zuriick. Emission erfolgt aus diesem Zustand nach dem Frank-Condon-Prinzip in die jeweiligen
Schwingungszustinde des Grundzustands und fiihrt zur Spiegelbildsymmetrie von Absorption und
Emission. Die bathochrome Stokes-Verschiebung des Maximums im Emissionsspektrum lésst sich
durch energetische Relaxation, verursacht durch eine Umorientierung der Umgebungsmolekiile,
erkldren (2228,

Zusammenfassend werden Auftreten und Stirke eines optisch induzierten, elektronischen Ubergangs
durch drei Faktoren bestimmt: 1) Den elektronischen Anteil, abhiéingig von der rdumlichen Uberlappung
und den Symmetrien der Wellenfunktionen. 2) Die Franck-Condon-Faktoren, die sich aus der
Uberlappung der Schwingungswellenfunktionen der Kerne und deren Symmetrien ergeben. 3) Durch
die orthonormalen Spinwellenfunktionen, die Uberginge nur zwischen Systeme gleicher Multiplizitit
erlauben 1. Sind alle Bedingungen erfiillt werden im UV-Vis Bereich elektronische Spektren erhalten,

deren Form dem Schema aus Abbildung 2 folgt.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Absorptions- und Emissionsspektrums eines organischen
Chromophors und zugrundeliegendes Energieschema im Zwei-Niveau-System.

2.2 Detektion von Einzelmolekiilen

Die Beobachtung von Reaktionen in der Einzelmolekiilchemie bietet die einzigartige Mdglichkeit neue
Einsichten in Prozesse auf molekularer Ebene zu gewinnen. Hierzu ist es nétig, die Absorption oder
Fluoreszenz eines einzigen Emitters gegeniiber Milliarden anderer Molekiille und potentiellen
Verunreinigungen auf einer Oberfldche, in Losung oder in einem Feststoff, abzugrenzen. Zusétzliches
instrumentelles Rauschen des Messaufbaus und Hintergrundsignale durch das Anregungslichts
erschweren die Detektion. Um das Signal in analysierbarer Stirke aufzunehmen, sollten die
Verringerung der Konzentration des Analyten, die Verwendung besonders reiner Ausgangsstoffe und
Matrizen sowie ein ausreichendes SNR durch experimentelle Parameter sichergestellt werden. Im
Extremfall wird in einem bestimmten Beobachtungsvolumen nur ein einzelnes Molekiil in einem
ausreichend groBen zeitlichen Beobachtungsfenster untersucht !, Dies konnen unter anderem
konfokale Methoden leisten, fiir die in dieser Arbeit auf weiterfiihrende Literatur hingewiesen wird 2
321, Zugute kommt der Einzelmolekiilspektroskopie die Rotverschiebung der Fluoreszenz, wodurch das
Anregungslicht mit Farbfiltern mit scharfen Absorptionskanten (6-10 Einheiten Optische Dichte)
effektiv abgetrennt werden kann 3. Durch den Einsatz geeigneter Methoden lassen sich an
Fluoreszenzfarbstoffen somit Reaktionsmechanismen aufkliaren, indem alternative Reaktionswege,

kurzlebige Intermediate oder Heterogenitéten identifiziert werden.
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Rybina et al. konnten die irreversible Umwandlung von Doppelbindungen eines chromophoren Systems
auf Einzelmolekiilniveau durch Immobilisierung auf einer Glasoberfliche abbilden und dabei
alternative Reaktionspfade identifizieren 4. Menges et al. fanden an einem dhnlichen Aufbau einen
nicht-fluoreszierenden Dunkelzustand als Intermediat B3, Weitere Studien befassten sich mit durch
Nanopartikel katalysierten Umsetzungen von AmplexRed und konnten in Folge ein oberflichen-
adsorbiertes Radikal als Zwischenzustand vermuten ¢ Auch am System Terrylen in p-Terphenyl
konnten Zwischenzustinde in konfokalen Einzelmolekiilexperimenten identifiziert werden 7). Durch
Kombination von '"H-NMR mit Einzelmolekiilspektroskopie wurden von Easter et al. unerwartete
Heterogenititen bei der Polymerisation von Norbornen entdeckt 81, Anspriiche an den verwendeten
Farbstoff sind ein  groBer  Absorptionsquerschnitt,  hohe  Photostabilitit,  geringe
Ubergangswahrscheinlichkeiten in Dunkelzustinde und, im Falle der Fluoreszenzdetektion, eine hohe
Quantenausbeute sowie der Ausschluss von fluoreszierenden Verunreinigungen ). Durch eine
Optimierung dieser Parameter sollte die Fluoreszenzrate maximiert werden, um ein Molekiil effektiv
vom Untergrundsignal abzubilden. Neben dem Absorptionsquerschnitt ist vor allem die
Quantenausbeute ein Mall fiir die Eignung des fluoreszierenden Molekiils. Sie gibt die
Wabhrscheinlichkeit fiir die Emission eines Photons in Folge eines Absorptionsprozesses an und
berechnet sich aus dem Verhiltnis der Ratenkonstante fiir strahlende (k) und nichtstrahlende (Knrad)
Prozesse. 1r stellt die (gemessene) Fluoreszenzlebensdauer dar, wihrend 1.4 als natiirliche Lebensdauer

dem Kehrwert der Fluoreszenzrate entspricht 91,

k T
(p[:l — rad __ 'Fl (5)

krad +'knrad Trad

Die strahlende Ratenkonstante kraq entspricht dem Einsteinfaktor A»; fiir spontane Emission. Zwischen
spontaner Emission und Absorption sowie stimulierter Emission ldsst sich mit den Einsteinfaktoren B,
und B,; der Zusammenhang aus Gleichung (6) herstellen ). Abbildung 3 zeigt eine Ubersicht der
beschriebenen Prozesse im Zwei-Niveau-System.

1 8mhv?
= Krqa = Az1 = 6—3312 (6)

Trad

mlt Blz = le

v
[ El’ Nl

Abbildung 3: Einstein-Koeffizienten im Zwei-Niveau-System.
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Aus Gleichung (6) ist die v’-Abhingigkeit der Fluoreszenz erkennbar. Demnach nimmt die
Wahrscheinlichkeit fiir spontane Emission mit sinkendem Abstand von elektronischem Grundzustand
und erstem angeregten Zustand ab. Typische Werte fiir tr liegen im Bereich von Nanosekunden und die
maximale Emissionsrate liegt im Bereich von 107 bis 10° Photonen pro Sekunde *2%3], Somit sind mit
einem dunkel-adaptierten Auge sogar einzelne Molekiile erkennbar ). Um einzelne Fluorophore
erfolgreich detektieren zu kdnnen, miissen auch unerwiinschte Signalquellen minimiert werden. Diese
lassen sich mit Untergrundfluoreszenz, elektronischem Rauschen und Dunkelstrom des Detektors
zusammenfassen. Vor allem bei Raumtemperatur spielen diese Faktoren eine grof3e Rolle.

Das Finzelmolekiilexperiment bedarf einer sorgfiltigen Auswahl von experimentellen
Rahmenbedingungen, um das gewiinschte Signal zu maximieren und Verluste auf dem Weg zum
Detektor zu minimieren. Ausschlaggebend ist das SNR, welches durch Gleichung (7) beschrieben
werden kann “#!:

op P,
Dd)FlTPh_gt

(7)
DobropP,
\/% + Cp Pyt + Nyt
)

SNR =

D= nQFcollFopt

Die Gleichung beinhaltet die Hohe des Signals im Zdhler mit den GréBen Detektionseffizienz D,
ausgedriickt als Anzahl der detektierten Photonen, Fluoreszenzquantenausbeute @,
Absorptionsquerschnitt o, ausgeleuchteter Fliche A und der Laserleistung Py im Zeitintervall t. D
beinhaltet die (wellenlingenabhingige) Quantenausbeute des Detektors, den Einsammelfaktor Fe.i und
den Transmissionsfaktor Foy, der den Verlust durch optische Bauteile und Filter beriicksichtigt. Feon ist
stark von der NA des Objektivs und der Abstrahlcharakteristik der Molekiile abhingig *>#. Der Nenner
beinhaltet diese Grofen ebenfalls, jedoch tragen sie hier durch die Quadratwurzel weniger stark bei.
Zusitzlich zéhlen zum Rauschen Untergrundzéhlrate C, und Dunkelzédhlrate des Detektors Na.
Insgesamt lésst sich ableiten, dass das SNR mit steigender Laserleistung ansteigt, jedoch ein Maximum
durch das Séttigungsverhalten von Fluoreszenzfarbstoffen erreicht, da nicht beliebig viele Photonen pro
Zeiteinheit emittiert werden konnen. Das Signal des Untergrunds wird von mehreren Quellen
beeinflusst. Dazu zdhlen Fluoreszenzsignale von optischen Bauteilen und Verunreinigungen in Probe
oder Matrix. Raman-Streuung der Anregungsquelle und der Matrix tragt ebenfalls zum Untergrund bei.
Die Untergrundstrahlung nimmt mit der Energie der Anregungsstrahlung zu und tritt somit verstirkt im
UV-Bereich auf 2%,

Um das SNR zu maximieren, sollten mdglichst viele Photonen des fluoreszierenden Analyten
aufgesammelt werden. Die abgegebene Strahlung eines Molekiils kann als isotropisch in alle
Raumrichtungen, also kugelférmig, angenommen werden. Der vom Objektiv eingesammelte Anteil der
Strahlung beschreibt die Einsammeleffizienz EE. Sie kann aus dem Verhiltnis von detektiertem

Kugelsegment und gesamter Kugeloberflache mittels folgender Zusammenhénge berechnet werden:

10
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Aguger = 4mr? )

Appj = 2mr? (1 — cos(@may)) (10)
Aopi 1

EE= 2 - = (1 = cos(@max)) (1
AKugel 2

23 Mikroskopiemethoden zur Abbildung von Einzelmolekiilen

Ein héufig genutztes Werkzeug zur Beobachtung molekularer Prozesse stellen moderne
Lichtmikroskope zur Detektion von Einzelmolekiilfluoreszenz dar, die die zuvor genannten Kriterien
erfiillen kdnnen. Zur Detektion einzelner Molekiile existieren verschiedene Techniken, die sich grob in
scannende Methoden (optische Nahfeldmikroskopie, engl. near-field scanning optical microscopy
NSOM ! sowie konfokale Mikroskopie BU) und Weitfeldmethoden (Epifluoreszenz- 4 und
Totalreflektionsmikroksopie ) einteilen lassen.

Mittels einem Laser oder auch LED-Lampen wird in der Weitfeldmikroskopie eine Fliache von mehreren
Mikrometern beleuchtet, das Detektionslicht mittels Filter optisch vom Anregungslicht getrennt und die
Fluoreszenz auf einen zweidimensionalen Flichendetektor mit (EM)CCD-Sensoren, oder neuerdings
auch sCMOS-Sensoren 6], geleitet. Diese digitalen Kameras konvertieren das Licht einzelner Molekiile
in elektrische Signale und zeichnen sich durch hohe Quantenffizienz (>80%), niedriges Ausleserauschen
und Aufnahmegeschwindigkeiten im Millisekundenbereich aus 7). Vorteil dieser Methoden ist es,
Position und Signal mehrerer Emitter im Beobachtungsfeld in Echtzeit und simultan beobachten zu
konnen. Nachteil ist die, im Vergleich zu den Punktdetektoren von konfokalen Methoden, schlechtere
zeitliche Auflosung, die durch die maximale Akquisitionsrate des Flichendetektors limitiert ist (%!, Im
Falle von EMCCD-Kameras konnen schwache Signale, die unter der Amplitude des Ausleserauschens
liegen, durch Elektronenvervielfachung verstirkt werden. Zu beachten ist, dass dabei auch eine
zusitzliche Rauschkomponente eingefiihrt wird. Fiir Signalquellen mit hoher Lichtstérke kann das SNR
dadurch nachteilig beeinflusst werden [**!. Durch Kombination mit dispergierenden optischen Bauteilen
vor dem Detektor lassen sich auch spektrale Informationen einzelner Molekiile gewinnen, wobei
einzelne Pixel als Detektoren fiir bestimmte Wellenldngen fungieren und nach Kalibrierung zur
Aufnahme von Einzelmolekiilspektren dienen kénnen 484,

Bei den hier vorgestellten Systemen ist die Beobachtung von einzelnen Molekiilen nur bis zu einer
bestimmten Aufldsungsgrenze moglich. Die Wellenldnge der emittierten Strahlung liegt um ein bis zwei
GroBenordnungen iiber der tatsdchlichen GroBe der Farbstoffmolekiille von wenigen Nanometern,
weshalb sie im Lichtmikroskop als beugungslimitierte Punkte nur mit einer bestimmten minimalen

lateralen Ausdehnung detektiert werden konnen.
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Nach Abbe % wird die Auflosung des optischen Mikroskops, also der minimale Abstand d zweier
Objekte die voneinander getrennt abgebildet werden konnen, durch die Wellenldnge der
Anregungsquelle, den Brechungsindex n des Mediums und den halben Offnungswinkel a des Objektivs
bestimmt. Das Produkt aus Winkel und Brechungsindex wird numerische Apertur (NA) genannt und

bestimmt maBgeblich die Giite des verwendeten Objektivs.

A B A
n*sina NA

d= (12)

Bei Verwendung eines Kondensors, wodurch die Probe mit einem Lichtkegel beleuchtet wird, ergibt
sich d durch:

A

- (13)
4= Na

Mit der Verwendung wissenschaftlicher Objektive mit hoher NA lassen sich einzelne Molekiile als
Lichtpunkte im Bereich von wenigen hundert Nanometern auf den Sensor abbilden. Durch Beugung des
Lichts an Linsen und Optiken des Mikroskops und anschlieBende Fokussierung, tritt ein Lichtpunkt
jedoch nicht klar definiert, sondern als radialsymmetrisches Beugungsscheibchen nach Airy BY, auch
Punktspreizfunktion (PSF) genannt, auf. Diese kann durch eine Gau3-Funktion angendhert werden und
ihre Halbwertsbreite o (engl. full width at half length, FWHM) ist ebenfalls von NA und Wellenldnge

[30,52

der Fluoreszenz I abhdngig. Sie kann durch Gleichung (14) berechnet werden und kommt der

Auflésung von Abbe aus Gleichung (13) sehr nahe:

_ AFl (14)
w (FWHM) = 0.51m

Der Radius des zentralen Lichtpunkts wird bestimmt durch:
Ari

Tary = 0617 (15)

[ piry

D

Abbildung 4:Darstellung zweier Airy-Beugungsscheibchen mit radialsymmetrischer Intensititsverteilung im
Abstand D.

Nach dem Rayleigh-Kriterium *! sind zwei Punkte nun voneinander unterscheidbar und somit
aufgeldst, wenn ihr Abstand hochstens dem Radius des Beugungsscheibchens entspricht (Abbildung 4).
Ist der Abstand D groBer als r, sind die Signale unterscheidbar. Ist der Abstand niedriger, iiberlappen

die Signale so weit, dass sie nicht mehr aufgeldst werden kénnen.
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Die Genauigkeit der Abbildung im Weitfeld wird zusitzlich durch die PixelgroBe des Sensors und die
VergroBerung des Mikroskops bestimmt >, Obwohl die hier diskutierten Uberlegungen zum
Auflésungsvermdgen von Lichtmikroskopen unterschiedliche Ansitze verfolgen, liegen die Werte fiir
Taiy, FWHM und d in einem &hnlichen Bereich. Als einfache, experimentell bestimmbare Grof3e hat sich
die FWHM zur Charakterisierung der Aufldsung etabliert ¥, Typische Mikroskopiebilder von
einzelnen Molekiilen sind beispielhaft in Abbildung 5 dargestellt.

0,8 - o

0,6 -

0.4 e

Intensitit /w.E.

0,2 4 o

T
0,0 0.4 0.8 1,2 1.6 2,0 2.4 2.8

x / pixel

Abbildung 5: a) Immobilisierte HPDE-APTES Molekiile erscheinen als Lichtpunkte auf dem Detektionschip
einer sCMOS Kamera. b) Einzelne Terrylen-Molekiile in einer p-Terphenyl Matrix zeigen deutliche
Beugungsmuster. ¢) 2D- und 3D Ansicht der Beugungsmuster aus b).

Die Photonen einzelner Lichtpunkte verteilen sich im Fall von Flichendetektoren auf mehrere Pixel des
Sensors. Das Signal wird von der Kamera digitalisiert und in einer Zahlrate mit willkiirlicher Einheit,
als Grauwert ausgegeben. Basis des Signals von sSCMOS und CCD-Kameras sind ein konstanter Offset,
bedingt durch Geriteparameter, sowie die bereits erwidhnte Dunkelzihlrate und der Untergrund 51,
Wird ein solches Signal gegen die Zeit aufgetragen, ergeben sich Zeitspuren wie in Abbildung 6
dargestellt ). Solche Zeitspuren auf der Millisekunden- bis Sekundenskala sind durch das An/Aus-
Verhalten von Molekiilen geprédgt. Die Emission eines einzelnen Molekiils folgt einem digitalen
Verhalten und kann trotz kontinuierlicher Anregung zwischenzeitlich pausieren, bevor sie am Ende des
Beobachtungsfensters in einen irreversiblen Dunkelzustand wechselt. Reversible Dunkelphasen werden

als ,,Blinken* bezeichnet.
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Dieses Verhalten ist charakteristisch fiir einzelne Molekiile 7% und die Analyse der Fluktuation sowie
deren Dauer kann zur Analyse der zugrundeliegenden photophysikalischen Prozesse genutzt werden %,
Beispiele fiir solche Prozesse sind Uberginge in Triplettzustinde [*), Bildung von Radikalanionen [¢!]
oder -kationen [, Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) (%3], chemische Umsetzungen 36264 und

65671 Blinken kann durch Manipulation der chemischen Umgebung,

Dynamiken von Biomolekiilen!
beispielsweise durch Zugabe von Elektronendonoren oder —akzeptoren oder Verbindungen, die zur
Loschung des Triplettzustandes beitragen, reduziert werden 31, Direkte Anwendung fand das Blinken
und optische Schalten von Molekiilen (und Proteinen im Speziellen) in der Entwicklung der

hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie [10:68:6%],
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Abbildung 6: Zusammensetzung einer typischen Einzelmolekiilzeitspur mit Signal S, Untergrundzihlrate U,
Dunkelzdhlrate D und Off-Set O des Detektors. Das gezeigte Molekiil wechselt kurzzeitig in einen reversiblen
Dunkelzustand bevor irreversibles Photobleichen auftritt.

Nach Aufnahme der Daten sollten diese vor der Analyse zunichst einen Workflow zur Aufbereitung

(71 Das Entfernen von storenden Untergrundsignalen ist mittels Rolling-Ball Algorithmus

durchlaufen
moglich "1, Ebenso kann eine Driftkorrektur nétig sein. Durch Korrektur von Geriteparametern wie
Dunkelzéhlrate, Offset und Quanteneffizienz der Detektorkamera, kdnnen die Grauwerte in detektierte
Photonen umgerechnet werden. Einzelmolekiilereignisse, wie in obiger Abbildung dargestellt, konnen
im Anschluss identifiziert und sortiert werden. Neben einer manuellen Extraktion der Spuren sind
heutzutage auch automatische Methoden verfiigbar, die Einzelmolekiilspuren erkennen, extrahieren und
korrelieren konnen. Bei Aufspaltung des Fluoreszenzsignals in verschiedene Kanile ergibt sich die
Moglichkeit, Molekiile unterschiedlichen Zustinden zuzuordnen, um zum Beispiel FRET zu
analysieren (6472,

Auch fortgeschrittene, statistische Analysen konnen fiir Zuordnungen von Einzelmolekiilsignalen in
Betracht gezogen werden. Vor allem multivariate Verfahren wie die Clusteranalyse werden allgemein
dazu verwendet, Variablen oder Félle einer Stichprobe zu Clustern zusammenzufassen. Die Methoden

vereint, dass zunéchst eine Transformation der Daten erfolgt.
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Dazu wird ein Distanz- oder AhnlichkeitsmaB mittels eines Algorithmus gebildet und anschlieBend
Cluster anhand eines Agglomerierungsverfahrens gebildet. Als Transformationsmal wird im
einfachsten Fall die euklidische Distanz nach Gleichung (16) verwendet, um die Ahnlichkeit zweier

Fille oder Variablen zu quantifizieren [*],

d@y) = | (=)’ (16)

Die K-Means Clusteranalyse eignet sich dazu, Beobachtungen durch eine Anzahl von K Clustern zu
klassifizieren. Sie sollte fiir groBere Stichproben ab einem Umfang von 100 verwendet werden und setzt
einen der einfachsten Algorithmen zum Losen von Clusterproblemen ein. Dabei werden Beobachtungen
nacheinander dem néichstgelegen Cluster-Zentrum zugeordnet und die Distanz zum Zentrum wird aus
der euklidischen Distanz berechnet. Die anfianglichen Cluster-Zentren kénnen vorgegeben werden und
werden anschlieBend durch die Bildung des Mittelwerts der zugeordneten Beobachtungen

aktualisiert [3-7

| Idealerweise ist die Anzahl der Cluster vorher bekannt oder die optimale Anzahl wird
durch ein iteratives Verfahren bestimmt ¥, Die K-Means Clusteranalyse und verwandte Verfahren
wurden bereits in der Analyse und Zuordnung von Einzelmolekiilsignalen, unter anderem in Methoden
der hochauflésenden Mikroskopie, verwendet 7671,

Einfach zugéngliche und charakteristische GroBen der weiter oben genannten photophysikalischen
Prozesse sind die Ratenkonstanten der jeweiligen Ubergiinge. Bei Betrachtung eines einzelnen
Ausgangsmolekiils ist die Zeit bis zum Auftreten eines Einzelmolekiilereignisses, das zu einem
Intensitétsabfall fiihrt, zuféllig und daher nicht vorhersagbar. Stattdessen kann die Wahrscheinlichkeit
des Prozesses berechnet werden, indem das Verhalten einer grofleren Anzahl von Molekiilen gemittelt
wird. Dies erfolgt durch die Darstellung der charakteristischen Zeiten in einem Histogramm. Im Falle
einfacher, monomolekularer Umsetzungen nach dem Schema A — B kann die Ratenkonstante des

Prozesses durch eine monoexponentielle Anpassung dieser Kurven bestimmt werden. Eine Abschitzung

der Ratenkonstante kann auch durch den Mittelwert der beobachteten Zeiten getroffen werden 57-89,
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24 Interne Totalreflektionsmikroskopie und ihre Anwendung zur
Einzelmolekiildetektion

Vor allem an der Grenzfliche fest/fliissig und fest/gasformig hat sich die Mikroskopie auf Basis der
internen Totalreflektion (engl. fotal internal reflection, TIRF) fiir die Detektion molekularer und
zelluldrer Prozesse bewidhrt gemacht. Zunédchst wurde die selektive Ausleuchtung von fest/fliissigen
Grenzflichen 1965 B berichtet und schlieBlich von Daniel Axelrod als Mikroskopiemethode (TIRFM)
beschrieben, um selektiv fluoreszierende Molekiille an der Kontaktfliche eines Zellsubstrats
abzubilden 2, In den folgenden Jahrzehnten wurde die Technik mit weiteren Fluoreszenzmethoden
kombiniert und  weiterentwickelt ~um  Adsorptionsprozesse,  Gleichgewichtskonstanten,
Oberfldchendiffusion und Zellprozesse 3%, sowie diverse Anwendungen fiir Einzelmolekiile %8361 im
Speziellen, zu entwickeln. Die TIRFM beruht auf der Erzeugung eines evaneszenten Anregungsfeldes,
das dafiir genutzt wird, Molekiile nahe der jeweiligen Grenzflache anzuregen. Durch das besondere
Anregungsprofil tritt das Anregungslicht, abhidngig von der Wellenldnge, nur wenige hundert
Nanometer in das optisch diinnere Medium ein. Dadurch kdnnen Hintergrundfluoreszenz und Raman-
Streuung aus auflerfokalen Bereichen effektiv eliminiert und das SNR im Vergleich zum

Epifluoreszenzmikroskop verbessert werden 7).

i
1
1
1
1

Abbildung 7: Darstellung der internen Totalreflektion zwischen zwei Medien.

Die Erzeugung des evaneszenten Feldes, wie in Abbildung 7 dargestellt, beruht auf den Gesetzen zur
Lichtbrechung an Medien mit unterschiedlichen Brechungsindices. Nach dem Snelliusschen
Brechungsgesetz sind Einfallswinkel 6; und Winkel des gebrochenen Stahls 6, von den

Brechungsindices n; und n; abhingig:

n,sinf, = n,sind, (17)

Interne Totalreflektion tritt auf, wenn das Anregungslicht aus einem optisch dichteren Medium n;, z.B.
Glas, mit einem Einfallswinkel groBer als der kritische Winkel 6. auf ein optisch diinneres Medium na,

z.B. Wasser, Cytoplasma oder Luft, trifft 7],

n
6, = sin" 1= (18)
ny

Obwohl der einfallende Strahl reflektiert wird, dringt eine elektromagnetische Welle als evaneszentes

Feld in das optisch diinnere Medium ein und breitet sich parallel zur Oberfléche aus.
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Die Intensitét senkrecht dazu nimmt exponentiell mit dem Abstand zur Grenzfldche z ab und wird durch

die Eindringtiefe d charakterisiert (52):

I =1,exp (_FZ) (19)
A sin%6
_ _1y-1/2 (20)
d 41n, (sinzec D

d nimmt mit steigendem Einfallswinkel ab und die Intensitét Iy der evaneszenten Welle liegt fiir z = 0 in
der GroBenordnung des Anregungslichts 8%, I besitzt unterschiedliche Abhéngigkeiten vom
Einfallswinkel fiir parallel und senkrecht polarisiertes Anregungslicht und sinkt mit steigendem
Einfallswinkel. Wird TIRFM nahe am kritischen Winkel durchgefiihrt, kann die Intensitit des
Anregungslichts sogar libertroffen werden *3!. Fiir die meisten experimentellen Aufbauten kann ein
Molekiil nahe oder auf der Grenzfliche somit mit der gleichen Effizienz angeregt werden, als befdnde
es sich im Anregungsstrahlengang. Diese Effizienz nimmt unter Beachtung der Gleichungen (19) und
(20) ebenfalls exponentiell mit dem Abstand zur Grenzfliche ab. Beispielsweise betrigt die relative
Fluoreszenzintensitdt mit 100 nm Abstand von der Grenzfliche nur noch 43% 132, Die Nihe zur
Grenzfliche hat auch einen maBgeblichen Einfluss auf die Abstrahlcharakteristik der detektierten
Molekiile und es ergeben sich charakteristische Unterschiede, wenn der relative Brechungsindex
zwischen den beiden dielektrischen Medien mehr als V2 betrigt . Fiir Dipole in unmittelbarer Nihe
zur Grenzflache wird ein groBer Teil der Strahlung in das optisch dichtere Medium abgegeben. Steht
ein Molekiil senkrecht zur Grenzfldche, berechnet sich die Leistung im Medium mit dem kleineren
Brechungsindex (n;) sowie im Medium mit dem groBeren Brechungsindex (n.) durch folgende
Zusammenhinge 58:
3 (Z—i)z * sin%20,
P(6,) = —« - (21)
(:ll—i cos(6,) — Jl - (Z—;) sin?(6,))?

3 (Z—i)s * Sin’20,

" G- G eme vy

P(82 2 Opric) = (22)

TIRF-Mikroskopie wird iiblicherweise mit einer von zwei Anregungsgeometrien durchgefiihrt, die in
Abbildung 8 schematisch fiir ein invertiertes Mikroskop dargestellt sind. Wird ein Prisma fiir die
Einkopplung und Ablenkung des Anregungslasers mit dem korrekten Winkel auf die Oberfliche
verwendet, spricht man von prismenbasiertem TIRF (p-TIRF). Beim objektivbasierten TIRF (o-TIRF)
wird der Laserstrahl durch das Objektiv gelenkt und trifft den Probentrdger von der zugewandten Seite.
Experimentell wird dies realisiert, indem im Anregungsstrahlengang eine zusitzliche Linse platziert
wird. Diese fokussiert den Laserstrahl in der hinteren Fokalebene des Objektivs und ldsst durch

Veridnderung ihrer Position das Anregungslicht im Randbereich der Frontlinse austreten.
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Abbildung 8: Schematischer Aufbau mit Strahlengang von o-TIRF (links) und p-TIRF (rechts).
Anregungsstrahlengang blau, Detektionsstrahlengang griin.

Die Ausleuchtung der Probe kann durch die Brennweite der Linse und zusitzliche Strahlaufweitung
beeinflusst werden 9. Hierdurch kann der Austrittswinkel eines nun parallelen Strahlengangs justiert
werden, bis Totalreflektion erreicht wird. Entscheidender Parameter bei dieser Methode ist die NA des
verwendeten Objektivs. Sie bestimmt den maximalen Austrittswinkel der Strahlen und muss grof3 genug
sein, um Winkel oberhalb von 0 erreichen zu konnen 3. Von Vorteil sind Objektive mit hoherer NA,
da storendes Streulicht und Inhomogenitéten bei einem Betrieb nahe am maximalen Austrittswinkel
verstirkt auftreten *%). Da sowohl Anregungs- als auch Detektionsstrahlengang durch das Objektiv
fiihren, ist mit zusétzlichen Interferenzen durch Oberflichen und optische Bauteile in Form von
Streulicht und Reflektionen zu rechnen. Hierdurch kann das SNR negativ beeinflusst werden 872021,
Der Aufbau des Anregungsstrahlengangs im p-TIRF ist im Vergleich dazu leichter zu realisieren und
filhrt allgemein zu einer homogeneren Intensititsverteilung, hoherem Kontrast und hdherem
SNR 393941 Zydem ist die Einkopplung von Mehrfarbenanregung in Bezug auf optische Bauteile, wie
den dichroitischen Spiegel, einfacher . Nachteil ist die komplexere Handhabung und
Probenvorbereitung, da das Prisma zwischen jedem Probenwechsel angehoben und neu ausgerichtet
werden muss. Weiterhin wird der obere Zugang zur Probe blockiert und erschwert die Zugabe von
Losung, Reagenzien oder Pufferldsung ). Zusitzlich muss das Fluoreszenzlicht durch das optisch
diinnere Medium wandern und wird vom Objektiv von der gegeniiberliegenden Seite aufgesammelt.
Durch die Abstrahlcharakteristik an der Grenzfldche und weitere Entfernung der Probe vom Objektiv
ist fiir p-TIRF daher mit einer geringeren Einsammeleffizienz und damit weniger detektierten Photonen

1931 Je nach Anforderungen des Experiments miissen die Vor- und Nachteile der beiden

zu rechnen
Methoden sorgfiltig abgewogen werden. Fiir die Detektion im TIRF-Mikroskop wird die ausgeleuchtete

Fléche mittels der oben genannten (EM)CCD oder sCMOS Kameras abgebildet.
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2.5 Reaktionsverfolgung an Einzelmolekiilen mit TIRFM

Methoden zur Untersuchung von chemischen Reaktionen finden in den meisten Féllen auf der
Makroebene statt, wobei exponentieller Zerfall der Edukte und Zunahme der Produkte iiber die Zeit
beobachtet werden. Dabei werden selbst in mikromolaren Losungen in jedem Tropfen Molekiile in der
GroBenordnung von Trillionen umgesetzt °7). Die Fluoreszenz hat sich dabei in den
Naturwissenschaften, vor allem in der Biologie, dank hoher Empfindlichkeit, raumlicher und zeitlicher
Auflosung sowie der Moglichkeit mehrere Signale gleichzeitig zu verfolgen, als eine der Methoden der
Wahl etabliert. Sowohl durch Markierung von Biomolekiilen mit Fluoreszenzmarkern aber auch direkte
Beobachtung fluoreszierender Molekiile, lassen sich biologische Prozesse entschliisseln, indem

95,96

bindungs- oder aktivititsbasierte Ansitze verfolgt werden [°>°. Zahlreiche Beispiele konnen in der

Literatur fiir solche Anwendungen gefunden werden 7101,

Die Verfolgung von Prozessen anhand von fluoreszenzspektroskopischen Signalen hat sich derweil auch
als Instrument der klassischen Chemie weiterentwickelt und kann fiir Bildgebung, kinetische Analysen,
Verfolgung nanokatalytischer Prozesse !°?!, Reaktionsverfolgung in mikrofluidischen Systemen %!
oder die direkte Reaktionsverfolgung in ReaktionsgefédBen via fluorometrischer Sonden "% verwendet
werden. Durch die Fortschritte in der Fluoreszenzmikroskopie haben sich, nach anfénglicher
Konzentration auf biophysikalische Studien, inzwischen auch mechanistische Studien chemischer
Reaktionen auf dem Einzelmolekiilniveau etabliert %!, Selbst einfache organische Reaktionen kénnen
hier unerwartete Mechanismen oder unterschiedliche Reaktionspfade aufzeigen, die nur von einem
kleinen Prozentsatz der Molekiile einer Reaktionsldsung verfolgt werden und in traditionellen
analytischen Methoden im Ensemble unentdeckt bleiben [, Sogar in hochgeordneten, kristallinen
Systemen konnen Heterogenititen auftreten, die zeigen, dass das chemische Verhalten von Molekiilen
stark von ihrer lokalen Umgebung abhingig ist 37, Durch die Einzelmolekiilspektroskopie ist der
Zugang zu Charakteristika individueller Molekiile, wie etwa die Anordnung und Besetzung von
Energieniveaus, angeregten Zustinden und Schwingungsmoden mdglich, die ein zu einem
tiefergehenden Verstidndnis von intrinsischen physikalischen und chemischen Eigenschaften von
Molekiilen und Reaktionen fiihren 1%,

Rapide Entwicklungen und Anforderungen an Abbildungsmethoden mit hohem SNR und hoher

1021, Prominente Beispiele, bei

Auflésung haben auch die TIRFM auf diesem Gebiet vorangebracht [
denen Reaktionen auf dem Einzelmolekiilniveau abgebildet werden konnten, sind die Untersuchung der
photokatalytischen Aktivitit von Anatas/TiO, mittels einer fluorogenen Sonde auf Basis eines Bodipy
Farbstoffs '°7 und ein Reporter System auf Basis von Perylendiimid (PDI), das iiber photoinduzierten
Elektronentransfer (PET) die Bindung von Protonen oder Metallionen anzeigen kann ['®®!, Ebenfalls
konnte mit TIRF die Bildung von Singulett-Sauerstoff durch TiO,-Nanopartikel auf dem
Einzelmolekiilniveau nachgewiesen werde, wobei Terrylendiimid (TDI) als fluoreszierende Sonde

fungierte [,
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Weiterhin konnte die katalytische Reduktion von Resazurin durch Goldnanopartikel von Chen et al.

101 ynd die Palladium-katalysierte Tsuji-Trost De-Allylierung am Beispiel einer

abgebildet werden [
aromatischen Photosiure analysiert werden %, wobei jeweils neue Einblicke in die Kinetik der
Reaktionen gewonnen werden konnten. Prinzipiell kann der fluoreszierende Farbstoff bei solchen
Untersuchungen als inertes Reportermolekiil fungieren, bei dem die Reaktion an einer funktionellen
Gruppe im Molekiilgeriist aulerhalb des chromophoren Systems stattfindet. Fiir die Detektion muss hier
auf andere Parameter als die Fluoreszenzfarbe zuriickgegriffen werden [''!l. Alternativ nimmt das
chromophore System selbst an der Reaktion teil und wird chemisch verdndert, einhergehend mit einer
Anderung der Fluoreszenzfarbe und somit einfacher Unterscheidbarkeit der Reaktanden ['°>'?], Folglich

(113,114 Um eine

muss das chromophore System bei diesem Ansatz auf die Reaktion ausgerichtet sein
Reaktion auf dem Einzelmolekiilniveau zu realisieren und abbilden zu konnen, bedarf es einer
sorgfaltigen Auswahl an experimentellen Bedingungen, die im folgenden Abschnitt genauer erlautert
werden sollen.

Es existieren zwei grundlegende Strategien, um Reaktionen an solchen Farbstoffen zu untersuchen. Der
Fluorophor kann zum einen frei in Lésung beobachtet werden [''*!, wobei Rotation und Diffusion durch
das Anregungsvolumen sowie Adsorption und Desorption vom Objekttrager auftreten konnen. Zum
anderen kann der Farbstoff chemisch oder physikalisch an eine Oberfldche, im einfachsten Fall an den
glasernen Objekttrager, gebunden werden. Damit wird ein ldngeres Beobachtungsfenster ermdglicht,
das nicht durch Diffusion, sondern nur noch durch das Auftreten der gewiinschten Reaktion sowie

116,117

irreversibles Photobleichen beschrinkt ist [ 1. Zu beachten sind hier jedoch eventuelle Artefakte oder

18] Zum Beispiel ist fiir senkrecht orientierte Emitter in

Beeinflussung durch die Nihe zur Oberfléche [
direkter Ndhe zu dielektrischen Oberflichen mit einer Reduktion der Fluoreszenzlebenszeit von
Farbstoffen von bis zu 10% zu rechnen '), Viele Anwendungen der TIRFM beinhalten die
Beobachtung diffundierender Farbstoffe, vor allem in biologischen Systemen [>98:120.1211 "Durch die
VergroBBerung des Beobachtungsfensters und die Abbildung vollstindiger Zeitspuren, ist die
Immobilisierung fiir die Abbildung von Reaktionen iiblicherweise vorzuziehen [!'7122], Zu erwihnen
sind auch Methoden mit ,,pseudo-Immobilisierung®, die sich Gele, Vesikel oder nanoskalige Strukturen
zunutze machen, um die Farbstoffe in ihrer Bewegung einzuschrénken. Damit wird dennoch Diffusion
ermoglicht und die Vorteile beider Methoden werden kombiniert (6685123124,

Sowohl fiir chemische als auch physikalische Immobilisierung stehen unterschiedliche Methoden bereit.
Eine einfache Mdoglichkeit der physikalischen Immobilisierung bietet die Einbettung in optisch
transparente Polymerfilme, beispielsweise PVA 1251, PE 11| PS [126] oder PMMA [1?"], Hierzu kénnen
Farbstoff und Polymer in einem geeigneten Losungsmittel vorgelegt und durch Spin-Coating auf den
Objekttriiger aufgebracht werden [128], Statt Matrizen aus Polymeren koénnen auch kristalline Systeme
aus meist polyzyklischen Aromaten verwendet werden. p-Terphenyl 512131 Biphenyl [132-135]

2

Naphtalin 1331361 oder p-Dichlorobenzol !> konnen als Beispiele genannt werden.
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Ein oft genutztes System ist auch die Shpolskii-Matrix, die aus n-Alkanen bei Temperaturen unter deren
Gefrierpunkt besteht [37). Obwohl die Gastmolekiile die Gitterspannung im Kristall erhdhen, kénnen sie
wohldefinierte Positionen und diskrete elektronische Zustinde einnehmen !*®). Offensichtlicher
Nachteil der Immobilisierung in Matrix ist die fehlende Moglichkeit Reagenzien von auBlen gezielt
zuzugeben. Die vorgestellten Methoden eignen sich aber gut, um photophysikalische Parameter oder
Reaktionen wie das Photobleichen zu untersuchen, da in den Matrizen geldster oder vorhandener
Sauerstoff die Farbstoffe durch Diffusion erreichen kann 28],

Zur chemischen Bindung des Farbstoffs an die Oberfldche haben sich einige ausgewdhlte Reaktionen
etabliert. Fiir gliaserne Objekttriger bietet es sich an die oberflachlichen Hydroxylgruppen zu

1391 Dazu sollten die Oberlfliche z. B. durch oxidierende Siduren wie HNO; oder

funktionalisieren
Peroxomonoschwefelsiure (Piranhaséiure, H,SO4/H,0») zunichst gereinigt und aktiviert werden [140-141],
Fiir die Bindung an die Glasoberfliche konnen Ankermolekiile wie 3-Aminopropyltriethoxysilan
(APTES) iiber funktionelle Gruppen wie Sdurechloride !4*!143], NHS-Ester 144141 oder Azide fiir Click-
Chemie "*71 an den Farbstoff, und iiber Siloxan-Bindungen an die Oberfliche gebunden werden.

Beispielhaft ist die Reaktionsfolge fiir eine chemische Immobilisierung in Abbildung 9 dargestellt.

:

2 Vol% AcOH

ﬁ

APTES
NEt,
—>
Si
Fluorophor O/ %\O
EtO optOEt ¢ I I |

T >

Abbildung 9: Chemische Immobilisierung eines Fluorophors auf einer Glasoberfliche mit APTES.

/
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Ebenfalls bietet sich eine Passivierung an, um nichtspezifische Bindungen und reaktive Oberflichen zu
verhindern, die Oberfliche moglichst gleichformig zu gestalten und Fehlstellen auszugleichen, um

148]

falsche Signale zu verhindern [ Fiir die Passivierung eignen sich ebenfalls Silane, die unter

1491 APTES selbst ist hierfiir weniger gut

geeigneten Bedingungen eine gleichmiBige Monolage bilden [
geeignet, da es verschiedene Orientierungen auf der Oberfliche einnehmen kann und die Bildung einer
Monolage schwer zu kontrollieren ist [, Vorteilhafter ist es, im ersten Schritt nur den Farbstoff an den
Linker APTES zu binden. Fiir die Passivierung werden stattdessen hydrophobe Alkyl- 1311521 oder
perfluorierte '>3 Trialkoxy- oder Trichlorsilane ['** verwendet. Mit APTES funktionalisierter Farbstoff
kann dann auf die Glasoberflache aufgebracht werden, indem funktionalisierter Farbstoff zusammen mit
passivem Silan immobilisiert wird. Alternativ kann die Oberflédche zunéchst passiviert werden und freie

Stellen in der Monolage im zweiten Schritt mit funktionalisiertem Farbstoff besetzt werden.
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Diese freien Stellen konnen durch einen zusétzlichen Spiilschritt generiert werden, wie in einer von

Menges et al. entwickelten Methodik demonstriert 15,

Farbstoff + Linker

' Passives Silan

—_—

Immobilisierung

.
‘Waschung
n__.r Immobilisierung ./

Abbildung 10: Zweistufiges Immobilisierungsschema mit Passivierung und anschlieBender Immobilisierung des
Fluorophors.

.

Lt

In Experimenten mit Biomolekiilen werden vor allem biokompatible Verbindungen wie PEG,
Phospholipide oder Tween-20 fiir die Passivierung verwendet. Diese werden iiblicherweise iiber
Biotinylierung funktionalisiert und anschlieBend an immobilisiertes Avidin, Streptavidin oder
Neutravidin gebunden 7%/,

Von apparativer Seite miissen die Probentridger so priapariert werden, dass die Zugabe von Reaktanden
wiahrend der Detektion moglich ist. Beispiele fiir einfache Durchflusskammern sind in der Literatur
beschrieben und kdnnen zum Beispiel durch Zusammenkleben zweier gldserner Probentriger und

70.90.156.157] “Fijr TIRFM im Speziellen muss die

Kombination mit Pumpensystemen realisiert werden |
Reaktion in Losungsmitteln ablaufen fiir die Gleichung (18) gilt und der kritische Winkel erreicht wird.
Fir die Detektion miissen dichroitische Spiegel und Emissionsfilter so ausgelegt sein, dass die

Fluoreszenz der Reaktanden effizient voneinander getrennt werden kann.

2.6 Orientierung von Fluoreszenzemittern und der Spezialfall Terrylen in p-
Terphenyl

Wie bereits zuvor erwéhnt, spielt die Orientierung von Fluoreszenzemittern relativ zum Anregungslicht
eine groBe Rolle in ihrer Féhigkeit Strahlung zu absorbieren und zu emittieren. Naherungsweise kann
ein chromophores System als Elementardipol beschrieben werden, dessen Emission in einem Medium
mit konstantem Brechungsindex einer sin? 6-Funktion folgt. Dabei beschreibt 6 den Winkel zwischen
Poynting-Vektor des emittierten Lichts und dem Ubergangsdipolmoment. Resultat ist ein
rotationssymmetrisch um das Ubergangsdipolmoment angeordnetes Emissionsmuster, das in der
Literatur oft als “Doughnut”-Muster beschrieben wird. Dabei kann keine Strahlung parallel zum

130,158-160

Ubergangsdipolmoment in den Raum abgegeben werden 1. Graphisch ist die Entstehung des

Emissionsmusters in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: a) 2D- & 3D-Ansicht der E-Feld Linien eines Hertz’schen Dipols. Erstellt mit DIPOL-ST [, b)
Schematische Darstellung der Emission eines Fluorophors am Beispiel Terrylen.

Bei Anregung von Emittern nahe einer Grenzfliche wird ein solches Emissionsmuster verzerrt und
Fluoreszenz hauptsichlich in das Medium mit héherem Brechungsindex emittiert 3%, Im
Fluoreszenzmikroskop wird ein Teil dieser ungleichméfigen Emission des strahlenden Dipols durch das
Objektiv aufgefangen und resultiert in einem Abbild des entsprechenden Intensitétsprofils ['2]. Im Fall
der o-TIRF-Mikroskopie wird die Detektion durch den intrinsischen Unterschied der Brechungsindices
und die Anregungsgeometrie begiinstigt, da der Probentriger iiblicherweise das optisch dichtere

Medium darstellt und direkt tiber dem Objektiv liegt.

Parallel Emission Perpendicular Emission
Dipole Dipole
Agueous Agueous
hase - hase

—Interface —

Glass
Phase

Abbildung 12: Anisotropische Emission eines Emitters an der Grenzfliche mit paralleler und senkrechter
Ausrichtung zur Oberfliche [,

Die Orientierung des Molekiils kann anhand der Beobachtung der beschriebenen Emissionsmuster
bestimmt werden, wenn die Rotation des strahlenden Dipols durch experimentelle Parameter, wie z.B.
die Temperatur oder chemische oder physikalische Immobilisierung, eingeschrankt wird. Fiir eine Reihe
von Farbstoffen ist eine direkte Beobachtung orientierungsabhingiger Emissionsmuster bereits
beschrieben [127:162.164-166]  Alternativ wurde eine Reihe fortgeschrittener Abbildungsmethoden
entwickelt, die zur Bestimmung der Orientierung dienen konnen 7!, Insgesamt konnen so zum Beispiel
wichtige Aufschliisse auf die Rotationsdynamiken von Molekiilen 71 oder Bewegungen von

168,169

molekularen Biomotoren ! ! erhalten werden.
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Abbildung 13: "Doughnut"-férmige Emissionsmuster im System Terrylen/p-Terphenyl.

Speziell fiir Terrylen in p-Terphenyl wurden Emissionsmuster, wie in Abbildung 13 dargestellt,
beobachtet 3%, Bei Raumtemperatur ist die Molekiilstruktur von reinem p-Terphenyl planar und die
Kristallstruktur des Systems kann mit der Raumgruppe P21/a beschrieben werden. Bei Temperaturen
unterhalb von 193 K findet dagegen eine Ordnungs-Unordnungs-Umwandlung zu einer geordneten
triklinen Phase (Raumgruppe C)) statt ['"%, Wird eine mit Terrylen dotierte p-Terphenyl-Schicht durch
Vakuumabscheidung oder Spin Coating auf eine Glasoberfliche aufgebracht, orientieren sich nahezu
alle Ubergangsdipolmomente, und somit die lange Achse des Molekiils, senkrecht zur Oberfliche. Diese
Orientierung wird fiir Tief- als auch Raumtemperaturexperimente beobachtet [13%-171:172],

Genauere Studien liber das Substitutionsmuster von Terrylen in p-Terphenyl wurden vor allem bei tiefen
Temperaturen durchgefiihrt. Dabei wurden vier verschiedene, elektronische Zustinde (Xi-X4) des
Terrylen detektiert, in denen photoinduzierte Spriinge der Absorptionsfrequenz stattfinden konnen. Die
elektronischen Zustdnde wurden zunidchst vier nicht genauer definierten Substitutionsmustern im
Kristallsystem zugeordnet ['*!. In spiteren Studien wurden diese Zustinde, aus Kombination von
experimentellen Daten sowie Ergebnissen von Molekiilpackungsberechnungen, vier nicht-dquivalenten

1381 Diese

Monosubstitutionsstellen in der Tieftemperaturkristallstruktur der Wirtsmatrix zugeordnet !
entsprechen den vier nicht-dquivalenten p-Terphenyl-Positionen in der Elementarzelle [, Auch bei
Raumtemperatur wird das vorgeschlagene Monosubstitutionsmuster durch theoretische Rechnungen

unterstiitzt [13!

1. Die Orientierung ist durch die feste Einbindung in das Kristallgitter besonders stabil und
bietet mehrere Vorteile. Zum einen kdnnen die Emissionsmuster eindeutig Terrylen zugeordnet werden
und Messungen unabhéngiger von Verunreinigungen durchgefiihrt werden. Zum anderen koénnen
(Photo-) Reaktionen am System Terrylen in p-Terphenyl unter Beobachtung der Orientierung verfolgt
werden und Veridnderungen im Emissionsmuster oder der Molekiilposition detektiert werden. Vor allem
durch die besondere Anregungsgeometrie der TIRF-Mikroskopie ist eine besonders effektive Anregung
und Detektion bei Verwendung p-polarisierter Laser in diesem System moglich, da die
Ubergangsdipolmomente ideal fiir eine Wechselwirkung mit dem E-Feld des elliptisch polarisierten
evaneszenten Feldes ausgerichtet sind (siehe Abbildung 14). Dagegen ist die Beobachtung des Systems

ST durch die ungiinstige

bei Epifluoreszenz- und konfokaler Mikroskopie zwar beschrieben [
Anordnung des Anregungslichts jedoch stark beeintrdchtigt und nur bei hohen Intensitdten oder leicht

geneigter Anordnung des Terrylen im Kristall moglich.
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Abbildung 14: Polarisierung des evaneszenzten Feldes an einer Glas-Wasser Grenzfldche bei p-polarisiertem
Anregungslicht. Generiert mit dem interaktiven Java Tool fiir TIRF von EVIDENT/Olympus ['4],

2.7  Photobleichen und die Rolle von Sauerstoff

Eine groBe Herausforderung in der SMS ist das zeitliche Beobachtungsfenster, in dem Prozesse
beobachtet werden konnen. Konkurrenzprozess fiir jegliche Abbildungsmethode ist stets sogenanntes
Photobleichen. Durch dieses Phianomen ist die Dauer des Beobachtungsfensters stark
eingeschrinkt [1251751761 Photobleichen umfasst alle irreversiblen Uberginge in nicht-fluoreszierende
Dunkelzustinde ['>). Eine Vielzahl von Studien hat diese Uberginge untersucht und ordnet die
zugrundeliegende Reaktion in den meisten Fillen einer Photooxidation zu, bei der Fluorophore mit
reaktivem Singulett-Sauerstoff (O2'A,) reagieren B7123:1281767180] " yje mechanistischen Hintergriinde
und Reaktionspfade des Sauerstoffs und der Farbstoffe sind von besonderem Interesse, da trotz einem
grundlegenden Verstéindnis der genaue Reaktionsmechanismus fiir viele Molekiile noch im Dunkeln

liegt [109,181]

. Neben zahlreichen vorgeschlagenen Mechanismen konnten einige Uberginge und
Zersetzungsprodukte direkt nachgewiesen werden. Allerdings ist Photobleichen stark von den
experimentellen Parametern abhéngig, z.B. dem umgebenden Medium, der Temperatur, der
Anregungswellenlinge oder der Anregungsintensitit®). Die relevanten Wechselwirkungen von
angeregten Zustinden des Donors mit Sauerstoff konnen durch die Gleichungen (23)-(25) 182

dargestellt werden.

D" + 30, > D" +0,('Ay) (23)
Ip* + 30, - 3D* + 30, (24)
D" + %0, - 'D +0,('7y) (25)

Singulett-Sauerstoff kann demnach durch Energietransfer des ersten angeregten Triplett- oder des

Singulett-Zustandes generiert werden. Alternativ kann Sauerstoff ~ aber auch

Interkombinationsiibergidnge induzieren (Gleichung (24)), wobei kein Singulett-Sauerstoff entsteht [,
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Der Prozess aus Gleichung (23) iiberwiegt, wenn der energetische Abstand von Singulett und
Triplettzustand AEs.r groBer als die Anregungsenergie von O, 'A, ist. Fiir aromatische Farbstoffe wie
Perylen und Pyren liegen der Energieabstand und die Lebenszeit des angeregten Singulett-Zustandes ts
giinstig (15> 1 ns, AEs.t> 94 kJ/mol) und Singulett-Sauerstoff kann nach Gleichung (23) und (25) iiber
beide Zustinde generiert werden ['*2]. Eine direkte Erzeugung von Singulett-Sauerstoff iiber optische
Anregung ist spinverboten . Durch die Triplett-Triplett-Annihilierung aus Gleichung (25) konnen
langlebige Triplettzustinde depopuliert werden. Somit sind eventuelle Bleichprozesse aus solchen
Zustédnden weniger wahrscheinlich. Es konnte fiir verschiedene aromatische Molekiile wie Terrylen aber
gezeigt werden, dass durch die Anwesenheit von molekularem Sauerstoff ihre Photostabilitit sinkt ).
Dies kann als Hinweis auf die Beteiligung des Singulett-Zustands am Bleichprozess angesehen werden.
Daneben sind Reaktionen mit Sauerstoff auch auf anderen Wegen moglich. Wegen seines niedrigen
Redoxpotentials, das oftmals unter dem des LUMO liegt, kann er als oxidierende Spezies mit angeregten

(18] Somit sind Bleichprozesse sowohl aus dem Grund- als auch

Zustédnden von Farbstoffen reagieren
dem angeregten Zustand iiber unterschiedliche Mechanismen moglich '*%).  Zusitzliche
Zersetzungsprozesse konnen iiber Radikale ablaufen, die mit Wechselwirkungen mit der Umgebung
gebildet werden. Diese konnen auch ohne die Anwesenheit von molekularem Sauerstoff ablaufen und

125.176] Eine groBe Rolle in der Kinetik des

als mogliche Reaktionspfade in Erwdgung gezogen werden [
Photobleichens spielt die Anregungsintensitdt. Bei niedrigen Intensitéiten ist davon auszugehen, dass
hauptséchlich der erste angeregte Singulett- und Triplettzustand fiir Zersetzungen verantwortlich sind.
Bei ausreichend hohen Intensitdten konnen Farbstoffe auch hohere elektronische Zustinde erreichen,

wodurch neue Kanile fiir eine Photolyse zur Verfligung stehen [-62125.186.187]
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2.8  Die Photooxidation von Terrylen und vergleichbaren Aromaten

Das bereits im vorherigen Kapitel beschriebene Phinomen des Photobleichens beruht auf chemischen
Reaktionen mit der Umgebung, vor allem Sauerstoff. Neben einer ungewollten Konkurrenzreaktion
bietet der Prozess aber auch die Chance, mit einem geeignetem Versuchsaufbau Einblicke in einzelne
Schritte und Intermediate des Bleichprozesses, und somit den Oxidationsprozess selbst, oder wertvolle
Information {iber den bleichenden Farbstoff zu erlangen. Vor allem an aromatischen
Kohlenwasserstoffen wurden bereits vielfaltige Untersuchungen des Bleichprozesses durchgefiihrt.
Haufige Photooxidationsprodukte sind Endoperoxide, die in einer Cycloaddition von Sauerstoff gebildet
werden und bereits fiir iiber 400 aromatische Systeme beschrieben sind 38190 Die Reaktivitit
aromatischer Verbindungen gegeniiber Singulett-Sauerstoff nimmt mit der Elektronendichte und der
GroBe des Ringsystems zu. Fiir eine Reihe von Anthracenen und Tetracenen konnte zudem gezeigt
werden, dass die Reaktion reversibel ist, wobei das Endoperoxid in den urspriinglichen Aromaten sowie

189,191-193

Triplett- oder Singulett-Sauerstoff zerfallt [ 1. Als eines der ersten untersuchten Systeme !4,

stellt Terrylen in p-Terphenyl ein robustes Instrument fiir die Einzelmolekiilspektroskopie dar.

Besonders aufgrund der hohen Photostabilitdt, Fluoreszenzquantenausbeute und Sittigungsintensititen

37,129,130,172,195,196

wird es seit Jahrzehnten fiir Studien genutzt ! 1. Photobleichen ist aber auch fiir Terrylen

37,130

und seine Derivate bekannt *”13%, Fiir Benzoterrylen wird die Bildung eines Endoperoxids und

anschlieBende Cycloreversion berichtet %, TDI ist ein weiteres, hochstabiles Derivat, dessen

Photooxidation in mehreren Studien untersucht wurde [197:1°81,

Polystyrolfilme wurden dazu mit
Farbstoff dotiert und mit 633 nm belichtet, wobei geblichene Areale eine hypsochrome Emission
aufzeigten. Einzelmolekiilspuren aus diesen Experimenten deuten auf die Bildung verschiedener
Spezies und Dunkelzustinde hin, die mit den fiir Terrylen berichteten Strukturen iibereinstimmen %%,
Mittels DFT-Berechnungen zu Reaktionspfaden des TDI mit Singulett-Sauerstoff konnten mogliche
Zwischenstufen und Reaktionsprodukte ndher ermittelt werden (Abbildung 15). Im Molekiilgeriist des
TDI stehen unterschiedliche Positionen fiir einen Angriff des Sauerstoffs zur Verfligung. Die haufigsten
Produkte werden einem TDI Diepoxid zugeschrieben, dessen Emission 70 nm blauverschoben ist,
einem TDI Diepoxid mit 160 nm hypsochromer Verschiebung sowie einem Exoperoxid mit 175 nm
hypsochromer Verschiebung. Die berechneten Energieprofile zeigen, dass Endoperoxide energetisch

197 Die Umlagerung luft iiber

ungiinstig liegen und daher in stabilere Diepoxide umlagern kdnnen
biradikale Zwischenstufen ab [ wie auch bereits fiir Anthracen und seine Derivate experimentell
nachgewiesen und beschrieben !'®, Mittels Anregung im UV-Bereich und Generierung von Singulett-
Sauerstoff auf einer TiO,-Oberfldche konnte das Hauptprodukt der Photooxidation von TDI mit 70nm
Blauverschiebung nachgewiesen werden, wobei jedoch kein eindeutiger Strukturnachweis erbracht

werden konnte [,
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Abbildung 15: Vereinfachtes Reaktionsschema von TDI mit 'O,. Energetische Abstinde der Intermediate und
Produkte wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur qualitativ dargestellt. Adaptiert aus [197].

Fiir die vermutlich selbst-sensibilisierte Photooxidation des Terrylens konnten im Laufe diverser
Studien bereits verschiedene Reaktionsprodukte nachgewiesen werden, allerdings ist das
Reaktionsschema noch nicht vollstindig verstanden. Zum Teil sind nur spektrale Verschiebungen
bekannt, ohne dass Informationen {iber deren Struktur vorliegen. Die Strukturen von detektierten
Photolyseprodukten aus fritheren Studien konnten durch theoretische Rechnungen unterstiitzt werden.
Dabei wurden von Basché et al. 7 folgende Schlussfolgerungen gezogen, die in Abbildung 16
zusammenfassend dargestellt sind:

Die selbstsensibilisierte Photooxidation des Terrylen fiihrt, analog zu dhnlichen Aromaten %!, entweder
zu einem Endo- oder Exoperoxid. Endoperoxide sind dabei weniger stabil und durchlaufen einen
biradikalen ~Zwischenzustand, der zu einem Diepoxid fiihrt. Uberwiegend wird in
Einzelmolekiilexperimenten an Terrylen einstufiges Photobleichen (engl. one step photobleaching,
OSPB) beobachtet, wobei die Intensitdt des beobachteten Molekiils auf einer Zeitskala von Sekunden
bis einigen Minuten auf das Niveau des Hintergrunds fillt. Dieser einstufige Abfall wird der Bildung
des Exoperoxids zugeordnet, dessen Absorptionsmaximum mit 100 nm Blauverschiebung auBBerhalb der
Resonanz einer Anregungswellenlénge von 488 nm liegt. Eine kleine Fraktion der Molekiile zeigt aber

sogenanntes zweistufiges Photobleichen (engl. two step photobleaching, TSPB).
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Dabei verschwinden die Molekiile in kurzlebige Dunkelzustinde und leuchten wieder auf, wobei das
Intensitdtsniveau im Vergleich zum Ausgangszustand verdndert ist. Sekundéire Photooxidationsschritte
mit Sauerstoff fithren schlielich dazu, dass auch diese Molekiile in irreversible Dunkelzustinde
iibergehen. Basché et al. fanden Hinweise darauf, dass das Hauptprodukt der zweistufigen
Photooxidation des Terrylens in ihrem konfokalen Aufbau ein Diepoxid ist, dessen Fluoreszenz um circa
40nm hypsochrom verschoben ist. Den kurzlebigen Dunkelzustand schrieben sie einem nicht-
fluoreszierenden Endoperoxid zu, dessen theoretisches Absorptionsmaximum um circa 70 nm
hypsochrom zum Terrylen verschoben ist.

Ein analog zum TDI auftretendes Mid-Endoperoxid ist laut quantenmechanischen Rechnungen
hingegen nicht stabil und sollte als Produkt der Photooxidation nicht auftreten kénnen 7). Uber ein
entsprechendes asymmetrisches Diepoxid sind keine Informationen bekannt. Zusétzliche Produkte
unbekannter Natur liegen bei einer hypsochromen Verschiebung von circa 70-85 nm und treten in

gleicher Haufigkeit wie das Diepoxid auf. Zudem koénnen vereinzelt kleinere Verschiebungen im

200]

Bereich von 25 nm (bathochrom) und 10-30 nm (hypsochrom) detektiert werden [

OSPB Exoperoxid

\

OO
58585

+

Mid-Endoperoxid

/

Terrylen TSPB
Ap 576 nm

Endoperoxid

Diepoxid
Ap 536 nm

Abbildung 16: Reaktionsschema der Photooxidation von Terrylen nach dem derzeitigen Stand der Wissenschatft.
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2.9  Photosiuren und Schutzgruppenchemie — Sonden fiir die Reaktionsverfolgung im
Zweifarbensystem

Neben den groBtenteils einfachen aromatischen Farbstoffen, die in den vorhergien Abschnitten
behandelt wurden, existieren komplexere Verbindungen, die interessante Ansédtze fiir die
Einzelmolekiilchemie mit sich bringen. Aromatische Photoséuren sind Verbindungen mit einem aziden
Proton, deren Siurestirke im angeregten Zustand (pKs®) mehrere GroBenordnungen iiber der des
elektronischen Grundzustands liegen kann. Mit einem geeigneten Akzeptor, z.B. dem verwendeten
Loésungsmittel, ist somit der Protonentransfer im angeregten Zustand (engl. excited state proton transfer,
ESPT) moglich. Durch die hohe Aziditit des angeregten Zustands und der im Vergleich deutlich
schnelleren Ubertragung des Protons, wird die Fluoreszenz von der deprotonierten Spezies emittiert. Im
Grundzustand sind die Verhéltnisse umgekehrt und ein Proton wird auf die Basenform

n [201,202

iibertrage |, Interessanterweise unterscheidet sich die Fluoreszenzwellenlinge der deprotonierten

mafgeblich von der protonierten Spezies. Grund fiir die bathochrome Verschiebung der Basenform ist
die energetisch giinstigere Lage im angeregten Zustand, die einer Stabilisierung durch

203-205]

Ladungsverschiebung zugeschrieben wird ! . Anhand eines ecinfachen thermodynamischen

Schemas, dem Forster-Zyklus, konnen die beteiligten Energieniveaus und der Kreislauf des

Protonentransfers dargestellt werden 12062071,

Abbildung 17 zeigt beispielhaft die elektronischen
Spektren einer Photosdure sowie den dazugehdrigen Forster-Zyklus. Seit der Entdeckung der
Photoaziditit wurden solche Systeme stetig weiterentwickelt, was in der Entdeckung und Synthese der
Superphotosiuren (pKs* < 0) gipfelte, deren Siurestirken im Bereich von konzentrierter Schwefelsiure

und dariiber liegen 1203209

. Beachtenswert ist auch die erfolgreiche Synthese einer Photosdure
(Abbildung 18, HPDE-CI) mit einem Saurechlorid als funktionelle Gruppe in Position 6, die leicht mit
APTES verkniipft werden kann und somit zur Immobilisierung geeignet ist *'°!. Eine Ubersicht weiterer

relevanter Photosduren dieser Arbeit zeigt Abbildung 18.
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= Abs ROH

Extinktion / Intensitit

T T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600

Wellenléinge A / nm
b)
A
E
A ROH* Deprotonierung
'§‘ 4, RO™
pKs*

ROH

Protonierung

Abbildung 17: a) Darstellung Absorptions- und Emissionsspektrum von HPTE in Acetonitril.

korrespondierender Forster-Zyklus.
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HO l SOzH

HO5S SOzH
Pyreno' HPTA HPTS
1-Hydr0xypyren 8-Hydr0xy-N,N,N',N',N",N”- 8—Hydr0xypyren
hexamethylpyren-1,3,6-trisulfonamid -1,3,6-trisulfonsaure
(0] (0]
HO \\S\/OCHZCF3 HO \\S/OCHzCFs
‘0
\ //O
/S So /S\ /S\
F3CH200 \\() O// OCH2CF3 F3CH2CO \O O/ CI
HPTE HPDE-CI
Tris(2,2,2-trifluoroethyl) 8-hydroxypyren Bis(2,2,2-trifluoroethyl) 3-(chlorosulfonyl)
-1,3,6-trisulfonat -8-hydroxypyren-1,6-disulfonat

Abbildung 18: Ubersicht wichtiger Photosiuren und geliufige Abkiirzungen. Zu Details der Synthese wird auf
die Arbeiten der AG Jung verwiesen [210:211],

Neben Werkzeugen zur Untersuchung der Photoaziditit und des Mechanismus des Protonentransfers
selbst 2122131 gtellen Photosduren einfache dual-emissive Sonden dar. Bei geeigneter Modifizierung

1352141 Fiir Photosduren auf

lassen sie sich ideal zur Untersuchung von Reaktionen funktionalisieren
Basis von 1-Pyrenol bietet die Hydroxylgruppe eine offensichtliche Moglichkeit zur Modifizierung.
Dabei kann analog zum ESPT ein Farbwechsel zwischen der Fluoreszenz der modifizierten Photoséure
und der Basenform beobachtet werden. Eine weit verbreitete Funktionalisierung von OH-Gruppen ist
die Schiitzung mit Silylethern in der organischen Chemie. Durch sterisch anspruchsvolle Substituenten
wird ein Angriff am Siliziumatom verhindert und die geschiitzte Verbindung ist gegeniiber Hydrolyse,
Oxidationen oder Reduktionen in nachfolgenden Syntheseschritten geschiitzt 2!, Die Strukturen und
relativen Stabilitdten der hdufigsten Silylierungsmittel sind in Abbildung 19 dargestellt. Im allgemeinen
Reaktionsschema nach der Corey Methode, die 1972 erstmals beschrieben wurde, wird DMF als
Losungsmittel sowie Imidazol als Hilfsbase und Katalysator verwendet (Abbildung 20). Dabei wurde
zunichst angenommen, dass die Reaktion iiber ein Silylimidazol als reaktives Silylierungsmittel
verlduft 2, Alternative Katalysatoren konnen 4-(Dimethylamino)pyridin (DMAP), 4-(1-
Pyrrolidinyl)pyridin (PPY) oder N-Methylimidazol sein [2!”), Eine einfache selektive Abspaltung gelingt

mit Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) (216,
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Abbildung 19: Relative Stabilitédten von Silylethern gegeniiber basischen und sauren Bedingungen 2151,

Die Reaktion wurde seitdem vielfach modifiziert und hauptsichlich fiir die Schiitzung priméarer und
sekundérer Alkohole genutzt. Neuere Untersuchungen haben zudem gezeigt, dass Hilfsbasen nicht
direkt am katalytischen Zyklus teilnehmen, sondern lediglich den Katalysator regenerieren und die
freigesetzte Sdure neutralisieren. Zudem wird die Reaktion durch DMF selbst katalysiert und die Zugabe
eines externen Katalysators ist nicht zwingend notwendig. In apolaren organischen Lésungsmitteln wie
DCM ist mit langsameren Reaktionszeiten zu rechnen '), Mit der Verkade-Base ist eine milde
Silylierung fiir eine Vielzahl von priméren, sekundiren Alkoholen und Phenolen, einschlieBlich
sdureempfindlicher, basenempfindlicher und sterisch gehinderter Substrate moglich. Die Schiitzung
gelingt dabei unter Verwendung von fert-Butyldimethylsilylchlorid (TBDMS-Cl) und tert-
Butyldiphenylsilylchlorid (TBDPS-CI). Hiermit sind hdhere Ausbeuten erreichbar und DMF kann durch

218 Vor allem unter dem Gesichtspunkt

zweckmiBigere Losungsmittel wie Acetonitril ersetzt werden !
der Beobachtung auf dem Einzelmolekiilniveau ist dies aufgrund des niedrigeren Brechungsindex ein
deutlicher Vorteil. Verkade Basen besitzen deutlich hohere Basizititen im Vergleich zu anderen Aminen
wie NEt;, DBU oder DBN, bedingt durch die hohe Stabilitdt der protonierten Form. Der pKs-Wert der

2191 Der Mechanismus der

korrespondierenden Siure konnte mit 32.90 in Acetonitril ermittelt werden !
Silylierung verlduft analog zum literaturbekannten Mechanismus ?2°22!] wie in Abbildung 21
dargestellt. Es wird angenommen, dass die Silylgruppe nur schwach von der Verkade-Base gebunden
wird und somit einen nukleophilen Angriff des Alkohols erleichtert. Bisherige Untersuchungen zu Silyl-
geschiitzten Pyrenolen sind begrenzt. In Vorarbeiten konnte von B. Finkler erfolgreich ein TBDMS- als
auch TBDPS-geschiitztes Derivat der Photosdure HPTA als Zwischenstufe hergestellt werden. Die

Reaktion gelang dabei in DCM mit 3.2 eq Imidazol und 1.25 eq Silylierungsmittel.
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Unter basischen Bedingungen konnte in nachfolgenden Syntheseschritten eine Abspaltung der
Schutzgruppe beobachtet werden 2'). Weitere Reaktionen mit Photosiuren oder die direkte
Untersuchung silyl-geschiitzter Derivate sind bisher nicht bekannt. Auf makroskopischer Ebene konnten
solche dual-emissiven Sonden fiir die selektive Detektion von Analyten, z.B. von Fluoridionen, genutzt
werden. Entsprechende Farbstoffsysteme sind bereits in der Literatur beschrieben und konnten durch

die iiberlegenen Nachweisgrenzen der Fluoreszenz iibertroffen werden 222,

R'3SiCl
ROH — > ROSIR';
Imidazol, DMF
HNEt; /
| \\
/ TBDPSC
NEt;3
~ / \N/
X | X
| ®_ (O
\ \
|
H >_< TBDPS

OH

Abbildung 20: Allgemeines Reaktionsschema der Silylierung von Alkoholen und Mechanismus 22! am
Beispiel von 1-Hydroxypyren.

OTBDPS

\
e
HNEs L(N N TBDPSCI
TBDPSQ_ ‘X NJ j
N @N
NEt, N

Abbildung 21: Mechanismus der Silylierung mittels Verkade Base [>!8,
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3 Ergebnisse & Diskussion

3.1 Die Photooxidation von Terrylen in p-Terphenyl — Modellsystem fiir die
Grenzfliche Fest/Gasformig

Kapitel 3.1 befasst sich mit den durchgefiihrten Untersuchungen zur Photooxidation des Farbstoffs
Terrylen in der kristallinen Matrix p-Terphenyl. Ziel war es, das Grundkonzept vorhergehender Studien
der AG Basché P72 aquf die TIRF-Mikroskopie zu iibertragen und sich dabei die Vorteile der
Weitfeldmikroskopie zu Nutze zu machen. Daraus sollten neue Erkenntnisse iiber den Ablauf der
Photooxidation erlangt werden. Neben einer kurzen Vorstellung der allgemeinen Eigenschaften des
Farbstoffs werden jene Schritte geschildert, die durchgefiihrt wurden, um zunéichst Terrylen erfolgreich
in p-Terphenyl detektieren und schlieBlich die Reaktion effektiv mittels TIRFM verfolgen zu kdnnen.
AbschlieBend werden die Ergebnisse der Einzelmolekiiluntersuchungen vorgestellt und diese im
Kontext des Kenntnisstandes der Wissenschaft analysiert. Experimentelle Details zu den Methoden sind
in Kapitel 4.2.4 aufgefiihrt. Parallel zu den hier dargestellten Ergebnissen wurden Experimente mit

einem dhnlichen Studiendesign von Mhanna et al. B veroffentlicht.

3.1.1 Charakterisierung im Ensemble

Abbildung 22 zeigt das Absorptions-, Anregungs- und Emissionsspektrum von Terrylen, das in Toluol
aufgenommen wurde und ein Absorptionsmaximum bei 559 nm sowie Emissionsmaximum bei 568 nm
zeigt. Literaturwerte fiir Quantenausbeute und Extinktionskoeffizient liefern Werte fiir ®g = 0.70 und
€560 = 65.000 M cm! 2232241 Die Triplettquantenausbeute des Molekiils ist vergleichsweise niedrig

und liegt im Bereich von 1073 1291,
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Abbildung 22: Absorptions-, Anregungs- und Emissionsspektrum von Terrylen in Toluol. ¢ = 1210 mol/I.
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Einhergehend mit der Einbettung in kristallinem p-Terphenyl war eine Umgebungsabhéngigkeit der
Fluoreszenzeigenschaften von Terrylen zu erwarten. Abbildung 23 zeigt den Vergleich zwischen
Emissionsspektrum im Ensemble in p-Terphenyl und Toluol. Im Kristall konnte eine bathochrome
Verschiebung des Emissionsmaximums um 13 nm zu 581 nm beobachtet werden, die in gutem Einklang

mit Emissionswerten aus dhnlichen Arbeiten steht 209,

1,0 A i

Terrylen in Toluol
Terrylen in p-Terphenyl
0,8 1 ‘ E

0,6 1 4

04 -

normierte Intensitit / w. E.

0,2 - 4 -

—

0,0 — T - T - T T~ T T~ T T T *r T
540 560 580 600 620 640 660 680 700

Wellenléinge A / nm
Abbildung 23: Emissionsspektrum von Terrylen in Toluol im Vergleich zu p-Terphenyl. Das Ensemblespektrum

in fester Matrix wurde von A. Grandjean aufgenommen und zur Verfiigung gestellt. Siehe auch [225].

3.1.2 Optimierung der Probenvorbereitung

Erste Aufnahmen im TIRF zeigten, dass die Belegungsdichte der Proben je nach Priparationsart stark
unterschiedlich ausfallen konnte. Der experimentelle Aufbau des TIRF wurde daher optimiert und eine
geeignete Methode zur Probenvorbereitung und Detektion von Terrylen ermittelt. Als Probensystem
diente p-Terphenyl, das mit Terrylen dotiert und auf Deckglaser aufgebracht wurde. Um eine moglichst
diinne Kristallschicht aus p-Terphenyl zu erzeugen, wurden Verdampfung des Ldsungsmittels,
Vakuumabscheidung als auch Spincoating getestet. Dabei konnte eine modifizierte Methode des
Spincoating identifiziert werden, mit der die Oberfldche der Deckgldser zundchst mit einer nanomolaren
Lo6sung von Terrylen und p-Terphenyl betropft wurden. Anschlieend wurde die Losung durch Kippen
des Deckglases abflieBen gelassen und nur der verbleibende Rest zum Spincoatig verwendet. Im
Vergleich zum Spincoating mit dem gesamten Probenvolumen konnten auf diesem Wege deutlich
bessere Verteilungen und reproduzierbare, diinne Kristallschichten realisiert werden. Eine Ubersicht
reprisentativer Probenmorphologien anhand exemplarischer Fluoreszenzaufnahmen zeigt folgende

Abbildung:
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a)  Spin-Coating b) Vakuumabscheidung ¢) Verdampfung bei RT d) Optimiertes Spin-Coating
Vorversuche exo = 488 nm, Ager = 570/60 Aexe = 532 nm, Ager= 590/70 hexe = 488/546 nm, Ager= 590/70
hexe = 488 nm, Ager = 570/60 p-TIRF H,0, sCMOS. o-TIRF, sCMOS. o-TIRF, sCMOS.

p-TIRF H,0, EM-CCD.

Abbildung 24: Ubersicht der Probenvorbereitungsexperimente von Terrylen in p-Terphenyl unter verschiedenen

Anregungs-/Detektionsbedingungen. Gezeigt sind gemittelte Aufnahmen der ROI {iber 2 min.

Mittels Vakuumabscheidung aus einer pulverisierten Mischung von p-Terphenyl und Terrylen konnte
keine zufriedenstellende Probenmorphologie erreicht werden. Dies ist dem langsameren Wachstum der
Kristalle zuzuschreiben. Oftmals wurden grofle, weit verteilte Kristalle sowie dunklere Bereiche ohne
Emissionsmuster beobachtet. Auch einfaches Verdampfen aus der Losung fiihrte auf den Deckglasern
zu groflen, kristallinen Bereichen mit hoher Belegungsdichte. Aufnahmen der Proben unter
Raumbeleuchtung erméglichten die Beobachtung der Kristallstruktur analog zu einem Lichtmikroskop.
Diese bestand in den verwendeten Proben nicht aus einer flichendeckenden Oberflichenbeschichtung,
sondern aus kleineren, kristallinen Bereichen, die sich mit groBeren Bereichen unbeschichteter

Glasoberfldche abwechselten (Abbildung 25, rechts).

Abbildung 25: Vergleich der Spincoating Methoden unter ,,Lichtmikroskop*“-Bedingungen. Links: Spincoating
des gesamten Probenvolumens. Rechts: Optimiertes Spincoating.
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Eine Uberlagerung der Aufnahmen aus Licht- und Fluoreszenzmikroskopie der gleichen ROI im TIRFM
zeigte, dass sich Terrylen hauptsdchlich in den detektierten Strukturen anlagert, die folglich p-Terphenyl
Kristalle darstellen (Abbildung 26).

Abbildung 26: Uberlagerte Aufnahmen einer Terrylen/p-Terphenyl Probe mit Raumlicht und unter o-TIRF-
Bedingungen. Aexe =488 nm (P = 15 mW); Adget = 540-600 nm. Fluoreszenzaufnahme in Pseudofarben.

Aus den Experimenten zur Probenvorbereitung stellte sich heraus, dass mittels EMCCD-Kamera keine
Emissionsmuster in der Kristallmatrix detektierbar waren, da die PixelgroB3e des Sensors mit 16 um zu
grof} ausfillt. GroBer Vorteil der Detektion der Emissionsmuster war die hohere Richtigkeit und
Selektivitdt der Ergebnisse, da der Analyt eindeutig gegentiiber eventuellen Verunreinigungen detektiert
werden konnte. In allen Proben waren, trotz der hohen Ordnung im Kristallsystem, Unterschiede in den
Helligkeiten der Terrylenmolekiile zu erkennen. Diese konnen unterschiedlichen Absténden zur
Grenzflache zugeschrieben werden, wobei helle Molekiile wegen der Abstrahlcharakteristik des Dipols
vermutlich ndher an der Glasoberfldche liegen. Eine erfolgreiche Detektion von Terrylen gelang mit
verschiedenen Wellenldngen und Filterkombinationen, ermdglicht durch die hohe Stabilitit,
Signalstirke sowie einem ausgezeichneten SNR.

Neben der o-TIRF Methode konnte prinzipiell auch p-TIRF fiir die Abbildung von Terrylen verwendet
werden. Mehrere Griinde sprachen allerdings dafiir, die o-TIRF Methode gegeniiber p-TIRF zu
bevorzugen. Durch die Anordnung von Objektiv und Probe war die Detektion im p-TIRF nur im
fliissigen Medium moglich, welches einen unbekannten Einfluss auf die Photooxidation im Kristall
haben konnte. Ebenso sprachen das Auftreten von Drift, der Verlust der Fokussierung und die bereits
im theoretischen Teil geschilderten Nachteile in der Probenvorbereitung gegen eine Verwendung.
Insgesamt waren mit o-TIRF iliber mehrere Messungen konstante Anregungsbedingungen und eine hohe
Reproduzierbarkeit zu garantieren, weshalb diese Methode, vor allem fiir die Untersuchungen zur

Photooxidation, in Verbindung mit sSCMOS-Kameras verwendet wurde.
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3.1.3 Detektion und Charakterisierung auf dem Einzelmolekiilniveau

Die Studien auf dem Einzelmolekiilniveau wurden an einem selbst-konstruierten TIRF-Mikroskop
durchgefiihrt, das bereits in friiheren Studien 3226227 etabliert wurde und fiir die vorliegenden
Experimente, wie in Kapitel 4.2 geschildert, modifiziert wurde. Abbildung 27 zeigt einen Bildausschnitt
einer TIRF-Aufnahme der Proben. Nahezu alle Molekiile zeigten die erwarteten ,,Doughnut®-
Emissionsmuster in unterschiedlichen Helligkeiten mit begleitenden Beugungsscheibchen, wobei, je
nach Filter und Anregungsquelle, bis zu vier Nebenmaxima detektiert werden konnten. Nur fiir
vereinzelte Molekiile wurde ein vollstindig radialsymmetrisches Emissionsmuster beobachtet. Fiir den
tiberwiegenden Teil wurde eine leichte Asymmetrie beobachtet, wie im Beispiel in Abbildung 27 zu
sehen. Dies deutet auf eine leichte Verkippung des Ubergangsdipolmoments relativ zur z-Achse hin.
Neben dem Auftreten von Emissionsmustern belegt die Zeitspur des Molekiils den
Einzelmolekiilcharakter der detektierten Signale, erkennbar durch den einstufigen Abfall des Signals

auf das Niveau des Untergrunds bei t = 25 s.
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Abbildung 27: a) Einzelmolekiilspur, b) TIRF-Aufnahme ¢) 3D-Profil von Terrylen in p-Terphenyl. Kalibrierung
der Helligkeit in Grauwerten. 3D Oberflichenprofil des Molekiils eingefirbt in Pseudofarben. Acxe = 488/546 nm
(P =15/5 mW); Aget = 555-625 nm; o-TIRF.
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Zur Bestimmung des lateralen Auflésungsvermogens der verwendeten Apparatur eigneten sich die
detektierten Emissionsmuster weniger gut, da das fehlende Peakmaximum und die Asymmetrie
hinderlich fiir eine Anpassung mit Gaullfunktionen war. Zur Bestimmung der maximalen
experimentellen Auflésung wurden deshalb Quarzdeckgldser mit Terrylen ohne p-Terphenyl

beschichtet und unter dem TIRF-Mikroskop untersucht.
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Abbildung 28: a) Aufnahme von Terrylen im o-TIRF mit Nummerierung der ausgewdhlten Molekiile zur
Bestimmung der Halbwertsbreite. b) GauBlanpassung von Molekiil Nr4 in x- und y-Richtung.
Aexe = 488 nm (P = 15mW); Adget = 500-600 nm.

Der Mittelwert fiir die laterale Auflosung von fiinf Molekiilen aus Abbildung 28 liegt jeweils bei 410 nm
und 383 nm in x- und y-Richtung und kann bei Betrachtung der Standardabweichungen als nahezu
identisch angesehen werden. Die nach Gleichung (15) berechnete theoretische Auflosung liegt fiir
Terrylen bei einem Emissionsmaximum von 575 nm und der verwendeten NA von 1.45 bei 242 nm. Die
Unterschiede lassen sich in der Linienverbreiterung, spektraler Diffusion oder eventuell nicht-optimaler
Fokussierung finden. Nach dem Nyquist Theorem sind mindestens zwei Pixel fiir die verlustfreie
Aufnahme der Information nétig. Die Intensitétsverteilung eines einzelnen Molekiils sollte dafiir
mindestens iiber zwei Pixel abgebildet werden und die Pixelgro3e der Kamera kleiner als die Hilfte des
auflgsbaren Abstands sein 2281, Mit einer tatsichlichen PixelgroBe von 65 nm wird dieses Kriterium
erreicht und das Signal eines “Doughnuts” verteilt sich bei einer tatsdchlichen Grofe des

beugungslimitierten Punkts von rund 0.7 pm auf etwa 10 Pixel in eine Richtung.
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Tabelle 1: Erhaltene FWHM-Werte fiir Molekiile 1 bis 5 aus den GauBanpassungen, Mittelwerte (MW) und
Standardabweichungen (STABW).

Molekiil Nr. FWHM / nm FWHM / nm
x-Achse y-Achse
1 425 377
2 391 374
3 412 400
4 429 372
5 393 392
MW (= STABW) 410+ 17 383 +12

Die Uberlagerung mit Emissionsmustern aus dem System Terrylen/p-Terphenyl in Abbildung 29 zeigt,
dass die laterale Aufldsung ohne Kristallsystem eine gute Néherung ist. Erkennbar ist dabei auch die
deutliche Abweichung von ca. 20% des tatséchlichen Maximums zu dem aus der versuchten Anpassung
des ,,Doughnut“-Emissionsmusters. Mit konfokalen Methoden sind im gleichen System experimentelle

Auflosungen im Bereich von 300 nm erreichbar 2%,

1,0 H Intensititsprofil "Doughnut Nr.1" |

Intensitétsprofil Molekiil Nr.4

- - - - Gauss-Anpassung "Doughnut"

normierter Grauwert / w.E.

x-Position / pm

Abbildung 29: Vergleich des Intensititsprofils von Terrylen in p-Terphenyl, dessen GauBBanpassung und dem
Profil ohne p-Terphenyl. Die Anpassung ergibt eine FWHM des Emissionsmusters von 377 nm.

Zur Abschétzung der Detektionseffizienz bietet es sich an, die theoretisch emittierten mit den theoretisch
und tatsdchlich detektierten Photonen zu vergleichen. Tabelle 2 zeigt die nach Gleichung (4) ermittelten
Anregungsraten fiir die Anregung mit 488 nm (I = 0.94 kW/cm?) sowie fiir die kombinierte Anregung
mit 488/546 nm (I = 1.25 kW/cm?). Dabei wurde angenommen, dass das System bei den verwendeten,
niedrigen Anregungsintensitdten nicht im Sattigungsbereich liegt und die Rate durch Kombination mit
einer zweiten Laserlinie linear erhoht werden kann. Mithilfe der bekannten Quantenausbeute von
Terrylen (®r = 0.7) ergibt sich die zu erwartende Emissionsrate kem im Zwei-Niveau-System. Zum
Vergleich mit den tatsdchlich detektierten Photonen wurde der Mittelwert der detektierten Photonen fiir

jeweils zehn Emissionsmuster bestimmt und daraus die Rate kyca berechnet.
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Tabelle 2: Vergleich der berechneten Anregungsrate ki», Emissionsrate kem und tatsdchlich detektierten
Photonenrate Kreal.

Aexe / nm kiz / 10%s™! Kem / 10* 5! Krea1 / 10% 57! Kreal/Kem
488 10.5 7.3 0.72+0.23 0.10
488/546 21.3 14.9 3.54+0.13 0.24

Aus dem Verhiltnis krea/kem aus Tabelle 2 geht hervor, dass im Mittel zwischen 10 und 25% aller
emittierten Photonen detektiert werden kdnnen. Anhand der groBen Standardabweichungen ist
erkennbar, dass einige Molekiile auch deutlich stérkere oder schwichere Signale zeigen. Abbildung 30
zeigt eine Aufnahme, deren Grauwert in Photonen umgerechnet wurde, sowie die daraus erhaltene
Einzelmolekiilspur. Das dargestellte Molekiil emittiert 36.155 Photonen/s und somit rund 720.000

Photonen tiber einen Zeitraum von 20 s bis zum Eintreten von Photobleichen.
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Abbildung 30: a) Aufnahme von Terrylen in p-Terphenyl mit 1 s Auflésung nach Umwandlung in Photonen pro
Pixel. b) Dazugehorige Einzelmolekiilzeitspur. Integration der ROI von 16x16 Pixel um das Molekiil.
Aexe = 488/546 nm (P = 15/5 mW); Aget= 555-625 nm; o-TIRF.

Zusitzlich ldsst sich bestimmen, welcher Anteil an Photonen aus dem klassischen Modell des isotropen
Emitters in Kombination mit Verlusten aus optischen Bauteilen theoretisch zu erwarten wére.
Niherungsweise wurde nach Gleichung (11) mit der NA des Olimmersionsobjektivs (1.45) eine
theoretische Einsammeleffizienz von 35% bestimmt. Zusétzliche Verluste durch optische Bauteile (drei
Spiegel, zwei Linsen, zwei dichroitische Spiegel, zwei Emissionsfilter), in Kombination mit der
Quanteneffizienz des Detektors im Bereich der Emission von Terrylen (~75%), reduzieren die
Einsammeleffizienz auf rund 17.5%. Weitere Verluste werden durch die Grenzen des spezifischen
Bandpassfilter verursacht, fiir die sich ein zusétzlicher Reduktionsfaktor fiir Terrylen und seine
Photoprodukte berechnen lédsst. Die Berechnung dieses Faktors erfolgte durch Integration und
Bestimmung des Flachenverhéltnisses des vom Filter abgedeckten Spektrums zum gesamten Spektrum.
Die beste Uberlappung zwischen Filter und Emissionsspektrum besteht mit 82% fiir den Bandpassfilter
590/70. Insgesamt reduziert sich die theoretische, effektive Detektionseffizienz ke bei Verwendung

dieses Filters auf 14% von Kem.
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Tabelle 3: Theoretisch detektierbare Photonenrate ket und tatsdchlich detektierte Photonenrate Kiear,

Aexe/ NM Ketr / 10% 5! Kreal / 10% s
488 1.03 0.72+0.23
488/546 2.09 3.54+0.13

Die Mittelwerte der tatséchlich detektierten und theoretisch erwarteten Photonen aus Tabelle 3 liegen in
der gleichen GroBenordnung. Abweichungen zwischen kra und ke sind einerseits mit der nicht
vollstindigen Entfernung des Untergrunds und Uberlappung mit den Signalen angrenzender Pixel zu
erkldren. Andererseits spielt die Abstrahlcharakteristik an der Grenzfliche eine Rolle, die fiir die
Abschétzung von ke vernachldssigt wurde und hohere Werte fiir ke erkliren kann. Durch die
Orientierung der Dipole an der Grenzflache werden, im Vergleich zu isotropen Emittern, mehr Photonen
in Richtung des Objektivs emittiert.

Zur Charakterisierung des Messautbaus wurde auch das SNR bestimmt. Da dieses ebenfalls stark von
den Anregungs- und Detektionsbedingungen abhéngig ist, wurden analog zur Detektionseffizienz
Messungen mit Acxe=488 nm sowie Acxe=488/546 nm und dem 590/70 Bandpassfilter analysiert.
Einzelmolekiilzeitspuren mit Bleichverhalten spiegeln dabei sowohl das Fluoreszenzsignal als auch das
Verhalten des Untergrunds innerhalb der gleichen ROI (engl. region of interest) iiber einen langeren
Zeitraum wider. Sie eignen sich damit besser zur Analyse als ortsaufgeldste Intensitétssignale. Wegen
der bereits erwdhnten, unterschiedlichen Helligkeiten in den Proben, wurde der Mittelwert zehn
verschiedener Zeitspuren gebildet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Das SNR liegt
bei alleiniger Anregung mit 488 nm niedriger als bei Anregung mit beiden Wellenldngen. Grund ist die
niedrigere Anregungsintensitdt. Die Schwankungen der Helligkeiten zwischen einzelnen
Terrylenmolekiilen sind als Ursache fiir die hohen Standardabweichungen zu nennen. Insgesamt

zeichnen sich die erhaltenen Signale aber durch ein hohes SNR aus.

Tabelle 4: Signal-zu-Rauschen-Verhiltnis fiir Terrylen im o-TIRF, abhéngig von der

Anregungswellenldnge.
Aexe / NmM SNR Standardabweichung
488 24.0 +11.1
488/546 319 +7.4

3.1.4 Uberlegungen zur Detektion der Photooxidation auf dem Einzelmolekiilniveau

Fiir den klassischen TIRF-Aufbau, wie in Kapitel 2.4 beschrieben, beruht die Detektion verschiedener
Photoprodukte mit Flédchendetektoren auf dem FEinsatz der passenden Detektionskandle und
Emissionsfilter. Stattdessen werden klassischerweise Wellenldngenbereiche detektiert, die durch die
Auswabhl der Filter vorgegeben sind. Die Aufnahme eines kompletten Spektrums war mit TIRF nicht
ohne weitere Modifikation des Aufbaus moglich. Aus den Experimenten von Basché und Christ ist
bekannt, dass sich die Form der Emissionsspektren der Photoprodukte nicht wesentlich von Terrylen

unterscheidet und das Maximum des Hauptprodukts um 40 nm hypsochrom verschoben ist 571,
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Zur Abschitzung der Detektionseffizienz von Terrylen und seinen Photoprodukten wurden daher die
Ensemblespektren von Terrylen um 13 nm korrigiert, um die Einbettung im Kristall zu beriicksichtigen.
Hypothetische Produktspektren wurden durch Verschiebung der Ensemblespektren um weitere 40 nm
generiert. Zusétzliche Produktspektren mit 70 nm und 100 nm-Verschiebung wurden generiert, um die
Spektren der zweithadufigsten Produktfraktion sowie des Exoperoxids zu simulieren und diskutieren. Die
Stokes-Verschiebung in kristallinem p-Terphenyl betriigt bei Raumtemperatur 1.6 nm 2% und wurde
zur Korrektur der Absorptionsspektren relativ zur Emission verwendet. Anhand der Spektren wurden
Filter und Laser so ausgewahlt, dass die verschiedenen Spezies moglichst selektiv in Farbkandlen
detektiert werden konnten (siehe Kapitel 4 fiir eine detaillierte Darstellung der Filterspektren). Eine
Ubersicht der verwendeten Farbkaniile fiir eine Anregung mit 488 nm ist in Abbildung 31 gezeigt. Im
langwelligeren, ,,griinen” Detektionskanal wurde demnach hauptsdchlich die Fluoreszenz von Terrylen
detektiert, aber auch Anteile der Spektren der vermuteten Photooxidationsprodukte. Im kurzwelligen,
»blauen® Detektionskanal wurde dagegen ausschlieBlich die Fluoreszenz der vermuteten
Zersetzungsprodukte detektiert. Experimentell lieB sich dieser Umstand dazu nutzen, die Signale des
Zielmolekiils von angrenzenden Molekiilen klar abtrennen zu konnen. Nach Durchlaufen von
Zustandsanderungen konnten die Signale in beiden Detektionskanédlen durch Kalibrierung der
horizontalen und vertikalen Achse, wie in Abbildung 33 gezeigt, eindeutig zugeordnet werden. Mit einer
Anregungswellenlédnge von 488 nm konnte Terrylen wegen der geringen Extinktion von 0.1 nur wenig
effektiv angeregt werden. Die Extinktionen des hypothetischen Diepoxids und 70 nm verschobenen

Produkts liegen mit rund 0.35 deutlich hoher.
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Abbildung 31: Zusammenfassung der korrigierten Absorptions- und Emissionsspektren von Terrylen und den
daraus generierten Produktspektren relativ zur Lage der Detektionskandle in Pseudofarben bei einer
Anregungswellenldnge von 488 nm.
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Um die Ausbeute an bleichenden Molekiilen zu maximieren und unterschiedliche Anregungs- und
Detektionsbedingungen abzudecken, wurden zusdtzliche Experimente durch Zuschalten einer
Anregungswellenlinge von 546 nm durchgefiihrt. Dabei wurde der Filter im blauen Produktkanal
angepasst. Durch die verschobene Anordnung von Emissionsfilter und dichroitischem Spiegel im blauen

Kanal (Abbildung 32) war hier ein groBBerer Anteil der um etwa 70 nm verschobenen Produktfraktion

zu erwarten.
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Abbildung 32: Zusammenfassung der korrigierten Absorptions- und Emissionsspektren von Terrylen und den
daraus generierten Produktspektren relativ zur Lage der Detektionskanéle in Pseudofarben. Aexc = 488/546 nm.

Analog zu den Uberlegungen zur Einsammeleffizienz, lisst sich der Anteil der Fliche des
Emissionsspektrums innerhalb der Filter an der Gesamtfliche bilden. Die durch Integration der
Peakfldchen enthaltenen Werte sind in Tabelle 5 gezeigt. Anzumerken ist an dieser Stelle, dass die
Uberlegungen auf idealisierten Spektren, unter Vernachlissigung des Einzelmolekiilcharakters,
spektralen Schwankungen sowie der Annahme idealer Filtergrenzen beruhen. Die erhaltenen Werte

stellen daher eine grobe Abschitzung der Spektrenanteile dar.

Tabelle 5: Anteile der Emissionsspektren in Detektionskanilen als Verhiltnis der durch Filter abgedeckten
Flache zur Gesamtpeakflache von 35.1.

Spezies Peakfléiche im Relativer Anteil Peakfliiche im Relativer Anteil
blauen Kanal / w.E. im blauen Kanal  griinen Kanal / w.E.  im griinen Kanal
hexe = 488 nm
Terrylen 0 0% 28.9 82 %
40 nm o o
Verschicbung 19.4 55 % 15.2 43 %
70 nm o o
Verschiebung 25.2 72 % 7.1 20 %
hexc = 488/546 nm
Terrylen 0 0% 28.9 82 %
40 nm o o
Verschiebung 0.6 2% 15.2 43 %
70 nm o o
Verschiebung 14.4 41 % 7.1 20 %
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Abbildung 33: Aufnahme von Terrylen in p-Terphenyl in beiden Detektionskandlen in Pseudofarben.
Aexc = 488/546 nm, (P = 15/5 mW). Gemittelte Intensitdt {iber 50 Aufnahmen mit 0.3 s Belichtungszeit.

Farbcodierung mit Pseudofarben.

Abbildung 34 zeigt die Lage der elektronischen Spektren des hypothetischen Exoperoxids, dessen

Absorptionsmaximum, theoretischen Rechnungen nach 7, um 100 nm hypsochrom verschoben liegt.

Entgegen den vorausgehenden Studien und Annahmen aus der Literatur, sollte fiir das theoretisch
verschobene Absorptionsspektrum eine Anregung mit 488 nm in der rechten Flanke des
Absorptionsspektrums moglich sein. Das Emissionsspektrum ldge ebenfalls mit geringen Anteilen im

blauen Produktkanal. Zusétzliche Messungen mit den entsprechenden Wellenlédngen wéren hilfreich fiir

den Nachweis des Exoperoxids und wurden daher explorativ mit 405 nm durchgefiihrt.
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3.1.5 Untersuchung der Photooxidation mittels o-TIRF-Mikroskopie

Mithilfe der optimierten Spincoating Methode konnten Proben mit einer moderaten Belegungsdichte
erhalten werden, die mit den vorgestellten Detektionsbedingungen in zwei Farbkanélen untersucht
werden konnten. Der Bildausschnitt wurde dabei auf circa 2000x400 Pixel beschrankt, um die
Verarbeitung der Datenmenge beziiglich benétigter Speicher- und Rechenleistung moglich zu machen.
Damit konnten pro Aufnahme mehrere hundert Molekiile im griinen Kanal detektiert werden. Im blauen
Kanal konnte fiir beide Anregungsbedingungen eine Ausbeute von Photooxidationsprodukten im
niedrigen zweistelligen Bereich detektiert werden. Eine Ubersicht der abgebildeten ROI mit einer

beispielhaften Bestimmung der Anzahl der detektierten Signale zeigt Abbildung 35.

Abbildung 35: Links: Aufnahme von Terrylen in p-Terphenyl in zwei Farbkanilen, gemittelt iiber 100
Einzelbilder. Rechts: Markierung der Intensititsmaxima mit ImageJ. 339 Signale im griinen Kanal. 19 Signale im
blauen Kanal. Aexe =488 nm (P = 15mW); Adet, griin = 555-625 nm; Aget, blau = 500-550 nm; o-TIRF.

Innerhalb der ersten Minuten nach Anschalten der Anregungsquellen konnte fiir rund 60% der
sichtbaren Terrylenmolekiile auf der ausgeleuchteten Fliche Bleichverhalten festgestellt werden. Die
verbleibende Fraktion an Molekiilen zeigte nur noch vereinzeltes Bleichen und war auf einer lingeren
Zeitskala mit konstantem Emissionsniveau stabil. Dieser Eindruck konnte durch die Aufnahme der
Gesamthelligkeit der ROI besttigt werden und deckt sich mit den Beobachtungen aus der Literatur 3%
wie in Abbildung 36 gezeigt. Eine Anpassung der Intensititskurve konvergierte bei Verwendung einer
bi-exponentiellen Funktion, wobei bei Anregung mit 488 nm (0.94 kW/cm?) eine schnelle Zeitkonstante
von 9.2 s £ 0.3 s sowie eine langsame Zeitkomponente von 84 s + 3 s erhalten wurde. Bei Anregung mit
den kombinierten Wellenléingen 488 nm/546 nm (1.25 kW/cm?) betrugen die Bleichzeiten 11.2 s+ 0.6 s
und 73.1 s £ 6.5 s. Mogliche Griinde fiir die hohe Stabilitét der stabileren Fraktion sind der Einbau in
groflere Kristalle oder eine tiefere Einbettung im Kristall, womit eine geringe Erreichbarkeit durch

Sauerstoff zu erwarten wire.
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Abbildung 36: a)/d) Verlauf der Intensitét iiber den gesamten Detektionsbereich einer Aufnahme von Terrylen in
p-Terphenyl mit bi-exponentieller Anpassung in Rot. b)/e) Einzelaufnahme zu Beginn der Messung und ¢)/f) am
Ende der Messung mit Anzahl der Emissionsmaxima. a-c: Aexe=488 nm, P =15 mW, Age= 555-625 nm. d-f:
hexe = 488/546 nm (P = 15/5 mW), Age= 555-625 nm; o-TIRF.

Bei Betrachtung einzelner Molekiilsignale zeigten etwa 10% der bleichenden Molekiile
Intensitétsénderungen, die TSPB zugeschrieben werden konnten. Dies &duflerte sich darin, dass sich die
Signalstirke im griinen Detektionskanal signifikant verdnderte und zusétzlich im blauen
Detektionskanal detektiert wurde. In der Bildsequenz aus Abbildung 37 ist dieses Verhalten

exemplarisch fiir ein Terrylenmolekiil mit Emissionsmuster aufgefiihrt.

Abbildung 37: Aufnahme von Terrylen zu charakteristischen Zeiten fiir TSPB. Acxe = 488/546 nm (P = 15/5 mW).
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90% der Molekiile zeigten Verhalten, das OSPB zugeschrieben werden konnte. Vereinzelt konnten auch
irreguldre Intensitdts- und Emissionsfluktuationen detektiert werden, die keinem der Prozesse
zugeordnet werden konnten und von der Analyse ausgeschlossen wurden (siehe Anhang, Kapitel 7.1.2).
Eine Auswahl von Einzelmolekiilspuren zeigt die unterschiedlichen detektierten Verhaltensweisen in

Abbildung 38. Fiir einen Auszug weiterer Spuren wird ebenfalls auf Kapitel 7.1.2 verwiesen.
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Abbildung 38: Beispielspuren fiir a) OSPB, b) TSPB mit einem deutlichen Dunkelzustand und ¢) TSPB ohne
ersichtlichen Dunkelzustand. Ati, Aty, Atk und At bezeichnet jeweils die Verweildauer des Molekiils in
unterschiedlichen Zustidnden. Aexe = 488/546 nm (P = 15/5 mW).

Abbildung 38a zeigt die typische Zeitspur eines Zielmolekiils mit OSPB, dessen Emission nach 65 s
irreversibel auf das Niveau des Untergrunds einbricht, ohne korrespondierendes Produktsignal im
blauen Kanal. Abbildung 38b zeigt ein Beispiel fiir TSPB mit intermedidrem Dunkelzustand. Das Signal
bricht nach 70 s fiir eine Dauer von 20 s ein, bevor die Fluoreszenz des gleichen Molekiils in beiden
Farbkanélen mit unterschiedlicher Helligkeit wieder auftaucht. Nach weiteren 10 s bricht das Signal in
beiden Kanélen irreversibel ein. Fiir TSPB wurden sowohl Spuren mit hoherer als auch niedrigerer
Helligkeit nach einem Intensititssprung detektiert. Es wurde eine auffillig hohe Anzahl an instantanen
Umsetzungen beobachtet, bei denen kein zwischenzeitlicher Dunkelzustand auftauchte. Dabei
verdnderte sich die Zahlrate des Molekiils instantan im griinen Kanal und erschien zeitgleich im blauen

Detektionskanal, wie in Abbildung 38c nach 25 s dargestellt.
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Fiir die Untersuchung der Photooxidation konnten bei Anregung mit 488/546 nm (I =1.25 kW/cm?)
Zeitspuren von 520 Terrylenmolekiilen mit unterschiedlichem Verhalten aus 40 Aufnahmen mit einer
Zeitauflosung von 0.3 s aufgenommen und analysiert werden. Mit der gleichen Zeitauflosung konnten
fiir die Untersuchung mit 488 nm (I = 0.94 kW/cm?) aus 30 Aufnahmen 293 Molekiilspuren analysiert
werden. Mit dem entwickelten Set-Up war es mdoglich, fiir jeden Schritt im aufgestellten
Reaktionsschema (Abbildung 16) eine charakteristische Bleichzeit durch Auftragung der Zeiten At;, Ata,
Atgar und Atgec in Histogrammen und deren Anpassung zu ermitteln (Abbildung 39 und Abbildung 40).
71 stellt die charakteristische Bleichzeit fir OSPB dar, wihrend 1, die Bleichzeit bis zur ersten
Intensitdtsdnderung im TSPB beschreibt. Die nachfolgende Zeit, die das Molekiil im Dunkelzustand
verbleibt, wird mit T4k bezeichnet. Molekiile ohne erkennbaren Dunkelzustand wurden in den ersten
Container mit At= 0-0.3 s aufgenommen. Der letzte Schritt im TSPB wird mit .. bezeichnet und
umfasst den irreversiblen, sekundédren Bleichschritt nach Durchlaufen eines vorherigen
Intensitéitssprungs oder Dunkelzustands. Neben der exponentiellen Anpassung der Histogramme
wurden zum Vergleich auch die Mittelwerte der Bleichzeiten gebildet und zusammenfassend in Tabelle
6 dargestellt. Die charakteristischen Bleichzeiten wurden jeweils fiir die in den Abbildungen angegebene
Anzahl an Molekiilen, aufgetrennt nach der Anregungsintensitit, bestimmt. Nicht flir alle Molekiile, die
Intensitétsspriinge zeigen, konnte bis zum Ende des Beobachtungsfenster sekundires Photobleichen
beobachtet werden. Ebenso machten Uberlagerungen mit anderen Molekiilsignalen eine Zuordnung
teilweise schwierig, weshalb auftauchenden Molekiilen im griinen Kanal zwar Atsc, nicht aber At
zugeordnet werden konnte. Daher unterscheidet sich die berichtete Anzahl der konsekutiven
Reaktionsschritte T2, Tgark und Tsec.

Tabelle 6: Zusammenfassung der charakteristischen Bleichzeiten aus Abb. 39 und 40.

Reaktionsschritt Anzahl der Charakteristische Bleichzeit / s Charakteristische Bleichzeit / s

Molekiile (exponentielle Anpassung) (Mittelwert)
Abbildung 39 hexe = 488/546 nm
a) Ty 264 14.0£1.0 23.2+£26.0
b) %) 135 222+25 32.6+£353
c) Tdark 216 n.a. 143+224
d) Tsec 256 24+0.1 10.2+16.4
Abbildung 40 Aexe = 488 nm
a) T 206 27.0+2.9 359+354
b) %) 49 357+5.4 34.6 £35.9
c) Tdark 64 n.a. 54+135
d) Tsec 87 8.8+0.8 15.9+24.1
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Abbildung 39: a-d) Histogramme und monoexponentielle Anpassungen bei Anregung mit Aexc = 488/546 nm
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Abbildung 40: a-d) Histogramme und monoexponentielle Anpassungen bei Anregung mit Acxc =488 nm. Zur
besseren Erkennbarkeit wurden Container >0.3 s verwendet. Rohdaten siche Anhang.
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Die erhaltenen Mittelwerte sind mit relativen Standardabweichungen von iiber 100% deutlich
fehlerbehaftet und kdnnen die charakteristische Bleichzeit und Ratenkonstante nur unzureichend genau
erfassen. Stattdessen stiitzt sich die nachfolgende Diskussion der Ergebnisse auf die exponentiellen
Anpassungen. Bei Verwendung der 488 nm Anregungsquelle und niedrigerer Anregungsintensitét
konnten, wegen des geringeren SNR und der geringeren Anzahl an detektierten Photonen, insgesamt
weniger Spuren erkannt werden. Daher wurden hier hohere Fehlerwerte aus den exponentiellen
Anpassungen erhalten. Die fiir t; und 71, erhaltenen Werte liegen innerhalb der jeweiligen
Anregungsintensitit in einem &hnlichen Bereich und deuten darauf hin, dass die beiden
Reaktionsschritte dhnlich schnell ablaufen. T ist im Vergleich um eine GréBenordnung kleiner und
impliziert, dass die Reaktion mit einem zweiten Sauerstoffmolekiil schneller ablduft, vermutlich bedingt
durch die bessere Anregbarkeit des blauverschobenen Photooxidationsprodukts. Als Mal3 fiir die
Effizienz der Photooxidation ldsst sich das Verhiltnis der Reaktionsgeschwindigkeitskonstante kr zur
Anregungsrate ki, heranziehen. Die erhaltene Quantenausbeute der Reaktion gibt den Anteil der

angeregten Molekiile wieder, die oxidiert werden und berechnet sich aus:

kg 1
P, = —= 26
K k1, TR * K12 20)

Sie ldsst sich somit fiir die primaren Photooxidationsschritte aus 7;(OSPB) und 7, (TSPB) bestimmen
und liefert die in Tabelle 7 gezeigten Werte. Sie liegen im Bereich von zuvor verdffentlichten Studien ¥
und zeigen keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Anregungsintensititen. Ein Hinweis

darauf, dass sich der Reaktionsmechanismus zwischen den Bedingungen nicht unterscheidet.

Tabelle 7: Quantenausbeute der Photooxidationsschritte t; und 1.

OSPB Aexe/ NM ki2/ 104 s kr=1/11/ 57! ®r/ 107
488 10.5 0.037 3.5
488/546 213 0.071 33

TSPB hexe/ NM ki2/ 10%s™! kr=1/12/ 5! @i/ 107
488 10.5 0.028 2.6
488/546 213 0.045 2.1

Die charakteristische Bleichzeit der Molekiile zeigte eine zu erwartende Abhingigkeit von der
Anregungsintensitét, wie beim Vergleich der Werte von ti, 12 und Tsc zwischen Abbildung 39 und
Abbildung 40 deutlich wird. Auffillig ist in Abbildung 39¢ und Abbildung 40c der hohe Anteil von
35%, respektive 53%, direkten Umsetzungen. Fiir 76 von 216 Spuren bei Anregung mit [ = 1.25 kW/cm?
und 34 von 64 Spuren bei Anregung mit I = 0.94 kW/cm? trat kein detektierbarer Dunkelzustand auf.
Die Lebenszeit dieser Dunkelzustinde konnte unterhalb der gewéhlten Zeitauflosung von 0.3s liegen.
Eine alternative Erkldrung, die auch durch die nicht-realisierbare monoexponentielle Anpassung
unterstiitzt wird, ist die Uberlagerung zweier konkurrierender Prozesse. Es ist zu vermuten, dass sich
deren Reaktionsgeschwindigkeiten malgeblich unterscheiden und die Summe der Prozesse detektiert

wird.
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Eine Anpassung mit bi-exponentiellen Funktionen konvergierte fiir die Anregung mit I = 1.25 kW/cm?
mit akzeptablen Fehlerwerten, wie Abbildung 41 zu entnehmen. Dabei wurde eine schnelle
Zeitkomponente, bezeichnet mit Tgireks,1, €rhalten, die mit 0.37 s £0.02 s im Bereich des zeitlichen
Auflésungsvermdgens von 0.3 s liegt. Die langsamere Komponente, Taark 2, betrdgt 11.90 s £ 1.61 s. Die

Interpretation dieser Beobachtungen ist an dieser Stelle nur spekulativ moglich.

90
v [ Tgirekt,] — 0-37 £0.02
70 Tareo= 11.90 + 1.61
60-
50
40+

304

Anzahl der Molekiile

204
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Abbildung 41: Dunkelzustandszeiten aus Abbildung 39c. Anpassung mit y = y0 + Aleexp(-x/t;) + A2eexp(-x/t2)
in Rot.

Der schnellere Prozess konnte als direkte Umsetzung zum fluoreszierenden Photoprodukt,
wahrscheinlich dem Terrylendiepoxid, gedeutet werden. Theoretisch denkbar wire diese direkte
Entstehung des Diepoxids iiber einen alternativen Reaktionsweg mit Singulettsauerstoff. Etablierte,
theoretische Rechnungen fiir eine Reihe von Acenen halten dieses Verhalten flir die Bildung des

1992291 " Insgesamt lassen sich zwei unterschiedliche Arbeitshypothesen

Endoperoxids fiir plausibel [
formulieren, die in den gezeigten Abbildungen beschrieben werden:
(1) Es existiert ein zusétzlicher, vermutlich konzertierter Mechanismus, der vom Terrylen ohne

Auftreten einer Zwischenstufe bis zum Diepoxid fiihrt.

Terrylen

O

Exoperoxid

kSEC
Endoperoxid l ll

Abbildung 42: Vorgeschlagene Reaktionsschritte fiir Hypothese (1), direkter Weg zum Diepoxid.
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(2) Es existieren zwei unterschiedliche Reaktionsmechanismen, die iiber das Endoperoxid zum
Diepoxid fithren. Die Zeitkonstanten dieser Pfade unterscheiden sich wesentlich voneinander und

konnten aus einem konzertierten (Kgireke) und einem schrittweisen Mechanismus (Kgark) bestehen.

Terrylen

o

ky
lkz
kdirekl fo!
Q) A& oo
- R e

Exoperoxid Keee ll
Endoperoxid l

Abbildung 43: Vorgeschlagene Reaktionsschritte fiir Hypothese (2).

Eine Beteiligung von Triplettsauerstoff an diesen Reaktionspfaden zum Diepoxid kann eher
ausgeschlossen werden. Hauptargumente sind die kinetisch unreaktivere Natur und die Neigung,
Radikalreaktionen statt Additionsreaktionen zu bevorzugen (%%, Zusitzliche Messungen wurden im
Zuge einer Vertiefungsarbeit in Kooperation mit J. Berger [**!! mit einer hoheren Anregungsintensitét
von 2 kW/cm? mit Aexe = 488 nm am gleichen Aufbau durchgefiihrt. Damit konnten die Zeitspuren auch
bei einer maximalen Zeitauflosung von 5 ms noch mit ausreichender Signalstirke aufgenommen
werden. Ziel der Experimente war eine genauere Untersuchung der instantanen Umsetzungen.
Insbesondere sollte untersucht werden, ob diese auch bei hoherer Zeitauflosung noch auftreten. Die
Ergebnisse der Studien fasst die folgende Abbildung zusammen. Da auch mit multiexponentiellen
Funktionen keine konvergierende Anpassung gefunden wurde, wurde der Mittelwert der Zeiten von

8 s+ 11 s gebildet.
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Abbildung 44: a) Histogramm der Dunkelzeiten aus Anregung mit Aexe = 488 nm, I = 2 kW/cm?. Containerbreite
1.2's. b) Einzelmolekiilspur mit 5 ms Zeitauflosung mit kurzem Dunkelzustand (Dauer 15 ms) vor einem
Intensitdtssprung.
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Auch mit einer hoheren zeitlichen Auflosung wurde ein hoher Anteil an instantanen Umsetzungen
beobachtet, was die Vermutung eines iiberlagerten Prozesses mit zwei unterschiedlichen Zeitkonstanten
bekréiftigte. Allerdings reduzierte sich mit 30 von 108 Spuren der Anteil von Spuren ohne detektierbaren
Dunkelzustand. Aufgetrennt nach den verwendeten Anregungsintensitdten der Experimente ergibt sich
die in Abbildung 45 gezeigte Auftragung des Anteils an instantanen Umsetzungen. Hohe
Anregungsintensititen korrelieren demnach mit einem kleineren Anteil an Umsetzungen ohne
Dunkelzustand. In der urspriinglichen Literatur B72%! wurden keine Umsetzungen ohne Dunkelzustand
berichtet. Dabei wurde eine Anregungsintensitit von 26.5 kW/cm? mit Aexe =488 nm verwendet.
Vergleichswerte fiir die hier vorgestellten Zeitkonstanten Tgak und Tsc sind nicht literaturbekannt.
Intensititsabhéingige Messungen wurden von T. Christ mit 2.65 kW/cm? und 440 kW/cm? im konfokalen
Mikroskop durchgefiihrt. Dabei wurde lediglich die Reduktion der Bleichzeit durch Erhdhung der
Intensitit beobachtet, aber keine Beobachtungen zur mittleren Uberlebenszeit der Dunkelzustinde
berichtet ?®!, Insgesamt sind diese Ergebnisse als starker Hinweis auf das Auftreten eines bisher

unentdeckten Reaktionsschritts zu deuten.
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Abbildung 45: Anteil der instantanen Umsetzungen an der Gesamtzahl der Dunkelzeiten in Abhdngigkeit der
verwendeten Anregungsintensitéten.

3.1.6 Untersuchungen zur spektralen Zuordnung der Photoprodukte

Da die spektrale Lage der Photoprodukte durch die Detektion in Farbkandlen nicht eindeutig bestimmt
werden konnte, wurden zusitzlich Einzelmolekiilspektren aufgenommen. Durch Modifizierung des
Aufbaus mithilfe eines Transmissionsgitters konnten bei Anregung mit Aexc= 488 nm
Einzelmolekiilspektren oberhalb von 500 nm aufgenommen werden. Dabei wurde der Kamerasensor,
statt in Farbkanile, in einen rdumlichen und einen spektralen Bereich getrennt (Abbildung 46),

angelehnt an dhnliche Aufbauten aus der Literatur 4849,
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Abbildung 46: Gemittelte Aufnahme iiber 50 s im spektralen o-TIRF. Nullte Ordnung des Transmissionsgitters
(links) und erste Beugungsordnung (rechts.). Aexc =488 nm (P = 32 mW). Aget >500 nm.

Da die Photonen im spektralen Detektionsbereich {iber einen breiten horizontalen Bereich von etwa
10 um pro Spektrum verteilt sind, wurde die Intensitit durch Austausch der Anregungsquelle (iChrome
FLE, Aexc =488 nm) erhoht. Auf diesem Wege konnten Finzelmolekiilspektren von Terrylen in p-
Terphenyl mit verbessertem SNR aufgenommen werden und die Lage des, bisher nur im Ensemble
bestimmten, Emissionsmaximums bestétigt werden. Dazu wurde das Spektrum von fiinf verteilten
Einzelmolekiilen aus Abbildung 46 verglichen. Aus der Abbildung geht hervor, dass zwischen
verschiedenen Molekiilen kaum spektrale Varianz gefunden wurde. Der Mittelpunkt der Maxima aus
Abbildung 47a betrdgt 582.3 nm + 1.8 nm. Fiir Molekiil 2 wurde ein Spektrum mit grotmdoglicher
Auflésung durch Mittelung der Grauwerte {iber 215 s bestimmt, wobei ein Emissionsmaximum von
582 nm erhalten wurde (Abbildung 47b). Neben dem Hauptmaximum lassen sich die Nebenmaxima bei
633 nm und 680 nm deutlich erkennen. Ebenfalls ist eine schwache Bande von 520 bis 540 nm

erkennbar, die den Ramanlinien von p-Terphenyl zugeschrieben werden kann 1209,
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Abbildung 47: a) Uberlagerte Einzelmolekiilspektren von Terrylen in p-Terphenyl mit 5 s Belichtungszeit. Das
Emissionsmaximum aus Ensembleexperimenten bei 581 nm wurde zum Vergleich eingezeichnet.
b) Einzelmolekiilspektrum von Molekiil 2 aus Abbildung 46 iiber 210 s gemittelt und Emissionsspektrum in
Toluol zum Vergleich der Linienform (gestrichelte Linie).

Die im Zuge einer Vertiefungsarbeit, in Kooperation mit R. Priester, an diesem Aufbau erhaltenen
Daten *2! wurden fiir die vorliegende Dissertation aufgenommen und iiberarbeitet. Ziel der Arbeit war
es, die Bleichprozesse mit dem modifizierten spektralen o-TIRF zu detektieren, um

Einzelmolekiilspektren der Photoprodukte zu erhalten.
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Dabei gelang die Aufnahme einiger weniger Bleichprozesse durch Beobachtung einer signifikanten,
horizontalen Verschiebung der Signale. Damit konnte bestitigt werden, dass im verwendeten TIRF-
Autfbau hauptsidchlich 40 nm hypsochrom verschobene Produkte aus der Photooxidation detektiert

werden. Die nachfolgende Tabelle zeigt eine Ubersicht der beobachteten Verschiebungen.

Tabelle 8: Emissionsmaxima Amax im spektralen o-TIRF vor (t;) und nach (t2) der Verschiebung 12321,

AL/ nm hmax, 1 / NM Amax, 2 / nmM
6 586 592
12 601 589
39 545 503
41 546 505
43 576 533
69 583 514

Abbildung 48 und Abbildung 49 zeigen beispielhaft das Spektrum vor und nach einer Verschiebung um
circa 40 nm und 70 nm. Da die Spektren jeweils nur wenige Sekunden vor und nach der Photooxidation
aufgenommen werden konnten, sind die Daten aus diesen Ergebnissen stirker rauschbelastet als die
stationédren Spektren aus Abbildung 47.

Zwei Beispiele aus Tabelle 8 zeigen bereits vor der Verschiebung ein signifikant hypsochrom
verschobenes Emissionsmaximum bei 545 nm. Die Vermutung liegt nahe, dass diese Molekiile bereits
einen Oxidationsschritt durchlaufen haben und sekundére Reaktionen mit Sauerstoff beobachtet wurden.
Aufgrund der Filtergrenzen des Bandpassfilters von 555 nm und 625 nm ist davon auszugehen, dass
solche Reaktionsschritte in den Farbfilterexperimenten nicht detektiert wurden. Dariiber hinaus werden

auch kleinere Verschiebungen zu kurz- und langwelligeren Maxima beobachtet.
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Abbildung 48: Bleichprozess mit 43 nm Verschiebung im spektralen o-TIRF. Dargestellt sind die gemittelten
Aufnahmen des raumlichen und spektralen Bereichs. a) t = 0-12.6 s. b) t = 12.6 s—46 s. ¢) Zeitspur des Molekiils
iiber den Beobachtungszeitraum. d) Erhaltene Rohspektren und geglittete Spektren aus a)/b) in griin/blau.
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Abbildung 49: Bleichprozess mit 69 nm Verschiebung im spektralen o-TIRF. Dargestellt sind die gemittelten
Aufnahmen des rdumlichen und spektralen Bereichs. a) t=0-9.3 s. b) t=9.3 s—46s. ¢) Zeitspur des Molekiils
liber den Beobachtungszeitraum. d) Erhaltene Rohspektren und geglétteten Spektren aus a)/b) in griin/blau.

3.1.7 Clusteranalyse

Aus den in Kapitel 3.1.4 diskutierten Filterspektren, der Literatur und den Ergebnissen aus der
spektralen o-TIRF-Mikroskopie geht hervor, dass mit den bisher vorgestellten Untersuchungen nicht
nur das Hauptprodukt der Photooxidation mit 40 nm hypsochromer Verschiebung detektiert wurde.
Dafiir sprechen die experimentell erhaltenen, unterschiedlichen Intensitdtsverhdltnisse der Zeitspuren
im TSPB. Um einzuschitzen, welche Produkte in den Experimenten mit Farbkanélen detektiert wurden,
bietet sich ein Vergleich der Intensitdtsverhiltnisse an. Tabelle 9 zeigt die detektierte Photonenrate Kycal
fiir Messungen aus beiden Anregungsintensititen, jeweils flir beide Detektionskanéle. Dazu wurden die
in Tabelle 2 aufgefiihrten Daten fiir den griinen Kanal mit Daten fiir den blauen Kanal erginzt.
Berechnungsgrundlage war abermals der Mittelwert der detektierten Photonen von zehn

Emissionsmustern aus Experimenten zur Photooxidation.

Tabelle 9: Mittelwerte der detektierten Photonen, aufgetrennt nach Detektionskanilen.

Aexe / nm Kreal / 104 s’ Kreal / 104 sl
Griner Kanal Blauer Kanal

488 0.72 +0.23 0.76 + 0.42
488/546 354+ 130 0.75+0.70

Daraus geht hervor, dass in den Experimenten zur Photooxidation grofle Schwankungen in den absoluten
Helligkeiten auftreten, die eine Zuordnung zu einzelnen Spezies liber Absolutwerte erschweren. Zur
Betrachtung der relativen, gemessenen Signalstirken wurden daher Intensitédtsverhéltnisse
herangezogen. Dazu wurden mittlere Intensititsverhiltnisse aus Einzelmolekiilspuren im blauen und
griinen Kanal sowie aus Spuren im griinen Kanal aus dem Signal vor und nach dem Auftreten von TSPB
gebildet. Details zum Vorgehen zeigen Abbildung 50 und Kapitel 4. Die Ergebnisse wurden in zwei
Diagramme fiir die Ein- und Zweifarbenanregung aufgeteilt (Abbildung 51), um Unterschiede aufgrund

der unterschiedlichen Anregungs- und Detektionsparameter auszuschlief3en.
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Abbildung 50: Arbeitsschema zur Bildung der Intensitétsverhdltnisse am Beispiel der 40 nm Verschiebung.

Uber die Extinktionskoeffizienten der simulierten Photoproduktspektren lieB sich iiber die
Anregungsrate ki, die theoretische Emissionsrate ke, fiir die 40 nm und 70 nm Verschiebung analog zu
Tabelle 2 ergidnzen. Nach zusitzlicher Berilicksichtigung der Spektrenanteile aus Tabelle 5 wurden
theoretische Verhéltnisse der Emissionsraten gebildet, die im Anschluss fiir eine Einordnung der

experimentellen Verhiltnisse herangezogen wurden. Die Ergebnisse der theoretischen Berechnungen
zeigt folgende Tabelle:

Tabelle 10: Ubersicht der ermittelten effektiven Emissionsraten und theoretischen Intensitétsverhéltnisse in den

Detektionskandlen flir das erwartete Produktspektrum der Photooxidation von Terrylen, berechnet anhand der
Spektrenflachen aus Tabelle 5.

40 nm Verschiebung 70 nm Verschiebung Terrylen
Aexc/ nNm 488 488/546 488 488/546 488 488/546
=488 / 10* M 'em! 2.50 2.03 1.19
&=s46/ 10*M-'cm’! 4.46 0 3.29
.. T ol
Kemx, grin/ 1077 6.62 11.00 2.5 2.5 6.02 12.2
,.,Emissionsrate Griiner Kanal
Kem,2, blau / 10%s71
“Emissionsrate Blauer Kanal” 8.47 0.51 9.00 >-13

Theoretische Intensititsverhiltnisse
R (Kem,2, griin / Kem, 1, griin) 1.10 0.90 0.42 0.20
R (Kem2, biau / Kem, 2, griin) 1.28 0.05 3.60 2.05
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Abbildung 51: Intensitétsverhéltnisse von Einzelmolekiilspuren aus Aufnahmen mit Farbkanidlen. a) Anregung
mit Aexe = 488 nm (0.94 & 2.00 kW/cm?). b) Anregung mit Aexe = 488/546 nm (1.25 kW/cm?). Die Farbcodierung
der Messpunkte gibt die Uberlebenszeit des Dunkelzustands wieder. Hilfslinien wurden bei R = 1 eingefiigt.

Die qualitative Identifizierung von Gruppierungen wurde in Abbildung 51 mit roten Kreisen angedeutet.
Intensitdtsverhdltnisse iiber 3.5 wurden aus Griinden der Erkennbarkeit nicht dargestellt und als
Ausreifler betrachtet. Die erweiterten Graphen sind im Anhang aufgefiihrt. Bei Analyse der Auftragung
lasst sich im Falle der Anregung mit 488 nm aus Abbildung 51a erkennen, dass die Zahlrate im blauen
Kanal in fast allen Féllen hoher als im griinen Kanal lag.

Dies lésst sich mit dem hoheren Anteil des Emissionsspektrums, der vom blauen Filter abgedeckt wird,
erklaren. Der groBte Teil der Umsetzungen gruppiert sich um ein Intensititsverhdltnis von
RaiawGrin=1.25 und Reriin,2/Grin,g = 1. Das Emissionsniveau im griinen Kanal dndert sich also nicht
mafgeblich. Dies liegt daran, dass die hohere Emissionsrate der hypsochrom verschobenen
Oxidationsprodukte durch den geringeren Uberlapp mit dem griinen Filter ausgeglichen wird. Eine
kleinere Gruppe von 9 Umsetzungen ldsst sich im Bereich Raaucrin= 2 erkennen. Aus den theoretisch
berechneten Intensititsverhdltnissen aus Tabelle 10 geht hervor, dass es sich bei den Umsetzungen mit
hoherem Rsgjawarin -Verhéltnis um die 70 nm Verschiebung handeln miisste, wahrend der gro3ere Anteil
bei Rplawerin = 1.25 das vermutete Diepoxid bei 40 nm hypsochromer Verschiebung darstellt.

Fiir Abbildung 51b gruppieren sich die Verhéltnisse im griinen Kanal dhnlich zu Abbildung 51a um
Rarin, /Gring = 1, jedoch sind die Werte auf der x-Achse deutlich unterhalb bei Raiawcrin~ 0.6
angesiedelt. Dies lédsst sich durch die verwendeten Filter und den dadurch kleineren, abgedeckten
Wellenlingenbereich und der kleineren Uberlappung mit den Emissionsspektren der Produkte erkldren.
Auch die absoluten Helligkeiten spiegeln dieses Verhalten wider, da bei Anregung mit 488/546nm
deutlich weniger Photonen im blauen als im griinen Kanal detektiert wurden. Eine breit gestreute Gruppe
von Umsetzungen siedelt sich im Bereich Rpjawrin=1.0 - 2.5 an. Abermals lassen die theoretischen
Intensititsverhdltnisse die Vermutung zu, dass die Ansammlung bei Rpiawcrin= 0.6 dem Diepoxid
zugeordnet werden kann, wihrend die zweite Fraktion Verschiebungen um 70 nm darstellt. Eine
Korrelation von Intensititsverhéltnissen mit der Uberlebenszeit des Dunkelzustands ist fiir keines der

Experimente aus Abbildung 51a oder b erkennbar.

60



3 Ergebnisse & Diskussion

Spuren mit direkter Umsetzung (Farbcodierung lila, Ats.i= 0 s) werden iiber die gesamte Verteilung
der Intensitdtsverhdltnisse beobachtet und treten demnach fiir unterschiedliche Produkte der
Photooxidation auf. Beim Vergleich mit den theoretisch berechneten Intensitidtsverhiltnissen aus
Tabelle 10 fallt auf, dass diese nur sehr bedingt die tatséchlichen Verhéltnisse widerspiegeln. Vor allem
das theoretische Verhéltnis des Diepoxids von Rppwerin=0.05 bei Anregung mit 488/546 nm liegt
deutlich unter dem tatsdchlich erhaltenen Wert. Griinde sind hier erneut in der vereinfachten
Abschétzung der Emissionsrate und Filtergrenzen sowie dem Einzelmolekiilcharakter zu suchen. Die
relative Abfolge der Verhiltnisse sollte jedoch realistisch abgebildet sein.

Die bisher nur qualitativ gezogenen Grenzen der Intensitétsverhéltnisse aus den Graphen in Abbildung
51 konnten zusétzlich durch das multivariate Verfahren der Clusteranalyse gestiitzt werden. Aus den
Graphen in Abbildung 52 und Abbildung 53 ist zu erkennen, dass die Zuordnung und Bestimmung der
Clustermittelpunkte unter Annahme von zwei Clusterzentren und somit zwei Photoprodukten, stimmig
ist. Explorative Ansdtze mit mehr als zwei Clusterzentren wurden im Anhang dargestellt. Aus diesen
geht hervor, dass die Annahme von zwei Clusterzentren valide ist. Die Clusteranalyse ergibt fiir die
Anregung mit 488 nm 10 Umsetzungen fiir Cluster 1 (rot/70 nm Verschiebung) sowie 134 Umsetzungen
fiir Cluster 2 (blau/40 nm Verschiebung). Bei Anregung mit 488/546 nm werden 126 Umsetzungen fiir
Cluster 1 (blau/40 nm Verschiebung) sowie 20 Umsetzungen fiir Cluster 2 (rot/70 nm Verschiebung)

erhalten.
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Abbildung 52: a) Zuordnung der Umsetzungen mit Aexc =488 nm zu den erhaltenen Clustern durch K-Means
Clusteranalyse. b) Zugehoriges PCA Clusterdiagramm mit Konfidenzintervall 0.95. PCI ist die Achse, die die
grofite Variation iberspannt; PC2 ist die Achse, die die zweite Variation liberspannt.
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Abbildung 53: a) Zuordnung der Umsetzungen mit Aexc = 488/546 nm zu den erhaltenen Clustern durch K-Means
Clusteranalyse. b) Zugehdriges PCA Clusterdiagramm mit Konfidenzintervall 0.95. PC1 ist die Achse, die die
grofte Variation iiberspannt; PC2 ist die Achse, die die zweite Variation iiberspannt.

3.1.8 Weitere Beobachtungen

Untersuchungen zum Nachweis des Exoperoxids

Bisher wurden keine Schlussfolgerungen zur Natur des Exoperoxids gezogen. Durch die bereits
erwidhnte Lage der Anregungswellenlinge von 488 nm, relativ. zum hypothetischen
Absorptionsspektrum des Exoperoxids, wére dessen Fluoreszenz durch die verwendeten Filter durchaus
detektierbar. Da jedoch einstufiges Photobleichen ohne erneutes Aufleuchten auftritt, scheint dessen
Absorption weiter als die theoretisch berechneten 100 nm hypsochrom verschoben zu sein. Alternativ
konnte das Exoperoxid, analog zum Endoperoxid, nicht-fluoreszierend sein. Aufgrund von
Berechnungen der AG Basché, als auch Berechnungen zum strukturell nah verwandten TDI, ist aber
davon auszugehen, dass Exoperoxide hinreichend stabile, fluoreszierende Zersetzungsprodukte der
Photooxidation darstellen. Bisherige Experimente zur Anregung des Exoperoxids sind nicht bekannt.
Ein einfacher Nachweis wiére durch Anregung im kurzwelligen Bereich mit den verfiigbaren
Anregungslinien 405 nm oder 445 nm bis zur Grenze des sichtbaren Bereichs moglich.

In Kombination mit 488 nm wurden daher Messungen im o-TIRF durchgefiihrt. Damit sollte ein
moglichst breiter Bereich abgedeckt werden und eine Detektion eines fluoreszierenden Exoperoxids als
zweistufiges Photobleichen moglich sein. Fiir Anregung mit 405 nm, als auch abgeschwicht fiir 445 nm,
konnte nur eine Zunahme des Fluoreszenzsignals in beiden Detektionskandlen beobachtet werden, die
die Beobachtung von Einzelmolekiilspuren unmoglich macht. Diese Zunahme kann einer
photoinitiierten Polymerisation des p-Terphenyl zugeschrieben werden, wie sie auch von T. Christ bei

hohen Anregungsintensititen von 440 kW/cm?bei Anregung mit 488 nm beobachtet wurde 2,
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Abbildung 54: Anstieg des Fluoreszenzsignals im System Terrylen in p-Terphenyl in beiden Detektionskandlen
bei gleichzeitiger Anregung mit 405 nm und 488 nm. t =0 s, 34 s und 200 s. Aexc = 405/488 nm (P = 15/15 mW).
Ade= 500-500 nm (rechts); 555-625 nm (links).

Hinweise auf reversible Prozesse

Fiir vereinzelt auftretende Spuren von Molekiilen konnte Verhalten beobachtet werden, das iiber das
bisher beschriebene OSPB oder TSPB hinausging. Statt irreversiblem Bleichen wurden sekundire
Intensititsdnderungen beobachtet. Abbildung 55 zeigt die Zeitspur eines Molekiils, dessen
Photooxidation augenscheinlich umgekehrt werden konnte. Zum Start der Aufnahme verweilt das
Molekiil in einem Dunkelzustand und das Fluoreszenzsignal taucht fiir 0.6 s zundchst nur im griinen
Kanal auf. Im weiteren Verlauf tritt ein Intensititswechsel analog zum TSPB auf, bei dem die
Fluoreszenz im blauen Kanal detektiert wird und sich im griinen Kanal abschwicht. Nach 31 s wird der
Prozess umgekehrt durchlaufen und das Molekiil nimmt sein urspriingliches Emissionsniveau ein, bevor
es schlieBlich irreversibel bleicht. Das Intensitdtsverhéltnis aus den Rohdaten betrdgt Rpawerin= 0.5,

womit eine 40 nm Verschiebung als zwischenzeitliches Reaktionsprodukt vermutet werden kann.
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Abbildung 55: Beispiel 1 fiir ein Molekiil im System Terrylen/p-Terphenyl, das reversible Anderungen der
Intensitit durchlduft. Links: Intensititsverlauf. Rechts: Aufnahme der ROI um das betreffende Molekiil.
Aexe = 488/546 nm (P = 15/5 mW). Zeitauflosung 0.3 s.
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Ein dhnliches Verhalten konnte fiir zwei weitere Molekiile beobachtet werden, die in Abbildung 56 und
Abbildung 57 dargestellt sind. Im ersten Fall wurde TSPB mit vorgelagertem Dunkelzustand detektiert,
gefolgt von einem weiteren Dunkelzustand bei 105 s, nach dem die Fluoreszenz im griinen Kanal wieder
ansteigt. Anzumerken ist hier, dass das urspriingliche Emissionssniveau des Ausgangszustands
iibertroffen wurde und das Signal im blauen Kanal nicht vollstdndig auf das Niveau des Untergrunds
abfiel. Demnach konnte es sich bei der beobachteten Reaktion auch um eine Rotverschiebung
unbekannter Natur handeln, dessen Emissionsspektrum zwischen dem Oxidationsprodukt und
unverdndertem Terrylen liegt. Der zweite Fall in Abbildung 56 zeigt TSPB und eine anschlieSende
Riickkehr auf das Ausgangsniveau ohne detektierbaren Dunkelzustand zwischen den
Intensitétsspriingen. Durch die unmittelbare Nihe mehrerer anderer, schwach leuchtender Molekiile,
konnte fiir dieses Beispiel eine Uberlagerung mit anderen Molekiilsignalen nicht ausgeschlossen
werden. Prinzipiell konnte das gezeigte Verhalten auch durch die zufillige Uberlagerung mit einem

blinkenden Einzelmolekiil verursacht worden sein, das aus einem Dunkelzustand auftaucht und wieder

Ity

abtaucht.
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Abbildung 56: Beispiel 2 fiir ein Molekiil im System Terrylen/p-Terphenyl, das reversible Anderungen der
Intensitdt durchlduft. Links: Intensitdtsverlauf. Rechts: Aufnahme der ROI um das betreffende Molekiil.
Aexe = 488/546 nm (P = 15/5 mW). Zeitauflosung 0.3 s
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Abbildung 57: Beispiel 3 fiir ein Molekiil im System Terrylen/p-Terphenyl, das reversible Anderungen der
Intensitdt durchlauft. Links: Intensitdtsverlauf. Rechts: Aufnahme der ROI um das betreffende Molekiil.
exe = 488/546 nm, P = 15/5 mW, Zeitauflosung 0.3 s
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Wie bereits in Kapitel 2.8 erldutert, sind Photooxidationen unter Bildung des Endoperoxids und eine
anschlieende Cycloreversion fiir Anthracen und &hnliche Aromaten literaturbekannt. Die drei
vorgestellten Einzelmolekiilspuren aus Abbildung 55, Abbildung 56 und Abbildung 57 zeigen
Verhalten, das als reversible Photooxidation interpretiert werden kann und wiirden das von Schmidt et
al. aufgestellte Konzept der reversiblen Bindung von Sauerstoff an aromatischen Verbindungen
erweitern [188,189,193,233]‘

Unter der Annahme eines nicht-fluoreszierenden Endoperoxids konnen die beobachteten Spuren als eine
Riickkehr des fluoreszierenden Diepoxids zu Terrylen interpretiert werden. Ausgehend von Anthracen
sinkt die Wahrscheinlichkeit der Bildung eines Diepoxids mit zunehmender Gréf3e des Ringsystems und
Anzahl an Substituenten. Dies ist mit der hoheren Rigiditit des Systems und dem Platzbedarf der
Substituenten zu erkldren. Aromatische Diepoxide stellen ein System mit hoher Ringspannung dar.
Werden biradikale Zwischenstufen aus dem Endoperoxid durch Homolyse der O-O-Bindung erzeugt,
tiberwiegt bei hoheren Analogen des Anthracens, z.B. dem Benzoterrylen, die Wiederausbildung des
Endoperoxids gegeniiber der Bildung des Diepoxids ¥, Analog dazu wire eine Riickkehr zum
Terrylen liber das Endoperoxid plausibel, falls die biradikale Zwischenstufe BR2 analog zu BR1 durch
photophysikalische Prozesse erreichbar ist. Ausgehend von diesen Uberlegungen kann das, urspriinglich
von Aubry et al. aufgestellte, Reaktionsschema von Endoperoxiden !l fiir die reversible
Photooxidation von Terrylen genutzt und erginzt werden. Eine Ubersicht fiir die Bildung des
Endoperoxids als vermutetes Hauptprodukt (40 nm Verschiebung) ist in Abbildung 58 dargestellt, mit
vorgeschlagenen Schritten in Rot. Die Deutung der erhaltenen Spuren bleibt derzeit aber hochst
spekulativ. Angemerkt sei, dass neben Uberlagerungen mit anderen Molekiilen auch
Konkurrenzreaktionen in Betracht zu ziehen sind. Beispielsweise sind auch Photooxidationsschritte

bekannt, die zu bathochrom verschobener Emission fiihren kénnen 371971,

‘ +10, BRI 90
O BR2
O / CO 7 O\
Terrylen ‘

Endoperoxid

A 4

0-O Distanz / w.E.

Abbildung 58: Reaktionsschritte zur reversiblen Photooxidation von Terrylen. Adaptiert aus [193].

65



3 Ergebnisse & Diskussion

3.2 Photosiuren als dual-emissive Sonden auf der Einzelmolekiilebene — Modellsystem
fiir die Grenzfliche Fest/Fliissig

Kapitel 3.2 befasst sich mit der spektroskopischen Untersuchung der Silylschutzgruppenchemie an
Photosduren. Motivation war die bisher beobachtete Instabilitit, insbesondere bei der Verwendung
dieser Gruppen bei der Synthese von Superphotoséuren auf Basis von Pyrenol '), Ziel war es daher,
zum einen, Bedingungen fiir eine hohere Stabilitdt der Schutzgruppe zu finden und, zum anderen, die
Reaktion mittels TIRFM explorativ auf dem FEinzelmolekiilniveau zu untersuchen. Aufgrund der
simplen Reaktionsfithrung stellt die Silylschutzgruppenchemie ein ideales Modell fiir die Ubertragung
auf das Einzelmolekiilniveau dar, um Einblicke in das Reaktionsschema und die Reaktivitdt von
Photosduren zu erlangen. Zunichst werden, nach einer kurzen Vorstellung der verwendeten
Modellverbindungen, die Ergebnisse der optimierten Reaktionsbedingungen vorgestellt und die Schritte
zur Ubertragung auf das TIRF-Mikroskop geschildert. Die Leistungsfihigkeit der TIRF-Mikroskopie
wird abschlieBend anhand der Ergebnisse der Einzelmolekiiluntersuchungen fiir die ermittelten
Reaktionsbedinungen demonstriert. Experimentelle Methoden sind in Kapitel 4.2.5 ausfiihrlich

beschrieben.

3.2.1 Charakterisierung der Schutzgruppenreaktion im Ensemble

Vorstellung der Photoséiiuren im Ensemble

In bisherigen Arbeiten von A. Clasen wurde die asymmetrische Photosdure Bis(2,2,2-trifluoroethyl) 3-
(chlorosulfonyl)-8-hydroxypyren-1,6-disulfonat aus Abbildung 59, im Folgenden mit HPDE-CI
bezeichnet, auf Basis von Pyrenol synthetisiert. Durch Einfiihrung von APTES konnte die Photoséure
mit einer Ankergruppe fiir die chemische Immobilisierung an SiO,-Oberflédchen funktionalisiert werden
(HPDE-APTES) 2%, Die  Eignung der Verbindung fiir die Untersuchung von
Einzelmolekiilumsetzungen konnte bereits von J. Menges anhand einer Palladium-katalysierten
Entschiitzung der allylierten Photoséure demonstriert werden. Dabei erwies sich die hohe Photostabilitét
als Vorteil und die Reaktion konnte durch das Auftreten der spektral getrennten Basenfluoreszenz

nachgewiesen werden >3 Abbildung 60 zeigt die elektronischen Spektren von HPDE-APTES.

APTES

NEt,
DMF

OSiEt,

Abbildung 59: Funktionalisierung von HPDE-CI mit APTES zum Erhalt der immobilisierbaren Spezies HPDE-
APTES.
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Abbildung 60: Elektronische Spektren der protonierten und deprotonierten Form von HPDE-APTES in
Acetonitril.

Zur Untersuchung und Optimierung der Reaktionsbedingungen einer Silylierung im Ensemble zeigte
sich die Verwendung von HPDE als nachteilig. HPDE-APTES wurde, wegen mangelnder
Lagerstabilitit, vor Gebrauch fiir alle Messungen aus HPDE-CI nach dem Schema in Abbildung 59
hergestellt. Somit wurde sichergestellt, dass die Ankergruppe ihre Reaktivitit behilt. Dabei konnte
jedoch keine Abtrennung von iiberschiissigem NEt;, APTES und DMF erfolgen. 1-2 Stunden nach
Ansetzen der Losung kann die Bildung eines Niederschlags beobachtet werden, der mit einer
basenkatalysierten Quervernetzung des APTES-Linkers und Bildung von Siloxanen erklért werden
kann. Die einsetzende Quervernetzung ist vermutlich auch die Ursache flir die breiten
Absorptionsbanden und Unterschiede in den Absorptionsmaxima der deprotonierten Spezies
(Abbildung 60). Die Strategie fiir die experimentellen Untersuchungen konzentrierte sich daher auf das
strukturell verwandte HPTE aus Abbildung 61 als Modellverbindung. Dadurch konnten eine
Beeinflussung der reaktiven Ankergruppe und Nebenreaktionen mit den Kopplungsreagenzien
ausgeschlossen und die Erkenntnisse dennoch fiir die Einzelmolekiiluntersuchung von HPDE-APTES
genutzt werden. Ziel war es, die Reaktion in Acetonitril abzubilden, da es sich wegen des niedrigeren

Brechungsindex besser fiir eventuelle TIRF-Experimente eignet.
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Abbildung 61: Elektronische Spektren von HPTE in Acetonitril und Strukturformel der protonierten Form.

Tabelle 11: Spektroskopische Parameter der untersuchten Photoséuren.

)abs (ROH/RO") / nm *em (ROH/RO") / nm pkS / pkS* / ApkS D
HPDE-APTES 435/554 446/575 6.1/-1.8/7.9[10 899" 112101
HPTE 427/563 465/571 4.6/-2.7/7.3 120 87% ™ [209]

*in DMSO und immobilisiert an Si0,-Partikeln. ** in DMSO.

Ergebnisse zur Schiitzung von HPTE im Ensemble

Abbildung 62 zeigt die stationdren Spektren von HPTE im Kiivettenexperiment, bei dem Absorptions-

und Emissionsspektren der Basenform (Notation RO"), Sdureform (Notation ROH) sowie der

geschiitzten Spezies (Notation RO-TBDPS bzw. RO-TBDMS) durch die angegebenen Reagenzien im

Uberschuss erhalten wurden. Dabei wurde durch Zugabe von TBDMS-CI zur deprotonierten Spezies

eine, im Vergleich zur protonierten Form, um 8 nm hypsochrom verschobene Bande mit 420 nm

Absorptionssmaximum sowie 460 nm Emissionsmaximum erhalten.
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Abbildung 62: a) Absorptions- und b) Emissionsspektren von HPTE in Acetonitril nach Zugabe von TFA,
Imidazol und TBDMS-CI.
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Abbildung 63: Kiivetten mit einer 10 pM Lsung von HPTE in Acetonitril vor (RO, links) und nach (RO-TBDPS,
rechts) Zugabe von Silylierungsmittel unter UV-Licht.

Abbildung 64 zeigt den detaillierten Verlauf der Fluoreszenz der Basenform bei Zugabe von
Silylierungsmittel iiber einen Zeitraum von 60 bzw. 30 min. Neben der Corey Methode mit einem

Uberschuss an Silylierungsmittel und Base, wurde auch die Schiitzung mit der fiir Acetonitril

entwickelten Methode nach Verkade evaluiert.
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Abbildung 64: Fluoreszenzemissionsspektren von HPTE (RO°) in Acetonitril mit unterschiedlichen
Reaktionsbedingungen im Zeitabstand 10 s a) 100 eq Imidazol / 25 eq TBDMS-CI. b) Literaturansatz nach

Verkade 281 0.1 eq Verkade Superbase 1.1 eq NEt;/ 1 eq TBDMS-CI. ¢) 1 eq Verkade Superbase / 1 eq TBDMS-
ClL
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Aus den Experimenten zeigt sich fiir die ersten beiden Methoden die hohe Instabilitit der geschiitzten
Photosiure. Bei Zugabe mehr als eines Aquivalents einer Hilfsbase konnte die Zersetzung der
geschiitzten Spezies beobachtet werden. Diese aduflerte sich dadurch, dass die Intensitit der
Basenfluoreszenz nach der initialen Abnahme wieder anstieg. Bei der Verwendung eines Aquivalents
der Verkade Base ohne zusitzliche Hilfsbase konnte kein Wiederanstieg der Fluoreszenz iiber 30 min
beobachtet werden. Zudem lief die Reaktion deutlich schneller ab. Den Absorptionsspektren aus
Abbildung 64c und Abbildung 65 ist zu entnehmen, dass die Reaktion bei Verwendung genau eines
Aquivalents der Verkade Base sowie des Silylierungsmittels vollstindig ablief und die geschiitzte
Variante iiber mindestens 24 h in Losung stabil blieb. Ein kleiner Anteil Photosdure von 5 % lief} sich
auch bei hoheren Basenkonzentrationen nicht deprotonieren. Die entsprechende Bande kann der
Anregung in den zweiten angeregten Zustand (S2) der deprotonierten Form zugeschrieben werden. Die
hohen Instabilititen bei Anwesenheit von Base sind, wie bereits von B. Finkler vermutet, der guten

Stabilisierung des Anions der Photosiure zuzuschreiben 21,
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Abbildung 65: Normierte Absoprtionsspektren von HPTE in Acetonitril zur Untersuchung der Langzeitstabilitat
nach Schiitzung mit 1eq TBDMS-CL und vorheriger Deprotonierung mit 1eq Verkade.

Beim Vergleich unterschiedlicher Silylierungsmittel zeigten sich zwischen TBDPS-CI und TBDMS-CI
kaum Unterschiede. Mit TMS-CI konnte hingegen nur im Uberschuss eine teilweise Umsetzung erreicht
werden (sieche Anhang, Kapitel 7.1.3). Als Silylierungsmittel der Wahl wurden daher TBDPS-CI und
TBDMS-CI verwendet. Fiir TBDPS-CI konnten wegen des hoheren sterischen Anspruchs hohere
Stabilitdten erwartet werden. Im Reaktionsverlauf wird die Photosdure im ersten Schritt durch die
Zugabe eines Aquivalents der Verkade Base nahezu vollstindig deprotoniert. Deprotoniertes HPTE
kann mit dem Silylierungsmittel anschliefend in einer nukleophilen Substitution am Siliziumatom
(S\2@Si ) reagieren. Eine Bindung des Silylierungsmittels an die Verkade Base und ein Vorliegen
eines katalytischen Zyklus, wie in der Literatur beschrieben [2'7-22! kann fiir HPTE unter diesen
Bedingungen eher ausgeschlossen werden. Die Verkade Base sollte durch die Reaktion mit der

Photoséure vollstindig protoniert vorliegen.
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Fir die Reaktion wurde daher ein bimolekularer Mechanismus vermutet und die
Reaktionsgeschwindigkeit sollte von der Konzentration der Photosdure und des Silylierungsmittel
abhingig sein. Zur Untersuchung der Kinetik wurde die Abnahme des Intensititsverlaufs am
Emissionsmaximum der Basenbande sowie die Zunahme des Intensitdtsverlaufs am
Emissionsmaximum der geschiitzten Photosdure iiber die Zeit analysiert. Dabei ergaben sich die in

Abbildung 66 dargestellten Ergebnisse.

T T T T T T T " T T T T T L e B e |

0.6

0.4 1

Normierte Intensitit /w.E.
Normierte Intensitit / w.E.

0.2

’
¢
’
’
0
¢
g 7
’
’
’
’
g
g

— T T T T T T T T T T 7T T T
440 450 460 470 480 570 580 590 600 440 450 460 470 480 570 580 590 600
Wellenléinge A / nm Wellenléinge A / nm
T T T T T T T T T
1,04
L © e
i)
&
0sd o @ I(RO-TBDPS) i
' °°o° @ I(RO-TBDMS)
{ 0% @ 1(RO)/TBDPS-CI
06 - % @ I(RO)/TBDMS-Cl

normierte Intensitiit / w.E.
N
1

=
8]
1

0,0

T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Zeit /s

Abbildung 66: Intensititsverlauf des Emissionsmaximums von HPTE unter verschiedenen Bedingungen. Gezeigt
ist die Abnahme der Fluoreszenzintensitit von RO- sowie die Zunahme der Fluoreszenzintensitét der geschiitzten
Spezies a) bei Zugabe von TBDPS-CI und b) bei Zugabe von TBDMS-CI iiber die Zeit sowie ¢) die Auftragung
der Intensitdt der Emissionsmaxima gegen die Zeit.

Aus der Auftragung der RO -Konzentration (lila) ist eine leicht verzogerte Bildung der geschiitzten
Spezies bei Verwendung von TBDPS-CI ersichtlich, die dem hoéheren sterischen Anspruch der
Triisopropylgruppen zugeschrieben wurde. Die Geschwindigkeitskonstanten fiir eine Reaktion
2. Ordnung wurden in einer Dreifachbestimmung aus der Steigung der linearen Anpassung des
Fluoreszenzsignals aus der Produktbildung (k,) sowie der Eduktabnahme (k.) aus Abbildung 67
erhalten und in Tabelle 12 aufgefiihrt.
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Sie liegen in der GroBenordnung von bereits literaturbekannten Umsetzungen von HPTE 217226 Die
erhaltenen Werte unterliegen jedoch hohen Schwankungen, die auf die hohe Empfindlichkeit der
Reaktion hindeuten. Mogliche Griinde sind Zersetzungen und Reaktionen der Reagenzien mit Wasser,
die trotz Verwendung trockener Ldsungsmittel und Lagerung unter Schutzgas nicht vollstindig
auszuschliefen waren.

Tabelle 12: Erhaltene Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten fiir eine Reaktion zweiter Ordnung aus den
Auftragungen aus Abbildung 67.

Reagenz k»/10° M-'s™! kv/ 103 M5!
TBDMS-CI1 1.54+0.40 0.60 +0.23
TBDPS-CI 1.37+£0.70 1.11 £0.54
20 T T T T T T T 25 T T T T T T T
184 a) Auftragung zur Bestimmung von k. aus der Eduktfluoreszenz 4 b) Auftragung zur Bestimmung von Kk, aus der Produktfluoreszenz
Lo A
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o Lo
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Abbildung 67: Auftragung der reziproken, normierten Fluoreszenzsignale. a) Aus dem Abbau von HPTE (RO")
b) Aus der Bildung von HPTE-TBDPS. ¢) Aus dem Abbau von HPTE (RO"). d) Aus der Bildung von HPTE-
TBDMS. [HPTE] = [R3-SiCI] = 10 uM.

Verwendung alternativer Basen

Alternativ konnte die Silylierung auch mit NaH als Base in Acetonitril durchgefiihrt werden. Von
Vorteil war dabei, dass das Auftreten eines katalytischen Zyklus definitiv ausgeschlossen werden kann,
da die Silylierungsmittel nicht an NaH binden kdnnen. Die entsprechenden Spektren aus Abbildung 68
zeigten, dass die Photosdure damit ebenfalls effektiv deprotoniert werden kann und die Reaktion mit
zufriedenstellendem Umsatz trotz basischer Bedingungen abliuft. Uber einen Zeitraum von 24 h zeigte

sich die Zersetzung eines nur kleinen Anteils.
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Die Zersetzung wurde vermutlich durch iiberschiissiges NaH initiiert, welches zundchst mit einem

Restgehalt von Wasser reagiert. Die Entschiitzung erfolgt im Anschluss vermutlich durch OH" -lonen,

die die Schutzgruppe in einer nukleophilen Substitution ersetzen.
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Abbildung 68: Absorptionsspektren aus den Versuchen mit NaH. Abgebildet ist das Absorptionsspektrum von
HPTE in mit NaH behandeltem Acetonitril sowie das Absorptionsspektrum nach Zugabe von 1eq TBDPS-Cl nach
vollstindigem Umsatz sowie nach zusétzlichen 24 h. [HPTE] = [TBDPS-CI] = 10 pM.

Die erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten aus kinetischen Untersuchungen bei Verwendung von NaH

liegen bei dhnlichen Werten wie bei Verwendung von Verkade Superbase und betragen fiir die

Produktbildung k,=2300 (£10) M's" und fiir den Eduktverbrauch k.= 1160 (+10) M's"'. Die

Auftragungen (Abbildung 69) weichen, verglichen mit der Verkade Superbase, starker vom linearen

Verhalten ab und zeigen héhere Unterschiede zwischen k»und k. Als Ursache kann eine Uberlagerung

mit der Entschiitzungsreaktion durch iiberschiissiges NaH vermutet werden.

1/ (1-normierte Intensiit) / w.E.

[ 38
193
1

%)
=}
1

1

w
1
1

o
1
1

w
1
1

T T T T T
a) Auftragung zur Bestimmung von k ,
aus der Produktfluoreszenz

0 200 400 600 800 1000
Zeit /s

1200

1/ normierte Intensitiit / w.E.

20

b) Auftragung zur Bestimmung von k
aus der Eduktfluoreszenz

T T T
600 800 1000

Zeit /s

T
400

T
200

1200

Abbildung 69: Auftragung der reziproken, normierten Fluoreszenzsignale fiir HPTE in ACN/NaH aus der
Reaktion mit TBDPS-CI. a) Bildung von RO-TBDPS. b) Verbrauch von RO".
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Ergebnisse zur Untersuchung der Entschiitzung von Photosiuren
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Abbildung 70: Absorptionsspektren aus den Entschiitzungsversuchen von HPTE mit TBDPS-CI und TBAF in
Acetonitril. [HPTE] = 10 uM.

Fiir die Untersuchung der Entschiitzung im Ensemble wurde TBAF als Reagenz der Wahl zu einer
Losung der geschiitzten Photosdure HPTE in Acetonitril zugegeben. Dabei wurden die in Abbildung 70
aufgefiihrten Spektren erhalten, die zeigten, dass die Entschiitzung mit einem Aquivalent TBAF
erfolgreich gelang. Im Kontrollexperiment mit der mittels TFA protonierten Form wurde jedoch
ersichtlich, dass mit TBAF auch eine Deprotonierung der Photosdure erfolgen und keine selektive
Reaktionsfithrung gelingen konnte. Dabei fungieren die F~ -lonen, trotz relativ geringer Basenstérke
(pks = 10.81 12¢]), als Protonenakzeptor. Bereits aus den vorher geschilderten Experimenten ldsst sich

ableiten, dass die Entschiitzung auch durch Zugabe von Basen im Uberschuss gelingen kann.

3.2.2 Uberlegungen zum Transfer auf das Einzelmolekiilniveau

Fiir die Untersuchung der vorliegenden Reaktion im TIRF wurde die beste Strategie fiir den Transfer
aus den Ensemble-Messungen abgeleitet. Ziel war es dabei, die Schiitzung der deprotonierten
Photoséure sowie die anschlieBende Abspaltung mit einem geeigneten Reagenz innerhalb einer
Messung abzubilden, analog zum Schema aus Abbildung 71. Fir die Anregung wurden die
Wellenldngen 488 nm und 405 nm gewdhlt, die jeweils zur Anregung der deprotonierten und
protonierten bzw. geschiitzten Photosiure genutzt werden kdnnen. Durch den nur geringen spektralen
Unterschied zwischen geschiitzter und protonierter Photosdure, waren die Farbfilter im TIRF-
Experiment nicht selektiv genug, um zwischen den beiden Formen unterscheiden zu kénnen. Bedingt
durch die Basenlabilitdt der geschiitzten Spezies wurden statt TBAF auch starke Basen wie NaH und

die Verkade Base als Reagenzien fiir die Initiierung der Entschiitzung in Erwigung gezogen.
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Abbildung 71: Reaktionsschema fiir die Beobachtung der Schutzgruppenchemie mit HPDE-APTES im
Einzelmolekiilexperiment.

Um die Reaktivitdt und Realisierbarkeit der Reaktion anhand der immobilisierten Photosdure zu
verifizieren, wurde ein Experiment mit Deckgldsern unter TIRF-Anregungsbedingungen bei hohen
Konzentrationen der Reaktanden durchgefiihrt. Dazu wurde HPDE-APTES in hoher Konzentration auf
Deckgldsern immobilisiert und mit den Anregungswellenldngen 405/488 nm in Acetonitril beleuchtet.
Abbildung 72 zeigt die Aufnahmen der Deckgldser. Dabei wurde die Visualisierung der Fluoreszenz
durch Verwendung eines 405/488 nm Notchfilters vor der Kamera mdglich gemacht. In reinem
Acetonitril konnte zunéchst eine Mischform der Fluoreszenz von ROH und RO" Form erkannt werden.
Nach Zugabe der Verkade Base (10 mM) war deutlich die griine Fluoreszenz der Basenform RO™ zu
erkennen. Nach Zugabe einer TBDPS-CI-Losung (60 mM) &nderte sich diese instantan zur blauen
Fluoreszenz der geschiitzten Photosiure, was als deutlicher Hinweis auf die gelungene Realisierung der

Reaktion in immobilisierter Form angesehen werden konnte.

Abbildung 72: Lichtbild des Probentragers durch den Notchfilter 405/488 nm. a) HPDE-APTES immobilisiert in
Acetonitril b) Nach Zugabe von Verkade Base ¢) Nach Zugabe von TBDPS-CI.
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Die Farbkanile fir Einzelmolekiilexperimente wurden anhand der Spektren von geschiitzter und
deprotonierter Form von HPDE-APTES so ausgewihlt, dass die Fluoreszenz der beteiligten Reaktanden
moglichst quantitativ und selektiv abgedeckt wurde. Entsprechend der beobachteten Fluoreszenzfarben
wurden sie mit “griinem” (Agee=500-600 nm) und “blauem” (Agee=417-477 nm) Kanal notiert.
Dementsprechend konnten Einzelmolekiile im griinen Kanal der Basenform (RO") und Einzelmolekiile

im blauen Kanal der geschiitzten sowie protonierten Form (RO-TBDPS/RO-TBDMS/ROH) zugeordnet

werden.
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Abbildung 73: Darstellung der Filterspektren in Pseudofarben relativ zur Lage der Emissionsspektren von
geschiitzter (blau) und deprotonierter (griin) Form von HPDE-APTES.
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3.2.3 Silylschutzgruppenchemie im o-TIRF mit HPDE-APTES

Detektion und Charakterisierung von HPDE-APTES auf dem Einzelmolekiilniveau

Abbildung 74 zeigt exemplarisch eine Aufnahme von immobilisiertem HPDE-APTES im o-TIRF in den
beiden Detektionskanilen unter basischen Bedingungen sowie nach Zugabe von Silylierungsmittel.

Intensitétsspuren, die einen charakteristischen Abfall der Fluoreszenzintensitit zeigen, belegen das

Vorliegen einzelner Molekiile sowohl im griinen als auch blauen Kanal (Abbildung 75).

Abbildung 74: o-TIRF Aufnahme von immobilisiertem HPDE-APTES. a) In ACN/NaH. b) Nach Zugabe von
TBDPS-Cl. dex=405/488 nm (P =0.5/1 mW). Belichtungszeit 0.3 s. Griiner Detektionskanal links, blauer
Detektionskanal rechts.
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Abbildung 75: Einzelmolekiilzeitspuren von HPDE-APTES mit charakteristischem Abfall der Intensitit nach
Photobleichen. Extrahiert aus Abbildung 74 fiir den griinen und blauen Kanal.
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Photophysikalische Parameter konnten fiir HPDE-APTES aus stationdren Aufnahmen in Acetonitril
bestimmt werden. Fiir fiinf iiber die ROI verteilte Molekiille wurde die laterale, experimentelle
Auflésung aus der Halbwertsbreite bestimmt. Die Ergebnisse zeigt Abbildung 76. Die erhaltene
Auflésung von 313 nm bzw. 247 nm liegt, unter Beachtung der Fehlergrenzen, in gutem Einklang mit
dem theoretisch berechneten Wert. Dieser liegt nach Gleichung (15) fiir die Emission der deprotonierten

Spezies von HPDE-APTES bei 242 nm.
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Abbildung 76: a) Aufnahme von HPDE-APTES im o-TIRF mit Nummerierung der ausgewéhlten Molekiile zur
Bestimmung der Halbwertsbreite im griinen Detektionskanal. b) GauBBanpassung von Molekiil Nr. 3 in x- und y-
Richtung. Aexe=405/488 nm (P = 1/1 mW).

Tabelle 13: Erhaltene FWHM-Werte fiir Molekiile 1 bis 5 aus GauBBanpassungen sowie daraus berechnete
mittlere Auflésung und Standardabweichung.

Molekiil Nr. FWHM / nm FWHM / nm
x-Achse y-Achse
1 381 267
2 334 318
3 313 173
4 264 261
5 273 214
MW 313+48 247 + 55

Das SNR wurde jeweils aus fiinf Einzelmolekiilspuren im griinen (RO") und im blauen Kanal (ROH)
bestimmt. Aus den in Tabelle 14 aufgefiihrten Werten geht hervor, dass das SNR im blauen Kanal etwas
niedriger liegt, was durch den kleineren Wellenldngenbereich und hohere Belastung durch Streulicht
und Untergrundfluoreszenz, bedingt durch Verwendung der 405 nm Anregungswellenldnge, erklart

werden kann.

Tabelle 14: Signal-zu-Rauschen-Verhéltnis im o-TIRF fiir HPDE-APTES, getrennt nach Detektionskanal.

Detektionskanal SNR Standardabweichung
Griiner Kanal Aget= 500-600 14.3 +2.8
Blauer Kanal Aget=417-477 8.2 +2.8
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Untersuchung der Silylierungsreaktion

Fiir die Untersuchung der Silylierungsreaktion auf dem Einzelmolekiilniveau wurde HPDE-APTES auf
Quarz-Deckglédsern immobilisiert und unter o-TIRF Bedingungen bei den diskutierten Anregungs- und
Detektionsbedingungen in Acetonitril untersucht. Zur Zugabe der Reagenzien wurden verschiedene
Strategien erprobt, unter anderem die Zugabe von Reagenzien iiber mikrofluidische Systeme in
Kombination mit Peristaltikpumpe oder Spritzen. Diese erwiesen sich jedoch vor allem wegen
Problemen bei der Abdichtung und Koordination des Zeitpunkts, an dem die Reagenzien den
Probentrdger erreichen, als nachteilig. Die Zugabe erfolgte daher iiber Pipetten direkt auf den
Probentriager. Die Reaktivitit des immobilisierten Farbstoffs im Einzelmolekiilexperiment konnte
validiert werden, indem nach Zugabe von Reagenzien der Intensitéitsverlauf iiber die gesamte ROI im
blauen sowie griinen Farbkanal aufgenommen wurde. Abbildung 77 zeigt die normierten
Intensitétsverldufe bei Zugabe von TBDPS-Cl Losung (600 pM). Nach der Zugabe zum Zeitpunkt
t=2 s steigt die Fluoreszenz im blauen Farbkanal sprunghaft an, wihrend im griinen Farbkanal das
umgekehrte Verhalten beobachtet wird. Mit langsamerer Zeitkonstante sinkt in direkter Folge die
Helligkeit im blauen Kanal, wihrend sie im griinen Kanal wieder ansteigt. Ab ca. 7 s liberwiegt
Photobleichen und fiihrt zu einer Abnahme der Gesamthelligkeit. Im blauen Detektionskanal wird die
Fluoreszenz der geschiitzten Spezies detektiert. Der instantane Anstieg der Helligkeit bei Zugabe von
TBDPS-CI lasst sich daher der Bildung der geschiitzten Photosdure aus der deprotonierten Form
zuschreiben. Die anschlieBende, langsame Umkehr des Prozesses kann dagegen als Zersetzung der

geschiitzten Spezies unter basischen Bedingungen interpretiert werden.
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Abbildung 77: Normierter Intensititsverlauf der beiden Detektionskandle bei Zugabe von TBDPS-Cl zu
immobilisiertem HPDE-APTES in ACN/NaH. Aexe = 405/488 nm (P = 0.5/1 mW). Zeitauflosung 0.3 s.
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3 Ergebnisse & Diskussion

Die Reaktivitit des immobilisierten Farbstoffs konnte auf diesem Wege nachgewiesen werden,
allerdings konnten nur in wenigen Experimenten tatséchlich Einzelmolekiilspuren extrahiert werden,

die das erwartete Verhalten widerspiegeln. Insgesamt erwiesen sich zwei Strategien als valide.

(1) Die Reaktion konnte auf dem Einzelmolekiilniveau nachgewiesen werden, indem auf Quarzglisern
immobilisiertem HPDE-APTES die Verkade Base in Acetonitril zugesetzt wurde. Durch Zugabe
von TBDPS-CI in Acetonitril konnten 53 Einzelmolekiilspuren aus drei Aufnahmen extrahiert
werden, bei denen Intensititsspriinge vom griinen zum blauen Detektionskanal erkannt werden
kénnen. Dabei bestétigte sich das Verhalten aus Abbildung 77, nach dem die Umsetzung zur

geschiitzten Spezies instantan nach Zugabe des Silylierungsmittels erfolgt.
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Abbildung 78: Auszug von sechs Einzelmolekiilspuren aus den Experimenten mit immobilisiertem HPDE-
APTES und Zugabe von Verkade Base und TBDPS-CI in Acetonitril. Aexe=405/488 nm (P =0.5/1 mW).
Zeitauflosung 0.3 s.

In einer Aufnahme konnten neun Einzelmolekiilspuren extrahiert werden, deren Intensitétsverlauf

sowohl die Hin- als auch die Riickreaktion widerspiegelt (Abbildung 79 und Abbildung 80).
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Zeit /s

Abbildung 79: Beispiel einer Einzelmolekiilspur mit zweifachem Intensitdtswechsel und Aufnahme der ROI des

Molekiils im o-TIRF zu charakteristischen Zeiten.
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Abbildung 80: Auszug von Einzelmolekiilspuren aus den Experimenten mit immobilisiertem HPDE-APTES und
Zugabe von Verkade Base und TBDPS-CI in Acetonitril. Aexc = 405/488 nm (P = 0.5/1 mW). Zeitauflosung 0.3 s.

(2) Alternativ konnte mit NaH behandeltes Acetonitril fiir Einzelmolekiilexperimente verwendet

werden. Nach Zugabe von TBDPS-Cl in Losung konnten 98 Spuren aus sechs Aufnahmen extrahiert

werden, bei denen Intensitédtsverldaufe vom griinen zum blauen Detektionskanal erkennbar waren.
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3 Ergebnisse & Diskussion

Fiir diesen Fall sind im Histogramm in Abbildung 82 die Zeiten bis zum Abfall des Fluoreszenzsignals
im griinen Detektionskanal aufgetragen. Abbildung 82b enthélt die Zeitabstinde bis zum Auftauchen
der Fluoreszenz im blauen Detektionskanal. Aus den Auftragungen wird deutlich, dass die Reaktion im
TIRF nach Zugabe des TBDPS-CI nahezu instantan ablduft. Fiir die monoexponentielle Anpassung
ergibt sich eine charakteristische Bleichzeit von 1.0 s+ 0.2 s, wihrend der Mittelwert 0.6 s+ 0.5 s
betrdgt. Ein Vergleich mit den Ensemble-Messungen ist aufgrund der unterschiedlichen Einheiten der
Ratenkonstanten nicht direkt moglich. Eine Reaktionskonstante zweiter Ordnung kii kann nach
folgender Gleichung aus der Konzentration des Silylierungsreagenz ([TBDPS-CI] = 600 uM) und dem

[155]

Kehrwert der charakteristischen Bleichzeit 1., abgeschitzt werden Der erhaltene Wert von

1.70 « 10° M's liegt in guter Ubereinstimmung mit den Werten, die aus den Ensemble-Messungen fiir
den Eduktverbrauch von HPTE (kv = 1.16 * 10° M!s”!, Abbildung 69) erhalten wurden.
k; 1

ki = TrEDPS = Cll, " Texp * [TBDPS — Cl],

27

Es lieBen sich keine Reaktivitdten {iber einen Zeitraum von 1.8 s nach Zugabe feststellen. Eine kleine
Anzahl an Verzogerungen zwischen den Kanélen konnte detektiert werden. Deren Dauer liegt jedoch
nahe an der verwendeten zeitlichen Auflésung von 0.3 s. Eine Uberlagerung durch die Rauschamplitude
kann nicht ausgeschlossen werden und das Auftreten eines Dunkelzustands wire auf Basis des
aufgestellten Reaktionsmechanismus aus Kapitel 2.9 nicht zu erwarten. Trotz des basischen Mediums
konnten in diesem Fall keine Spuren mit anschlieBender Zersetzung der geschiitzten Spezies detektiert

werden.
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Abbildung 81: Auszug von Einzelmolekiilspuren aus den Experimenten mit HPDE-APTES in Acetonitril mit
NaH versetzt und Zugabe von TBDPS-CL. Aexe = 405/488 nm (P = 0.5/1 mW). Zeitauflésung 0.3 s.
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Abbildung 82: a) Auftragung der Zeiten von 98 Einzelmolekiilspuren bis zum Abfall des Fluoreszenzsignals im

griinen Kanal fiir die Versuche mit ACN/NaH und deren Anpassung. b) Histogramme der Verzdgerungszeiten
zwischen Abfall des Fluoreszenzsignals im griinen und Anstieg im blauen Kanal.
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4.1 Spektroskopie im Ensemble
Zur Aufnahme von Absorptionsspektren wurde ein Zweistrahlphotometer (V-650, Jasco) mit einer
Auflésung und Detektionsspaltbreite von 1 nm verwendet. Fluoreszenzspektren wurden mit einem
Spektrofluorometer (FP-6500, Jasco) aufgenommen, wobei die Detektionsspaltbreite je nach
Signalstirke und Experiment variiert wurde. Ensemblespektren von Terrylen wurden bei einer
Konzentration von 50 pM in Toluol aufgenommen.
Ensemblespektren von HPTE, HPDE-CI und HPDE-APTES wurden in mikromolaren
Farbstoffkonzentrationen in Acetonitril aufgenommen. Fiir die Bestimmung der Reaktionskinetik wurde
eine Losung von HPTE in Acetonitril mit Verkade Superbase in 4quimolaren Mengen angesetzt und die
Reaktion durch Zugabe des Silylierungsmittels bei einer Konzentration aller Reaktanden von 10 uM
initiert. Fiir Kinetikexperimente unter Verwendung von NaH als Base wurde Acetonitril mit einer
Spatelspitze NaH (90%, trocken) versetzt, geschiittelt, und zentrifugiert. Der Uberstand wurde pipettiert
und fiir das Ansetzen der Farbstofflosung verwendet. Durch Zugabe des Silylierungsmittels in
dquimolare Menge (10 uM) wurde die Reaktion initiiert.
Emissionsspektren wurden fiir die Eduktseite (RO") bei Aexe = 400 nm und Agee = 450-525 nm und fiir die
Produktseite (RO-TBDPS/-TBDMS/-TMS) bei Aexe = 520 nm und Aget= 530-600 nm, im Abstand von
10 s, liber eine Gesamtdauer von bis zu 30 min aufgenommen. Der Umsatz der Reaktion wurde durch
Aufnahme eines Absorptionsspektrums der Reaktionslosung vor und nach der Reaktion kontrolliert. Die
Geschwindigkeitskonstanten fiir eine Reaktion 2. Ordnung wurden durch eine lineare Anpassung aus
den Maxima der Emissionsspektren des Eduktverbrauchs nach Gleichung (28) und der Produktbildung
nach Gleichung (29) bestimmt:

——— =kt + 1 (28)

[RO7], [RO™]o

1 1 (29)
" 7 = k;‘t + - 7
1— [RO-SiOR;], [RO-SiOR}].,
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4.2 Experimentelles zur TIRF-Mikroskopie
4.2.1 Siuberung von Probentrigern
Zur Wiederverwendung geeignete Quarzdeckgléaser (QSIL oder Sico Technology) wurden mittels einer

41 fiir Siliziumwafer beschrieben wurde, gereinigt. Dazu

modifizierten Methode, die von Lessel et al. [
wurden Teflonhalter mit Deckgldsern bestiickt und iiber Nacht in siedende Piranhasdure (H>O2/H>SOs,
Volumenverhiltnis 1:3) getaucht. Die Halter wurden mit vorgereinigten Pinzetten aus der Losung
entnommen, leicht geschiittelt, um Reste der Piranhasdure zu entfernen, mit Ethanol und Wasser
spektroskopischer Qualitdt abgespiilt und anschliefend 30 min in ein Wasserbad eingetaucht. Das
Prozedere wurde mit Aceton spektroskopischer Qualitidt wiederholt und die Glaser abschlieBend fiir
1 min im Ultraschallbad behandelt. Nach Trocknung der Glaser mit Stickstoff konnten sie direkt fiir die
Immobilisierung weiterverwendet oder fiir kurze Zeit (<24 h) gelagert werden. Fiir die Lagerung
wurden die Gléser in abgedichteten Teflongefdflen in Aceton spektroskopischer Qualitit eingetaucht
oder unter Vakuum gelagert. Menzel-Deckgldaser wurden ohne weitere Reinigung verwendet und auf

fluoreszierende Verunreinigungen stichprobenartig durch Aufnahme von Blindproben (siche Anhang,

Kapitel 7.1.2) kontrolliert.

4.2.2 Prismenbasierte TIRF-Mikroskopie

Mit dem in Abbildung 83 schematisch gezeigten Aufbau lassen sich TIRF-Messungen in fliissigen
Medien mit passenden Brechungsindices durchfiihren. Verschiedene Laserlinien kénnen einzeln oder
zusammen in ein invertiertes Mikroskop (Axiovert 200, Zeiss) gefiihrt werden. Fiir p-TIRF wurden die
CW-Laser iiber einen Klappspiegel iiber eine plankonvexe Linse (f = 50 mm) in ein Quarz-Prisma
(Suprasil, n = 1.46, Melles Griot) auf die Probe geleitet. Je nach Anforderung an das Experiment konnte,
durch Einstellung der Linse und Anpassung der Anregungswellenldnge die gesamte Sensorfléche von
maximal 2304x2304 pixel (150x150 um) beleuchtet werden. Unterhalb des Prismas wurde ein
Quarzglas (22x40 mm, SQ2, Sico Technology) mit immobilisierter Probe auf einen Objekttrager (#1.5,
Menzel) gelegt, wobei 50 ul fliissiges Medium (Wasser/Ethanol/Acetonitril) dazwischen gegeben
wurden. Totalreflektion fand dabei an der Grenzfliche zwischen der Fliissigkeit und dem Quarzglas
statt. Durch ein Olobjektiv (0-Plan-FLUAR 100x, NA = 1.45, Zeiss) wurde das Fluoreszenzlicht durch
einen dichroitischen Spiegel und einen passenden Bandpassfilter auf die Detektionskameras geleitet.
Mit den verwendeten Kameras wurden Aufnahmen mit einer Dauer von 1 min bis 10 min und einer
Bildfrequenz zwischen 1s' und 10s"' angefertigt. Die Detektion von unterschiedlichen
Fluoreszenzfarben konnte durch Aufspaltung des Detektionsstrahlengangs mit einem Strahlteiler
(Optosplit III, Cairn Research) realisiert werden. Die Kalibrierung der Farbkanile erfolgte anhand
immobilisierter Fluoreszenzbeads (Fluoresbrite™ Plain YG 0.1 Microspheres, 2.64% Solids-Latex,
Polyscience Inc.) mit breiter Emissionsbande von 450-600 nm, die in allen verwendeten Farbkanilen
detektiert werden konnte (siche Anhang, Kapitel 7.1.1). Vertikale und horizontale Kalibrierung erfolgte

durch Feinjustierung der Spiegel anhand des Kamerabildes im “LiveView” Modus.
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Abbildung 83: Schematischer Aufbau und Strahlengang des TIRF-Mikroskops.

4.2.3 Objektivbasierte TIRF-Mikroskopie

Zur Durchfiihrung von Messungen mit Anregung der Probe durch das Objektiv wurde der in Abbildung
83 gezeigte Aufbau modifiziert. TIRF-Mikroskopie wurde durch das Einbringen einer achromatischen
Doubletlinse (f =400 mm, ThorLabs) ermdglicht, die auf einer dreidimensionalen Verschiebeplattform
sitzt. Die Brennweite wurde so gewihlt, dass die hintere Fokalebene des Objektivs (a-Plan-FLUAR
100x, NA = 1.45, Zeiss) im Brennpunkt der Linse liegt. Ein zusdtzlicher Stahlaufweiter (5-fach, GEBO5-
A, ThorLabs) vor der Linse ermdglichte, abhéngig vom verwendeten Laser, das Ausleuchten einer
Flache von bis zu 50x50 um. In neutraler Position, ohne Strahlablenkung, war der Aufbau so auch fiir
Epifluoreszenzmikroskopie nutzbar. Abhingig vom Experiment wurden Deckglédser (#1.5, Menzel)
oder Quarzgliaser (Quarzglasrundscheiben, DMR =22.0+ 0.3 mm, d=0.15+0.05 mm, QSIL) als
Probentrdger mit immobilisiertem Farbstoff auf den Probenhalter gelegt und in den Fokus gebracht.
Durch Verschieben der TIRF-Linse in x- oder y-Richtung wurde der Anregungsstrahl seitlich
verschoben in das Objektiv geschickt, wodurch der Laserstrahl abgewinkelt auf die Grenzflache
oberhalb der Probe traf. Je nach Experiment bestand die Grenzfldche aus dem System Glas-Luft oder
Glas-Fliissigkeit. Der Laserstrahl wurde so weit abgeneigt, bis er parallel zum Probenglas verlief und
der totalreflektierte Strahl aus der riickwirtigen Offnung des Mikroskops austrat. Die Fluoreszenz der
Probe wurde vom Objektiv eingesammelt und durch dichroitische Filter, Notchfilter sowie passende
Bandpassfilter vom Anregungslicht abgetrennt. Der Detektionsstrahlengang wurde direkt auf die
Detektionskamera geleitet oder vorher durch Zwischenschaltung des Strahlteilers (Optosplit III, Cairn

Research) in Farbkanéle aufgetrennt.
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4.2.4 TIRF-Mikroskopie fiir die Photooxidation von Terrylen in p-Terphenyl

Probenvorbereitung von Terrylen in p-Terphenyl

50 pl einer nanomolaren Losung von Terrylen in Toluol mit 0.5-1.0 mg/ml p-Terphenyl wurden auf ein
Deckglas (Menzel, #1.5) gegeben. Fiir eine gleichméBige Oberflichenverteilung wurde die Losung fiir
einige Sekunden auf dem Deckglas belassen, im Anschluss abtropfen gelassen und das Losungsmittel
auf einem selbst konstruierten Spin Coater bei 3000 rpm fiir 30 s entfernt. Die Kristallschicht war im
Anschluss als feine, weile Schicht auf der Oberfléche erkennbar. Blindproben von p-Terphenyl wurden
durch Spincoating der p-Terphenyl-Losung ohne Farbstoff angefertigt und analog untersucht (siche
Anhang, Kapitel 7.1.2).

Vergleichsproben wurden angefertigt, indem Proben:

(1) Aus der Losung ohne Abtropfen auf Deckgliser mittels Spincoating immobilisiert wurden

(2) Aus der Losung bei erhohter Temperatur (50 °C) verdampft wurden.

(3) Aus einer Feststoffmischung im gleichen Stoffmengenverhiltnis in einer Abscheidungskammer
(100 ml  Sublimationsapparatur S740100, Synthware) im Hochvakuum bei 80 °C

Olbadtemperatur abgeschieden wurden.

Mehrfarben o-TIRF-Mikroskopie

Die Photooxidation wurde mit dem fiir o-TIRF beschriebenen Aufbau untersucht. Messungen wurden
sowohl mit Ein- als auch Zweifarbenanregung durchgefiihrt. Einfarbenanregung wurde mit
Lexe = 488 nm (Picarro, Soliton) bei einer Anregungsintensitét von 0.94 kW/cm? und Verwendung des
dichroitischen Spiegels zt 405/488 (AHF Analysentechnik) durchgefiihrt. Ein zusétzlicher Notch-Filter
(ZET 405/488, Chroma) wurde zur Beseitigung von Streulicht verwendet. Das Fluoreszenzlicht der
Probe wurde vor der sCMOS Detektionskamera (Orca Fusion, Hamamatsu) durch den Strahlteiler
geleitet, der den Detektionsstrahlengang durch einen zusétzlichen Langpassfilter (zt532, AHF
Analysentechnik) in zwei rdumlich getrennte Farbkanéle trennte. Zusitzliche Bandpassfilter isolierten
die Fluoreszenz im kurzwelligen, ,blauen* Produktkanal (525/50, AHF Analysentechnik) sowie
langwelligen, ,,griinen* Eduktkanal (590/70, AHF Analysentechnik). Einzelmolekiilsequenzen wurden
mit 0.3 s Zeitauflosung filir eine Dauer von 3 min aufgenommen. Fiir Zweifarbenanregung wurde
zusétzlich A =546 nm (Fiber Laser FL546, Guided Color Technologies) mit einer kombinierten
Anregungsintensitit von 1.25 kW/cm? dazugeschaltet. Dichroitischer Spiegel (Di01-R488/543/635,
Semrock) und kurzwelliger Bandpassfilter (500/35, AHF Analysentechnik) wurden angepasst, um
Streulicht durch die zusitzliche Anregungsquelle zu vermeiden. Eine Uberlagerung der zuvor

diskutierten elektronischen Spektren mit den Filterspektren zeigt die ndchste Abbildung:
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Abbildung 84: Ubersicht der verwendeten Filter fiir die Untersuchung der Photooxidation von Terrylen in p-
Terphenyl fiir die Ein-Farbenanregung a)/b) und die Zwei-Farbenanregung c)/d).

Experimente mit hoherer zeitlicher Auflésung bis zu 5 ms (2000 Bilder/s) wurden am gleichen Aufbau
durch Einbinden des Multifarbenlasers (iChrome FLE, Toptica Photonics) realisiert, der das
Ausleuchten einer Fliche von 50x50 um mit einer Anregungsintensitit von 2 kW/cm? bei 488 nm

ermdglichte.

Spektrale o-TIRF Mikroskopie
Fiir die spektrale Identifizierung von Terrylen und seinen Photoprodukten in p-Terphenyl wurde der

Aufbau des o-TIRF modifiziert, dhnlich wie von Bongiovanni et al. beschrieben *!. Der
Anregungsstrahlengang entspricht dem unter 4.2.3 beschriebenen Aufbau. Anregung erfolgte mit
488 nm bei 15 mW (Piccarro, Soliton) sowie 32 mW (iChrome FLE, Toptica Photonics) fiir Spektren
mit hoherem SNR. Nach Passieren des dichroitischen Spiegels (zt405/488, Chroma) und des
Notchfilters (ZET405/488, Chroma) wurde die Fluoreszenz oberhalb von 500 nm mittels Langpassfilter
abgetrennt (FELHO0500, ThorLabs). Der Strahlteiler wurde durch ein Transmissionsgitter (GT25-03, 300
Rillen/mm, ThorLabs) vor der Detektionskamera (Orca Fusion C14440, Hamamatsu) ersetzt, sodass die
Beugung der nullten und ersten Ordnung auf dem Sensor abgebildet wurde. Die beiden

Beugungsordnungen waren daraufhin als getrennte Detektionskanéle detektierbar (Abbildung 85).
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Abbildung 85: Sichtfeld im spektralen o-TIRF.

Dabei enthielt der linke, rdumliche Bereich die ortsaufgelosten, beugungslimitierten Emissionsmuster
von Terrylen, wéhrend der rechte, spektrale Bereich die wellenlingenabhingige, horizontale
Intensitétsverteilung des entsprechenden Molekiils darstellte. Fiir hohere SNR wurde die
Belichtungszeit in den aufgenommenen Bildsequenzen auf mindestens 0.5 s erhoht. Weiterhin wurde
die Konzentration von Terrylen um eine Gré3enordnung, im Vergleich zu Experimenten mit Farbfiltern,
verringert, um Uberlagerungen in der horizontalen Achse zu minimieren. Fiir die Kalibrierung wurden
mehrfarbig markierte Mikrosphidren (TetraSpeck-Mikrosphiren, Anregungs/Emissionsmaximum
360/430 nm (blau), 505/515 nm (griin), 560/580 nm (orange) und 660/680 nm (dunkelrot), 0.1 pum,

ThermoFisher Scientific) immobilisiert und im spektralen o-TIRF vermessen.

4.2.5 TIRF-Mikroskopie fiir Photosiduren als dual-emissive Sonden
Probenvorbereitung von HPDE-APTES
Die Immobilisierungsstrategie orientierte sich an einer bereits verdffentlichten Methodik fiir das gleiche

(226 Vorgereinigte Quarzgldser (d = 0.15 + 0.05 mm, QSIL) wurden im ersten Schritt

Farbstoffsystem
mit einer inerten Passivierungsschicht funktionalisiert. Dazu wurden die Gldser fiir 30 min in eine
Losung von 0.1 Vol-% n-Octyltriethoxysilan (97 %) in Chloroform (>99.8%, HPLC grade) getaucht,
die mit 2 Vol.-% Essigsdure (99.8%, anhydrous) versetzt wurde. Die Gldser wurden im Anschluss aus
der Losung genommen, mit Aceton und Chloroform gespiilt und fiir 30 min in eine nanomolare Lésung
des Farbstoffs HPDE-APTES in Chloroform (>99.8%, HPLC grade) getaucht, die mit 2 Vol.-%
Essigsdure (99.8%, anhydrous) versetzt wurde. HPDE-APTES wurde hergestellt, indem in einem
Eppendorf Reaktionsgefal unter Stickstoff 0.1 mg HPDE-CI in 1 ml N,N-Dimethylformamid (>99,8%
. Molsieb) geldst wurden. Die Losung wurde mit 10 pl Triethylamin (puriss. p.a., >99.5%) und 10 pl
APTES (99%) versetzt und das abgedichtete Reaktionsgefaly 15 min geschiittelt. Nach Behandlung im
Ultraschallbad fir 5min wurde die Reaktionslosung ohne weitere Aufreinigung im
Immobilisierungsschema verwendet.

Nach erneuter Spiilung der Glédser wurden diese unter Vakuum fiir maximal 24 h gelagert oder sofort
weiterverwendet. Blindproben wurden zur Kontrolle der Reinheit nach der Reinigung, nach der
Immobilisierung der Passivierungsschicht sowie vom Losungsmittel fiir jedes Experiment
aufgenommen (siche Anhang, Kapitel 7.1.3). Die verwendeten Silane wurden vor der Verwendung bei

20 mbar und 120 °C Olbadtemperatur destilliert.
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Mehrfarben o-TIRF Mikroskopie

Die Untersuchung der Schutzgruppenchemie an HPDE-APTES wurde mit dem fiir o-TIRF
beschriebenen Aufbau untersucht. Messungen wurden mit Zweifarbenanregung mit Aexc =488 nm
(Picarro, Soliton) bei 1 mW Ausgangsleistung und Acxc = 405 nm (Cube Diode Laser System, Coherent)
bei 500 uW Ausgangsleistung und Verwendung des dichroitischen Spiegels (zt405/488, AHF
Analysentechnik) durchgefiihrt. Ein zusétzlicher Notch-Filter (ZET405/488, Chroma) wurde zur
Eliminierung von Streulicht eingesetzt. Das Fluoreszenzlicht der Probe wurde vor der sCMOS
Detektionskamera (Orca Fusion, Hamamatsu) durch den Strahlteiler geleitet, der den
Detektionsstrahlengang durch einen zusitzlichen dichroitischen Filter (SEM-FF509-FDi01, Semrock)
in zwei rdumlich getrennte Farbkanile trennte. Diese stellten, entsprechend den Fluoreszenzfarben,
einen kurzwelligen, ,,blauen Produktkanal und einen langwelligen, ,.grinen” Eduktkanal dar.
Zusitzliche Bandpassfilter isolierten die Fluoreszenz in den jeweiligen Kandlen (Blau: BP 447/60
Semrock; Griin: BP 550/100, Edmund Optics). Einzelmolekiilsequenzen wurden mit 0.3 s Zeitauflosung
von einer ROI von 30x30 pm und einer kombinierten Anregungsintensitit von etwa 170 W/cm?
aufgenommen. Eine Uberlagerung der zuvor diskutierten elektronischen Spektren mit den Filterspektren

zeigt Abbildung 86.
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Abbildung 86: Ubersicht der verwendeten Anregungslinien und Filter fiir die Untersuchung der
Schutzgruppenchemie von HPDE-APTES.

Die Reaktionsverfolgung wurde durchgefiihrt, indem die beschichteten Probentréger in einer bereits fiir
FCS-Studien etablierten Reaktionskammer 3! (Abbildung 87) untersucht wurden. Diese erlaubte die
Zugabe von Reagenzien in einem abgedichteten Reaktionsgefdl3. Nach Starten der Aufnahme wurden
diese mit Micropipetten zugegeben. Fiir Experimente mit der Verkade Base wurden die Probengliser in
500 pl trockenem Acetonitril vorgelegt und 20 ul einer Losung der Verkade Base (5 mM) in Acetonitril
dazugegeben. Durch Zugabe von 20 pl einer TBDPS-Cl-Losung (600 uM) in Acetonitril wurde die
Reaktion initiiert. Fiir Experimente mit NaH als Base wurden Probenglédser mit 500 pl Acetonitril/NaH
(siche Kapitel 4.1) vorgelegt und die Reaktion durch Zugabe von 20 ul TBDPS-CI-Losung (600 uM) in

Acetonitril initiiert.
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Abbildung 87: Schematischer Aufbau der verwendeten Reaktionskammer. Entnommen aus [35].

4.3 Extraktion, Verarbeitung und Auswertung von Daten
4.3.1 Allgemeine Vorgehensweise

Verarbeitung von Mikroskopieaufnahmen

Einzelbilder und Bildsequenzen wurden fiir die TIRF-Mikroskopie von der Kamerasoftware (HoKaWo,
Hamamatsu) als Bilddateien (.tiff-Format) gespeichert. Zur Verarbeitung der Daten und Extraktion der
Grafiken (.png-Format) und Einzelmolekiildaten (.txt-Format) wurde Image] (Version Fiji 2*7], Open
Source, NIH) verwendet. Im ersten Schritt wurde dazu der Untergrund der Aufnahmen (Rolling Ball
Radius 10-50 Pixel) entfernt. Zeitspuren und Intensititsprofile wurden in der Software durch
Markierung der ROI und die Werkzeuge ,plot z-axis profile“ und ,,plot profile* extrahiert. Uber die
Funktion ,,Z-project® wurden gemittelte Aufnahmen fiir die jeweils definierte Anzahl an
Einzelaufnahmen erstellt. Charakterisierung von Blindproben und Bestimmung von Belegungsdichten
erfolgte ebenfalls in Image J tiber die Funktion ,,find maxima “. Damit konnte Anzahl und Position von
Signalquellen oberhalb eines festgelegten Grenzwerts der Grauwerte bestimmt werden. Zur
automatischen Analyse und Extraktion von FEinzelmolekiilspuren und Umsetzungen fiir die
Untersuchung der Schutzgruppenchemie auf Einzelmolekiilebene wurde die Software iSMS (Open
Source, Single-Molecule Biophotonics Laboratory, Interdisciplinary Nanoscience Center (iNANO),
Aarhus University, Ddnemark) eingesetzt. Zur Auftragung, Darstellung und Anpassung von Daten
wurde Origin 2022b (OriginLab) verwendet.

Bestimmung der lateralen Auflosung

Die Bestimmung der Auflosung wurde als Mittelwert der Halbwertsbreite mehrerer Molekiile durch
Anpassung der Intensitétsprofile in x- und y-Richtung erhalten. Dabei ergibt sich die Kalibrierung der
Pixel aus der Pixelgrofle der sCMOS Kamera (6.5 pm) und der VergroBerung des Objektivs (100x). Fiir
die Anpassung wurde die GauBfunktion aus Gleichung (30) verwendet:

A _z(x—xx)z
/2 ¢ 30)
wWL/T

mit: w = FWHM/,/In (4)

Y=Y+
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Bestimmung des Signal-zu-Rauschen Verhiiltnis

Das SNR wurde aus dem Verhéltnis der mittleren Signalstirke zur Stirke des mittleren Rauschpegels
bestimmt. Dazu wurde jeweils fiir das Signal, vor und nach einem Bleichschritt, die Basislinie der
jeweiligen Einzelmolekiilzeitspuren mit der Funktion ,,Peaks und Basislinie** in OriginPro bestimmt.
Das Signal wurde aus der Differenz der beiden Basislinien gebildet. Die mittlere Rauschamplitude
wurde aus dem Untergrundsignal gebildet, indem die Maxima der Zeitspur nach dem Bleichschritt iiber

die Funktion ,,Peaks und Basislinie* extrahiert und gemittelt wurden.
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Abbildung 88: Zeitspur eines Einzelmolekiils und daraus ermittelte Parameter zur Bestimmung des SNR.

4.3.2 Datenverarbeitung zur Photooxidation von Terrylen in p-Terphenyl

Extraktion von Einzelmolekiilspuren

Nach Entfernung des Hintergrunds wurden die Bildsequenzen manuell auf auftauchende Molekiile im
,blauen* Produktkanal abgesucht, da fiir Terrylen keine automatische Analyse mit iSMS gelang. Die
Analyse wurde auf Molekiile mit ,,Doughnut“-Emissionsmuster beschrinkt. Zeitspuren vom
Produktkanal sowie Eduktkanal wurden von einer ROI von 16x16 Pixeln um das Molekiil extrahiert und
den Kategorien ,,OSPB*, ,,TSPB* und ,,Sonstige* zugeordnet. Die exemplarisch gezeigten Zeitspuren
und Aufnahmen in der Arbeit wurden normiert und mit Pseudofarben codiert (Produktkanal ,,blau®,
Eduktkanal ,,griin“). Die Verweilzeiten der Molekiile in den jeweiligen Zustdnden (At;, Aty, Atgark und
Atsc) wurden ausgelesen und in Histogrammen aufgetragen, deren minimale Containerbreite durch die
Bildfrequenz der Kamera von 0.3 s vorgegeben war. Zu Darstellungszwecken wurden die Histogramme
mit groBBeren Containerbreiten im Ergebnisteil aufgezeigt. Zur Anpassung der Histogramme wurde die
monoexponentielle Funktion aus Gleichung (31) gewéhlt. Histogramme mit der minimal moglichen
Containerbreite 0.3s sind im Anhang dargestellt (Kapitel 7.1.2). Der Off-set yo der Funktion wurde auf
0 festgesetzt.

t
Nt=N0*exp( )+y0 (31

T
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Ermittlung der detektierten Photonenzahl

Zur Ermittlung der detektierten Photonen wurde der Grauwert der gesamten Bildsequenz mittels
Geréteparameter der verwendeten sCMOS Kamera in Photonen umgewandelt. Dazu wurde iiber die
Verrechnungsfunktion ,,Math* in der Software ImageJ zundchst der gerétespezifische Off-Set von 100
Einheiten des Grauwerts abgezogen, bevor mittels Umwandlungsfaktor (0.24) die generierten
Elektronen erhalten wurden. Uber die mittlere Quanteneffizienz von 80% des Sensors im detektierten
Wellenldngenbereich und Aufsummieren der FEinzelbilder auf 1s Belichtungszeit, wurde eine
Kalibrierung der Aufnahmen in Photonen/Pixeles erhalten. Da die Bildsequenzen eine starke Belastung
durch Untergrundsignale zeigten, wurde dieser in ImagelJ mittels Rolling Ball Algorithmus (Radius 10
Pixel) entfernt. Abbildung 89 zeigt exemplarisch den Vergleich des x-Achsenprofils einer Aufthahme

vor und nach Entfernung des Untergrunds.
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Abbildung 89: Horizontales Linienprofil einer Gesamtaufnahme von Terrylen in p-Terphenyl vor (schwarze
Linie) und nach (rote Linie) der Untergrundkorrektur.

Die Emissionsrate der Molekiile wurde durch Integration der Pixelwerte einer ROI von 16x16 Pixeln
durch die Funktion ,,Measure “ in ImagelJ erhalten. Eine finale Korrektur erfolgte durch Subtraktion der
Dunkelzéhlrate, die fiir jeden Farbkanal durch Integration einer ,,dunklen* ROI mit 16x16 Pixel erhalten

wurde.
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Bestimmung und Analyse von Intensitiitsverhéiltnissen

Zur Bestimmung der Intensitdtsverhdltnisse wurden die Einzelmolekiilspuren mit identifiziertem TSPB-
Verhalten fiir die Anregung mit 488 nm (0.94 oder 2.00 kW/cm?) und 488/546 nm (1.25 kW/cm?)
herangezogen. Mittels der Basislinienanalyse in OriginPro wurden die Mittelwerte der Grauwerte
jeweils vor und nach der Anderung im griinen Kanal, sowie die mittleren Grauwerte im auftretenden
blauen Signal ausgelesen. Die Intensititsverhéltnisse berechnen sich nach Gleichung (32) und (33).

Abbildung 90 stellt die Auswertung grafisch dar.
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Abbildung 90: Auslesen der Intensitétsverhdltnisse zur Bildung der Verhéltnisse aus Einzelmolekiilspuren.

Zur Analyse der Gruppenzugehorigkeiten wurden die Daten mittels einer multivariaten Analyse zu
Clustern zusammengefasst. Dazu wurde eine Clusterzentrenanalyse mit einem K-Means-Algorithmus
mit der Statistikfunktion ,,Multivariate Analyse — K-Means-Clusteranalyse* in OriginPro durchgefiihrt.
Bei dieser Methode werden Messpunkte aus einer Beobachtung durch eine Anzahl K von Clustern
klassifiziert und der Algorithmus ordnet Messpunkte dem néchstgelegenen Cluster-Zentrum zu. Die
Position des Mittelpunktes wird nach jedem Hinzufiigen eines Falles aktualisiert. Nach Zuordnung aller
Messpunkte erfolgt die Iteration des Prozesses bis zur Konvergenz einer zuvor spezifizierten Losung.
AnschlieBend werden alle Messpunkte klassifiziert, indem sie dem néchstgelegenen Cluster-Zentrum
zugeordnet werden [, Durch die begriindete Annahme, dass durch die vorliegenden
Filterkombinationen zwei Fraktionen an Photoprodukten detektiert werden, wurde die Anzahl der
Cluster auf zwei festgelegt und die Clusterzentren anhand von zehn Iterationen berechnet. Zum

Vergleich wurden Analysen mit drei und vier Clusterzentren durchgefiihrt und im Anhang dargestellt.
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Kalibrierung und Verarbeitung von Einzelmolekiilspektren

Aus den TIRF-Aufnahmen der Mikrosphiren konnten die Pixelabstdnde Ax aus Abbildung 91a erhalten
werden, die den Abstand zwischen Punktsignal im rdumlichen Bereich und Emissionsmaximum der
Farbstoffe im Wellenldngenbereich darstellen. In Kombination mit den, aus Ensemblemessungen
erhaltenen, Emissionsmaxima konnte die in Abbildung 91b abgebildete Kalibriergerade bestimmt
werden. Diese erlaubt die Transformation von Pixelabstinden auf die Wellenldangenskala und wurde zur
Kalibrierung der Einzelmolekiilspektren von Terrylen und den Photoprodukten verwendet. Fiir Spektren
aus Untersuchungen zur Photooxidation mit 488 nm bei P = 15 mW wurde eine zusétzliche Glattung mit
der Signalverarbeitungsfunktion in OriginPro durchgefiihrt (20 Punkte, Methode des gleitenden
Durchschnitts). Abbildung 92 zeigt beispiclhaft die Extraktion und Transformation eines

Einzelmolekiilspektrums von Terrylen.
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Abbildung 91: a) Bestimmung der Messpunkte als Distanz in Pixeln zu den Hauptmaxima der TetraSpeck-
Partikel. b) erhaltene Kalibriergerade mit der Funktion y = 0.916(+0.003)*Ax + 21(£2).
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Abbildung 92: a) Spektraler und raumlicher Detektionsbereich einer Aufnahme von Terrylen in p-Terphenyl im
spektralen o-TIRF b) nach Subtraktion des Untergrundsignals. ¢) Rohspektren aus dem horizontalen
Intensititsprofil aus a) (schwarz) und b) orange. Gemitteltes Signal fiir a)-c) iiber 210 s. d) Resultierendes
Spektrum nach Kalibrierung in Wellenldangenskala.
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4.3.3 Datenverarbeitung zur Silylschutzgruppenchemie von Photosiuren

Zur Extraktion von Einzelmolekiilspuren wurden die Aufnahmen nach Entfernen des Hintergrunds
mittels der bereits erwdhnten Software fiir Einzelmolekiil-FRET (iSMS, Open Source, Single-Molecule
Biophotonics Laboratory, Interdisciplinary Nanoscience Center (iNANO), Aarhus University,
Dénemark) analysiert. Dazu wurde der griine Detektionskanal als ROI des Donors und der blaue
Detektionskanal als ROI des Akzeptors definiert und ausgerichtet. Somit konnte die Software dazu
genutzt werden, chemische Umsetzungen auf dem Einzelmolekiilniveau als Energietransfer von
Molekiilen aus dem griinen Kanal zum blauen Kanal zu erkennen.

Fiir jede Aufnahme wurde eine Optimierung der Schwellenwerte durchgefiihrt, bis die Anzahl der
gefundenen Maxima mit einer realistischen Anzahl an Maxima aus der Belegung der Deckgléser
tibereinstimmte (100-200 Signalquellen). Korrespondierende Zeitspuren aus dem blauen und griinen
Kanal, die Reaktionsverhalten zeigen, wurden tiber die ,,FRET pair*-Funktion gefunden und von der
Software nach absteigender Helligkeit ausgegeben. Nur Spuren, die charakteristisches, stufenweises
Verhalten zeigen, wurden fiir die Analyse verwendet und dazu als .txt-Datei extrahiert. Die Zeiten fiir
das Verschwinden der griinen Eduktfluoreszenz und die Differenz bis zum Auftauchen der blauen
Produktfluoreszenz, ab dem Zeitpunkt der Zugabe des Silylierungsmittels, wurden in Histogramme

aufgetragen.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Fiir die Photooxidation von Terrylen konnte zunichst eine geeignete Strategie zur Pridparation von
Proben fiir die TIRF-Mikroskopie identifiziert werden. Das beobachtete Auftreten von Molekiilen im
“blauen” Detektionskanal und die gleichzeitige Intensititsdnderung im “griinen” Kanal wird als eine
blauverschobene Absorption und Emission der Terrylenmolekiile gedeutet, die allgemein auf oxidierte
Terrylenderivate zuriickgefiihrt werden kann. Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit den

Ergebnissen der AG Basché und #hnlichen Untersuchungen [37:197:200]

. Insgesamt lie sich das
Reaktionsschema der Photooxidation von Terrylen durch Zuordnung charakteristischer Bleichzeiten zu
einzelnen Reaktionsschritten ergidnzen. Dies wurde durch die hohe Anzahl gleichzeitig beobachtbarer
Molekiile im o-TIRF mit ausgezeichnetem SNR erméglicht. Eine Erweiterung der TIRF-Mikroskopie
ermoglichte Aufnahmen von Einzelmolekiilspektren, die zur genaueren Identifizierung der detektierten
Produkte beitragen konnte.

Eine sinnvolle Annahme zur Identifizierung der Photooxidationsprodukte, in Ubereinstimmung mit den
Einzelmolekiilspektren und Clusteranalysen, ist das Vorliegen zweier Hauptfraktionen hypsochromer
Verschiebungen im Bereich von etwa 40 nm und 70 nm. Durch den hoheren Extinktionskoeffizienten
der Photoprodukte bei den verwendeten Anregungsquellen erscheinen die Photoprodukte mit teils
hoheren Helligkeiten in den Detektionskanilen. Neben literaturbekannten Anderungen der Intensitit
unter Durchlaufen eines Dunkelzustands, wurde fiir das zweistufige Photobleichen eine unerwartet hohe
Zahl an direkten Umsetzungen beobachtet. Diese deuten auf einen bisher unbekannten, zweiten
Reaktionspfad zu den Photoprodukten hin. Auch Einzelmolekiilspuren, die der 70-nm-Verschiebung
zugeordnet werden, zeigten solche direkten Uberginge ohne Dunkelzustand. Strukturell dhnliche
Molekiile sollten ein dhnliches Photooxidationsverhalten zeigen. Die bisherigen Uberlegungen aus der
Literatur, die die spektralen Verschiebungen im Bereich von 70 nm der Reaktion mit zwei

n 2% erscheinen

Sauerstoffmolekiilen an unterschiedlichen Phenylringen im Terrylengeriist zuschreibe
aus diesem Grund weniger wahrscheinlich. In Ubereinstimmung mit theoretischen Ergebnissen aus der
Photooxidation von TDI!7 liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei den Produkten der
Hauptfraktionen am ehesten um das Diepoxid (40 nm) und, entgegen bisheriger Verdffentlichungen B7,
das Mid-Diepoxid (70 nm) handelt.

Unterstiitzt durch die Beobachtung von ,,Doughnut“-Emissionsmustern vor und nach den
Intensitéitsénderungen ldsst sich ableiten, dass die Photooxidation im p-Terphenyl Kristall unter Erhalt
der Orientierung stattfindet. Die beobachtete Reversibilitdt von Intensitdtsdnderungen stellt einen
weiteren interessanten Befund dar. Die genauere Verfolgung und Abgrenzung von alternativen
Erkldrungen in zusitzlichen Studien steht allerdings aus, da die geringe Gesamtanzahl der
Beobachtungen keine eindeutigen Schliisse zuldsst. Beispielsweise konnten umfassende Studien im

vorgestellten spektralen o-TIRF dazu dienen, die spektralen Verschiebungen solch reversibler Prozesse

genauer zu verfolgen.
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Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit der Untersuchung der Schiitzung von Photosduren mittels
Silylethern auf dem Einzelmolekiilniveau. Insgesamt konnte die ausgesuchte Reaktion erfolgreich auf
die Einzelmolekiilebene im TIRF-Mikroskop abgebildet werden. Ausgehend vom Experiment im
Ensemble konnten Parameter identifiziert werden, die die Stabilitdt der geschiitzten Photosdure
beeinflussen und die Reaktionsbedingungen konnten optimiert werden. In der vorgestellten Reaktion
wird von literaturbekannten Ansétzen abgewichen, da die zugesetzte Base nur zur Deprotonierung der
Photoséure verwendet wurde. Da Photosduren hohere Saurestdrken als herkdmmliche Alkohole
besitzen, iiberwiegt augenscheinlich ein Protonentransfer auf die beteiligten Hilfsbasen und der
katalytische Zyklus kann nicht ablaufen. Eine Umsetzung mit Silylierungsmitteln erfolgt dennoch,
vermutlich durch eine Sy2-artige Umsetzung am Si-Atom durch die deprotonierte Photosédure.

Die Schutzgruppen zeigten, unter Verwendung dquivalenter Menge Base, auch in Losung ausreichende
Stabilitiaten. Gegen eine Verwendung als mogliche Sensoren spricht die mangelnde Selektivitit, da die
Schutzgruppe unter verschiedenen Bedingungen abgespalten werden kann. Fiir die Experimente auf
dem Einzelmolekiilniveau zeigte sich die Labilitdt der Schutzgruppen jedoch von Vorteil. Durch die
leichte Abspaltung unter basischen Bedingungen konnte sowohl die Hin- als auch Riickreaktion einer
chemischen Reaktion am selben Molekiil demonstriert werden, bevor das Beobachtungsfenster durch
Photobleichen eingeschrankt wird.

Da nur wenige qualitativ geniligsame Einzelmolekiilspuren aus den Messungen extrahiert werden
konnten, steht eine aussagekriftige Statistik zur Analyse der Kinetik aus. Ein erster Vergleich der
Kinetik aus den Einzelmolekiilexperimenten mit Daten aus den Ensembledaten konnte gezogen werden.
Vor dem Hintergrund der hohen Labilitat der Schutzgruppe und dem Fehlen eines katalytischen Zyklus,
erscheint der Nutzen einer weiteren Untersuchung des Systems jedoch fraglich. Insgesamt konnen die
Ergebnisse aus beiden Teilen der Arbeit als erfolgreich durchgefiihrte Machbarkeitsstudie betrachtet
werden, die die Leistungsfahigkeit der TIRF-Mikroskopie fiir die Einzelmolekiilchemie demonstriert.
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Anhang

7 Anhang

7.1 Erginzende Abbildungen und Mikroskopiebilder

7.1.1 Allgemeine Erginzungen

Verwendete Optiken und Bauteile

Tabelle 15 stellt eine Ubersicht der verwendeten optischen Bauteile dieser Arbeit dar.

Tabelle 15: Ubersicht der verwendeten optischen Bauteile.

Bezeichnung / Modell Hersteller & Details
CW Laser
A =488 nm Picarro, Soliton
A =405 nm Cube Diode Laser System, Coherent
A =405 nm
A =445 nm Multifarben Laser
A =488 nm
A=515nm iChrome FLE, Toptica Photonics
A =561 nm
A =594 nm
A =546 nm Fiber Laser FL 546, Guided Color Technologies
A =532 nm CPS532-C2, Collimated Laser-Diode, Thorlabs GmbH
Objektiv

o-Plan Fluar

o-Plan-FLUAR 100x, NA = 1.45, Zeiss

Notch, Band-& Langpassfilter

447/60 BrightLine HC Bandpassfilter, Semrock

HQ500/35X Bandpassfilter, Chroma

525/50 BP Bandpassfilter, AHF Analysentechnik
570/60 BP Bandpassfilter, AHF Analysentechnik
550/100 ET Bandpassfilter, Edmund Optics
590/70 BP Bandpassfilter, AHF Analysentechnik
FELHO0500 Langpassfilter >500 nm, ThorLabs
zt532 Laserstrahlteiler, AHF Analysentechnik
ZET405/488 Notch Filter, Chroma

Dichroitische Spiegel

495 DRLP Omega

zt488/561rpc AHF Analysentechnik

zt532RDC AHF Analysentechnik

zt 405/488rpc AHF Analysentechnik
Di01-R488/543/635 Semrock

FF509-FDi01-25x36 Semrock

Kameras

Image EM X2

EM-CCD, C9100-23B, Hamamatsu

Orca Flash 4.0 LT+

sCMOS, C11440-42U30, Hamamatsu

Orca Fusion

sCMOS, C14440-20UP, Hamamatsu
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Beamsplitter

Cairn Research, anpassbar mit Bandpassfiltern und dichroitischen Spiegeln

Optosplitt I1T zur Aufspaltung des Detektionsstrahlengangs in definierte Farbkanéle

Centre Image/ Reflected Image/
,,Griiner Kanal* ,»Blauer Kanal*

Transmitted Image/
,,Roter Kanal“

“

Detektions-
strahlengang

-~

Detektionskamera &

erhaltene Aufnahme _i]—‘l

Bandpassfilter & Dichroitische Filter

Aufnahme der immobilisierten Fluoreszenzbeads zur Kalibrierung der Detektionskaniile

Abbildung 93:Fluoreszenzbeads im p-TIRF. Aexe = 405nm (P = 5 mW) / Aexe = 488 (P = SmW); Aget = 417-
477 mm (rechts)/500-600 nm (links). 0.3s Belichtungszeit.
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Auszug der Geriteparameter.

Instruction manual Ver.1.3)

Hamamatsu Orca Fusion (C14440-20UP/C14440-20UP01

Imaging device

Scientific CMOS

sensor

image

Effective number of pixels

2304 (H) x 2304 (V)

Pixel size

6.5 um x 6.5 um

Effective area

14.976 mm x 14.976 mm

Cooling method

Forced-air cooled

Cooling temperature

-5 °C (Ambient temperature:
+25 °C)

Water cooled
-5 °C (Water temperature: +25
OC)

Water cooled (Max cooling)
Less than -15 °C*1 %3

Water cooled (Max cooling)
Less than -15 °C*1 %3

Readout noise

Fast scan
1.4 electrons

Standard scan
1.0 electrons

Dark current *!

cooling temperature:-5 °C
0.5 electrons/pixel/s

cooling temperature:-15 °C
0.2 electrons/pixel/s

Wavelength[nml]

Ultra quiet scan Dark offset 100 counts
0.7 electrons
Quantum efficiency*! @400 nm Dark signal non- | 0.3 electrons r.m.s.
65 % uniformity (DSNU)*!
@550 nm Photo  response non- | (7500 electrons)
80 % uniformity (PRNU)*! 0.06 % r.m.s.
@800 nm Linearity error*! (EMVA 1288 standard)
50 % 0.5%
Full well capacity™! 15 000 electrons
Dynamic range*! 21400 : 1%?
Conversion factor*! 0.24 electrons / count
% 1 Typical value
%2 Calculated from the ratio of the full well capacity and the readout noise at ultra quiet scan
% 3 The water temperature is +20 °C and the ambient temperature is +20 °C
Spectral Response Characteristics
100
90
80
70
60
i_,—g‘ 50
o
40
30
20
10
300 350 400 450 500 550 600 G50 700 750 800 850 500 950 1000
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7.1.2 Erginzungen zur Photooxidation von Terrylen in p-Terphenyl

Rohdaten der Histogramme aus Kapitel 3.1.5
15 T T T T T T T 10 T T T T T T T
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Abbildung 94: Histogramme bei Anregung mit Aexe = 488/546 nm. Containerbreite 0.3 s.
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Abbildung 95: Histogramme bei Anregung mit Acxc = 488 nm. Containerbreite 0.3s
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Extinktionskoeffizient von Terrylen und den vermuteten Oxidationsprodukten

7x10* T T T T T T T T
= Terrylen
4 70nm Verschiebung
6x10" 7 40nm Verschiebung T

5%10%

4x10* 4

3%x10%

2x10%

1x10*

Extinktionskoeffizient ¢ / M *cm™!

T T T T T T T T T
400 450 500 550 600 650
Wellenléinge A / nm

Abbildung 96: Extinktionskoeffizient in Abhéngigkeit der Wellenldnge fiir Terrylen und die vermuteten
Oxidationsprodukte.
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Abbildung 97: Erweiterte Darstellung von Abbildung 51 inklusive Intensitdtsverhéltnissen > 3.5.
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Multivariate Analyse mit alternativer Anzahl an Clusterzentren

Aus den unten gezeigten Abbildungen geht hervor, dass Anpassungen mit mehr als zwei Clusterzentren
zu einer hoheren Unsicherheit fithren. Bei Anpassung mit drei Clusterzentren wird lediglich ein als
Ausreifer deklariertes Intensititsverhéltnis als zusétzlicher Cluster identifiziert. Ab einer Anzahl von

vier Clusterzentren wird die Uberlappung der Konfidenzintervalle (95%) und somit die statistische

Unsicherheit grof3.
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Abbildung 98: K-Means Clusteranalyse fiir die Anregung mit 488 nm. Oben 3, unten 4 Clusterzentren.
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Abbildung 99:K-Means Clusteranalyse fiir die Anregung mit 488/546 nm. Oben 3, unten 4 Clusterzentren.
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Zusiitzliche Einzelmolekiilspuren mit TSPB — Anregung mit 488 nm (I = 0.94 kW/cm?)
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Abbildung 100: Zusitzliche Einzelmolekiilspuren fiir die Anregung mit 488 nm (I = 0.94 kW/cm?).
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Zusiitzliche Einzelmolekiilspuren mit TSPB — Anregung mit 488 /546nm (I = 1.25 kW/cm?)
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Abbildung 101: Zusitzliche Einzelmolekiilspuren fiir die Anregung mit 488 /546 nm (I = 1.25 kW/cm?).
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Beispiele fiir inkongruentes Verhalten
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Abbildung 102: Beispicle fiir vereinzelt auftretendes Verhalten, dass keinem der identifizierten Reaktionsschritte
zugordnet werden kann.

Die obige Abbildung zeigt Beispiele fiir Verhalten, das keinem der identifizierten Reaktionsschritte
eindeutig zugeordnet werden konnte. a) OSPB gefolgt von einem Dunkelzustand und Anderung des
Emissionsniveaus. b) Anderung des Emissionsniveaus im griinen Kanal ohne entsprechendes Signal im
blauen Kanal. c¢) TSPB gefolgt von mehreren An/Aus-Zyklen und erneuter Anderung des
Emissionsniveaus. d) Aufleuchten in beiden Kanélen ohne vorherige Detektion. ) Verringerung des
Emissionsniveaus und anschlieBende Erhdhung ohne Aufleuchten im blauen Kanal.
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Blindproben von Deckglisern und p-Terphenyl im Vergleich

a.l Maxima aus a) b.1 Maxima aus b) c.l Maxima aus ¢)

: D e 3 G

Abbildung 103: Vergleich der Aufnahme im o-TIRF fiir a) reine Deckglédser b) Deckgliser beschichtet mit p-
Terphenyl und ¢) Deckgldser beschichtet mit p-Terphenyl/Terrylen. Anregung mit 488 nm (P = 15 mW).
Detektion BP590/70. Einzelbilder mit Zeitauflosung 0.3 s o-type. Anzahl der gefunden Maxima in a-c unter
gleichem Treshold: a.1 (36) vs b.1(170) vs c.1 (1117).
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7.1.3 Erginzungen zu Photosduren als dual-emissive Sonden auf der
Einzelmolekiilebene

Erginzende Abbildungen zur Umsetzung mit Silylierungsreagenzien
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Abbildung 104: a) Emissionsspektren der Basenform von HPTE aus den Versuchen mit TMS-CI. b) Zeitlicher
Verlauf der Intensitit des Emissionsmaximums aus a) beim Umsatz mit 1 eq TMS- Cl. 0-1000s.
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Abbildung 105: Reaktionsverfolgung im Absorptionsspektrum von HPTE. a) Absorptionsspektren mit 15 s
Abstand.bei [HPTE] = [TBDPS-CI] = 5 uM. b) Umsatz nach 20 min bei [HPTE] = [TBDPS-CI] = 10 uM.
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Abbildung 106: Reaktionsverfolgung im Fluoreszenzemissionsspektrum von HPDE. a) Umsetzung mit 100 eq
Imidazol und 1eq TBDMS-Cl im Abstand 60s. b) Lineare Anpassung der reziproken, normierten
Fluoreszenzintensitiit der Bildung der geschiitzten Spezies. k» = 1.16 ¢+ 103 M 57!,
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Blindproben von Quarzgliisern,Losungsmittel und Octylsilan im Vergleich

a)

a.1) Maxima aus a) Glas b.1) Maxima aus b) Acetonitril

¢.1) Maxima aus ¢) n-Octylsilan d.1) Maxima aus d) HPDE-APTES

Abbildung 107: Vergleich der Aufnahme im o-TIRF fiir a) reine Quarzdeckgliser gegen Luft b) Quarzdeckgliser
in Acetonitril ¢) Quarzdeckgldser mit n-Octyltriethoxysilan immobilisiert d) Quarzdeckgldser mit n-
Octyltriethoxysilan/HPDE-APTES immobilisiert. Anregung und Detektion analog Kapitel 3.2.3 mit 405/488 nm.
Einzelbilder mit Zeitauflosung 0.3 s. Anzahl der gefunden Maxima in a-d: a.1(66) vs b.1(28) vs c.1(54) vs

d.1(1086).
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7.2

Bezeichnung

Verwendete Chemikalien

Reinheit

Herkunft

(3-Aminopropyl) triethoxysilan
APTES
Aceton

Acetonitril

Chloroform
Dichlormethan, DCM
Dimethylformamid, DMF
Essigsdure

Ethanol

HPDE-CI

HPTE

Imidazol

Methanol

Natriumhydrid, NaH
Natriumhydroxid, NaOH
Natriumthiosulfat Pentahydrat
n-Octyltriethoxysilan
p-Terphenyl
Schwefelsdure, H,SO4
TBAF

TBDMS-CI

TBDPS-Cl

Terrylen
Trifluoressigsdure, TFA
TMS-Cl1

Toluol

Triethylamin, NEt;

Verkade Superbase
2,8,9-Trimethyl-2,5,8,9-tetraaza-
1-phosphabicyclo[3.3.3Jundecane

Wasser, H,O

Wasserstoffperoxid, H,O»

99%, destilliert

99+%, for spectroscopy

>99,9%
>99,8% f.d. HPLC
>99,9%
>99,8% 1. Molsieb
99,8%
absolut, >99.8%
/
/
99%
ultrapure, Spectrophotometric
Grade, 99.8+%
dry, 90%

>98% reinst

zur Synthese
97%, destilliert
>99.5%

> 95% reinst

in Losung, 1.0 M
>99.0%

98%

>99%

> 99 %, anhydrous
98%

fir HPLC, 99.9%
>99.5%

n.a.

hochrein, Gilitegrad fir die
Spektralphotometrie
35 Gew.-%

Merck Sigma-Aldrich Chemie

ACROS Organics

Merck Sigma-Aldrich Chemie
Fisher Scientific

Merck Sigma-Aldrich Chemie
Fisher Scientific

Acros Organics

Fisher Scientific

Synthese A.Clasen

Synthese B. Finkler
Carbolution Chemicals

Fisher Scientific

Merck Sigma-Aldrich Chemie
Griissing GmbH Analytica
Griissing GmbH Analytica
Merck Sigma-Aldrich Chemie
Merck Sigma-Aldrich Chemie
Bernd Kraft GmbH

Merck Sigma-Aldrich Chemie
Merck Sigma-Aldrich Chemie
Merck Sigma-Aldrich Chemie
Kentax

Merck Sigma-Aldrich Chemie
Merck Sigma-Aldrich Chemie
Merck Sigma-Aldrich Chemie
Merck Sigma-Aldrich Chemie
Merck Sigma-Aldrich Chemie

Alfa Aesar

Acros Organics

X
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7.3  Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Schematische Abbildung des HOMO und LUMO von Terrylen sowie Niaherung der
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(HOMO/LUMO generiert in ChemDraw 3D, Berechnungsmethode ,,Extended Hiickel).............cccoveevvvcvennnanen. 6
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.............................................................................................................................................................................. 29
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7.5  AbKkiirzungsverzeichnis
% Prozent FLE Flexible Laser Engine
(EM)CCD (Electron multiplying) Charge- fps Frames Per Second (Bilder pro Sekunde)
Coupled Device
(Elektronenverfielféltigendes
Ladungsgekoppeltes Bauteil)
p21 Ubergangsdipolmoment FRET Forster-Resonanzenergietransfer
ul Mikroliter FWHM  Full Width at Half Maximum
(Halbwertsbreite)
pm Micrometer g Gramm
pM Micromolar h Stunde
'H NMR Proton Nuclear Magnetic Resonance h Stunde
(Protonenresonanz-Spektroskopie)
102 Singulett Sauerstoff H20 Wasser
2D 2-Dimensional H20: Wasserstoffperoxid
3D 3-Dimensional H2S04  Schwefelséure
30 Triplett Sauerstoff HOMO  Highest Occupied Molecule Orbital
(Hochstes Besetztes Molekiilorbital)
A Angstrom HPDE- (2,2,2-trifluoroethyl)-3-hydroxy-8-(N-(3-
APTES  (triethoxysilyl)propyl)sulfamoyl)pyren-1,6-
disulfonat
ACN Acetonitril HPDE- Bis(2,2,2-trifluoroethyl) 3-(chlorosulfonyl)-
Cl 8-hydroxypyren-1,6-disulfonat
AcOH Essigsdure HPLC  High Performance Liquid Chromatography
(Hochleistungsfliissigkeitschromatographie)
AFM Atomic Force Microscopy HPTA 8-Hydroxy-N,N,N',N'N",N"-
(Rasterkraftmikroskop) hexamethylpyren-1,3,6-trisulfonamid
AG Arbeitsgruppe HPTE Tris(2,2,2-trifluoroethyl)-8-
hydroxypyren-1,3,6-trisulfonat
APTES (3-Aminopropyl)triethoxysilan Io Anregungsintensitét
ca. circa IC Internal Conversion (Innere Konversion)
CCDh Charge-Coupled Device ISC Intersystem Crossing
(Ladungsgekoppeltes Bauteil) (Interkombinationsiibergang)
Cl Chlorid K Kelvin
cm? Quadratzentimeter kW Kilowatt
CW Continuous Wave (Dauerstrich) 1 Liter
D Donor LUMO  Lowest Unoccupied Molecular Orbital
(Niedrigstes Unbesetztes Molekiilorbital)
DBN 1,5-Diazabicyclo(4.3.0)non-5-en M Molar
DBU Diazabicycloundecen min Minute
DCM Dichlormethan ml Milliliter
DFT Dichtefunktionaltheorie mM Millimolar
DMAP 4-(Dimethylamino)pyridin mmol Millimol
DMF Dimethylformamid ms Millisekunde
DMSO Dimethylsulfoxid mW Milliwatt
E Energie MW Mittelwert
NA Numerische Apartur
EE Einsammeleffizienz NEt; Triethylamin
eq Aquivalente NHS N-Hydroxysuccinimid
ESPT Excited State Proton Transfer NIR Near Infrared (Nahinfrarot)
(Protonentransfer im angeregten
Zustand)
ET Exposure Time (Belichtungszeit) nm Nanometer
et al. und andere ns Nanosekunde
FCS Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie | | NSOM  Near-field Scanning Optical Microscopy

(Optische Nahfeldmikroskopie);
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RO-

ROH
ROI

rpm

RT

(Stickstoff-Fehlstellen-Zentrum)
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Hydroxyl

One Step Photobleaching
(einstufiges Photobleichen)
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Photoactivated Localization
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Principal Component,
(Hauptkomponente)

Principal Component Analysis,
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Polyethylen

Polyethylenglykol

Photoinduced Electron Transfer
(photoinduzierter Elektronentransfer)
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4-(1-Pyrrolidinyl)pyridin
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Deprotonierte Photosdure /
Basenform

Protonierte Photosdure / Sdureform

Region Of Interest (relevanter
Messbereich/Bildausschnitt)
rounds per minute
(Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur

sCMOS

SiO2

SMS

SNR

SPT

STABW

STED

STORM

T
t
TBAF

TBDMS-
Cl
TBDPS-
Cl

TDI

TES-Cl1
TFA
TiO>
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TIRF

TIRFM

TMS-CI
TSPB

uv

w.E.
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Singulett

Sekunde
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Semiconductor (komplementérer Metall-
Oxid-Halbleiter)

Siliziumdioxid

Single Molecule Spectroscopy
(Einzelmolekiilspektroskopie)
Signal-To-Noise Ratio (Signal-zu-
Rauschen-Verhiltnis)
Single-Particle Tracking
(Einzelpartikelverfolgung)
Standardabweichung

Stimulated Emission Depletion
(Stimulierte Emissionsunterdriickung)
Stochastic Optical Reconstruction
Microscopy (Stochastische optische
Rekonstruktionsmikroskopie)

Triplett

Zeit
Tetrabutylammoniumfluorid

t-Butyldimethylsilylchlorid
t-Butyldiphenylsilylchlorid
Terrylendiimid

Triethylsilylchlorid
Trifluoressigséure
Titandioxid
Triisopropylsilylchlorid

Total Internal Reflection Fluorescence
(Interne Totalreflexionsfluoreszenz)

Total Internal Reflection Fluorescence
Microscopy (Interne
Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie)
Trimethlysilychlorid

Two Step Photobleaching (zweistufiges
Photobleichen)
Ultraviolett

Watt
Willkiirliche Einheit

zum Beispiel

Wellenlidnge
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