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Zusammenfassung

Die Fluoreszenzmikroskopie und die Einzelmolekiilspektroskopie sowie die superauflésende
Mikroskopie sind insbesondere in den Lebenswissenschaften beliebte und heutzutage weit ver-
breitete Methoden. Sie erméglichen die Abbildung biologischer Materialien mit beispielloser
Auflésung und die Untersuchung komplexer Wechselwirkungen und Dynamiken bis auf die
Ebene einzelner Molekiile, um verschiedene biologische, chemische und physikalische Prozesse
zu entschliisseln. Da diese Methoden hohe Anforderungen an die eingesetzten Fluorophore
wie auch Instrumente stellen, ist es von entscheidender Bedeutung, deren photophysikalischen
Eigenschaften zu verstehen. Ein Ziel dieser Arbeit ist daher, den Einfluss der Zugabe von Glyce-
rin, Sauerstoff und Additiven auf das photophysikalische Verhalten verschiedener organischer
Fluorophore bei optischer Sattigung zu untersuchen. Dies geschieht durch eine umfassende
Analyse der Diffusions- und Blinkdynamik von sechs Rhodamin- und Cyaninfarbstoffen mittels
der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS). Dariiber hinaus zeigt eine selbst entwickelte
Monte-Carlo-Simulation, dass nichtlineare Abweichungen der positionsabhéngigen Fluoreszenz-
antwort im beobachteten Fokusvolumen bei hohen Intensitéiten von einigen 100 kW em ™2 zu
einer fehlerhaften Interpretation der Intensitits-Autokorrelation und einem der Photozerstérung
dhnlichen Abfall der molekularen Helligkeit fiihren kénnen. Daher wird eine neu entwickelte
Anpassungsfunktion aus einem empirischen Modell der Molekiil-Detektions-Funktion (MDF)
hergeleitet, die eine gute Approximation des beobachteten Verhaltens liefert. Dariiber hinaus
wird eine einfache Methode vorgeschlagen, die auf den in dieser Arbeit hergeleiteten photophy-
sikalischen Zusammenhéngen basiert, um die Anregungs- und Detektionseigenschaften eines
konfokalen Einzelmolekiil-Fluoreszenzmikroskops getrennt voneinander zu beurteilen und die
Vergleichbarkeit unterschiedlicher Instrumenten durch die FCS-Sattigungsreihe einer einfach zu

handhabenden Farbstoffprobe zu erméglichen.

Abstract

Fluorescence microscopy and single molecule spectroscopy as well as superresolution microscopy
are popular and nowadays widely used methods, in particular in the life sciences. They enable
the imaging of biological materials with unprecedented resolution and the investigation of
complex interactions and dynamics down to the level of individual molecules in order to decipher
different biological, chemical and physical processes. As these methods pose high demands
on the employed fluorophors, as well as on the used instruments, it is of crucial importance
to understand their photophysical properties. Thus one aim of this thesis is to examine the
influence of specific environmental effects imposed by glycerol, oxygen and other additives on
the photophysical behaviour of different organic fluorophors under optical saturation. This is
done by an extensive analysis of the diffusion and blinking dynamics of six rhodamine and
cyanine dyes by fluorescence correlation spectroscopy (FCS). Furthermore, a home written
monte-carlo-simulation shows that nonlinear deviations of the position-dependend fluorescence

2 can lead

response in the observed focal volume at high irradiances above a few 100 kW cm™
to an erroneous interpretation of the intensity autocorrelation and a decrease of the molecular
brightness similar to photobleaching. Therefore, a new fitting function is derived, using an
empirical model of the molecule detection function (MDF), wich was suitable to describe the
observed data. Additionally, a simple method based on the photophysical mechanisms treated
in this thesis has been derived, wich allows for a separate evaluation of the excitation and
detection properties of a confocal single molecule fluorescence microscope and should facilitate

the comparability of different instruments by an FCS saturation series of a standard dye sample.
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Kapitel 1
Einleitung

Die Geschichte der Lichtmikroskopie reicht weit hinter die ersten Vergrofierungslinsen im
16. Jahrhundert zuriick. Bereits im 1. Jahrhundert wurde unter anderem von Lucius Annaeus
Seneca von der Nutzung wassergefiillter Glaskugeln zur VergréBerung berichtet!. Das erste
zusammengesetzte Mikroskop wird Hans Janssen und seinem Sohn Zacharias Janssen
gegen Ende des 16. bzw. Anfang des 17. Jahrhunderts, kurz vor Galileo Galileis Occhiolino
im Jahr 1609 [1], zugeschrieben. Neben einer Vielzahl anderer Entdeckungen entwickelte
Christiaan Huygens im spédten 17. Jahrhundert die Wellentheorie des Lichtes, und Robert
Hooke sowie Antoni van Leeuwenhoek konstruierten leistungsfihigere zusammengesetzte
Mikroskope. Diese waren erstmals in der Lage, eine Beschreibung roter Blutkoérperchen,
der Facettenaugen einer Fliege, von Bakterien und vieler weiterer bis dahin unbekannter

Elemente des Mikrokosmos zu liefern [2-4].

Die heutigen physikalischen Grundlagen der modernen Optik beruhen zu grofien Teilen
auf Ernst Karl Abbe, der im 19. Jahrhundert die Theorie der Bildentstehung und die
physikalische Auflsungsgrenze optischer Mikroskope beschrieb [5] und zusammen mit Carl
Zeifl; Otto Schott und mit Beginn des 20. Jahrhunderts auch August Kohler optische Instru-
mente entwickelte. August Kohler entdeckte 1904, dass der von Sir George Gabriel Stokes
bereits 1852 beschriebene Effekt der Fluoreszenz [6] in den mit Ultraviolettstrahlung (UV)
arbeitenden Mikroskopen auftrat [7]. Das erste Mikroskop, das bewusst mit Fluoreszenz
arbeitete, entwickelte daraufhin Oskar Heimstadt im Jahr 1911 [8], womit ein Jahrhundert
der Erforschung und Entwicklung neuer Techniken, Farbstoffe und Filtersysteme begann,

die bis heute in der Fluoreszenzmikroskopie genutzt werden.

Erst die 1964 mit dem Nobelpreis fiir Physik geehrte Entwicklung des MASER-Prinzips?

durch Charles Hard Townes, Nikolai Gennadijewitsch Bassow und Alexander Michailowitsch

! Seneca, Naturalium quaestionum I, 6, 5; Litterae, quamvis minutae et obscurae, per vitream pilam aqua
plenam maiores clarioresque cernuntur. (Briefe, so klein und dunkel sie auch sein mogen, erscheinen durch
eine mit Wasser gefiillte Glaskugel klarer.)

2MASER — Mikrowellenverstirkung durch stimulierte Emission von Strahlung (microwave amplification by
stimulated emission of radiation)



Kapitel 1. Einleitung

Prochorow und die darauf folgende Ubertragung des Prinzips auf kiirzere Wellenléingen, die
zur heutigen LASER-Technik® gefiihrt hat, erméglichte die Beobachtung einzelner Molekii-
le [9-11] und die superauflésende Mikroskopie (STED? [12], PALM® [13], FPALMS [14],
STORM” [15] etc.) jenseits der von Abbe formulierten Auflésungsgrenze. Fiir diese faszinie-
rende Entwicklung wurde der Nobelpreis fiir Chemie im Jahr 2014 an Eric Betzig, Stefan
Hell und William Esco Moerner verliehen. Mithilfe der konfokalen Abbildungsgeometrie
nach Minsky [16] vermied die in den 90er Jahren aufkommende Einzelmolekiilfluoreszenz-
spektroskopie den Informationsverlust statischer oder dynamischer Heterogenitéten, der bei
der Beobachtung eines Molekiilensembles auftritt, und erméglichte deren Untersuchung [17,
18]. Auch die Betrachtung komplexer Konformationsdynamiken bei der Proteinfaltung oder
bei der Materialforschung an Polymeren und Oberflichen wurde auf einer weiten Zeitskala

von Nanosekunden bis zu Sekunden méglich [10, 19-22].

In Kombination mit der 1972 von Magde, Elson und Webb [23] entwickelten Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopie (FCS) bietet die konfokale Fluoreszenzmikroskopie die Mog-
lichkeit, iiber die zeitabhédngige Dynamik der Intensitdtsfluktuationen der Fluoreszenz, die
Kinetik chemischer Reaktionen und das Diffusionsverhalten einzelner fluoreszenzmarkierter
Molekiile in Losung zu untersuchen [24-26]. Die damit gewonnenen Informationen finden in
der Diagnostik und in der evolutionidren Biotechnologie, der Polymerphysik, der Untersu-
chung unterschiedlicher Prozesse in Zellen und der Photophysik breite Anwendung [27-31]
und haben zu einer Vielzahl unterschiedlicher Korrelations-, Raster-, Abbildungs- und

Datenauswertungsverfahren gefiihrt [32].

Alle géngigen Verfahren der superauflésenden Mikroskopie nutzen zur Abbildung der
markierten Strukturen das Blink- bzw. Schaltverhalten der Fluorophore. Aber auch an-
dere Methoden der intensitdtsbasierten Fluoreszenzmikro- und Spektroskopie, wie die
Messung inter- und intramolekularer Abstdnde mithilfe des Forster-Resonanz-Energie-
Transfers (FRET) [33], oder die genaue raumliche Bestimmung des Diffusionsverhaltens
durch die Multi-Fokus-FCS [34] basieren auf der genauen Kenntnis der dem Leuchtverhal-
ten zugrundeliegenden Eigenschaften der verwendeten Fluorophore. So sind zum Beispiel
hohe Photonenraten oder Beobachtungszeiten vor dem Wechsel in Dunkelzustédnde wiin-
schenswert [35] und werden durch entsprechend der photophysikalischen Zusammenhénge
gewéhlte Anregungsraten und Verfahren erzielt [36, 37]. Auch die aktive Beeinflussung der
Dunkelzeiten durch spezielle LASER [38, 39] oder Additive [40-44] findet breite Anwendung.

Die genutzten Leistungsdichten der Anregung liegen je nach Experiment in einem weiten

3 LASER - Lichtverstiarkung durch stimulierte Emission von Strahlung (light amplification by stimulated
emission of radiation)

4STED - Desaktivierung durch stimulierte Emission (stimulated emission depletion)

5 PALM - photoaktivierte Lokalisationsmikroskopie (photoactivated localization microscopy)

S FPALM — photoaktivierte Fluoreszenz-Lokalisationsmikroskopie (fluorescence photoactivated localization
microscopy)

“STORM - stochastische, optische Rekonstruktionsmikroskopie (stochastic optical reconstruction microsco-

PY)



Bereich von wenigen Kilowatt bis zu einigen Megawatt je Quadratzentimeter [45-47]. Im be-
leuchteten Volumen koénnen die fluoreszierenden Molekiile mehr als einmal angeregt werden
und chemische oder photophysikalische Prozesse durchlaufen, die ihre Fluoreszenzeigenschaf-
ten verdndern. Da FCS-Experimente diese zeitliche Abhéngigkeit der Signalschwankung
messen und bei einer dem Fluorophor innewohnenden Zeitabhéngigkeit diese Schwankung
auch in den aufgezeichneten Daten vorhanden ist, sollte das Fluktuationsverhalten des
betrachteten Fluorophors bekannt sein. Folglich beschéaftigt sich die vorliegende Arbeit
mit dem photophysikalischen Verhalten einzelner organischer Fluorophore in einem grofien
Bereich von Anregungsraten. Dazu wird im zweiten Kapitel die Definition und die Erlau-
terung einiger essentieller mathematischer und physikalischer Zusammenhénge und eine

grundlegende Einfiihrung in die konfokale Fluoreszenzmikroskopie und FCS gegeben.

Eine Beschreibung des entwickelten konfokalen Laserscanningmikroskops mit der zur
Datenerfassung und Verarbeitung notigen Hard- und Software, sowie der verwendeten
Fluorophore, Protokolle zur Probenpréaparation und der Beschreibung der entwickelten
Monte-Carlo-Simulation mitsamt der implementierten Anregungs- und Detektionsfunk-
tionen findet im dritten Kapitel statt. Dabei wird auch die in der Arbeit verwendete
Messkammer zur Desoxygenierung der Farbstoffldsungen mittels eines inerten Gases, die
Konstruktion eines Erweiterungsmoduls fiir Tieftemperaturexperimente am konfokalen Mi-
kroskop mit einem System zur Probenpraparation und der Aufbau eines TIRF-Mikroskops

zur Betrachtung grofier Bereiche mit einzelnen immobilisierten Molekiilen vorgestellt.

Im vierten Kapitel wird das Verhalten von Einzelmolekiilen im Rahmen einer FCS-
Analyse bestimmt und ein Modell zur Korrektur der dabei auftretenden Effekte vorgeschla-
gen. Dazu wird die bei hohen Leistungsdichten auftretende Mehr-Photonen-Absorption
im geometrischen Zentrum des konfokalen Fokusvolumens mit einer empirischen Gauf3-
Differenz-Funktion approximiert und eine entsprechende Anpassungsfunktion fiir die

Autokorrelationsfunktion (AKF) der transienten Intensitidten bestimmt.

Das theoretische Modell des Séttigungsverhaltens wird im fiinften Kapitel auf simulierte In-
tensitatsfluktuationen immobilisierter Molekiile angewandt und beziiglich seiner Giiltigkeit
und der Unterscheidbarkeit verschiedener intramolekularer Ubergangswahrscheinlichkeiten
untersucht. Es werden zwei unterschiedliche Ansétze der Immobilisierung realisiert, sowie
auf Einschriankungen der Bestimmung der internen Dynamik im Vergleich zur einfachen

Messung in Losung diskutiert.

Das sechste Kapitel beschéftigt sich mit der FCS-Messung in Losung und dem Einfluss
der unmittelbaren Umgebung des betrachteten Fluorophors. Im Besonderen wird auf das
Diffusionsverhalten von Alexa Fluor® 488 (AF-488) bei der Zugabe von Glycerin und
die Interaktion mit gelostem Sauerstoff eingegangen. Eine detaillierte Analyse der Photo-
physik unter Normalatmosphére und ohne Sauerstoff findet fiir die Fluorophore AF-488,
PromoFluor 488 Premium (PF-488P) und CF®488A (CF-488A) statt. Anschliefend werden

Strategien zur Manipulation des Leuchtverhaltens prasentiert und im Hinblick auf ihre
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Anwendung bei unterschiedlichen Fluorophoren untersucht. Dazu wird unter anderem die
Isomerisierung von Carbocyaninfarbstoffen am Beispiel von Alexa Fluor® 647 (AF-647)
diskutiert und mit dem Verhalten von AF-488, Sulfo-Cyanin 5 (sCy5) und Sulfo-Cyanin
3 (sCy3) verglichen.

Die bis dahin betrachteten photophysikalischen Zusammenhinge werden im siebten Kapitel
zur Evaluation des Anregungs- und Detektionsstrahlengangs eines konfokalen Einzelmole-
kiilmikroskops anhand einer einfachen Séattigungsmessung verwendet. Der Messvorgang
und die Auswertung kann auch ohne die genaue Kenntnis des individuellen Aufbaus und
lediglich anhand relativer Anregungs- und Detektionsraten auf vergleichbare konfokale

Fluoreszenzmikroskope iibertragen und als Vergleichsmafistab genutzt werden.

Eine Zusammenfassung und Einordnung der grundlegenden Erkenntnisse der Arbeit findet

im achten Kapitel statt.



Kapitel 2

Mathematische und physikalische
Grundlagen

2.1 Licht als elektromagnetische Welle

In der Geschichte der modernen Naturwissenschaften wurde die physikalische Natur des
Lichtes abwechselnd mit dem Modell der Teilchen oder der Wellen beschrieben. Im letzten
Jahrhundert setzte sich in der modernen Physik die Ansicht durch, dass das Licht sowohl
Teilchen- als auch Welleneigenschaften besitzt und somit keinem der beiden komplemen-
tdren Modelle vollstédndig zuzuschreiben ist. Das hierdurch herbeigefiihrte Dilemma des
Welle-Teilchen-Dualismus konnte erst durch die Theorie der Quantenelektrodynamik zu-
friedenstellend gelost werden. Der Ubersichtlichkeit halber wird die dieser Arbeit zugrunde
liegende Betrachtung im Folgenden das Licht als elektromagnetische Welle auffassen. Ob-
gleich dadurch die relevanten optischen Phinomene zur Geniige beschrieben werden, sei

auf die Unvollstandigkeit dieses Modells hingewiesen.

Das sichtbare Licht macht nur einen kleinen Bereich des in Abbildung 2.1 dargestellten
elektromagnetischen Spektrums aus. Mithilfe elektronischer Geréte lassen sich niederfre-
quente Wellen im Radio- und Mikrowellenbereich erzeugen und dienen so zum Beispiel als
Informationstréager fiir Fernseh-, Radio- und Funktelefoniibertragungen. Elektromagneti-
sche Wellen hoherer Frequenzen kénnen unter anderem durch beschleunigte Ladungstrager
entstehen und uns als Infrarotlicht wiarmen, oder in Form von Rontgen- oder Gamma-
strahlung einer Vielzahl verschiedenster Zwecke dienen. Daher wird im Folgenden eine
mathematische Beschreibung physikalischer Wellen aus einfachen Grundlagen hergeleitet
und in eine Form gebracht, die ein Verstdndnis optischer Phdnomene bei der konfokalen

Fluoreszenzmikroskopie zulasst.



Kapitel 2. Mathematische und physikalische Grundlagen

1km 1m 1cm  1mm 1 um 1nm 1A
1 ! 1 L 1 1 ! L 1 1 ! 1 1 ! 1

10° 10> 10" 10° 10" 10® 10° 10* 10° 10° 107 10° 10° 10" 10" 10™
1 MHz 1 GHz 1THz 1 PHz 1EHz 1ZHz

| 1 ] 1 1 1 1 1 1 | 1 | | 1 1 1 |
10° 10° 100 10® 10° 10" 10" 10" 10"™ 10" 10" 10® 10”7 10" 10" 10® 10*
Radiowellen Mikrowellen 1 Terahertz E IR ll uv Roéntgen | Gamma )

Abbildung 2.1: Elektromagnetisches Spektrum

Werden die Wellen nach ihrer Frequenz oder der Wellenlénge geordnet, wird das elektromagnetische
Spektrum erhalten. Das dabei fiir den Menschen sichtbare optische Spektrum stellt nur einen
geringen Ausschnitt aus dem gesamten elektromagnetischen Spektrum dar.

2.1.1 Wellengleichung und elektromagnetische Wellen

Wahrend Licht in der geometrischen Optik als Strahl approximiert wird, ist diese Vereinfa-
chung nur ein bedingt physikalisch korrekter Grenzfall der Wellenoptik. Tatséchlich lassen
sich viele Phénomene wie Farbe, Interferenzfahigkeit, Beugung und Polarisation erst mithil-
fe der Wellenoptik hinreichend erkldren. Im Folgenden wird eine kurze Zusammenfassung
der wichtigsten wellenoptischen Gleichungen gegeben und die elektromagnetische Natur

des Lichtes aus den Maxwell-Gleichungen hergeleitet.

2.1.1.1 Die Wellengleichung und Differentialoperatoren

Eine beliebige eindimensional betrachtete, dispersionsfrei laufende Welle 14sst sich durch die
Funktion s = f(2') darstellen. Wobei s die Auslenkung und 2’ die Position der beliebigen
Wellenfunktion f beschreibt. Bewegt sich diese Welle mit der Geschwindigkeit ¢ relativ zu

einem ruhenden System, kann sie aus diesem wie folgt beschrieben werden:

s=f@)=f(xtct) mit 2’ =x+ct . (2.1)

Diese allgemeine Form einer laufenden Welle ldsst sich auch durch eine partielle Differen-
zialgleichung ausdriicken. Hierzu betrachten wir Gleichung (2.1) so, dass bei partieller
dx’

Differentiation 3~ = 1 und ‘%’ = +c gilt. Daraus ergibt sich fiir die erste und zweite

Ableitung nach der Zeit ¢:

0s _ of oz’ _ | Of
5t ox ot Cow

6%s & (s 5 (ds\ o' ) os 52 f
=55 ) =505 ) 5 =50 (Fe5 ) (o) =¢° 2.2
52 ot (5t) 50 (&) ot 5g;/< Cgt)( )=c 5 (2.2b)

und fiir die 2. Ableitung nach dem Ort:

(2.2a)

52s  8f
W = 5x,2 . (23)
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Gleichsetzen liefert die eindimensionale Differential- bzw. Wellengleichung:

52 1 62
95 _ 295 (2.4)
dx? 2 5t2
Eine beliebige Funktion von x und ¢, die dieser Gleichung geniigt, stellt also eine laufende
Welle dar. So erfiillen Sinus- und Kosinusfunktionen die Wellengleichung in der Art, dass

sich durch eine Linearkombination von

sin (wt £ kx +

cos (wt + kx + ¢0)

eine beliebige periodische Wellenform beschreiben léasst. Dabei wird die Amplitude durch A,
die Kreisfrequenz durch w = 27 f, die Kreiswellenzahl durch & = 27 /A und die Nullphase
durch ¢( beschrieben. Mit f = ¢/A sehen wir, dass die Kreiswellenzahl auch als w = ke
geschrieben werden kann und somit mehrere Schreibweisen moglich sind. In komplexer

Darstellung lasst sich eine eindimensionale homogene Welle somit wie folgt schreiben:

s = AelwtEkz+eo) — peivo | gilwitkr) (2.6)

Fiir eine beliebige Ausbreitungsrichtung E, die senkrecht auf der Wellenfront steht, &ndert

sich Gleichung (2.6) zu einer in E—Richtung fortschreitenden ebenen Welle:

§ = Aei(wt:l:EF—l—cpo) — Aeiapo . ei(wt:l:EF) ) (27)

Wobei 7 einen beliebigen Raumpunkt beschreibt, sodass k7= kyx + kyy + k.z. Dabei

bezeichnet der Betrag des Wellenvektors k die Kreiswellenzahl:

3} 2
W:w@+@+@:k:%:§ . (2.8)

Entsprechend stellt sich die dreidimensionale Wellengleichung wie folgt dar [48]:

1 6%s

Dabei stellt A den Laplace-Operator dar, der sich wiederum durch den Nabla-Operator v

in der Form
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Af =div(grad ) = V- (Vf) = V2f
5 5 ) (2.10)

Sy’ oy,

mit§=<

ausdriicken lasst. Der Nabla-Operator bezeichnet die drei Differentialoperatoren Gradient,

Divergenz und Rotation. Dabei ergibt das Produkt mit einer Funktion f den Gradienten

o 5f>T , (2.11)

Vf=grad f = (

dx1’ oz,
und somit ein Vektorfeld, das die Richtung der Steigung anzeigt. Das Skalarprodukt mit
cinem Vektorfeld V = (V1,...,V,)" ergibt dessen Divergenz:

VV=divPi =) — . (2.12)

Das Ergebnis stellt ein Skalarfeld dar, das Quellen oder Senken des Vektorfeldes angibt.

Das Kreuzprodukt mit einem Vektorfeld berechnet dessen Rotation:
VxV=rotV= Z eijkViVier . (2.13)

Dies ist wiederum ein Vektorfeld, das die Wirbeldichte des Vektorfeldes 1% angibt. Im
dreidimensionalen Raum gibt das Kreuzprodukt zweier Vektoren einen zu diesen orthogonal
gerichteten Vektor an.

2.1.1.2 Die Maxwell-Gleichungen und elektromagnetische Felder

Die vier Maxwell-Gleichungen

GauBsches Gesetz: V- E = £ , (2.14a)
€0
GauBlsches Gesetz fiir Magnetfelder: V-B=0 |, (2.14b)
: |
Induktionsgesetz: V x E = 50 (2.14c)
. S s SE
Erweitertes Durchflutungsgesetz: V x B = pgj + €opto— (2.14d)

beschreiben den Zusammenhang zwischen den Theorien des Magnetismus und der Elektro-

statik. Sie liefern somit die physikalische Grundlage fiir den Elektromagnetismus. Dabei
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verkniipfen sie die elektrische Feldstarke E und die magnetische Flussdichte B mit der
Ladungsdichte p und der Stromdichte ; unter Zuhilfenahme der Materialkonstanten der
Permittivitit ¢ und Permeabilitit ;. Die physikalischen Grundaussagen sind, dass La-
dungen elektrische Felder erzeugen (Gleichung (2.14a)), Magnetfelder quellenfrei sind
(Gleichung (2.14b)), Magnetfeldanderungen zu elektrischen Wirbelfeldern fithren (Glei-
chung (2.14c)) und elektrische Stréme (einschlieBlich des Verschiebungsstroms) magnetische
Wirbelfelder erzeugen (Gleichung (2.14d)). Unter der Betrachtung dieser Gleichungen im

freien Raum, gibt es keine freien Strome und Ladungen und es folgt:

V-E=0 , (2.15a)
V-B=0 , (2.15b)
. . 6B

E=-—" 2.15
V x 5 ( c)
L SE
VxB= 60#05 . (215(1)

Anwenden der Rotation auf Gleichung (2.15¢) und einsetzen von Gleichung (2.15d) fithrt

zZu:

. e o 6B 5E
Vx (VxE)=Vx (—&> = oy - (2.16)

Fiir ein zweifaches Anwenden der Rotation auf ein Vektorfeld V gilt

rot (rot V) = grad (div 17) —AV (2.17)

sodass Gleichung (2.16) als

2

_ 5% -
= VzE:/mgo@E (2.18)

geschrieben werden kann. Mit cg? = 1/ (uogo) ergibt sich die elektromagnetische Wellen-
gleichung fiir E:

! Diese beschreiben die dielektrische und magnetische Leitfihigkeit des betrachteten Materials. Die Per-
mittivitdt des Vakuums eg ist dabei durch die Vakuumlichtgeschwindigkeit cp und die magnetische
Feldkonstante o in der Form g9 = 1/ (/LoCoQ) gegeben.
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s 1 0%\ =

Bei analoger Anwendung der Schritte und Vertauschen von Gleichung (2.15¢) und Glei-
chung (2.15d) gilt fiir B:

Wird fiir das elektrische Feld, eine beliebige komplexe Welle der Form E = E"oei(wti];?)
(siehe Gleichung (2.7)) betrachtet, so erfiillt diese die elektromagnetische Wellengleichung,
muss aber auch den iibrigen Maxwell-Gleichungen geniigen. Durch Einsetzen der komplexen
Welle in Gleichung (2.15a) ergibt sich:

E=0 . (2.21)

Die Propagationsrichtung der Welle verlauft also orthogonal zum elektrischen Feld. Wird

diese Welle in Gleichung (2.15¢) eingesetzt, ergibt sich:

G x B = if x Fyel“th) _ %3 _ i By it F7)
1.
= B=kxE . (2.22)
w

Die magnetische Flussdichte steht also senkrecht zum elektrischen Feld und zur Propa-
gationsrichtung der Welle, die somit eine Transversalwelle darstellt. Des weiteren sind
E-Feld und B-Feld proportional zueinander. Die Energiestromdichte S (Poynting-Vektor)

der transversalelektromagnetischen Welle wird dabei durch
T 2
§=ExH=-(ExB) (2.23)

beschrieben, wobei H die magnetische Feldstiarke der Form H =B /p angibt und die
Permeabilitit p die magnetische Leitfdhigkeit des betrachteten Raumpunktes ausdriickt.

10
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2.1.2 Fokus elektrischer Dipolwellen

Die durch eine elektromagnetische Welle iibertragene Feldenergie stammt zu gleichen Teilen
aus dem magnetischen Feld und dem elektrischen Feld, sodass die gesamte Energiedichte w
durch

EH
w=¢eE*=pH?=ecEB = —— (2.24)
c

berechnet wird [48]. Dabei ist ¢ die Dielektrizitdtskonstante und ¢ = (5;1)71/ % die Ausbrei-

tungsgeschwindigkeit. Die transportierte Leistung bei einer Fléche A ist P = wcA, womit
die zeitabhéngige Intensitét S = P/A sich zu

S = wec = FEH = ecE? (2.25)

ergibt. Die Mittelung der Intensitét iiber eine oder mehrere Perioden fiihrt zu der mittleren

Intensitat I, die wie folgt gegeben ist [48]:

! 2

1 1 1
I= §E0H0 = §ECE§ = §,ucHg =5¢ (2.26)
In komplexer Schreibweise ergibt sich I zu:
1 * 1 %
1= §Eo -Hy = §€CEO -Ey . (2.27)

Aufgrund der Proportionalitiit des E- und B-Feldes zueinander (siche Gleichung (2.22)) und
des proportionalen Zusammenhangs zwischen Energiestromdichte und Intensitit (siehe Glei-
chungen (2.26) und (2.27)), gentigt bei der Beschreibung fluoreszenter Molekiile, im Bereich
sichtbarer Frequenzen, die Betrachtung des elektrischen Feldanteils der elektromagneti-
schen Welle [49, 50]. Deshalb wird im Folgenden auf die Wirkung und Beschaffenheit des
elektrischen Feldes im Fokus einer elektromagnetischen Welle eingegangen. Nach Richards
und Wolf [51] ldsst sich das elektromagnetische Feld in zylindrischen Polarkoordinaten ry,

0p, ¢p im Punkt p wie folgt beschreiben:

Ey (p) = —iA(lo + Iz cos (2¢p))  Ho (p) = —iAlysin(2¢p)
E, (p) = —iAlysin (2¢)) H, (p) = —iA (I — Icos (2¢,)) (2.28)
E. (p) = —2AI cos (¢p) H.(p) = —2AI sin (¢p)

11
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oA

Abbildung 2.2: Definition des Koordinatensystems

Die blaue x,y-Ebene stellt die konfokale Ebene, in der der azimutale Winkel ® die Lage der
Projektion des Dipols auf die konfokale z,y-Ebene darstellt, dar. Der rote Pfeil repréisentiert die
Orientierung des Dipolmoments im Winkel © von der optische Achse (z) aus. Abbildung adaptiert
von [52].

Die Integrale I, I und I3 sind dabei durch

[0}

Iy = /A(G) sin @ (1 4 cos ) Jo (krp sin @sin §,) e'frecosfeosto qg (2.29a)
0

I = [ A(0)sin®0.Jy (krysin@sinf,) e*recosfcost qg (2.29b)
0

I, = /A(H) sin @ (1 — cos ) J (krp sin @sin §,,) e?kre cosfcosdr g (2.29¢)
0

gegeben. Dabei gibt J,, (p) die Besselfunktion erster Gattung n-ter Ordnung an®, o be-
schreibt den halben Offnungswinkel und A () ist die Apodisationsfunktion, welche im Falle

eines aplanatischen Systems durch

A(0) = cosz 6 (2.30)

gegeben ist [49)].

Befindet sich ein beliebig orientiertes Einzelmolekiil als Dipolempfianger im Fokus, steht
das von diesem Dipol wahrnehmbare Feld in Abhéngigkeit von seiner Orientierung. Die

im Folgenden benutzten Orientierungsparameter bezichen sich auf das in Abbildung 2.2

2m
2 Diese lautet fiir ganzzahlige n in der Integraldarstellung 27i™J,, (p) = f exp (n¢ + pcos @) de.
0

12
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dargestellte Koordinatensystem. Dabei beschreibt der Winkel © die Neigung des Strahlers
von der optischen Achse aus (Polarwinkel). Der azimutale Winkel ® hingegen beschreibt

die Lage der Projektion des Dipols auf die konfokale z,y-Ebene.

2.1.3 Dipolorientierung und Polarisation

Werden Farbstoffmolekiile mit Licht bestrahlt, wechselwirken sie mit dem einfallenden
Licht. Diese Wechselwirkung der Dipolempfinger? wird bei einer parallelen Ausrichtung
von ihrem Absorptionsdipolmoment p,ps zu dem elektrischen Feldvektor des einfallenden
Lichtes maximal. Somit ist durch

‘2

ﬁabs : EO X COSQ (pabs (231)

die Wahrscheinlichkeit fiir die Anregung eines Dipolempféngers gegeben [52]. ®,1,5 beschreibt
dabei den Winkel zwischen einfallendem Feldvektor E() des Lichtes und der Richtung des

Absorptionsdipolmoments p,ps.

Handelt es sich beim Empfianger um ein Fluorophor, so ist das anschlieend vom Fluorophor
emittierte Licht in Richtung seines Dipolmoments polarisiert. Im Allgemeinen kann die
Polarisationsrichtung von Licht durch die Oszillation des E-Feldes definiert werden. Sie
kann linear entlang der y-Achse (s-polarisiert), oder z-Achse (p-polarisiert), alternierend
zwischen z- und y-Achse mit fester Periode und konstanter Amplitude (zirkular polarisiert),

oder nicht konstanter Amplitude (elliptisch polarisiert) gegeben sein.

3 Die meisten Farbstoffe absorbieren Licht in Abhéngigkeit ihres elektronischen Zustandes entlang einer
bevorzugten Richtung, die mithilfe des Dipolmoments des Farbstoffes charakterisiert werden kann.

13
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2.2 Photolumineszenz

Die Photolumineszenz ist ein Spezialfall der Lumineszenz, die die optische Strahlung eines
Systems durch strahlende Desaktivierung beschreibt. Wird die nétige Energie zum Anregen
bzw. Aktivieren des beobachteten physikalischen Systems (Atom oder Molekiil) durch
elektromagnetische Strahlung zugefiihrt, so wird von Photolumineszenz gesprochen. Dabei

hat eine Vielzahl von Parametern Einfluss auf die Art der Photolumineszenz.

Zwischen der Absorption und der Emission eines Photons kénnen verschiedene strahlungs-
lose Prozesse auftreten, nach welchen die Art der Photolumineszenz in Phosphoreszenz und
Fluoreszenz unterschieden wird. Phosphoreszierende Stoffe werden auch als Luminophore
bezeichnet und zeigen ein langandauerndes Nachleuchten im Bereich von Sekundenbruchtei-
len bis Stunden. Im Gegensatz dazu leuchten fluoreszente Stoffe (Fluorophore) im Bereich
von Nano- bis Mikrosekunden nach und zeigen somit in einem kurzen Zeitbereich nach der

Anregung ein Leuchten.

2.2.1 Zustinde von Elektronensystemen

Bei organischen Molekiilen basieren die Absorptionsbanden typischerweise auf dem Elektro-
neniibergang aus einem nichtbindenden n- oder bindenden 7-Orbital in ein antibindendes
7*-Orbital?. Unter der Annahme einer vernachlissigbaren Wechselwirkung zwischen den
Elektronen, kann die potentielle Energie der Elektronen entlang des Molekiils, wie in
Abbildung 2.3 exemplarisch dargestellt, als konstant betrachtet werden (Kastenpotential).
Die Energiedifferenz zwischen dem hochsten besetzten (HOMO - highest occupied molecular
orbital) und dem niedrigsten unbesetzten Energiezustand (LUMO - lowest unoccupied

molecular orbital) sinkt dabei mit der Kastenldnge und Anzahl der w-Elektronen.

Die nach der Anregung angenommene Elektronenkonfiguration kann bei der Betrachtung
von zwei bzw. einer geraden Anzahl von Elektronen zu einer Gesamtspinquantenzahl von
S =0 oder S =1 fiihren. Der Fall S = 0 bezeichnet antiparallel orientierte Spins und wird
Singulettzustand genannt. Tritt der Zustand mit ungepaartem Spin ein, sodass S = 1 gilt,
wird von einem Triplettzustand gesprochen. Die Begriffe Singulett und Triplett bezeichnen
dabei die Entartung des Gesamtspins in der Form, dass sie die Anzahl der moglichen

Eigenwerte mg = —5,—-S +1,...,5 — 1,5 angeben.

Im Grundzustand, wenn beide Elektronen im Zustand n = 1 sind und die gleiche Neben-
quantenzahl sowie magnetische Drehimpulsquantenzahl besitzen, miissen sie sich nach dem
Pauli-Prinzip in der Spinquantenzahl mg unterscheiden und entsprechend im Singulettzu-
stand vorliegen. Werden diese Zusténde in Form von Energieniveaus beschrieben, resultiert
aus jeder durch Absorption aus dem Grundzustand hervorgehenden Elektronenkonfigurati-

on ein entsprechender Triplett- und Singulett-Energiezustand. Die Triplettzustdnde haben

4 Prinzipiell sind auch Ubergéinge aus o-Orbitalen bzw. in ¢*-Orbitale méglich. Diese werden hier aufgrund
ihrer hohen Ubergangsenergien aber nicht explizit betrachtet.

14
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7 Elektronenwolke
C—N—C—C —C —C —C —N—-C

7 Elektronenwolke

X—»

Abbildung 2.3: Elektronenwolken eines planaren Molekiils

Zu sehen ist die vereinfachte Darstellung der potentiellen Energie V' eines planaren Molekiils als
eindimensionaler Kasten von der Seite. Die Elektronen sind iiber die Kastenldnge L auf die senkrecht
stehenden p-Orbitale verteilt und liegen somit delokalisiert vor. Die Anregungsenergie ist durch die
Differenz zwischen dem hochsten von einem 7-Elektron besetzten und dem niedrigsten unbesetzten
Energieniveau gegeben. Abbildung entnommen und verdndert aus [53].

dabei primér aufgrund ihrer abweichenden Ortsfunktionen und den daraus verdnderten
Coulomb-Energien und Kernabschirmungen niedrigere Energien als die dazugehérigen Sin-
gulettzustinde. Dabei gilt fiir die Anderung der Quantenzahlen des angeregten Elektrons
nach Trennung der Orts- und Spinwellenfunktion, dass eine Anderung der Gesamtspin-
quantenzahl vom Ausgangs- zum angeregten Zustand nicht moglich ist. Die Giltigkeit
dieser Auswahlregel sinkt mit steigender Kernladungszahl, da die Entkopplung der Wel-
lenfunktionen zunehmend verschwindet. Anders ausgedriickt kann auch von einer zuneh-
menden Spin-Bahn-Kopplung und einer daraus moglichen Mischung von Singulett- und
Triplettzustdnden gesprochen werden. Schweratome kénnen durch ihre Anwesenheit im
Molekiil (innerer/intramolekularer Schweratomeffekt) oder in der Umgebung des Molekiils
(&uBerer/intermolekularer Schweratomeffekt) diese Kopplung beeinflussen und so zur Mani-
pulation der Wahrscheinlichkeiten der Singulett- und Triplettiiberginge genutzt werden [54,
55]. Quantenmechanisch fiithrt dies zu einem Stérungsterm im Hamiltonoperator, der zu
einer, bei organischen Molekiilen typischerweise sehr kleinen, Ubergangswahrscheinlichkeit

vom Singulettzustand in den Triplettzustand und umgekehrt fiihrt.

2.2.2 Stokes-Verschiebung und Franck-Condon-Faktoren

Zumeist ist bei lumineszenten Stoffen in Lésung die Energie der emittierten Photonen
geringer als die der Anregung. Dass das Emissionsspektrum somit zum Absorptionsspektrum
rot verschoben ist, wurde erstmals von Stokes [6] detailliert beobachtet, und wird auch
als Stokes-Verschiebung bezeichnet. Dabei ist zum einen die Relaxation des angeregten
fluoreszenten Molekiils in den niedrigsten Schwingungszustand und der damit verbundene
Energieverlust in Form von Wérme und zum anderen die Reorganisation des das Molekiil

umgebenden Losungsmittels verantwortlich®.

5 Andere Effekte, wie z. B. Energietransferreaktionen oder Komplexbildungen, kénnen zu zusétzlichen
Verschiebungen fiihren, sollen an dieser Stelle aber nicht betrachtet werden.
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Abbildung 2.4: Franck-Condon-Prinzip und Lésungsmittelrelaxation

(a) Die wahrscheinlichsten elektronischen Uberginge finden zwischen Zustinden mit &hnlicher
Kernkonfiguration und dhnlichem Schwingungsverhalten statt. Quantenmechanisch ist die Gréfie des
Uberlappungsintegrals der Schwingungs-Wellenfunktionen in den beiden elektronischen Zustinden
die entscheidende GroBe fiir die Wahrscheinlichkeit des elektronischen Ubergangs. Abbildung
entnommen und verandert aus [56]. (b) Vor der Absorption sind die Lésungsmittelmolekiile mit
ihren Dipolmomenten (kleine Ellipsen) energetisch glinstig in Bezug auf das Dipolmoment des
Grundzustandes pug angeordnet. Wahrend des Absorptionsprozesses ordnen sich die Elektronen des
Molekiils im angeregten Zustand um. Die Losungsmittelmolekiile reorientieren sich entsprechend
dem gednderten Dipolmoment ug, was zu einer Energieabsenkung des angeregten Zustandes fiihrt.
Gleiches gilt fiir den Emissionsprozess. Abbildung entnommen und verdndert aus [57].

Energetische Uberginge in einem Molekiil kénnen in eine Vielzahl von Schwingungszustéin-
den stattfinden. Die Wahrscheinlichkeit das Molekiil in einen bestimmten Schwingungszu-
stand anzuregen, wird dabei durch das Franck-Condon-Prinzip und die damit verbundenen
Franck-Condon-Faktoren bestimmt. Die Franck-Condon-Faktoren bezeichnen die durch das
elektronische Ubergangsdipolmoment gegebene Ubergangswahrscheinlichkeit in bestimmte
Schwingungszustinde des elektronischen Zielzustandes unter Erhaltung des Kernabstandes.
Sie sind durch das Uberlappungsintegral der Schwingungswellenfunktionen nach Separation
der Elektronen- und Schwingungsanteile® gegeben und koénnen fiir groe Molekiile mathema-
tisch komplex werden. Nach der Anregung durch ein Photon entsprechender Energie fiihrt
die Anderung der Elektronenkonfiguration zu einer Verschiebung der Gleichgewichtslage
der Kernschwingungen, wie in Abbildung 2.4a schematisch dargestellt. Je grofler diese
Verschiebung ist, desto hoher sind die angeregten Schwingungszustinde. Bleibt in Losung
den Losungsmittelmolekiilen keine Zeit, sich wihrend eines Absorptionsvorgangs dem gege-
benen Zielzustand anzupassen, findet die Reorientierung zum Dipolmoment des angeregten

Zustandes entsprechend Abbildung 2.4b erst nach der Anregung statt.

5Tm Rahmen der Born-Oppenheimer-Niherung kénnen die Wellenfunktionen als Produkt von Elektronen-
und Schwingungswellenfunktionen dargestellt werden.
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Der Ablauf dieser Prozesse wird bei der Betrachtung der involvierten Zeiten der Ubergéinge
deutlich. So findet die Absorption eines Photons im Bereich von Femtosekunden statt,
typische Schwingungsdauern eines Molekiils bewegen sich aber im Bereich von Picosekun-
den. Anschlieflend kdnnen die Losungsmittelmolekiile sich im Bereich von Nanosekunden
reorientieren, was zu einer weiteren Energieabsenkung fiihrt. Der selbige Ablauf gilt auch
fiir den Fluoreszenzprozess, sodass je nach Polaritit des Losungsmittels eine zusédtzliche

Verschiebung der energetischen Niveaus stattfindet.

2.2.3 Energieniveautermschema

Das in Abbildung 2.5 dargestellte Energieniveautermschema, das nach seinen Erfindern
auch Perrin-Jablonski- oder nur Jablonski-Diagramm genannt wird [58, 59], veranschaulicht
strahlende und strahlungslose intramolekulare Prozesse und liefert somit eine anschauliche
Darstellung der physikalischen Zusammenhénge bei der Anregung eines Fluoreszenzsystems.
Dabei kennzeichnen die dicken Linien Sg und Sy die Singulettzustdnde und T den ersten
Triplettzustand. Die verschiedenen Vibrationszustdnde sind durch die diinnen Linien

dargestellt. Wird Strahlungsenergie der Intensitit I geméafl

kex = — 2.32

=10 (232
absorbiert, kann ein Elektron in einen Vibrationszustand von Si, oder ein hoheres Niveau
Sp, (nicht dargestellt) angeregt werden. Die Absorptionsrate kex beschreibt dabei die Anzahl

der Anregungen in Photonen der Energie hv entsprechend dem Absorptionswirkungsquer-

Abbildung 2.5: Perrin-Jablonski-Diagramm

Das Energieniveautermschema stellt die wichtigsten photoinduzierten intramolekularen Uberginge
fiir drei elektronische Niveaus inklusive ihrer Ratenkonstanten dar. Die durchgezogenen Linien
kennzeichnen strahlende und direkt photonisch angeregte Vorginge. Waagerechte gepunktete
Linien stehen fiir iso-energetische Konversion und die geschwungenen Linien zeigen strahlungslose
Desaktivierung mittels vibronischer Relaxation. Die Ubergéinge sind mit den zugehorigen Raten
und die elektronischen Niveaus geméf ihrer Multiplizitdt mit S,, (S fiir Singulett - Multiplizitéat 1),
oder T, (T fir Triplett - Multiplizitat 3) beschriftet. Dabei bezeichnet der Index n die energetische
Hohe des jeweiligen elektronischen Zustandes.

17



Kapitel 2. Mathematische und physikalische Grundlagen

schnitt o des Ubergangs So — Si, S, pro Sekunde. GeméB der Boltzmann-Verteilung wird
bei Raumtemperatur hauptséchlich der niedrigste vibronische Zustand im elektronischen
Grundzustand besetzt. Daher erfolgt die Anregung aus diesem Zustand in genau das
vibronische Niveau bei dem der Uberlapp der Wellenfunktionen des Molekiils am gréfiten
ist (sieche Abschnitt 2.2.2). Das Elektron relaxiert durch Schwingungsrelaxation (SR) inner-
halb von 107195 bis 107'2 s Sekunden in den niedrigsten Vibrationszustand. Durch innere
Umwandlung (IC — internal conversion) kann das Elektron anschliefend in einen héheren
Vibrationszustand des niedrigeren Singulettzustandes wechseln. Dieser Prozess kann sich
entsprechend des angeregten Startzustandes wiederholen und resultiert in einer jeweiligen
Energieabgabe durch strahlungslose IC mit anschlieflender SR in Form von Schwingungs-

und Rotationsquanten.

Abhéngig von der Besetzungsdichte des Si-Zustandes und der Molekularstruktur kann
auch ein strahlender Ubergang in einen Vibrationszustand von Sy stattfinden. Relaxiert das
Elektron durch Emission von Licht aus dem Sy in den Sy, so wird von Fluoreszenz (10_7s
bis 1077 s) gesprochen. Méglich ist auch eine Interkombination (ISC — intersystem crossing)
in einen angeregten Triplettzustand. Geschieht dort die Relaxation durch Lichtemission,
so ist von Phosphoreszenz (10 s bis 1073 s) die Rede. Allerdings ist die Aufenthaltsdauer
im angeregten Triplettzustand relativ lang, weshalb es oft wahrscheinlicher ist, dass das
Elektron mittels Riick-Interkombination (rISC — reverse intersystem crossing) strahlungslos
in einen Schwingungszustand von Sy tibergeht. Somit sind die Anregungsintensitit und die
Emissionsrate des Farbstoffmolekiils die die Fluoreszenzemission F' begrenzenden Parameter,

sodass

F=0-Q-¢ (2.33)

gilt. Die eigentliche Fluoreszenzemission héangt somit vom molekularen Wirkungsquer-
schnitt o, der Fluoreszenzquantenausbeute ) und der anregungsseitigen Photonenflussdich-
te ¢ ab. Der molekulare Wirkungsquerschnitt o kann dabei {iber das Lambert-Beersche
Gesetz und somit durch den molaren Extinktionskoeffizienten ¢ und die Avogadro-Kon-

stante” (N,) in der Form

€

o =1n(10) - Na (2.34)
ausgedriickt werden. Die Fluoreszenzquantenausbeute @) ist durch das Verhéltnis der radia-
tiven Rate zur Summe aller den angeregten Zustand depopulierenden Raten gegeben. Dabei
wird die inverse Summe der depopulierenden Raten als Lebenszeit 7y des fluoreszenten Zu-
standes beschrieben und kann zum Beispiel mittels zeitkorrelierter Einzelphotonenzahlung
(TCSPC - time correlated single photon counting) bestimmt werden [57, 60, 61]. Wird die

"Die Na bezeichnet die Teilchenzahl je Stoffmenge und betragt 6,022 140 76 - 10%* mol 1.
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2.2 Photolumineszenz

strahlende Rate entsprechend Abbildung 2.5 in dieser Form beschrieben, so gilt:

70 = (ki + kisc + kraa) T, (2.35a)

krad 70
— = — . 2.35b
kic + kisc + kraa  Ta ( )

Dabei bezeichnet 7, die Lebensdauer unter Abwesenheit nichtradiativer Vorgidnge und
wird auch als natiirliche Lebensdauer bezeichnet. Der Umstand, dass die Fluoreszenz
aufgrund der um mehrere Groflenordnungen schnelleren SR stets aus dem untersten
Vibrationszustand von S; ausgeht, wird nach Kasha [62] auch Kasha-Regel genannt und ist
der Grund fiir die Unabhéngigkeit des Emissionsspektrums von der Anregungswellenldnge.
Ein Charakteristikum organischer Fluorophore ist dabei die Spiegelsymmetrie des Emissions-
zum Absorptionsspektrum. Dies resultiert aus der Ahnlichkeit der in der Absorption und

Emission involvierten Ubergiinge (siehe Abschnitt 2.2.2).

Zur genaueren Beschreibung des im Verlauf der Arbeit beobachteten Verhaltens der
Fluorophore, wird das Energieniveautermschema aus Abbildung 2.5 in Form eines zeitab-
héngigen Raten-Gleichungssystems formuliert. Obgleich der Phosphoreszenziibergang kpp,
in verschiedenen Analysen Anwendung finden kann [63-65], ist er fur die in dieser Arbeit
beobachteten Fluorophore vernachléssigbar klein. Auch die SR in die entsprechenden
elektronischen Grundzustédnde spielt aufgrund ihrer geringen Lebensdauer im Bereich
von Picosekunden [66] eine vernachldssigbare Rolle. Daher werden beim Aufstellen des
Raten-Gleichungssystems weder der Phosphoreszenziibergang noch die SR mit einbezogen,

sodass die sich ergebenden Differentialgleichungen wie folgt lauten:

So = —kexSo + (k?[c + kmd) S1+ kuaseT1 (2.36&)
Sl = kexSo — (kIC + krisc + krad) St (2.36b)
T1 = kiscS1 — kuscT1 . (2.36¢)

Sind die Interkombinationsraten kigc und kyigc um Gréflenordnungen kleiner als die innere
Umwandlungsrate kic und die Fluoreszenzrate k.4, kann das Singulett-System (Sg, S1)

im Vergleich zum Triplett-System als stationdr angesehen werden, sodass mit

—kexSo + (k1c + kraa) S1 =0 (2.37a)
kexSo — (k1c + kraa) S1 =0 (2.37b)
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die Losungsmenge fiir die Singulett-Besetzungen

kex

Sy = e
! kIC + krad

So (2.38)

lautet. Aus den Gleichungen (2.36a), (2.36b) und (2.38) folgt fiir den gesamten Singulett:
S = S() + Sl

= —kiscS1 + kiascTh (2.39)

kexkisc

—— S k T
ke + krad " hmsc

Die Ratengleichungen aus den Gleichungen (2.36a) bis (2.36¢) lassen sich somit als

kexkisc

=% Q0+ kase Ty 2.40
kic + krad st (2.402)
- kexkisc
Ty = —————8¢ — kyscT 2.40b
1 k'IC n krad 0 ISC11 ( )

schreiben. Die zeitabhéngige Losung des Differentialgleichungssystems (2.40) ist fiir die
Anpassungsfunktion von experimentellen Daten von Bedeutung und wird in Abschnitt 2.4
genauer behandelt. Fiir die einfache Beschreibung des Séttigungsverhaltens ist an dieser

Stelle die homogene Losung des stationdren Systems

krisc

kekuSC
kic+krad + kusc

_ kexkisc
kexkisc + (kic + krad) Krisc

S =

) (2.41a)

T

(2.41D)

ausreichend. Somit nimmt die mittleren Besetzungsdichte des Singuletts gemé&f

(kIC + krad) kuse

kisc

-1
S(¢) = (1 + 00 ) (2.42)

ab. Der Verlauf der Besetzungsdichte des Singulett- und Triplettzustandes ist in Abbil-
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Abbildung 2.6: Besetzungsdichten der Zustinde

Die Besetzungsdichte des Singuletts (schwarz) nimmt geméifi Gleichung (2.42) mit steigender
Photonenflussdichte ab und die Besetzungsdichte des Tripletts (rot) entsprechend zu. Zusétzlich ist
der Singulettanteil im Grundzustand (grau) und im angeregten Zustand (grau gestrichelt) geméf
der Gleichungen (B.3a) und (B.3b) (siehe Seite IX) dargestellt.

dung 2.6 gegen die entsprechend der radiativen Rate k;,q normierte Photonenflussdichte ¢
abgebildet. Die Losung des Differentialgleichungssystems aus Gleichung (2.36) fiir den
Singulett ist in Anhang B.1 (ab Seite IX) gegeben und ebenfalls in Abbildung 2.6 in
Abhéngigkeit von der jeweiligen Besetzungsdichte des gesamten Singuletts dargestellt. Der
Anteil des stationéren, angeregten Singuletts kann zur Bestimmung der Parameter der
Korrelationsfunktion in Abschnitt 2.4 genutzt werden und wird an dieser Stelle nicht weiter

ausgefiihrt.

2.2.4 Loschungsprozesse

Eine Vielzahl von Prozessen kann zu einer Reduzierung der beobachtbaren Emissionsrate
eines Fluorophors fithren. Die in Abschnitt 2.2.3 bereits erwéhnten, intramolekularen
Prozesse fiihren zwar zu einer Reduktion der Fluoreszenz, doch experimentell zugénglich
sind héufig lediglich Wechselwirkungsprozesse mit der Umgebung beziehungsweise anderen
Molekiilen. Unterschieden werden zumeist Prozesse, die statisch die Fluoreszenzrate ernied-
rigen®, zum Beispiel durch die Komplexbildung mit anderen Molekiilen, und dynamische
Verminderungen wie etwa die zufillige Kollision des angeregten Fluorophors mit einem
Losch-Molekiil. Im Folgenden werden die wichtigsten intermolekularen Prozesse, die zur
nichtstrahlenden Desaktivierung eines Fluorophors aus dem angeregten Zustand fiithren

kénnen, beschrieben.

8 Statisch auch deshalb, da die Fluoreszenzléschung aus dem Grundzustand und ohne diffusive oder andere
dynamische Einfliisse stattfindet.
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2.2.4.1 Energie- und Elektronentransfer

*

Beim Energietransfer wird die Anregungsenergie (durch ein * gekennzeichnet) eines Mole-

kiils A auf ein anderes Molekiil B iibertragen:

A*+B=A+B* . (2.43)

Hierbei kann zwischen strahlendem und strahlungslosem Energietransfer unterschieden
werden. Der strahlende, also iiber Photonen mediierte, Transfer tritt bei Distanzen auf,
die iiber der Emissionswellenlénge des angeregten Molekiils liegen. Er héngt mafigeblich
von der Konzentration der betrachteten Molekiile und der Uberlagerung ihrer jeweiligen

Emissions- und Absorptionsspektren ab. Entsprechend Gleichung (2.43) kann dies als

A*+B= (A+h)+B=A+ (hv+B) = A +B* (2.44)

geschrieben werden. Molekiil A emittiert also ein Photon, das von B aufgenommen werden

kann.

Im Falle des strahlungsfreien Energietransfers erfolgt die Ubertragung der Energie iiber Di-
stanzen kleiner der Emissionswellenldnge des angeregten Molekiils. Dabei sind im niedrigen
Nanometerbereich? von typischerweise < 10 A Elektronenaustauschmechanismen von einem

angeregten Molekiil im Singulett 'A* oder Triplett >A* nach dem Dexter-Prinzip [67]

1A*+1B:1A+1B* ’
(2.45)
3A*+1B: 1A+3B>k
moglich. Es werden ein angeregtes und ein nicht angeregtes Elektron iibertragen. Dabei fithrt
eine Triplett-Triplett-Wechselwirkung zu einer Spindnderung der beteiligten Molekiile, wobei
Singulett-Singulett-Wechselwirkungen ohne Spindnderung ebenso moglich sind [68, 69]. Die

Transferrate kqex des Dexter-Ubergangs kann folgendermafien geschrieben werden [70]:

kgex = KJ(\)e T . (2.46)

Die Konstante K bezeichnet dabei die spezifische Orbitalwechselwirkung, J(\) das Uber-
lappungsintegral vom Donoremissionsspektrum und Akzeptorabsorptionsspektrum, r den
Abstand der Molekiile und L die van der Waals Radien. Als Sonderfall ist die Triplett-
Triplett-Annihilation zu nennen, die eine Photonen-Hochkonversion verursacht, welche

aktuell in einem weiten Feld technische und biotechnologische Anwendung findet [71-74].

9Im Nahbereich der Molekiile bei der eine Uberlagerung der Orbitale stattfindet.
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Dabei fiihrt die Wechselwirkung zweier angeregter Molekiile im Triplett zu einem Molekiil

im Singulett-Grundzustand und einem Molekiil im angeregten Singulett gemés:

SA* +3B* = 1A+ 1B* | (2.47)

Das Molekiil im angeregten Singulettzustand kann anschlielend ein Fluoreszenzphoton
emittieren. Von einer Hochkonversion wird gesprochen, da die Triplettbesetzungen durch die
Anregung mittels niedrig energetischer Strahlung erzeugt werden kénnen'?, die anschlieend
nach dem Prinzip einer klassischen Anti-Stokes-Verschiebung zu einem energiereichen
Fluoreszenzphoton fiihren. Unter Einbeziehung der Solvathiillen der Molekiile lassen sich
weitere Zwischenstufen fiir Elektronentransferreaktionen definieren, sodass verschiedene
Stufen zwischen kontakt- und solvatgetrennten Ionenpaaren unterschieden werden kénnen.
Unpolare Losungsmittel konnen zusétzlich die Bildung von Kontaktionenpaaren und somit
metastabilen angeregten Komplexen, sogenannte Exciplexe oder Excimere, begiinstigen [75,
76]. Zerfallen diese, kommt es zur Dissoziation der entstandenen Radikalionenpaare oder zur
direkten Rekombination in den elektronischen Grundzustand. Das primér angeregte Molekiil
kann in den genannten Reaktionen einen oxidativen oder reduktiven Elektronentransfer
durchlaufen. Kommt es zu einem dauerhaften Transfer von Ladungen, handelt es sich
um eine Redoxreaktion. Die Redoxpotentiale der beteiligten Stoffe beschreiben dabei die
jeweilige Affinitdt die Ladung aufzunehmen bzw. abzugeben. Wird die Redoxreaktion durch
eine photonische Anregung induziert, wird von photoinduziertem Elektronentransfer (PET)

gesprochen.

Erfolgt ein Singulett-Singulett-Energieiibertrag {iber Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, wird
aufgrund der erstmaligen detaillierten Beschreibung dieses Prozesses im Jahr 1948 von
Theodor Forster, vom Forster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) gesprochen [33]. Dabei
ist die elektrostatische Wechselwirkung zwischen den Ladungsverteilungen entscheidend.
Im Rahmen der zeitabhédngigen Storungstheorie kann die Transferrate kprgr als dyna-
mische Stérung des Hamiltonoperators in der Form H = Hy + ]:[suarung aufgefasst und
mithilfe Fermis Goldener Regel [77] fiir den Ubergang aus dem Eigenzustand ¥; in den
Zielzustand Vg als

2

)

geschrieben werden. Der Stérungsterm ﬁswmng beschreibt somit die Kopplung der Zustén-

krrET X ’<\I/f ‘ﬁswrung (2.48)

de ¥; und ¥ in Form einer Multipolentwicklung der Coulombterme und fiihrt genidhert

zur Proportionalitit der Stérung zu den Ubergangsdipolmomenten des angeregten Donor-

10 Hiufig werden zusétzliche Photosensibilisierer eingesetzt, die die primére (niedrige) Photonenenergie
aufnehmen und eine hohe Wahrscheinlichkeit der ISC in den Triplettzustand aufweisen. Durch eine
Triplett-Triplett-Wechselwirkung fiihren diese zu einer Anregung der eigentlichen Emittermolekiile in den
Triplettzustand.
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Abbildung 2.7: Abstandsabhingigkeit des Energie- und Elektronentransfers

Die Transferrate nach Dexter (schwarz, Gleichung (2.46)) ist durch ihre exponentielle Abstandsab-
héngigkeit bei niedrigen Distanzen bis etwa 10 A von Bedeutung. Die Transferrate nach Férster
(rot, Gleichung (2.49)) ist im Vergleich langreichweitig und spielt bei Distanzen bis etwa 100 A eine
Rolle.

molekiils pp und des den Energieiibertrag vom Donor aufnehmenden Akzeptormolekiils
iAo mit einer kubischen Abstandsabhéngigkeit der Form ﬁstérung o pppa /T3 [33, 67]. Die

Transferrate berechnet sich demnach zu [57]

Opr2J(NK 1
krrET = e S (2.49)
und unterscheidet sich somit in ihrer Abstandsabhéngigkeit, wie in Abbildung 2.7 dargestellt
ist, deutlich von der Transferrate nach Dexter. Dabei gibt ®p die Fluoreszenzquanten-
ausbeute des Donors in Abwesenheit des Akzeptors, x den Orientierungsfaktor, J(\) das
Uberlappungsintegral vom Donoremissionsspektrum und Akzeptorabsorptionsspektrum,
7p die Lebensdauer des angeregten Zustandes des Donors, r den Abstand der Molekiile, n

die Brechzahl des Mediums und K eine Konstante!! an.

2.2.4.2 Molekularer Sauerstoff

Sauerstoff nimmt, aufgrund seiner Priasenz in vielen biologischen Systemen, fiir die in der
Einzelmolekiilspektroskopie verwendeten Losungsmittel und der normalen Umgebungs-
atmosphére eine besondere Rolle als Singulett- und Triplett-Loscher ein [78, 79]. Die
Sauerstoffkonzentration in luftgeséttigter, wéassriger Losung betragt 0,29 mMm bei 20°C
und 1 bar Luftdruck [80], mit einem Diffusionskoeffizienten von 2,5cm?s~! bei 25 °C [57].
Abhéngig von der Lebensdauer 7 des beobachteten, angeregten Zustandes ldsst sich iiber
die Einstein-Smoluchowski-Gleichung, Az? = 2D, die Wahrscheinlichkeit eines Zusammen-
treffens von Fluoreszenz- und Sauerstoffmolekiil abschitzen. Molekularer Sauerstoff tritt

unter Normalbedingungen als Disauerstoff O, also als Verbindung zweier Sauerstoffatome

'K = 9000 - 1In (10) / (1287° Na)
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Abbildung 2.8: Energieniveautermschema mit Singulett- und Triplettloschung

Die Wechselwirkung mit einem Losch-Molekiil kann zu einem strahlungsfreien Energieverlust des
Fluorophors fithren und dieses in ein niedrigeres Energieniveau bringen. Wird der Zustand aus dem
die Fluoreszenz stattfindet geloscht, vermindert dies die mittlere Fluoreszenzemission des Molekiils.
Das Loschen des Dunkelzustandes hingegen kann durch die Verkiirzung der Aufenthaltsdauer in
diesem und somit zu einer héheren Fluoreszenzemission fithren.

auf. Disauerstoff befindet sich im Grundzustand aufgrund seiner zwei parallel, in zwei
antibindenden 7*-Orbitalen, angeordneten Valenzelektronen im Triplettzustand 20s und
zeigt somit Paramagnetismus. Die Wirkung des Sauerstoffs als Losch-Molekiil kann, wie
in Abbildung 2.8 dargestellt ist, angeregte Triplett- und Singulettzustinde strahlungsfrei
desaktivieren, wobei eine Vielzahl von Prozessen dafiir verantwortlich ist [81-85]. Im Fol-
genden sollen die in der Einzelmolekiilspektroskopie bedeutendsten Vorgange kurz erlautert

werden.

Kommt es zu einer Kollision von einem angeregten Fluoreszenzmolekiil und einem Di-
sauerstoff im Grundzustand, kann es zu einem Elektronenaustausch nach dem Dexter-
Mechanismus (siehe Abschnitt 2.2.4.1) kommen. Die Stern-Volmer-Gleichung beschreibt
dabei die Kollisions-Léschung eines angeregten Zustandes iiber das Verhéltnis der Abnah-
me der Fluoreszenzintensitit des Fluorophors ohne anwesendes Losch-Molekiil Fjy zu der

Fluoreszenzintensitét unter Anwesenheit des Losch-Molekiils F' in der Form [86]:

% =1+ K[Q]=1+kqno[Q] . (2.50)

Die Stern-Volmer Konstante K gibt die Sensitivitdt des betrachteten Fluorophors be-
zliglich des Loschvorgangs an und kann auch als Produkt aus der Loschrate kq und der
Fluoreszenzlebensdauer ohne Anwesenheit eines Loschers 7y, sowie der Konzentration des
Loschers () geschrieben werden. Bei rein diffusiver Fluoreszenzloschung durch Disauerstoff
in wissriger Losung kann die Loschrate kq mithilfe der Lésch-Effizienz fq!? auf die mittlere

Kollisionsrate der betrachteten Molekiile ki bezogen werden, sodass kq = fqki gilt. Die

2 Die Losch-Effizienz gibt die mittlere Anzahl der Losch-Vorgénge pro Kollisionsvorgang mit dem Losch-
Molekiil an und nimmt Werte von 0 bis 1 an.
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Kollisionsrate kann nach der Smoluchowski-Gleichung [87]

ki = 47Ny (Dq + Dy) (Rq + Ry) (2.51)

unter Angabe der Diffusionskoeffizienten von Léscher D und Fluorophor Dy und den mole-
kularen Radien Rq und R¢ bestimmt werden. Die maximale diffusive Loschrate (fq = 1) des
Disauerstoffs in wéssriger Losung betrégt somit nach Gleichung (2.50) und Gleichung (2.51)
kq ~ 1- 1019 Mm~1s~! [57, 88]. Die Loschung eines Fluorophors A aus dem angeregten
Singulett durch Triplett-Disauerstoff kann dabei prinzipiell zu drei unterschiedlichen Gleich-
gewichtskomplexen fithren [89, 90]:

(2.52)

A-O
TA* + 30, = 3[A — 0] = {5[ 2

Die Loschung eines Fluorophors A aus dem Triplett fithrt ebenfalls zu diesen drei mog-
lichen Komplexen, allerdings ist die Wahrscheinlichkeit der jeweiligen Komplexbildung,
gekennzeichnet durch den Bruch tiber dem Gleichgewichtspfeil, durch

1/9
SA* + 30, 4 A -0y (2.53a)

3/9
SA* 430, L 5[A -0y (2.53b)

5/9
SA* 430, L (A — 0y] (2.53c)

gegeben [89-91]. Da der Quintett-Komplex aus Gleichung (2.53c) lediglich wieder in sei-
ne Edukte redissoziieren kann, verringert sich die maximal mogliche Rate der diffusiven
Loschung des Molekiils aus dem angeregten Triplett um 5/9 [91]. Die aus den in Glei-
chung (2.52) und Gleichung (2.53) gegebenen, metastabilen Komplexen, mégliche Produkte

sind:

BA* £ 105" = 3A% 4+ Oy (1Ag) (2.54a)
(395 _ 0y] = A +10," = TA+ 0, (14, (2.54b)
SAT 450, = A" 4 05 (*x;) (2.54c)
A0, ="A+0: () (2.54d)

Nicht dargestellt ist der Fall, dass der zweite angeregte Singulettzustand Oq (1Eg) erzeugt
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2.2 Photolumineszenz

wird. Da dieser aufgrund seiner kurzen Lebenszeit und der damit verbundenen schnellen
Relaxation in den ersten angeregten Singulettzustand Og (lAg), von der Betrachtung aus-
geschlossen werden kann [68]. Die energetische Differenz des ersten angeregten Singulettzu-
standes Oz (1Ag) zum Triplett-Grundzustand Oz (3Eg) betrigt dabei 7882 cm ™! (0,977 V)

und die energetische Differenz des zweiten angeregten Singulettzustandes Oq (1Eg) betragt
13121 ecm~1t (1,627eV) [89, 92, 93].

2.2.5 Photozerstorung

Unter der Photozerstorung (auch Photobleichen) wird ein irreversibler, photochemischer
Prozess verstanden, der die Anregungsenergie zur Umsetzung des betrachteten Stoffes
in ein nicht-fluoreszierendes Produkt nutzt [94, 95]. Dabei werden auch indirekt von der
Anregungsenergie beeinflusste Prozesse zur Photozerstérung gezahlt. Vor allem Oxidations-
reaktionen aus angeregten Zusténden sind in Losungsexperimenten dabei von Bedeutung
und fiihren in wéssriger Losung bei Raumtemperatur zu einem Bleichen des Farbstoffes nach
einer mittleren Ausbeute von etwa 103 bis 10° Photonen [96, 97]. Die in Abbildung 2.9 durch
die kp-Raten beschriebene, beobachtbare Bleichrate ist somit vom Sauerstoffgehalt, sowie
der mittleren Aufenthaltsdauer in den angeregten Zustidnden abhingig [98, 99]. Bezogen
auf das in Abschnitt 2.2.3 beschriebene Ratensystem, kann fiir die gesamte Bleichrate ki,

mithilfe der stationdren Losung der angeregten Singulett- und Triplettbesetzung

ky, = Slkbsl + le‘le + R+’7k2bR (2.55)

geschrieben werden. Wobei R* fiir einen radikalanionischen Zustand R~ bzw. radikal-
kationischen Zustand R™ steht, der durch die Aufnahme oder Abgabe eines Elektrons
aus einem der angeregten Zustinde S; und Ti, oder durch Photoionisation aus einem
hoheren angeregten Singulett- oder Triplettzustand (nicht dargestellt) entstehen kann [90,
100-103]. Die Lebensdauer der radikalionischen Zustdnde bewegt sich bei organischen
Molekiilen in Losung im Bereich von Mikro- bis Millisekunden und héngt deutlich von der
Konzentration moglicher Losch-Molekiile (wie z. B. Sauerstoff) ab [101, 104-106]. Unter der
Annahme einer homogenen Anregung im beobachteten Volumen zeigt entsprechend Glei-
chung (2.55) die mittlere Besetzungsdichte der angeregten bzw. radikalionischen Zusténde
einen proportionalen Zusammenhang zur Photozerstérung, sodass die Korrelationsfunktion

in Gleichung (2.78) um einen exponentiellen Term mit der Bleichrate ki, zu

G(1) =1+ GpD(7) - Gp(r) - e *7 (2.56)

erweitert werden kann [107].

In nicht entgasten Losungen kann der Sauerstoff durch die in Abschnitt 2.2.4.2 dargestellten

Prozesse die effektive Dauer der angeregten Zusténde beeinflussen, womit er sich sowohl
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Abbildung 2.9: Energieniveautermschema mit Bleichprozessen

Die Photozerstorung findet aus dem angeregten Singulett- oder Triplettzustand statt und fiihrt zu
einem irreversiblen Verlust der Fluoreszenzfihigkeit des betrachteten Molekiils. Die Bildung von
radikalanionischen- und radikalkationischen Zustdnden kann dabei ebenfalls zu einer Erhéhung der
Bleichrate fiihren und ist von der chemischen Umgebung und der eingestrahlten Leistung abhéngig.

positiv als auch negativ auf die beobachtete Photostabilitét auswirken kann [108, 109].
Besonders die Erzeugung von hochreaktivem Singulett-Sauerstoff als Folge der vorherge-
henden Loschung durch Sauerstoff kann zu einer erhohten Bleichrate und phototoxischen
Reaktionen mit der biologischen Umgebung fithren [110-113]. Wenn das primér von der
Loschung betroffene Molekiil nicht durch den eventuell entstanden Singulett-Sauerstoff ge-
blichen wird, kann dieser entsprechend Gleichung (2.51) aufgrund seiner langen Lebenszeit
von etwa 3,45 ps (in HoO bei 25°C) [114] eine mittlere Distanz von vAz? ~ 131,34 nm
zuriicklegen und beim Kontakt mit anderen Molekiilen diese bleichen. Hohe Triplettanteile
beschleunigen diesen Prozess zusétzlich, indem sie die Wahrscheinlichkeit der Erzeugung
von Singulett-Sauerstoff erhéhen und den Farbstoff in einem reaktiven Zustand halten, der
mit dem Grundzustand des Sauerstoffes reagieren kann. Die typischen Ansétze, um die sau-
erstoffabhéngigen Bleicheffekte zu minimieren, sind dabei die Verdriangung des Sauerstoffs
durch ein inertes Gas [115], die chemische Manipulation durch Sauerstofffangersysteme [116,
117], oder die Beobachtung in Gasphase bzw. im Vakuum [118].
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2.3 Konfokale Mikroskopie

Der Vorteil der 1957 von Marvin Minsky entwickelten [16, 119] konfokalen Mikrosko-
pie gegeniiber der liblichen Weitfeldmikroskopie ist die Ausléschung von unerwiinschtem
Streulicht aus dem Hintergrund der Probe. Realisiert wird dies durch die Fokussierung
des Anregungslichtes mithilfe einer Lochblende und eines Objektivs oder entsprechenden
Linsensystems auf ein moglichst kleines Volumen. Das vom Objekt reflektierte, trans-
mittierte oder ausgesandte Licht wird aus demselben Brennpunkt gesammelt und durch
eine mit der ersten Lochblende konfokal iiberlagerte, zweite Lochblende fokussiert. Da
die Brennpunkte der Anregung und Detektion damit, wie in Abbildung 2.10a dargestellt,
zusammenfallen, wird von einem konfokalen Aufbau gesprochen. Eine Lochblende in der
konfokalen Ebene vor dem Detektor tragt dazu bei, dass nur Licht aus der konfokalen
Ebene detektiert wird, und wirkt somit tiefendiskriminierend. Fluoreszenzmikroskope
sind zumeist geméfl Abbildung 2.10b als konfokale Auflichtmikroskope konstruiert und
trennen das Anregungs- vom Detektionslicht mittels eines dichroitischen Spiegels. Bei
der konfokalen Mikroskopie wird die zur Anregung kohérente Rayleigh-Streuung und die
Raman-Streuung, welche nicht kohdrentes, von der Anregungswellenldnge unabhéngiges
Licht erzeugt, durch die Reduzierung des Anregungsvolumens auf wenige Femtoliter und
somit auch der Streumdglichkeiten, minimiert. Des Weiteren fiihrt die Uberlagerung des
Anregungs- und Detektionsfokus in einem Punkt zu einer erhohten lateralen Auflésung, was
in Abschnitt 2.3.2 genauer ausgefiihrt wird. Als Auflésungsvermdgen wird dabei der kleinste
auflosbare Abstand zweier Objektpunkte in der Bildebene verstanden. In der Mikroskopie
wird dies iiblicherweise nach dem Rayleigh-Kriterium bestimmt. Das Rayleigh-Kriterium
besagt, dass zwei Punktlichtquellen gerade noch unterschieden werden kénnen, wenn das
Zentrum des Airy-Scheibchens der einen Quelle mit dem ersten Minimum der anderen

zusammenfallt.

Ein Nachteil der konfokalen Mikroskopie ist, dass Probenbereiche auflerhalb des konfokalen
Volumens zwar beleuchtet, aber nicht abgebildet werden. Dies kann zum Bleichen, oder zu
phototoxischen Reaktionen auflerhalb des betrachteten Volumens fithren. Auflerdem muss
aufgrund der Punktdetektion die Probe fiir eine Bildaufnahme abgerastert werden, da nur
ein Volumenelement in der Grofle des Laserfokus zur gleichen Zeit beobachtet werden kann.
Aus diesen Grinden dauert die Aufnahme eines Bildes mithilfe eines konfokalen Aufbaus

ungleich langer als die eines konventionellen Mikroskops.

Scanverfahren, die diesen Nachteil teilweise, oder gar vollstdndig negieren, sind unter
anderem durch konfokale Linienscanner- und Nipkow-Systeme gegeben [120-122]. Bei Lini-
enscanner-Systemen wird die Probe mit einer Linie statt mit einem Punkt beleuchtet, und
das Fluoreszenzlicht durch eine Schlitzblende anstelle der Lochblende gefiihrt. Wahrend dies
die Bildaufnahme deutlich beschleunigt, steigt gleichzeitig die optische Schnittdicke bei sin-
kender Penetrationstiefe. Nipkow-Systeme hingegen beleuchten iiber ein Mikrolinsen-Array

ein dem nachgeschaltetes Lochblenden-Array, welches somit viele konfokale Punktbilder
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(b) Auflichtmikroskop

Abbildung 2.10: Optische Pfade konfokaler Mikroskope

Zu sehen sind Abbildungen aus der Patentschrift von Minsky [16]. (a) Optischer Pfad eines
konfokalen Durchlichtmikroskops. Die Kondensorlinse 18 bildet den Punkt A von der Lochblende
14 in die Probe 22, in Punkt D, ab. Die Objektivlinse 20 bildet das Bild D in der Lochblende 24,
die in G konfokal zu D und A steht, ab. Punkte, die nicht konfokal mit A, D und G sind, kénnen
den Detektor 28 somit nicht erreichen. (b) Optischer Pfad eines konfokalen Auflichtmikroskops. Die
Punkte A, G und D sind in gleicher Weise wie in (a) konfokal iiberlagert. Anstelle einer Kondensor-
und Objektivlinse, ist nur noch eine Linse 11 nétig. Ein teilweise durchlissiger, halbdurchlassiger,
oder dichroitischer Spiegel 17 lasst das Licht B der Lichtquelle 10 durch und reflektiert das vom
Spiegel 15 reflektierte, oder aus Punkt D fluoreszierte Licht iber die Lochblende 24 auf den Detektor
28.

in einem Schritt generiert. Die Bild-Akquisitionsgeschwindigkeit eines solchen Systems
ist dabei, analog zur Weitfeldmikroskopie, vom Detektor limitiert. Ein Nachteil dieses
Systems ist allerdings, dass dicke bzw. stark streuende Proben zu einer Uberlagerung
(crosstalk) der benachbarten Abbildungen der Lochblenden fithren kénnen, was starkes
Hintergrundrauschen generiert. Dariiber hinaus ist die Lochblendengréfle fix gewédhlt und

nicht verdnderbar. Dies fithrt dazu, dass nur bestimmte Kombinationen aus Objektiv und
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Anregungswellenldnge verlustfrei genutzt werden kénnen. Eine Gegeniiberstellung und
detaillierte Erlduterung verschiedener konfokaler Mikroskop-Varianten und Methoden ist

zum Beispiel bei Pawley [123] zu finden.

Den folgenden Ausfithrungen zur Beschreibung der Abbildungsleistung liegen allesamt
homogen ausgeleuchtete optische Elemente zugrunde. Der Ausleuchtungs- bzw. Uber-
strahlungsfaktor T ist dabei durch das Verhéltnis vom 1/e?-Laserstrahldurchmesser zum
Durchmesser der effektiven Eingangsapertur des verwendeten Objektivs gegeben. In gro-
ber Niherung kann bei einem Uberstrahlungsfaktor von iiber 1,3 von einer homogenen

Ausleuchtung gesprochen werden.

Die folgenden Formeln beziehen sich auf reine Airy-Verteilungen (siehe Abschnitt 2.3.2) und
nehmen eine Uberstrahlung von mindestens 7' = 5,2 an. Daher treten bei in Hinblick auf
die Auflésung optimierten Systemen héufig hohe Verluste der eingestrahlten Lichtleistung
auf. Bei niedrigeren Uberstrahlungen (T < 1) wird die Intensititsverteilung gauBférmig
und breiter, wodurch die folgenden prinzipiellen Zusammenhénge zwar nach wie vor gelten,

aber von einer Unterschitzung der Fokusparameter auszugehen ist.

2.3.1 Auflésungsvermogen

Die Auflésung eines Mikroskops wird qualitativ iiber die axiale und laterale Ausdehnung
des abtastenden und detektierenden Lichtfokus bzw. dessen, in Abschnitt 2.3.2 genauer
behandelte, Punktspreizfunktion (PSF) bestimmt. Die minimale Gréfe des erreichbaren Fo-
kusvolumens ist dabei beugungsbegrenzt. Wird ein Laserstrahl fokussiert, ist das Minimum
der Strahltaille von der Wellenldnge des Lichtes, vom Brechungsindex n des Mediums und
vom halben Offnungswinkel o des Lichtkegels abhiingig. Die radiale Intensititsverteilung
im Fokus bei einem Laserstrahl ohne transversale Nullstellen (TEM0013) ist ndherungsweise
gauBférmig. Dabei hiingt der Offnungswinkel mit der Strahltaille w, dem Brechungsindex n

und der Wellenléinge A wie folgt zusammen:

NA =n-sina = A . (2.57)
W

Die numerische Apertur (NA) beschreibt somit das Fokussiervermogen des optischen
Elements und kann in Luft maximal 1 (Offnungswinkel 2a = 180°) werden. In anderen
Medien koénnen professionelle Objektive typischerweise Werte von etwa 1,2 unter der
Nutzung von Wasserimmersion (spezielle Objektive fir die superauflésende Mikroskopie
auch 1,27) oder 1,4 bei Olimmersion (spezielle Objektive fiir superauflosende Mikroskopie
und die interne Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie!* auch 1,49) erreichen. So kann

mittels der Halbwertsbreite der Intensitdtsverteilung im Fokus das Auflésungsvermogen

13 Die Bezeichnung TEM,,, steht fiir transversale elektromagnetische Moden und gibt an, wie viele Nullstellen
das elektrische Feld in z- und y-Richtung aufweist.
14 Siehe auch Abschnitt 3.1.3.
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des optischen Elements bestimmt werden. Die Halbwertsbreite (HWB) einer Funktion
bezeichnet den Punkt, an dem die Funktion auf 50 % ihres Maximums abgesunken ist.

Dabei sind die laterale und axiale Auflésung durch

A
lateral C’l-m , (2.58a)
A

n—vn2 — NA?

axial Cy - (2.58Db)

gegeben [124]. Die Faktoren C7 und C3 héngen dabei von der Konfokalitét des Systems ab
(siehe Kapitel 2.3.2) und liegen fiir C1 und Cs bei etwa 0,37 und 0,64 bei wellenoptischer und
0,51 und 0,88 bei geometrisch-optischer Konfokalitdt. Auflerdem sollte bei wellenoptischer
Konfokalitéit die durch

~ )\anr : )\emi
A~ y/2 A o (2.59)
Agnr + )‘ezzmi

gegebene mittlere Wellenlinge \ aus der Anregungswellenlinge A\nn, und der Emissionswel-

lenlédnge Aem; zur Berechnung verwendet werden [125].

2.3.2 Punktspreizfunktion und konfokale Lochblende

Selbst ein vollstdandig korrigiertes optisches System kann ein exakt punktférmiges Objekt
nicht als Punkt abbilden. So entsteht bei der Abbildung eines Punktes ein unscharfer, beu-
gungsbegrenzter Fleck mit einem zentralen Maximum, umgeben von Ringen abnehmender
Intensitét. Der zentrale Fleck wird nach George Bidell Airy auch Airy-Scheibchen genannt.
Die Grofie und genaue Form des Beugungsmusters ist dabei abhingig von der Apertur der
abbildenden Linse und der Wellenldnge des Lichtes. Quantitativ ist das Punktbild iiber
die Punktspreizfunktion (PSF) beschreibbar, die die zugehorige Intensitétsverteilung im
Bildraum widerspiegelt und fiir ein konventionelles Mikroskop mit zirkularsymmetrischer

Apertur durch

P (') = |h (ac',y’)|2 (2.60)

beschrieben werden kann [126]. Dabei sind 2/, und 3’ optische Koordinaten'® und h (z’,y’)
gibt die Feldverteilung im Fokus des Objektivs an. Sie wird auch als Amplituden-PSF
bezeichnet und fithrt bei der Betrachtung eines Punktobjekts in der Fokusebene zu folgenden

Ausdriicken fiir die Intensitit entlang der optischen Achse v = 0 (2/ = 3’ = 0) und

15 Fiir eine bessere Vergleichbarkeit der GroBen sind die Wellenlinge A und die NA (vgl. Gleichung (2.57))
in den Koordinaten in der Form z’ = 27 - x - NA /X enthalten.
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Abbildung 2.11: Intensitidts-Punktspreizfunktion

Dargestellt sind die Intensitits-PSF eines konventionellen (schwarz) und konfokalen (rot) Mikroskops
in der Fokusebene (a) und entlang der optischen Achse (b). Die gepunktete Linie kennzeichnet die
relative Intensitéit bei halber Hohe. Die HWB fillt beim konfokalen Mikroskop lateral von 3,26
auf 2,34 und axial von 11,22 auf 8,08 ab. Die Angaben entsprechen optischen Koordinaten nach
Gleichung (2.62).

Fokusebene u =0 (z = 0) [124]:

I(u,o)—(Siz;‘f)Q , I(o,v)—(zﬁj(”))2 . (2.61)

Dabei gibt J; die Besselfunktion erster Gattung und Ordnung an (vgl. Gleichung (2.29))

und ¢ und v bezeichnen die optischen Koordinaten der Form:

u:z877rsin2(a/2) und v =/22+y? . (2.62)

Unter Annahme der Vereinfachungen einer unendlich kleinen Blende, gleicher Wellenlange
flir Anregung und Detektion, sowie des Durchgangs durch das gleiche Objektiv, ldsst sich
die Intensitéats-PSF fiir den konfokalen Fall als

PI7 konfokal (37/7?4/) = PI (37/7?/)2 = |h (.I'/,y/) ‘4 (263)

schreiben [25, 127]. In Abbildung 2.11 ist dieser Zusammenhang fiir ein Punktobjekt in der
Fokusebene entsprechend der Gleichungen (2.61) und (2.63) dargestellt. Es entstehen im
konfokalen Fluoreszenzmikroskop also zwei Bilder. Zum einen durch die Abbildung der
Lichtquelle in den Objektraum und zum anderen durch die Abbildung des Punktobjektes

in den Bildraum. Im realen Experiment treffen die gemachten Annahmen (Blende, Wel-
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lenldnge) im Allgemeinen nicht zu, weshalb die Abbildungseigenschaften eines konfokalen
Mikroskops durch die Wechselwirkung zwischen der unterschiedlichen Anregungs- und
Detektionsfunktion bestimmt werden. Die Anregungsfunktion PSF,,, hidngt primér von
der Wellenléinge des Lichtes, der NA des Objektivs und dem Uberstrahlungsfaktor ab.
Die Detektionsfunktion PSF g ist zusdtzlich von der Blendengroe (bzw. Detektorfléche)
abhéngig, sodass die PSF des Gesamtsystems durch

PSFes = PSFan: - PSF et (2.64)

gegeben ist. Das Verhéltnis der Signalbreiten bei einem relativem Abfall der Intensitédten
auf die Hélfte der Spitzenintensitdt kann als Maf fiir das Auflésungsvermdgen verwendet
werden und betrdgt in lateraler (Abbildung 2.11a) und axialer Richtung (Abbildung 2.11b)
etwa 1,4 bzw. /2.

Neben Faktoren wie der numerischen Apertur des Objektivs, der Wellenlédnge des Lichtes,
dem Brechungsindex der Probe und anderen im System prasenten Aberrationen, wird
die PSF mafgeblich von der Grofle der konfokalen Blende beeinflusst. Die Grofle der
Blende wird héufig in Vielfachen des in die Blendenebene projizierten Airy-Scheibchen-

16 ausgedriickt. Ist der Durchmesser der Blende grofer als ein Airy, beruhen

durchmessers
die zu beobachtenden Eigenschaften im wesentlichen auf den Gesetzen der geometrischen
Optik, bei kleineren Blenden treten wellenoptische Gesetze in den Vordergrund. Dabei ist
insbesondere die erreichbare Tiefendiskriminierung vom Blendendurchmesser abhéngig und

kann fiir in Airy-Einheiten gegebene Blendendurchmesser d durch

= 0,67 A L 265
Wopt. Schnitt = Y, n—+vn2—-—NAZ\ 2In2 ( )

gendhert werden [128]. Wobei n das Immersionsmedium und wept. schnitt den Radius beim

1/e2-Abfall bezeichnet. Fiir Blendengréfien unter einem Airy entspricht die erreichba-
re Tiefendiskriminierung dem Auflésungsvermogen und wird daher auch durch die in

Abschnitt 2.3.1 gegebenen Gleichungen beschrieben.

2.3.3 Signal und Rauschen

Das Signal bzw. die durch die Gesamt-Detektionsempfindlichkeit gegebene Anzahl an de-
tektierbaren Photonen eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops bei zdhlender Detektion, ist
maflgeblich von der Objektivapertur, den Transmissions- und Reflexionseigenschaften der
optischen Komponenten und der Quanteneffizienz des Detektors abhéngig. Das Rauschen
wird hauptséchlich durch das Laser-, Schrot- und Dunkelrauschen bestimmt. Das Laser-

rauschen resultiert dabei aus einer zufélligen Schwankung der Besetzung der angeregten

16 Bine Airy-Einheit (AE) entspricht 1AE = 1,22 - \/NA
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Detektionsrate (a.u.)
SNR (a.u.)

Anregungsrate (a.u.)

Abbildung 2.12: Signal-Rausch-Verhiltnis als Funktion der Anregungsleistung
Dargestellt sind das Signal-Rausch-Verhéltnis nach Gleichung (2.66) (griin), die Fluoreszenzintensitét
eines Einzelmolekiils (schwarz), das Dunkelrauschen (blau) und der laserinduzierte Hintergrund
(rot). Abbildung entnommen und veridndert aus [129].

Zusténde im Lasermedium. Zusétzlich fithrt das Laserlicht zu einem Hintergrundsignal,
das durch elastische Rayleigh- und inelastische Ramanstreuung des Lichtes erzeugt wird
und sich somit linear zur eingestrahlten Laserleistung verhilt. Das Schrotrauschen ist
durch die Poissonverteilung der zufillig am Detektor eintreffenden Photonen gegeben. Das
Dunkelrauschen entsteht durch thermische Dunkelelektronen und ist somit unabhéngig von
der Sensorbeleuchtung. Abhéngig von der Elektronik und den Einstellungen des Detektors
kénnen weitere Rauschfaktoren durch die Ladungstragermultiplikation bzw. Verstarkung

auftreten.

Diese Signal und Rauschanteile bei einem Einzelmolekiil-FCS-Experiment sind in Ab-
bildung 2.12 dargestellt, wobei das Maf fiir die Qualitdt eines, von einem Rausch- und
Hintergrundsignal tiberlagerten, Nutzsignals als Signal-Rausch-Verhéltnis (SNR) angegeben
wird. Es beschreibt das Verhéaltnis der mittleren Leistung des Nutzsignals zum Hintergrund

und zur mittleren Rauschleistung des Storsignals. Dabei kann das SNR, durch

Nutzsignalleistung

SNR =
Rauschleistung

— Tldet kex Tint
\/ndet kexTint + CYb IL Tint + NdT’int

Tldet kex \/ﬁ
in

" VNaetkex + CoI1, + Ng

(2.66)

beschrieben werden [130]. Dabei gibt 74et die Detektionseffizienz, kex die Emissionsrate
des Fluorophors, Tiy: die Integrationszeit, Cp, das Verhéltnis von Laserleistung I1, zu

laserinduziertem Hintergrund und Ny das Dunkelrauschen des Detektors an.

35



Kapitel 2. Mathematische und physikalische Grundlagen

2.4 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

In der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) werden Intensitatsfluktuationen mit-
tels einer Korrelationsanalyse mit den ihnen zugrunde liegenden physikalischen Prozessen
und Parametern verkniipft. Die ersten Anwendungen der FCS waren die Analyse des
Diffusions- und Interaktionsverhaltens niedrig konzentrierter fluoreszenter Teilchen in
Losungsexperimenten [23, 26, 131]. Dabei werden die Intensitdtsschwankungen im einfachs-
ten Fall durch lokale Konzentrationsdnderungen der fluoreszenten Teilchen aufgrund der

Brownschen Molekularbewegung verursacht.

2.4.1 Diffusions-Korrelations-Funktion

Die grundlegende Theorie basiert dabei auf der Poisson-Verteilung, nach der die mitt-
lere Anzahl der beobachteten, voneinander unabhéngigen Ereignisse n in einem festen

Zeitintervall T' {iber den beobachteten Raum V der Verteilung

Py(n) = —e (2.67)

gehorchen [57]. N gibt dabei den Erwartungswert der Verteilung, also in diesem Fall die

mittlere Anzahl fluoreszenter Teilchen

N=V-¢ (2.68)

bei einer Gesamtkonzentration ¢ an. Damit hidngt die beobachtete Fluoreszenzintensitat F
zum Zeitpunkt t iiber die Diffusionsgeschwindigkeit, sowie die Poisson-Verteilung aus
Gleichung (2.67) und deren Erwartungswert (siehe Gleichung (2.68)) mit der beobachteten
Fluoreszenzintensitit zu einem spéateren Zeitpunkt ¢ + 7 zusammen. Mathematisch ent-
spricht dies der Berechnung der Autokorrelationsfunktion (AKF) G(7) der aufgenommenen

transienten Intensitdten der Form:

T
Glr) = % / F()F(t +7)dt = (FO)F(t + 7)), - (2.69)
0

Da physikalisch unkorrelierte Ereignisse unabhéngig von der Verschiebezeit 7 auftreten,
fithren sie zu einem konstanten Signalteil in der Korrelation. Beobachtet werden somit die

Fluktuationen 0 F zum Zeitpunkt ¢ um einen konstanten Mittelwert (F') sodass mit

SF(t) = (F) — F(t) (2.70)

die normierte AKF der Fluktuationen als
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(OF(t)0F(t+ 7)),
<F(t)>? +1 (2.71)

G(r) =

geschrieben werden kann [132]. Die beobachtbare Fluoreszenz hingt dabei von der ortsab-
hiangigen Anregungstransferfunktion /(z,y,z) mit der Amplitude Iy und der Detektions-
transferfunktion CEF(z,y,z) ab. Die dimensionslosen Grofien der Transferfunktionen der
Anregung und Detektion kénnen nun in Form der Molekiil-Detektions-Funktion (MDF)
zusammengefasst werden. Liegen den Fluktuationen rein diffusive Vorgédnge zugrunde, kann
Gleichung (2.70) als

SE(t) =1 / To- MDF(z,,2) -6 (0 - Q - Clay,2,t)) AV (2.72)
|4

formuliert werden!”. Wobei 7 die Gesamtdetektionseffizienz, o die Fluktuation des Ab-
sorptionswirkungsquerschnittes und 6@ die Fluktuation der Quanteneffizienz beschreibt.
Der Wert der MDF ist dabei proportional zu der Wahrscheinlichkeit, ein Emissionsereignis
am Ort (z,y,2) zu detektieren, und C' beschreibt die lokale Konzentration am Ort (x,y,2)
zum Zeitpunkt ¢. Die Diffusions-Korrelationsfunktion Fickscher Diffusion und einer Ver-
schiebezeit 7 am Ort 71 relativ zu einem Zeitpunkt ¢ = 0 und Ort r( lautet dann [53, 133,
134]:

1 _lrg=r11?

(0C(10,0)0C (r1,7)) = (C) ———e€~  4Dr . (2.73)
(47 D)

o

Héaufig wird die PSF mikroskopischer Systeme zwecks einer einfacheren mathematischen
Behandlung in guter Niherung durch eine Gauffunktion beschrieben [135]'®. Fiir eine

dreidimensionale gauf3férmige MDF

2,2 2
z+y z
3 +*2)

-2
MDF(z,y,z) =e ( R (2.74)

kann durch Einsetzen von Gleichung (2.73) in Gleichung (2.71) die Korrelationsfunktion

-1
4D 4DT\ Y2
Gp(r) = Gp(0) (1 + 2T> (1 + ;) (2.75)
wy,, w?

erhalten werden [57, 136]. Die explizite Losung der Autokorrelationsgleichung ist in An-

hang A.1 aufgefiihrt. Hiufig wird anstelle des Diffusionskoeffizienten D die Diffusionszeit

7 Entsprechend gilt F(t) =n fv IoMDF(z,y,2) - 0QC(z,y,z,t) dV
'8 Die sich daraus ergebende Annahme eines 3D-GauBvolumens ist im Grofiteil der Literatur zur konfokalen
Einzelmolekiil-FCS iiblich und wird daher auch an dieser Stelle betrachtet.
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™ ~ wf;y /4D und fiir die Volumenparameter ein Strukturfaktor der Form S = wgy/w,
verwendet. Auflerdem kann unter der Annahme, dass die beobachtete Fluoreszenzintensitéat
proportional zur mittleren Konzentration ist, also N o (c) gilt, und da die lokale Konzentra-
tionsfluktuation 6C' in den Gleichungen (2.71) und (2.73) sich geméafl der Poisson-Verteilung
proportional zu v/N verhilt, die Korrelationsamplitude durch

2
Gp(0) = ‘/]\i - % (2.76)

ausgedriickt werden. Die gesamte Diffusions-Korrelationsfunktion lautet somit:

G (r) = — <1 + ;)1 (1 + 52;)1/2 . (2.77)

Fiir Formen der MDF, die vom in Gleichung (2.74) beschriebenen Gaufi abweichen, ergeben
sich entsprechend andere Amplituden. Auch ein abweichendes Diffusionsverhalten oder
die Beobachtung verschiedener Spezies kann mithilfe unterschiedlicher Parameter bzw.
Umformungen realisiert werden. In Anhang A.1 (Seite I) ist die Bestimmung der Amplitu-
de G(0) entsprechend der MDF nach Gleichung (2.74) dargestellt und der Zusammenhang
zwischen der geometrischen Form des Fokus und einer zusétzlichen Parametrisierung der
Amplitude der Form G(0) = /N wird besprochen. Dabei dient ~y als geometrischer Faktor,
der zum Beispiel v ~ 0,354 bei einem gaufférmigen Volumen und v &~ 0,076 bei einem
lorentzformigen Volumen!? lautet. In der folgenden Verwendung der AKF wird auf das v
verzichtet, wodurch sich die Messgrofien auf das effektiv beobachtete Volumen Vg beziehen.
Diese Definition hat den Vorteil, dass bei einer gegebenen Probenkonzentration die Grofie
des effektiven Volumens durch die mittlere Molekiilzahl N, also direkt durch die Amplitude
der Korrelationsfunktion nach Gleichung (2.76), gegeben ist (vgl. Gleichung (2.68)).

Die bisher betrachtete AKF dient der Analyse physikalischer Vorginge, die auf einer
Zeitskala von Millisekunden bis zu wenigen Sekunden die Fluoreszenzrate beeinflussen.
Daher wird die FCS auch abseits einfacher Konzentrationsmessungen in der Analyse von dif-
fusionsgetriebenen Bindungsreaktionen und Interaktionen zwischen verschiedenen Partnern
(wie zum Beispiel Desoxyribonukleinsdure (DNA) und Proteinen), sowie bei anomaler

Diffusion in Zellen oder in/an Membranen verwendet [137-144].

2.4.2 Schnelle Fluktuationsprozesse

Bei kleineren Verschiebezeiten 7 im Bereich von wenigen Micro- bis zu mehreren Nano-
sekunden, kénnen zusétzliche Fluktuationsprozesse sichtbar sein. Diese werden zumeist
durch chemische Reaktionen, Konformationsdnderungen, oder andere kinetische Prozes-
se verursacht [30, 145-148]. Unter der Annahme, dass die bisher betrachteten, zumeist

19 Entsprechend der Standard-Lorentz-Verteilung flz) = 7T718/ (52 + mz) mit dem Breitenparameter s.

38



2.4 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

diffusiven, Prozesse in diesem Zeitbereich stationér sind und somit keinen Einfluss auf
das Fluktuationsverhalten haben?’, kann die Korrelationsfunktion als Produkt zweier

Funktionen geschrieben werden [57, 132]:

G(t) =1+ Gp(r) - Gr(r) . (2.78)

Der Fluktuationsterm G7(7) wird im Folgenden fiir die in Abschnitt 2.2.3 erlauterten
Prozesse genauer beschrieben. Die zeitabhéangige Losung der mit Gleichung (2.40) einge-
fithrten Trennung des Singulett- und Triplett-Systems fithrt mithilfe Gleichung (B.4) zu

den Eigenwerten:

kexkisc

M=0 , Jg=-—
! 2 kex+kIC+krad

— ksc . (2.79)

Die dazugehorigen Eigenvektoren lauten:

(kex+kic+kraa)Frisc 1
T]_i — ( kekuSC ) , n_é = ( 1 > . (2.80)

1

Mithilfe der Randbedingungen, dass das betrachtete System im Singulettzustand startet,
also S(t =0) =1 und T (¢t = 0) = 0, ergeben sich die Konstanten:

kexkisc
Cl1 = 281a
! kekuSC + (kex + kIC + krad) krISC ( )
kexkisc

co = — . 2.81b
? kexkisc + (Kex + kic + Krad) krisc ( )

Womit die Losungen fiir die zeitabhingige Besetzung des Singulettzustandes

2ok M (hey + k kraq) ki
S(t) = & 15C + €7 (Kex + Kic + Frad) krisc 7 (2.82)
kexkisc + (Kex + kic + krad) krisc
und des Triplettzustandes
(et)\l - 6t>\2) kexkisc

Ty(t) = (2.83)

B keXkISC + (kex + kIC + krad) krISC

20 Entsprechend werden auch Bindungsreaktionen, welche den Diffusionskoeffizienten beeinflussen, aus-
geschlossen. Die Annahme des stationdren Verhaltens der molekularen Diffusion wird dabei auf die
GroBenskala deutlicher Anderungen im Detektionsvolumen bezogen.
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lauten. Die zeitabhéngigen Besetzungen beinhalten einen durch den ersten Eigenwert A\ = 0
gegebenen stationdren Zustand. Das heif3t, dass die Besetzungsdichten der Zusténde fiir

t — oo konstant werden, womit die Gleichungen (2.82) und (2.83) auch als

S = kexkisc - eit(“"lﬁgﬁrad Hmsc)
t) =854+ "=
( ) keXkISC + (kex + kIC + krad) krISC (284)
= (kex + k1c + kraa) krisc

"~ exkisc + (kex + kic + kraq) Erisc

mit

fiir den Singulett, und

kexk
Ti(t)=T (1 - eit<’“cx+klclickmd +k”SC)>

_ kexkisc
kexkisc + (kex + kic + krad) krisc

(2.85)

fir den Triplett formuliert werden kénnen. Nun wird Gleichung (2.82) mithilfe der statio-

niren Losungsanteile S und T aus den Gleichungen (2.84) und (2.85) zu:

kexkigc

_ e_t(kex+kIC+krad —Hmsc) + 1> . (2.86)

w2
=
1
U
—
N

Gr(T1)

Der geklammerte Ausdruck beschreibt das Betreten und das Verlassen eines Dunkelzu-
standes und die damit verbundene Intensitdtsdnderung. Das Leuchtverhalten zu kurzen
(~ps) und langen (~ms) Zeiten wird durch Einsetzen der Gleichungen (2.77) und (2.86)

in Gleichung (2.78) erhalten, sodass die gesamte Korrelationsfunktion

1 -1/2 -
G(r)=1+4 (1 + T) (1 + SQT> (1+Ar-e ) (2.87)
™ ™D

lautet. Bei der Anpassung experimenteller Daten mit der Korrelationsfunktion nach Glei-
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chung (2.87) werden typischerweise die folgenden fiinf Parameter variiert:

Amplitude A=N"1 | (2.88a)

w2

. . . - Yy

Diffusionszeit m ~ D (2.88Db)
Strukturfaktor S = —2 , (2.88c)

Wy

: : T kexkisc
Triplett-Amplitude Ap = - = = , 2.88d
Hpe HIPHRACE T 1-T (kex + k'IC + krad) krISC ( )
Triplettzeit 7p = ( Fexkisc +k )_1 (2.88¢)
P T kex + kIC + krad 1S . ‘

Der Strukturfaktor S beschreibt die Geometrie des betrachteten Volumens und kann
auch durch Kalibriermessungen bestimmt und entsprechend konstant gewédhlt werden. Die

erhaltenen Werte konnen anschliefend zur Berechnung der Interkombinationsraten geméf

kex 1\\ !
Interkombination Ty kisc = <7‘T <1 + AT)) , (2.89a)
Riick-Interkombination kuasc = (7p (14 Ap)) ™" (2.89b)

genutzt werden. Der Bruch vor der kigc-Rate charakterisiert dabei die Abhéngigkeit von
der Anregungsleistung und wird in Abschnitt 4.1 genauer behandelt.
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Kapitel 3

Material und Methoden

Dieses Kapitel soll dazu dienen, die benutzten Gerédte, Materialien und untersuchten
Fluorophore vorzustellen. Im ersten Unterkapitel wird der prinzipielle Aufbau der Einzel-
molekiilmikroskope und die zur Desoxygenierung der Probenlésungen genutzte Messkammer
vorgestellt. Dabei wird am Beispiel des in dieser Arbeit entwickelten Aufbaus die Funktion
aller in der Arbeit genutzten Mikroskope beschrieben. Danach wird die zum Teil selbst
entwickelte und zur Datenverarbeitung eingesetzte Hard- und Sofware besprochen. Anschlie-
Bend wird die mit Duda [149] im Rahmen ihrer Masterarbeit entwickelte Erweiterung des
Messaufbaus um ein Kryostatsystem und die Optimierung der Spincoating-Einfriermethode
fiir die Herstellung von amorphen Einzelmolekiilproben bei niedrigen Temperaturen und

der Aufbau eines TIRF-Mikroskops! mit zwei Farbkanilen prisentiert.

Das zweite Unterkapitel bespricht die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe und geht auf
ihre essentiellen spektralen Eigenschaften ein. Dabei werden kurz die strukturellen Un-
terschiede besprochen und die Spektren dargestellt. Die Vorbereitung und Zugabe von
unterschiedlichen photoprotektiven Additiven wird erldutert und in Bezug auf ihre erwartete
Funktion beschrieben. Daraufhin wird ein Protokoll zur Immobilisierung von thiol-reaktiven

Farbstoffen am Deckglas vorgestellt.

Das dritte Unterkapitel beschéftigt sich mit der in Zusammenarbeit mit Zickmantel
entwickelten Simulation von Einzelmolekiilexperimenten. Dabei werden insbesondere die der
Simulation zugrundeliegenden mathematisch-physikalischen Zusammenhénge vorgestellt.
Die in der Arbeit genutzten Anregungs- und Detektionsfunktionen werden definiert und
der grundlegende Ablauf einer Simulation beschrieben. AbschlieBend wird die entwickelte
LabVIEW-Benutzeroberfliche? prisentiert.

! Ein Fluoreszenzmikroskop das ein evaneszentes Anregungsfeld durch Totalreflexion an der Grenzfliche
zum Préparat erzeugt.
2LabVIEW - Laboratory Virtual Instrumentation Engineering Workbench
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3.1 Konfokales Laserscanningmikroskop

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Einzelmolekiilmessungen wurden an von der
Arbeitsgruppe selbstgebauten Mikroskopen durchgefiihrt. Der in Abbildung 3.1 dargestellte
Aufbau wurde im Rahmen dieser Arbeit entworfen und aufgebaut. Die Auswahl und
Bewertung der Komponenten kann in der Bachelorarbeit von Kiithne [150] nachvollzogen
werden. Da die prinzipielle Funktionsweise der genutzten Mikroskope dhnlich ist, wird
dieser hier beispielhaft priisentiert. Anderungen an optischen Komponenten (wie z. B. der
Wechsel der Rastermethode von der Strahlrasterung tiber Galvanometerspiegel und ein
telezentrisches Linsensystem zur Probenverschiebung mittels piezoelektrischer Aktuatoren)
werden im Verlauf der Arbeit erwahnt, soweit sie fiir die betrachteten Daten von Bedeutung

sind.

Abbildung 3.2 zeigt schematisch die grundlegenden Komponenten des Mikroskops. Die
Anregung erfolgt durch verschiedene Dauerstrichlaser. Die in der Arbeit verwendeten
Laser emittieren bei einer Wellenldnge von 488 nm, 532nm und 632 nm. Zur Erzeugung
einer punktférmigen Lichtquelle wird das Laserlicht iiber einen Laserstrahl-Koppler (60
SMS-RGBYV, Schifter & Kirchhoff) in eine nicht polarisationserhaltende Einzelmodenfaser
(SMC-4008Si, NA = 0,12, Schéfter & Kirchhoff) eingekoppelt.

Die Polarisation und Intensitiat des Anregungslichtes wird mittels der vor der Einzelmo-

denfaser angebrachten A/2- und \/4-Verzogerungsplattchen (Melles Griot) eingestellt. Die

g ,

FiriF 7

Abbildung 3.1: Anregungs- und Detektionsstrahlengang des Mikroskops

(a) Im Anregungsstrahlengang sind ein Laser (1) mit einer Wellenlénge von 488 nm und die Ver-
zogerungsplattchen (2) vor der Fasereinkopplung (3) zu sehen. Das ausgekoppelte Licht wird mit
einem Objektiv (4) kollimiert. Vorne rechts ist die Steuerelektronik (5) der Galvanometerspiegel zu
sehen. (b) Hinter der telezentrischen Linse (6) sind das Verzogerungsplattchen und der Analysator
(7) zu erkennen. Ein 45°-Spiegel leitet das Licht in das Wasserimmersionsobjektiv (8). Die Objek-
tivhalterung ist auf die in Abschnitt 3.1.3 aufgefithrten Kryostatmessungen ausgelegt und wurde
hier zur besseren Sichtbarkeit vom zusétzlichen Aufbau (z. B. Vakuumbdlge) befreit.
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der verwendeten Mikroskope

Das Laserlicht wird in eine optische Faser eingekoppelt (FEK) und kann durch zwei Verzogerungs-
pléttchen (VP) in seiner Polarisation eingestellt werden. Das aus der Faser austretende Licht wird
kollimiert (FAK) und von einer Lochblende (LB) in seinem Durchmesser beschrankt. Hiernach
wird das Anregungslicht durch einen Dichroit (DC) und ein telezentrisches Linsensystem (TL)
gelenkt. Ein zwischengeschaltetes Pinhole (PH) bestimmt dabei das Auflosungsvermogen geméaf3
Abschnitt 2.3.2. Das Objektiv (Obj) fokussiert das Laserlicht auf die Probe und sammelt das
emittierte Fluoreszenzlicht, das den Dichroit passiert und auf die Detektoreinheit (APD) gelenkt
wird. Dazu wird das Licht erst durch einen Bandpassfilter (BP) zum Blocken des gestreuten Anre-
gungslichtes und danach auf eine achromatische Linse (L) gelenkt. Die Kontrolle der Polarisation
und Laserleistung vor dem Objektiv kann durch ein einfahrbares Leistungsmessgerét (LM) und
einen Analysator (A) vorgenommen werden. Das Rastern bzw. Anfahren bestimmter Positionen in
der Probe wird entweder durch ein Verschieben des Probentisches (PT) mittels piezoelektrischer
Aktuatoren (sample scanning), oder zwei vor dem telezentrischen Linsensystem platzierten Galva-
nometerspiegeln (beam scanning, nicht dargestellt) realisiert.

Uberpriifung der Polarisation und Intensitéit kann durch ein vor dem Objektiv angebrachten
Analysator (Melles Griot) und ein Leistungsmessgeréat (OP-2VIS, Coherent) vorgenommen

werden.

Die aus der Faser divergent austretende TEMgp-Mode des Lichtes wird mittels eines Ob-
jektivs (4x CFT Plan Achromat, NA = 0,1, Nikon) zu einem Parallelstrahl kollimiert. Der
zum optimalen Fiillen des Messobjektivs nétige Durchmesser des parallelen Gaufistrahls
kann tiber eine Lochblende eingestellt werden. Ein wechselbarer, dichroitischer Strahlteiler
(bei 488 nm und 632 nm: z405/470/633, bei 532 nm: z532/633, beide Chroma) reflektiert
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Abbildung 3.3: Detektionseffizienzen der genutzten Detektoren

Die Detektionseflizienzen unterscheiden sich je nach betrachteter Wellenldnge deutlich voneinan-
der. Die maximale Detektionseffizienz der Hamamatsu C11202 (schwarz) liegt bei 70 % bei einer
Wellenldnge von 445 nm. Die maximale Detektionseffizienz der PerkinElmer SPCM-AQR-14 (blau)
liegt bei 73 % bei einer Wellenldnge von 700 nm. Die {iber den dargestellten Bereich gemittelte
Detektionseffizienz betragt fiir den C11202 41 % und fir den SPCM-AQR-14 43 %.

das Anregungslicht tiber ein telezentrisches Linsensystem (Tubuslinse mit der Brennweite
20 cm, Nikon) in die riickseitige Apertur des Messobjektivs (Wasserimmersionsobjektiv,
60x CFI Plan Apochromat VC, NA = 1,2, Nikon). Im Brennpunkt des telezentrischen
Linsensystems kann ein Pinhole zur Manipulation des Auflésungsvermogens (siche Ab-
schnitt 2.3.2) angebracht werden. Um den Fokus lateral in der Probe zu positionieren,
kann der Laserstrahl vor der Telezentrik mittels eines Galvanometerscanners (GVS212/M,
Thorlabs) in der zy-Ebene bewegt werden. Die laterale und axiale Positionerung der Probe
geschieht durch eine Verschiebung des Objektivs mittels einer Flexure Stage (MAX303/M,
Thorlabs), die mit einem Schrittmotor in axialer Richtung (DRV208, Thorlabs) ausgestattet

ist.

Das aus dem Fokus stammende Fluoreszenzlicht der Probe wird von demselben Objektiv
gesammelt und lauft entgegengesetzt zum Anregungslicht bis zum Dichroiten, wo es
aufgrund der Rotverschiebung zum Anregungslicht (siche Abschnitt 2.2.3) transmittiert
wird. Ein Bandpassfilter (bei 488 nm: ET525/50, Chroma) dient zum Blockieren des
Streulichtes der Anregung und zur Unterdriickung der Ramanstreuung des Wassers. Eine
achromatische Sammellinse fokussiert das Strahlenbiindel auf die Detektoren. Dabei ist
eine Avalanche-Photodiode (APD) des Typs SPCM-AQG-14 von Perkin Elmer, die sich
durch ihre in Abbildung 3.3 (lila) dargestellte hohe Quanteneffizienz (50 % bis 70 %) sowie
eine niedrige Totzeit (etwa 60ns) und maximale Dunkelzéhlrate von 100 cps auszeichnet,
verbaut. Die aktive Detektorfliche der APD hat einen Durchmesser von 175 pm und dient

als weitere konfokale Lochblende.
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Als zweiter Detektor ist ein Einzelphotonenzahlmodul von Hamamatsu (C11202-050) ver-
baut. Es besitzt eine aktive Flache von 50 pm mit einer Dunkelzéhlrate von im Mittel
7cps (max. 25 cps). Die Detektionseffizienz ist besonders bei niedrigen Wellenldngen hoch
und sinkt im roten Bereich deutlich ab. Mittels eines Strahlteilers kann das Licht auf die
beiden Detektoren aufgeteilt werden, um die Durchfithrung von Zweifarb-Experimenten
oder Kreuzkorrelationen des gleichen Signals zur Beseitigung unkorrelierter Signalteile, wie
zum Beispiel Afterpulsingartefakten zu ermoglichen. Um Abweichungen bei der Kreuzkorre-
lationsanalyse aufgrund der verschiedenen Detektionseffizienzen zu vermindern, wurde fiir

diese Experimente der Hamamatsu C11202-050 Detektor mit einem zweiten Perkin-Elmer
SPCM-AQG-14 ersetzt.

3.1.1 Messkammer zur Desoxygenierung der Proben

Zur Desoxygenierung der Farbstofflésungen wurde in dieser Arbeit eine Messkammer
verwendet, die mit inertem Gas geflutet werden kann und dadurch nach Henry und Banks
[151] zu einer Verdrangung des Sauerstoffes aus dem Probenvolumen fithrt. Eine andere, in
der Literatur weit verbreitete Variante ist die Zugabe eines enzymatischen Sauerstofffanger-
Systems [152]. Die Messkammer ist in Abbildung 3.4 schematisch dargestellt und kann

mithilfe von Vakuumfett und Magneten auf einem Deckglas angebracht werden.

Das geméfl Abbildung 3.4b durch ein Wasserbad befeuchtete, inerte Gas stromt iiber
den Probentropfen und fiihrt so zu einer Verdringung des Sauerstoffes in der Probe

aufgrund des hohen Konzentrationsgradienten zwischen Lésungsmittel und umgebender
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Abbildung 3.4: Kammer fiir Messungen unter Gasatmosphare

(a) Die gasdichte Kammer wird mithilfe von Magneten und Vakuumfett {iber dem Deckglas platziert.
Von einer Seite kann nun ein inertes Gas (hier: Argon) {iber die Probe gefiihrt und die Probe somit
desoxygeniert werden. Durch einen konstanten Gasfluss wird sichergestellt, dass stets eine maximale
Inertgas- und minimale Sauerstoffatmosphére in der Probenkammer herrscht. (b) Das zugefiihrte Gas
wird {iber einen Druckminderer in ein Wasserbad geleitet. Der Wasserbehélter ist dicht verschlossen,
sodass iiberschiissiges, befeuchtetes Gas von der Kammerdecke der Probenkammer zugefiihrt wird.
Abbildungen entnommen aus [153].
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Atmosphére. Da das Probenvolumen aufgrund des kleinen Beobachtungsvolumens des
konfokalen Mikroskops (siehe Abschnitt 2.3) wenige Mikroliter betrégt, fithrt das grofie
Oberflache zu Volumen Verhéltnis zu einer raschen Abnahme des Sauerstoffgehaltes in der
Probe.

Um Schwankungen im Sauerstoffgehalt zu vermeiden, wird nach der Befestigung der in
Abbildung 3.4a dargestellten Probenkammer mindestens fiir 15 min Gas {iber die Probe
gestromt, um das System in einen Gleichgewichtszustand zu bringen und mégliche undichte
Stellen zu schliefen. Des Weiteren wird wéhrend der Messung regelméafig der Gasfluss bzw.

-druck am Druckminderer gepriift und gegebenenfalls nachgestellt.

3.1.2 Datenerfassung und Datenverarbeitung

Ein grofier Teil, der in dieser Arbeit prisentierten Messungen ist an einem Aufbau mit
einem ADwin Datenerfassungssystem (ADwin Light 16, Jiger Computergesteuerte Mess-
technik) und einer TCSPC-Messkarte (TimeHarp200, Picoquant) entstanden [154]. Dabei
wird die Kanalnummer des Detektors (4096 Kanéile) und die Zeitspanne zwischen dem
Beginn der Messung und der Detektion eines Photons mit einer globalen Zeitauflosung
von 120 ns bis 4500 ns (Mikrozeit fiir TCSPC-Messungen <35 ps) im Time-Tagged Time-
Resolved (TTTR)-Modus gespeichert. Allerdings fiihrt die Totzeit von 350 ns dazu, dass

die Korrelationskurven nicht tiber diesen Bereich hinweg ausgewertet werden kénnen.

Die in Abbildung 3.5 dargestellte und im Rahmen der Arbeit entwickelte LabVIEW-Be-

dienoberfliche steuert ereignisgetrieben alle Komponenten des Mikroskops. Hier werden die
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Abbildung 3.5: LabVIEW-Bedienoberfliche des konfokalen Einzelmolekiilmikroskops
Links sind Felder zur Auswahl verschiedener Einstellungen des Galvanometers, der Detektoren, der
Laser, sowie anderer Bauteile und zur Anzeige aktueller Daten (wie Position, Spannung, geladene
Treiber usw.) zu sehen. In der Mitte ist die Bildanzeige mit einer optionalen vergrofierten Ansicht
eines gewdhlten Ausschnittes (rechts) positioniert. Rechts unten ist eine Korrelationsanzeige zur
Kontrolle der Korrelation wiahrend einer Messung zu sehen.
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Daten mittels einer selbst geschriebene Routine (siehe Anhang D.3) durch ein TDC-Modul®
(SensL HRM-TDC) ausgelesen. Die Auflosung der Mikrozeit betriagt 27 ps, die der Makrozeit
5ns, bei einer Totzeit von 190 ns je Kanal. Das TDC-Modul unterstiitzt vier Kanéle (je ein
Start- und Stop-Eingang, LVTTL?) und einen programmierbaren Takt-Ausgang (LVTTL,
502).

3.1.3 Niedrige Temperaturen und TIRF-Mikroskopie

Vorbereitungen zu Kryostatmessungen bei niedrigen Temperaturen (Flissigstickstoff, etwa
77K) wurden mit Duda [149] im Rahmen ihrer Masterarbeit, aufbauend auf der Arbeit
von Hirschfeld [155] durchgefiihrt. Zusétzlich wurde ein System fiir die interne Totalrefle-
xionsfluoreszenzmikroskopie (TIRFM) mit zwei Farbkanélen realisiert. Der schematische
Aufbau fiir Kryostatmessungen ist in Abbildung 3.6a dargestellt und zeigt die Befestigung
des Kryostaten am Mikroskop. Der grundlegende Aufbau entspricht dem Schema in Abbil-
dung 3.2, wobei hier explizit die Laserlinien bei 488 nm und 640 nm und die Auftrennung
in zwei Detektorkanéle dargestellt sind. Das obere Kryostatgefafl wird evakuiert, um die
Héufigkeit des Nachfiillens von fliissigem Stickstoff zu reduzieren und Reifbildung am
Deckglas zu verhindern. Um die auf die Objektivhalterung wirkende Kraft auszugleichen
und die Fokussierung entlang der Strahlrichtung zu stabilisieren, wird auf der dem Objektiv

gegeniiberliegenden Seite ebenfalls ein Vakuum angelegt.

Die Praparation der Proben fiir Tieftemperaturmessungen ist in Abbildung 3.6b dargestellt.
Dabei wird ein hohler Aluminiumzylinder auf eine Antriebswelle aufgesetzt. Der Zylinder
ist so geformt, dass der untere Teil in ein die Antriebswelle umgebendes Stickstoffbad
eintauchen kann. Auf der Oberseite des Zylinders befindet sich eine Vertiefung fiir quadra-
tische Deckgléser, die konzentrische Vertiefungen/Ringe zur Abdichtung besitzt. Nachdem
das Deckglas mit Zylinder auf der Antriebswelle angebracht ist, wird es mit etwa 9000
Umdrehungen pro Minute in Rotation versetzt. Auf das rotierende, kalte Deckglas wird nun
ein Tropfen mit wenigen pl Probenlésung pipettiert. Dieser breitet sich nach dem Auftreffen
auf dem Glas aus und gefriert. Aufgrund der wirkenden Radialbeschleunigung wird der
iiberschiissige, nicht angefrorene Teil des Tropfens zu den Seiten des Aufbaus geschleudert.
Abhéngig von der Temperatur der Glasoberfliche, Winkelgeschwindigkeit der Rotation und
Pippetierung bzw. TropfengréBe® kann so eine diinne, amorph gefrorene Schicht auf dem
Glas erzeugt werden. Anschlieffend kann das stickstoffgefiillte Gefafl mitsamt des Zylinders
und Deckglases von der Welle gehoben und in den am Mikroskop angebrachten Kryostaten
iiberfiihrt werden. Detaillierte Erklarungen, Beispiele und Messungen hierzu sind bei Duda
[149] und Hirschfeld [155] zu finden.

3TDC - Time-to-Digital-Converter. Elektronische Baugruppen, die kurze Zeitintervalle messen und in eine
digitale Ausgabe umwandeln.

4LVTTL - Low-Voltage-TTL. Transistor-Transistor-Logik (TTL) mit einer reduzierten Versorgungsspan-
nung von 3,3 V.

5 Wobei auch die Kréfte innerhalb der Probenlésung und die Beschaffenheit der Glasoberfliche eine Rolle
spielen.
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Abbildung 3.6: Schematischer Kryostat-Mikroskop-Aufbau und Einfrierprozess

(a) Der prinzipielle Aufbau entspricht dem in Abschnitt 3.1 vorgestellten Mikroskop. Hier wird
zuséitzlich ein Kryostat auf den invertierten Objektivaufbau aufgesetzt. Die Kraft, die durch das
Evakuieren des Isolierbehélters auf die Stage wirkt, wird durch ein entgegengesetztes Vakuum
ausgeglichen. (b) Optimierter Aufbau des Einfriervorgangs fiir die Préaparation amorpher Einzel-
molekiilproben mittels Rotationsbeschichtung. Eine genauere Beschreibung ist im Text zu finden.
Abbildungen entnommen und veréndert aus [149].

Die TIRFM, die die Betrachtung von groflen Probenbereichen mit gleichzeitiger Unter-
driickung ungewollter Hintergrundfluoreszenz erméglicht, eignet sich vor allem zur Beob-
achtung deckglasnaher Prozesse. Zuerst im Jahr 1956 von Ambrose [156] als grundlegendes
Konzept zur Beleuchtung publiziert und 1981 zur Betrachtung von Zell-Substrat- und
Membraninteraktionen [157] weiterentwickelt, wurden bereits 1995 einzelne Myosinmolekiile
mit der TIRFM dargestellt [158]. Das Prinzip der TIRFM besteht in der Beleuchtung
oberflachennaher Fluoreszenzfarbstoffe durch ein evaneszentes Wellenfeld, welches durch
die totale Reflexion eines Laserstrahls an der Grenzschicht vom Glas zum Probenlésungs-
mittel resultiert. Dabei verlauft die Energiestromdichte der transversalelektromagnetischen
Welle (vergleiche Gleichung (2.23)) am Ort der Reflexion® entlang des Glases, sodass in
Abhéngigkeit der Brechungsindizes, der Lichtwellenléinge und des Reflexionswinkels eine
Tiefe von etwa der Groflenordnung der Wellenlénge des Lichtes oder geringer (also etwa
30nm bis 300 nm) zur Fluoreszenz angeregt werden kann. Die Feldstérke im beleuchteten

Medium féllt exponentiell ab, was zu einer geringen Hintergrundanregung fiihrt.

Zur Betrachtung der in dieser Arbeit vorgestellten immobilisierten Farbstoffe und fir
die Durchfiihrung von FRET-Experimenten in anderen Projekten, wurde ein Aufbau
fir TIRFM in ein bestehendes Konfokalmikroskop integriert, sodass zwischen konfokaler
Punktdetektion fiir Losungsmittelmessungen und kamerabasierter (hier: EMCCD, C9100-
02, Hamamatsu Photonics) TIRFM in wenigen Schritten gewechselt werden kann. Eine
genaue Beschreibung des Aufbaus ist bei Duda [149] und Heinrich [159] zu finden.

6 Fiir eine genauere Beschreibung der Reflexion muss die Polarisation und somit der Imbert-Fedorov- und
Goos-Hénchen-Effekt betrachtet werden.
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3.2 Proben

Wie bereits in Abschnitt 2.2.1 ausgefiihrt, sind organische Farbstoffe Verbindungen, bei
denen sich die Konjugation des planaren oder zyklischen 7-Elektronensystems iiber mehrere
Bindungen erstreckt. Bis auf wenige Ausnahmen kénnen organische Farbstoffe in Aromate,
die nach dem Hiickel-Molekiilorbital-Modell mindestens ein stabiles zyklisch-konjugiertes
Ringsystem beinhalten, Polyene, die Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindungen enthalten,
und Polymethine eingeteilt werden. Dabei sind Polymethine Polyene, die funktionelle
Endgruppen aus Heteroatomen besitzen und freie Elektronenpaare (Donorgruppen wie
R1—-NRg, positiver M-Effekt) oder Doppelbindungen (Akzeptorgruppen wie R;=NRa,
negativer M-Effekt) enthalten. Polymethine mit stickstoffhaltigen Endgruppen bilden die
Gruppe der Cyanine.

Fine Erweiterung der konjugierten Systeme fiihrt zumeist zu einer bathochromen Ver-
schiebung des Spektrums, sowie bei Cyaninen pro zusétzlicher Doppelbindung zu einer
Erhohung der maximalen Absorptionswellenldnge um etwa 100 nm [161, 162]. Daher werden
die Cyanine anhand der Anzahl der Methineinheiten (—C=) klassifiziert. In Tabelle 3.1 sind

Tabelle 3.1: Parameter der verwendeten Fluorophore

Die vom Hersteller gegebenen Extinktionskoeffizienten (siehe Text) sind anhand der Spektren geméf
der Abbildungen 3.8b, 3.8d, 3.9b, 3.9¢, 3.10b und 3.10d und der jeweiligen Anregungswellenlénge
korrigiert und mit den zugehorigen Absorptionswirkungsquerschnitten und vom Hersteller gegebenen
Quanteneflizienzen aufgetragen. Die Fluoreszenzlebensdauern sind sofern nicht anders angegeben
am FluoroHub (Horiba Jobin Yvon GmbH) in PBS gemessen. Die Lebensdauer-Messungen sind in
Abbildung C.6 (Seite XXVI) dargestellt.

Quanteneffizienz  Extinktionskoeffizient ~Abs.-Wirkungsquerschnitt

Fluorophor Q einecm™ vt o in 10720 m?
AF-488 0,92 67680 bei 488 nm 2,59
CF-488A — 69300 bei 488 nm 2,65
PF-488P 0,896 71540 bei 488 nm 2,74
sCy3 0,10 84340 bei 532 nm 3,22
AF-647 0,33 223540 bei 640nm 8,55
sCyb 0,28 255870 bei 640 nm 9,78
Fluoreszenzlebensdauer rel. Amplitude
T1 in ns To in ns ai as

AF-488 2,221 +£0,068 4,166+ 0,005 10,80 89,20
CF-488A 2,104+ 0,014 4,136+£0,003 7,01 92,99
PF-488P 2,136 40,008 4,346 £0,003 13,65 86,35

sCy3% 0,17 +0,01 — —

AF-647 0,587 +0,027 1,0504£0,001 4,85 95,15

sCy5% 0,36 +£0,02 0,86 +0,03  0,3340,01°

“Tn HO mit 50 mM K, 10mm Mg®™, pH 7,5 bei 25°C nach Steffen, Sigel und Bérner [160].
b Amplitudenverhéltnis der Lebenszeiten.
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Abbildung 3.7: Maleimid- und NHS-Ester-Funktionalisierung

(a) Maleimide sind Imide der Maleinséure, die am Stickstoffatom mit einer Alkylgruppe oder
Arylgruppe substituiert sind. Sie weisen eine hohe Affinitét fiir Thiole auf und eignen sich daher z. B.
fiir die Markierung von Cysteinresten an Proteinen und Peptiden. Die meisten Maleimide zeigen
eine geringe Wasserloslichkeit, weshalb héufig organischen Hilfslosungsmittels, wie beispielsweise
DMSO oder DMF, eingesetzt werden. (b) NHS-Ester sind die am weitesten verbreitete Art von
aktivierten Estern und dienen unter anderem als aminreaktive Fluoreszenzlabel. Allerdings ist
die Reaktion mit Aminen stark pH-abhéngig. Bei einem niedrigen pH-Wert ist die Aminogruppe
protoniert, wodurch keine Modifizierung stattfinden kann. Bei zu hohen pH-Werten kann es zur
Hydrolyse des NHS-Ester kommen. Ublicher Weise liegt der optimale pH-Bereich zwischen 8,3 und
8,5.

die fiir die in der Arbeit verwendeten Laserlinien bestimmten Extinktionskoeffizienten der
Farbstoffe, sowie die molekularen Absorptionsquerschnitte, Quanteneffizienzen und Fluores-
zenzlebensdauern aufgetragen. Die im Rahmen der Arbeit mithilfe des FluoroHub (Horiba
Jobin Yvon GmbH) bestimmten und in der Literatur vorhandenen farbstoffspezifischen

Werte sind in den folgenden Unterkapiteln aufgefiihrt.

Das Markieren von Biomolekiilen mit Fluoreszenzfarbstoffen kann zum Beispiel durch
die Reaktionen der nukleophilen Gruppen der Molekiile mit Isothiocyanaten oder Succi-
nimidylestern geschehen. In Abbildung 3.7 sind die Strukturformeln der in dieser Arbeit
verwendeten, weitverbreiteten Funktionalisierungen mit einem Maleimid oder einem N-
Hydroxysuccinimidester (NHS-Ester), die fiir die thiol- (—SH) bzw. aminreaktive (—NHs)

Markierung von Molekiilen genutzt werden kénnen, dargestellt.

3.2.1 Alexa Fluor® 488 und Alexa Fluor® 647

Alexa Fluor® bezeichnet eine Familie an Farbstoffen des Konzerns Thermo Fisher Scientific?,
die aus unterschiedlichen Farbstoffgruppen synthetisiert werden. Alexa Fluor® 488 (AF-488)
basiert chemisch auf Fluorescein, das zur Gruppe der Xanthenfarbstoffe und somit der

Aromate gehort und mit Maleimidfunktionalisierung die Summenformel

C30H25N4NaO12S2

besitzt. In Abbildung 3.8a ist die Struktur von AF-488 dargestellt. Das Absorptions- und

" Die Alexa Fluor® Farbstofffamilie wurde urspriinglich vom Unternehmen Molecular Probes entwickelt,
welches 2003 von Invitrogen gekauft wurde. Obwohl Invitrogen 2008 mit Applied Biosystems zu Life
Technologies fusionierte und 2014 von Thermo Fisher Scientific tbernommen wurde, wird die Alexa Fluor®
Farbstofffamilie unter der unregistrierten Warenmarke Invitrogen weitergefiihrt.
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Abbildung 3.8: Strukturformeln und Spektren der Alexa-Farbstoffe

(a) Struktur von AF-488 mit dem aromatischen Ringsystem, das zur Fluoreszenzféhigkeit fithrt.
(b) Das Absorptionsspektrum besitzt ein Maximum bei 493 nm. Das Emissionsmaximum liegt bei
516 nm. Die Rotverschiebung des Emissions- zum Absorptionsmaximum betragt somit 23 nm. (c)
Die Struktur von AF-647 zeigt die Methinkette mit stickstoffhaltigen Endgruppen, wie sie fiir
Cyanine typisch ist. Die Kette besteht aus fiinf Kohlenstoffen und ist somit dem Cy5® (siche
Abbildung 3.10c) dhnlich. (d) Das Absorptionsspektrum liegt im roten Bereich und besitzt ein
Maximum bei 651 nm. Das Emissionsmaximum liegt bei 671 nm. Die Rotverschiebung des Emissions-
zum Absorptionsmaximum betragt 20 nm.

Emissionsspektrum von in Wasser gelostem AF-488 ist in Abbildung 3.8b zu sehen. Die
gemessene Fluoreszenzlebensdauer des Maleimid-Derivats betrdgt in phosphatgepufferter
Salzlosung PBS (4,166 + 0,005) ns, und die Quantenausbeute liegt laut Hersteller bei Q =
0,92. Der Extinktionskoeffizient betrigt 72000 M~! cm™!, wobei das Absorptionsmaximum

bei 493 nm liegt und das Emissionsmaximum eine Wellenldnge von 516 nm hat.

Das in dieser Arbeit verwendete AF-488 ist fir die Reaktion mit Thiolen mit einer Ma-
leimid-Gruppe versehen und hat ein Molekulargewicht von 720,66 gmol~'. Die iibliche
Anregungslinie liegt bei 488 nm, womit es sich als Alternative fiir zum Beispiel Fluorescein,
Fluoresceinisothiocyanat (FITC), DyLight™ 488 (Dy-488) oder Cy2® eignet.

Alexa Fluor® 647 (AF-647) ist ein Cyanin-Derivat, das somit zur Gruppe der Polymethin-
Farbstoffe gehort. Die Atome der Methingruppenkette bilden das konjugierte Bindungssys-

tem und bestimmen mafigeblich die Lage des Absorptionsmaximums. In Abbildung 3.8¢ ist
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die Struktur von AF-647 dargestellt, deren Aufbau der mesomeren Struktur

RoN[HC=CH],HC=NTRy == RoNT=CH[HC=CH],,NR> (3.1)

folgt. Dabei bildet der Stickstoff mit der Methinkette einen Teil des heterozyklischen
Systems. Der Extinktionskoeffizient des Maleimid-Derivats liegt bei 265000 M~ ! cm™!,
wobei das Absorptionsmaximum 651 nm betrdgt und mit dem Emissionsmaximum von
671 nm im Spektrum in Abbildung 3.8d dargestellt ist. Die iibliche Anregungslinien liegen
bei 594 nm und 633 nm, womit es sich mit seiner Quantenausbeute von @Q = 0,33 als Ersatz
fiir zum Beispiel Cy5® und DyLight™ 650 (Dy-650) eignet. Die Fluoreszenzlebensdauer
betragt (1,050 £ 0,001) ns.

3.2.2 PromoFluor 488 Premium und CF®488A

PromoFluor 488 Premium (PF-488P) ist ein Farbstoff der Firma PromoCell. Er ist, wie an
der Struktur in Abbildung 3.9a zu sehen, ein Xanthenderivat und kann aufgrund seiner spek-
tralen Ahnlichkeit als Substitut fiir AF-488 eingesetzt werden. Die Fluoreszenzlebensdauer
betragt (4,346 + 0,003) ns und die Summenformel lautet:

C30 Hag N5 O14 53

Das Molekulargewicht des maleimidmodifizierten Farbstoffs betrigt 799,74 gmol ™! bei
einem Extinktionskoeffizienten von 73000 M~ ! cm™!. Die in Abbildung 3.9b dargestellten
Spektren in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) zeigen ein Absorptionsmaximum bei
490 nm. Das Emissionsmaximum liegt bei 516 nm und weist somit eine Rotverschiebung
von 26 nm auf. Die Loslichkeit in Wasser oder Methanol betrigt bis zu 10 mgml~—!, wobei
die Quanteneffizienz in PBS bei 0,896 liegt.

CF®488A (CF-488A)% ist ein griiner Fluoreszenzfarbstoff fiir die 488 nm Laserlinie. Der
Hersteller wirbt mit einer Helligkeit, die mindestens der des AF-488 entsprechen soll.
Gleichzeitig weicht die Gesamtladung des CF-488A mit —3 vom AF-488 mit einer Ladung
von —3,94 bei einem pH von 7,4 ab [163]. Das Spektrum ist in Abbildung 3.9c dargestellt
und besitzt ein Absorptionsmaximum bei 490 nm und ein Emissionsmaximum bei 515 nm.
Der Extinktionskoeffizient betrigt 70000 M~ em ™! bei einem Molekulargewicht von etwa
1036 gmol ! und einer Fluoreszenzlebensdauer von (4,136 4- 0,003) ns. Die Struktur von
CF-488A wird vom Hersteller nicht freigegeben, weshalb diese in Abbildung 3.9 nicht zu

finden ist.

8 Im urspriinglichen Patent sind alle Farbstoffe der CF®-Familie cyaninbasiert (CF — cyanine-based fluorescent
dyes). Allerdings sind seitdem auch Farbstoffe die nicht cyaninbasiert sind in die Familie der CF®-Farbstoffe
aufgenommen worden, weshalb die urspriingliche Bezeichnung irrefithrend ist und nur noch in ihrer
Kurzform genutzt wird.
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Abbildung 3.9: Strukturformel und Spektren der PF- und CF-Farbstoffe

(a) PF-488P zeigt eine aromatische Ringstruktur &hnlich zum AF-488 und ist hier als NHS-Ester-
Derivat dargestellt. (b) Das Absorptionsspektrum liegt im cyanen Bereich und besitzt ein Maximum
bei 490 nm. Das Emissionsmaximum liegt bei 516 nm. Die Rotverschiebung des Emissions- zum
Absorptionsmaximum betriagt 26 nm. (c) Das Absorptionsspektrum von CF-488A liegt im cyanen
Bereich und besitzt ein Maximum bei 490 nm. Das Emissionsmaximum liegt bei 515nm. Die
Rotverschiebung des Emissions- zum Absorptionsmaximum betragt 25 nm.

3.2.3 Sulfo-Cyanin 3 und Sulfo-Cyanin 5

Die Cy®-Farbstoffe der Firma GE Healthcare Bio-Sciences Ltd. gehoren zu der Gruppe
der Cyanine. Wie die Namen Cy3® und Cy5® bereits vermuten lassen, wird beim Blick
auf die Strukturen in Abbildung 3.10a und Abbildung 3.10c deutlich, dass es sich bei
den Farbstoffen um ein Trimethincyanin (drei Methineinheiten) bzw. ein Pentamethincya-
nin (fiinf Methineinheiten) handelt. Cyanine zeichnen sich haufig durch relativ schmale
Absorptionsbanden und einen hohen molekularen Extinktionskoeffizienten aus, wobei die
Quanteneffizienz von der Anzahl der Methineinheiten und dem Losungsmittel (insbesondere
auch dessen Viskositét) abhédngt [164, 165]. Die in dieser Arbeit verwendeten Cyaninfarb-
stoffe sind zwecks einer besseren Wasserloslichkeit ohne Hilfslosungsmittel sulfoniert und
mit einer NHS-Ester-Gruppe funktionalisiert, welche nach langerer Lagerung in wassriger

Losung keine Reaktivitdt mehr aufweisen sollte.

Die Struktur des in der Arbeit verwendeten Sulfo-Cyanin 3 (sCy3) ist in Abbildung 3.10e

dargestellt. Es hat ein Molekulargewicht von 735,80 gmol™! und ist ein Analogon zum
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Abbildung 3.10: Strukturformeln und Spektren der Cyaninfarbstoffe

(a) Die Struktur von Cy3 mit drei Methineinheiten ohne Sulfogruppe. (b) Das Absorptionsspektrum
von Cy3 liegt im griinen Bereich und besitzt ein Maximum bei 555 nm. Das Emissionsmaximum
liegt bei 565 nm. Die Rotverschiebung des Emissions- zum Absorptionsmaximum betrdgt 10 nm.
(¢) Struktur von Cy5 mit fiinf Methineinheiten ohne Sulfogruppe. (d) Das Absorptionsspektrum
von Cyb liegt im roten Bereich und besitzt ein Maximum bei 649 nm. Das Emissionsmaximum
liegt bei 665 nm. Die Rotverschiebung des Emissions- zum Absorptionsmaximum betrigt 16 nm. (e)
Struktur von sCy3. (f) Struktur von sCyb5.

Cy3® NHS-Ester, wobei der Extinktionskoeffizienten 162000 M~ cm™! bei 548 nm betrigt.
Das Emissionsmaximum liegt bei 563 nm und die Quanteneffizienz ist mit @@ = 0,1 relativ
niedrig. Die Fluoreszenzlebensdauer betriagt (0,17 £ 0,01) ns. Die {iblichen Anregungslaser-
wellenldngen liegen bei 488 nm und 532 nm, womit es sich als Alternative fiir zum Beispiel
Alexa Fluor® 546 (AF-546), Alexa Fluor® 555 (AF-555), Tetramethylrhodamine (TRITC)
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und DyLight™ 550 (Dy-550) eignet. Die Summenformel lautet:

C34 H3g N3 Na O10 S2

Das um zwei Methineinheiten gréBere sCy5 ist ein Analogon zum Cy5® NHS-Ester und
hat bei 646 nm einen Extinktionskoeffizienten von 271000 M~! cm ™. Die Quanteneffizienz
betragt @ = 0,28 bei einer Fluoreszenzlebensdauer von (0,86 & 0,03) ns und einem Emis-
sionsmaximum bei 662nm. Das Molekulargewicht des in Abbildung 3.10f dargestellten
Farbstoffes betrigt etwa 777,95 g mol~! und die iiblichen Anregungslaserwellenléingen liegen
bei 633nm und 647 nm, womit es sich als Ersatz fiir zum Beispiel AF-647 und Dy-650

eignet. Die Summenformel lautet:

C36 H4o N3 Na O19 S2

3.2.4 Photoprotektive Additive

Die Erhohung der Photostabilitét eines Fluoreszenzmarkers, kombiniert mit einem hohen
Photonenfluss, ist in vielen Anwendungen wiinschenswert. Ein typischer Ansatz ist die Zu-
gabe von Additiven, die als Loscher unerwiinschter photophysikalischer Prozesse fungieren.
Dabei kénnen diese protektiven Gruppen entweder kovalent an den Fluorophor gebun-
den in das zu untersuchende System eingebracht werden, obgleich hier auf unerwiinschte
Singulett-Loschung geachtet werden muss [166, 167]. Oder sie werden dem Losungsmit-
tel zugegeben, womit aufgrund der konzentrationsabhéngigen mittleren Entfernung der
Stoffe Elektronentransferiiberginge unwahrscheinlicher werden, aber alle in der Losung
vorhandenen Farbstoffe betroffen sind bzw. die zu untersuchende Umgebung beziiglich
des Additiv-Einflusses verdndert sein kann. Dabei gibt es viele Untersuchungen der Wir-
kung unterschiedlicher Additive auf das Leucht- und Blinkverhalten von Fluorophoren in

Einzelmolekiilexperimenten [41, 42, 116].

HO O O

||
+ h-v(+O0O H
OH v (+02) DN 0

o) O / “coon

[/

Trolox UV-Licht (Sauerstoff) Trolox-Chinon

Abbildung 3.11: Umwandlung von Trolox zu Trolox-Chinon

Die Oxidation mittels ultravioletten Lichtes (und Sauerstofl), fithrt zu einer Umwandlung von
Trolox zu Trolox-Chinon [168]. Die Umwandlung kann durch gezielte Photooxidation iiber einige
Minuten, oder durch die Wechselwirkung mit Umgebungslicht und molekularem Sauerstoff in der
Lésung iiber mehrere Stunden stattfinden.
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Das in dieser Arbeit verwendete Vitamin E-Derivat 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-
2-carbonsdure (Trolox) wurde zusammen mit einem enzymatischen Sauerstofffanger-Sys-
tem [152] erstmals von Rasnik, McKinney und Ha [41] als effektives Additiv zur Verringerung
der Blinkrate und Erhéhung der Photostabilitét des Fluorophors Cy5 beschrieben. Trolox ist
wasserloslich und ein starkes Antioxidans mit einem Molekulargewicht von 250,29 g mol !

und der Summenformel:

C14Hig Oy

Es fithrt durch einen Elektronenaustauschmechanismus (siehe Abschnitt 2.2.4.1) zu einer
Reduktion und somit effektiven Loschung von Triplettzustanden [41, 169, 170]. Die (Photo-)
Oxidation von Trolox kann, wie in Abbildung 3.11 dargestellt ist, unter anderem abhéngig
von der Polaritat des Losungsmittels zur Formung eines Trolox-Chinons fithren [41, 43,
168, 171-173].

Geméf Abbildung 2.9 fiihrt dies zu einer Oxidation reduzierter Zustdnde des Farbstoffes
(kr--s,), die zum Beispiel durch vorhergehende Elektronentransferreaktionen aus dem
Triplett (k%¢), oder Photoionisation entstanden sein kénnen. Dabei spielt der in Ab-
schnitt 2.2.4.2 besprochene molekulare Sauerstoff eine wichtige Rolle. Er kann zu einer
Loschung der Triplettzustande fithren, dadurch aber auch in den hochreaktiven Singulettzu-
stand Oz (1A,) iibergehen und so zu irreversiblen Bleichreaktionen fithren. Daher fiihrt die
Desoxygenierung der Losung bei einer gleichzeitigen Zugabe einer Kombination aus reduzie-
rendem und oxidierendem System (ROXS, wie z. B. Trolox und Trolox-Chinon) zu einem
deutlich verminderten Blinken und Photobleichen der meisten organischen Farbstoffe [41,
43, 172, 174].

3.2.5 Immobilisierung von thiol-reaktiven Farbstoffen

Bei der Immobilisierung auf einem Deckglas (High Precision, (170 & 5) pm, Carl Roth) ist
aufgrund des geringen Intensitétssignals der einzelnen Molekiile, das Hintergrundsignal des

Glases aufgrund von Verunreinigungen oder die Autofluoreszenz der genutzten Puffer und

\/O\/Si/\/\NHz H%O\/i\O/H
OO0
/7 TN\ n

(a) Strukturformel von APTES (b) Strukturformel von PEG

Abbildung 3.12: Strukturformeln von APTES und PEG

(a) APTES ist eine farblose Flissigkeit mit aminartigem Geruch und wird zur Herstellung einer
positiv geladenen, reaktiven Oberflache der Deckgliser genutzt. (b) PEG ist ein Polymer mit variabler
Kettenlidnge und dient der Verbindung der NHS- und SH-Gruppen. Es wird zur Funktionalisierung
des silanisierten Deckglases eingesetzt.
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anderer eingesetzter Chemikalien von besonderer Bedeutung. Typische Wege die Deckgléser
zu reinigen, sind entweder die Behandlung mit Schwefelsdure und Wasserstoffperoxid
oder die Reinigung durch Kaliumhydroxid und Ultraschall [175, 176]. In dieser Arbeit
wurde aufbauend auf der Masterarbeit von Rénnau [177] vorgegangen und eine alternative
Reinigungsmethode durch mehrstiindiges Brennen der Deckglédser (min. 3h) bei hohen
Temperaturen (450 °C bis 500 °C) genutzt [178].

Die Oberflichenaktivierung wurde durch eine Silanisierung mittels des in Abbildung 3.12a
dargestellten (3-Aminopropyl)triethoxysilan (APTES) zur anschliefenden Kopplung von
NHS modifizierten Verbindungen durchgefiihrt und ist in Abbildung 3.13 dargestellt. Da
die Qualitit der Silanschicht, aber auch der folgenden Passivierung der Oberfliche und
Kopplung von Farbstoffen von vielen Parametern abhéngt [179-184], wurde in Zusammen-
arbeit mit Ronnau ein Protokoll anhand seiner Masterarbeit erarbeitet, das in Anhang D.2
(Seite XLII) detailliert nachzulesen ist.

Die Oberfliche wird mittels einer NHS-Polyethylenglycol (NHS-PEG) und NHS-PEG-SH
Losung in 50 mM 3-(N-Morpholino)propansulfonsdure (MOPS) mit einem pH von 7,5
behandelt, mit hochreinem Wasser gespiilt und anschlielend in einer Vakuumkammer
getrocknet. Die Farbstoffkopplung erfolgt nach kurzer Inkubation mit 1 mm Tris(2-carboxy-
ethyl)phosphin (TCEP) und Spiilen mittels PBS (bzw. dem genutzten Farbstoffpuffer).
Dazu wird die Farbstofflosung (50 pM bis 100 pM) fiir mindestens eine Stunde inkubiert
und das Deckglas anschlieend mit PBS gewaschen.
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Abbildung 3.13: Immobilisierung von Farbstoffen am Deckglas

Die durch Wasserkontakt hydrolysierten APTES-Molekiile werden zuerst durch Wasserstoffbriicken-
bindungen am Glas gehalten und durch darauf folgende nukleophile Angriffe auf die Silanolgruppe
iiber Siloxanbindungen gebunden. Das NHS-PEG-SH kann nun unter Abspaltung der NHS-Gruppe
eine Amidbindung eingehen und somit das Deckglas mit Thiolgruppen funktionalisieren [177].
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3.3 Monte-Carlo-Simulation

Die in Zusammenarbeit mit Zickmantel entwickelte Monte-Carlo-Simulation bildet Energie-
niveaudiagramme in der Form eines gerichteten Multigraphen ab. So kann zum Beispiel das
in Abbildung 2.5 und Gleichung (2.36) dargestellte Drei-Niveau-System mit drei Knoten
fir die elektronischen Zustande (Sp, S1, T1) und finf bzw. sechs (unter Einbezug der Phos-
phoreszenz) Kanten fiir die ratenbehafteten Uberginge eines Molekiils abgebildet werden.
Die Schwingungsrelaxationen werden dabei in den Simulationen im Rahmen dieser Arbeit
vernachlissigt und nicht simuliert. Da im Verlauf dieser Arbeit kein besonderer Fokus auf
die Anisotropie und entsprechende Korrelationsanteile gelegt wird, wird die Rotation der
Dipolemitter ebenso vernachlissigt. Ein anschlieSendes Traversieren des Graphen fiihrt zu

Einzelphotonensignalen des simulierten Molekiils.

Die Simulation besteht aus einzelnen Modulen, die entweder physikalische Probleme in
Form einer Gleichung bearbeiten, oder informationstechnische Aufgaben (zum Beispiel das
Speichern eines Fluoreszenzphotons) iibernehmen. Die Simulation wird iiber das JavaScript
Object Notation (JSON)-Datenformat angesprochen, was eine simple Kommunikation iiber

eine Vielzahl von Wegen erméglicht.

In Abbildung 3.14 ist exemplarisch die fiir LabVIEW entwickelte Benutzeroberfliche zu
sehen, die tiber eine Transmission Control Protocol (TCP)-Verbindung mit dem Simulations-
Server kommuniziert. Eine direkte Steuerung iiber die Kommandozeile oder Jupyter Note-
books kann ebenso stattfinden. Im Folgenden werden einige physikalische Zusammenhénge,

die in der Simulation mit Hinblick auf die vorliegende Arbeit eine Rolle spielen, vorgestellt.

diffusion | focus | photophysics | settings | 3D Picture diffusion | focus | photophysics | information
diffusionControl diffusion server values
diffusion_coefficient coerdinate_output to port 5 P
A . s
1E10 [mazys coordinate () difLarge
increment collision_output  to port
;jm? . collision -} » diffusion_coefficient coordinate_output
experiment time  seed Y *——"‘l } = X TE-10 mayss dinate
A i ! . —
os IS ¢ BEE ® } ..:CE,;..“.,. col lslm\‘_‘n b
| z portcolision
radius half_height ! s ==l =
;j1 - 'Dh [ L 2 experiment_time seed
04 . 2,5486E+9
set diffusion values  get diffusion values radits half_height
Locd Active Component 3 um 3 um
Diffusion
Component creati
name create
difLarge
TCPdatastream_port
0
TCPdatastream_address stop
Server Control

User Centrol

Abbildung 3.14: Bedienoberfliche des Simulators in LabVIEW

Das Programm kommuniziert iiber eine TCP-Verbindung mit dem Server. In der Mitte ist eine
schematische Darstellung der gewéhlten Fokusparameter, des Simulationsvolumens und der Mo-
lekiilzahl zu sehen. Links kénnen neue Einstellungen vorgenommen und an den Server gesendet
werden, wobei rechts die aktuellen Serverparameter angezeigt werden.
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3.3.1 Diffusion

Nach dem zweiten Fick’schen Gesetz lasst sich die Selbstdiffusion eines Teilchens anhand sei-
ner zeitlichen und rdumlichen Wahrscheinlichkeitsverteilung P, die durch einen konstanten

Diffusionskoeffizienten D verkniipft sind, als

— = DV?P (3.2)

schreiben. Die Losung von Gleichung (3.2) liefert unter der Randbedingung, dass sich das
betrachtete Teilchen zum Zeitpunkt ¢ = 0 am Ort r befindet, also

Tlggo P(rt)=0 (3.3a)
P(rit=0)=4(r) (3.3b)

gilt, die Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion zum Zeitpunkt ¢ in der Form:

1 r?
P(rt) = - 3.4
(rs) Wexp( 202> , (34)
mit ¢ = v/2Dt. Die Diffusion folgt also einer Gauflschen Normalverteilung, sodass die

mittlere quadratische Verschiebung in drei Raumdimensionen

(r?) = (2 +y? + %) = 6Dt (3.5)

betragt. In der Simulation wird entsprechend die Verteilungsfunktion fiir die eingestellte
Diffusionszeit ausgewertet und eine darauf basierende Positionsdnderung in z, y und z

bestimmt.

3.3.2 Anregungs- und Detektionsfunktionen

Die hier vorgestellten Funktionen kénnen als Anregungs- oder Detektionsfunktion genutzt
werden. Sie dienen zur Beschreibung einer Anregungs- oder Detektionskante und sind
Beispielhaft in Abbildung 3.15 dargestellt. Abhéngig von vorgegebenen Parametern wie der
Wellenléinge des betrachteten Lichtes oder Fokusparametern wie dem 1/e2-Intensitéitsabfall
in axialer und lateraler Richtung wird fiir die Position des betrachteten Molekiils die
Anregungsfunktion ausgewertet. Sie ergibt mithilfe des molekularen Absorptionswirkungs-
querschnittes o nach Gleichung (2.32) die Anregungsrate der entsprechenden Kante. Im
Fall der Detektion kann die Funktion als normierte Wahrscheinlichkeitsfunktion ausge-

wertet werden und gibt so direkt die Wahrscheinlichkeit der Detektion eines Photons
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Abbildung 3.15: Vergleich der Anregungs- und Detektionsfunktionen

Die Intensitat des elektrischen Feldes® nach Gleichung (3.18) bei einer Fokussierung durch ein
Wasserimmersionsobjektiv mit einer NA von 1,2 (fyax = 64,5°) bei 488 nm ist in (d) dargestellt.
Die Strahltaille betrdgt wyy, = 249nm und w, = 637nm. Das Einsetzen dieser Groflen in die
Gleichungen (3.6), (3.7) und (3.12) fithrt zu den Intensitétsverteilungen fiir den (a) 3D-Gauf} fg,
(b) GauB-Strahl fas und (c) 3D-GauB-Strahl fag.

“ Betragsquadrat der Feldkomponenten |E|?> = E* - E. Siehe auch Gleichung (2.27).

an einem bestimmten Ort an. Die Simulationskomponenten sind in der Form modular
gehalten, sodass eine zusédtzliche Funktion implementiert werden kann, oder eine beliebi-
ge Nach- und Vorbearbeitung der Daten moglich ist. So ist zum Beispiel das Speichern
vorberechneter Anregungs- und Detektionsfunktionen moglich, sodass fiir Simulationen
bei gleichen Anregungs- und Detektionsparametern die entsprechenden Funktionen nicht

erneut berechnet werden miissen.

3.3.2.1 Gaufindherung

Die einfachste, in Abbildung 3.15a dargestellte, Beschreibung des betrachteten Volumens

ist durch ein einfaches dreidimensional gaufiférmiges Volumen der Form

2 2 2
2 (s
- €

Wa wy wy

fa(z,y,2) = (3.6)

TWgWy
gegeben. Wie bereits in Abschnitt 2.4 erwahnt, basiert die grundlegende Diffusionsanalyse
auf einer Molekiildetektionsfunktion, die einem dreidimensionalen Gauf§ entspricht. Im
realen Experiment kann die tatsdchliche Form allerdings aufgrund photophysikalischer
Zusammenhénge (zum Beispiel durch Sattigung) und optischer Aberrationen (zum Beispiel

durch unterschiedliche Brechungsindizes oder Astigmatismus) abweichen [53].

Im allgemeinen ist die Beschreibung der Anregung mit einem parallelen Strahl, dessen

Intensitit gauBverteilt und achsensymmetrisch ist und bei dem die paraxiale Niaherung®

¥ Linearisierung der Tangens-Winkelbeziehung zur optischen Achse, woraus eine Einschrinkung auf Systeme
mit geringer Divergenz folgt.
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gilt, durch die in Abbildung 3.15b dargestellte Funktion

_212+y2

fos(z,y,z) = (5?5))26 w(z)? (3.7)

gegeben. Eine genauere Herleitung dieser Beziehung ist in Anhang A.2 (ab Seite V) zu

finden. Das transversale Profil w(z) ist mithilfe der Rayleighlidnge zr = ww%yn/ Aex als

w(z) = wayy |1+ (z>2 (3.8)

ZR

bestimmt. Zusatzlich kann der Einfluss einer sphéarischen Blende mit dem Radius rp), durch

Tph 2

-2

Rpn(z) =1-e€ (w"h(z)> (3.9)
betrachtet werden [185, 186]. Dabei gibt wpy, den Radius des Strahls an der Blendenposition,

analog zu Gleichung (3.8), durch

N\ 2
wpn(2) = Wiy | 1+ <Z> (3.10)

/
“R

an. Die gestrichenen Variablen bezeichnen die bildseitigen Koordinaten!® und fithren zu

einer Amplitude von:

2

l—exp|—2——®b
2 Xemz’
Rph(Z) o wl'y_‘_(ﬂ-nw/zy) (3 11)
w(z)2 Aexz )2 '
( ) wﬂ%y + (ﬂnw;>

Eine weitere Moglichkeit zur Bestimmung der fokalen Volumina kann auch durch eine
entlang der optischen Achse projizierte gaufiformige Amplitude geschehen. Dabei fallt die
in Abbildung 3.15c dargestellte Funktion

exp (-2(2)°)

2
wxy

fac(@y,2) = mjz -exp { —2 (z)2 + (x2 + y2) : (3.12)

xy Wy

"In Luft (Brechungsindex n’ = 1) bezeichnet zf; die Rayleighlinge mit dem bildseitigen Radius wy,
und die axiale Koordinate 2’ lautet nM? (L + L) z/ (L + L, — (nM2 + M) z), mit der Tubuslénge
L + Ly, dem Immersionsmedium n und der VergréBerung M. Der bildseitige Radius w},, ist dabei durch
WayM (L + Ly) / (L + L, — (nM2 + M) z) gegeben.
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in allen drei Raumrichtungen gauf3férmig ab und ist auf einen konstanten Energiestrom
in der x,y-Ebene normiert. Der 1/e?-Abfall in ,y ist dabei durch Wgy und in z durch w,

gegeben.

3.3.2.2 Beschreibung durch elektrische Feldkomponenten

Zur Bestimmung des elektrischen Feldes im Fokus eines optischen Systems kénnen die
in Abschnitt 2.1.2 gemachten Beobachtung genutzt werden. Dabei soll hier darauf hinge-
wiesen werden, dass die folgende Definition der Achsen und Richtungen in der Literatur
unterschiedlich wiederzufinden ist. Zwar fiihrt eine Anderung wie zum Beispiel die Drehung
des Koordinatensystems um 90° im Bezug auf das qualitative Ergebnis keine Rolle. Doch
die Bezugspunkte der verwendeten Begrifflichkeiten (wie parallel und orthogonal) und
die Winkelfunktionen &ndern sich. Fiir eine bessere Lesbarkeit der folgenden Gleichungen,
und da in groflen Teilen der betreffenden Literatur diese Konvention vorzufinden ist, wird

anstelle eines Pfeils iiber dem Vektor @ der Fettdruck a als Vektordarstellung gewéhlt.

Die unter Gleichung (2.28) zusammengefassten elektrischen Feldkomponenten kénnen
mithilfe der expliziten Angabe des Polarwinkelintegrals bei der Betrachtung des vollen

Azimuts als

27 Omax —sin  cos ¢
E(r)= / do / dfsin b &(0,¢) EgvVcosl exp | ik | —sinfsing | - r (3.13)
0 0 cos

geschrieben werden. Wobei 0p,,x durch die numerische Apertur des Objektivs (siehe Glei-
chung (2.57)) gegeben ist und &é(6,¢) den gesamten Polarisationsvektor in Abhéngigkeit

des Radial- und Azimutalwinkels in der Form

&(0,6) = &) (&) &0) + &1 (81 - &) (3.14)

beschreibt. Dabei gibt €y den Vektor der orthogonal zu z (optische Achse, vergleiche
Abbildung 2.2) einfallenden Polarisation an. Die azimutalen und radialen Vektoren sind
daher durch

—sin ¢ cos ¢
éH = COS ¢ 5 éJ_ = sin¢ (3.15)
0 0

gegeben. Unter Betrachtung des Polarwinkels wird der Radialanteil &€, (im Gegensatz zum

Parallelanteil &) in der Form
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cos 6 cos ¢
€1 proj. = | cosfsin¢ (3.16)

sin 6

auf die Gesamtpolarisation projiziert. Das fithrt nach Gleichung (3.14) zu einem Polarisati-

onsvektor &(6,¢), der aus den orthogonalen und parallelen Anteilen gemaf

8(0,0) = & (8 80) + &1 proj. (81 - &0)

—sing cos 0 cos ¢ (3.17)
= cos¢ | (—sin(¢)X+ cos(¢)y) + | cosfsin¢ | (cos(d)X + sin(¢)y)
0 sin 6

besteht. Einsetzten in Gleichung (3.13) fithrt zu:

9 Oumax —sin¢ (- Sin(ef))f( 0s(¢)¥)
E(r) = / do / do cos ¢ (—sin(¢)R + ( )¥)

0 0 0

cos B cos ¢ (cos(¢)X + sin(¢)¥)
+ | cos @ sin ¢ (cos(P)X + sin(4)y) (3.18)
sin 0 (cos(¢)X + sin(¢)y)
—sin 6 cos ¢
-sinfvcosf - Ey -exp | ik | —sinfsing | -r
cos

Die Losungen dieser Gleichung unter Betrachtung des gesamten Integrals ¢ sind bereits in
Abschnitt 2.1.2 in den Gleichungen (2.28) und (2.29) gegeben.

An dieser Stelle soll unter Beibehaltung der Formulierung von Gleichung (3.18) eine
zusitzliche Grenzfliche!' an der Position z = zy betrachtet werden. Diese fithrt zu einer

Brechung um einen Winkel % in der Form:
Y = arcsin (nl sin 0) . (3.19)
n2

Mit den fresnelschen Formeln, die die Reflexion und Transmission einer ebenen Welle an

einer Grenzflache beschreiben, kann der Reflexions- und Transmissionsgrad polarisations-

1 Bei unterschiedlichen Brechungsindizes (n2 # n1) der zu durchlaufenden Medien. Wie z. B. bei einem
Deckglas aus Quarzglas ne = 1,46 und Wasser als Immersionsmedium n; = 1,33.
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abhéngig bestimmt werden. Fiir s- und p-polarisierte Wellen in Dielektrika verschwindet

der komplexe Anteil des Brechungsindexes, sodass die Transmissionsfaktoren

217 cos 6
ts = tH =

ni cos 0 + ny cos P
_ 2sincos b
~ sin (6 + 1)

(3.20)

und

2n1 cos 0

ng cos f + nq cos Y
B 2 sin 1) cos 0

 sin (0 + 1) cos (6 — 1)

(3.21)

lauten. Nun wird die Wellenzahl k£ und der Radialanteil &, in Abhéngigkeit vom Brechungs-

winkel 1) geschrieben, sodass

ng
ky =k~ 3.22
=k (3.22)
und
€oSs 1) cos ¢
€. proj.p = | cossing (3.23)
sin ¢

gilt. Gleichung (3.18) kann nun um die Betrachtung einer Grenzfliche zu

2 Omax

Br) = [ d¢ [ dsingveosd (86)(& - 80) + &Lt (6L -20))
0 0
— sin 1 cos ¢ 0 (3.24)
- Epexp | thy | —sinysing | -r — 0 20 ,
cos cos 1) — cos

bzw. ausgeschrieben zu
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21 O —sin ¢ (—sin(¢)% + cos(¢)§)
E(r)= / do / do | ¢ | cos¢(—sin(¢)k + cos(¢)¥)
0 0 0

cos ) cos ¢ (cos(@)X + sin(@)y)
+t 1 | costsin ¢ (cos(¢)X + sin(d)y) (3.25)

sin ) (cos(¢)k + sin(4)¥)

—sin 1 cos ¢ 0
-sinfvcosOEgexp | thy | —sinysing | - —iky 0 20
cos Y cos ) — cosf

erweitert werden und ist in Abbildung 3.15d dargestellt. Da zur Auswertung der elektri-
schen Feldkomponenten geméf Gleichung (3.18) bzw. Gleichung (3.25) das numerische
Losen des Azimut- und Polarwinkelintegrals notig ist'2, steigt die Rechenzeit der Simula-
tionen entsprechend an. Im direkten Vergleich der Anregung- und Detektionsfunktionen
in Abbildung 3.15 ist zu erkennen, dass die geometrischen Zentren aller Funktionen gut

iibereinstimmen und die gréfiten Unterschiede in den Randbereichen auftreten.

2 Mithilfe der analytischen Losung bei vollem Azimut nach Abschnitt 2.1.2 nur das numerische Losen des
Polarwinkelintegrals.
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Die quantenmechanische Beschreibung der Interaktion des in Abschnitt 2.2.3 eingefiihrten
Drei-Niveau-Systems mit einem Laserfeld einer bestimmten Frequenz, fithrt zu einem
Hamilton-Operator der Wechselwirkung fiir Frequenzen in der Nédhe der molekularen
Dipoliibergédnge. Unter Vernachlédssigung schnell oszillierender Terme (Drehwellennidherung
[187]) kann das System mithilfe optischer Bloch-Gleichungen in Form einer Dichtematrix
geschrieben werden [188-191]:

011 = (kic + krad) 022 + krscoss + QR (021 — 012) (4.1a)
022 = — (kic + kisc + krad) 022 — 1Qr (021 — 012) (4.1b)
. . 1 .

012 = {ZAw - TJ 012 + iR (022 — 011) (4.1c)
033 = kisco22 — krscoss - (4.1d)

Wobei die diagonalen Matrixelemente p;; die Populationen und die Nicht-Diagonalelemente
0;j mit i # j die kohirenten Uberlagerungen der Zustinde beschreiben. Die Rabi-Frequenz
Or = d-E /h gibt die Stirke der Wechselwirkung des eingestrahlten Laserfeldes E mit
dem Molekiil beziiglich des Ubergangsdipolmoments d vom Grundzustand So in den
angeregten Zustand S; an. Die Verstimmung Aw ist durch die Differenz der Winkelfrequenz
des Lasers und des Molekiils gegeben und T3 gibt die Dephasierungszeit des Ubergangs
012 an. Bei Raumtemperatur in Losung werden in Néherung! nur die Diagonalelemente
der Dichtematrix ohne stimulierte Emission betrachtet, womit das System ausreichend
gut durch die Besetzungswahrscheinlichkeiten der elektronischen Zusténde S;(t), T;(t)

beschrieben wird [192]. Diese vereinfachte Beschreibung wird im Folgenden genutzt, um

! Aufgrund schneller elastischer Kollisionen mit Losungsmittelmolekiilen (~10fs), die zu einem raschen
Abfall der Kohérenz fiihren.
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das Verhalten der betrachteten Systeme im Rahmen der Korrelationsanalyse zu bestimmen.
Dafiir werden Anpassungsfunktionen und Ratenzusammenhéinge aus dem bereits erwdhnten

Drei-Niveau-System und aus komplexeren Modellen hergeleitet und analysiert.

4.1 Anpassungsfunktion des Drei-Zustand-Modells

Das in Abbildung 2.5 dargestellte und mittels der Dichtematrixelemente in Gleichung (4.1)

beschriebene Gleichungssystem unter Vernachléssigung der nicht-diagonal Elemente lautet:

4 [ = So(t) —kexSo(t) + (kic + Frad) S1(t) + kuscT1(t)
1 | e =51(t) | = kexSo(t) — (kic + kisc + kraa) S1(t) . (4.2)
o33 = T1(t) krscS1(t) — kuscTi(t)

Die stationdre Losung fiir dieses Differentialgleichungssystem ist in Abbildung 4.1a darge-
stellt und lautet unter der Annahme, dass die Gesamtpopulation der Niveaus Sg, S; und
Ty der Menge aller moglichen Molekiilzustédnde entspricht und zum Fluoreszenzzeitpunkt

t = 0 fiir die Besetzung des Grundzustandes Sg = 1 gilt:

_ (k1c + kisc + kraa) kusc
So = ) (4.3a)
kexkisc + (kex + kic + kisc + krad) krsc
kexkrISC
S, = : 4.3b
' kexkisc + (Kex + kic + kisc + krad) kusc (4.30)
kexk
T exMSC . (4.3¢)

" kexkisc + (kex + kic + kisc + krad) Frisc

Geméf Hitbner und Basché [192] ldsst sich anhand der stationdren Losung fiir die Si-
Besetzung aus Gleichung (4.3b) die mittlere molekulare Fluoreszenzemissionsrate R des
Systems unter niedriger und hoher Anregung beschreiben und liefert mithilfe der Quan-
teneffizienz @y (siche Gleichung (2.35b)) und R = Si - kpaq:

kic + kisc + krad

R =Py 1+ klc+k]1€s§+kmd + ’frIIsScCJj ’ (4.4a)
k k k
mit lim R = Py 1o+ Iskclsj rad (4.4b)
X 1+ krisc
mit kex < krad chx<<krad = Pp - kex . (4.40)

Der von der Anregungsrate abhingige Verlauf der Fluoreszenzemissionsrate lautet unter
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(a) Besetzungsdichten nach Gleichung (4.3)  (b) Fluoreszenzemissionsrate entsprechend der
Gleichungen (4.4) und (4.5)

Abbildung 4.1: Mittlere Besetzungsdichte und Fluoreszenzemissionsrate

(a) Die Besetzungsdichte des gesamten Singuletts (schwarz) nimmt entsprechend der Summe des
Singulett-Grundzustands Sy (grau, Gleichung (4.3a)) und angeregten Singulettzustands S; (grau
gestrichelt, Gleichung (4.3b)) mit steigender Photonenflussdichte bzw. Anregungsrate ab und die
Besetzungsdichte des Tripletts (rot) entsprechend Gleichung (4.3c) zu. (b) Dargestellt ist die mittlere
molekulare Fluoreszenzemissionsrate R (rot, Gleichung (4.4a) bzw. Gleichung (4.5)) mit der oberen
Grenze bei hohen Anregungsraten (schwarz) geméf Gleichung (4.4b) und dem linearen Verhalten
bei niedrigen Anregungsraten (schwarz gestrichelt) entsprechend Gleichung (4.4c). Die Raten der
Darstellungen in (a) und (b) lauten: ky,q = 224 MHz, k¢ = 19MHz, kisc = 0,29 MHz, sowie
krsc = 0,26 MHz.

Angabe einer farbstoffabhéngigen Sattigungsrate, die den Anstieg des Sattigungsverlaufes

charakterisiert, wie folgt:

1
R=Roor
Fex (4.5)
(kic + kisc + kraa) kuisc

mit kgt =
sat kisc + kisc

Dabei steigt die Fluoreszenzemissionsrate, wie in Abbildung 4.1b dargestellt, bei niedrigen
Anregungsraten linear nach Gleichung (4.4c) und séttigt bei hohen Anregungsraten gegen
ein Maximum geméf Gleichung (4.4b) (vgl. auch Abbildung 2.12). Das erreichbare Ma-
ximum sowie der Verlauf der Sattigungskurve hingen von unterschiedlichen Faktoren ab.
So zeigen sich zum Beispiel Unterschiede im Sattigungsverhalten zwischen der Anregung
mittels eines Dauerstrichlasers zu einer gepulsten Anregung, und sogar Abweichungen in

der Rotationsdiffusionszeit konnen einen Einfluss haben [193, 194].

Bei der Betrachtung einzelner Molekiile kann nach Gleichung (2.76) aus der Amplitude
der Korrelationskurve auf die mittlere Anzahl der Teilchen N im beobachteten Volumen
geschlossen werden. Ublicherweise sollte fiir ein Einzelmolekiilexperiment die Wahrschein-
lichkeit, mehr als ein Molekiil im Fokus anzutreffen, moglichst minimiert, NV also sehr
klein gewéhlt werden. Ein kleines N von zum Beispiel 0,2 fithrt nach Gleichung (2.67)

jedoch zu einem zu 82 % der Beobachtungsdauer leeren Beobachtungsvolumen und einer
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somit erhohten Messzeit. Andererseits betridgt die Wahrscheinlichkeit, zwei Molekiile im
Beobachtungsvolumen anzutreffen, bei einem N von 1 bereits 18 % (drei Molekiile noch
6 %), womit die der Messinformation zugrundeliegende Heterogenitét durch Uberlagerungen
der Einzelsignale eingeschrankt wird. Dieses fiihrt zu einer vom Experiment abhidngigen
Wahl der optimalen mittleren Molekiilzahl im Beobachtungsvolumen? und dazu, dass die
gemessene Fluoreszenzrate um diesen Betrag korrigiert werden muss. Diese korrigierte,
mittlere Fluoreszenzemissionsrate je Molekiil wird im folgenden molekulare Helligkeit (MB

— molecular brightness) genannt. Sie lasst sich analog zu Gleichung (4.4a) als

MB = ndp - ‘f"’sf;;l (4.6)
¢sat

schreiben (siche Anhang B.2 ab Seite XI fiir eine ausfiihrliche Herleitung). Dabei gibt o
den molekularen Wirkungsquerschnitt geméfl Gleichung (2.34) und ¢ die anregungsseitige
Photonenflussdichte entsprechend Gleichung (2.33) an. Wobei n die Detektionseffizienz des
Mikroskops charakterisiert und abhéngig vom Objektiv, den gewéhlten Filtern, Linsen und

Detektorelementen einen Wert zwischen 0 und 1 annimmt.

Die bereits in Abschnitt 2.4 eingefiihrte, von der Triplettbesetzung bestimmte Uberlagerung
des Leuchtverhaltens durch zusétzlichen Fluktuationen bei kurzen Zeiten (us), fithrt zu
einem zusétzlichen Term in der Korrelation. Die entsprechende Triplett- Anpassungsfunktion
Gr(7) lautet mit Hilfe der stationdren Losung in Gleichung (4.3c), geméf Gleichung (2.86)
und mit kg = ko + krsc + krad:

kexkisc
(kex + kO) krISC

Gr(r) = el (4.7)

Die Triplettzeit ergibt sich aus einer langeren Rechnung, auf die an dieser Stelle verzichtet
werden soll. Der explizite Losungsweg fir das zeitabhéngige System und somit auch den
zeitlichen Verlauf der Triplettfluktuationen ist in Anhang B.3 (ab Seite XIV) aufgefiihrt.
Die Triplettzeit ist dabei durch Gleichung (B.24c¢) durch

o — ( kexk)ISC + k >_1 (4 8)
T kex + kIC + krad HIse '

gegeben. Um die Abhéngigkeit der beobachteten Interkombinationsvorgéinge von der
Anregungsintensitiat bzw. der sich daraus ergebenden Anregungsrate ke, darzustellen,
koénnen die Gleichungen (4.7) und (4.8) iiber eine apparente Interkombinationsrate kjdo

mittels

280 ist z. B. bei smFRET-Messungen gerade die Heterogenitét der Probe von Bedeutung, wohingegen bei
Bleichexperimenten die mittlere Abnahme der Fluoreszenzintensitiat von Interesse ist.
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kapp T
GT(T):TISCB ™ + 1
rISC (49)

. —1
mit 7 = (k?spg + krISC)

ausgedriickt werden. Die apparente Interkombinationsrate k?gg ist dabei durch

k -1

kS = kiso (1 - Sat) (4.10)
Kex

gegeben. Die Séttigungsrate kg stimmt fiir Gleichung (4.8) durch die in der Herleitung

vollzogenen Néherungen (sieche Anhang B.3) nicht vollstdndig mit der in Gleichung (4.7)

dargestellten Form tiberein, kann aber durch die Lebensdauer 79 = 1/kg, welche in folgendem

Zusammenhang mit der Triplett-Quantenausbeute

_ kisc _ kisc
kic + kisc + Frad ko

Oy (4.11)
in Verbindung steht, approximiert werden. Daher wird unter der Voraussetzung, dass
kic + kraq > kisc gilt, in den nachfolgenden Gleichungen das Rundungszeichen (=) an den
entsprechenden Stellen genutzt. Die Triplett-Anpassungsparameter nehmen somit folgende

verdnderte Form im Vergleich zu Gleichung (2.88) an:

. . T kisc < 1 >_1
Triplett-Amplitude A = —— = 1+ ——— , 4.12a
P P TTIoT T kaso T0PTSo-1 ( )
TN A
Triplettzeit 71 =~ | kysc + kisc <1 + ) . (4.12Db)
T0¢0-So—>1

Entsprechend ist der Triplettanteil 7 durch

kisc
kisc + krsc (1 + +>

7—0¢USOA1

T:

(4.13)

gegeben.

4.1.1 Sub-Poisson-Statistik — Antibunching

Zusétzlich zum bisher betrachteten Triplett-Blinken treten bei kurzen Zeiten, typischerweise
im Bereich von Nanosekunden, zusétzliche Fluktuationen der Fluoreszenzintensitit auf.

Diese Fluktuationen werden im Gegensatz zum Bunching (von englisch bunch — Anhdufung),
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Abbildung 4.2: Antibunching in der Korrelationsfunktion

Die zeitlichen Liicken zwischen den Emissionsereignissen eines Molekiils fiihren zu einem Abfall
der Korrelationsfunktion bei kleinen Zeiten. Nach Gleichung (4.15b) setzt sich die beobachtete
Abfallzeit unter Abwesenheit von Triplettzustdnden lediglich aus der Fluoreszenzlebensdauer
70 = 1/ko (vgl. Gleichung (2.35a)) und der Anregungsrate ¢os,_, zusammen. In (a) sind simulierte
Korrelationsfunktionen mit einer Lebensdauer von 6,4 ns bei fiinf unterschiedlichen Anregungsraten
mit der jeweiligen Anpassung (dicke Linien) nach Gleichung (4.16) dargestellt. (b) zeigt die Werte
der Anpassungsfunktion in Abhéangigkeit von der Anregungsleistung. Dabei sinkt die Antibunch-Zeit
7a (rote Rechtecke) mit steigender Anregungsleistung. Die diinnen Verbindungslinien der Punkte
dienen der Ubersicht und haben keine physikalische Bedeutung.

welches die Korrelation von Photonenereignissen einer thermischen Lichtquelle geméfl der
Bose-Einstein-Verteilung beschreibt, als Antibunching bezeichnet und entstehen durch die
»Wartezeiten* zwischen einzelnen Emissionsereignissen eines Molekiils [130, 195-200]. Es
sollte erwahnt werden, dass die Interkombinationsvorgéinge in der Einzelmolekiilbetrachtung
ebenfalls zu einem Bunching fiihren, das mit der Abfallrate kr = 1/7p mit 7p geméaf

Gleichung (4.8) charakterisiert werden kann.

Die zeitlichen Liicken des Antibunchings werden durch die in Gleichung (2.35) definierten
Lebenszeiten beschrieben und fithren zu einer Abweichung der gemafl Gleichung (2.67)
eingefiithrten Poissonverteilung. Dabei wird bei der Betrachtung des Antibunchings auch
von einer Sub-Poisson-Verteilung und beim Bunching von einer Super-Poisson-Verteilung
gesprochen, was verdeutlichen soll, dass die auftretende Varianz beim Antibunching kleiner
und beim Bunching grofer als bei einer reinen Poisson-Verteilung ist [201]. Der Umstand,
dass der zeitliche Abstand zweier Photonen eines Molekiils zur Abnahme der erwarteten
Varianz des Fluktuationssignals bei kurzen Zeiten fithrt, ist in Abbildung 4.2 dargestellt
und verursacht in der FCS-Analyse eine Abnahme der Autokorrelationsfunktion (AKF)

geméaf:

T

GA(T) =Axe A& . (4.14)

Analog zur Bestimmung der Triplettparameter ist die explizite Herleitung dieser Zusammen-
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hénge in Anhang B.3 (ab Seite XIV) zu finden. Die Amplitude A5 und die charakteristische
Abfallzeit des Antibunchings 75 sind entsprechend der Gleichungen (B.24b) und (B.28)
mit kg = kic + kisc + kraq durch

1

TOQbUSoﬂl

N\ —1 k;
Antibunch-Amplitude Ap = (1 — T) 14 kISC (1 n
rISC

>_1 . (4.15a)

—1
1 —1
Antibunch-Zeit 7 = | ko + ¢os,., — kisc <1 + ) (4.15b)
T0POSo_

bestimmt. Die in Gleichung (2.87) aufgestellte Korrelationsfunktion kann nun im Zeitbereich
der Fluoreszenzlebensdauer unter Einbezug der Antibunching-Anpassungsfunktion G (1)
nach Gleichung (4.14) in der Form

G(1) =14+ Gp(7) (Gp(1) — Ga(T))

-1 71/2 T T
- 1+A<1+T> <1+SQT> (1+ATe‘¥ —AAe‘i)
™ ™

(4.16)

geschrieben werden.
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4.2 Anpassungsfunktionen erweiterter Zustands-Modelle

Wie anhand der Gleichungen (4.13) und (4.15) erkennbar ist, zeigt die eingestrahlte Photo-
nenflussdichte ¢ einen direkten Einfluss auf die in der FCS-Analyse bestimmten Parameter.
So kann eine Messreihe von niedrigen Anregungsleistungen im Bereich weniger pW bis
zu Anregungsleistungen von einem oder mehr mW zur Bestimmung der photophysika-
lischen Parameter genutzt werden, indem die aus der jeweiligen Messung extrahierten
Werte mithilfe der vorgestellten Gleichungen angepasst werden [202, 203]. Bei diesen hohen
Anregungsleistungen kénnen Intensitdten im Fokus des konfokalen Mikroskops im Bereich
von mehreren hundert kW cm™2 entstehen, wodurch eine erhéhte Wahrscheinlichkeit fiir die
konsekutive Absorption eines Photons in einem bereits angeregten elektronischen Zustand,
wie in Abbildung 4.3 dargestellt ist, resultiert [204, 205].

Obgleich Effekte wie die induzierte Emission von Photonen aufgrund der schnellen Schwin-
gungsrelaxation in den S;-Grundzustand vernachléssigt werden [206], konnen diese hoher
angeregten Zustdnde zum einen zu erhohten Bleichraten in polaren Losungsmitteln [207—
210], und zum anderen zu einer Anderung der beobachteten Fluoreszenzintensitéit und den
damit verbundenen, aus der FCS-Analyse bestimmten, abweichenden photophysikalischen

Parametern fithren [211].

Das in Abbildung 4.3 dargestellte Energieniveautermschema beinhaltet entsprechend héher
angeregte Singulettzustdnde S, und hoéher angeregte Triplettzustdnde Ty. Die Anregung

erfolgt aus dem jeweils energetisch niedriger liegenden angeregten Zustand {iber die Raten

i iksn_ﬂ Friscy T,
. kr, .. EkTMl
s T

S LTI YT FETERYEPERTERY FYETER TR ERY IR ER

Ersc -
rac

So

Abbildung 4.3: Energieniveautermschema mit hoher angeregten Zustinden

Die konsekutive Absorption eines Photons aus einem bereits angeregten Zustand S; bzw. T,
fiihrt zu einem hoher angeregten elektronischen Zustand S, bzw. T,,. Die durchgezogenen Linien
kennzeichnen strahlende und direkt photonisch angeregte Vorginge. Waagerechte gepunktete Linien
stehen fiir iso-energetische Konversion. Die Desaktivierung mittels vibronischer Relaxation ist der
Ubersicht halber nicht dargestellt.
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4.2 Anpassungsfunktionen erweiterter Zustands-Modelle

ks,., bzw. kr, .. und kann analog zum Drei-Zustand-Modell (siche Abschnitt 2.2.3) tiber
eine Interkombination mit der Rate kigc, bzw. kisc, oder interne Konversion kg

an%l
in hoher angeregte Zustdnde aus dem Grundzustand und direkte Emissionsraten aus hoher

bzw.

n—1

in den niedrigsten angeregten Zustand relaxieren. Dabei sind direkte Anregungsraten

angeregten Zustanden in den Grundzustand im Rahmen dieser Betrachtung vernachlissigbar
klein und daher nicht dargestellt: Zum einen werden keine Anregungsenergien verwendet,
die eine direkte Anregung hoherer Zustiande verursacht. Zum anderen verhalten sich die
meisten fluoreszenten organischen Molekiilen geméfl Kashas Regel (siehe Abschnitt 2.2.3)

und emittieren lediglich aus dem ersten angeregten Singulettzustand S; [57].

Abweichungen von diesem Verhalten sollen in der vorliegenden Arbeit nicht explizit be-
trachtet werden. Es soll aber an dieser Stelle auf das Vorhandensein solcher Abweichungen
und im Zusammenhang damit auf das Review von Demchenko, Tomin und Chou [212] und
dabei insbesondere die Betrachtung anomaler Emission und Emission aus héher angereg-
ten Zustidnden, die zum Beispiel in dem Review von Itoh [213] zusammengefasst werden,

verwiesen sein.

Das in Abbildung 4.3 dargestellte Energieniveautermschema kann in Form eines Differenti-

algleichungssystems notiert werden, wobei die Phosphoreszenzrate kyy, vernachlissigt wird,

und lautet:
So = —kexSo + (k¢ + Eraa) S1 + EuascT1 (4.17a)
S1 = kexSo + (—kic — kisc — kraa — ks, ,) S1 + ks, Sn + kusc, T (4.17b)
Ty = kiscS1 + (—kusc — ko) Tr + ko, Ta (4.17¢c)
Sn = ks,_,S1 + (—kisc, — ks,_,)Sn (4.17d)
Th = kisc,Sn + b1, T1 + (—kusc, — k1,.,) T (4.17e)

Unter der Annahme, dass die interne Konversion aus einem hoher angeregten Zustand Sy,
T, in den jeweiligen darunterliegenden angeregten Zustand S,_j, T,—1 den gegeniiber der
Interkombination zwischen den elektronischen Zustdnden kigc, und kysc, dominierenden
Prozess ausmacht [214-217], also kg

gleichungssystem aus Gleichung (4.17) vereinfacht ohne die Interkombination zwischen

kr, ., > kisc,, kusc, gilt, kann das Differential-

n—1?

hoheren elektronischen Zustidnden als

So = —kexSo + (k¢ + krad) S1 + kascT1 (4.18a)
S1 = kexSo + (—kic — kisc — krad — ks,.,) S1 + ks, Sn (4.18b)
Tl = kiscS1 + (—kasc — kryo,) T1+ ko, T (4.18¢)
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Sn = kSl—»nsl - ksn—vl
Ty = kr, . T1 — kr

Sn (4.18d)
(4.18e)

n—»l

geschrieben werden. Die Betrachtung der Besetzungen ohne diese Vereinfachung ist aufgrund
ihrer unhandlichen Lange hier nicht aufgefithrt und findet sich fiir den radiativen Singulett
in Anhang B.2. Die sich daraus ergebenden Zusammenhénge und Gleichungen werden
im weiteren Verlauf mit dargestellt und kénnen in Analogie zu der Betrachtung ohne die

Interkombination zwischen hoheren elektronischen Zusténden nachvollzogen werden.

Fir das Gleichungssystem aus Gleichung (4.18) gilt mit der den angeregten Singulett
depopulierenden Rate kg = kic + kisc + kraa (vgl. Gleichung (2.35a)) und unter der

Annahme eines geschlossenen, stationdren Systems

So 0
d Sq 0
[So(t) +S1(t) + T1(t) + Su(t) + Tu(t)] =1 A T T:1=10 (4.19)
Sn 0
T, 0
fiir die Besetzung der jeweiligen Zustédnde:
= (]- —|— ex rISC (ksl—u] + ksn—vl) ijn—J + k’ISCkSn—d (k‘Tl—*H + an_}l)) ) - ? (4203)
kokiiscks, ., kT, -,
— ( k I‘ISC kSlﬂn + ksnal) an%l + klscksnﬂl (leﬂn + ani’l) ) o (4 20b)
kuscks, . kT, ., 7 '
_ (kokrISC krsc (kS1—>n + kSnal) an—»l + kISCkSn_>1 (le—n’l + an—»l))l (4 200)
kexkisc kiscks, 1k, 4 7 .
_ ( koksnél kasc (ki + ksuoi) k1o, + kiscks, . (Ar., + kTml))_l (4.20d)
kexksl_m k‘rISCkSI—»n an—J ’ '
(k‘okrlsc kr, .
k‘ekuSCkTp»n (4 208)
+ krISC (kslﬁn + ksnﬂl) k;Tnﬂl + kISCkSnﬁl (leﬂn + kTHHl) > - '
kiscks, . kT, .,

Die Modellfunktion fiir die molekulare Helligkeit lautet damit im Vergleich zum Drei-
Niveau-System (siehe Gleichung (4.6)):
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4.2 Anpassungsfunktionen erweiterter Zustands-Modelle

1 k k -
MB(¢) = n®p ( + 70 (1 4 B¢ ) + é70 (USbn L OTiaPisc ))
oS, krsc ks... kv, kasc
b 08y, (4.21)
=

’ TS oy, kisc
1+ & + $21908,., (ksi + )

1 kr, _k1sc

Die Herleitung und genaue Bezeichnung der Sattigungsterme ist in Anhang B.2 unter
Gleichung (B.11) zu finden. In Abbildung 4.4 ist das Verhalten der MB gegen die Anre-
gungsrate in Form einer Photonenflussdichte ¢ fiir den Fall eines Drei-Niveau-Systems und
eines Flinf-Niveau-Systems mit und ohne Interkombination aufgetragen. Es féllt auf, dass

die MB bei Systemen mit hoheren elektronischen Niveaus S;, T, ein Maximum der Form

MB(¢max) = "q’FUsOﬂ ¢sat1 \/@
2¢sat1 + \/@

. p -1 (4.22)
0,
= U‘I)Fko 1+ kISC +2 0'51%0 SO;;*IH )
r1SC Fspr | Py

n—1 n—1

bei einer Photonenflussdichte von

k -1/2
o = Tssatz — Vs (GS(M <asbn 4 ITiaNISC )> (4.23)

ks,.. k.. kasc

besitzt3. Dagegen nihert sich das Drei-Niveau-System asymptotisch dem Maximum

) k -1
lim MB(¢) = n®pos,_, deat, = n®rko (1 4 M50 ) . (4.24)
P00 kr1sc

Somit ist bei hohen Leistungsdichten im Fokus, ohne die Betrachtung zusétzlicher Prozesse,
wie zum Beispiel Diffusion, Rauschen, optischer Verzeichnungen oder Fluoreszenzléschung
und Photozerstorung (vgl. die Abschnitte 2.2.4, 2.3.1 und 2.3.3), ab einem Grenzwert
®max, von einem Abfall der Emissionsrate allein aufgrund der Besetzung héher angeregter

Zustinde auszugehen. Auch der Maximalwert der MB sinkt in Ubereinstimmung mit

Nikogosyan [208] aufgrund der verminderten Besetzungsdichte des S;-Zustandes.

Wird im Differentialgleichungssystem in Gleichung (4.17) die Interkombinationsrate aus
héheren Singulettzustdnden in den Triplett iiber kigc,, aufgrund der kurzen Aufenthalts-

dauern im S,, und einer dominanten Relaxationsrate aus dem héher angeregten Singulett Sy

3 Unter der Bedingung, dass ¢sat; > nProg,_; >0 A ((gf)satz > 4¢§at1 A ddsat; > 1) V (dsaty < 4(1)3&“ A
Psat; < ¢sat2)) gilt.
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Abbildung 4.4: Verlauf der MB als Funktion der Photonenflussdichte

In schwarz ist der Verlauf der MB des Drei-Niveau-Systems nach Gleichung (4.6), in rot der Verlauf
des Finf-Niveau-Systems ohne Interkombination hoher angeregter Zustinde nach Gleichung (4.21)
und in blau der Verlauf des Fiinf-Niveau-Systems mit Interkombination hoher angeregter Zustande
nach Gleichung (B.8) dargestellt. Die abgebildeten Parameter lauten n = 1, & = 0,9, og,., =
1-10710em?, dgar, = 1-10%s7 L em 2, dgar, = 1-10s72ecm™* und dgar, = 1-10°s 3 em 6.
Entsprechend liegt das Maximum des Fiinf-Niveau-Systems ohne Interkombination (rot) geméf
Gleichung (4.23) bei einer Photonenflussdichte von ¢yax = 1-10%°s7tem™2 und betriigt nach
Gleichung (4.22) MB(¢max) = 75 MHz. Das Drei-Niveau-System (schwarz) hingegen néhert sich
nach Gleichung (4.24) einem Maximum von 90 MHz.

in den S; iiber kg, _,, vernachléssigt, ergibt sich fiir die Besetzung des radiativen Singuletts

nach Gleichung (B.6)

kokusc (kasc, + kT,.1)
doT,_, kesc, + kasc (kasc, + kr,_1)
+o (O’soﬂ (kisc + kusc) (kasc, + kr,.,) + o1, kasc, (kic + Frad)
kusc (kasc, + k1,.,) + oo, ksc,

Sl = QSO—S()_.l

) (4.25)

g2 ( 0S0.10T; . (k1sc + krsc,) )} !
kwasc (kuasc, + kr,.,) + ¢oT,_, ksc,

was sich zu

¢or, _, kisc
S1=¢os,., | 1+ 1 - ko+¢os,., |1+ B
Fusc (1+ o=t ) HSC
UT —n
+ (k1 + kraa) = (4.26)
kasc (1+ piact)

-1

kisc IT1n
+¢2 USO"l (1 —|— k > 1 k,‘T
11SCn / ky1so (1 + ﬁ)
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umformulieren lasst. Mithilfe der radiativen Rate k;,q lautet die MB unter der Annahme

einer relevanten Riick-Interkombination aus hoheren Triplettzustdnden ky1sc, entsprechend

krad . ¢05041 (1 + ¢"€)

MB(¢) o (4.27)
k ¢ 32
0 1 + ¢sat1 ¢sat2
mit
O-Tlan
K= - . (4.28)
ksc (1 + —kTI’S‘gi)
Die Séttigungsschwellen sind dabei durch
_ kisc -1
¢sat1 = ko 0Sp_1 1+ 2 + (kIC + k'rad) K , (4.29&)
rISC
_ kisc -1
Psats = ko | 050, {1+ K (4.29Db)
kiisc,
gegeben. Die Anpassungsfunktion kann somit auch als
1 k kic + kra
MB(¢) = n®r (1 + ¢r) <¢U + 170 (1 + klsc + I(; d/@)
S()—>1 I"ISC SO—»I (430)

kisc -1
+¢7o | 1+ K
krisc,

geschrieben werden. Durch ¢« wird die Wahrscheinlichkeit beschrieben, nach der Anregung
in einen hoheren Triplettzustand diesen durch eine Riick-Interkombination in den angeregten
Singulett zu verlassen, und somit zu einer niedrigeren Triplettbesetzung und erhéhten
Fluoreszenzwahrscheinlichkeit zu fiihren. Dieses Verhalten wird in Abschnitt 5.2 genauer

besprochen.
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4.2.1 Simulation hoherer elektronischer Zustande

Die bisher betrachteten Zusammenhénge gehen von einer zeitlich und rdumlich konstanten
anregungsseitigen Photonenflussdichte ¢ gemafli Widengren, Rigler und Mets [202] aus.
Diffundieren die betrachteten Molekiile in Losung durch das konfokale Volumen (siehe
Abschnitt 2.4), ist die beobachtbare Fluoreszenz von der Position des Molekiils abhén-
gig. Verhélt sich die Fluoreszenzrate nicht geméafi Gleichung (2.33) linear proportional
zur Photonenflussdichte, weicht das effektive Beobachtungsvolumen von den Annahmen
in Abschnitt 2.4 ab und fithrt zu einer fehlerhaften Anpassung der Korrelation durch
Gleichung (2.87). Wie bereits in Abschnitt 2.3 und Abschnitt 3.3.2 dargestellt, folgt die
Fluoreszenz im Fokus eines Mikroskopobjektives mit hoher NA einem nichtlinearen Verlauf.
Molekiile, die den Fokus passieren, zeigen ein, besonders bei hohen Leistungen, nichtli-
neares Leuchtverhalten entsprechend der lokalen Photonenflussdichte geméafl der bisher

aufgefiihrten Zusammenhénge.

Dieses Verhalten kann mit der in Abschnitt 3.3 beschriebenen, im Rahmen der Arbeit
entwickelten Monte-Carlo-Simulationssoftware nachgestellt werden. In Abbildung 4.5 sind
die Fluoreszenzereignisse je Voxel (mit einem Volumen von 375yl) und Sekunde entlang
der Fokusebene (z = 0, Abbildung 4.5 links) und entlang der optischen Achse (z = 0,
Abbildung 4.5 rechts) aufgetragen. Die Simulationsparameter sind in Tabelle 4.1 dargestellt,
und die Fokusform ist durch Gleichung (3.12) gegeben und betréigt fiir die Anregung

Tabelle 4.1: Simulationsparameter verschiedener Energieniveaudiagramme

Die Molekiile diffundieren mit einem Diffusionskoeffizienten von 435 pm?s~! durch ein zylinder-
formiges Volumen. Die Anregungsfunktion ist durch eine, entsprechend der Energieflussdichte
normierte, gauBformige Verteilungsfunktion bestimmt (siehe Abschnitt 3.3.2, Gleichung (3.12)). Die
Fokusparameter lauten transversal wg, = 176 nm und axial w, = 655nm bei einer Wellenléinge von
488 nm. Die Detektion ist durch die Parameter wg, = 417nm und w, = 1222 nm gegeben.

€S0t krad kic kisc  kuasc
incmtm! in MHz in MHz
3-, 4-, 5-Niveau 55800 994,388 19,040 0,290 0,260
Eslﬁn ETlan ksnﬁl anal kISCn krISCn
inem vt in MHz in MHz
3-Niveau — — — — — —
4-Niveau — 55800 1000 — 0,260
mit T,
5-Niveau
ohne 1C, /115G, 55800 55800 1000 1000 —
5-Niveau 55800 55800 1000 1000 0,290 0,260
5-Niveau 55800 55800 4000 4000 0,290 0,260

hohere kg, /kr

n—1
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Abbildung 4.5: Simulierte Fluoreszenzereignisse im konfokalen Volumen

Links ist die Fokusebene (lateraler Schnitt) in z = 0 dargestellt. Rechts sind die entsprechenden
Schnitte entlang der optischen Achse (axialer Schnitt) in = 0 zu sehen. Die simulierten Parameter
sind in Tabelle 4.1 dargestellt und bilden ein (a,b) Drei-Niveau-System, (c,d) Vier-Niveau-System mit
hoheren Triplettzustinden, (e,f) Fiinf-Niveau-System ohne Interkombination hoherer Zustédnde und
(g,h) Fiinf-Niveau-System mit Interkombination hoherer Zusténde ab. Die dargestellten Abbildungen
zeigen die positionsabhéngigen Fluoreszenzereignisse bei einer simulierten Anregungsleistung von
2mW.
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(a) lateral (b) axial Gesamt-PSF nach Gleichung (2.64)
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(c) lateral (d) axial ausgewéhlte Fluoreszenzereignisse
x-Koordinate in nm z-Koordinate in nm
-400 -200 0 200 400 -1200 -800 -400 0 400 800 1200
=} o 140
o o
5 5 120
° ° 100 2
§ § 80

0
y-Koordinate in nm
0

y-Koordinate in nm
400 200

400 200

Abbildung 4.6: Erhohte Intensititen im Fiinf-Niveau-System

Die PSF im lateralen (a) und axialen (b) Schnitt. Die Anregungs- und Detektionsfunktion ist geméaf
Gleichung (3.12) bestimmt und in Anhang A.3 aufgefiihrt. Werden nur die Ereignisse der Voxel
des Fiinf-Niveau-Systems betrachtet, die eine hohere Photonenzahl pro Sekunde im Vergleich zum
Drei-Niveau-System aufweisen, so fillt auf, dass diese besonders im Randbereich auftreten.

Wy = 176nm, w, = 655nm, A = 488nm und fiir die Detektion w,, = 417nm, w, =
1222 nm. In den Abbildungen 4.5a und 4.5b ist die Simulation eines Drei-Niveau-Systems
(siehe Gleichung (4.6)), in 4.5¢ und 4.5d die eines Vier-Niveau-Systems mit hoheren
Triplettzustdanden (siehe Gleichung (4.30)), in 4.5e und 4.5f die eines Fiinf-Niveau-Systems
ohne Interkombination hoherer Zusténde (siehe Gleichung (4.21)) und in 4.5g und 4.5h die
eines Fiinf-Niveau-Systems mit Interkombination hoherer Zusténde (siehe Gleichung (B.8))

zu sehen.

Wie entsprechend Abbildung 4.4 und geméf der Gleichungen (4.6), (4.21), (4.30) und (B.8)
erwartet, sinkt die mittlere Photonenzahl je Sekunde und Voxel in den Simulationen
in Abbildung 4.5 von im Mittel 15,9 (Maximal 495) beim Drei-Niveau-System auf 15,0
(Maximal 425) beim Fiinf-Niveau-System ohne Interkombination und 13,2 (Maximal 302)
beim Fiinf-Niveau-System mit Interkombination. Aufféllig ist ein Absinken der Fluores-
zenzereignisse im mittleren Bereich des Fokus beim Fiinf-Niveau-System, wo die héchsten
Anregungsphotonenfliisse auftreten. Die Multiplikation der Anregungsfunktion mit der De-
tektionsfunktion ist in den Abbildungen 4.6a und 4.6b dargestellt (siche Anhang A.3 fiir die
separaten Funktionen). Bei einer zum Anregungsfluss proportionalen Fluoreszenzantwort
ware ein solcher Verlauf der Fluoreszenzereignisse zu erwarten. Das ist insbesondere bei der

Betrachtung der Fiinf-Niveau-Systeme nicht der Fall. Die Abbildungen 4.6¢ und 4.6d zeigen
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Abbildung 4.7: Relative Fluoreszenzintensitit in der Fokusebene

Dargestellt ist die Fokusebene (lateral, 2 = 0) des (a) Drei-Niveau-Systems, (b) Fiinf-Niveau-Systems
ohne Interkombination hoherer Zustinde und des (c¢) Fiinf-Niveau-Systems mit Interkombination
hoherer Zusténde. Die Photonenzahlen je Pixel sind iiber ein 3 x 3-Feld gemittelt und normiert.
Die Fluoreszenzphotonen des Drei-Niveau-Systems stammen primér aus dem Zentrum. Beim
Fiinf-Niveau-System (b) stammen sie teilweise und in (¢) hauptséichlich aus dem Randbereich der
Fokusebene.

einen lateralen und axialen Schnitt durch die simulierten Volumina. Es sind lediglich die
Voxel dargestellt, in denen mehr Fluoreszenzereignisse pro Sekunde im Fiinf-Niveau-System
(siehe Abbildungen 4.5g und 4.5h) als im Drei-Niveau-System (siehe Abbildungen 4.5a
und 4.5b) auftreten. Es fallt auf, dass Molekiile, die weiter entfernt vom Fokusmittelpunkt
diffundieren zu mehr Fluoreszenzereignissen fithren, als Molekiile im geometrischen Zen-
trum. Das ist auf eine geringere statistische Wahrscheinlichkeit, in einem nichtradiativen
Zustand zu sein (gleichbedeutend mit einer hoheren S;-Besetzungsdichte), zuriickzufiihren.
Somit bedingt das Vorhandensein hoherer Zusténde eine Verminderung der Fluoreszenz bei
steigender Anregungsleistung. Im Gegensatz dazu ist beim Vier-Niveau-System durch die
Wahrscheinlichkeit, bei hohen Leistungen den nichtradiativen Triplett {iber den radiativen
Singulett zu verlassen, die mittlere Photonenzahl je Sekunde und Voxel mit 16,2 (Maximal
537) erhoht. Dieses Verhalten wird detailliert in Abschnitt 5.2.1 besprochen.

Die beobachtete mittlere Fluktuation an einem Ort im beobachteten Volumen ist von
der durch die systembedingte PSF gegebene Verteilung der Anregungsflussdichte, die
ortsabhéngige Detektionswahrscheinlichkeit und die durch die lokale Molekiilkonzentration
und das Sattigungsverhalten gegebene Fluoreszenz bestimmt (siehe die Beschreibung der
zeitlichen Fluktuationen zu Gleichung (2.72) in Abschnitt 2.4). Dabei spielen unterschiedli-
che Parameter wie zum Beispiel der Unter- bzw. Uberstrahlungsfaktor (siche Abschnitt 2.3)
und die konfokale Lochblendengrofie und Position (siehe Abschnitt 2.3.2) eine Rolle und
werden in der Literatur ausgiebig besprochen [218-223]. Der Einfluss der Helligkeitsfunktion
auf das Beobachtungsvolumen ist in Abbildung 4.7 anhand der gemittelten relativen Photo-
nenverteilung in der Fokusebene (lateraler Schnitt) der unterschiedlichen Niveau-Systeme
bei gleicher Anregungsleistung dargestellt. Zu sehen ist, dass das Maximum im Zentrum

der Ebene beim Drei-Niveau-System (Abbildung 4.7a) verbreitert ist und im Fall des
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Fiinf-Niveau-Systems in Abbildung 4.7c zu einem kreisringférmigen Maximum wird. Eine
detaillierte Gegeniiberstellung der relativen Unterschiede des Leuchtverhaltens findet in
Abbildung C.1 (Seite XXII) statt.

4.2.2 Sattigung der AKF bei Mehr-Photonen-Prozessen

Zusitzlich zur Anderung der MDF durch die Séttigung des angeregten Zustandes (An-
regungsrate > Fluoreszenzlebensdauer) und des Triplettzustandes (Dunkelzeiten durch
Interkombinationsvorgénge), die zu einer effektiven Verbreiterung der Funktion fiithren [53,
221, 224-226], ist bei hohen Anregungsintensitidten geméfi Abschnitt 4.2.1 im geometri-
schen Zentrum ein weiterer Abfall vorhanden. Die Absorption zusétzlicher Photonen im
bereits angeregten Singulett- oder Triplettzustand verldngert die effektive Dunkelzeit der
Molekiile, was zu einer Abweichung der MDF von der einfachen 3D-Gaufifunktion (nach
Gleichung (2.74)) fithrt [211, 227]. Obgleich in den betrachteten Daten kein Photobleichen
einbezogen wurde, ist im Experiment von einer zusétzlichen Verstirkung der Abweichung
von der Gaufiform auszugehen, da nach Abschnitt 2.2.5 insbesondere die héher angeregten
Molekiile im Zentrum der Fokusebene wahrscheinlicher Bleichprozesse durchlaufen. Die
Anderung der ortsspezifischen Fluoreszenzantwort kann in die MDF und somit die iiber
die AKF vollzogene Mittelung einbezogen werden. Dazu wird die sédttigungsabhéngige
MDF in empirischer Naherung des in Abschnitt 4.2.1 beobachteten Verhaltens, als einfache

Differenz zweier achsensymmetrischer (w, = w,) Gaufifunktionen

2,.2 2 12+y2 2
72<sz2ﬁy +ﬁ) —2 < wsatZ +w:at2
Ip-e NvR wE) e T\ e (4.31)

formuliert. Im Vergleich zum 3D-Gaufl kann die Differenz-Funktion als

,2<x2+y2 + 22 ) 72( 12+y2 + 22 )
o.f w2 w2 o2 w2 o2w?2
MDF G (x,y,2) = e zy Wi/ —c-e pyWey  OEWE (4.32)

geschrieben werden. Dabei gibt ¢ das Amplitudenverhéltnis 11 /Iy und oy, sowie o, das
Verhiltnis der jeweiligen Breite w3y /ws,, und w$ /w, der GauBfunktionen in lateraler
und axialer Richtung an. In Analogie zu Gleichung (2.74) wird die Differenzfunktion
in Gleichung (4.32) ohne vorangestelltes I geschrieben, sodass die Darstellung auf eine
maximale Amplitude von Eins normiert ist. Wie in Abbildung 4.8 dargestellt ist, kénnen
so unterschiedliche, von einer Gauffunktion abweichende Verldufe der Gesamtfunktion
modelliert werden. Uber ¢ kann die reduzierte Amplitude A im Punkt z =y = 2z = 0
gemafl A =1 — ¢ bestimmt werden, und die Breiten 0., und o, geben die relative Grofie

des reduzierten Bereiches an.

Da lediglich die Form bei der Bestimmung der Korrelationsfunktionen von Bedeutung ist

(vgl. Anhang A.1 und Abschnitt 2.4), muss die Funktion nicht explizit auf die Fokusebene
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Abbildung 4.8: Differenz von Gaufifunktionen

Dargestellt sind Schnitte entlang der x-Koordinate durch die Fokustaille (y = z = 0) nach den
Gleichungen (4.32) und (4.34) mit w,, = 250nm, w, = 1000nm bei (a,c) unterschiedlicher
Amplitude ¢ und konstanter Breite o, = 0,5, 0, = 0,5 und (b,d) unterschiedlicher Breite o4y, 0,
und konstanter Amplitude ¢ = 0,5.

normiert werden. Fiir die Berechnung von Intensitatsprofilen ist ein Normierungsfaktor fiir
die Fokustaille allerdings notig, und kann als Amplitude analog zu den Gleichungen (3.6),
(3.7) und (3.12) in der Form

2
4= Tw? (1 — o2 -c) (433)

Ty Ty

geschrieben werden®. Die relative Abweichung vom 3D-Gaufprofil (siehe Gleichung (2.74))

kann daher durch

2 2 2 2 2 2
+ +
]- _2(zw29 _;'_1202) _2<0.12 wy2 +o.2zw2)
1 3 e Ty z —Cc-e Ty Y z7z (4.34)
— O - C
Ty

4 Der Ubersicht halber wird der Faktor I unterschlagen. Die gesamte Funktion lautet A - Iyt Iy MDFE’f.

87



Kapitel 4. Photophysikalische Modelle
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Abbildung 4.9: Anpassung mit Gau3- und Gau3-Differenz-Funktion

In (a) sind die lateralen Schnitte durch den Fokus (y = z = 0) aus den Abbildungen 4.7a und 4.7c
dargestellt. Die Anpassung mit einer Gauflfunktion nach Gleichung (2.74) mit einer Amplitude
A, fithrt beim Drei-Niveau-System (schwarz) zu einer guten Approximation des Profils, und zu
den Anpassungswerten von A = 0,84 + 0,01 und einer Breite von w,, = (271 + 4) nm. Beim Fiinf-
Niveau-System (rot) hingegen sind deutliche Abweichungen zu erkennen und die Anpassungswerte
lauten fiir die Amplitude A = 0,68 £ 0,02 und fiir die Breite w,, = (365 £ 14) nm. (b) zeigt den
lateralen Schnitt des Fiinf-Niveau-Systems mit dem Gaufifit (rot) im Vergleich zur Anpassung mit
der GauB-Differenz-Funktion (blau) nach Gleichung (4.34), die den Verlauf genauer anpasst und
mit einer aus dem Drei-Niveau-System vorgegebenen Breite von w,, = 271 nm zu einer Amplitude
von A = 1,20+ 0,02, ¢ = 0,73 £ 0,01 und dem Breitenparameter o = 0,57 + 0,02 fiihrt.

beschrieben werden. Wie in den Abbildungen 4.8c und 4.8d dargestellt ist, fiihrt das dazu,
dass bei einer Amplitude ¢ = 0 und/oder den Breitenparametern o = 0 und o = 1 keine
Abweichungen von der 3D-Gaufiform vorhanden sind. Dabei ist interessant festzustellen, dass
die hier gewéhlte Formulierung bei geeigneter Parameterwahl ebenso die Beschreibung eines
nur in z,y doughnutformigen Maximums, wie er bei der STED-Mikroskopie® iiblich ist, oder
durch ein Quadrieren der Formbeschreibung auch Séittigungsverldufe der Zwei-Photonen-
Mikroskopie abbilden kann [228, 229]. Werden nun die lateralen Schnitte des Drei- und
Fiinf-Niveau-Systems aus den Abbildungen 4.7a und 4.7c mit einer einfachen Gauf3funktion
nach Gleichung (2.74) und der in Gleichung (4.34) beschriebenen GauB-Differenz-Funktion
angepasst, ergeben sich die in Abbildung 4.9 dargestellten Werte. In Abbildung 4.9a sind
die einfachen Gaufanpassungen dargestellt, die beim Drei-Niveau-System (schwarz) gut
mit dem experimentellen Profil iibereinstimmen und beim Fiinf-Niveau-System (rot) dieses
nur unzureichend abbilden kénnen. In Abbildung 4.9b ist dem die Anpassung mittels
der Gauf3-Differenz-Funktion gegeniibergestellt. Diese gibt die Form des Leuchtverhaltens
wesentlich besser wieder und bildet den zentralen Bereich genauer ab. Abbildung 4.10 zeigt
die Konturlinien der Anpassungsfunktion tiber dem lateralen und axialen Schnitt durch
die Fluoreszenzereignisse aus den Abbildungen 4.5g und 4.5h und die 3D-Darstellungen
der sich daraus ergebenden MDF. Obgleich auffillt, dass die Anpassung entlang z die
Daten im Auflenbereich unzureichend anpasst, gibt sie das Leuchtverhalten im Zentrum
gut wieder. Zum Vergleich ist die Darstellung des Drei-Niveau-Systems mit einer einfachen
Gaufanpassung in Abbildung C.2 (Seite XXIII) dargestellt.

5 STED - Desaktivierung durch stimulierte Emission (stimulated emission depletion) [12]
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Abbildung 4.10: Gauf3-Differenz- Anpassung

Die Anpassung des (a) lateralen und (b) axialen Schnittes des Fiinf-Niveau-Systems mit In-
terkombination mit der GaufB-Differenz-Funktion nach Gleichung (4.34) fithrt zu der Breite
Wey = (260,3 + 3,4)nm und w, = (969,4 £ 2,8) nm, der lateralen Amplitude A}y = 172,6 0,4
und axialen Amplitude A, = 176,3 & 0,4, der Differenz-Amplitude ¢ = 0,763 &£ 0,003 und den
Breitenparametern o, = 0, = 0,55 £ 0,01. In der 3D-Darstellung in (c) und (d) ist zu erkennen,
dass das zu einer Absenkung des Maximums und einer doughnutférmigen Intensitdtsverteilung
fithrt.

Da die bisherige Definition der Anpassungsfunktion fiir die Korrelationsfunktion von einem
gauBformigen Volumen ausgeht (vgl. Abschnitt 2.4 und Anhang A.1), fiihrt die Abweichung
der Form zu einer fehlerhaften Anpassung der Korrelationsergebnisse. Die Berechnung der
um die Differenzfunktion nach Gleichung (4.32) korrigierten Diffusionskorrelationsfunktion

folgt Abschnitt 2.4, und kann mit dem nicht stationdren Term aus Gleichung (A.3) als

e

[/ MDF(r) MDF (¢') ¢~ 07— dV dV’
(f MDF(r) dV)?

: (4.35)

mit der Diffusionskonstanten D und der Korrelationszeit 7 formuliert werden. Dabei ist im
Zéhler die integrierte Konzentrationsfluktuation iiber alle Orte im beobachteten Volumen,

also die proportionale Signaldnderung bei der Bewegung des Molekiils von einem Ort r zu
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einem Ort r’ gegeben. Dies fiihrt zu:

P

/ MDFZ%/(r) - MDFZ/(r') - ¢~ 1r— AV dV”
12 2 22 332 2 22
/I ( (), ))
— e zy z —c-e zyWzy zWz
_2(z/2;y/2+%) _2(1/22+y2/2+ 22/22)
. e Wzy wz —c-e OryWzy zWz

_lo=e Pty P

D~ dv av’

(4.36)

[__ Dt _
4DT1+w? 2
= Drrdw? w? | L 4 62 g
Ty Uz 4D7'+w%y yeE

2 Dt Dt
(Umygzc\/ 4DT1+02w? 4\/§ 8D7+w?(1402) >:|

ADT + 03, w3, 8DT + w2, (1 + agy)

Der Nenner in Gleichung (4.35) gibt das tiber das Volumen integrierte, im Mittel beobachtete

Signal in der Form

o f 1-—- aiyazc 3 o
// MDF ' (2,y,2) de dy dz = Wﬂ?lumywz (4.37)

wieder. Die Diffusions-AKF fiir die MDF aus Gleichung (4.32) lautet somit:

GE(r) =

1 4D 2)~1/2
[( T—HUZ) —I—Ugyazc

2 2
(C)w3/2 (agyazc - 1) ADT 4wy,

(ngazc (4Dt + ang)‘m B 42 (8D1 +w? (1 + 0’2))_1/2 )]

ADT + 03 w3, 8D7 + w2, (1 + ng)
-1 1
1 4D 4DT\ "2
- S (1 + 2T> (1 + 27) : (4.38)
(C) w3/ 2w2 w, (ngazc - 1) Wa,y Wz

) aDr \ ' ADT\ "3
+ O'xyO'ZC cl1+ S 5 1+ )
Oy Wiy 0z Wy

-1 1
8D 8DT\ "2
V2 (1+02, + 27 <1+a§+ ;)
w:l‘,y wZ

Die Anderung in der AKF kann nun in Form einer Multiplikation der reinen 3D-Gauf3-
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Diffusions-AKF Gp(7) (vgl. Gleichung (2.75)) mit einem durch die Sattigungseffekte

gegebenen Korrekturterm G?¢(7) formuliert werden:

GH(7) = Go(r) - G™ (7)

1 4Dt 4Dt
=Gp(T) ——3 1+0§yazc<1+ 5 ) 1 5
(agyazc -1 Wiy wy
aDr \ ! ADT\ "3 (4.39)
o K e o (1 + 2)
OzyWiy oz W

1 1
D Dr\ "3

—4\/§<1+o—§y+8;> (1+o—§+8 ;) 2)]
w2, w2

Die Séttigung des Leuchtverhaltens fithrt somit zu der in Abbildung 4.11 dargestellten
Abnahme der Korrelationsamplitude. Diese entsteht durch einen apparenten Anstieg der
mittleren Molekiilzahl durch eine Vergréflerung des effektiven Volumens. In den Abbil-
dungen 4.11c und 4.11d ist der Korrekturterm G?¢(7) dargestellt. Dieser beschreibt die
relative Abweichung von der AKF mit steigender Amplitude ¢ und Breite ¢ und kann zu
einer Abnahme der Amplitude von iiber 20 % fiihren, da der negative Term (4v/2... in
Gleichung (4.39)) der bestimmende ist (sieche Abbildung C.3). Wird das autokorrelierte
Signal mit der Modellfunktion aus Gleichung (2.77) (3D-Gaufivolumen) angepasst, ergeben
sich die in den Abbildungen 4.11e und 4.11f dargestellten Werte. Es féllt auf, dass neben
der Amplitude der AKF auch der durch die Diffusionszeit nach Gleichung (2.88b) charak-
terisierte Anstieg der Korrelationskurve eine Verschiebung zu héheren Werten aufweist.
Wie aus den Anpassungsergebnissen und der Betrachtung in Gleichung (4.37) ersichtlich
ist, nimmt das Volumen im Vergleich zum einfachen 3D-GauB-Modell Vog = 73/ 2wgywz
(vgl. die Gleichungen (A.11) und (A.13a)) zu. Es folgt fiir das effektive Volumen unter

a,

Séttigungsbedingungen V.3 dem in Abbildung 4.12 dargestelltem Zusammenhang

(Ugyazc - 1)2

VO',C _
eff — 1
1+o02,0.c (—4\@ (1 + a:%y) (1+ O—g)fl/? + c)

Vg . (4.40)

Der Term vor Vg nimmt Werte von 1 bis 2,5 an und wird im Folgenden als Volumenfaktor
bezeichnet, da er zu einer entsprechenden Vergroflerung des effektiven Volumens in der
FCS-Analyse fithrt. Bei gleichen Breitenverhéltnissen o = 0, = 0, wird Gleichung (4.40)

zu:

2
Vo = (0%~ 1) Vg . (4.41)
1+ o3¢ (—4\/5(1 +02)732 4 c)
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Abbildung 4.11: Autokorrelationsfunktion der Diffusion

Die gesamte AKF geméf der Gleichungen (4.38) und (4.39) ist in (a) bei unterschiedlichen Amplitu-
den ¢ und konstanten Breiten o, und o, und in (b) bei unterschiedlichen Breiten und konstanter
Amplitude ¢ dargestellt. Die Abweichungen zur AKF bei einem 3D-GauBvolumen G/ (7) sind in
(¢) und (d) geméf Gleichung (4.39) abgebildet. Die mit der Amplitude ¢ und Breite o sinkende
Korrelationsamplitude fithrt nach Gleichung (2.77) zu (e) einem apparenten Anstieg der Molekiilzahl
und die Verschiebung der Anstiegszeit der Korrelation zu (f) einem Anstieg der Diffusionszeit. Die
Verbindungslinien der Punkte dienen der Ubersicht und haben keine physikalische Bedeutung.
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Abbildung 4.12: Effektives Volumen V" und Beobachtungsvolumen Vg**

Nach Gleichung (4.40) fithrt die Abweichung der MDF von der Gaufiform, abhéngig vom (a)
Amplitudenverhéltnis ¢ und (b) Breitenverhéltnis o, zu einem Anstieg des effektiv beobachteten
Volumens. Dabei sinkt dieser Anstieg bei hohen Breiten o ab, da die MDF sich wieder einer
Gaufiform anndhert, was im Konturdiagramm in (c) anhand der Isolinien gut zu erkennen ist.
AuBlerdem fallt auf, dass eine Amplitudendnderung im Vergleich zur Breite einen geringeren Einfluss
auf den Volumenfaktor hat. Das nach Gleichung (4.43) in (d) dargestellte Beobachtungsvolumen
V3¢ hingegen sinkt mit steigender Séttigung bzw. Amplitude ¢ und Breite o.

In Abbildung 4.12b ist zu erkennen, dass bei einem konstanten Amplitudenverhéltnis das
effektive Volumen ein Maximum anstrebt, welches bei niedrigen Werten ¢ gegen 0 bei einer
Breite o von etwa 0,718 liegt und bei hohen Werten ¢ gegen 1 bei Breiten ¢ von etwa 1 zu
finden ist. Der genaue Zusammenhang ist im Anhang C.1 (Seite XXI) in Abbildung C.4
dargestellt. Fiir das Beobachtungsvolumen Vg ist der Vergréflerungsfaktor nun im Vergleich

zur einfachen GaufBfunktion, die nach Gleichung (2.74)

2 2 2
4 +y _A'_L 3/2
VPG — / e ( way ) av ="y? (4.42)

g WeyW:

lautet, durch
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2 42
Vg,c _ / (MDFgf> dVv = VgDG . (1 + O'SC (_M\.g)w =+ C)) s (443)

gegeben®. Dies fithrt mit ausgeschriebenem Amplitudenverhéltnis ¢ = Iy /Iy, bei dem
Iy fiir die Amplitude der Anregung und I; die Amplitude der Differenzfunktion, die in
Abhéngigkeit von der Sattigungsleistung Ig durch I; = Iy — Ig gegeben ist, zu:

Ig

Ve =VEPE |1+ (4.44)

Es fillt auf, dass fiir ¢ = 0 und Is = Iy keine Anderung des Volumens auftritt (Vg “ =
Vé’DG), wohingegen im Grenzfall von o = 1 das Beobachtungsvolumen eine Anderung um
den Faktor I2/13 erfihrt.

Die gesamte Anpassungsfunktion kann nun mithilfe Gleichung (2.88) und unter der An-
nahme gleicher Breitenverhéltnisse o, sodass 0., = 0, gilt, geméf der Gleichungen (4.15)
und (4.16) als

G(1) =1+ GE(7) (Gr(7) — Ga(7))

1 = —2 !
(1—|—T> <1+SQT> " 4ot <c (l—i- 2T )
™D ™ o2

. (1—1-82 27 )_5_4\@(1_’_02_’_27)—1 (1+02+5227>—§>] (4.45)

o°TD ™ ™
e () e ()
: —exp|—— ) — ——=exp|——
1-T P iy 1-T P TA

geschrieben werden. In Abbildung 4.13 sind die leistungsabhéngigen Autokorrelationen

=1+

der Simulation eines 5-Niveau-Systems (letzte Zeile in Tabelle 4.1) dargestellt. Dabei sind
die detektierten Emissionsereignisse in den lateralen Fokusschnitten (z = 0) der jeweiligen
Korrelationskurve in Abbildung 4.13a zu sehen. Das Verhalten dhnelt dem in Abbildung 4.7
dargestellten Wechsel vom gauflférmigen Profil zu einer breiteren und letztlich kreisring-
formigen Verteilung. Werden die Korrelationen mit der einfachen Korrelationsfunktion
nach Gleichung (4.16) global angepasst, ergeben sich die in Abbildung 4.13a gezeigten
Kurven mit den in den Abbildungen 4.13c und 4.13d in schwarz dargestellten Werten
fiir die mittlere Molekiilzahl N und die Diffusionszeit mp. Die Anpassungsfunktion nach

Gleichung (4.45) beinhaltet dabei auch die Anpassungsterme der schnellen Fluktuationen

¢ Wobei die allgemeine Losung Viy*® = V5P . (1 + 02,0 (—4\/5 (1 + aiy)_l (1 + 03)_1/2 + c)) lautet.
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4.2 Anpassungsfunktionen erweiterter Zustands-Modelle
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Abbildung 4.13: Vergleich der Anpassungsfunktionen

Die Anpassung der Korrelationskurven eines 5-Niveau-Systems mit Simulationswerten nach Tabel-
le 4.1 (hohere ks, ., / kr,_,) nach dem Standard-3D-GauB-Modell entsprechend Gleichung (4.45)
fithrt zu den Kurven in (a) und der mittleren Molekiilzahl in (c¢) und Diffusionszeit in (d) (beide
schwarz). In (b) ist die Anpassung nach dem Gauf-Differenz-Modell dargestellt, die in (c¢) und (d)
rot dargestellt ist. Die iibrigen Korrelationswerte sind in Abbildung C.5 zu finden. Zusétzlich sind
die lateralen Fokusschnitte (z = 0) der detektierten Fluoreszenzereignisse in (a) dargestellt. Die
Verbindungslinien der Punkte in (c) und (d) dienen der Ubersicht und haben keine physikalische
Bedeutung.

(Triplettverhalten und Antibunching geméf Abschnitt 4.1). Die entsprechenden Parameter
sind im Anhang C.1 in Abbildung C.5 dargestellt.

Die mittlere Molekiilzahl und Diffusionszeit steigen wie erwartet aufgrund der mit der
Anregungsleistung grofler werdenden Abweichung der MDF von der 3D-Gauflform (vgl. die
Abbildungen 4.11 und 4.12). Die globale Anpassung der Korrelation nach Gleichung (4.45)
fiihrt zu den in Abbildung 4.13b dargestellten Kurven, die die simulierten Messwerte
ebenso gut abbilden wie die 3D-Gauf}-Anpassung in Abbildung 4.13a. Allerdings ist in den
Abbildungen 4.13c¢ und 4.13d in rot zu erkennen, dass unter Beriicksichtigung der nach
Gleichung (4.32) abweichenden MDF keine Anderung der mittleren Molekiilzahl und der
Diffusionszeit mit steigender Anregungsintensitét stattfindet. Das entspricht der intuitiven
Erwartung, dass die mittlere Anzahl der Molekiile lediglich von der Konzentration der
Fluorophore, sowie deren Diffusionsgeschwindigkeit vom Diffusionskoeffizienten und nicht

von der Anregungsleistung abhéngen sollte. Die tibrigen Korrelationswerte (wie die Satti-
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gungsparameter ¢ und o, sowie die Triplett- und Antibunching-Anpassungswerte) sind in
Abbildung C.5 zu finden und den Ergebnissen der Korrelationsanalyse nach Gleichung (4.16)
gegeniibergestellt.
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4.3 Zusammenfassung und Diskussion

Aus der Betrachtung der Ubergangsmatrix der intramolekularen Zustéinde entsprechend
Gleichung (4.1), konnte das in der Fluktuationsspektroskopie beobachtete zeitabhéangige
Leuchtverhalten fiir Drei-Niveau-Systeme iibereinstimmend mit der Literatur bestimmt
werden [192, 200, 202, 203, 230]. Hohere Singulett- und Triplettzusténde fithren analog zum
von Winckler und Jaffiol [211] bestimmten Verlauf der MB zu nichtlinearen Abweichungen
der Fluoreszenzantwort in Abhéngigkeit vom Ort des betrachteten Fluorophors. Bei hohen
Anregungsleistungen (>100kW cm~?2) resultieren Mehr-Photonen-Absorptionszyklen so in
einem Abfall der MB. Dariiber hinaus wurde das Fluktuationsverhalten in Hinblick auf
die schnelle Photophysik hergeleitet und in der Form von Anpassungsfunktionen formu-
liert. Dabei ist hervorzuheben, dass die Anderungen des Blinkverhaltens und des Abfalls
der MB ohne Photobleichreaktionen beobachtbar sind, die unabhéngig vom bekannten
und ausfiihrlich untersuchten Bleichverhalten unter Sattigungsbedingungen [40, 204, 231]

auftreten.

Mithilfe einer in Zusammenarbeit mit Till Zickmantel entwickelten Monte-Carlo-Simu-
lation konnte das Fluktuationsverhalten von Fluorophoren auf Grundlage einer modula-
ren Trennung der physikalischen Prozesse betrachtet werden. Im Vergleich zu fritheren
Simulationen [232-234] werden hier keine festen Zeitschritte und vordefinierten Wahr-
scheinlichkeitsmafle wie z. B. vorgegebene Quanteneffizienzen oder analytische Losungen
des Leuchtverhaltens benotigt, womit eine einfache Manipulation der Anregungs- und
Detektionsfunktion (siche Abschnitt 3.3), sowie des photophysikalischen Verhaltens des Flu-
orophors im Rahmen des in dieser Arbeit verwendeten Energieniveautermschema-Modells,
ermoOglicht wird. Die variable Betrachtung des komplexen Leuchtverhaltens konnte so auf
einer duflerst weiten Zeitskala von der Diffusion (~ ms) bis zum Antibunching (< ns)
stattfinden. Die Simulation hoherer Singulett- und Triplettzustinde resultiert bei der
Betrachtung der ortsspezifischen Fluoreszenzantwort in einer fehlerhaften Mittelung iiber
das effektive Volumen bei der FCS-Analyse unter Sattigungsbedingungen und fiihrt so zu

einer falschen Einschitzung der Diffusionszeit und der mittleren Molekiilzahl.

Zur Korrektur der beschriebenen Effekte wird eine empirische Naherung der Séttigungs-
MDF in Form einer GauB-Differenz-Funktion entwickelt, die bei entsprechender Wahl der
Parameter bzw. durch einfache Umformungen ebenfalls zur Beschreibung der Sattigungs-
funktion bei der STED- und Zwei-Photonen-Mikroskopie genutzt werden kann [228, 229].
Die bereits explizit untersuchten Sattigungseffekte der FCS in Bezug auf die Diffusion
geméf Enderlein et al. [235] bzw. beziiglich des Triplettverhaltens entsprechend Widengren,
Mets und Rigler [203] und Schénle et al. [236] konnen so im Bereich hoher Anregungsraten
erweitert werden. Dazu wurde aus der empirisch basierten MDF eine modifizierte Anpas-
sungsfunktion fiir die Autokorrelationsanalyse unter Sattigungsbedingungen hergeleitet
und beziiglich ihres Verhaltens bei unterschiedlicher Parameterwahl charakterisiert sowie

erfolgreich auf die simulierten Daten angewandt.
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Immobilisierte Molekiile

Entgegen der Messung einzelner, diffundierender Molekiile, bietet die Betrachtung immobi-
lisierter Farbstoffe einige Vorteile. So limitiert das Verhéltnis von Diffusion zu konfokalem
Volumen die effektive Beobachtungszeit nicht, was zu theoretisch beliebig langen Intensitéts-
zeitspuren einzelner Molekiile fithrt und somit Einblick in die grundlegende Heterogenitét
des Verhaltens bietet. Es ist moglich, die Photophysik auf der Grundlage der Statistik
eines Molekiils und nicht wie in Diffusionsexperimenten der Mittelung der Statistik vieler
einzelner Molekiile zu untersuchen. AuBerdem findet keine Uberlagerung von moglichen
kinetischen Prozessen im Diffusionsbereich der AKF statt, wodurch auch langsame Prozes-
se (im ms-Bereich) sichtbar werden. Zusétzlich ist die Betrachtung der in Abschnitt 4.2
aufgefiihrten Volumenmittelungen im Idealfall nicht nétig, da direkt die der Anregung
entsprechende Signalantwort (ohne eine relevante Verschiebung des Ortes und der damit

verbundenen Helligkeitsfluktuation) beobachtet werden kann.

5.1 Simulation und Analyse eines Drei-Niveau-Systems

Da bei der Analyse immobilisierter Molekiile der diffusive Signalanteil (vgl. Abschnitt 2.4)
verschwindet, kann das erhaltene Signal vollstdndig durch das in Abschnitt 2.2.3 definierte
Energieniveautermschema beschrieben werden. Dies fithrt zu Korrelationskurven, wie sie
in Abbildung 5.1 dargestellt sind. Zu sehen sind die Simulationen eines immobilisierten
Molekiils mit drei elektronischen Zustdnden im Laserfokus und der im Inset dargestellten,
entsprechenden MB! bei unterschiedlichen Leistungen. Der dargestellte Datensatz besteht
aus fiinfzig einzelnen Simulationen bei dquidistanten Anregungsleistungen von 1 pW bis
2mW bzw. Anregungsintensitéiten von 1,6 kW cm ™2 bis 3,2 MW cm~2 bei einer Wellenlinge
von 488 nm und einem lateralen Fokusparameter von w,, = 200 nm. Das jeweils betrachtete
Molekiil befindet sich im geometrischen Zentrum (z = y = z = 0) der Anregungs- und

Detektionsfunktion.

! Bei der Betrachtung eines einzelnen immobilisierten Molekiils entspricht das korrigierte Intensitéitssignal
direkt der MB (siehe Abschnitt 2.2).
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Abbildung 5.1: Simulierte Korrelationsfunktion immobilisierter Molekiile

Sechs beispielhaft ausgewéhlte, angepasste Autokorrelationsfunktionen der Simulation eines im-
mobilisierten Molekiils mit einem molekularen Absorptionswirkungsquerschnitt von og, , =
2,1-1072°m?2, einer radiativen Rate von kisa = 224,4MHz, der inneren Umwandlungsrate
kic = 19MHz, der Interkombinationsrate kigc = 290kHz und der Riick-Interkombinationsrate
kysc = 260 kHz. Mit steigendem Photonenfluss werden die Dunkelzeiten zwischen einzelnen Photo-
nen kiirzer (sieche Abschnitt 4.1.1, Antibunching) und fithren zu einem Abfall der Korrelationskurve
im Bereich von wenigen Nanosekunden. Gleichzeitig steigt der Triplettanteil und fithrt zu einer
erhohten Blinkrate und Amplitude der Korrelationsfunktion im Mikrosekundenbereich. Die im Inset
dargestellte MB steigt mit der Anregungsleistung gemifl Gleichung (5.1) (Anpassung in rot) und
nahert sich einem Maximalwert von 106 Photonen je Millisekunde. Jeder schwarze Punkt entspricht
hier einer Simulation bzw. Korrelationskurve, die nach Gleichung (4.9) und Gleichung (4.14) ange-
passt und ausgewertet ist (siehe Text).

Die Bestimmung der anregungsseitigen Photonenflussdichte aus diesen, dem realen Experi-
ment zugénglichen Groen, ist bei Gleichung (6.3) (Seite 128) zu finden. Die Simulation
findet auf Basis der Photonenflussdichten statt, die daher im Folgenden angegeben werden.
Dabei ist in Abbildung 5.1 klar ein Ansteigen der Korrelationsamplitude (und somit auch
des Triplettanteils), sowie eine Verschiebung des Abfalls der Korrelationsfunktion zu kiirze-
ren Zeiten mit steigender Anregungsleistung bzw. Photonenflussdichte zu sehen. Die MB

steigt anfangs linear und sattigt bei hoherer Anregung gegen einen Maximalwert ab.

Die molekulare Helligkeit in Abhéngigkeit von der anregenden Photonenflussdichte kann

nach Gleichung (4.6) mittels der Anpassungsfunktion

+ 70 (1 4 fasc ))_1 (5.1)

krisc

beschrieben werden. In der halblogarithmischen Darstellung in Abbildung 5.2 ist die globale
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Abbildung 5.2: Molekulare Helligkeit eines Drei-Niveau-Systems

Dargestellt ist der Anstieg der MB bei einem Drei-Niveau-System im immobilisierten Zustand mit
einer globalen Anpassungsfunktion in rot nach Gleichung (5.1). Die anregungsseitigen Photonen-
flussdichten entsprechen Anregungsleistungen von 1 pW bis 2000 pW bzw. Anregungsintensitidten
von 1,6 kW cm =2 bis 3,2 MW cm~2. Die Messwerte (schwarze Punkte) der simulierten transienten
Intensitdt nidhern sich dem durch Gleichung (5.2) bestimmten Maximalwert von 106 MHz. Die
Quanten- und Detektionseflizienzen stimmen mit den simulierten Werten iiberein und zeigen lediglich
Abweichungen im unteren Prozentbereich. Der im Inset dargestellte Verlauf der Antibunching-Zeit
fiir einen vorgegebenen molekularen Absorptionswirkungsquerschnitt (rot - Anpassung der Fluores-
zenzlebensdauer) und eine vorgegebene Fluoreszenzlebensdauer (blau - Anpassung des molekularen
Wirkungsquerschnitts) stimmt mit dem nach Gleichung (5.3) erwarteten Verlauf {iberein und fiihrt
mit einer Lebensdauer / einem molekularen Absorptionswirkungsquerschnitt von (3,95 + 0,01) ns
/ (2,34 £0,06) - 1072 m? zu einer Abweichung von 0,15ns / 0,24 - 1072° m? zum simulierten Wert
von 4,10mns / 2,10 - 1072 m2. Die globale Anpassung resultiert bei analog vorgegebenen Parame-
tern in einer Lebensdauer von (4,12 + 0,50) ns und einem molekularen Wirkungsquerschnitt von
(2,124 0,89) - 10729 m?.

Anpassung der Simulationsdaten mit drei Zustdnden dargestellt. Die simulierte radiative
Rate betragt kinq = 224,4 MHz und die nicht radiativen Raten der inneren Konversion
kic = 19 MHz und der Interkombination kigc = 290 kHz. Die Anpassungsfunktion liefert
fiir eine Fluoreszenzquanteneffizienz von ¢Q = 0,92 bei einem simulierten molekularen
Absorptionswirkungsquerschnitt fiir den Sq — S;-Ubergang von o = 2,1-1072m? eine
Detektionseffizienz von 1 = 1, was aufgrund der nicht betrachteten Raumwinkelabdeckung
der Detektionsoptik sowie der nicht beachteten Verluste an optischen Elementen wie
Bandpassfiltern, Strahlteilern und Detektoren exakt den simulierten Werten entspricht. Es

ist zu bemerken, dass die MB nach Gleichung (5.1) einen Maximalwert anstrebt, der

krad

n k
ISC
1+ ksc

MB ax = (5.2)

entspricht (vgl. Gleichung (4.4b)) und in diesem Fall 106 MHz betrigt. Im Inset von
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Abbildung 5.2 ist der Abfall der Antibunchzeit zu sehen. Diese wird als apparentes Anti-
bunching bezeichnet, da die beobachtete Grofie im Gegensatz zu anderen Messmethoden
(siehe Abschnitt 2.2.3) in der FCS direkt von der Anregungsrate abhéngig ist. Die aus der
entsprechend Gleichung (4.14), unter der Bedingung, dass kex, krad, k1c > kisc, kuasc gilt,

aufgestellten Anpassungsfunktion

TA = (qbgsoﬁl + 7'(;1)_1 (5.3)

erhaltene Lebensdauer betrdgt (3,95 £ 0,01)ns und weicht somit von der simulierten
Lebensdauer 4,10 ns (mit einer natiirlichen Lebensdauer von 7, = 4,46 ns) um etwa 0,15 ns
ab. Obwohl das nur einer Abweichung von vier Prozentpunkten entspricht, verhindert dies
eine genaue Bestimmung der nach Gleichung (2.35) in der Lebensdauer 7y enthaltenen
Raten aus einer globalen Anpassung der Korrelationsergebnisse. Das liegt primér an der
unterschiedlichen Gréflenordnung der simulierten Raten, welche zum Teil um einen Faktor
von 1 -10% voneinander abweichen. Zusétzlich fiihren die Niherungen im Rahmen der
Herleitung zu geringen Abweichungen der Anpassung geméfl Gleichung (5.3) von der in
Gleichung (B.14b) und Gleichung (B.23b) bestimmten Form.

Umgekehrt kann bei hohen Leistungen der molare Absorptionswirkungsquerschnitt o iiber
den Anstieg kex/¢ = o mit einer entsprechenden Ungenauigkeit bestimmt werden [237]. Mit
bekannter Fluoreszenzlebensdauer 7y und einer entsprechenden Zeitauflosung und Statistik
ist die Bestimmung des molaren Absorptionswirkungsquerschnitts tiber Gleichung (5.3)
zudem auch bei niedrigeren Leistungen moglich, wodurch der Einfluss der Sattigung und

des Photobleichens verringert werden kann.

In Abbildung 5.3 sind die aus den mittels der Gleichungen (4.9) und (4.14) angepassten
Autokorrelationsfunktionen bestimmten Werte fiir die Triplettparameter dargestellt. Die
Anpassungsfunktionen wurden dabei global auf die Triplettwerte und molekularen Hellig-
keitswerte (aus Abbildung 5.2 bzw. im Inset in Abbildung 5.1) angepasst. Es fallt auf, dass
alle Anpassungsfunktionen den simulierten Werten sehr nahe kommen, diese jedoch nicht
genau reproduzieren. Eine hohe Ubereinstimmung mit den Simulationsparametern kann
beim Triplettanteil (siehe Abbildung 5.3a) beobachtet werden. Der nach Gleichung (4.13)

erwartete maximale Triplettanteil ist durch

ke
Tinax = (1 + ) (5.4)
kisc

gegeben und betrigt unter der simulierten Riick-Interkombinationsrate k;jgc = 260 kHz
einem Triplettanteil von Ty, = 0,527, was nahezu genau mit dem Wert aus der An-
passungsfunktion von 0,526 + 0,004 {ibereinstimmt. Die in Abbildung 5.3b dargestellte
Triplettzeit charakterisiert die mittlere Dauer der durch Interkombinationsvorgéange her-

vorgerufenen Dunkelzustidnde. Die minimale Triplettzeit bei hoher eingestrahlter Leistung
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Abbildung 5.3: Triplettparameter und Interkombinationsraten

Zu sehen ist die globale Anpassung der Simulation eines im Fokus immobilisierten Molekiils mit
drei Zustdnden. Die anregungsseitigen Photonenflussdichten entsprechen Anregungsleistungen von
1 W bis 2000 p£W bzw. Anregungsintensititen von 1,6 kW cm ™2 bis 3,2 MW cm™2. Jeder schwar-
ze Punkt entspricht der Auswertung einer Anpassungsfunktion der Korrelation des simulierten
Molekiils im Laserfokus. Die roten Linien stellen den Verlauf der Anpassungsfunktionen dar. Die
Simulationsparameter sind im Text gegeben. Die Anpassung der Korrelation der simulierten Inten-
sitidtsfluktuationen fithrt zu einer deutlichen Ubereinstimmung mit den simulierten Werten. Dabei
sattigt (a) der Triplettanteil bei einem Maximum von T = 0,526 4 0,004. Der simulierte Wert
betrdgt nach Gleichung (5.4) Tihax = 0,527. (b) Der simulierte Grenzwert der Triplettzeit betragt
nach Gleichung (5.5) 1,82 ps. Die Anpassungsfunktion fiihrt zu einem Wert von (1,75 £ 0,01) ps. (c)
Die Anpassung nach Gleichung (4.10) liefert eine Interkombinationsrate von kigc = (302 + 1) kHz
bei einer simulierten Rate von kigc = 290kHz. (d) Die entsprechend Gleichung (2.89b) bestimm-
te Riick-Interkombinationsrate betriagt kysc = (272 & 10) kHz bei einem simulierten Wert von
krISC = 260 kHz.

entspricht nach Gleichung (4.12b):

TT, max — (krISC + kISC)_1 . (55)

Dies fithrt zu einem erwarteten Wert von 71 ma.x = 1,82ps. Analog zur Abweichung
beim apparenten Antibunching, weicht die angepasste Triplettzeit mit (1,75 £ 0,01) ps
um 4% vom simulierten Wert ab. Unter der gleichen Argumentation wie bei der An-
passungsfunktion fiir das apparente Antibunching (siehe Gleichung (5.3)), treten diese
Abweichungen groitenteils durch Naherungen der Gleichungen (B.14c) und (B.23c) im
Rahmen der Herleitung der Anpassungsfunktion fiir 77 auf. Die nach Gleichung (2.89)
berechneten Interkombinationsraten sind in den Abbildungen 5.3c und 5.3d aufgetragen

und weichen fiir die Interkombinationsrate mit kigc = (302 &+ 1) kHz um 4 % und fiir die
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Tabelle 5.1: Simulierte und durch die Anpassung bestimmte Werte

Die Gegeniiberstellung der simulierten und aus der FCS-Analyse gewonnenen Werte zeigt eine
gute Ubereinstimmung der Triplettparameter. Die Werte fiir den molekularen Wirkungsquerschnitt
und die Fluoreszenzlebensdauer sind dabei aus dem Antibunching bestimmt. Die Werte fiir die
Bestimmung aus der globalen Anpassungsfunktion sind im Text und in Abbildung 5.2 zu finden.

krsc krisc TT, max Tinax g 70
in kHz  in kHz in ps in % in 10729 m? in ns
Simulation 290 260 1,82 52,7 2,10 4,10

Anpassung 302+1 2724+10 1,75+0,01 526+04 2,34+0,06 3,954+0,01

Riick-Interkombinationsrate mit kysc = (272 £ 1) kHz um 5% vom jeweils simulierten
Wert ab. Dabei ist die in rot dargestellte Anpassung der Interkombination durch Glei-
chung (4.10) gegeben. Die Anpassungsfunktion fiir die Riick-Interkombination folgt einer
einfachen Geradengleichung, wobei die geringe Steigung (hier: (—8 + 3) - 10726 m?) in die
Fehlerangabe einberechnet ist. Im Idealfall sollte keine Steigung auftreten bzw. diese Null
sein, sodass die Riick-Interkombinationsrate leistungsunabhéngig einen konstanten Wert

liefert.

Die Bestimmung des molekularen Wirkungsquerschnittes aus dem Antibunching ist mit
einer Abweichung von iiber 10% zum simulierten Wert ungenau im Vergleich zu den
Bestimmten Triplettraten. Die Bestimmung aus der globalen Anpassungsfunktion liefert
zwar einen genaueren Wert, der aber einen sehr grofien Anpassungsfehler von 42 % des
eigentlichen Wertes aufweist. Obgleich die Triplettraten tendenziell zu hoch bestimmt
sind, zeigen sie insgesamt eine gute Ubereinstimmung von etwa 96 % mit den simulierten
Ratenwerten. In Tabelle 5.1 sind diese simulierten und aus der Simulation tiber die FCS-

Analyse bestimmten Parameter zusammengefasst.
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5.2 Simulation und Analyse von Mehr-Niveau-Systemen

Wie bereits in Abschnitt 4.2 erldutert, kénnen gerade unter hoher Anregungsleistung Mehr-
Photonen-Prozesse auftreten. Im Folgenden wird die beschleunigte Riick-Interkombination
iiber hohere Triplettzustdnde und anschlieend das Verhalten der aus der Korrelationsanaly-
se zuginglichen Parameter fiir unterschiedliche elektronische Zustinde und Ubergangsraten

dargestellt.

5.2.1 Beschleunigte Riick-Interkombination

Im Gegensatz zu der bisher mittels der FCS-Analyse erhaltenen konstanten Depopula-
tion des Triplettzustandes des Drei-Niveau-Systems, kann bei manchen Farbstoffen eine
leistungsabhéngige Erhohung der Riick-Interkombinationsrate beobachtet werden (wie es
unter anderem in Abbildung C.24a auf Seite XXXIX zu sehen ist). Dieses vom betrachteten
Farbstoff abhdngige Verhalten kann durch einen zusétzlichen rotverschobenen Anregungs-
laser verstiarkt und zum Beispiel zur Signaloptimierung genutzt werden [39]. Das durch die
beschleunigte Riick-Interkombination modulierte Leuchtverhalten bzw. Blinken der Farb-
stoffe kann auch zur Manipulation und im Rahmen der Erstellung organischer Leuchtstoffe
fir unterschiedliche Anwendungsfelder genutzt werden [238, 239]. Einzelmolekiilspektrosko-
pische Untersuchungen nehmen eine Erhohung der Riick-Interkombination aufgrund einer
relevanten Besetzung hoherer Triplettzustdnde mit anschlieBender Interkombination in den

radiativen Singulett an [201].

Analog zum Vorgehen in Abschnitt 2.4 ist es hilfreich, das zugrunde liegende Ratensys-

tem mit der in Abschnitt 2.2.3 formulierten Losung des Drei-Niveau-Systems und der

krISCn Tn

n—1

So

Abbildung 5.4: Beschleunigte Riick-Interkombination

Das Modell der beschleunigten Riick-Interkombination beschreibt, dass die Anregung hoherer
Triplettzustdnde und anschlielende Riick-Interkombination mittels der Rate kyigc, zu einer zu-
sétzlichen leistungsabhéingigen Population des elektronischen S;-Zustandes fithrt. Im Rahmen der
Anpassung der Korrelationskurven wiirde dies zu einem Anstieg des Anpassungsparameters der
Riick-Interkombinationsrate kysc fiihren, da bei steigender Photonenflussdichte die Depopulation
des Triplett-Grundzustandes zundhme.
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Approximation, dass die Interkombinationsvorgange langsam gegen die Anregungs- und

Relaxationsraten sind, als

. krsck

So = —kexSo + (kic + krad) S1 + (krISC — m) T | (5.6a)

kesc + k.,

. ky k
S1 = kexSo — (kic + kisc + kraa) S1 + IS0 P Taon , (5.6b)
kusc + kr, .,
. krsckr Eisc, b )
T = kiscS1 — | k; — lon 4 p“lon )T 5.6

15C>1 ( I8¢ kasc +kr,.,  kasc +kr,_, (5.6¢)

zu schreiben. Diese Ratengleichungen entsprechen dem in Abbildung 5.4 dargestellten
Modell und fithren durch Losen der Eigenwertgleichung und mit wiederholter Anwendung

der Approximation, dass die Interkombinationsvorgénge langsam gegen die Anregungs-

und Relaxationsraten sind, zu der Triplettzeit 73:

-1

kriscy,

FACC kekuSC +k SO 1— le*“ (1 + an_,l) _ krISanTlﬂl (5 7)
T kex + kIC + krad ' anal an%l

Im Vergleich zur Triplettzeit 71 des Drei-Niveau-Systems (siehe Gleichung (4.8)) wird die

beobachtete Triplettzeit um einen Faktor der Form

-1
]{} kr kr - kr kr k
- (1 koo, (kaschusc, — (kusc + kusc,) T.,_,1)> (5.8)

(kP + kysc) kr, 2

verringert. In Abbildung 5.5b ist diese Abnahme fiir die Simulation eines immobilisierten
Molekiils mit den Simulationsparametern aus Abschnitt 5.1 und einem entsprechend
inkludierten Triplettniveau T}, fiir vier verschieden hohe Riick-Interkombinationsraten in
den angeregten Singulettzustand zu sehen. Der molekulare Absorptionswirkungsquerschnitt
der Anregung eines hoheren Triplettniveaus o, entspricht dem des So — S;-Ubergangs.
Die Depopulationsrate kr,_, betragt in allen simulierten Fallen 4 GHz, und die Riick-
Interkombination aus dem T),-Zustand in den angeregten Singulett ist fiir vier verschiedene
Werte dargestellt. Dabei resultiert durch die Riickkehrrate aus dem hoéheren Triplettzustand
in den Singulettzustand eine leistungsabhingige Verringerung der Triplettamplitude At

geméf
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Abbildung 5.5: Triplettparameter bei beschleunigter Riick-Interkombination
Dargestellt sind die Simulationen eines im Fokus immobilisierten Molekiils mit drei Zustdnden (grau)
und mit einem zusétzlichen hoheren Triplettzustand geméafl Abbildung 5.4. Die anregungsseitigen
Photonenflussdichten entsprechen Anregungsleistungen von 1 pW bis 2000 pW bzw. Anregungsinten-
sititen von 1,6 kW cm™2 bis 3,2 MW cm 2. Es wurden unterschiedliche Riick-Interkombinationsraten
krsc, mit den Werten 260 kHz (schwarz), 2600kHz (rot), 26 MHz (blau) und 260 MHz (violett)
simuliert. Die {ibrigen Simulationsparameter gleichen den Werten aus Abschnitt 5.1 (siehe auch
Abbildung 5.1). Die globale Anpassungsfunktion der Simulation bei kygc, = 2600 kHz ist in rot
eingetragen und liefert mit den Gleichungen (5.7) bis (5.15) die in Tabelle 5.2 dargestellten Werte.
Die aus der FCS bestimmten Werte des Triplettanteils sind in (a), der Triplettzeit in (b), der
apparenten Interkombinationsrate in (c¢) und der Riick-Interkombinationsrate in (d) dargestellt.

mit

kekuSC + (kex + kIC + krad) krISCn
kic + krad) kuscakr, ., + kokuasc (krsc, + k1,..,) ' (5.10)
+ kex ((kisc + kusc,) k1., + kisc (kusc, + k1, 21))

$=1

Bei niedrigen Anregungsleistungen kann dieses in Ndherung in der Form

AT ~ k?spé) (1 —k (kIC + krad) krISCn >

MSC 5.11
Tion koknsc (kusc, + kr, ) (5.11)

krisc

geschrieben werden. Die mittlere Besetzungsdichte des héher angeregten Triplettzustandes

héngt dabei mit der Besetzung des Triplett-Grundzustandes iiber
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_ kr _
Th= —&= Ty 5.12
kisc, + k., (5.12)
zusammen. Die Besetzungsdichte des angeregten Tripletts kann also zu einer relevanten
Riick-Interkombination in den angeregten Singulett mittels k,1gc, flihren. In der Korrela-
tionsanalyse wird diese Anderung der Amplitude entsprechend der Gleichungen (4.12a)
und (4.13) durch eine Abnahme des mittleren Triplettanteils Ty sichtbar, was in Abhén-

gigkeit vom erwarteten Triplettanteil des Drei-Niveau-Systems T' geschrieben, zu

T (k'[) + kex) (krISC - ]{:I‘ISCn) le%n
kex (krisc® + kusc, bty ., + kisc (kusc + kr,_, ) + kuasc(kr, .,
- leﬁn)) + ko (kI‘ISC2 + kI‘ISanTlen + kI‘ISC (an—>1 - le—»n))

Toce =T + (5.13)

wird. Bei niedrigen Leistungen fiithrt dies in Ndherung zu einem zuséatzlichen Abfall des

Triplettanteils der Anpassungsfunktion geméaf:

k?gnglan (krISCn - krISC)
Ersc (kﬂsc2 + knsc, kT, ., + kusc (kr,, — k‘THn))

Toce ~ T — (5.14)

Dieses Verhalten ist in Abbildung 5.5a deutlich zu erkennen. Obwohl die Anpassungsfunktion
den Triplettanteil iiberbewertet, passt der grundlegende Verlauf zu den Messwerten. Die
aus der Anpassungsfunktion bestimmte, apparente Riick-Interkombinationsrate kfl%% kann
durch die Gleichungen (5.8) und (5.9) bestimmt werden. In Néherung lisst sie sich durch
einen konstanten Term fiir das Triplett-Grundniveau und einen leistungsabhéngigen Term

fiir die Riick-Interkombination aus héheren Zustdnden geméfl

krisc,

1 + anﬁl

¢JT1~>n

krise & kasc + (5.15)

schreiben und ist in Abbildung 5.5d dargestellt. Die Anpassung iiber die AKF fiihrt

entsprechend zu einem leistungsabhéngigen Anstieg bzw. einer Beschleunigung der effektiven

Tabelle 5.2: Parameter bei beschleunigter Riick-Interkombination

Bei der Gegeniiberstellung der simulierten Parameter (Sim) und der aus der globalen Anpassung
erhaltenen Parameter (Fit), fillt auf, dass diese fiir den angeregten Triplettzustand grofie Anpas-
sungsfehler aufweisen.

krsc Ersc krisc, kr, ., 0So., 0Ty n o
in kHz in MHz in GHz in 10720 p2 ¥
Sim 290 260 2,60 4,0 2,1 2,1 0,92

Fit 29946 266+3 2324066 3,7+£20 21403 21+£07 0,93+0,03
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Abbildung 5.6: Molekulare Helligkeit bei unterschiedlichen Raten k,1sc,

Dargestellt ist die MB eines immobilisierten Molekiils nach einem Drei-Zustands-Modell und mit
einem hoheren Triplettzustand unter verschiedenen Riick-Interkombinationsraten in den Singu-
lett. Die anregungsseitigen Photonenflussdichten entsprechen Anregungsleistungen von 1 pW bis
2000 nW bzw. Anregungsintensititen von 1,6 kW cm ™2 bis 3,2 MW cm 2. In grau sind dabei die
in Abschnitt 5.1 simulierten Werte zum Vergleich dargestellt. Die rote Linie zeigt die globale
Anpassungsfunktion fiir die MB nach Gleichung (4.30). Im Inset ist das Antibunching mit einer
Anpassung geméf Gleichung (4.15) (rote Linie) dargestellt.

Riick-Interkombination in den Singulett. Wie in Abbildung 5.5¢ zu erkennen ist, hat
die beschleunigte Riick-Interkombination keinen Einfluss auf die Interkombination aus
dem angeregten Singulett in den Triplett-Grundzustand, weshalb der Gesamtanteil der
im Dunkelzustand verbrachten Zeit nur durch die beschleunigte Riick-Interkombination

verkirzt wird.

Die Verringerung der mittleren Besetzungsdichte des Tripletts fithrt daher zu dem in
Abbildung 5.6 dargestellten Anstieg der MB unter hohen Photonenflussdichten. Die globale
Anpassung nach Gleichung (4.30) zeigt eine Ubereinstimmung mit dem beobachteten
Verhalten und es ist zu erkennen, dass die Séattigung zu héheren Werten verschoben wird.
Das Antibunching (Inset in Abbildung 5.6, Anpassung nach Gleichung (4.15)) zeigt keine
Anderung bei Variationen der Riick-Interkombination, sodass der Anstieg der Helligkeit
nicht auf ein verdndertes Singulett-Sattigungsverhalten, sondern lediglich auf die erhohte
Besetzungsdichte des radiativen Zustandes durch die beschleunigte Riick-Interkombination

zurickzufihren ist.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Konversionsrate kt,_, nicht genau bestimmt
werden kann. Dennoch bilden die in den Abbildungen 5.5 und 5.6 dargestellten Anpassungen
die beobachteten Séttigungsverldufe gut ab und fithren zu einer hohen Ubereinstimmung
mit den simulierten Werten der Ein-Photonen-Prozesse und der Quanteneffizienz. Die

Genauigkeit der Anpassung der Daten kann zudem durch zusétzliche Information wie
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zum Beispiel aus TCSPC-Messungen (Lebensdauern zur Bestimmung des Antibunchings),
Herstellerangaben (wie Absorptionswirkungsquerschnitte und Quanteneffizienzen), oder

FCS-Analysen bei niedrigen Leistungen erhoht werden.

5.2.2 Drei-, Vier- und Fiinf-Niveau-Systeme im Vergleich

Die in Abschnitt 4.2 dargestellten Mehr-Niveau-Systeme wurden im Folgenden fiir die Félle
eines Drei-Niveau-Systems, Vier-Niveau-Systems und Fiinf-Niveau-Systems simuliert und
mittels der Korrelationsanalyse geméafl Kapitel 4 ausgewertet. Jedes dargestellte Modell
besteht aus 50 separaten Simulationen bei unterschiedlichen Photonenflussdichten. Die
Simulationsparameter sind in Tabelle 5.3 aufgetragen und stimmen zum Teil mit den
betrachteten Werten der Abschnitte 4.2.1 und 5.1 {iberein.

Dabei ergeben sich die in Abbildung 5.7 dargestellten Werte. Die MB in Abbildung 5.7a
steigt wie bereits in Abschnitt 4.2 besprochen, im Vergleich zum einfachen Drei-Niveau-
System (schwarz) fiir das Vier-Niveau-System mit T, und kysc, (violett) an. Die durch-
gezogenen Linien kennzeichnen dabei Anpassungen geméf der Gleichungen (4.6), (4.21)
und (4.30). Ohne die Méglichkeit der Riick-Interkombination aus dem Ty, in den radiativen
Singulett mittels kg, (griin), fallt die MB im Vergleich zum Drei-Niveau-System ab. Be-
findet sich das Molekiil im Triplettzustand, kann die sukzessive Anregung zu einem Wechsel
zwischen dem ersten angeregten Triplettzustand und einem hoheren Triplettzustand mit

einer anschliefenden Riick-Konversion in den ersten angeregten Triplettzustand fiihren. Das

Tabelle 5.3: Simulationsparameter der immobilisierten Molekiile

Das Vier-Niveau-System mit T, und rISC, entspricht dem global angepassten System aus Ab-
schnitt 5.2.1 (dort in rot dargestellt). Nicht aufgefiihrte Simulationsparameter gleichen den Werten
der Abschnitte 4.2.1 und 5.1 (siehe auch Tabelle 4.1 auf Seite 82).

€So_1 kraa kic kisc  kuasc
inem Mt in MHz in MHz
3-, 4-, 5-Niveau 55800 224,388 19,040 0,290 0,260
681—»1} 8T‘l—»n kSn—»l an—»l kISCn krISCn
inem vt in MHz in MHz
3-Niveau — — — — — —
4-Niveau 55800 — 4000 -
mit Sy
4-Niveau
mit T, — 55800 — 4000 — —
4-Niveau
mit T,, und rISC, — 55800 — 4000 — 2,60
5-Niveau 55800 55800 4000 4000 0,290 0,260

mit S, und Ty,
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Abbildung 5.7: Anpassungswerte unterschiedlicher Niveaudiagramme

Dargestellt sind die Simulationen eines im Fokus immobilisierten Molekiils mit drei Zustédnden
(schwarz), einem hoheren Triplett- und Singulettzustand (rot), lediglich einem hoheren Triplett-
(grin) oder Singulettzustand (blau) und einem héheren Triplettzustand mit einer erhdhten Riick-
Interkombinationsrate kygc, in den radiativen Singulett (violett, entspricht der in rot dargestellten
Simulation in Abschnitt 5.2.1). Die anregungsseitigen Photonenflussdichten entsprechen Anregungs-
leistungen von 1 pW bis 2000 pW bzw. Anregungsintensitéiten von 1,6 kW cm™2 bis 3,2 MW cm 2.
Jeder Punkt entspricht dem Parameter einer angepassten Autokorrelationsfunktion nach den
Gleichungen (4.9) und (4.14). Dabei ist das Verhalten (a) der MB mit Anpassungen gemaf der Glei-
chungen (4.6), (4.21) und (4.30) und Werten entsprechend Tabelle 5.4, (b) des Antibunchings mit der
simulierten Lebensdauer 79 = 4,10 ns (grau gestrichelt) nach Gleichung (2.35a), (¢) des Triplettan-
teils, (d) der Triplettzeit, () der Interkombination in den Triplett und (f) der Riick-Interkombination
in den Singulett abgebildet. In Abbildung C.7 (Seite XXVII) ist die Riick-Interkombination in den
Singulett fiir die konstanten und sinkenden Messwerte zur Ubersicht vergréfert dargestellt.

resultiert in einer effektiven Verringerung der Riick-Interkombinations-Wahrscheinlichkeit
in den radiativen Singulettzustand. Dabei fiihrt ein hoheres Singulett-Niveau S, anstelle
des Tripletts T}, zu einem nahezu identischen Abfall der MB (blau).

Ist ein hoherer Singulett S, und Triplett Ty, vorhanden (rot), fallt die MB besonders
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Tabelle 5.4: Simulations- und Anpassungswerte der Sattigungsparameter ¢s,; der MB
Oben sind die aus den Simulationsdaten (siehe Text und Tabelle 5.3) nach den Gleichungen (4.21),
(4.27), (4.29) und (B.11) bestimmten, erwarteten Séttigungswerte des Verlaufes der MB fiir die
unterschiedlichen Systeme zu sehen. Die in Abbildung 5.7a dargestellten Anpassungen (ebenfalls
geméf der Gleichungen (4.21), (4.27), (4.29) und (B.11)) der MB, fiihren zu den unten aufgetragenen
Anpassungswerten. Diese stimmen gut mit den simulierten Werten tiberein (Abweichungen unter
5%) und zeigen, dass die Parameter der Mehr-Photonen-Prozesse zuverldssig aus der Korrelations-
analyse extrahiert werden konnen. Die Fehler der Einzelwerte resultieren aus der Ungenauigkeit der
Anpassung und haben keine physikalische Bedeutung.

So, S1, T4 +Sh +T, 4T, mit rISC,, +S, + Th
Simulation
. I%S;;; 2 5,49 5,49 5,49 4,26 5,49
V Osat — 4,70 4,45 1,41 3,23

in 10?8 s m?
Anpassung

- fgsga;; m? 5,61 +0,01 5,56+0,01 5,54+0,01 4,32 £ 0,01 9,56 £+ 0,01

‘o 1v0‘§§a;2m2 — 4,50 £0,03 4,29 +0,03 1,41 £ 0,06 3,14 £ 0,01

stark ab (vgl. auch Abbildung 4.4). Obgleich in der Simulation nicht betrachtet, ist
im Experiment entsprechend der Abschnitte 2.2.4.2, 2.2.5, 3.2.4 und 6.4.2 von einer
zusatzlichen Erhéhung der Losch- und Bleich-Wahrscheinlichkeit durch die erh6hte mittlere
Aufenthaltsdauer in potentiell reaktiven Zusténden auszugehen, was zu einer zusétzlichen
Verringerung der MB bzw. zu einem Ausbleichen des Fluorophors fithrt. Bei niedrigen
Photonenflussdichten im Bereich einer linearen Fluoreszenzantwort (siehe Gleichung (4.4c))
und geringen Wahrscheinlichkeit der sukzessiven Absorption aus angeregten Zustanden (¢
klein gegen /Psat,, siche Gleichung (4.23)) sind hingegen keine Unterschiede zwischen den

unterschiedlichen Systemen zu erkennen.

Wie in Abschnitt 4.2 beschrieben, fithren hohere elektronische Zustédnde zu einem Maximum
der MB (siehe Gleichungen (4.22) und (4.23)) und damit dem in Abschnitt 4.2.2 bespro-
chenen Sattigungsverhalten. Wenn keine beschleunigte Riick-Interkombination, also kein
Anstieg der Riick-Interkombinationsrate (siche Abbildung 5.7f) bei Photonenflussdichten
im Bereich des Helligkeitsabfalls erkennbar ist, kann das Abfallen der MB vollstandig
durch Mehr-Photonen-Absorptionszyklen des Molekiils erklart werden. Das heif3t, dass
ein Helligkeitsabfall bei hohen Photonenflussdichten auch hier nicht durch eine erhéhte
Photozerstérung (siehe Abschnitt 2.2.5) getrieben ist?.

In Tabelle 5.4 sind die Sattigungsparameter der Anpassungen dargestellt. Dabei stimmen
die mittels der Gleichungen (4.21), (4.27), (4.29) und (B.11) angepassten Werte gut

2 Bleichvorginge bei immobilisierten Molekiilen wiirden zu einem sprunghaften Abfall der Fluoreszenz
fiihren.
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Abbildung 5.8: Anpassung des Antibunchings des Drei-Niveau-Systems
Die Anpassung mittels Gleichung (5.18) fithrt zu einem kg von (252,3 &+ 0,8) MHz (Lebensdauer
7o = ky ') und einem molekularen Wirkungsquerschnitt von o = (2,19 +0,03) - 10720 m?.

mit den simulierten Werten tiberein (Abweichungen unter 5%). Es féllt auf, dass die
Séttigungsparameter fiir das System mit relevanter Riick-Interkombination (+T, mit
rISC,) von den tibrigen Systemen (insbesondere von +T),, ohne rISC,) abweichen, da die

Abhéngigkeit von kyjsc, unter der Annahme kp > kysc, krsc, fir ¢sat, zu einem

n—1

zusatzlichen Summanden

kIC + krad . krISCn

5.16
kr, . krsc (5.16)
und fir ¢sat, zu einem Faktor von
k
kisc

fithrt. Die Konversionsrate kr__, resultiert in einer Depopulation der angeregten Zustdnde

n—1
im Bereich von 250 ps. Somit ist der erste Term in Gleichung (5.16) relativ klein, was ein
leichtes Sinken von ¢g,t, zur Folge hat. Der Faktor in Gleichung (5.17) hingegen héngt nur
vom Verhéltnis der Interkombinationsraten ab, und fithrt so zu einer deutlich stirkeren

Anderung von Dsaty-

Das Antibunching in Abbildung 5.7b verhélt sich fiir alle Simulationen erwartungsgeméfl
gleich, da die nach Abschnitt 4.1.1 (insbesondere Gleichung (4.15b)) entscheidenden Ra-
tengroBen der radiativen Singulettzyklen in allen Féllen identisch gewéhlt sind (gleiche
radiative Rate, innere Konversionsrate, Interkombinationsrate und ein gleicher Absorp-
tionswirkungsquerschnitt des Sp— Si-Ubergangs). Dabei ist gut zu erkennen, dass das
Antibunching bei niedrigen Photonenflussdichten in guter Ndherung der Lebensdauer

(grau gestrichelt) entspricht und mit steigender Photonenflussdichte deutlich absinkt. In
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Tabelle 5.5: Anderung der Parameter im Vergleich zum Drei-Niveau-System
Aufgetragen ist das Verhalten der aus der FCS-Untersuchung gewonnenen Parameter bei hohen
Photonenflussdichten (der Anregung) im Vergleich zum Drei-Niveau-System. Dabei kennzeichnen die
Pfeile einen Anstieg (1), keine signifikante Anderung (=), oder einen Abfall ({) des entsprechenden
Anpassungswertes. Doppelpfeile (1] oder ||) geben eine stérkere Anderung als Einzelpfeile an. Die
Angaben beziehen sich auf die Ergebnisse im Text und Abbildung 5.7.

Zustande MB T 71 kisc kuasc
+Sh +I L1 { -
+T, L {

+Ty mit ke, T U 4 = T

+Sn + Ty U - 1m1 | I

Abbildung 5.8 ist die Anpassung des apparenten Antibunchings 74 unter Vernachldssigung
des kigc-Terms (da kic + kraq > kisc, vgl. Gleichung (4.15b)) geméaf

A (¢) = (ko + ¢os,.,) " (5.18)

dargestellt. Aus der Anpassung kann nun der molekulare Wirkungsquerschnitt ¢ und somit
die Anregungsrate keyx bestimmt werden. Eine lineare Darstellung der Antibunching-Rate
ist in Abbildung C.8 auf Seite XXVII zu finden.

Der Triplettanteil in Abbildung 5.7c¢ hingegen zeigt deutliche Abweichungen vom Drei-
Niveau-System. So fithren die beschleunigte Riick-Interkombination und der zusétzliche
héhere Singulettzustand S, zu einer Abnahme des Triplettanteils bei hohen Photonen-
flussdichten, was auf die entweder erhohte Entvolkerung des Triplettzustandes (violett)
oder die niedrigere mittlere Besetzungsdichte des radiativen Singulettzustandes (blau)
zuriickzufiihren ist. Dies ist insbesondere anhand der geringeren Interkombinationsrate in
Abbildung 5.7e zu erkennen. Die Systeme mit einem héheren Singulettzustand (rot und
blau) zeigen eine niedrigere Ubergangsrate in den Triplett, wohingegen héhere Triplett-
zusténde hier keinen Einfluss haben. Allerdings fiihren hohere Triplettzustinde zu einer
verminderten Riick-Interkombinationsrate aufgrund der erniedrigten mittleren Besetzungs-
dichte des Triplett-Grundzustandes (siehe Abbildung 5.7f, rot und griin). Daher zeigt das
System mit einem hoéheren Triplettzustand (griin) in Abbildung 5.7c einen Anstieg im

Triplettanteil.

In Tabelle 5.5 sind die prinzipiellen Abweichungen der FCS-Parameter der simulierten
Systeme im Vergleich zum Drei-Niveau-System zusammengefasst. Es ist zu erkennen,
dass zusétzliche elektronische Zustdnde zu einem Abfall der MB und einem Anstieg der
Triplettzeit 7p fithren. Je nachdem, ob der héhere Zustand im Singulett oder Triplett
hinzugefiigt wird, kommt es zu einem Absinken der dieses Zustandssystem verlassenden
Interkombinationsrate (bei T), sinkt kg, bei S, sinkt kigc) und einem entsprechenden
Anstieg bzw. Abfall des Triplettanteils T. Sind beide Zustdnde S, und T, vorhanden,
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kombinieren sich die genannten Effekte, wobei aufgrund der hier gleich gewéhlten Uber-
gangsrate (siehe Tabelle 5.3) keine Anderung des Triplettanteils mehr zu beobachten ist.
Ein Anstieg der MB und Riick-Interkombinationsrate ks ist nur unter einer zusatzlichen
Riick-Interkombination k,jsc, aus erhohten Triplettzustdnden T, vorhanden und fithrt zu
einem deutlichen Abfall des Triplettanteils.

5.2.3 Zusammenfassung und Diskussion

Eine hohe Ubereinstimmung der hergeleiteten FCS-Anpassungsfunktionen mit dem Fluk-
tuationsverhalten immobilisierter Finzelmolekiile im Rahmen eines Drei-Zustand-Modells
gemaf [203, 225, 236] konnte anhand der Anpassung simulierter Daten nachgewiesen
werden. Zusatzlich wurde das Verhalten bei beschleunigter Riick-Interkombination iiber
hohere elektronische Triplettzusténde untersucht. Im Gegensatz zu einer Vielzahl bisheriger
Publikationen [39, 40, 201, 204, 231] wurde nicht das Bleichverhalten sondern der direkte
Einfluss auf das Triplettverhalten untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass bereits bei
Leistungsdichten unter 800 kW cm ™2 selbst bei hohen Relaxationsraten (iiber eine Gréfien-
ordnung iiber der radiativen Rate aus dem Sp) der hoher angeregten Zustande S,, und T,
deutliche Anderungen der Triplettparameter auftreten kénnen. So wurde zum Beispiel im
Vergleich zu Untersuchungen in Losung von Ringemann et al. [39] und Eggeling, Volkmer
und Seidel [231] ein analoger Abfall der MB zu hohen Photonenflussdichten wie bei der
Annahme von Bleicheffekten lediglich durch die Betrachtung der Besetzungsdichten héher
angeregter Zustiande (ohne Bleicheffekte) ersichtlich.

Fiir unterschiedliche Raten der Hin- und Riick-Interkombination konnte die entsprechende
Abweichung in der FCS-Analyse mit dem Verhalten bei hoheren Singulett- und/oder
Triplettzustdnden charakterisiert werden. Anhand des betrachteten Sattigungsverhaltens
konnten somit Riickschliisse auf das Vorhandensein hoherer elektronischer Zusténde gezogen

und die hergeleiteten Anpassungsfunktionen verifiziert werden.
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5.3 Immobilisiertes Alexa Fluor® 488

Die Néhe fluoreszenter Molekiile zu einer Oberfliche kann einen Einfluss auf photophysi-
kalische Groéflen wie die Lebensdauer und die Fluoreszenzintensitdt haben, und zu einer
Verschiebung sowie Verbreiterung der Absorptions- und Emissionsspektren und einer An-
derung der detektierten Fluoreszenz fiihren [240-242]. Die in Abbildung 5.9 dargestellten
konfokalen Rasteraufnahmen zeigen entsprechend Abschnitt 3.2.5 auf einem Deckglas
immobilisierte AF-488-Molekiile. In Abbildung 5.9a ist eine Kontrollmessung des sila-
nisierten Deckglases ohne TCEP-Behandlung und inkubierte Farbstoflosung in einem
10pm x 10 pm grofien Bereich zu sehen. Die Abbildungen 5.9b und 5.9¢ zeigen Aufnahmen
des gleichen Bereichs des Deckglases nach der TCEP-Behandlung und Inkubation mit
etwa 100 pm Farbstofflosung. Die Anregungsintensitit (Gesamteingangsleistung in der
Objektivapertur) betragt 1 nW bei einer Wellenlénge von 488 nm und einer Integrationszeit
von 2ms je Pixel bei 128 x 128 Pixeln. Dies fiihrt bereits zu Bleichprozessen wéhrend
der Beobachtungs- bzw. Bildaufnahmezeit, welche zum Beispiel in Abbildung 5.9b an den
Positionen (z,y) = (1,6) pm oder (9,3) pm zu erkennen sind. Entsprechend sind in der
zweiten Rasteraufnahme des gleichen Bereichs in Abbildung 5.9¢ weniger Molekiile zu

sehen.

In Abbildung C.9 (siehe Seite XX VIII) sind exemplarisch die transienten Intensitaten zweier
Einzelmolekiile bis zum Bleichvorgang dargestellt. Dabei ist gut zu erkennen, dass es sich um
einzelne Molekiile handelt, da der Abfall in einem Schritt zu einem Zeitpunkt stattfindet
(kein Helligkeitsverlauf bzw. langsames dunkler werden). Die Emissionsdauer bis zum
Photobleichen betrigt bei direkter Anregung 1,4s bzw. 0,4s bei einer Anregungsleistung
(100nW in der Eingangsapertur), die ein SNR von etwa 3,4 bis 7,1 erzeugt. An den in
Abbildung C.10 dargestellten Korrelationskurven der Molekiile wird ersichtlich, dass die
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Abbildung 5.9: Auf einem Deckglas immobilisierte AF-488-Molekiile

(a) Kontrollmessung des Deckglases ohne Farbstoff und ohne TCEP. (b) Rasteraufnahme eines
10 pm x 10 pm groflen Bereichs bei einer Integrationszeit von 2ms je Pixel bei 128 x 128 Pixeln nach
der TCEP-Behandlung und Markierung mit AF-488-Molekiilen. (¢) Direkt nach (b) durchgefiihrte
zweite Fluoreszenzaufnahme des gleichen Ausschnittes. Es fillt auf, dass viele der in (b) vorhandenen
Molekiile in (c) bereits geblichen sind. Die Anregungsleistung betrégt in allen drei Fallen 1 pW bei
488 nm.
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Abbildung 5.10: TIRFM immobilisierter AF-488-Molekiile

Zu sehen sind iiber jeweils vier Aufnahmen mit einer Integrationszeit von 220 ms gemittelte Bilder
immobilisierter AF-488-Molekiile, die mit dem in Abschnitt 3.1.3 vorgestellten TIRF-Mikroskop
aufgenommen wurden. Dabei ist die senkrechte Trennung der Farbkanile in einen griinen Kanal,
der spektral zwischen 500 nm und 570 nm, und einen roten Kanal, der zwischen 650 nm und 720 nm
liegt, gut zu erkennen. Das AF-488 emittiert lediglich im griinen Kanal (siehe Abschnitt 3.2,
Abbildung 3.8b) und beginnt bereits nach wenigen Sekunden deutlich zu bleichen.

Beobachtungsdauer fiir eine belastbare Anpassung nicht ausreicht.

In Abbildung 5.10 ist das Bleichverhalten mit dem in Abschnitt 3.1.3 beschriebenen
TIRF-Mikroskops tiber einen Zeitraum von 35,2s zu sehen. Obgleich einige Molekiile tiber
den gesamten Zeitraum ein konstantes Leuchten bzw. Blinken zeigen, kann aufgrund
der langen Integrationszeiten (ms-Bereich) der verwendeten Kamera keine Analyse des

Dynamikbereichs, in dem die photophysikalischen Prozesse ablaufen, durchgefiihrt werden.

5.3.1 Niedrige Temperaturen

FEine alternative Methode der Immobilisierung stellt die Vitrifizierung der zu untersu-
chenden Molekiile (in wéssriger Losung) dar. Dabei sind je nach Anforderung der Probe
unterschiedliche Methoden zum Erzeugen amorpher Strukturen moglich [243-246]. So kann
das Vitrifizieren zum Beispiel der Lagerung ohne den Verlust der (biologischen) Aktivitét
der Probe [247, 248], oder zur Fixation und Vorbereitung fiir die Untersuchung mittels
unterschiedlicher Mikroskopie- und Analysemethoden dienen [249-253].

Fluoreszenzmikroskopische Einzelmolekiiluntersuchungen bei Raumtemperatur sind, wie
anhand der Abbildungen 5.9 und 5.10 dargestellt, zumeist durch das Photobleichen der
Molekiile in ihrer maximalen Beobachtungszeit limitiert [254]. Bei niedrigen Temperatu-
ren werden hingegen sterische (sieche Abschnitt 6.4) und diffusive (z. B. durch Os, siehe
Abschnitt 2.2.4.2) Prozesse, die zum Bleichen der Fluorophore fithren, unterdriickt [255,
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(a) Mikrosphéren (b) AF-594 in reversen Mizellen

Abbildung 5.11: Aufnahmen bei niedrigen Temperaturen (77 K)

(a) 20nM FluoSpheres®-Mikrosphéren mit einer GréBe von 100nm in fliissigem Stickstoff bei
einer Anregungsleistung von 10 ptW. Abbildung entnommen aus [264]. (b) Polarisationsabhéngige
Aufnahme von 10nmM AF-594 in reversen Mizellen bei Anregungsleistungen von 30 uW (links)
und 60 pW (rechts). Horizontal polarisiertes Fluoreszenzlicht ist in griin und vertikal polarisiertes
Fluoreszenzlicht in rot dargestellt. Abbildung entnommen aus [265].

256]. Das resultiert in deutlich groferen Anzahlen an detektierbaren Photonen bei der
Untersuchung von Fluorophoren wie z. B. Rhodamin 6G (Rh-6G) [254] oder fluoreszenten
Proteinen in vitrifizierten Zellen [257]. Gleichzeitig wird neben dem Photobleichen und
der Fluoreszenzloschung auch das spontane und photoinduzierte Schaltverhalten aufgrund
gednderter spektraler und photophysikalischer Eigenschaften beeinflusst, was zumeist zu
langeren Beobachtungsdauern fithrt und Erkenntnisse iiber diverse physikalische Prozesse
liefert [256-263].

Gerade die superauflosende Mikroskopie, die auf dem Schaltverhalten der einzelnen Molekii-
le basiert, kann von der hoheren Photostabilitdt und dem gednderten photophysikalischen
Verhalten profitieren. So erlauben niedrige Temperaturen von etwa 76 K hohere Wir-
kungsquerschnitte fiir die stimulierte Emission bei der STED-Mikroskopie, was zu einer
relativen Auflgsungserh6hung um den Faktor 1,6 fithren kann [266]. Die Auflésung und
die Anwendbarkeit von stochastischen Methoden zur Lokalisierung einzelner Molekiile wie
PALM, FPALM und STORM ist ebenfalls durch die Anzahl der detektierten Photonen je
Molekiil und das Verhéltnis der Lebensdauern der Hell- und Dunkelzustdande begrenzt [267].
So zeigten Kaufmann et al. [268], dass die superauflésende Fluoreszenzmikroskopie bei
Temperaturen von etwa 80 K einzelne Molekiile mit einer Genauigkeit von 10 nm bis 50 nm
auflosen kann. Bei Temperaturen von 4,4 K gelang es Weisenburger et al. [269] sogar, trotz
der Verwendung von Luftobjektiven mit einer niedrigen NA von 0,75, deutlich ldngere
Beobachtungszeiten durch eine optimierte Photostabilitdt der Fluorophore und somit
Lokalisierungsgenauigkeiten unter 3 A zu erreichen. Weitere Ausfithrungen und Zusammen-
fassungen der Anforderungen und Moglichkeiten der Fluoreszenzmikroskopie bei niedrigen
Temperaturen sind unter anderem bei Kozankiewicz und Orrit [270] und Kaufmann, Hagen
und Griinewald [271] zu finden.

Fiir eine erfolgreiche Vitrifizierung ist die Abkiihlungsrate und die damit verbundene
Zunahme der Viskositit entscheidend [272, 273]. Grundsétzlich fithrt das Abkiihlen einer
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wassrigen Losung zu einer Viskositatsanderung geméafl der Arrhenius-Gleichung [274-276].
Dabei kénnen in der Nihe der Ubergangstemperatur zum amorph gefrorenen Zustand
Abweichungen von der Arrhenius-Gleichung auftreten [277-281], die hier nicht weiter ausge-
fithrt werden sollen. Das von Hirschfeld [155] eingefiihrte und mit Duda [149] entsprechend
Abschnitt 3.1.3 verbesserte Einfrier- und Kiihlverfahren ist im Rahmen verschiedener
Bachelorarbeiten detailliert untersucht und verbessert worden und kann zur Beobachtung
vitrifizierter Proben genutzt werden [264, 265, 282]. In Abbildung 5.11a ist die Messung
von FluoSpheres®-Mikrosphéren (Invitrogen™), die mit einer GréBe von 100 nm unter
der beugungsbegrenzten Fokusgréfle des Mikroskops liegen, in fliissigem Stickstoff bei
77K dargestellt. Abbildung 5.11b zeigt die Aufnahme von mit Alexa Fluor® 594 (AF-594)

gefillter reverser Mizellen in zwei unterschiedlichen Polarisationskanélen bei 77 K.

5.3.2 Zusammenfassung und Diskussion

Die Immobilisierung einzelner Molekiile [178-184] konnte in Zusammenarbeit mit und
anhand der Masterarbeit von Ronnau [177] (siehe auch Abschnitt 3.2.5) am Beispiel des
Fluorophors AF-488 erfolgreich durchgefiihrt werden. Allerdings konnten aufgrund der
kurzen Beobachtungsdauer, die durch Bleichprozesse beschrankt war, weder mit dem
konfokalen Einzelmolekiilmikroskop, noch mit dem TIRF-Mikroskop belastbare Autokorre-

lationsanalysen der schnellen Fluktuationsdynamik gemessen werden.

Obgleich detaillierte Untersuchungen der thermischen und mechanischen Stabilitdt des
Kryostataufbaus, sowie der optischen Komponenten anhand weiterfithrender Messungen
im Rahmen der Arbeit nicht mehr durchgefithrt werden konnten, wurde die Vitrifizie-
rungsmethode der von Hirschfeld [155] eingefithrten Fluoreszenz-Kryo-Mikroskopie bei
niedrigen Temperaturen optimiert und ein Beispiel immobilisierter mit Fluorophoren gefiill-
ter reverser Mizellen bei 77 K préasentiert. Die weiteren Schritte zur festen Etablierung des
entwickelten Aufbaus beinhalten eine Uberpriifung der Dichtigkeit und Positionierungsge-
nauigkeit der Komponenten tiber lingere Zeitrdume zur Identifizierung thermischer Verluste
und eventueller Instabilitdten wahrend der Messung. Des weiteren ist die Bestimmung
der photophysikalischen Eigenschaften der genutzten Fluorophore zur Optimierung der
verwendeten spektralen Komponenten und Einstellungen, sowie der Losungsmittel und

Protokolle zur Préparation der Proben fiir niedrige Temperaturen essentiell.
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Kapitel 6

Photophysik frei diffundierender

Fluorophore

Die Untersuchung von Einzelmolekiilen durch die FCS-Analyse in Losung bietet viele
Vorteile gegeniiber immobilisierten Messungen. Da die Beobachtungszeit eines Molekiils
durch die Grofle des Beobachtungsvolumens und das Diffusionsgeschwindigkeit in der
Losung begrenzt ist, spielt das Photobleichen eine geringere Rolle. Die Praparation der
Proben erfordert einen geringeren Aufwand, und die benétigten Farbstoffkonzentrationen
und Volumina bewegen sich im Bereich von picomolaren Konzentrationen in wenigen

Mikrolitern Gesamtvolumen.

Auch dynamische Interaktionen kénnen aufgrund der Korrelation von Beobachtungszeit
und verschiedenen molekiilspezifischen Parametern wie Volumen und Masse untersucht
werden. Dabei kann das Bindungs- und Aggregationsverhalten in sehr kleinen Volumina
oder auch die Komplexbildung von Molekiilen sehr unterschiedlicher Gréfie untersucht
werden [283, 284]. Die Schwierigkeit bei der Bestimmung und Trennung von verschiedenen,
das Leuchtverhalten modulierenden Vorgingen in kurzen Zeitbereichen (einige ps bis wenige
ms) ist das Verhéltnis der Signalstirken der jeweiligen Prozesse sowie die korrekte Annahme

der photophysikalischen Parameter, die die Analyse beeinflussen [285].

6.1 Bestimmung des lateralen und axialen Fokusparameters

Zur Kontrolle der in den folgenden Kapiteln aus den Diffusionszeiten gewonnenen Groflen des
Beobachtungsvolumens wurden Messungen an immobilisierten fluoreszenten Mikrosphéren
durchgefithrt und mit den Werten aus Losungsmessungen verglichen. Die Justage mit einer
in Wasser gelosten AF-488-Probe fiihrt unter der Annahme eines Diffusionskoeffizienten bei
(22,5 £ 0,5) °C von 435 um? s~! [286] nach Gleichung (2.88b) zu einem lateralen Fokuspa-
rameter w,, bei einem Abfall der Intensitit auf 1/e? von (254,4 & 4,1) nm. Zum Vergleich

wurden 500 nm, 200 nm und 100 nm grofle fluoreszente Mikrosphéren zur Bestimmung der
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Abbildung 6.1: Bestimmung der Abbildungsfunktion des Mikroskops

Rasteraufnahmen von TetraSpeck®- und FluoSpheres®-Mikrosphiren (Invitrogen™) mit einer Grofe
von 500 nm, 200 nm (beide TetraSpeck®) und 100 nm (FluoSpheres®) bei einer Laser-Wellenléinge von
488 nm und Leistung von 50 nW und 100 nW. Die Messungen wurden mit einem 50 pm-Pinhole und
einer Probenverschiebung mittels piezoelektrischer Aktuatoren durchgefiihrt. Bei der Anpassung mit
einer 2D-GauBfunktion lauten die erhaltenen Werte fiir die TetraSpeck®-Mikrosphéren: (a) Lateraler
1/e2-Abfall von (632,0 + 1,1) nm fiir z und (658,3 + 1,2) nm fiir y, mit einem Korrelationskoeffizient
von 0,028 4 0,002. (b) Axialer 1/e2-Abfall von (1197,7 4+ 2,6) nm fiir 2. (c) Lateraler 1/e2-Abfall von
(351,54 0,4) nm fiir z und (368,4 £ 0,4) nm fiir y, wobei der Korrelationskoeffizient 0,068 + 0,002
betriigt. (d) Axialer 1/e2-Abfall von (990,2 & 2,2) nm fiir z. Die Werte der 100 nm FluoSpheres®-
Mikrosphéren lauten: (e) Lateraler 1/e2-Abfall von (283,7 & 0,9) nm fiir x und (284,0 4 1,0) nm fiir y
mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,010 & 0,004. (f) Axialer 1/e2-Abfall von (801,8 + 3,4) nm.
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6.1 Bestimmung des lateralen und axialen Fokusparameters

Abbildungsfunktion bzw. der Intensitétsabfallfunktion in Rasteraufnahmen abgebildet [287].
Die kommerziell erhiltlichen TetraSpeck®- und FluoSpheres®-Mikrosphiren (Invitrogen™)
sind entweder bereits in einer Matrix eingebettet oder werden in Agarose-Gel (n = 1,3355
bei 0,5 % [288]) prépariert.

In Abbildung 6.1 sind die radialen (links) sowie axialen (rechts) Aufnahmen der Mikro-
sphéren dargestellt. In Abbildung 6.1d ist zu erkennen, dass der axiale Intensitédtsverlauf
nicht optimal durch die angepasste 2D-Gauflfunktion beschrieben wird. Die Anpassung des
radialen Verlaufs der jeweiligen Mikrosphéren mit einer Grofle von 500 nm, 200 nm und
100 nm liefert hingegen niedrige Korrelationskoeffizienten von 0,028 4 0,002, 0,068 4 0,002
und 0,010 £ 0,004. Die 500 nm- und 200 nm-Mikrosphéren besitzen eine Grofle, die tiber
der Auflosung des Mikroskops (siehe Abschnitt 2.3.1) liegt und somit nicht zu einer Faltung
der Abbildungsfunktion mit einer Punktfunktion fiihrt. Das resultiert in den dargestellten
Bildern zu einer Verbreiterung um das entsprechende Faltungsprodukt der abbildbaren

Kreisfunktion der Sphére und somit zu grofleren Radien als bei den 100 nm-Mikrosphéren.

Die Radien der Abbildungsfunktion werden entsprechend an der 100 nm-Mikrosphére be-
stimmt und betragen fiir die in den Abbildungen 6.1e und 6.1f dargestellten Messungen
radial (283,9 + 1,9) nm und axial (801,8 + 3,4) nm. Da die Mikrosphéren in Agarose einge-
bettet sind, die Bestimmung des lateralen Radius w iiber den Diffusionskoeffizienten aber
in destilliertem Wasser erfolgt, ist von einer Abweichung der Radien im Bereich von 5%

auszugehen [289].
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Kapitel 6. Photophysik frei diffundierender Fluorophore

6.2 Glycerineinfluss auf Diffusion und Sauerstoffgehalt

Findet eine Uberlagerung verschiedener Prozesse in einem #hnlichen Zeitbereich statt,
wird die Trennung bzw. die Bestimmung dieser abhdngig vom Rauschniveau, dem Ab-
stand der entsprechend zugrundeliegenden Verteilungsfunktionen und der Qualitiat des
Anpassungsmodells mafigeblich beeinflusst. Obgleich die mathematische Behandlung dieser
Problematik gut untersucht ist, bleibt vor allem bei dynamischen Prozessen, die nicht
vollstandig reproduzierbar sind, diese Schwierigkeit bestehen [290]. Somit ist fiir eine
genaue Bestimmung von Ratenprozessen im Bereich der Diffusionszeit der betrachteten
Molekiile eine genaue Identifikation des diffusiven Anteils hilfreich. Zum Vergleich der
aus der FCS gewonnen photophysikalischen Parameter eines Molekiils bei verschiedenen
Diffusionsgeschwindigkeiten wird die Viskositit der Farbstoflosung mittels der Zugabe von

Glycerin erh6éht und somit der Diffusionsteil in der FCS zu ldngeren Zeiten verschoben.

6.2.1 Diffusionszeit und molekulare Helligkeit

Die Proben wurden wie in Abschnitt 3.2 beschrieben vorbereitet und anschliefend in
einer Sattigungsreihe gemessen. Die Anregungsleistung betriagt 1 pW bis 1 mW bei einer
Messdauer von 60 min bei geringen und mindestens 3 min bei hohen Leistungen. Aufgrund
der insgesamt mehrere Stunden dauernden Messreihe fiir einen Farbstoff wurde das Im-
mersionswasser nach jeder vollen Stunde kontrolliert und gegebenenfalls erneuert. Dabei
wurde aufgrund der Empfindlichkeit der Messung auf &uflere Einfliisse jede Messreihe
geschlossen an einem Tag aufgenommen. Darauf folgende Messungen wurden jeweils erst
bei alter Konzentration mit der vorangegangenen Messreihe verglichen und anschliefend
auf die benétigte neue Konzentration gebracht, um systematische Einfliisse wie Anderungen
der Ausgangskonzentration durch Anlagerung der Farbstoffe an den Gefédfiwénden oder
Bleichen zu korrigieren. Exemplarisch ist in Abbildung 6.2a die Verschiebung der Anpas-
sungsfunktionen im Diffusionsbereich der Korrelationskurve fiir eine Anregungsleistung
von 100 pW dargestellt. Zur besseren visuellen Vergleichbarkeit sind die Kurven auf ihre
Amplitude normiert. Die Diffusionszeit wird nach Gleichung (2.77) angepasst und steigt

bei einem Glycerinanteil von 30 % auf das 2,4-fache der Ausgangszeit.

In Abbildung 6.2b sind die aus der Korrelationsfunktion mittels der Anpassungsfunktion
gemaf Gleichung (2.87) erhaltenen Diffusionszeiten von AF-488 fiir fiinf unterschiedliche
Glycerin-Konzentrationen gegen die Anregungsleistung aufgetragen. Diffusionsmessungen
werden in der FCS haufig durch die Messung einer Probe mit bekanntem Diffusionskoeffizi-
enten kalibriert, sodass bei einer festgelegten Anregungsleistung relative Anderungen des
Diffusionsverhaltens genau bestimmt werden kénnen. Eine solche Kalibrierung ist hier nur
eingeschrinkt moglich, da in Hinblick auf die Analyse des photophysikalischen Verhaltens
Messwerte unter verschiedenen Leistungen aufgenommen werden. Die Bestimmung des
Diffusionskoeffizienten aus den FCS-Daten kann bei hohen Anregungsleistungen durch das

Auftreten von Photobleichen zu einer Verminderung der lokalen Konzentration und somit
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Abbildung 6.2: Glycerineinfluss auf die Diffusionszeit von AF-488

Unter Zugabe von Glycerin steigt die mittlere Diffusionszeit der beobachteten Molekiile durch
das konfokale Volumen an. (a) Die normierten Anpassungen der Korrelationsfunktionen bei einer
Leistung von 100 utW in der Eingangsapertur zeigen eine Verschiebung des diffusiven Anteils zu
langeren Zeiten bei steigendem Glycerinanteil. (b) Die gemessenen Diffusionszeiten bei unterschied-
lichen Glycerinanteilen steigen mit der Anregungsleistung. Die durch Gleichung (6.1) extrapolierten
Diffusionszeiten geben beim Ordinatenschnittpunkt die Diffusionszeit mp, ohne Sattigungseffekte
an.

einer Fehlinterpretation der (niedrigeren) Diffusionszeiten fithren [40].

Entspricht die mittlere Bleichzeit der mittleren Aufenthaltsdauer der Molekiile im Fo-
kus (oder kiirzer), kann dies anhand einer leistungsabhéngigen Abnahme der mittleren
Molekiilanzahl bzw. der Amplitude der Korrelationsfunktion beobachtet werden. Bei der
Beobachtung von Farbstoffen, bei denen kein nennenswertes Photobleichen auftritt, ist ein
Anstieg der mittleren Molekiilanzahl und Diffusionszeit mit steigender Leistung aufgrund
von Sattigungseffekten beobachtbar [291]. Der Einfluss von Sattigungseffekten auf die
Korrelationsamplitude und die Zeitkonstante des Diffusionsverhaltens wurde bereits von
Enderlein et al. [235] untersucht, dennoch bleiben einige Schwierigkeiten in der Vergleich-
barkeit und Parametrisierung der Werte bei hohen Laserleistungen [292]. Daher wird im
Folgenden zur Bestimmung des Diffusionskoeffizienten die Diffusionszeit zur minimalen

Laserleistung gr% o (P) durch

(6.1)

bestimmt [211]. Die Funktion beschreibt einen einfachen Sattigungsverlauf, wobei der
Parameter « frei angepasst wird und die Normierung auf die betrachtete Abhéngigkeits-
grofe herstellt. Durch Psyy ist der Sattigungsverlauf bestimmt, und m, beschreibt das
asymptotische Minimum der Diffusionszeit. Wird dieses Minimum mit einer Probe mit
bekanntem Diffusionskoeffizienten bestimmt, kénnen anschliefflende Séttigungsmessungen
relativ zu dieser Messung ausgewertet werden. Die fiir die Bestimmung von 1, genutzte

Anpassungsfunktion ist in Abbildung 6.2b als durchgezogene Linie dargestellt. Der jeweilige
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Abbildung 6.3: Diffusionszeit und Diffusionskoeffizient von AF-488

Die aus den FCS Messungen bestimmte Diffusionszeit 7p, (schwarz) steigt linear (schwarze Bestge-
rade) mit dem Glycerinanteil. Die nach Gleichung (2.88b) berechneten Diffusionskoeffizienten (rot)
sinken indirekt proportional dazu (rot gestrichelte Linie).

Schnittpunkt mit der Ordinate gibt dabei den Wert fiir das zur Bestimmung des Diffu-
sionskoeffizienten verwendete mp, an. Es ist klar zu erkennen, dass die Diffusionszeit wie

erwartet mit einer Erhhung des Glycerinanteils ansteigt.

Auffillig ist, dass bei steigender Glycerinkonzentration die Diffusionszeit zu niedrigen
Leistungen wieder ansteigt. Eine generelle Erhéhung der Diffusionszeit ist aufgrund der
unterschiedlichen Brechungsindizes von Glycerin mit einem Brechungsindex von n = 1,4784
und Wasser mit einem Brechungsindex von n = 1,3372 bei 486 nm (Fraunhofer F-Linie bzw.
Hf-Linie der Balmer-Serie bei 20 °C relativ zu Luft unter Normalbedingung) erwartbar [293].
Die Abweichung fithrt bei der Verwendung des genutzten Wasserimmersionsobjektivs zu
Aberrationen und somit einer Vergroferung des konfokalen Volumens von bis zu 10 % [289].
Dieser Effekt kann durch die Anpassung des verwendeten Deckglases und des Objektivs
(z. B. Einstellung des Korrekturringes) korrigiert werden, wobei der Effekt auf die Aussa-
gekraft der FCS-Messungen keinen entscheidenden Einfluss haben sollte [294]. Obgleich
die glycerinabhingige Anderung des Beobachtungsvolumens also zu Verschiebungseffekten
der Diffusionszeit fithren kann, wird das Absinken der Zeiten zu einem Minimum bei etwa

20 pW mit anschlieendem sigmoidalen Verlauf dadurch nur unzureichend erklért.

Abbildung 6.3 zeigt die mit der Glycerinkonzentration linear ansteigende minimale Dif-
fusionszeit 7p,. Der Diffusionskoeffizient kann anhand der Kalibrationsmessung (siehe
Abschnitt 6.1) nach Gleichung (2.88b) berechnet werden und f&llt indirekt proportional
zur Diffusionszeit. Mit Hilfe der in Abbildung 6.4a dargestellten Viskositét des Glycerin-

Wasser-Gemisches, kann iiber die Stokes-Einstein-Gleichung

_ kgT
N 67T77R0

(6.2)
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Abbildung 6.4: Viskositit und hydrodynamischer Radius von AF-488

(a) Verlauf der Viskositit des Glycerin-Wasser-Gemisches nach Segur und Oberstar [298]. (b) Der
hydrodynamische Radius (schwarze Kreise) ergibt sich aus der Stokes-Einstein-Gleichung (siehe
Gleichung (6.2)) bei (20,0 #+ 0,5) °C und steigt von (4,9 & 0,2) A auf (7,8 & 0,4) A. Die durchgezogene
Linie kennzeichnet den aus der gendherten Diffusionszeit in Abbildung 6.3 (rot gestrichelte Linie)
und der Viskositdt bei 20°C in (a) erwarteten Verlauf.

den entsprechenden Diffusionskoeffizienten ein hydrodynamischer Radius Ry zugewiesen
werden. In Abbildung 6.4b ist der entsprechende hydrodynamische Radius (auch Stokesra-
dius) gegen den Glycerinanteil und in Abbildung C.11 zusétzlich die zugehorige Viskositét
des Losungsmittels gegen die gemessene Diffusionszeit aufgetragen. Da der Einfluss von
Temperaturdnderungen auf die Viskositdt ebenfalls zu einer linearen Verschiebung der
Diffusionszeiten fiihren kann, die hier nicht unterscheidbar mit der Anderung durch die
Glycerinkonzentration ist, ist von einem zuséatzlichen Fehler von etwa 2 % je abweichen-
dem Grad Celsius auszugehen [286, 295]. Der hydrodynamische Radius von AF-488 in
Wasser ohne Glycerin betrigt dabei Ry = (4,91 4 0,25) A und steigt auf einen Wert von
Ro = (7,8 £0,4) A bei 30 % Glycerin. Er bewegt sich damit im Bereich der aus der Literatur
erwarteten Groflenordnung [296] und entspricht etwa der zwei- bis dreifachen Grofe des
effektiven hydrodynamischen Radius des Glycerins von Ry qiy = 2,6 A [297]. Die Anderung
des hydrodynamischen Radius kennzeichnet Abweichungen im Diffusionsverhalten der
Molekiile bei unterschiedlichen Glycerinkonzentrationen und ist anhand des Diffusions-
koeffizienten geméfl Abbildung 6.3 und der Viskositét entsprechend Abbildung 6.4a als
durchgezogene Linie in Abbildung 6.4b dargestellt. Zusétzlich fiihren, wie bereits in Bezug
auf Abbildung 6.2b erlautert, hohe Glycerinkonzentrationen zu Problemen in der Bestim-
mung der minimalen Diffusionszeit m,. Da bereits bei einem Glycerinanteil von 15 % die
Diffusionszeit mehr als verdoppelt wird und bei geringen Leistungen die Genauigkeit der
Anpassungsfunktion 6.1 zu hoheren Glycerinkonzentrationen abnimmt und Anderungen
des Diffusionsverhaltens auftreten, wurden die folgenden Messungen in 5 % Schritten bis

zu einem maximalen Glycerinanteil von 20 % durchgefiihrt.

Da die Farbstoffkonzentration der jeweiligen Probe die messbare Gesamtintensitéit bestimmt,

aber keinen Einfluss auf das Fluktuationsverhalten der transienten Intensitit hat, konnten
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Abbildung 6.5: Molekulare Helligkeit von AF-488 unter Glycerinzugabe

Die MB von AF-488 erreicht ein Maximum bei einer Photonenflussdichte von etwa ¢ =
6-102"m~2s7! und sinkt mit weiter steigender Anregungsleistung wieder ab. Dies spricht fiir
eine zusétzliche Sattigung des Systems durch hohere Singulett und/oder Triplettzustidnde. Die
Linien zeigen daher die Anpassung der Messwerte durch Gleichung (4.21), die allerdings keine
Interkombinationsvorgénge in hoher angeregten elektronischen Zusténden beachtet. Die Zugabe
von Glycerin zum Losungsmittel fithrt zu einem zusétzlichen Absinken der MB.

unterschiedliche Farbstoffkonzentrationen verwendet werden. Dies bringt den Vorteil, den
relativen Unterschied im Glycerinanteil der Proben zuverléssig einstellen zu kénnen, da
von einer hohen Ausgangskonzentration ausgehend verdiinnt werden kann. Da dies zu
unterschiedlichen Z&hlraten und mittleren Molekiilzahlen (siche Abbildung 6.7) fithrt, wird
nachfolgend die mittlere Zahlrate je Molekiil in Form der molekularen Helligkeit (MB, siehe
Abschnitt 4.1 und Anhang B.2) angegeben. Der Verlauf der MB sollte dabei unabhéngig
vom Diffusionsverhalten sein und ist in Abbildung 6.5 dargestellt. Die Messungen unter Gly-
cerinzugabe sind nur fir hohe Anregungsleistungen iiber 200 ptW durchgefiihrt worden und
entsprechend aufgetragen. Es fillt auf, dass die MB ein Maximum bei ¢ = 6 - 102" m~2s~!
erreicht und bei weiter steigender Photonenflussdichte abnimmt. Die Photonenflussdichte
gibt dabei die entsprechend der am Objektiv eingestrahlten Leistung P und beziiglich
der Querschnittsfliche des Fokus herrschende Energieflussdichte an. Sie fihrt mit dem
molekularen Wirkungsquerschnitt des betrachteten Fluorophors zur Anregungsrate im

Laserfokus. Fiir einen gauf}férmigen Laserstrahl ist die Photonenflussdichte durch

2P
P)=— 6.3
OP) =" (63)
gegeben. Die Photonenenergie ist iiber die Planck—Einstein-Relation durch die Frequenz des
Lichtes v und das Plancksche Wirkungsquantum h bestimmt. Die Querschnittsfliche wird
mit dem radialen Fokusparameter (1/e2-Abfall) der auch fiir die Diffusionsbestimmungen

verwendet wurde, berechnet.

Unabhéngig von der Photonenflussdichte fithrt die Erhéhung des Glycerinanteils zu einer
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Abbildung 6.6: Sittigung des Leuchtverhaltens von AF-488

(a) Die Sattigungswerte nach Gleichung (6.4) geben den Verlauf der MB gemifl der Besetzung
von einfachen und héheren angeregten elektronischen Zustédnden an. Die Verbindungslinien der
Punkte dienen der Ubersicht und haben keine physikalische Bedeutung. (b) Die maximale MB sinkt
annahernd linear mit steigendem Glycerinanteil und betrdgt bei 20 % Glycerinanteil noch 80 % der
Ausgangsintensitat. Die Linie kennzeichnet eine lineare Anpassung der Messwerte.

Verminderung der molekularen Helligkeit insgesamt. Die in Abbildung 6.5 dargestellten
farbigen Linien sind globale Anpassungen nach Gleichung (4.21) unter der Annahme, dass
die Abnahme der Helligkeit durch die Besetzung hoherer Triplett- bzw. Singulettzustan-
de bedingt ist und die Wahrscheinlichkeit von Wechseln der Multiplizitiat aus hoheren
elektronischen Zustdnden vernachlédssigbar klein ist. Dabei sind die Sattigungsflussdichten
durch

kisc + kasc\ !
¢Sat1 = kO (O-Soﬁ1 k‘r> )
rISC

—1
0S8 .n = OT_ . Kisc
¢Sat2 = kO (O-SO_,l ( +

ks,..  kr,_ ki1sc

gegeben und in Abbildung 6.6a gegen den Glycerinanteil aufgetragen. Die Sattigungsfluss-
dichten dienen hier als Indikatoren fiir das Absorptionsverhalten des Farbstoffes. Dabei
gibt ¢gy, die Séttigung gemif eines einfachen Drei-Niveau-Systems an und fiithrt zu
einer asymptotischen Stagnation der MB. Die sukzessive Absorption weiterer Photonen
aus einem bereits elektronisch angeregten Zustand wird durch ¢g,¢, beschrieben und
fihrt zu einer Verminderung der Besetzungsdichte des einfach angeregten Zustandes
und somit zu einem zusétzlichen Helligkeitsverlust. Der Sattigungswert ¢gat, bleibt bei
unterschiedlichen Glyceringehalten relativ konstant und ¢gas, sinkt leicht. Dies fiihrt zu einer
rascheren Abnahme der maximalen MB bei hoherem Glycerinanteil und kann unter anderem
durch den lingeren Aufenthalt einzelner Molekiile im konfokalen Volumen und der damit
steigenden Wahrscheinlichkeit fiir eine sukzessive Photonenabsorption erkléart werden. In
Abbildung 6.6b ist die relative Abnahme des Maximums der MB dargestellt. Es fallt auf, dass
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die relative Photonenzahl im Mittel um einen Prozentpunkt je Prozentpunkt Glycerinanteil
sinkt, wobei durch die erh6hte Viskositdt des Losungsmittels eine erhdhte Quantenausbeute
aufgrund der unwahrscheinlicheren Wechselwirkung mit anderen Molekiilen zu erwarten
wére [299].

An den Anpassungswerten fiir die mittlere Molekiilzahl und die Zéhlrate der Detektoren, die
in Abbildung 6.7 dargestellt sind, ist zu erkennen, dass die Verminderung der MB wéhrend
der Transitzeit durch den Fokus nicht primér auf erhéhtes Photobleichen zurtickgefiihrt
werden kann. Bei Bleichprozessen im Bereich der Diffusionszeit wire unter hohen Anre-
gungsleistungen ein Absinken der apparenten Diffusionszeit, eine Abnahme der mittleren
Molekiilzahl aufgrund der verminderten lokalen Konzentration, oder eine Abnahme des
Fluoreszenzsignals zu erwarten [46, 107, 204, 231]. Bei den in Abbildung 6.2b dargestellten
apparenten Diffusionszeiten ist kein durch Photobleichen induzierter Abfall bei hohen
Anregungsleistungen zu sehen. Die mittlere Molekiilzahl in Abbildung 6.7a zeigt sogar
ein tendenziell gegenteiliges Verhalten und steigt unter Glycerinzugabe stérker an. Dabei
wurde eine Hintergrundkorrektur mittels der Messung des Losungsmittels ohne Farbstoffe
durchgefiihrt, da das Fluoreszenzintensitatssignal F' der k beobachteten Molekiile um ein

unkorreliertes Hintergrundsignal H der Form

F(t)=H(t)+ > Fy(t) (6.5)

verstarkt wird. Somit lautet Gleichung (2.71) bei unkorreliertem Hintergrundsignal, das
nicht vernachlédssigbar klein ist und insbesondere bei stark streuenden Losungsmitteln
auftreten kann [57, 300, 301]:

G(r) = 5 . (6.6)

Dies fiihrt zu einer geringeren Amplitude bzw. zum Trugschluss einer héheren Konzentration
und folglich einer geringeren MB. Eine Korrektur dieses Effektes kann basierend auf der

Arbeit von Koppel [302] und den Formulierungen nach [221, 303] als

1 N
v = *2 7 67
(N korr T NH)
mit
Hintergrundzahlrate (Fy)
e B N 6.8
H Signalzéihlrate <F> _ <FH> korr ( )
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Abbildung 6.7: Mittlere Molekiilzahl und Zdhlrate von AF-488

(a) Die Steigung der mittleren Molekiilzahl N zeigt unter der Zugabe von Glycerin keinen zusétzlichen
Abfall. Abweichende Werte fiir N resultieren aus unterschiedlichen Fluorophorkonzentrationen
zwischen den Proben. Die grauen leeren Symbole zeigen exemplarisch die nicht nach Gleichung (6.9)
hintergrundkorrigierten Werte fiir die Messung ohne Glycerin. (b) Die Zahlraten sittigen bei hohen
Anregungsleistungen leicht. Es ist kein systematisch anderer Verlauf unter Glycerinzugabe zu
erkennen. Die Verbindungslinien der Punkte in (a) und (b) dienen der Ubersicht und haben keine
physikalische Bedeutung.

geschrieben werden!. Die Korrektur kann nun mithilfe der Gleichungen (6.7) und (6.8) und

der Messung der Hintergrundfluoreszenz Fy; gemafl der Gleichung

_ (Fu) \7°
Nkorr =N (1 + <F> — <FH>> (69)

vorgenommen und in die dargestellte mittlere Molekiilzahl einbezogen werden. Die Abwei-
chung ist zusétzlich in Abbildung 6.7a fiir die Messung ohne Glycerinzugabe mit dargestellt
(grau, leere Kreise). Die unterschiedlichen absoluten Werte bzw. mittleren Anzahlen an
Molekiilen im Beobachtungsvolumen resultieren, wie bereits erwéahnt, aus Unterschieden der
Farbstoffkonzentration aufgrund der Praparation der Proben. Dies sollte keinen Einfluss auf
die in Abbildung 6.5 gezeigte MB haben, da sie sich aus dem Verhéltnis der Molekiilzahl zur
Zahlrate (siehe Abbildung 6.7b) ergibt und, solange die Probenkonzentration nicht zu einer
hohen Mehr-Molekiil-Wahrscheinlichkeit im Beobachtungsvolumen fithrt, die Emissionsrate
eines einzelnen Molekiils beschreibt. Selbiges gilt fiir die photophysikalischen Parameter,

die im Folgenden genauer betrachtet werden.

6.2.2 'Triplettparameter und Loschraten

Unter Betrachtung der in Abbildung 6.8 dargestellten Triplettzeiten und des Triplettanteils
fallt auf, dass die mittlere Zahl an Molekiilen im Triplett und die Aufenthaltsdauer

in diesem mit steigender Glycerinkonzentration zunimmt. Die durchgezogenen Linien

! Die gemessene Fluoreszenz F ist durch die Signalzéhlrate und die Hintergrundfluoreszenz Fu gegeben.
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Abbildung 6.8: Triplettparameter von AF-488 unter Glycerinzugabe

Der Triplettanteil und die Triplettzeit steigen mit steigendem Glycerinanteil. Die Linien sind globale
Anpassungen nach Gleichung (6.10) und Gleichung (4.12b). Der Triplettanteil / die Triplettzeit
steigt von 0,41 / 1,94 s ohne Glycerin auf 0,50 / 2,92 s mit 20 % Glycerin bei 1 mW eingestrahlter
Leistung. Die grau gestrichelte Anpassungsgerade fiir den Triplettzeitverlauf ohne Glycerin ist
durch Gleichung (6.11) gegeben.

sind dabei Anpassungen nach Gleichung (4.13), wobei der von der anregungsseitigen
Photonenflussdichte und der Lebensdauer sowie dem molekularen Wirkungsquerschnitt

des Farbstoffes abhiangige Triplettanteil T" in vereinfachter Weise formuliert wird, so dass

T(P) - (1 AT <1+ P;at»—l

kIQSC (6.10)
. hv - Tw
mit Py = ——
270054,

gilt. Dabei wurde Gleichung (6.3) genutzt, um den Triplettanteil in direkter Abhéngigkeit
von der ins Objektiv eingestrahlten Anregungsleistung angeben zu kénnen. Die Séttigungs-
schwelle Ps,t gibt damit die halbe Hohe der mit der Anregungsleistung P steigenden
Besetzungsdichte des angeregten Singulettzustandes aus dem Singulett-Grundzustand an.
In analoger Formulierung kann die Triplettzeit 7p geméafl Gleichung (4.12b) formuliert
werden, wobei unter der zusétzlichen Annahme, dass die Riick-Interkombination eine
Leistungsabhéngigkeit nach Gleichung (5.15) aufweist und somit die Triplettzeiten bei

geringer Anregung weiter verlingert. Die Anpassungsfunktion lautet:

Pyt -1 PsatT -\
m(P) = { kisc (1 t75 ) + krsc + Krasc, (1 tT—p )

(6.11)

. hv - Tw? hv - mw? - kr
mit Pay=-——— und Py, = ool

270050,

2O-’I‘lan

132



6.2 Glycerineinfluss auf Diffusion und Sauerstoftgehalt

250 = 350
] ; 300 =
200 — — 3
B r 250 .
N 1 C N 1 #°
% 150 U O % 2004 & . =
= E Glycerinanteil F < 33 F
g b e 0% F 0 150 3./ =
— — (2] — =
g 100 1 v 5 ;’A) F ~ e kasc * kasc, F
] = 10% L 0w kisc * Kusc =
50 | A 15% - ] "k
] ® 20% C 50 = =
0;{TTTT[THT{TTTHTTTT{TTH[TTTT{THT[TTTWTTTT[TTH‘; 0A{TTTT[TTTT{TTTT[TTTT{TTTT[TTTT{TTTT[TTTT‘TTTT[TTTT‘V
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Leistung in yW Leistung in yW
(a) apparente Interkombinationsrate (b) Riick-Interkombinationsrate

Abbildung 6.9: Interkombinationsraten von AF-488 unter Glycerinzugabe

(a) Die Interkombinationsrate nimmt bei steigendem Glyceringehalt ab und fithrt so zu einem
verringerten Ubergang in den Dunkelzustand. Die durchgezogenen Linien kennzeichnen dabei die
globale Anpassung entsprechend Gleichung (2.89a). (b) Die Riick-Interkombinationsrate nimmt
ebenfalls bei steigendem Glyceringehalt ab. Die durchgezogenen Linien zeigen die globalen Anpas-
sungen der Messwerte nach Gleichung (6.12). Die grau und lila gestrichelten Linien geben dabei
zusétzlich die Anpassung unter Beachtung einer beschleunigten Riick-Interkombination geméfl Glei-
chung (5.15) an, die im Text genauer erklirt wird und bei 0% Glycerin zu kysc = (142 £ 10) kHz
und kyse, = (187 £ 9)kHz und bei 5% zu kysc = (113 £+ 30) kHz und kysc, = (162 + 36) kHz
fiihrt.

Die durchgezogenen Linien bei der Triplettzeit in Abbildung 6.8 zeigen dabei die Anpas-
sung nach Gleichung (4.12b). Grau gestrichelt ist die Anpassung nach Gleichung (6.11)
mit zwei unterschiedlichen Riick-Interkombinationsraten zu sehen. Die Berechnung der
Interkombinationsraten nach Gleichung (2.89) fithrt zu Abbildung 6.9, in der bei der Inter-
kombinationsrate kigc und der Riick-Interkombinationsrate k;igc ein leistungsabhangiger
Abfall zu sehen ist. Dabei sinkt die Riick-Interkombination aus dem Triplett deutlich stiarker
ab als die Interkombination in den Dunkelzustand. Somit steigen die Aufenthaltszeiten
und der mittlere Anteil von Molekiilen im Triplett wie bereits beschrieben an (siehe Abbil-
dung 6.8). Die Riick-Interkombinationsrate in Abbildung 6.9b kann bei hohen Leistungen

durch die einfache lineare Gleichung

kR (P) = kusc + aP (6.12)

approximiert werden, fithrt aber zu keiner sinnvollen Abschétzung der Grenzwerte P —
oo und P — 0 der beobachteten Riick-Interkombination. So fithrt die Anpassung der
Datenpunkte ohne Glycerin zu einem Wert von kysc = (269 +4) kHz und bei einem
Glycerinanteil von 5% zu kysc = (219 + 4) kHz, was einer Abnahme um 18,6 % entspricht.
Bei der Betrachtung der Messwerte bei geringen Leistungen ist ersichtlich, dass diese
Werte deutlich zu hoch sind und die Messwerte bei niedriger Anregung nur unzureichend

charakterisieren.

133



Kapitel 6. Photophysik frei diffundierender Fluorophore

T 10 450

S E o ] lonenstarke in mm

% E S 400 [ ] 0

2 B 1S E

® 0,9 3 3 e 100

g 3 £ 350 ® 200

b E ) ]

5 08- 5 300

= 3 Temperatur 2z ]

£ i e 15°C e 250 -

S 073 ----20°C (berechnet) 5 1

2 3 e 25°C F 200

3 1 e 37°C 3 3

9 O‘G;NTTTT{TTTT‘TTTT{TTTT‘TTTT{TTTT‘ 150 ""‘{‘““““““‘{““““‘{
0 5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30 35
Massenanteil der Glycerinkomponente in % Temperatur in °C
(a) Oz-Loslichkeit in Glycerin (b) Og-Loslichkeit in HoO

Abbildung 6.10: Temperaturabhingige O;-Loslichkeit in Glycerin-Wasser-Gemischen
(a) Relative Loslichkeit von Sauerstoff in Glycerin in Abhéngigkeit des relativen Massenanteils von
Glycerin bei verschiedenen Temperaturen nach [304]. Bei steigendem Glycerinanteil wurde in erster
Néherung ein linearer Verlauf zur Bestimmung der Werte bei 20 °C angenommen (griin gestrichelte
Linie). (b) Temperaturabhéngige Loslichkeit von Sauerstoff in Wasser. Dabei ist die Loslichkeit mit
steigendem Chloridgehalt bzw. steigender Ionenstérke niedriger und sinkt mit der Temperatur [305].

Eine genauere Analyse ist mit Gleichung (5.15) moglich und fithrt in Abbildung 6.9b
zu dem grau gestrichelten Verlauf mit den Werten kyysc = (142 £+ 10) kHz und kysc, =
(187 £ 9)kHz und dem Séattigungswert Pasat, = (108,3 £ 20,7) pW. Der Sattigungswert
héngt nach Gleichung (6.10) vom Verhéltnis des molekularen Wirkungsquerschnitts des
Triplettzustandes zur inneren Konversionsrate aus dem hoher angeregten Triplettzustand
ab. Unter der Annahme, dass die Glycerinzugabe einen Einfluss auf die Reproduktionswahr-
scheinlichkeiten hat, kann P, als farbstoff- und mikroskopabhéngige Konstante zur Be-
stimmung der Abnahme der Riick-Interkombination genutzt werden. So fithrt die Anpassung
der Riick-Interkombinationsraten bei 5% Glycerin zu den Werten k;jsc = (113 + 30) kHz
und kysc, = (162 4+ 36) kHz. Die Abnahme der einzelnen Raten entspricht somit 20,4 %
fir kyysc und 13,4 % fiir kygc,. Die relativen Anpassungsfehler sind dabei mit 19 % und
27 % sehr hoch, was den fehlenden Messpunkten bei niedrigen Leistungen zuzuschreiben

ist.

Weitere mogliche Erklarungen fir den Einfluss des Glycerins auf das Triplettblinken
des Farbstoffes sind neben der Viskositdtsdnderung die unterschiedliche Loslichkeit von
Sauerstoff in Wasser und Glycerin. So ist zum Beispiel fiir strukturell dhnliche Farbstoffe
wie Rh-6G die Wirkung des Sauerstoffes als Triplettloscher bekannt [95, 108, 203, 306]. In
Abbildung 6.10a ist die relative Sauerstoflioslichkeit in einem Glycerin-Wasser-Gemisch
nach Kutsche etal. [304] dargestellt. Die griin gestrichelte Linie gibt dabei eine lineare
Néaherung fiir eine Temperatur von 20°C an. Dabei fallt die Loslichkeit auf etwa 77 %
des Ausgangswerts. Mithilfe der in Abbildung 6.10b dargestellten Loslichkeitswerte von
Sauerstoff in Wasser, konnen die in Tabelle 6.1 aufgefiihrten Sauerstoffioslichkeiten fiir die

betrachteten Glycerinkonzentrationen berechnet werden.
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Abbildung 6.11: O5-Loslichkeit und Riick-Interkombinationsrate von AF-488

Die sinkende Sauerstoffloslichkeit ldsst sich linear Anpassen (rote Linie) und sinkt um
(3,23 £0,01)uM je Prozent Glycerinanteil. Zusétzlich ist ein deutlichen Abfall der Riick-
Interkombinationsrate (schwarze Kreise) zu sehen. Die diinnen schwarzen Verbindungslinien der
Punkte dienen der Ubersicht und haben keine physikalische Bedeutung.

In Abbildung 6.11 ist der Abfall der Sauerstoffidslichkeit und der aus der globalen An-
passung der Riick-Interkombination gewonnene Wert fiir k¢ aufgetragen. Der aus den
Abbildungen 6.10a und 6.10b bestimmte, sinkende Sauerstoffanteil im Lésungsmittel fiithrt
zu einem deutlichen Abfall der Riick-Interkombinationsrate, die letztlich zu einer verringer-
ten Besetzungsdichte des angeregten Zustandes und somit auch der molekularen Helligkeit
fithrt. Dabei sinkt die Riick-Interkombinationsrate bei geringen Anderungen stark und
néhert sich anschlieend asymptotisch einem Minimum. Auch ein vermindert auftretender
Schweratomeffekt durch eine geringere Konzentration geloster Sauerstoffmolekiile (siehe
Abschnitt 2.2.1) kann die Wahrscheinlichkeit fiir Prozesse, die mit einem Wechsel der
Multiplizitit verbunden sind, absenken. In Ubereinstimmung mit Stracke, Heupel und
Thiel [307] sind die Uberginge aus dem Triplett stéirker betroffen sind als die Prozesse
in den Triplett, wodurch die in Abbildung 6.5 beobachtete Abnahme der molekularen
Helligkeit und der in Abbildung 6.8 gezeigte steigende Triplettanteil entstehen.

Die bereits in Abbildung 6.6b aufgetragene Verringerung der molekularen Helligkeit, kann
nach Abschnitt 2.2.4.2 mit Hilfe der Stern-Volmer-Gleichung (siehe Gleichung (2.50), Sei-
te 25) zur Bestimmung der Stern-Volmer Konstante K und der bimolekulare Loschrate
kq genutzt werden. In Abbildung 6.12a ist der lineare Anstieg des Verhaltnisses der maxi-
malen molekularen Helligkeit MBg bei einer Photonenflussdichte von 6 - 102" m=2s~! zur
maximalen molekularen Helligkeit MB bei zunehmendem Glycerinanteil entsprechend der
Stern-Volmer-Gleichung aufgetragen (vgl. auch Abbildung 6.5). Der Anstieg und somit
die Stern-Volmer Konstante betrigt (85,78 £2,83)- 1073 M~ ! / (11,744 0,39) - 1073 je
Prozentpunkt Glycerin, was im Bezug zur Lebensdauer von 79 = 4,1 ns zu einer Loschrate
von kq = (20,92 £ 0,69) - 105 M~ st / kq = (2,89 £ 0,10) MHz je Prozentpunkt Glycerin
fuhrt. Das entspricht einer Abnahme der MB auf 50 % der maximalen MB (ohne Glycerin-
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Abbildung 6.12: Stern-Volmer Graph und Sauerstoffdiffusivitét

(a) Der Stern-Volmer Graph zeigt einen linearen Verlauf mit einem Anstieg bzw. einer Stern-Volmer
Konstanten von (85,78 & 2,83) - 1073 M~ / (11,74 £ 0,39) - 1073 je Prozentpunkt Glycerin. (b) Ver-
lauf des Diffusionskoeffizienten von Sauerstoff in Wasser bei verschiedenen Temperaturen (20°C
dunkel, 25°C hell) nach Gleichung (6.13) (rot) und Gleichung (6.14) (schwarz). Die halbtransparen-
ten Bereiche kennzeichnen einen Fehler von +13 %.

zugabe) bei (11,66 £ 0,38) M bzw. einem Anteil von 85 % Glycerin. Die Reduktion diffusiver
Loschungsprozesse durch die Viskositatsinderung und Verminderung der Sauerstoffioslich-
keit fiithrt also zu einer Reduktion der MB. Basierend auf der Stokes-Finstein-Gleichung
kann der Diffusionskoeffizient des Sauerstoffes in der Losung nach Wilke und Chang [308]

empirisch durch

s I'vVaM

Dy =T74-10"
nvVv?3

(6.13)

abgeschétzt werden. Dabei bezeichnet T' die Temperatur, x einen Assoziationsparameter,
der das molekulare Gewicht des Losungsmittels M in Bezug zum betrachteten Diffusions-
prozess korrigiert, n die Viskositit der Losung und V das molare Volumen der gelosten
Substanz. In der Literatur sind einige Modifikationen der Gleichung fiir bestimmte L6-
sungsmittel und geloste Substanzen zu finden [309]. So kann der Assoziationsparameter x
in Form eines latenten Wirmefaktors? ausgedriickt werden, wodurch die Bestimmung des
Diffusionskoeffizienten geméafi Gleichung (6.13) mit weiteren empirischen Korrekturen auch
als [310]

0,93
TN MY AHp s ) (6.14)

Dy=54-10"%
<M7 (AHgu,)"?

geschrieben werden kann. Hier gibt AHpgs die Verdampfungsenthalpie des Losungsmittels

2 Unter der Betrachtung, dass der Zusammenhalt iiber intermolekulare Kréfte iiber die spezifische Verdamp-
fungswéarme charakterisiert ist.
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Tabelle 6.1: Parameter unterschiedlicher Glycerin-Wasser-Gemische

Nach Gleichung (6.1) aus Abbildung 6.2b extrapolierte Diffusionszeit mp, und entsprechend Glei-
chung (6.2) bestimmter Diffusionskoeffizient D. Zusétzlich ist die maximale Sauerstoffloslich-
keit der Losung entsprechend Abbildung 6.11 aufgetragen. Der laterale Fokusparameter betréigt
w = (254,4 +4,1) nm.

Glycerinanteil Do Viskositat® D 0y-Loslichkeit®®
in % in ps in mPas in pm?s~! in pmol1~!
0,0 372412 1,01+£0,03 434,9+21,0 284 + 1
5,0 61,1+0,6 1,15+0,01 264,8+6,9 268 + 1
75 67,7422 123+004 2390+ 11,6 260 + 1
15,0 89,5+6,5 1,561+0,11 180,84+16,0 236 + 2
30,0 1475+5,2¢ 251+£0,09 109,7+5,6 187+ 3

“Bei einer Temperatur von 20°C nach Segur und Oberstar [298]. Der Fehler folgt aus dem Fehler der
Diffusionszeit.

¥ Bei einem Druck von 101,3kPa und einem Atmosphéren-Sauerstoffanteil von 20,94 % bei 100 % relativer
Luftfeuchtigkeit nach Kutsche et al. [304] und Koppenol und Butler [305].

¢ Aufgrund der starken Abweichung der Diffusionszeiten vom theoretisch erwarteten Verlauf (vgl. Ab-
schnitt 2.2.3) bis zu einer Leistung von etwa 10 nW wurden diese Messwerte nicht in die Anpassung
einbezogen.

und AHg,, die der gelosten Substanz an. Der Diffusionskoeffizient von Sauerstoff in
Wasser bei 25°C und Normaldruck kann nun mittels der Gleichungen (6.13) und (6.14)
zu Dy, = (2,26 +0,29) - 105 cm?s™! bzw. Dy = (2,54 £0,33) - 10~° cm?s~! berechnet
werden® und stimmt gut mit den experimentellen Werten von 2,19 -107°cm?s~! bis
2,60 - 107° cm? s~ iiberein [57, 309, 316-318].

In Abbildung 6.12b ist der Verlauf der Diffusionskoeffizienten Dy, und Dy in Abhéangigkeit
von der Viskositit des Losungsmittels fiir 20 °C und 25 °C aufgetragen. Es fillt auf, dass
der Fehler der Bestimmung (+13 %) die temperaturabhéngigen Abweichungen (AT = 5°C)
der Diffusionskoeffizienten weit iibersteigt. Nach der Stokes-Einstein-Gleichung (siehe

2571 einem

Gleichung (6.2)) entspricht ein mittlerer Diffusionskoeffizient von 2,4 - 1075 cm? s~
hydrodynamischen Radius von etwa 91 pm. Die Literaturwerte fiir den kovalenten Atomra-
dius von Sauerstoff betragen (66 + 2) pm [319] und fiir den Van-der-Waals-Radius 155 pm
bis 171 pm [320], wobei die Bindungslinge im Sauerstoffmolekiil etwa 120 pm [321] betrégt.
Diese Abweichungen in der Bestimmung iiber die Stokes-Einstein Gleichung fir kleine
Molekiile sind auch in der Literatur zu finden [78, 297, 322]. Zur Bestimmung der mittleren
Kollisionsrate nach der Smoluchowski-Gleichung (siehe Abschnitt 2.2.4.2, Gleichung (2.51))
werden die aus der Stokes-Finstein Beziehung gewonnenen Radien verwendet, welche
im Vergleich zum betrachteten Farbstoff ((4,9 +0,2) A bis (7,8 4+ 0,4) A, vergleiche Abbil-
dung C.11) klein sind und somit nur zu geringen Abweichungen der Interaktionsdistanz

fithren. Fiir eine grobe Abschitzung des Interaktionsradius kann auch die Ausdehnung des

3 Assoziationsparameter x = 2,26 [308, 309], molare Masse M = 18,0gmol™" [311], Viskositit n =
0,890 mPa s bei 25°C [312, 313], molares Volumen V = 25,6 cm® mol ™" [308, 314], Verdampfungsenthalpie
AHu,o = 40,8kJmol ™! und AHo, = 5,58kJmol ™! [311, 315
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Abbildung 6.13: Kollisions- und Loschraten von AF-488

(a) Die Kollisionsrate ky (rot) gibt die konzentrationsabhéngige Frequenz des Zusammentreffens der
Farbstoff- und Sauerstoffmolekiile entsprechend der Smoluchowski Gleichung (siehe Gleichung (2.51))
an. Die effektiv beobachtbare Loschrate ko, (schwarz) hiangt von der Sauerstoffkonzentration in
der Losung ab und ist hier fiir eine Losch-Effizienz von 100 % und einen Interaktionsradius von
5A aufgetragen. (b) Die Léschrate der Triplettzustinde ko,q, . (rot) betrigt aufgrund der
Redissoziation des Quintett-Komplexes in seine Edukte lediglich 4/9 der moglichen Léschrate
(schwarz, sieche Abschnitt 2.2.4.2). Wird die verringerte Sauerstoffioslichkeit des Glycerin-Wasser-
Gemisches aufler acht gelassen, steigen die Loschraten (hellgrau und hellrot) entsprechend. Die
durch die Sauerstoffioslichkeit verursachte Ratendnderung ist in Abbildung C.12 aufgetragen. Die
Verbindungslinien der Punkte dienen der Ubersicht und haben keine physikalische Bedeutung.

delokalisierten Elektronensystems des Fluorophors (siehe Abbildung 3.8a) entsprechend
der Kohlenstoff-Bindungsabstéinde?* mit einem Radius von etwa 4 A angenommen werden,
was zusammen mit dem Sauerstoffradius von etwa 1 A zu einem Interaktionsradius von 5 A
fithrt. Mit den in Tabelle 6.1 aufgetragenen Diffusionskoeffizienten des Fluorophors und den
entsprechenden Viskositdten der Glycerin-Wasser-Mischung, kénnen die in Tabelle 6.2 aufge-
tragenen Kollisionsraten ki der Fluorophor- und Sauerstoffmolekiile nach Gleichung (2.51)
zu (3,71 +£0,44) - 10 M~ s~ bis (9,55 4+ 1,10) - 10° M~ s~! bestimmt werden.

In Abbildung 6.13a ist der Verlauf der diffusionsbestimmten Kollisionsrate ky, und der
maximalen Loschrate ko, q bei entsprechend Tabelle 6.1 gegebener Sauerstoffioslichkeit
dargestellt. Die Abweichung durch die Betrachtung der Sauerstoffitslichkeit ist fiir die
maximale und Triplett-Loschrate auch in Abbildung C.12 (siehe Seite XXX) zu finden. Die
Effizienz des Loschungsvorgangs bestimmt den Zusammenhang der Kollisionsrate mit der
bimolekularen Loschrate® und ist in den dargestellten Werten als fo = 1 gewéhlt. Dies
entspricht der Situation, dass jeder Kollisionsvorgang zu einer Léschung fiithrt. Obgleich
die Fehler der Bestimmung grof} sind (£13 %), ist ein deutlicher Abfall der Loschrate zu

hoheren Glycerinkonzentrationen zu erkennen. Beziiglich der Moglichkeiten, nach denen

4 Etwa 150 pm bei Einfach- und 140 pm bei Doppelbindungen und einer Wasserstoff-Kohlenstoff-Bindungs-
lange von etwa 110 pm.
® Bimolekulare Loschrate kq = fokx, siche Abschnitt 2.2.4.2
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6.2 Glycerineinfluss auf Diffusion und Sauerstoftgehalt

Tabelle 6.2: Zusammenfassung der Raten und Koeffizienten

Der Diffusionskoeffizient der gelésten Sauerstoffmolekiile Do, sinkt mit steigender Glycerinkon-
zentration. Das fiihrt mit dem ebenfalls sinkenden Diffusionskoeffizienten des Fluorophors (siehe
Tabelle 6.1) zu einer abnehmenden Kollisionsrate zwischen den Sauerstoff- und Fluorophormole-
kiilen k. Die mit der Oz-Loslichkeitsénderung bestimmte, maximale Loschrate ko, q ist fiir eine
Loscheffizienz von fg = 1 dargestellt. Bei der Betrachtung der Loschung von Triplettniveaus ist
entsprechend Abschnitt 2.2.4.2 von einer verminderten Loschrate auszugehen, die als ko, q,.
aufgetragen ist. Zuséatzlich ist die durch die Oo-Loslichkeitsdnderung verursachte Verminderung der
Loschraten in Prozent dargestellt.

¢(Glycerin) Do, kx ko, q kosar.g O2-Anteil
in M in 10 °cm?s™! in 109Mm~ts7! in MHz in MHz in %
0,00 2,09 + 0,27 955+ 1,10 271+032 1,21+0,14 0
0,68 1,85+ 0,24 8,00+ 0,93 2,14+0,26 0,95+0,11 5,6 £1,5
1,03 1,73 4+ 0,22 745+088 1,94+024 086+010 85426
2,05 1,42 + 0,18 6,06 £ 0,74 1,434+0,19 0,64+0,08 16,9+6,6
4,10 0,87 +0,11 3714044  0,69+009 031+004 3424110

die Fluoreszenzloschung durch den molekularen Sauerstoff ablaufen kann, ist die Wahl
einer Loscheffizienz von fg = 1 lediglich fiir die Léschung von Singulettzustdnden moglich.
Bei der Loschung von Triplettzustinden ist die Wahrscheinlichkeit auf 4/9 der Kollisi-
onsrate begrenzt (siche Abschnitt 2.2.4.2), womit die mégliche Triplett-Loschrate kg,
Werte von (1,65 & 0,20) - 10° M~!s~! bis (4,24 £0,49) - 10 M~ ! s~ annimmt. Wird diese
Loschrate ebenfalls auf die geloste Sauerstoffmenge bezogen, ergeben sich die in Tabelle 6.2
und Abbildung 6.13b dargestellten Werte fiir ka,qTHSG- In Tabelle C.1 und Abbildung C.13
(Seite XXIX) sind zum Vergleich die Raten und Koeffizienten bei einem Interaktionsradius,

der auf dem in Abbildung C.11 dargestellten Stokesradius basiert, aufgetragen.

Die in Abbildung 6.13b dargestellte Abhéngigkeit der Loschrate von der Sauerstoffios-
lichkeit zeigt den Zusammenhang zwischen der Konzentration der Losch-Molekiile und
der erwarteten diffusionsvermittelten Loschung. Der Anteil der Ratenédnderung, der durch
die verminderte Sauerstoffidslichkeit in der Glycerin-Wasser-Mischung zu erwarten ist,
fiihrt zu einer zusétzlichen Verminderung der Rate um etwa 34 %. Die berechneten Dif-
fusionskoeffizienten und Raten sind in Tabelle 6.2 aufgefithrt. Dabei sollte die Anderung
der Triplett-Loschrate ko, q,_ , anhand der Riick-Interkombinationsrate kijsc aus der

FCS-Analyse erkennbar sein, da diese die Lebensdauer des Triplettzustandes 7o geméf

intrinsisch

70,1 = Fiso (6.15)

+ k027QT—>S

charakterisiert bzw. verkiirzt. Die Triplett-Loschrate nimmt dabei von 0 M Glycerin zu
0,68 M Glycerin um 21 % ((26 £ 25) kHz) ab, was tiberaus genau mit den Riick-Interkombi-
nationsraten entsprechend Abbildung 6.9b (0M Glycerin: kyysc = (142 £ 10) kHz, 0,68 M

b GemiB koy,qp_s =k

. C(Oz).

dT-Ss
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Abbildung 6.14: Globale Anpassung der Interkombination von AF-488

Zu sehen sind die Werte der Interkombinationsrate in den Triplett kisc (schwarz) und die Sét-
tigungsleistung Psat (rot) der globalen Anpassung aus Abbildung 6.9a. Es fillt auf, dass die
Interkombinationsrate konstant bei einem Wert von (240 £ 2) kHz bleibt und lediglich die Satti-
gungsleistung mit einer Zunahme von (37 4= 12) ptW M~ beziiglich der Glycerinkonzentration steigt.
Der letzte Messwert weicht deutlich von diesem Verhalten ab und ist nicht mit in die Anpassungen
einbezogen.

Glycerin: kyygc = (113 = 30) kHz), mit einer Abnahme von 20 % ((29 + 40) kHz) bzw. einer
Erhohung der Lebensdauer des Triplettzustandes um etwa 1,81 ps iibereinstimmt. Anhand
der groflen Fehler und der ungenauen Bestimmung der Riick-Interkombinationsraten bei
niedrigen Leistungen (unter Glycerinzugabe) miissen die absoluten Werte mit Vorsicht
betrachten werden. Dennoch zeigen die dargestellten Werte, dass die Anderung der Lo-
schungsprozesse durch die Manipulation der Umgebung in der FCS-Analyse mit hoher

Ubereinstimmung zur Theorie bestimmt werden kann.

Die in Abbildung 6.9a dargestellte Abnahme der Interkombination in den Triplett zeigt bei
globaler Anpassung mit Gleichung (2.89a) das in Abbildung 6.14 aufgetragene Verhalten.
Durch die Zunahme der Sattigungsleistung P, (rot) der Interkombination in den Triplett
krsc kann die mittlere Besetzungsdichte des Singuletts und die Verschiebung der Triplett-
Quantenausbeute mithilfe der Gleichungen (4.7), (4.10) und (4.11) bestimmt werden. Das
fuhrt mit den in Abbildung 6.14 dargestellten Werten ((131 £ 16) pW und (37 & 12) ptW) zu
einem Anstieg der Sittigungsleistung Psa von (28 4 13) % M~!. Die Interkombinationsrate
kisc bleibt konstant bei (240 4 2) kHz, womit keine Interaktion des radiativen Zustandes
mit den geltsten Sauerstoffmolekiilen, die einen Triplettiibergang induziert, zu erkennen
ist. Die Sattigungsleistung hingt geméaf

hv - Tw?

(6.16)

sat - 5
27003,_,,

lediglich von der Photonenflussdichte im Z&ahler, dem molekularen Absorptionsquerschnitt

0s,., und der Fluoreszenzlebensdauer 7y ab. Aufbauend auf den frequenzabhéngigen
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Abbildung 6.15: AF-488-Lebensdauer und Brechungsindex bei Glycerinzugabe

(a) Mit steigender Glycerinkonzentration erh6ht sich der Brechungsindex der Losung (rot) und die
Fluoreszenzlebensdauer sinkt (grau, schwarz). Die grau und schwarze Linie zeigen Anpassungen
der Lebensdauern nach Gleichung (6.17). (b) Die relative Anderung der Fluoreszenzlebensdauer
entspricht der inversen quadratischen Anderung des Brechungsindizes.

Ubergangswahrscheinlichkeiten der photonischen Absorption und Emission nach Einstein
[323] und mithilfe einiger Umformungen und einer Brechungsindexkorrektur fir Systeme
in Losung [324-327] fithrt gemé&f Strickler und Berg [328] bei organischen Molekiilen die
Anderung des Brechungsindizes n des Losungsmittels zu einer Verschiebung der natiirlichen
Fluoreszenzlebensdauer 7, (1/kaq bzw. 79/Q, siehe Gleichung (2.35)) entsprechend der
Gleichung;:

1 2 -1
1_g. 23037{\?—% (7)) ﬂ/gdlnﬁ (6.172)
Tn A v gu
—1
= 2,880 107°n% (7;°) ﬂ/ dini (6.17D)
v Gu

Dabei gibt g; die Multiplizitdt des unteren Zustandes, g, die Multiplizitdt des oberen
Zustandes, € den molaren Extinktionskoeffizienten, N die Avogadro-Konstante, ¢y die
Lichtgeschwindigkeit im Vakuum und # die Wellenzahl der Ubergiénge in cm™! (in Glei-
chung (6.17a) in s~1) an. Durch <17J?3>;i wird die Rate der Emission aus dem untersten
elektronischen Niveau von wu in die vibronischen Zustdnde des Grundzustandes [ ent-
sprechend Kashas Regel (siehe Abschnitt 2.2.3) mithilfe des Fluoreszenzspektrums I ()

gemaf
fI (ﬁ) dV ~—3 -1
P Sl 6.18
s = (77°) (6.18)
bezeichnet. Nach Gleichung (6.17) fiihrt das Quadrat der Anderung des Brechungsindex
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Abbildung 6.16: Stern-Volmer Graph fiir die MB und die Lebensdauer von AF-488
Die Stern-Volmer Graphen der MB (rot) und der Fluoreszenzlebensdauer (schwarz) zeigen unter-
schiedliche Steigungen.

zu einer invers proportionalen Anderung der natiirlichen Fluoreszenzlebensdauer. In Ab-
bildung 6.15a sind die Brechungsindizes der AF-488-PBS-Losung bei unterschiedlichen
Glycerinkonzentrationen mit den entsprechenden Fluoreszenzlebensdauern aus gesonderten
TCSPC-Messungen (siehe Abbildung C.14) aufgetragen. Aus den relativen Amplituden
der Lebensdauern (hier nicht dargestellt, siehe Tabelle C.2) ist ersichtlich, dass die zweite
Komponente der Anpassung (72) die primére Lebensdauer der Fluoreszenz angibt. Da-
bei steigt der Brechungsindex der Lésung mit steigender Glycerinkonzentration und die

Lebensdauern 7 sinken.

Abbildung 6.15b zeigt die relative Anderung der Fluoreszenzlebensdauer 7, und die invers
quadratische Anderung des Brechungsindex des Losungsmittels”, wobei eine exzellente
Ubereinstimmung des nach Gleichung (6.17) erwarteten Verhaltens zu erkennen ist. Die
Erhohung der radiativen Rate k;,q aus dem angeregten Singulettzustand S; resultiert
demzufolge aus der Brechungsindexdnderung des Losungsmittels und zeigt keine Einfliisse
durch kollisionsvermittelte Loschungen des radiativen Zustandes. Diese fithrt somit zu
einer niedrigeren Triplett-Quantenausbeute (vgl. Gleichung (4.11)), die als Abnahme der
apparenten Interkombinationsrate beobachtbar ist. Im in Abbildung 6.16 dargestellten
Vergleich der Fluoreszenzlebensdauer zum Stern-Volmer Graphen aus Abbildung 6.12a ist

entsprechend ein deutlicher Unterschied der Koeffizienten Kyg und K zu erkennen.

Da der Einfluss der Anderung der Viskositéit, und somit des Diffusionskoeffizienten, lediglich
zu einer linearen Erhéhung der dynamischen Loschrate in der Losung fiithrt [329], kann die
von der Sauerstoffkonzentration abhiingende Anderung der Loschungsrate als zusétzlich
stattfindender Prozess betrachtet werden. Der entsprechende Stern-Volmer Graph ist
bereits in Abbildung 6.12a (und in den Abbildungen 6.16 und 6.17) dargestellt und verlauft

" Bestimmt aus den Brechungsindizes von Wasser n = 1,3372 und Glycerin n = 1,4784, siche Abschnitt 6.2.1,
Seite 126
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Abbildung 6.17: Stern-Volmer-Graph von AF-488 in Abhingigkeit von zwei Prozessen
Steigende Werte von MBy/MB kennzeichnen eine sinkende MB. Die Stern-Volmer Gleichung
(schwarz) ist in Abhéngigkeit von der Glycerinkonzentration aufgetragen. K,,, (rot) gibt den
Verlauf unter der Annahme von zwei involvierten Raten an und wird durch Gleichung (6.20)
bestimmt.

linear, was fiir eine Fluoreszenzléschung durch Kollisionen mit Losch-Molekiilen und gegen
statische Effekte spricht. Es ist zu beachten, dass diese Darstellung die Sauerstoffloslichkeit
und Diffusionsénderung mit einschliet und nur als Angabe der kombinierten Loschung
interpretiert werden kann. Zur Untersuchung der involvierten Raten wird die Stern-Volmer

Gleichung in Abhéngigkeit von zwei Prozessen K und K5 geschrieben

MBy

B~ (1+ K;1]02]) (1 4+ K3[02]) . (6.19)

Umformuliert zu einer apparenten Losch-Konstanten K, konnen anhand des Ordina-
tenschittpunktes und der Steigung des Verlaufs gegen die Loscher-Konzentration die
bimolekularen Loschraten der beiden Prozesse voneinander getrennt werden. Die apparente
Rate ist mit den entsprechenden Werten in Abbildung 6.17 rot eingetragen und berechnet
sich zu [57]

Kapp = (1\&]5}'30 - 1) [012] = (K1 + K2) + K1K3[O9] . (6.20)

Somit ergibt sich mithilfe des interpolierten Wertes bei einer Sauerstoff-Konzentrations-
anderung von 0 (Normaldruck, Raumtemperatur, Wasser) und der Steigung der Geraden
fiir die beiden Stern-Volmer Konstanten K; = (—13,25+16,56) - 1072 M~ und Ko =
(25,65 + 16,85) - 1073 M~ L.

Die Erhéhung der Glycerinkonzentration fiihrt also durch zwei Effekte zu einer Anderung
der MB der beobachteten Molekiile. Zum einen steigt die Viskositédt der Losung an und

fithrt zusammen mit der geringeren Sauerstoffidslichkeit zu einer Verminderung der kollisi-
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onsvermittelten Loschung von Triplettzustanden. Das fithrt zu lingeren Aufenthaltszeiten

im Triplett und dadurch zu einer Verminderung der molekularen Helligkeit (K3).

Zum anderen sinkt aber auch die Wahrscheinlichkeit, dass angeregte Singulettzustéinde
geloscht werden und hochreaktiver Singulettsauerstoff entsteht, der zur Photozerstérung
fithren kann. Obgleich die Messungen der Lebensdauer und der Interkombination in den
Triplett keine Hinweise auf Singulettléschungen liefern, woraus eine Erhohung der moleku-
laren Helligkeit lediglich aus der Erhohung der radiativen Rate durch die Variation des
Brechungsindizes folgt (K7). Erwdhnenswert ist, dass der durch K; beschriebene Effekt
in dhnlicher Form in der Literatur bei Oxazin-, Rhodamin- und Cyaninfarbstoffen durch
eine Verringerung der nicht-radiativen Raten beobachtet werden kann, wenn z. B. anstelle
von Wasser (H2O) Deuteriumoxid (D20) als Losungsmittel eingesetzt wird [330-332].
Der Effekt wird hier dem abgeschwichten Wasserstoffbriicken-Bindungsnetzwerk [333,
334] zugerechnet, das zu einer nicht radiativen Desaktivierung durch resonante Uber-
lagerungen der Schwingungsstrukturen fithrt. Allerdings weicht die Viskositdt und der
Sauerstoff-Diffusionskoeffizient von Deuteriumoxid ebenfalls vom Wasser ab [335], sodass
kollisionsvermittelte Effekte gemafi Abschnitt 2.2.4 nicht génzlich auszuschlieflen sind.
Zusétzlich ist in Abbildung C.15 (Seite XXXII) die Betrachtung des Systems unter der
Annahme einer zugénglichen (Triplett-Loschung) und einer nicht zugénglichen bzw. schwach

zugénglichen (Singulett-Loschung) Population dargestellt.

6.2.3 Zusammenfassung und Diskussion

Die Trennung des Diffusionsverhaltens von der Triplettdynamik mithilfe einer Viskosi-
tatsdnderung des Losungsmittels durch die Zugabe von Glycerin fithrt zu einer Vielzahl
unterschiedlicher Prozesse. Anderungen des Brechungsindex konnten in Ubereinstimmung
mit Enderlein et al. [235, 336] festgestellt und unter Beriicksichtigung und Messung der
Fluoreszenzlebensdauer geméaf Strickler und Berg [328] in die Betrachtung einbezogen
werden. Die sauerstoffinduzierte Interkombination vom Singulett S; in den Triplett Ty
entsprechend Potashnik, Goldschmidt und Ottolenghi [82] konnte anhand der Interkombi-
nationsrate krgc nicht beobachtet werden. Die glycerinabhéngige Verschiebung der Sét-
tigungsleistung ((37 £ 12) pW M~ 1) fiihrte lediglich zu einer apparenten Erhéhung von
kisc bei niedrigen und mittleren Photonenflussdichten (< 2,4-102 m~2s7!). Wie unter
anderem von Hiibner etal. [79] an in Polymethylmethacrylat (PMMA) immobilisierten
Dil-Molekiilen® gezeigt, fithrt der Sauerstoff ebenfalls zu einer Abnahme der Triplettzeit
durch eine erhohte Riick-Interkombination k;1sc. Daraus resultierte eine Erhohung der
MB (Kyp = (86 £3) - 1073 M~ 1) in Abhéingigkeit von der Glycerinkonzentration, wobei
gleichzeitig auch Photobleichreaktionen durch entstehenden Singulett-Sauerstoff nicht
ganzlich ausgeschlossen werden konnen [40, 337]. Die maximalen Kollisions- und Léschra-
ten (siche Tabelle 6.2) liegen mit kx = 9,55-10° M~ 's™ und ko, q,_, = 1,21 MHz in

Ubereinstimmung mit Lakowicz [57] und Eggeling et al. [96] unter den moglichen Grenz-

8 Dil - 1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocyanin
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werten diffusionsvermittelter Prozesse von ki = 1-10'"M~'s™ und ko, q, , = 1,3 MHz
in wissriger Losung. Eine Anderung des schnellen Fluktuationsverhaltens durch eine Ab-
nahme der Sauerstoflioslichkeit und Erhéhung der Viskositét, sowie eine damit verbundene
Verminderung der mittleren Kollisionsrate ki konnte somit aus der Verschiebung der
Triplettparameter und der Anpassung der MB unter Sattigungsbedingungen beobachtet

werden.
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6.3 Sauerstoffarme Umgebung

Fiir die Untersuchungen zum Einfluss des molekularen Sauerstoffes auf die mittels der
FCS beobachteten Photophysik, wurden drei Farbstoffe untersucht. Dabei wurde das
Fluoresceinderivat AF-488 als ein gut untersuchter und in der Literatur weit verbreiteter
Farbstoff ausgewéhlt [338-343]. Zum Vergleich wurden mit PF-488P und CF-488A zwei
spektral analoge Farbstoffe mit laut Hersteller &hnlichen Eigenschaften untersucht. Eine
Zusammenfassung der grundlegenden Parameter, wie der vom Hersteller angegebenen
Quantenausbeute und dem Spektrum, sind in Abschnitt 3.2 angegeben. Alle Farbstoffe
wurden in PBS gel6st und in der in Abschnitt 3.1.1 vorgestellten Probenkammer am
Mikroskop befestigt. Wie bereits in Abschnitt 2.2.4.2 und Abschnitt 6.2 besprochen,
kann geloster Sauerstoff zu kollisionsvermittelten Loschungsprozessen und konsekutiver

Photozerstorung fiihren.

6.3.1 Diffusion- und Triplettdynamik

In Abbildung 6.18 ist die Diffusionszeit der drei Fluorophore in PBS fiir Anregungsleistungen
von 1uW bis 800 pW aufgetragen. Die hellen, nicht gefiillten Symbole bezeichnen die
Messwerte unter einer vollstdndigen Argonatmosphére und somit ohne Sauerstoff. Mittels
der Anpassungsfunktion aus Gleichung (6.1) wird die asymptotische Diffusionszeit m,
und der Sattigungsparameter Py, bestimmt. Bei normaler Umgebungsatmosphére lauten
die angepassten Werte der Diffusionszeit mp, fiir AF-488 (54,2 £+ 0,7) ps, fiir PF-488P
(49,3 £ 0,6) ps und fir CF-488A (49,8 + 1,0) ps. Die Séttigungsparameter Py, die mit
(165 4 17) uW fiir AF-488, (176 & 14) uW fiir PF-488P und (162 & 15) uW fiir CF-488A

nur geringe Abweichungen voneinander zeigen, beschreiben den Anstieg des Verlaufes
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Abbildung 6.18: Diffusionszeiten unter Normal- und Argonatmosphére

Zu sehen ist der leistungsabhéngige Verlauf der Diffusionszeiten in PBS unter normaler Raumatmo-
sphére (dunkle, gefillte Symbole) und in PBS unter Argon (helle, leere Symbole). Die Anpassungen
nach Gleichung (6.1) sind fir die Losungen in PBS unter normaler Raumatmosphére aufgetragen.
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Tabelle 6.3: Zusammenfassung der Messparameter des Diffusionsanteils

Zu sehen sind die Diffusionszeiten m, und die entsprechenden Diffusionskoeffizienten D nach
Gleichung (2.88b) bei gleichem lateralen Fokusparameter w, der aus der AF-488-Messung zu
w = (307 + 8) nm unter normaler Raumatmosphére (in PBS) bestimmt ist. Zusétzlich ist die
nach Gleichung (6.1) maximal erwartete Diffusionszeit mp__ bei hoher Leistung mit der daraus
bestimmten Vergroferung der effektiv beobachteten Fokustaille eingetragen.

Dy D TDmax Taillenfaktor
pPBS*® in ps in pm?s1 in ps WD e/ WDy
AF-488° 542407 43544 98,6+9,1  1,3540,14

PF-488P 49,3 £ 0,6 478 £19 107,6 £13,3 1,48 +0,20
CF-488A 49,8 £ 1,0 473 £+ 22 1242 £13,8 1,68 +0,21

PBS & Argon®

AF-488 446+18 529435 120,3+0,6 1,70 +0,08
PF-488P 4214137 560+£197 62,9404  1,2240,40
CF-488A 52,0492 453+92 123940,6 1544028

“Die Werte und die Fehler der Diffusionszeiten resultieren aus der Anpassungsfunktion der Messreihe.
® Diffusionskoeffizient D nach Petrasek und Schwille [286].
¢ Die Werte und die Fehler der Diffusionszeiten resultieren aus der Korrelationsfunktion der Einzelmessung.

der Diffusionszeiten. Die relative Anderung der effektiven Diffusionszeit findet somit
bei vergleichbaren Leistungen statt. Dabei sind die Messwerte bei 1 nW aufgrund ihrer
groflen Abweichung nicht mit in die Anpassungsfunktion einbezogen. Es fallt auf, dass die
Diffusionszeiten bei 1 pW unter den angepassten Minima durch Gleichung (6.1) liegen und
besonders die Messwerte unter Argon eine sehr grofle Abweichung von den Werten bei
5uW zeigen. Nach Gleichung (2.88b) fithren, bei der Annahme des gleichen konfokalen
Volumens und somit auch lateralen Fokusparameters w fiir die betrachteten Messung?, die
Diffusionszeiten zu den in Tabelle 6.3 aufgetragenen Diffusionskoeffizienten. Die Angaben fiir
PF-488P und CF-488A sind in Relation zum Literaturwert des Diffusionskoeffizienten von
AF-488 gegeben. Die drei Farbstoffe zeigen ein dhnliches Diffusionsverhalten (Abweichung
< 10%), wie es aufgrund der vergleichbaren Molekulargewichte und der Struktur der
Molekiile (siche Abschnitt 3.2) zu erwarten ist. Die maximale Diffusionszeit 7, hingegen
zeigt Abweichungen von bis zu 20 % zwischen den Farbstoffen, was auf unterschiedliche

photophysikalische Sattigungsprozesse zuriickzufiihren ist.

Zur Analyse dieser Anderungen, kann aus dem Verhiltnis der maximalen Diffusionszeit und
der Diffusionszeit bei niedriger Leistung die relative Vergroflerung der effektiven Fokustaille
bestimmt werden. Bezogen auf ein durch Gleichung (2.74) (3D-Gauf}) beschriebenes effekti-
ves Beobachtungsvolumen Vg, fithren die in Tabelle 6.3 aufgetragenen Taillenfaktoren von

im Mittel 1,47 zu mehr als einer Verdoppelung des effektiven Volumens'®. Der Anstieg der

® Bei niedriger Leistung (< 10 W) und dhnlichen spektralen Eigenschaften der Farbstoffe.

9 Da das effektive Volumen gemiB Veg = 7%/ ?w?2,w. (siehe Anhang A.1, Gleichung (A.11)) quadratisch
von der Fokustaille abhéngt, entspricht ein Taillenfaktor von 1,47 einem Anstieg des Volumens um den
Faktor 2,16.
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Abbildung 6.19: Triplettparameter unter Normal- und Argonatmosphéire

(a) Die Triplettzeit unter normaler Atmosphére (dunkle Symbole) des AF-488 (schwarz) ist etwas
hoher als die des PF-488P (rot) und des CF-488A (blau). Unter Argon (helle Symbole) steigen die
Triplettzeiten deutlich an und séttigen bei &hnlichen Werten. Als Vergleichswert sind die Zeiten
gegen die maximale Anregungsleistung, also eine minimale Triplett-Zyklusdauer, angegeben. Die
durchgezogenen Linien zeigen globale Anpassungen nach Gleichung (6.11). (b) Der Triplettanteil
zeigt ebenfalls einen klaren Anstieg unter Argon. Auffillig ist, dass das PF-488P abweichend
vom AF-488 und CF-488A bereits bei niedrigen Anregungsleistungen unter 100 pW einen hohen

Triplettanteil von etwa 67 % erreicht. Die durchgezogenen Linien zeigen globale Anpassungen nach
Gleichung (6.21).

Diffusionszeiten zu hohen Leistungen resultiert aus der steigenden mittleren Anregungsrate
im beobachteten Volumen, woraus eine Verlangerung der effektiven Beobachtungszeit der
fluoreszenten Molekiile folgt. Dass die Abweichungen in der maximalen Diffusionszeit m
deutliche Unterschiede zeigen, ist auf das unterschiedliche Sattigungsverhalten der jeweiligen
Fluorophore zuriickzufiihren, was zu einer zusitzlichen Anderung der Detektionsfunkti-
on (siche Abschnitt 2.4) und somit der effektiven Beobachtungsdauer fithrt [344]. Unter
Sauerstoffentzug zeigen die Diffusionszeiten einen nicht ausreichend durch Gleichung (6.1)
beschreibbaren Verlauf. Es ist davon auszugehen, dass eine Verschiebung der Triplettzeiten
zu Anpassungsfehlern der Diffusionszeit fithrt, oder zusétzliche Prozesse wie radikalionische
Zustande (siehe Abschnitt 2.2.5) eine zusétzliche Amplitude im Bereich der Diffusion
bewirken. Wie in Tabelle 6.3 dargestellt ist, stimmen die Diffusionszeiten der Messungen
unter Argon bei geringer Leistung mit den Anpassungswerten 7, unter Normalatmosphére
iiberein. Daher werden bei den Messungen unter Argon lediglich die Diffusionszeiten bei
niedrigen Leistungen fiir die Abschitzung der asymptotische Diffusionszeit 7p, und damit
auch der Fokustaille gemaf Gleichung (2.88b) genutzt.

Da bei niedrigen Leistungen von einem vernachlassigbaren Einfluss des Triplettblinkens
und sittigender Effekte auszugehen ist, kann das konfokale Volumen durch diese Messwerte
abgeschitzt werden. Die Ubereinstimmung im 7p, spricht somit fiir vergleichbare Beobach-
tungsvolumina bei den Messungen mit und ohne Sauerstoff. Bei hoheren Leistungen treten

deutliche Abweichungen auf, wobei die Werte iiber den sauerstoffhaltigen Messwerten
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Abbildung 6.20: Interkombinationsraten unter Normal- und Argonatmosphire

(a) Dargestellt sind die Interkombinationsraten in den Triplett. Die durchgezogenen Linien geben die
Anpassungen nach Gleichung (6.22) an. Die daraus erhaltenen Werte fiir die Interkombinationsrate
kisc und Séttigungsleistung Ps,t in PBS und unter Argon sind fiir das AF-488 (schwarz/grau),
PF-488P (rot/hellrot) und CF-488A (blau/hellblau) in Tabelle 6.4 aufgetragen. Dabei f&llt auf,
dass ohne Sauerstoff die Interkombinationsrate aller untersuchter Farbstoffe sinkt. (b) Die Li-
nien stellen die Anpassungsfunktion nach Gleichung (5.15) dar. Unter Argon sinken die Riick-
Interkombinationsraten deutlich. Die genauen Werte der globalen Anpassung sind in Tabelle 6.4 zu
finden.

liegen. Daher werden die Diffusionszeiten unter Argon bei 0,8 mW als Schatzung fir m,
verwendet. Die daraus bestimmten Taillenfaktoren wp,, /wp, weichen stark von den

Messungen mit Sauerstoff ab.

In Abbildung 6.19a sind die Triplettzeiten 7 der Messreihen mit der Anpassungsfunkti-
on 6.11 dargestellt. Es fillt auf, dass die Triplettzeiten unter Argon deutlich ansteigen.
Besonders bei niedrigen Leistungen betragen sie iiber das Doppelte des Wertes in normaler
Atmosphére. Der Grenzwert zu hohen Leistungen (P,) gibt die minimale Triplettzeit
bei vollstédndiger Sattigung der Ratensysteme an und kann daher als Vergleichsmafl der
sauerstoffinduzierten Verkiirzung der Triplettzyklen betrachtet werden. Dabei zeigt das
CF-488A mit einer um 0,88 ps (37 %) kiirzeren Triplettzeit in Normalatmosphére die stirks-
te Verschiebung. Mit 0,75 s (36 %) folgt das PF-488P und die geringste Abweichung zeigt
das AF-488 mit 0,74 ps (32 %). Analog zur Triplettzeit (siehe Gleichung (6.11)) kann mit
der Leistungsabhéngigkeit geméf Gleichung (5.15) der Triplettanteil aus Gleichung (6.10)

als

T_ (1 n P + Py (krlsc n krsc, )>_1

ijSC P P + PsatT (6 21)
. hv - Tw? hv - 7w? - kr,_, ‘
mit Pgt=——— und PsatT = -
27—00'8()%1 20’T1Hn
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Tabelle 6.4: Parameter der globalen Anpassung der Triplettraten

Dargestellt sind die Werte der globalen Anpassung geméaf der Gleichungen (5.15), (6.11), (6.21)
und (6.22) der in den Abbildungen 6.19 und 6.20 dargestellten Messwerte der FCS-Analyse. Obgleich
die Fehler der bestimmten Werte grofl sind (bis zu 47 %), ist zu erkennen, dass die Raten der
Interkombination und Riick-Interkombination kisc, kyisc und kysc, bei allen drei Fluorophoren
unter Argon deutlich sinken.

kisc Pat krsc krisc, Pty
PBS in kHz in pW in kHz in kHz in pW

AF-488 294 £22 182435 H7£14 27514 5H55+12
PF-488P 345£19 142422 122422 261+£20 44=£15
CF-488A 356 £17 141+18 90+£38 239+£34 1949

PBS & Argon

AF-488 27317 27839 177 137T+£8 90 £ 24
PF-488P 303£25 16135 27+2 148+8 439+62
CF-488A 249+18 2924+£49 124£5 162+5 83 £ 12

geschrieben werden. Die globale Anpassung der Triplettanteile mit Gleichung (6.21) ist
in Abbildung 6.19b dargestellt. Dabei ist unter Argon ein Anstieg des Triplettanteils zu
erkennen. Besonders das PF-488P zeigt bereits bei niedrigen Leistungen (<100 pW) eine
deutliche Sattigung des Triplettanteils bei etwa 67 %, die bei den anderen Farbstoffen nicht
zu erkennen ist. Bezogen auf die Séttigung bei hohen Leistungen ist ein genau umgekehrtes
Verhalten im Vergleich zur Triplettzeit zu erkennen. So ist beim AF-488 unter Argon eine
absolute Erhohung des Tripletts um 17 % (relativ 36 %), beim PF-488P um 15 % (relativ
31%) und beim CF-488A um 8 % (relativ 16 %) zu sehen.

Werden die Interkombinationsraten entsprechend Gleichung (2.89) bestimmt, ergeben sich
die in Abbildung 6.20 dargestellten Werte. Dabei zeigen die Interkombinationsraten in
Abbildung 6.20a das bereits in Abschnitt 4.1 besprochene Sattigungsverhalten. Die globale
Anpassungsfunktion nach Gleichung (4.10) kann dabei als

app Psat -t

6.22
hv - Tw? ( )

mlt Psa_t — W
09Sp-1

geschrieben werden und ist in Form der durchgezogenen Linien zu erkennen. Die vermin-
derte Interkombination aus dem Singulett- in den Triplettzustand unter Argon deutet auf
Loschungsprozesse des Sauerstoffes mit dem angeregten Singulettzustand der Farbstoffe hin.
Die induzierte Interkombination fithrt damit, wie in Tabelle 6.4 zu sehen ist, unter sauer-
stoffhaltiger Atmosphére zu einer htheren Rate kigc und somit niedrigeren Triplettzeit. Die
Abnahme entspricht dabei beim AF-488 (21 4+ 39) kHz (7 %), beim PF-488P (42 + 44) kHz
(12%) und beim CF-488A (107 4+ 35)kHz (30 %). Ausgehend von einer linearen Abhén-
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Tabelle 6.5: Aus der Triplettanalyse bestimmte Ratenkonstanten der Loschung
Aufgetragen sind die aus dem Triplettverhalten unter normaler Atmosphéire und Argon be-
stimmten Ratenkonstanten Kisc, Kisc, Kisc, und die Summe der Ratenkonstanten der Riick-
Interkombination Kryiplets. Die Werte zur Bestimmung der Raten sind in Abbildung C.16 (Sei-
te XXXII) mit einer linearen Anpassung zu finden. Die sauerstoffinduzierte Interkombination in den
Triplett ist dabei um einen Faktor 1,4 bis 8,5 niedriger als die der gesamten Riick-Interkombination
K’I‘riplctt'

Kisc Kusc Kusc, Kviplett
in 103m1gt in 103m1gt
AF-488 0,74+137 141+£0,74 4,86=+0,77 6,27+ 1,51
PF-488P 1,48+1,76 3,35+0,85 3,984+0,99 7,33+1,84
CF-488A 3,77+1,23 2,75+151 2,71+1,37 5,46+ 2,88

Fluorophor

gigkeit der Interkombinationsrate von der Sauerstoffkonzentration [203], konnen die in
Tabelle 6.5 dargestellte Ratenkonstanten der sauerstoffinduzierten Interkombination Kigc
bestimmt werden. Es fallt auf, dass diese Bestimmung mit groflen Fehlern behaftet ist.
So ist zum Beispiel beim AF-488 der Fehler der Bestimmung grofler als der Ratenwert
selbst ((0,74 £ 1,37) - 108 M~ 1s71). Letztlich deutet dies auf einen geringen Einfluss der
Loschung tiber sauerstoffinduzierte Interkombination beim AF-488 hin. In Relation zu der
in Abschnitt 6.2.2 bestimmten Kollisionsrate kyx = (9,55 4 1,10) - 10° M~ s~! kann nun die
Wahrscheinlichkeit einer entsprechenden Loschung bei Kontakt des Fluorophors mit dem
Sauerstoffmolekiil fir das AF-488 zu (1 £ 2) % bestimmt werden. Beim CF-488A ist mit
(3,77 +1,23) - 103 M~ s~! eine deutliche sauerstoffinduzierte Erhohung der Ubergangsrate
in den Triplett beobachtbar, die zu einer Loschwahrscheinlichkeit bei einer Kollision von
(4 + 2) % fiihrt. Fiir das PF-488P liegt der Wert bei (2 & 2) %. Dies ist in Ubereinstimmung
mit der Beobachtung aus Abschnitt 6.2.2, dass geringe Anderungen der Sauerstoffiéslichkeit
kaum einen Einfluss auf die in der FCS beobachtete Interkombinationsrate!! zeigen und
erst bei Abweichungen von tiber 20 % deutlich auftreten (siehe Tabelle 6.1).

In Abbildung 6.20b sind die mit Gleichung (5.15) angepassten Riick-Interkombinationen
zu sehen. Unter Argon kann eine verminderte Riick-Interkombination aufgrund der aus-
bleibenden Triplett-Loschung durch Sauerstoffmolekiile beobachtet werden. Das fiihrt zum
einen zu einer erhdhten Triplettzeit 71 und zum anderen aufgrund der groflen absolu-
ten Anderung der Rate gemif Gleichung (6.21) zu einem Anstieg des Triplettanteils. In
Tabelle 6.4 sind die global angepassten Triplettparameter zusammengefasst. Analog zur
Bestimmung der Ratenkonstanten der sauerstoffinduzierten Interkombination kénnen die
Ratenkonstanten der jeweiligen sauerstoffinduzierten Riick-Interkombination K;igc und
Ki1sc,, sowie die aus diesen beiden Ratenkostanten bestehende Konstante der gesamten
sauerstoffinduzierten Riick-Interkombination Kyiplert bestimmt werden. Sie sind in Tabel-
le 6.5 aufgetragen und fiithren in Relation zur nach Abschnitt 6.2.2 maximal erwarteten
Loschrate & = (4,24 £0,49) - 10° M~ s7! zu einer gesamten Loscheffizienz des Tripletts

dT-s

! Hier ist nicht die apparente Interkombination kjoh gemeint.
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von (15+5)% beim AF-488, (17 +6) % beim PF-488P und (13 £ 8) % beim CF-488A.
Zusétzlich ist auffillig, dass die Séttigungsleistungen Py,t und P, unter Argon ansteigen.
Das weist auf eine Verkiirzung der Fluoreszenzlebensdauer 79 und eine Erhohung der inne-
ren Konversionsrate des Tripletts bt _, hin. Da keine Fluoreszenzlebensdauermessungen
unter Argon durchgefiihrt wurden, kann eine solche Verschiebung der Lebensdauer nicht
genauer betrachtet werden. Allerdings kann der Einfluss einer verminderten Lebensdauer
und erhohten inneren Triplett-Konversion anhand des Verhaltens der MB indirekt iiber die

Sattigungsraten abgeschétzt werden.

6.3.2 Molekulare Helligkeit

In Abbildung 6.21 ist der Verlauf der MB fiir die drei Farbstoffe in PBS unter norma-
ler Raumatmosphére und unter Argon zu sehen. Die MB ist gegen den eingestrahlten
Photonenflussdichte gemafl Gleichung (6.3) aufgetragen, der mit dem farbstoffabhéngigen
molekularen Wirkungsquerschnitt die Anregungsrate bestimmt. Es féllt auf, dass die MB
in der sauerstoffarmen Umgebung bei allen beobachteten Farbstoffen deutlich sinkt. Die
maximale MB je Molekiil fallt dabei beim PF-488P am starksten und betrdagt 29,8 % der
MB unter Sauerstoff. Ein ahnlicher Abfall ist beim CF-488A mit 31,6 % zu beobachten.
Das AF-488 hingegen ist unter Sauerstoff bei niedrigen Leistungen das dunkelste, zeigt aber
mit einem Helligkeitsabfall auf 50,4 % des Maximums die geringste Sauerstoffabhéangigkeit.

100
PBS / Argon
_ ® / O AF-488
‘o 80 m / O PF-488P
E A | A CF-488A
= Maximale Helligkeit in ms”
£ 60 72/ — 36
g _
= — 74— 22
T — 87/ — 27
o 40
kS|
2
[}
[<]
g 20
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5678927 2 3 45678928
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Photonenflussdichte ¢ in m’s’

Abbildung 6.21: Molekulare Helligkeit unter Normal- und Argonatmosphéire

Die dunklen, vollen Symbole geben die Messwerte der molekularen Helligkeit bei Standard-
Atmosphére gegen den Photonenfluss ¢ von AF-488 (schwarz), PF-488P (rot) und CF-488A (blau)
wieder. Unter dem Entzug von Sauerstoff (helle, leere Symbole) sinkt die MB bei allen beobachte-
ten Farbstoffen deutlich. Auffillig ist, dass AF-488 mit Sauerstoff die geringste Helligkeit besitzt,
unter Sauerstoffentzug jedoch der hellste Farbstoff mit einem Emissionsverlust von etwa 50 % ist.
PF-488P sowie CF-488A verlieren etwa 70 % ihrer Helligkeit. Eine globale Anpassung der Werte
nach Gleichung (6.23) liefert die in Tabelle 6.6 angegebenen Parameter und ist als durchgezogene
Linie der entsprechenden Farbe dargestellt.
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Fiir die globale Anpassung der Messwerte wurde Gleichung (4.21) in der Form

1 —1
MB(Q{)) = W(I’FUSOM (¢ + ¢Sat1 + ¢ . ¢sat2> y (623)
mit den Sattigungsschwellen
kisc
Gsaty = T00S,, (1 + . , (6.24a)
rISC

O-Sl—vn UTI—»tlkISC ) (624b)

Duata = T0S0. (kanl k. kasc
verwendet. ¢gaq, beschreibt die Sattigung der Helligkeit durch eine erhohte Besetzung
des Tripletts und ¢gas, beschreibt die Sattigung durch hoher angeregte Singulett- und
Triplett-Niveaus. Die Sattigungsparameter wurden als jeweils unabhéngige Anpassungsva-
riablen verwendet. Wird die Gesamteffizienz der Detektion 7 iiber alle Messungen hinweg
als konstanter mikroskopabhéngiger Wert betrachtet, lassen sich mithilfe der Extinktions-
koeffizienten und damit zusammenhingender Wirkungsquerschnitte der Farbstoffe nach
Tabelle 3.1 (siehe Seite 51) Aussagen tiber den Einfluss der Séttigung auf die Quanteneffizi-

enz treffen.

In Tabelle 6.6 sind die aus den globalen Anpassungen erhaltenen Daten zu sehen. Die
Quantenausbeuten des AF-488 und des CF-488A sinken unter Argon deutlich und fithren
beim AF-488 zu einer Absenkung um (58 £7) % und beim CF-488A um (78 +20) %.
Da das PF-488P eine deutliche Abweichung von der erwarteten Form zeigt, resultiert
die Anpassung in einer maximalen Quantenausbeute unter Argon von & = 1,00 + 0,19

(Anstieg um (12 4+ 2) %). Der Verlauf zeigt insbesondere bei niedrigen Leistungen insofern

Tabelle 6.6: Parameter der globalen Anpassung der MB

Die globale Anpassung der molekularen Helligkeiten aus Abbildung 6.21 durch Gleichung (6.23)
fithrt zu den aufgetragenen Werten der Quanteneffizienz ®r und der Séttigungswerte ¢gat, Und dsat, -
Die Wirkungsquerschnitte wurden entsprechend Tabelle 3.1 gewéhlt und die Detektionseffizienz
betrigt n = (6,11 4+ 0,27) - 1073.

0O2-Umgebung / PBS O9-Entzug / Argon
P (rbsatl V ¢Sat2 ) ¢sat1 V ¢sat2
F in 1026 m—2g! F in 106 m—2g-1
AF-488% 0,92¢ 58+04 62,0+75 0,39+0,05 87+19 350427
PF-488P 0,896b 6,9+05 36,1+1,6 1,00+£0,19 1,5+04 18,8430
CF-488A 0,94 +0,06 11,04+1,2 239+0,6 0,21+0,04 174470 30,4+£24

?Laut Herstellerangabe in PBS bei 22 °C als Relativmessung zu Fluorescein (®r = 0,92).
b Laut Herstellerangabe in PBS oder ddH»O.
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nicht erwartete Anderungen, als dass die MB bei 8,29 - 102 m~2s~! (10 pW) mit 15ms™!
iiber der MB der Messung unter Normalatmosphére (10ms~!) liegt und im Vergleich
zum AF-488 und CF-488A eine geringe Leistungsabhingigkeit zeigt. Dabei sollte erwahnt
werden, dass die Bestimmung der absoluten Quanteneffizienz nicht trivial ist und mindestens
einem Fehler im Bereich von 5 % unterliegt [345]. Da dieser Fehler in den Herstellerangaben
nicht bericksichtigt ist, ist bei der Angabe der iiber die globale Anpassung bestimmten

Quanteneflizienzen von einer zusétzlichen Ungenauigkeit im selben Bereich auszugehen.

Der abgeflachte Verlauf der MB des PF-488P unter Argon fithrt in der Anpassung zu einem
deutlichen Absinken der Sattigungsparameter und resultiert aus dem hohen Triplettanteil
bei niedrigen Leistungen (siehe Abbildung 6.19b). Da das Verhalten des PF-488P im
Rahmen der in Abbildung 6.20 dargestellten Interkombinationsraten &hnlich zum Verhalten
des AF-488 und des CF-488A ist, kann das Absinken des Séttigungsparameters ¢gay,
von (6,9 +0,5) - 102 m~—2s~! auf (1,5 +£0,4) - 102 m 257! (Verringerung um (78 + 26) %)
nicht durch den Triplett-Term kigc/kusc erkliart werden und weist auf eine verkiirzte
Fluoreszenzlebensdauer 79 hin. Die beiden Fluorophore AF-488 und CF-488A zeigen
einen Anstieg im Séttigungsparameter ¢g,t, (um (50 + 14) % und (58 + 30) %), der einen
geringeren Anstieg der Helligkeitskurve bei niedrigen Photonenflussdichten impliziert. Das
Verhalten beim Sattigungsparameter ¢, weicht entgegengesetzt voneinander ab. Das
AF-488 zeigt eine Verminderung um (56 + 11) % aufgrund eines fritheren Einsetzens von
Mehr-Photonen-Prozessen. Der Sdttigungsparameter ¢sat, des CF-488A hingegen steigt um
(27 £ 3) % an und begriindet den geringeren Abfall der MB bei hohen Photonenflussdichten.

Die absoluten Werte der Photonenflussdichten und somit auch der Sattigungsparame-
ter unterliegen in der Bestimmung der effektiv angeregten Fliache im Fokus (wg,, siehe
Gleichung (6.3)), die iiber die Diffusionsanpassung in Abbildung 6.18 bestimmt wurde.
Diese Anpassung kann von der Beschreibung der Fokustaille iiber eine Beadmessung (siehe
Abbildung 6.1) bzw. der real am System vorliegenden Strahlquerschnittsfliche abweichen
und zu einer Verschiebung der Abszisse und somit der Werte in den Anpassungen der
MB fiihren. Die in den vorangegangen Absitzen gemachten, relativen Aussagen sind von
einer solchen Abweichung entsprechend unbeeinflusst. Eine Abschitzung der Photonen-
flussdichte kann ebenfalls aus den photophysikalischen Parametern des Triplettblinkens
gemacht werden, da zumindest der Sattigungsparameter ¢g,¢, direkt von den Grenzwerten

der Interkombinationsraten abhéngt.

6.3.3 Zusammenfassung und Diskussion

Die detaillierte Bestimmung des Triplettverhaltens unter Normal- und Argonatmosphére der
drei spektral dhnlichen Farbstoffe AF-488, PF-488P und CF-488A mittels der in dieser Ar-
beit hergeleiteten photophysikalischen Zusammenhénge fithrte zu klaren Unterschieden des
Einflusses des molekularen Sauerstoffes auf das Leuchtverhalten der Fluorophore. Insgesamt

konnte eine Verminderung der MB durch eine verminderte Léschung von Triplettzustéin-
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den unter Argon in Ubereinstimmung mit Untersuchungen an anderen Fluorophoren [79,
337, 346] beobachtet werden. Die Triplettparameter des AF-488 unter Normalatmosphére
wurden von Kahra [347] und Seidel [348] bis zu einer Anregungsleistung von 200 ptW bzw.
1500 W (entspricht etwa 190 kW cm 2 bzw. 1400 kW cm~2) aufgenommen und stimmen
mit den hier gezeigten Werten tiberein. Lediglich bei Winckler und Jaffiol [211] ist eine
Sittigungsreihe von AF-488 in Wasser!? unter Normalatmosphire mitsamt einer Aus-
wertung des Triplettverhaltens zu finden. Diese weicht mit einer Interkombinationsrate
von kigc = (1000 £+ 100) kHz und Riick-Interkombinationsrate ksc = (210 £ 10) kHz
deutlich von den in dieser Arbeit bestimmten Werten von kigc = (294 £ 22) kHz und
kusc = (57 4 14) kHz (kusc, = (275 =+ 14) kHz) ab.

Das liegt zum einen an Abweichungen der Anpassungsfunktion, die in dieser Arbeit nicht
gemifl Widengren, Rigler und Mets [202] und Widengren, Mets und Rigler [203] an einem
Drei-Zustands-Modell orientiert ist, aber auch an abweichenden absoluten Messwerten.
So sind die im Rahmen der vorliegenden Arbeit bestimmten Triplettparameter der FCS-
Anpassungskurve beziiglich des maximalen Triplettanteils von Ty,ax = 0,47 niedriger und mit
einer minimalen Triplettzeit (bei maximaler Anregungsleistung, siehe z. B. Abbildung 6.19a)
von 7T min = 1,6 pis ldnger als die von Winckler und Jaffiol [211] dargestellten Werte von
etwa Tinax = 0,67 und 71 in = 1,4 ps. Eine Ursache dieser Abweichung kénnte zum einen
die hohere maximale Photonenflussdichte von ¢ =~ 14,9 -102*m~2s~! (entspricht einer
fokussierten Gesamtleistung von 3,9mW) im Vergleich zur in dieser Arbeit verwendeten
maximalen Photonenflussdichte von ¢ ~ 2,5 - 102 m~2s~! (entspricht etwa 1,0 mW) und
somit einer genaueren Anpassung bei hohen Leistungsdichten sein. Zum anderen weichen
die Abbildungsfunktionen der verwendeten Instrumente ab, was nach Schonle et al. [236]
zu unterschiedlichen systematischen Fehlern in der Bestimmung der Triplettparameter
bei hohen Leistungen (im Bereich der Séttigung des radiativen Zustandes) fithren kann
und tendenziell kleinen detektionsbestimmten konfokalen Volumina héhere Triplettanteile
und niedrigere Triplettzeiten zuordnet. Ein Unterschied der Funktionalisierung des AF-488
(in der vorliegenden Arbeit Maleimid und in [211] NHS-Ester) und die Verwendung einer
Kiivette mit nicht nédher genannten Volumen in [211] (kein bzw. verminderter Gasaustausch
mit der Umgebung) kénnten ebenfalls zu Unterschieden bzgl. des photophysikalischen

Verhaltens futhren.

Vergleichbare Untersuchungen in desoxygenierter Umgebung in Losung sind lediglich fiir
strukturell dhnliche Fluorophore wie zum Beispiel Rh-6G (vgl. die Abbildungen 3.8a
und C.18b) vorhanden. So gibt es einige Publikationen zur Loschung des Triplettzu-
standes von Rh-6G durch Sauerstoff [95, 108, 203, 306, 349, 350]. Die fiir das AF-488
bestimmten sauerstoffabhéingigen Raten Kigc = (0,74 +1,37) - 108 M~ 's™!, und K¢ =
(1,41 £0,74) - 103 M~ 1571 (sowie Kisc, = (0,49 +0,08) - 108 M~ s™!) sind deutlich klei-

12 Unterschiede des Einflusses des Losungsmittels bzgl. Wasser und PBS wurden im Rahmen der Bachelor-
arbeit von Hutfilz [153] untersucht und konnten fiir das AF-488 keine systematischen Abweichungen des
Triplettverhaltens iiber 10 % feststellen.
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ner als die Raten des Rh-6G, die nach Korobov und Chibisov [108] und Widengren,
Mets und Rigler [203] etwa Kijsc = 1,0-10°M 's™! und Kysc = 0,9-109M~1s~! bis
Kuasc = 2,0-10° M~ s~! betragen. So konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal das Leucht-
verhalten und das schnelle Fluktuationsverhalten von AF-488, PF-488P und CF-488A
in Normal- und Argonatmosphére auf Basis einer Mehr-Photonen-Absorption in einem

erweiterten Energieniveaudiagramm untersucht werden.
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6.4 Isomerisierung und photoprotektive Additive

Ein bei Cyaninfarbstoffen hdufig beobachtetes Phénomen ist eine anregungsabhéngige
Fluktuation der Fluoreszenzintensitéit, die der photoinduzierten Isomerisierung der Farb-
stoffmolekiile zugerechnet wird. Dabei findet an einer der Doppelbindungen der Kohlen-
wasserstoffkette, die die beiden Kopfgruppen des Farbstoffes verbindet (vgl. die Strukturen
in den Abbildungen 3.8c, 3.10a und 3.10c), eine Rotation statt [351, 352]. Diese Umfor-
mung flithrt zu einer so starken Erniedrigung der Quanteneffizienz des Fluorophors, dass
in der Literatur von einem Dunkelzustand gesprochen wird [353-355]. Die Isomerisierung
ist nur in geringem Mafle von der Losungsmittelpolaritédt abhéingig [356, 357] und kann
durch sterische Effekte und die Viskositdt des Losungsmittels deutlich beeinflusst wer-
den [145, 146, 352, 358-360]. So weist zum Beispiel in Glycerin gelostes Cy3 bei 8°C
eine etwa zehnfach groflere Quanteneffizienz im Vergleich zu in Wasser geléstem Cy3 bei
Raumtemperatur auf [164]. Auch die Kopplung an Biomolekiile kann zu einer deutlichen
Verminderung der Isomerisierungsrate und somit Erhéhung der Quanteneffizienz und der

Fluoreszenzlebensdauer fithren [361-366].

Ahnliche Effekte lassen sich unter sterischen Einschrinkungen auch in Bezug auf die
Fluoreszenzlebensdauer von sCy3 und sCy5 beobachten [160]. FCS-Untersuchungen an
Cyb zeigen, dass bereits bei niedrigen Anregungsintensititen (< 10kW cm~2) die Hilfte
der Molekiile in einem nichtfluoreszenten photoisomerisierten Zustand vorliegt, und die
Riick-Isomerisierung in den fluoreszenten Zustand ebenfalls photoinduziert stattfindet [145,
146]. Die nachfolgenden Daten basieren zu grofien Teilen auf Messungen, die zusammen
mit Gerant [367] im Rahmen ihrer Masterarbeit durchgefithrt wurden. Eine detaillierte
Beschreibung des Messaufbaus und der Simulation (sieche Abschnitt 3.3) der nachfolgenden

Zusammenhénge ist in der entsprechenden Arbeit nachzulesen.

6.4.1 Beschreibung des photophysikalischen Modelldiagramms

Ein vereinfachtes photophysikalisches Modelldiagramm der potentiellen Energie eines
Carbocyaninfarbstoffes nach Rulliére [368] ist in Abbildung 6.22a gegeben. Die Energie
der Zusténde (dicke Linien) ist dabei in Abhéngigkeit vom Torsionswinkel 6 entlang der
Methinkette angegeben. Der in der Grundform des Molekiils vorliegende trans-Zustand
(6 = 0°) [351, 369] kann aus seinem angeregten Singulett S {iber einen teilweise verdreh-

Sgrans zuriickkehren,

ten Zwischenzustand (@ = 90°) entweder in den trans-Grundzustand
und so zur Rate der inneren Umwandlung k¢ beitragen. Oder, durch die Isomerisierungs-
rate kis, beschrieben, zum Ubergang in den nicht fluoreszenten cis-Grundzustand Sgis
(f = 180°) fithren. Die Riick-Isomerisierung kyis, findet aus dem angeregten cis-Singulett
Strans gtatt und fithrt in den trans-Grundzustand S§"S. Mittels thermischer Relaxation
kann die Riick-Isomerisierung auch direkt aus dem S& stattfinden (nicht dargestellt). Die
gepunktete Linie bezeichnet den Triplett des trans-Zustandes Ty, der durch die Inter-

kombinationsrate kigc betreten und iiber die Riick-Interkombinationsrate k,jgc verlassen
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Abbildung 6.22: Einfaches Modell der Isomerisierung eines Carbocyaninfarbstoffes
(a) Photophysikalisches Modelldiagramm der potentiellen Energie. Die dicken Linien kennzeichnen
die Energie der Zustédnde in Abhéngigkeit vom Torsionswinkel 6 einer konjugierten Doppelbin-
dung der Kohlenwasserstoffkette. Die trans-Konformation bei 8 = 0° bildet im Normalfall den
thermodynamisch stabilen Zustand. Nach der Photoisomerisierung iiber einen Zwischenzustand
bei 6 = 90° liegt das Molekiil in der cis-Konformation mit einem Torsionswinkel von § = 180° vor.
Uber die Interkombinationsrate kisc und die Riick-Interkombinationsrate kysc wird der Wechsel
zwischen dem Singulett- und Triplettsystem im trans-Zustand beschrieben. Im cis-Zustand wird
von einem vernachlissighbaren Triplett ausgegangen, der daher nicht dargestellt ist. Die Ubergéinge
von der trans- in die cis-Konformation und zuriick finden iiber die Isomerisierungsrate kis, und die
Riick-Isomerisierungsrate ks, statt. Eine detaillierte Beschreibung der Raten ist im Text zu finden.
Abbildung entnommen und verdndert aus [145]. (b) Energieniveautermschema der Isomerisierung.
Die grauen senkrechten Linien kennzeichnen zum einen iso-energetische Konversionen durch innere
Umwandlung (IC) innerhalb des trans- bzw. cis-Zustandes, und zum anderen die Ubergiinge von der
trans- in die cis-Konformation iiber einen Zwischenzustand (graue waagerechte Linie) und zurtick
iiber kis, und kyiso. Die librigen senkrechten Linien kennzeichnen strahlende und direkt photonisch
angeregte Vorgidnge. Waagerechte gepunktete Linien stehen fiir iso-energetische Konversion. Das
Differentialgleichungssystem unter Vernachldssigung der strahlungslosen Desaktivierung mittels
vibronischer Relaxation (geschwungene Linien), ist in Gleichung (6.25) dargestellt.

wird. Wobei die Quanteneffizienz der Interkombination bei Raumtemperatur sehr klein
ist [370]. Der mégliche Triplett des cis-Zustandes T$® ist hier nicht mit dargestellt. Dieser
kann unter Anwesenheit von Schweratomen und bei niedrigen Temperaturen aufgrund

Strans 74 einer Riick-Interkombination in den

seines geringen energetischen Abstandes zum
radiativen Zustand fiithren [371]. Die Raten kex und ke cis bezeichnen die Anregung vom
trans- und cis-Grundzustand in den jeweils hoheren Singulettzustand. Durch k19 und kic cis
werden die den angeregten trans- und cis-Zustand, durch innere Umwandlung und im Falle
von k19 auch durch die radiative Relaxation k,q, desaktivierenden Raten beschrieben. Das

Differentialgleichungssystem

Sgrans(t) _k,exsgrans 4 (kIC + krad) Stlrans + krISCTl + krisos(i'is
q S{rans(t) kexSEs — (kic + kisc + kiso + Kraa) ST
x| T = kiscST™"™ — kuscT1 (6.25)
S (t) Kiso S — KexcisS§™ + K10,cis ST
S§is(t) kex,cisSGS — (Kic,cis + kriso) ST
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beschreibt das in Abbildung 6.22b gegebene Energieniveaudiagramm. Da die Losung dieses
Gleichungssystems zu ldnglichen, unhandlichen Ausdriicken fiihrt, wird an dieser Stelle,

unter der Annahme eines geschlossenen, stationdren Systems

Strans(t) 0

Strans(t) 0
[SG2m5(1) + SIS (8) + Tu (1) + S5*(t) + ST*()] =1 A % Ti(t) [=|0]| (6.26)

Sgis(t) 0

S§*(t) 0

lediglich die zur Bestimmung der Gleichgewichtszustdnde nétige, homogene Lésung darge-
stellt. Mit kg = kic + kisc + krad, sowie

a = [kex,cis (kO + kiso) krISC kriso + kex {kisokrISC (kIC,cis + kriso)

$ (6.27)
+kex,cis (kisokrISC + (kISC + k;rISC) kriso)}]
folgt fiir die Zusténde:
Sgrans — kex,cis (kO + kiso) krISCkriSO o, (628&)
S‘irans = kexkex,ciskrISCkriso ta (628b)
T, = kexkex,CiSkISCkriso o, (628C)
Sgis = kexkisokr1sc (kIC,cis + kriso) o, (6'28d)
Siis = kexkex,ciskisokrISC o (6-286)

Auffillig ist, dass alle Zustinde eine Abhéngigkeit von den Ubergangsraten zwischen trans-
Zustand und cis-Zustand zeigen. Die Anpassung der MB kann nun anhand des radiativen
trans-Zustandes bestimmt werden und ist in Anhang B.4 aufgefiihrt. Die Gleichungen (6.28a)
bis (6.28e) fithren zu

. ks k
§eis — kl‘SO S*irans und Ty = ﬁs?ans , (6.29)
riso T

womit der Anteil der nicht radiativen Zustdnde vom Verhéltnis der Rate in den entsprechend
Zustand hinein und aus dem Zustand heraus sowie der Besetzung des radiativen Zustandes
Sirans gelbst abhéngt. Die Triplettamplitude des trans-Zustandes AT lautet dabei:
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Atrans —
T 1-T

_ kexkex,ciskISCkriso (6.30)
krISC {(kex,cis (kIC + kISC + kiso + krad) kriso '
+kex (kiso (kIC,cis + kriso) + kex,cis (kiso + kriso))}

Das resultiert somit in einer Anderung der Triplettamplitude des Systems ohne Isomerisie-

rung At um einen Term in der Form

kO + kex
kex (kiso (kIC,cis +kriso ) +kex,cis (kiso +kriso ))

kex,cisk’riso

Ar . (6.31)

trans __
A =

kO + kiso +

Fiir die Betrachtung der Anpassungsfunktion ist es an dieser Stelle ausreichend, das in
Gleichung (6.25) beschriebene lineare Differentialgleichungssystem in vereinfachter Form

entsprechend Widengren und Schwille [145] als

k. (k +ki ) t kex ciskriso i
trans _ Rex\FISC iso rans > Cls
d S kex"‘kIC"l‘krad S + krISCTl + kex,cis+klc,cis S
el — kexkisc trans __
| T phehiseg kscTh . (6.32)
Scis kexkiso trans ___ Kex,ciskriso Scis
kex+kIC+krad kex,cis+kIC,cis

zu formulieren. Dabei sind die Zyklen im Singulettsystem S§ams = Strans gowie Sgis = S§is
in jeweils einem Zustand S und S zusammengefasst. Die Losung kann analog zu

Abschnitt 4.2 und Anhang B.3 bestimmt werden. Dabei lauten die Eigenwerte mit

2
kex (kISC + kiso) krisokex cis
= + kr 4+
X (kex + kIC + krad 18C kex,cis + kIC,cis
6.33)
Feoxck 1/2 (
» KesckisokrIsc (7,%)( s éickra S+ k‘rISC> Erisokex,cis
kex + kIC + krad kex,cis + lecis
wie folgt:
AN =0, (6.34a)
1 kex (kISC + kiso) krisokex cis
Ao = —= + kyge + —osotexds , 6.34b
2 2 <kex + kIC + krad I8¢ kex7cis + kIC,cis X ( )
1 kex (kISC + kiso) krisokex cis
A3 = —= + kyge + —molexdls 6.34
’ 2 (kEX + k;IC + krad 18¢ kex,cis + kIC,cis ( C)
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X ist geméfl Anhang C.4.1 umformuliert als positiver Term erkennbar und fithrt so zu
einem niedrigeren und einem gréfleren Eigenwert. Entsprechend dem ersten Eigenwert Aq
hat das System einen stationédren Anteil, der spater zur Normierung verwendet werden

kann. Die dazugehérigen Eigenvektoren lauten:

(kex"!‘k'lc +krad)kriso kex,cis
kex kiso (kex,cis +kIC,cis)

’[’]1 = kISCkrisokex,cis s (635&)
kisokrisc (kex,cis-i-klc,cis)

1

kex(kISC +kiso) Frisokex,cis
(kex+klc+krad) (X+ FexTF1C T Frad +krISC k@X,CiS+kIc,CiS

2kexkiso
N = kex (k1gC—kiso) ErisoRex,cis 6.35b
2 ex \FISC iso _ riso Fex,cis .
n (kextkic+rad) (x+7,€ex SO tiso) yjy g0 ptitolonoin +km’cis) 7 ( )
2kexkiso
1
_ kex(kISC+kiso) _ krisokex,cis
(kex+klc+kYAd) <X kex+kic+krad krISC+ kex,cis+klc,cis
2kexkiso
O kex (—k1sc+kiso) ErisoFex.ci 6.35
3 ex ISC iso) riso Fex,cis . . C
7] (kex+klc+krad) (X+ kex+klc+kr7ad krlsc+kex,cis+k710,cis> ( )
2kexkiso
1

Mit

o = (kIC + krad) kisc krisokex,cis + Kex {(kISC + krISC) krisokex,cis

(6.36)
+kisokrISC (kex,cis + le,cis)}
kénnen die Konstanten zu
¢ = kexkisokrISC (kex,cis + kIC,Cis) ’ (637&)
«
riisokex,cis
= — kexKiso (kex,cis + kIC,cis) B kexkisc (krISC - kex,cis"‘klc,cis)
N 20 kex + kic + Ky
X e 1C ad ( 6. 37b)
kexkiso kriso kex cis
+ kisc —kasct+——— + ;
' kex + kIC + krad ' kex,cis + kIC,cis X
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riisokex,cis
kexkiso (kex,cis + kIC,cis) (_ kexkisc (krISC kcx,cierkIC,cis)

Cq =
° 20()( kex + kIC + krad (6 37C)
kex k’iso kriso kex cis
_ kr _ + kr - 7 4
15¢ ( kex + kIC + krad I8¢ kex,cis + kIC,cis X

bestimmt werden. Die Besetzungsdichte des fluoreszenten Singuletts S%25 lautet nun

mithilfe der Normierung um den stationidren Anteil, der

(kex + kIC + krad) krISC krisokex,cis

n(1) = 6.38
cini(1) " (6.38)
lautet, wie folgt:
(1 tAo (1 tA3
gurans _ 1 4 comp(1)e j03773( )e — 1+ Aget2 4 Agetds (6.39)
c1ni(1)
Dabei sind die Amplituden As und Az durch die Terme
A2 _ (k'ex,cis + kIC,cis) + kex (kISC + kiso) + krISC _ krisokex,cis
4XkrISC krisokex,cis kex + kIC + krad kex,cis + kIC,cis
kexkisc (krse — poonsolencs ,

. _ © ( r kex,ms“l‘kIC,cls) + krISC <X _l_ kexklso , (6403)

kex + kIC + krad kex + kIC + krad

krisokex cis
—k ISC 4 — "
: kex,cis + kIC,cis
o (kex,cis + le,cis) k;ex (kISC + kiso) krisokex,cis
AS = - - - krISC +
4XkrISC krisokex,cis kex + kIC + krad kex,cis + kIC,cis
k k:ISC k 1SC — 2kriAsokex,cis‘ )
. ex ( T kex,cls+kIC,C1s) + k‘r[SC (X _ kexklso (640b)
kex + kIC + krad kex + kIC + krad

krisokex cis
+k SC— 57— —
’ kex,cis + kIC,cis

gegeben. In Analogie zu Gleichung (B.28) gibt Gleichung (6.39) die Fluktuation durch
Ubergéinge in Form der cis-trans-Isomerisierung und der Singulett-Triplett-Ubergéinge an.
Allerdings fallt auf, dass die Raten der Interkombination und Isomerisierung in den beiden
Amplituden As und A3 und den beiden Eigenwerten Ao und A3 vorkommen. Damit ist die
Zuordnung der Terme Ase'*? und Aset*® zur Isomerisierung oder zum Triplettblinken ohne
weitere Vereinfachung nicht offensichtlich. Unter der Annahme einer ausreichend grofien

Trennung der Zeiten (bzw. Eigenwerte) der Isomerisierung und Triplettdynamik kann die

162



6.4 Isomerisierung und photoprotektive Additive

gesamte Anpassungsfunktion der AKF (ohne Antibunching) als

s\ -1 £\ -1/2 s .

G(r)=1+A4 <1 + ) (1 + S2> (1+ Are™ 7 4 A7) (6.41)
™D ™D

geschrieben werden. Ay gibt die Amplitude der Isomerisierung und 77 die charakteristische

Zeit der Isomerisierung an. Mit Gleichung (6.29) und der Formulierung der apparenten

Ubergangsraten gemifl Gleichung (6.32), also

k
E2PP _ ex k , 6.42a
15€ krad + kIC + kex 15¢ ( )
k
kPP — = k; 6.42b
150 krad + kIC + kex B ( )
koo
RoPP = ORE g 6.42
e kIC,Cis + kcx,cis e ( C)
kénnen Aj und 71 analog zum Triplett in der Form
R
Triplett-Amplitude Ap = —— = 15¢ (6.43a)
1-T  kusc
Triplettzeit 7r ~ (kasc + k58) ™", (6.43D)
AI J:2PP
Isomerisierungs-Amplitude Ay = = = 455 (6.43c)
1- AI kriso
Isomerisierungs-Zeit 1 &~ (kibb + k?;gp)*l (6.43d)

geschrieben werden. Dabei ist der Anteil der Isomerisierung Ay fiir eine bessere Vergleich-

barkeit der unterschiedlichen Amplitudenanteile analog zum Triplett formuliert.

Die Abszisse der folgenden Abbildungen ist jeweils mit der vor dem Objektiv gemessenen
Leistung beschriftet. Zur Bestimmung einer Leistungsdichte kann die Mittelung aus drei
Mikrosphéren-Messungen entsprechend Abschnitt 6.2.1 genutzt werden. Diese fiihrt zu
einem mittleren lateralen Fokusparameter von etwa 287 nm, was somit zu Leistungsdichten
von 23kW cm ™2 bis 1,2 MW cm ™2 fiihrt. In Abbildung 6.23 ist die Auswertung der Triplett-
und Isomerisierungsanteile einer nach Gleichung (6.41) angepassten Leistungsreihe von
AF-647 in PBS dargestellt'3. Die Anpassung mit der einfachen AKF eines Drei-Niveau-
Systems (vgl. Gleichung (2.87)) ist dem in grau gegeniibergestellt. Es fallt auf, dass bei
Leistungen unter 200 nW der Anteil der Isomerisierung kaum vom Anteil der Triplettdyna-

mik unterschieden werden kann. Bei niedrigeren Leistungen (<30 W, nicht dargestellt)

13 Anstelle der TimeHarp200 (Picoquant) wurde hier die USB2.0-TDC SC von Surface Concept mit einer
kanalweisen Zeitauflésung von 82 ps verwendet.
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Abbildung 6.23: Anpassung der schnellen Dynamik von AF-647

Zu sehen sind die Werte der Anpassung mit einem Term fiir die Isomerisierung geméafl Glei-
chung (6.41) (schwarze Rechtecke und rote Rauten) und ohne den zusitzlichen Term gemif
Gleichung (2.87) (graue Kreise). In (a) ist der aus der Amplitude bestimmte Anteil 7' und A; geméif
der Gleichungen (6.43a) und (6.43c) dargestellt. Dabei fallt der Triplettanteil (schwarze Rechtecke)
zu Beginn leicht und steigt bei hoheren Leistungen wieder an, wihrend der cis-Anteil (rote Rauten)
ein genau entgegengesetztes Verhalten zeigt. (b) zeigt die entsprechenden Abfallzeiten 71 und 7.
Die Triplettzeit (schwarze Rechtecke) schwankt {iber den gesamten Bereich stark zwischen etwa 1 s
und 2,5 ps. Die cis-Zeit (rote Rauten) féllt mit steigender Anregungsleistung ab und liegt bei einer
Leistung von 1,5mW bei 107 ns im Vergleich zu 797 ns bei 30 pW. In (c) sind die Ubergangsraten
aus dem radiativen trans-Zustand in den Triplett tber kigc (schwarze Rechtecke) und in den
cis-Zustand tber ki, (rote Rauten) dargestellt. Die Interkombinationsrate kigc betrigt bis 150 pW
ein fiinftel der Ubergangsrate in den cis-Zustand (schwarze, leere Rechtecke) und schwankt bei
hoheren Raten um einen Wert von etwa 170 kHz. Die Rate kis, hingegen zeigt einen deutlichen
Anstieg bei steigender Anregungsleistung und erreicht Werte von etwa 4,2 MHz. In (d) sind die
Riick-Ubergangsraten in den trans-Zustand aus dem Triplett iiber ks (schwarze Rechtecke) und
cis-Zustand iiber ks, (rote Rauten) dargestellt. Die Riick-Interkombinationsrate ks betriagt
dabei bis zu einer Leistung von 200 pW ein Viertel der Riick-Rate aus dem cis-Zustand (schwarze,
leere Rechtecke). Bei hoheren Leistungen schwankt die Rate um Werte von etwa 540 kHz. Die
Riick-Rate aus dem cis-Zustand steigt mit der Anregungsleistung deutlich an und erreicht Werte
von etwa 5,9 MHz. Die Verbindungslinien der Punkte in (a), (b), (¢) und (d) dienen der Ubersicht
und haben keine physikalische Bedeutung.
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Abbildung 6.24: Normierte Anpassungen und Diffusionszeit von AF-647

(a) zeigt die auf die mittlere Anzahl der beobachteten Teilchen N normierte Anpassung der
Autokorrelation gemif Gleichung (6.41). Der Anteil der Isomerisierung der FCS-Kurve verschiebt
sich mit hoheren Anregungsleistungen deutlich zu kiirzeren Zeiten 7. Ab einer Leistung von etwa
300 uW ist der Triplettanteil bei im Mittel 1,5 pus zu erkennen. Zusétzlich féllt ein leichter Abfall
der Diffusionszeit mit steigender Leistung auf. Die Korrelationsfunktionen (ohne Normierung) mit
der entsprechenden Anpassung sind in Abbildung C.20 dargestellt. (b) Die sinkende Diffusionszeit
ist ein Indiz fir Bleichprozesse, die wahrend des Transits der Molekiile durch das beleuchtete
Volumen auftreten. Allerdings konnen auch andere Prozesse (wie z. B. radikalionische Zustdnde
bei hohen Leistungsdichten geméf Abschnitt 2.2.5) zu einer effektiven Verkiirzung der moglichen
Beobachtungsdauer fithren. Die Verbindungslinien der Punkte dienen der Ubersicht und haben
keine physikalische Bedeutung.

iiberlagern zudem in Ubereinstimmung mit Widengren und Schwille [145] die Abfallzeiten
des Tripletts und der Isomerisierung und lassen keine einfache Unterscheidung der Prozesse

zZUu.

Obgleich die in Abbildung 6.23a dargestellte Anpassung mit dem einfachen Drei-Niveau-
Modell (graue Kreise) eine relativ hohe Ubereinstimmung mit den Anpassungen des
cis-Anteils (rote Rauten) zeigt, wird bei der Betrachtung der Korrelationskurve in Ab-
bildung C.19 (siehe Seite XXXVI) deutlich, dass das Drei-Niveau-Modell diese nur sehr
unzureichend abbildet. Die Abfallzeiten der beiden Komponenten in Abbildung 6.23b
zeigen ein Absinken der cis-Zeit 71 zu hohen Leistungen. Die Triplettzeit kann bei niedrigen
Leistungen (<300 nW) nur mit groflen Fehlern angepasst werden und steigt im Bereich
von 300 pW bis 750 pW auf Triplettzeiten 71 von 1 s bis 2,5 us an. Die cis-Zeit hingegen
zeigt mit steigender Anregungsleistung einen deutlichen Abfall. Sie sinkt von 71 = 797 ns
bei 30 nW zu 11 = 107 ns bei einer Leistung von 1,5 mW ab. Die Darstellungen der analog
zu den Triplettparametern gewonnenen trans-cis- bzw cis-trans-Ubergangsraten sind in
den Abbildungen 6.23c und 6.23d zu sehen. Dabei steigt die Rate in den cis-Zustand
kiso und auch die Riick-Rate aus dem cis- in den trans-Zustand ks, deutlich mit der
Anregungsleistung. Die Triplettraten sind dabei um eine Faktor vier bis fiinf geringer und
sittigen ab etwa 300 pW.
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Tabelle 6.7: Simulationsparameter mit Isomerisierung

Der simulierte Diffusionskoeffizient lautet D = 3,3 - 1076 cm?s~! bei einem zylindrischen Simula-
tionsvolumen mit einer Héhe von 11,0 um und einem Radius von 2,2 pm (Volumen von 167,3l).
Die Fokusfunktionen in Anregung und Detektion folgen der 3D-GauB-Strahl-Funktion geméfi Ab-
schnitt 3.3.2 und die Breiten- und Léngenparameter lauten w,, = 170nm und w, = 570nm in der
Anregung, sowie wyy, = 417nm und w, = 1200nm in der Detektion. Die simulierten Leistungen
liegen im Bereich von 1 pW bis 2000 pW. Jeweils drei exemplarische FCS-Kurven der Simulation mit
und ohne Isomerisierung sind mit der Auswertung der gesamten Simulation gemaf Gleichung (6.32)
in Abbildung 6.25 dargestellt.

Extinktionskoeffizient Krad kisc  kuasc T kiso  Kriso I
in cm™'m! in kHz in kHz in ps in kHz in ps

217567 330000 113 430 1,84 2500 2280 0,21

Diese Leistungsabhéngigkeit kann auch direkt an den normierten Anpassungen der Korrela-
tionskurven in Abbildung 6.24a beobachtet werden. Dabei sind die Kurven auf die mittlere
Anzahl der beobachteten Teilchen, also das N des Diffusionsanteils der Korrelationsfunktion
(siehe Abschnitt 2.4.1), normiert. Mit steigender Anregungsleistung findet eine Verschie-
bung der Isomerisierungsamplitude zu kiirzeren Zeiten 7 statt. Durch die grofler werdende
Trennung der Zeiten der Isomerisierung und der Triplettdynamik, kann der Triplett ab
Leistungen von etwa 200 pW deutlich in den FCS-Kurven erkannt werden. Zusétzlich fallt
eine Verschiebung der Diffusionszeit 7p zu niedrigeren Zeiten auf. Unter Betrachtung des
in Abbildung 6.24b dargestellten Verlaufes der Diffusionszeit, ist zu erkennen, dass die
Anpassung mit Isomerisierungsanteil (siche Gleichung (6.41)) zu langeren Diffusionszeiten
fithrt. Diese sind bei geringen Leistungen (bis 350 ptW) um 10 % bis 19 % und bei hoheren
Leistungen um 22 % bis 47 % lédnger als aus der Anpassung des Drei-Niveau-Modells. Der
Abfall bei steigender Anregungsleistung ist in beiden Anpassungen gleich stark ausgepragt
und gut zu erkennen. Entgegen des Verhaltens entsprechend der Abschnitte 6.2 und 6.3 ist
somit eine Verringerung der mittleren Beobachtungsdauer bei hohen Leistungen erkennbar.
Das kann zum Beispiel aus Bleicheffekten wihrend der Transitzeit durch das effektiv
beobachtete Volumen resultieren [40, 107]. Allerdings kénnen auch andere Prozesse zu
Dunkelzeiten im Bereich der Diffusionszeit fithren (wie z. B. radikalionische Zustédnde nach
Abschnitt 2.2.5), sodass hier weitere Untersuchungen des Bleich- bzw. Leuchtverhaltens

notig sind.

Die Simulation des verwendeten Modells nach Gleichung (6.32) ist in Abbildung 6.25
dargestellt und wurde im Rahmen der Masterarbeit von Gerant [367] durchgefiihrt. Die
Parameter der Simulation sind in Tabelle 6.7 aufgetragen. Abbildung 6.25a zeigt je drei ex-
emplarische Korrelationskurven der Simulation bei niedriger (1 W und 20 tW) und hoher
(1250 pW) Leistung mit und ohne Isomerisierung. Die zusétzliche Amplitude der Isomeri-
sierung bei kurzen Zeiten (<ps) ist gut zu erkennen. Die Anpassung der Simulationskurven
gemafl Gleichung (6.32) fiihrt zu den in Abbildung 6.25b und Abbildung 6.25¢ dargestellten
Werten. Die Isomerisierung fiithrt dabei zu einer Verminderung des Triplettanteils und

erschwert die Anpassung der Triplettzeiten, obwohl diese um etwa eine Gréoflienordnung
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Abbildung 6.25: Simulation der Isomerisierung

(a) Drei exemplarisch ausgewéhlte Korrelationskurven der Simulation bei niedriger (1 pW und
20 pW, schwarz und rot) und hoher (1250 pW, blau) Leistung mit (gepunktete Linien) und ohne
(durchgezogene Linien) Isomerisierung geméf Tabelle 6.7. (b) Die Isomerisierung (rote Rauten)
fithrt zu einer Verminderung des Triplettanteils (schwarze Rechtecke) im Vergleich zum Drei-Niveau-
Modell (graue Kreise). Die Verbindungslinien der Punkte dienen der Ubersicht und haben keine
physikalische Bedeutung. (c¢) Die Abfallzeiten des Tripletts und der Isomerisierung zeigen beim Drei-
Niveau-Modell (graue Kreise) und fiir die cis-Zeit (rote Rauten) eine genaue Ubereinstimmung mit
den vorgegebenen Werten (schwarz und rot gestrichelte Linie). Die Bestimmung der Triplettzeiten
bei vorhandener Isomerisierung (schwarze Rechtecke) weicht in der Auswertung trotz der deutlich
getrennten Zeitbereiche der Simulation (Triplettzeit von 1,84 ps und cis-Zeit von 0,21 ps, gestrichelte
schwarze und rote Linie) teilweise deutlich (bis zu 43 %) vom in der Simulation vorgegebenen Wert
ab.

voneinander abweichen (1,84 ps zu 0,21 ps, siehe Tabelle 6.7 und gestrichelte Linien in
Abbildung 6.25¢). Bei niedrigen Leistungen im Bereich von 1 pW liegen die Triplett- und
Isomerisierungsamplituden nah beieinander. Die Trennung des Triplett- und Isomerisie-
rungsterms der Korrelation ist lediglich aufgrund der unterschiedlichen Abfallzeiten 7
und 71 moglich. Das in den Abbildungen 6.23 und 6.24 beobachtete, grundlegende Verhal-
ten der Isomerisierung stimmt bei hohen Leistungen bzw. bei Sattigung des angeregten

trans-Zustandes mit den Simulationen uberein.

167



Kapitel 6. Photophysik frei diffundierender Fluorophore

6.4.2 Einfluss photoprotektiver Additive

Photoprotektive Additive filhren zumeist zu einer Loschung hoherer elektronischer Zu-
stdnde durch Energie- bzw. Elektronentransfer-Prozesse (siehe Abschnitt 2.2.4.1). Dabei
existiert eine Vielzahl von eingesetzten Radikalfdngern wie Ascorbinsaure (AA) [40, 42, 43],
Trolox [41, 43, 172], p-Phenylendiamin (PPD) [174], Triethylendiamin (TEDA) [372] und
Triplett-Loschern wie Mercaptoethylamin (MEA) [42] und Cyclooctatetraen (COT) [42,
373] sowie Oxidantien wie z.B. Methylviologen (ME) [374-376]. Findet die Loschung
eines Zustandes durch einen Elektronentransfer statt, konnen wie bei der Photoionisation
radikalkationische Zustéinde Rt oder auch radikalanionische Zustéinde R~ auftreten (vgl.
Abschnitt 2.2.5), die zu zusatzlichen Dunkelzeiten und Bleichvorgéngen fiihren. In Abbil-
dung 6.26 sind die Radikalzustdnde, die mittels der Oxidation oder Reduktion aus den

angeregten Zustinden des Farbstoffes entstehen kénnen, aufgetragen.

Geméf Abschnitt 3.2.4 ist die grundlegende Idee des reduzierenden und oxidierenden
Systems (ROXS) dabei, die Besetzung der Triplettzustdnde durch ein Oxidations- oder
Reduktionsmittel mittels Frox req in die Radikalzustdnde R™ zu iiberfithren und diese an-
schlieBend durch ein Reduktions- oder Oxidationsmittel in den Singulett-Grundzustand Sy
zu bringen. Passiert dies auf einer kiirzeren Zeitskala als der der Lebensdauer der Radikal-
und Triplettzustdnde, fiihrt dies zum einen zu verkiirzten Dunkelzeiten, durch die Loschung
der Dunkelzustinde, und zum anderen zu einer Abnahme der Bleich-Wahrscheinlichkeit
aufgrund der verminderten Besetzungsdichte bzw. Besetzungsdauer moglicher Zwischenzu-

sténde auf dem Photozerstérungsweg.
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Abbildung 6.26: Loschung angeregter Zustinde durch Redoxreaktionen

Die angeregten Zustdnde S; und T; des betrachteten Fluorophors kénnen durch die konsekutive
Absorption von Photonen in héher angeregten elektronische Zusténde S, bzw. T, gebracht werden.
Die einfach und hoher angeregten Zustdnde konnen anschlieSend durch einen photoinduzierten La-
dungstransfer (Photoionisation, Oxidation des Fluorophors) oder Reaktionen mit anderen Molekiilen
bzw. Additiven in einen Radikalzustand RI i gebracht werden. AnschlieSend kann der Fluorophor
iiber einen erneuten Elektronentransfer in den Grundzustand relaxieren. Die durchgezogenen Linien
kennzeichnen strahlende und direkt photonisch angeregte Vorgidnge. Gepunktete Linien stehen fiir
iso-energetische Konversion mit anschlieender Schwingungsrelaxation (SR). Die Desaktivierung
mittels SR ist der Ubersicht halber nicht dargestellt.
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Die Loschung des radiativen Singulettzustandes S; ist dabei nicht gewollt, obwohl dies in
einer Verringerung der Quantenausbeute der Bleichprozesse und somit einer ldngeren Be-
obachtungsdauer resultiert, da zugleich (im gleichen Verhéltnis) die mittlere Helligkeit des
Fluorophors vermindert wird [96]. Im Idealfall sind demnach Triplett-Triplett-Loschungen
energetisch begiinstigt und Singulett-Singulett-Loschungen energetisch verboten. Thermo-
dynamisch ldsst sich die freie Enthalpie des Elektronentransfers AG mithilfe der Rehm-
Weller-Gleichung [57, 377, 378]

62

AG =€ (on - Ered) - AGOO - Q (644)

bestimmen. Wobei E,, das Oxidationspotential des Elektronendonors D

D - D' +e (6.45)

und F,.q das Reduktionspotential des Elektronenakzeptors A

Ateo A (6.46)

angibt'. AGgo gibt die Energie des Null-Null-Ubergangs vom Grundzustand zum angereg-
ten Zustand (So—S1) des Molekiils an und e?/(ed) beschreibt die Coulomb-Wechselwirkung
des gebildeten Ionenpaares in Abhéngigkeit des Abstandes der Ladungen d, der Dielektrizi-
titskonstante des Losungsmittels €% und der Elementarladung e. Wobei der Coulomb-Term
in Medien mit einer hohen Dielektrizititskonstanten, wie z. B. in Wasser (g, = 78,30 bei
25°C [379]), vernachldssigt werden kann [380].

In Tabelle 6.8 sind die elektrochemischen Potentiale und Ubergangsenergien einiger Fluoro-
phore und Additive aufgetragen. Es féllt auf, dass das Trolox-Chinon und der Sauerstoff
besonders niedrige Reduktionspotentiale (beziiglich des Betrags) besitzen und damit ef-
fiziente Oxidationsmittel darstellen. Im Fall des Sauerstoffes kann die Betrachtung der
Loschungsprozesse in Abschnitt 2.2.4.2 bzw. die Analyse der Messungen in Abschnitt 6.3 um
eine Abschétzung der Entstehung von reaktivem Sauerstoff im Singulettzustand erweitert
werden. So kann nach den Gleichungen (2.52) und (2.54a) die Loschung des Fluorophors F

im angeregten Singulett gemé&f

Ip* 130, = 3F* + 10,* (6.47)

4 Die Oxidations- und Reduktionspotentiale werden zumeist iiber zyklische Voltammetrie bestimmt und
entsprechend der verwendeten Referenzelektrode angegeben. Die in dieser Arbeit angegebenen Potentiale
beziehen sich auf eine Kalomelelektrode (SCE).

15 Wobei ¢ iiber 4dmepe, mit der relativen Dielektrizitdtskonstante des Losungsmittels €, und der Permitti-
vitdt des Vakuums ¢ zusammenhéingt.
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Tabelle 6.8: Elektrochemische Potentiale und Ubergangsenergien

Strukturen der nicht in Abschnitt 3.2 dargestellten Fluorophore sind in Abbildung C.18 zu finden.
Bei Cyaninfarbstoffen sind die Energien der radiativen Systeme im trans-Zustand aufgetragen.
Das Oxidationspotential von AF-488 kann aufgrund der dhnlichen Struktur anhand der Rho-
damine (vgl. die Abbildungen 3.8a und C.18a bis C.18c) abgeschéitzt werden und sollte etwa
Eox = (1,39 £0,42) V vs SCE betragen. Analog dazu betragt der Abstand des angeregten Tri-
pletts zum Grundzustand AGyo(T1) = 1,95eV. Der energetische Abstand der Triplett-Triplett-
Absorptionsbande (T; —T),) des Cy5 betrdgt nach Jia et al. [381] 1,98 €V fiir den trans-Zustand und
1,80 eV fiir den cis-Zustand. Nicht aufgetragen ist das AF-647, das eine grofie Ahnlichkeit zum Cy5
besitzt (vgl. die Abbildungen 3.8c und 3.10¢) und daher vergleichbare Werte aufweisen sollte. Es
fallt auf, dass der Sauerstoff und das Trolox-Chinon effiziente Oxidationsmittel darstellen (grofles
E,cq) und Trolox ein starkes Reduktionsmittel ist (kleines Foy).

Fluorophor / Eox Ereq AGyo(S1) AGo(T1)
Additiv in V vs SCE in V vs SCE in eV in eV
AF-488 — —0,64¢ 2,45(6)° —
Rh-6G 1,39¢4 —0,95¢%¢ 2,28(1)cde —
Rh-123 0,97/ —0,85 2,42f 1,92f
Rh-630 1,03¢ —0,82¢ 2,16¢ —

Cy3 1,099 —1,24" 2,21(2)® 1,72°

Cy5 0,90(8)%¢ —0,86(2)%% 1,86(2)%%F  1,60"
Atto 647N 1,119 —0,647 1,90 —
AA 0,06 bis 0,664™ —2,28! — —

TEDA 0,67(10)5™ —2,15¢ — >3,90"
Trolox 0,16(8)%ho-P —1,064° 4,20° —
Sauerstoff — —0,33¢ 0,98™7% —
Trolox-Chinon — —0,08 bis —0,50? — —

ME — —0,45" — 3,10

“berechnet aus Angaben in V vs Ag/AgCl nach Chen etal. [380]

b Abschétzung aus den Spektren in Abschnitt 3.2

“nach Dietrich et al. [382]

?nach Kasper [173]

®nach Sauer et al. [383]

Inach Pfiffi et al. [384], berechnet aus Angaben in V vs NHE

9nach Lenhard [385]

" keine Reduktion iiber —1,0 V vs NHE nach Torimura et al. [386]

“nach Jia etal. [381]

Inach Vogelsang et al. [43]

*nach Huang et al. [371], AGoo(T1) bestimmt aus dem Phosphoreszenzspektrum bei 77 K

"berechnet aus Angaben in V vs NHE nach Pfiffi [387]

" nach Lambert und Kochevar [170]

"nach Kavarnos und Turro [89] aus Daten nach Muto, Nakato und Tsubomura [388], Ledwith [389], Turro
[390] und Hub et al. [391]

° berechnet aus Angaben in V vs NHE nach Dérr [392]

Pnach Steenken und Neta [393]

?bei 1atm (101,325 kPa, bei 1 M: —155mV) nach Wardman [394] und Sawyer und Williams [395]

"nach Schweitzer und Schmidt [92]

*nach Atkins und Paula [93]

‘nach Cordes, Vogelsang und Tinnefeld [172]

“nach Kavarnos [396]
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Tabelle 6.9: Freie Enthalpie der Elektronentransferreaktionen

Dargestellt sind die nach Gleichung (6.44) (unter Vernachléssigung des Coulomb-Terms) bestimm-
ten freien Reaktionsenthalpien fiir den Fall der Oxidation (AGyx) und Reduktion (AGyeq) der
vier angeregten Fluorophore AF-488, Rh-6G, Cy3 und Cy5 mit Trolox und Trolox-Chinon nach
Tabelle 6.8. Dabei wurde fiir das Trolox-Chinon ein mittleres Reduktionspotential mit einem Wert
von Eyeq = —0,29V vs SCE angenommen. Es ist zu sehen, dass eine exergonische Energietiber-
tragung (AG < 0) in Form der Reduktion angeregter Singulett- und Triplett-Zustdnde durch
Trolox stattfinden kann. Gleichzeitig ist die freie Enthalpie der oxidativen Reaktionen mit Trolox
endergonisch (AG > 0) oder nahe AG = 0. Das Trolox-Chinon hingegen zeigt eine negative freie
Enthalpie der oxidativen Reaktionen aus den angeregten Zustdnden. Da Sauerstoff ein dhnliches
Reduktionspotential (Eyeq = —0,33V vs SCE) wie das hier aufgefiihrte Trolox-Chinon besitzt, sind
die aufgefithrten oxidativen Reaktionen auch fiir den Sauerstoff exergonisch.

AGOX(SI) AGOX(Tl) AGred(sl) AGred (Tl)

Trolox mit in eV in eV
ATF-488 0,00 0,50 —1,65 —1,15¢
Rh-6G 0,17 — —1,17 —

Cy3 —0,06 0,43 —0,81 —0,32

Cyb 0,10 0,36 —0,84 —0,58
Trolox-Chinon mit

AF-488 —0,77¢ —0,27¢ — —

Rh-6G —0,60 — — —

Cy3 —0,83 —0,34 — —

Cyb —0,67 —0,41 — —

“ geschétzt aus den Werten strukturell &hnlicher Fluorophore geméfl Tabelle 6.8

nur stattfinden, wenn die energetische Differenz zwischen dem angeregten Singulettzu-
stand und Triplett-Zustand des Fluorophors AEg, 1, die energetische Differenz des ersten
angeregten Singulettzustandes des Sauerstoffes Oy (1A;) zum Triplett-Grundzustand des
Sauerstoffes Os (3Eg) von AGp(S1) = 0,98eV erreicht bzw. iibersteigt. Das ist beim
Rhodamin 123 (Rh-123) (AEg, 1, = 0,51eV) und Cy5 (AEg, 1, = 0,26€V) nicht der Fall
und l&sst den Schluss zu, dass auch strukturell &hnliche Fluorophore wie das AF-488 und
AF-647 nicht auf diesem Weg zu Singulett-Sauerstoff fiihren bzw. geldscht werden. Uber
Loschungen des Triplettzustandes geméafl der Gleichungen (2.53a) und (2.54a)

3F* 430y » 'F 4+ 105* (6.48)

kann hingegen Singulett-Sauerstoff entstehen, wenn die Triplettenergie des Fluorophors gro-
Ber als die energetische Differenz AGoo(S1) des Sauerstoffes ist. Das ist fiir die Fluorophore
Rh-123 (AGoo(T1) = 1,9€V) und Cy5 (AGpo(T1) = 1,6 €V) und somit wahrscheinlich auch
fiir AF-488 und AF-647 gegeben. Zusétzlich fillt auf, dass der zweite angeregte Singulett-
Zustand des Sauerstoffes O (12g) mit einer energetischen Differenz von AGgo(S2) = 1,6 eV
(siehe Abschnitt 2.2.4.2) im Bereich der Triplettenergien liegt und somit ebenfalls zu mogli-
chen Ubergingen fiihrt.
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Tabelle 6.10: Freie Enthalpie der Ladungsrekombination

Die Abschitzung der freien Enthalpie der Ladungsrekombination ergibt sich aus dem Reduktions-
und Oxidationspotential der Fluorophore und Additive. Die freie Enthalpie der Ladungsrekombina-
tion der Radikalanionen AGyy(Ry) ist durch die Reduktionspotentiale der Fluorophore AF-488,
Rh-6G, Cy3 und Cy5 sowie des entsprechenden Additivs gegeben. Die freien Enthalpie der Ladungs-
rekombination der Radikalkationen AG’red(Rf‘) durch die entsprechenden Oxidationspotentiale der
Fluorophore und Additive. Die Ladungsrekombination der Radikalanionen AGyx(R7) mit Trolox
ist dabei endergonisch bzw. im Fall von Cy3 nur schwach exergonisch. In allen anderen Fallen ist
die freien Enthalpie der Ladungsrekombinationen negativ und somit exergonisch.

Trolox Trolox-Chinon Sauerstoff

AGox(RY) AGred(Rf) AGox(RY) AGox(RY)
in eV in eV in eV
AF-488 0,42 —1,23¢ —0,35 —0,31
Rh-6G 0,11 —1,23 —0,66 —0,62
Cy3 —0,18 —0,93 —0,95 —0,91
Cyb 0,20 —0,74 —0,57 —0,53

“ geschétzt aus den Werten strukturell &hnlicher Fluorophore geméfl Tabelle 6.8

Die freien Reaktionsenthalpien nach Gleichung (6.44) sind fiir die Fluorophore AF-488,
Rh-6G, Cy3 und Cy5 mit den Additiven Trolox und Trolox-Chinon in Tabelle 6.9 eingetra-
gen. Die Reduktion angeregter Singulett- und Triplett-Zustinde der Fluorophore durch
Trolox ist exergonisch (AG < 0). Die Oxidation hingegen endergonisch (AG > 0) oder nahe
AG = 0. Trolox-Chinon und Sauerstoff zeigen eine negative freie Reaktionsenthalpie der
oxidativen Reaktionen aus den angeregten Zustdnden. So kénnen die Additive Trolox und
Trolox-Chinon die betrachteten Fluorophore in einen nichtfluoreszenten radikalanionischen

bzw. radikalkationischen Zustand bringen.

Die freie Enthalpie der Ladungsrekombination aus dem oxidierten bzw. reduzierten Zustand
kann jeweils anhand der Reduktions- und Oxidationspotentiale der beteiligten Molekiile
abgeschétzt werden [43, 376]. Das fiihrt tiber die Reduktionspotentiale der Fluorophore
AF-488, Rh-6G, Cy3 und Cy5 sowie der Additive Trolox, Trolox-Chinon und Sauerstoff
geméfl Tabelle 6.8 zur freien Enthalpie der Ladungsrekombination der Radikalanionen
AGox(R7) und tiber die entsprechenden Oxidationspotentiale der Fluorophore und des Addi-
tivs Trolox zur freien Enthalpie der Ladungsrekombination der Radikalkationen AGeq(R{)
in Tabelle 6.10. Der Sauerstoff zeigt ebenso wie das Trolox-Chinon exergonische oxidative

Eigenschaften, wohingegen Trolox beziiglich der Reduktion exergonisch ist.

Die in Abbildung 6.27a dargestellten Messungen zeigen den leistungsabhéngigen Verlauf
der MB der Fluorophore AF-488, sCy5 und AF-647 in PBS ohne Additive und in PBS
mit Trolox bei einer Sattigungskonzentration von 2mm [397]. Bis zu einer Leistung von
etwa 100 pW (Photonenflussdichte von 2,05 - 102" m~2s7!) ist bei keinem der untersuchten
Farbstoffe ein deutlicher Unterschied zwischen den molekularen Helligkeiten mit oder ohne

Trolox festzustellen. Oberhalb dieser Grenze fiihrt das Trolox bei den Cyaninfarbstoffen
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(b) MB in PBS ohne Trolox unter Argonatmosphére

Abbildung 6.27: MB bei der Zugabe von Trolox und unter Argonatmosphére
Dargestellt ist die MB der Cyaninfarbstoffe sCy5 (blaue Dreiecke) und AF-647 (rote Rechtecke),
sowie des Xanthenderivats AF-488 (schwarze Kreise) in PBS (helle, leere Symbole) und in PBS mit
(a) 2mM Trolox sowie (b) unter Argonatmosphére (beides dunkle, volle Symbole). Die durchgezo-
genen Linien kennzeichnen Anpassungen nach den Gleichungen (4.21) und (B.32), deren Werte
in Abbildung 6.28 und Tabelle C.3 aufgetragen sind. In (a) ist bei den Cyaninfarbstoffen ein
deutlicher Anstieg der maximalen MB um bis zu 82 % zu erkennen. Die maximale MB des AF-488
hingegen steigt nur leicht (12 %). In (b) unter Argon zeigen alle betrachteten Fluorophore einen
Abfall der maximalen MB. Auffillig ist, dass die maximale MB des AF-647 nur leicht sinkt (8 %)
wohingegen das strukturell hnliche sCy5 einen Abfall von 25 % zeigt. Die schwarz gepunktete Linie
kennzeichnet die Anpassung des AF-488 mit einem zuséatzlichen kubischen Séttigungsterm geméf
Gleichung (B.8).

sCyb5 und AF-647 zu einer deutlichen Erhéhung der MB. So steigt die maximale MB beim
sCy5 von 107ms ™! auf 145ms™" (136 %) und beim AF-647 von 133 ms~! auf 182ms™*
(137 %). Das Xanthenderivat AF-488 hingegen zeigt im Vergleich eine sehr geringe Steige-
rung der maximalen MB von 74 ms~! auf 83ms~! (112 %). Die Cyanine zeigen einen leicht

sinkenden Triplettanteil bei der Zugabe von Trolox ohne Verédnderungen der Triplettzeit,

173



Kapitel 6. Photophysik frei diffundierender Fluorophore

wahrend das AF-488 eine niedrigere Triplettzeit bei nur geringeren Veranderungen des
Triplettanteils zeigt (siche Abbildung C.21). Die Interaktion des Trolox mit dem angeregten
Triplett fithrt also primér bei den Cyaninen zu einer Erhéhung der MB geméafl Tabelle 6.9.
Die Anpassung der MB mit den Gleichungen (4.21) und (B.32) (Fiinf-Niveau-System ohne
Interkombination héherer Zustiande und Drei-Niveau-System mit Isomerisierung geméafl
Abschnitt 6.4.1) zeigt in Ubereinstimmung mit den Triplettparametern unter der Betrach-
tung der Anpassungsparameter der MB in Abbildung 6.28 keine Anderung des linearen
Séttigungsterms ¢gat, . Der quadratische Term ¢g,t, hingegen steigt fiir die Cyanine deutlich,
was auf einen verringerten Einfluss der isomerisierten Zustdnde und des Tripletts hindeutet
und zu einer Verbreiterung der Kurven zu hohen Photonenflussdichten fithrt. Dabei ist
der Einfluss des Additivs nach Abschnitt 6.2.2 abhéingig von der mittleren Kollisionsrate
und kann schnellere Prozesse nicht effizient manipulieren. Es sollte erwéhnt sein, dass die
Sulfonierung der Cy-Fluorophore spektroskopische und photophysikalische Abweichungen

zu den nicht sulfonierten Cy-Fluorophoren bedingen kann [364].

Zusétzlich kann aus dem Séttigungsterm ¢g,y, eine Abschétzung der inneren Konversionsrate
der hoher angeregten Singulett- und Triplettzustdnde getroffen werden. Unter der Annahme
einer vernachléssigbaren Interkombination der héheren Zustdnde, und einer &hnlichen
Groflenordnung der molekularen Wirkungsquerschnitte, sodass og, ., ~ 0s, ., =~ or,_, bei
Werten von 1072°m? bis 1072 m? [398, 399] gilt, liegen die Raten kr

der GroBenordnung von 10® Hz bis 101! Hz, was wenigen Nano- bis einigen Picosekunden

o, und kg | in

entspricht. Das stimmt nur teilweise mit der Annahme von Eggeling, Brand und Seidel [46]
und Schéfer [215] tiberein, nach der die Lebensdauer der hoher Angeregten Zustdnde im

Bereich von Pico- bzw. Sub-Picosekunden liegt.

Wie von Steinhauer et al. [44] fur Cy5 und AF-647 in desoxygenierter Umgebung unter der
Zugabe von AA gezeigt, treten durch entsprechenden Reduktionsmittel radikalanionische
Zusténde der Fluorophore auf. Hier werden die radikalanionische Zustdnde R durch das
Trolox hervorgerufen und kénnen durch eine sukzessive Reaktion mit dem Sauerstoff geméf
Tabelle 6.10 in Ubereinstimmung mit Linde et al. [103] in den Grundzustand zuriickgefiihrt
werden. Trolox geht primér durch Wechselwirkung mit geléstem Sauerstoff in den oxidier-
ten Zustand tiber und kann somit auch als Oxidationsmittel wirken [41, 43, 172]. Die in
Abbildung C.22 dargestellte Verlangerung der aus der FCS gewonnen Diffusionszeit aller
betrachteten Fluorophore bei hohen Leistungen (>1001uW), deutet auf eine verlingerte
Beobachtungsdauer aufgrund der Verminderung photoionisierter Zustdnde die in Bleichpro-
zessen miinden (siehe Abschnitt 2.2.5) bzw. einer Verkiirzung radikalkationischer Zustédnde
R durch das Trolox hin.

In Abbildung 6.27b sind die Messungen in Argonatmosphére dargestellt, bei denen ein
gegenteiliger Effekt zu sehen ist. Die maximale MB des AF-488 sinkt von 74ms—' in
Normalatmosphire auf 56 ms~! unter Argon (76 %) und die maximale MB des sCy5 von
107ms~! auf 80ms™t (75%). Auffillig ist das abweichende Verhalten des AF-647, welches

174



6.4 Isomerisierung und photoprotektive Additive

40 x10 R
- CI)sa\t1 / \/d)satz
N 35 7z AF-488
' 30 N/ AF-647
= / sCy5
25
20

Photonenflussdichte inm s’

Wﬁ NN
= |7 = N e

+ 2 mm Trolox + Argon

Abbildung 6.28: Parameter der Anpassung der MB mit Trolox und unter Argon
Dargestellt sind die Sattigungsparameter ¢gat, und ¢gat, der Anpassung der MB in Abbildung 6.27
nach den Gleichungen (4.21) und (B.32) von in PBS, in PBS mit 2mM Trolox und in PBS unter
einer Argonatmosphére gelostem AF-488 (schwarz), AF-647 (rot) und sCy5 (blau). Die Zahlenwerte
sind in Tabelle C.3 (Seite XXXIV) aufgetragen.

lediglich von 133ms~! auf 123 ms~! (92 %) abfillt. Unter Betrachtung der Sittigungspa-
rameter der Anpassungen in Abbildung 6.28 ist fiir alle drei Fluorophore eine Anderung
in beiden Anpassungswerten zu sehen. Beim AF-488 steigt der lineare und quadratische
Sattigungswert, was in Abbildung 6.27b als Verschiebung des Anstiegs und Abfalls zu ho-
heren Photonenflussdichten erkennbar ist. Schwarz gepunktet ist die Anpassung mit einem
weiteren Séattigungsterm geméf Gleichung (B.8) dargestellt. Dieser fithrt zu einem steileren
Abfall der MB bei hohen Photonenflussdichten und einer gréBeren Ubereinstimmung mit
den Messwerten. Allerdings beinhalten die Modelle der verwendeten Anpassungsfunktionen
kein Photobleichen (vgl. die Abschnitte 2.2.5 und 4.2 und Anhang B.2), welches aufgrund
der langeren Aufenthaltsdauer im Triplett-Zustand und dessen erhéhter mittlerer Beset-
zungsdichte (siche Abbildung 6.19) von Relevanz sein und ebenso zu einem steileren Abfall

fihren kann.

Bei den Cyaninfarbstoffen sinkt ¢gat, und ¢gas, steigt. Bei hohen Leistungen findet beim Cy5
nach Huang etal. [371, 400] zum einen eine beschleunigte Riick-Interkombination tiber den
Triplett im trans-Zustand (siche Abschnitt 4.2) und zum anderen eine Riick-Isomerisierung
iiber den cis-Triplett!'® statt. Daher kann die Manipulation der Sauerstoffkonzentration
zu Verschiebungen der mittleren Triplett- und cis-Zustands-Besetzungsdichte fithren, was
wiederum in einer Abnahme der MB resultiert. Aufféllig ist im Vergleich dazu das Verhalten
des sCy3, das in Abbildung 6.29a dargestellt ist. Obgleich nach Jia et al. [381] Sauerstoff
den trans-Triplett-Zustand von Cy3 effizient 16scht und keinen deutlichen Einfluss auf die
Riick-Tsomerisierung hat, fithrt die Messung unter Argon zu einer deutlichen Erhéhung der

MB. Bei der Anpassung nach Gleichung (B.32) ist aufgrund der zu geringen Anregungs-

16 Im Rahmen des Modells nach Abschnitt 6.4.1 ist dieser Zustand nicht mit dargestellt.
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Abbildung 6.29: MB von sCy3 und AF-647 mit Additiven

(a) Zu sehen ist die leistungsabhingige MB von sCy3 (schwarze Kreise). Die Zugabe von 2mM
Trolox (rote Rechtecke) fithrt zu einem leichten Anstieg bei hoheren Photonenflussdichten, in
Ubereinstimmung zum Verhalten der anderen betrachteten Cyaninfarbstoffe AF-647 und sCy5 in
Abbildung 6.27a. Unter Argonatmosphére (blaue Dreiecke) steigt die MB im Gegensatz zu dem
in Abbildung 6.27b betrachteten Verhalten deutlich an. Die durchgezogenen Linien kennzeichnen
eine globale Anpassung nach Gleichung (B.32) ohne ¢g,s,. Eine Angabe der Diffusionszeit und der
Triplettparameter ist in Abbildung C.23 zu finden. (b) Die leistungsabhéngige MB von AF-647
steigt bei der Zugabe von Trolox (rote Rechtecke) und sinkt unter Argon (blaue Dreiecke) im
Vergleich zur Probe in PBS ohne Additive und in normaler Atmosphére (schwarze Kreise). Wird
eine 2mM Mischung aus Trolox und Trolox-Chinon nach dem ROXS-Prinzip (siche Abschnitt 3.2.4)
zugegeben (orangene Rauten), steigt die MB weiter an und zeigt eine Verschiebung zu niedrigeren
Photonenflussdichten. Die durchgezogenen Linien kennzeichnen eine globale Anpassung nach
Gleichung (B.32). Die Parameter der globalen Anpassungen von (a) und (b) sind in Tabelle 6.11
aufgetragen.
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Photonenflussdichten und dem entsprechend nicht erreichten Plateau der maximalen
MB, lediglich der lineare Term ¢g,¢, bestimmbar. Die globale Anpassung fiihrt dabei zu
den in Tabelle 6.11 dargestellten Werten. Werden Anderungen der Detektionseffizienz
des Mikroskops zwischen den unterschiedlichen Messreihen vernachlissigt!”, kann die

Quanteneflfizienz ® der Form

krad

b —
"7 ke + kisc + krad + Kiso

(6.49)

unter den verschiedenen Bedingungen aus den Anpassungen bestimmt werden (vgl. Glei-
chung (2.35b)). Dazu wird angenommen, dass die Angaben nach Tabelle 3.1 fir die
Messung in PBS zutreffend sind. Die Zugabe von 2mM Trolox fithrt zu keiner deutlichen
Abweichung von ®r und kann vollstdndig durch eine Erhohung des Séttigungsparameters
¢sat, beschrieben werden. Unter Argon hingegen sittigt das Fluoreszenzverhalten frither
(niedrigeres ¢gat, ) und die Quanteneffizienz nimmt stark von 0,10 auf 0,69 4+ 0,05 zu. Eine
markante Anderung des in Abbildung C.23 aufgetragenen Triplettverhaltens ist nicht zu
erkennen. Die abnehmende Diffusionszeit (siehe Abbildung C.23a) hingegen deutet auf
langanhaltende Dunkelzeiten im Bereich der Diffusion oder Bleichprozesse hin. Obwohl
die Interaktion von Cy3 und die Abhéngigkeit des Leuchtverhaltens an DNA, bei FRET-
Messungen und unter der Zugabe unterschiedlicher Sauerstofffingersysteme gut untersucht
ist [116, 117, 364, 386, 401, 402], wird dieses Verhalten in der Literatur nicht beschrieben.
Entsprechend Gleichung (6.49) ist von einer Erhohung der geringen Aktivierungsenergie von
(19 & 1) kJ mol ! [363] und somit Verringerung der Isomerisierungsrate ks, bei sinkendem

Sauerstoffgehalt auszugehen.

Abbildung 6.29b zeigt die bereits in Abbildung 6.27 dargestellten Daten des AF-647 mit ei-
ner zusétzlichen Leistungsreihe unter Argonatmosphére mit zugegebenen ROXS bestehend
aus einer Mischung von Trolox und Trolox-Chinon (siehe Abschnitt 3.2.4 und Anhang D.1).
Das ROXS fiihrt zu einem weiteren Anstieg der maximalen MB von 133ms~! mit PBS
ohne Additiv bzw. 182ms~! mit PBS und Trolox auf 202ms™! (152 % bzw. 111 %) und
einer Verschiebung zu niedrigeren Photonenflussdichten. In Tabelle 6.11 sind die erhalte-
nen Anpassungsparameter dargestellt. Eine Erhohung der Quanteneffizienz von 0,33 auf
0,49 4 0,03 durch eine effektive Verminderung der Isomerisierung kann bei der Zugabe des
ROXS unter Argon beobachtet werden. Dabei fithrt das ROXS {iber PET zur Léschung
angeregter Zustinde geméfl Tabelle 6.9 und fithrt die entstandenen Radikalionen iiber eine
Redoxreaktion gemafl Tabelle 6.10 zuriick in den Grundzustand. Da die Eigenschaft des
Sauerstoffes als Triplettloscher nun vom ROXS tibernommen wird, kann dieser aus der
Losung entfernt werden, was zusétzlich zu einer Verringerung der Bleichwahrscheinlichkeit

(aufgrund des fehlenden Singulett-Sauerstoffes) fiihrt.

7 Diese konnen z. B. durch eine Verschiebung des Emissionsspektrums oder geringfiigige Abweichungen in
der Justage der in Abschnitt 3.1 beschriebenen optischen Elemente auftreten.
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Tabelle 6.11: Globale Anpassungswerte der MB von AF-488, sCy3, sCy5 und AF-647
Die in den Abbildungen 6.27 und 6.29 dargestellten Anpassungen wurden unter der Annahme
mit Gleichung (B.32) angepasst, dass keine Anderungen der Detektionseffizienz des Mikroskops
zwischen den unterschiedlichen Messreihen auftritt. Da beim sCy3 die (im Verhéltnis zu den anderen
Messungen) geringe Photonenflussdichten von maximal etwa 1,6 - 102® m=2s~! (entspricht etwa
400 pW) nicht zu einer ausreichenden Séttigung der MB (Plateau mit anschlieBendem Abfall) fiihrt,
beinhaltet die Anpassung keinen quadratischen Séttigungsparameter ¢gat, .

AF-488 PBS? 2mM Trolox Argon Argon + ROXS
Quanteneffizienz & 0,92 1,00 +£ 0,07 0,27 £ 0,03 —
¢sat1

in 1027 m—2g! L1+0,1 1,240,1 2,8+ 0,4 _

in 10@ o1 0,69+0,03 0,61+0,02 1,69+0,12 -

sCy3

Quanteneffizienz &g 0,10 0,12+£0,03 0,69=+0,15 —
Psaty

in 102" m—2s!
sCyb

Quanteneftizienz &y 0,28 0,28+0,01 0,29 + 0,02 —

Psat,

in 102" m—2g!

16,1 8,2 284+157 44406 —

9,2+0,5 4,5+0,3 2,8+0,3 —

Ovzfsafg 1 1,06 £ 0,02 3,35+0,50 1,20+ 0,06 —

in 10°°m™“s
AF-647
Quanteneffizienz & 0,33 0,33 4+0,02 0,34 + 0,02 0,49 4+ 0,03

¢sat1
1077 2 1 6,5+0,7 6,9+0,6 5,1+0,5 53+0,3

0V28¢Sai22 1 1,67+0,07 3,784+0,65 1,93+ 0,09 2,49 +0,18

¢ Quanteneffizienz ®r konstant gewahlt geméafl Tabelle 3.1

6.4.3 Zusammenfassung und Diskussion

Die Besonderheit der untersuchten Cyaninfarbstoffe sCy3, sCy5 und AF-647 ist die Pho-
toisomerisierung, bei der durch photonische Anregung eine primér durch sterische Effekte
manipulierbare Rotation des Fluorophors um eine Doppelbindung der Kohlenwasserstoft-
kette stattfinden kann, die zum Ubergang in einen Dunkelzustand, die sogenannte cis-Form,
fithrt [145, 146, 351-360]. Da bei Cyaninfarbstoffen zumeist das Absorptionsspektrum in
der cis-Form teilweise mit dem Absorptionsspektrum der radiativen trans-Form tiberlappt,
kann auch im Dunkelzustand die eingestrahlte Energie absorbiert werden und zu einer
Riick-Rotation fiithren [351, 353, 355, 360, 369, 370]. Ein entsprechendes photophysikalisches
Modelldiagramm nach Rulliére [368] wurde in der Form eines Differentialgleichungssys-

tems formuliert und beziiglich der Anpassungsfunktion fiir die MB stationér gelost (siehe
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Gleichung (6.28) und Anhang B.4).

Mithilfe einer vereinfachten Formulierung des Energieniveaudiagramms geméfl Widengren
und Schwille [145] konnte eine allgemeine Formulierung fiir das zeitabhéngige Verhalten
der trans-cis-Isomerisierung in der Fluktuationsanalyse aufgestellt werden. Eine direkte
Zuordnung bzw. Trennung der Triplett- und trans-cis-Raten anhand der erhaltenen Terme
war nicht moglich, sodass fiur eine reliable Anpassung des Fluktuationsverhaltens eine
ausreichende Trennung der charakteristischen Dunkelzeiten der Prozesse vonnéten ist. Die
Anpassung einer Séttigungsreihe des Fluorophors AF-647 bei Intensititen von 23 kW cm =2
bis 1159 kW cm ™2 zeigte eine starke Leistungsabhingigkeit der trans-cis-Isomerisierung,
die bei hohen Intensitéten zu cis-Zeiten bis hinunter zum Zeitbereich von 100 ns fithrt. Zu-
sétzlich deutet ein Abfall der Diffussionszeit auf das Vorhandensein langer Dunkelzusténde
oder Photobleichreaktionen hin. Im Gegensatz zur Annahme, dass eine Verminderung des
cis-Anteils bei hohen Anregungsleistungen einsetzt [145], konnte ein vergleichbarer Anstieg
der Hin- und Riick-Raten aus dem trans in den cis-Zustand und umgekehrt um etwa eine
GroBenordnung beobachtet werden. Eine tendenzielle Abnahme des cis-Anteils ist somit
nicht zu beobachten gewesen. Die bestimmte Isomerisierungsrate kigo liegt im Maximum
mit etwa 6 MHz etwas hoher als die Isomerisierungsrate von Cy5 von 5 MHz [403], welche
aufgrund der grofien strukturellen und spektroskopischen Ubereinstimmung des AF-647 mit
dem Cyb5 [404, 405] ebenfalls d&hnlich sein sollte. Im Vergleich mit Monte-Carlo-Simulationen
wurde ersichtlich, dass die gleichzeitige Anpassung der Isomerisierung und des Tripletts
selbst bei einer Trennung der charakteristischen Zeiten um etwa eine Groflenordnung
(Triplett 1,84 pns zu Isomerisierung 0,21 us) zu grofien Abweichungen (bis zu 43 %) der
Anpassung vom simulierten Wert fiihrt. Trotz dieser grofien Fehler stimmen die in dieser
Arbeit bestimmten Werte fiir die Interkombination und Riick-Interkombination bei hohen
Leistungen mit etwa kigc = 0,2 MHz und k,1sc = 0,5 MHz teilweise mit den Beobachtungen
von Widengren et al. [403] von kigc = 0,8 MHz und ky1sc = 0,5 MHz fiir freies Cy5 tiberein.

Anschlielend wurde das zum Beispiel in FRET-Untersuchungen haufig verwendete Farb-
stoffpaar sCy3 und sCy5 und das bereits betrachtete AF-647, sowie das Rhodaminderivat
AF-488 im Hinblick auf den Einfluss photoprotektiver Additive und einer sauerstofffreien
Umgebung auf die MB untersucht. So hat das Farbstoffpaar sCy3 und sCyb mit 0,10
und 0,28 eine sehr geringe Quanteneffizienz, die aus einem hohen Anteil von trans-cis-
Dunkelzustédnden resultiert [370, 406]. Eine deutliche Erh6hung der Quanteneffizienz der
Fluorophore kann stattfinden, wenn diese mit DNA oder Proteinen gekoppelt werden [361—
366]. Zusatzlich kann der Einsatz von Radikalfingern zu einer Loschung hoherer elektro-
nischer Zustande und somit einer verminderten Bleichwahrscheinlichkeit fithren [40-43,
172, 174, 372]. Dies wurde ausfiihrlich anhand der freien Enthalpie des photoinduzierten
Elektronentransfers mithilfe der Rehm-Weller-Gleichung (siehe Gleichung (6.44)) fiir unter-
schiedliche Fluorophore und Oxidations- sowie Reduktionsmittel untersucht. Dabei konnte
bei der Zugabe von Trolox bei den Cyninfarbstoffen ein Anstieg der MB von tber 35 %
beobachtet werden. Der Anstieg der MB beim Rhodaminderivat AF-488 betrug hingegen
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lediglich 12 %, was sich mit Beobachtungen von Cordes et al. [174] deckt, die einen leichten
Anstieg der relativen Fluoreszenzintensitat von ca. 10 % bei der Zugabe von Trolox und

Trolox-Chinon beobachten konnten.

Der geringe Einfluss des Trolox auf die beobachtete Triplettdynamik weist auf eine ver-
nachlassigbare Reaktion mit den angeregten Singulett- und Triplettzustdnden hin. Die
Erhohung der MB passt mit dem Anstieg der Diffusionszeit zusammen und deutet auf eine
Verminderung der Bleichwahrscheinlichkeit aufgrund der schnellen Léschung photoioni-
sierter Zusténde hin, die einen reaktiven Zwischenzustand auf dem Photozerstérungsweg
darstellen [42, 99]. Langanhaltende radikalionische Zustinde im Bereich der Diffusionszeit!®
(40 ps oder kiirzer) konnten ebenfalls nicht beobachtet werden, da die durch das Trolox
entstehenden radikalionischen Zustdnde durch einen komplementédren Redoxprozess mit
dem vorhandenen, gelsten Sauerstoff in den Singulett-Grundzustand zuriickgebracht wer-
den konnen. Dieser Prozess wurde erstmals von Vogelsang et al. [43] anhand der Additive
AA und ME und der Zugabe eines sauerstoffverbrauchenden Enzyms geméfi Harada et al.
[408] prasentiert. Fiir das AF-647 konnte unter Sauerstoffentzug und durch die Zugabe von
Trolox und Trolox-Chinon wie von Rasnik, McKinney und Ha [41] und Cordes, Vogelsang
und Tinnefeld [172] vorgeschlagen, eine erh6hte Quanteneffizienz von 0,49 + 0,03 erreicht

werden.

Auffallend war das Verhalten des sCy3 unter Sauerstoffentzug, das in dieser Form nicht
in der Literatur zu finden ist. So erfdhrt die MB einen deutlichen Anstieg, der in einer
Verringerung der Sittigungsschwelle von ¢gi, = (16,1 +2,8) - 102" m™2s7! auf ¢ear, =
(4,4+0,2) -10>”m~2?s7! und einem betrichtlichen Anstieg der Quanteneffizienz von 0,10
auf 0,69 & 0,05 ersichtlich wird. Obgleich nach Jia et al. [381] von einer effizienten Loschung
des trans-Triplettzustandes auszugehen ist, konnte dies hier nicht direkt beobachtet werden.
Die abfallende Diffusionszeit deutet hingegen auf eine weitere langanhaltende Dunkelzeit

bzw. ein verstirktes Photobleichen hin.

1890 betragt z.B. die Riick-Oxidationsrate des Radikalanionzustandes von Rhodamine Green™ nach
Chmyrov, Sandén und Widengren [407] 1,8 - 10°s™1.
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Kapitel 7

Benchmarking durch

Sattigungsmessungen

Die Fluoreszenzmikroskopie ist heutzutage durch die stetige Weiterentwicklung der Laser-,
Farbstoff-, Detektor- und Analysetechnologie zu einem Standardinstrument in der Industrie
und Wissenschaft geworden. Obwohl die Anzahl der Publikationen, wie in Abbildung 7.1
zu sehen ist, zum Thema Fluoreszenzmikroskopie und auch der fluoreszenzbasierten Einzel-
molekiilmethoden in den letzten zwanzig Jahren stetig gestiegen ist, existiert keine weit
verbreitete, einheitliche Methode, die verschiedenen, hdufig selbst entwickelten Instrumente
in ihren Eigenschaften zu vergleichen. Die in der Literatur anzutreffenden Untersuchungen
und Beschreibungen [410-421] basieren zumeist auf der Abbildung fluoreszenter Mikro-
sphéren (siche Abschnitt 6.1), reflektiver Strukturen und fluoreszenter Schichten, sowie
dem systematischen Variieren unterschiedlicher Parameter der Beleuchtung, Detektion und

Positionierung der Elemente des Mikroskops.

6000 E Fluoreszenzmikroskopie 7777
5000% & Einzelmolekiluntersuchungen 7
g 4000% 777
g 3000 777
§ 2000% 777
1000 2 77777777
] e

0
] ] ] ] ] ] ] ]
1995 1998 2001 2004 2007 2010 2013 2016
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Abbildung 7.1: Publikationen im Bereich der Einzelmolekiiluntersuchungen
Anzahl der Publikationen mit dem Thema Fluoreszenzmikroskopie (schwarz) und davon mit einem
Schwerpunkt auf Einzelmolekiiluntersuchungen (rot). Daten nach [409).
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Im Folgenden wird ein Ansatz zur Bewertung der Leistungsfiahigkeit eines konfokalen
Einzelmolekiil-Fluoreszenzmikroskops mittels einer FCS-Séattigungs-Untersuchung an einer
einfach zu handhabenden Probe vorgestellt. Dabei kann die Effizienz der Anregung und der
Detektion des Mikrokopes anhand einer Sattigungsreihe getrennt voneinander bestimmt
und mit anderen Mikroskopen verglichen werden. Im téglichen Einsatz kann mit einer
Kalibriermessung die Justage des Mikroskops iiberpriift und bei Abweichungen der verstellte
Bereich eingegrenzt werden. Die Analyse basiert auf FCS-Messungen, die durch bereits in
der Literatur beschriebene Effekte, wie unter anderem bei Enderlein et al. [235], Schonle
etal. [236], Enderlein et al. [336] und Visscher, Brakenhoff und Visser [344], und den in
dieser Arbeit priasentierten theoretischen Zusammenhéngen zu einem Vergleichsmaflstab

fiir selbst entwickelte und kommerzielle Systeme fiihrt.

Als Probe wird AF-488 eingesetzt, da dieses keine Isomerisierung zeigt und unter ande-
rem héufig als Einzelmolekiil-Forster-Resonanz-Energie-Transfer (smFRET)-Donor [20,
422-424] oder FCS-Markierung [286, 425-427] genutzt wird. Das AF-488 ist bei einer
Konzentration von etwa 0,6 nM in Wasser gelost. Wie bereits in Abschnitt 6.2.1 erlautert,
sind die betrachteten photophysikalischen Parameter nicht von der Konzentration der
Probe abhingig, solange Einzelmolekiilbedingungen herrschen (siehe auch Abschnitt 4.1).
Die Konzentration hat lediglich auf die effektive mittlere Teilchenzahl im Volumen sowie

die Zahlrate und somit die Messdauer Einfluss.

7.1 Anregungsprofil

Nach Abschnitt 2.4.1 und Anhang A.1 setzt sich die MDF aus der Anregungstransferfunk-
tion und der Detektionstransferfunktion (CEF) zusammen und bestimmt das effektive
Volumen bzw. Beobachtungsvolumen in der Korrelationsanalyse. Abweichungen in der
Anregung und Detektion zeigen somit einen direkten Einfluss auf die aus der FCS gewonnen
Parameter. So ist in Abbildung 7.2 die leistungsabhéngige Diffusionszeit von AF-488 unter
drei unterschiedlichen Bedingungen aufgetragen. In schwarz ist das Verhalten bei normaler
Justage und Einstellung des Mikroskops abgebildet. Die rote Kurve zeigt die gemessenen
Diffusionszeiten nach dem Einbringen einer leicht dejustierten Relaisoptik. Die aus zwei
asphérischen Achromaten mit einer Brennweite von 50 mm (#49-665, Edmund Optics) be-
stehende Relaisoptik wird durch die Verstellung der z-Position einer der Relaislinsen leicht
verstellt. Der Grad der Dejustage wird mithilfe eines Shearing-Interferometers tiberpriift
und die Relaisoptik in der Anregung nach der Faserauskopplung und vor dem Dichroiten
positioniert (siehe Abschnitt 3.1 und Abbildung 3.2). In blau ist die Messung bei gleicher
Dejustage in der Detektion nach dem Dichroiten vor den Bandpassfiltern dargestellt. Die
gemessenen Diffusionszeiten im Fall der Dejustage der Anregung und der Detektion steigen
teils deutlich an. Besonders die verstellte Anregung hat einen grofien Einfluss auf die Diffu-
sionszeit und fithrt nach Anpassung mit Gleichung (6.1) zu einer minimalen Diffusionszeit

T, von (47,5 £ 1,0) ps. Das entspricht im Vergleich zur minimalen Diffusionszeit ohne
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Abbildung 7.2: Diffusionszeit bei Dejustage der Anregung und der Detektion

Die Linien zeigen die Anpassung mit Gleichung (6.1), die zu einer minimalen Diffusionszeit
Td, = (33,6 £ 0,6) ps und Séttigungsleistung Psay = (211 £ 6) pW fithrt (schwarze Kreise). Wird die
Anregungsfunktion durch das Einbringen einer leicht dejustierten Relaisoptik (siehe Text) manipu-
liert, steigt 74, auf (47,5 &+ 1,0) ps und Pyyy sinkt deutlich auf Py = (149 £ 11) pW (rote Rechtecke).
In der Detektion fithrt die Dejustage zu einem leichten Anstieg der minimalen Diffusionszeit auf
(36,5 & 1,0) ps und keiner relevanten Anderung der Sittigungsleistung, die (212 £+ 9) uW betréigt
(blaue Dreiecke). In Tabelle 7.1 sind die Anpassungswerte und die daraus bestimmten lateralen
Fokusparameter w, , und effektiven Volumina V.g zusammengefasst.

Dejustage, die (33,6 + 0,6) ps betrégt, einem Anstieg von 41 %. Im Gegensatz dazu fiihrt
die verstellte Detektion lediglich zu einem kleinen Anstieg auf (36,5 £+ 1,0) us (9 %).

Entsprechend der Gleichungen (2.88b) und (A.11) kann aus der minimalen Diffusionszeit
mithilfe des bekannten Diffusionskoeffizienten von AF-488 in Wasser der laterale Fokuspa-
rameter w,, und das effektive Volumen Vg bestimmt werden. In Tabelle 7.1 sind diese
Werte mit der Sattigungsleistung Pyt aufgetragen, wobei fiir die Bestimmung des effek-
tiven Volumens ein Strukturfaktor von 0,2 (siche Gleichung (2.88¢)) angenommen wird.
Die Vergrofierung des effektiven Volumens um 15 % von (0,39 £ 0,02) fl auf (0,45 + 0,04) fl
bei der Detektion und um 72 % auf (0,67 & 0,04) fl bei der Anregung zeigt, dass beson-
ders optische Fehler des Anregungsstrahlengangs einen deutlichen Einfluss auf das bei
der FCS betrachtete effektive Volumen haben. Das Detektionsvolumen entspricht, mit
einer groflen aktiven Detektoroberfliche der verwendeten APDs von 175pm, {iber die
Brennweite der Fokussierlinse vor den Detektoren mit f = 500 mm, den Tubuslinsen mit
f =200mm und dem genutzten Wasserimmersionsobjektiv (60x, NA = 1,2, Nikon) einem
abgebildeten Durchmesser von etwa 1,17 um in der Probe (bei einem 50 pm Pinhole etwa
0,83 nm, siehe auch Abschnitt 3.1). Das Anregungsvolumen betrégt hingegen unter der
Annahme eines maximalen Modenfelddurchmessers (MFD) der Faser (SMC-400Si, Schéf-
ter+Kichhoff) von ca. 8,8 um und iiber ein Luftobjektiv (4x, NA = 0,1, Nikon) mit dem
gleichen Wasserimmersionsobjektiv wie in der Detektion abgebildet, einem Durchmesser

von etwa 0,59 pm. Geméfl Abschnitt 2.3.2 entspricht das in Bezug zur mittleren Wellenlédnge
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Tabelle 7.1: Aus der Diffusionszeit bestimmte Parameter

Aufgetragen ist die minimale Diffusionszeit mp, und Sattigungsleistung Pt der in Abbildung 7.2
dargestellten Messungen. Zusétzlich ist der laterale Fokusparameter wg, nach Gleichung (2.88b)
mithilfe des Diffusionskoeffizienten des AF-488, der D = (435 +4)pm?s~! [286] lautet, und
das daraus gemafl Gleichung (A.11) bestimmte effektive Volumen Vg unter der Annahme eines
Strukturfaktors von 0,2 (siche Gleichung (2.88¢c)) dargestellt.

min. Diffusionszeit Sattigungsleistung Fokusparameter eff. Volumen

Do ID 1S Py in pW Wgy in DM Ve in fl
Justiert 33,6 £0,6 211 +6 242+ 5 0,39 £+ 0,02
Anregung 47,5+ 1,0 149 + 11 288 £ 6 0,67 4+ 0,04
Detektion 36,5+ 1,0 212+9 252+ 7 0,45 + 0,04

nach Gleichung (2.59)! von 501 nm auf die Anregung bezogen 1,16 AE. Die abgebildeten
Detektoroberflichen entsprechen 2,30 AE (mit Pinhole 1,63 AE). Damit wirken sich An-
derungen der Anregungsfunktion im Randbereich stérker auf das effektiv abgebildete
Volumen aus, als vergleichbare Anderungen der Detektion. Wenn bei einer konfokalen
Blende im Bereich von etwa 1 AE bis 3 AE fiir die Anregungs- und Detektions-PSF gilt,
dass PSF4et > PSF,y, (siehe Abschnitt 2.3.2), kann eine Uberpriifung der Justage des
Anregungsstrahlengangs durch die Betrachtung der Diffusionszeit mp bei niedrigen Anre-
gungsintensititen (<50kW cm ™2, Abhiingig von der Sittigungsschwelle des betrachteten
Farbstoffs) geschehen. Hohere Diffusionszeiten gehen dabei primér auf einen dejustierten

Anregungsstrahlengang zuriick.

Eine von der Abbildungsgeometrie unabhéngige Beschreibung liefert die schnellen Fluktuati-
onsdynamik. Unter Betrachtung des Triplettanteils und der Triplettzeit in Abbildung 7.3 ist
ein leichter Abfall des Triplettanteils lediglich bei der Positionierung der Relaisoptik in der
Anregung zu erkennen. Die Triplettzeit hingegen zeigt in Ubereinstimmung mit Widengren,
Mets und Rigler [203] keine auffallende Anderung beim Dejustieren des Anregungs- oder
Detektionspfades. Der Abfall im Triplett deutet entweder auf eine verringerte Interkom-
binationsrate aus dem Triplett- in den Singulett-, oder eine Erhéhung der Rate aus dem
Singulett- in den Triplett-Zustand hin. Da kaum Abweichungen der Triplettzeit auftreten,

sollte diese Verdnderungen klein im Verhéltnis zur Triplettzeit sein.

In Abbildung 7.4 ist dieser Zusammenhang anhand der nach Gleichung (2.89a) bestimmten
Interkombinationsrate kigc in den Triplett dargestellt. Die Riick-Interkombinationsrate
kusc gemiB Gleichung (2.89b) zeigt keine Anderung und ist in Abbildung C.24 (Seite XX-
XIX) dargestellt. Die globale Anpassung der Interkombination nach Gleichung (6.22) fiihrt
in Abbildung 7.4a zu einer Rate von kigc = (276 + 3) kHz und den Sattigungswerten
Poy = (113 £6) pW (8 % der maximal eingestrahlten Leistung), Pegexi = (164 £ 8) pW
(11%) und Paat,det = (129 £ 7) uW (9 %). Bei gleicher eingestrahlter Leistung in der Ein-
gangspupille des abbildenden Objektivs, fithrt die Relaisoptik in der Anregung somit zu

! Aus der Anregungswellenlinge von 488 nm und dem Emissionsmaximum bei 516 nm entsprechend Ab-
schnitt 3.2
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Abbildung 7.3: Triplettanteil und Zeit bei Dejustage der Anregung und der Detektion
(a) Die Triplettzeit zeigt keine deutlichen Unterschiede zwischen den Messreihen. (b) Der Triplett-
anteil sinkt bei der Positionierung der Relaisoptik in der Anregung leicht. Mégliche Ursachen dieses
Verhaltens werden im Text besprochen. Die Verbindungslinien der Punkte in (a) und (b) dienen
der Ubersicht und haben keine physikalische Bedeutung.

einem Anstieg der Sattigungsleistung um (45 + 5) %. Entsprechend kann die Sattigung
der Interkombination in den Triplett als Maf fiir die Effizienz der Anregung verwendet
werden. Prinzipiell hangt die Steilheit des Anstiegs der apparenten Interkombination und
somit Pyt von der mittleren Besetzungsdichte des radiativen Singulettzustandes ab (siehe
Abschnitt 4.1). Die Besetzungsdichte ist nicht von der Detektionsfunktion, sondern primér
von der eingestrahlten Energie im Sinne der Photonenflussdichte, also der Anregungsfunk-
tion, abhéingig. Zur Uberpriifung kann die Interkombinationsrate in Abhéngigkeit von der
Photonenflussdichte aufgetragen werden. Ein Vergleich unterschiedlicher Systeme unter
der Angabe relativer Anregungsleistungen ist iiber den Umrechenfaktor der eingestrahlten
Leistung zur Photonenflussdichte moglich. Groflere Werte geben eine hohere Fokussierung
und somit groBere Photonenflussdichte bei gleicher Anregungsleistung in der Objektivaper-
tur an. Die Bestimmung der jeweiligen Photonenflussdichte ¢ geméf Gleichung (6.3) der

hier dargestellten Messungen, fithrt zu den Photonenflussdichten

¢(P)=P-(2,68+0,05) 10> J 'm™? | (7.1a)
$exi(P) = P- (1,89 +£0,04) - 10" J7'm ™2 | (7.1b)
Gdet(P) = P - (2,46 £0,07) - 1031 J " 'm™2 | (7.1c)

gegen die die Interkombinationsrate in Abbildung 7.4b aufgetragen ist. Die globale An-
passung mit Gleichung (6.22) resultiert in der gleichen Interkombinationsrate wie in
Abbildung 7.4a (kisc = (276 = 3) kHz) und nahezu identischen Sattigungsflussdichten von
bsat = (2,99 £0,16) - 107" m 2571, datexi = (3,14 40,16) - 102" m 257! und ¢sat det =
(3,14 4 0,16) - 102" m~2s~!. Bei gleicher Photonenflussdichte ist also bei allen drei Messrei-
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Abbildung 7.4: Interkombinationsrate bei Dejustage der Anregung und der Detektion
(a) Die Abweichungen in der Verteilung der Anregungsenergie im betrachteten Volumen fiithren zu
Unterschieden in der mittleren Besetzungsdichte des radiativen Zustandes. Hohere Leistungsdich-
ten resultieren in einem fritheren Séttigen der apparenten Interkombinationsrate in den Triplett
und somit einem kleineren Séttigungsparameter Pi,y (siehe Abschnitt 4.1 und Gleichung (6.22)).
(b) Wird die apparenten Interkombinationsrate gegen die, entsprechend Gleichung (7.1) aus der
Diffusionszeit bestimmte, Photonenflussdichte aufgetragen, sind entsprechend keine Unterschiede
im Séttigungsverhalten erkennbar.

hen das gleiche Séattigungsverhalten zu sehen.

Die Bestimmung der Interkombinationsrate kigc kann demzufolge als Parameter zur Bewer-
tung des Anregungsprofils genutzt werden. Der Vergleich der eingestrahlten Leistung (bzw.
relativen Intensitét), um die Halfte der zuvor bestimmten maximalen Interkombinationsrate
(beim hier betrachteten AF-488 (276 + 3) kHz - 1/2 = (138 & 3) kHz) zu erreichen, mit der
Séattigungsleistung bei optimaler Justage (hier (113 +6)nW), kann als Parameter der
Effizienz der Anregung genutzt werden. Die Anregungsleistung des betrachteten Instru-
ments ist somit durch die minimale Diffusionszeit bzw. die Diffusionszeit bei niedriger
Leistung und den Séttigungsverlauf der Interkombinationsrate in den Triplettzustand
bzw. den dieses Sattigungsverhalten charakterisierenden Parameter der Sattigungsleistung
gegeben. Ein Anstieg der Diffusionszeit 7p und der Sattigungsleistung Py, kennzeichnet
somit eine Dejustage der Anregung. Der geméfl Gleichung (7.1) benétigte Faktor, um
zwei abweichende Messungen (auch von unterschiedlichen Instrumenten) beztiglich der
Photonenflussdichte und somit einer gleichen Sattigungsschwelle ¢g,y zu tiberlagern, gibt

das Maf} der Abweichung der Effizienz der Anregung an.

186



7.2 Detektionsprofil

7.2 Detektionsprofil

Mithilfe des Absorptionswirkungsquerschnitts o des Sy — Si-Ubergangs entsprechend
Tabelle 3.1 kann die leistungsabhingige Anregungsrate vom Grundzustand Sy in den

angeregten Zustand S; geméf der Photonenflussdichten aus Gleichung (7.1) zu

kex(P) = P - (6,94 £0,13) - 101 J~! (7.2a)
kex.exi(P) = P - (4,90 +0,10) - 10! J 7! (7.2b)
kex.det(P) = P - (6,37 £0,18) - 10 J 7! (7.2¢)

bestimmt werden. Die Betrachtung der in Abbildung 7.5 dargestellten MB bildet eben diesen
Zusammenhang ab, da entsprechend der Anpassungsfunktion nach Gleichung (4.21) die
Photonenflussdichte mit dem jeweiligen Absorptionswirkungsquerschnitt des betrachteten
Uberganges multipliziert wird. Die Darstellung der MB gegen die Anregungsleistung ist
in Abbildung C.26 (Seite XL) zu finden. Die Parameter der Anpassungsfunktion sind

also beziiglich der Anregungsrate normiert, weshalb Unterschiede in der MB bei gleicher
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Abbildung 7.5: MB bei Dejustage der Anregung und der Detektion

Wird die MB gegen die Photonenflussdichte geméfi Gleichung (7.1) dargestellt, haben Abweichungen
in der Anregungsfunktion keinen Einfluss auf die Sattigungsparameter und Werte der MB. So
hat die maximale MB (gestrichelte Linien) unter dejustierter Anregung (rote Rechtecke) mit
(95 £ 2) ms~! nahezu den gleichen Wert wie ohne Relaisoptik (98 & 5) ms™! (schwarze Kreise). Wird
die Relaisoptik im Detektionspfad positioniert, sinkt die maximale MB deutlich auf (75 4+ 3) ms~!
(blaue Dreiecke). Die dunklen durchgezogenen Linien geben die globale Anpassung der Daten
nach Gleichung (4.21) bzw. Gleichung (B.11) an und fithren zu den Sattigungsparametern ¢gs, =
(0,754 0,02) - 102" m~2 57! und /dsat, = (5,59 & 0,09) - 102" m~2s~L. Zum Vergleich sind auch die
Anpassungen der einzelnen Messreihen dargestellt (helle durchgezogene Linien). In Abbildung C.26
ist die Darstellung der MB gegen die Anregungsleistung zu finden.
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Photonenflussdichte aus Anderungen der Detektionsfunktion resultieren. Zum Vergleich sind

in Abbildung C.25 (Seite XXXIX) die mittlere Anzahl an Molekiilen und die entsprechende
Zéahlrate dargestellt.

Die hellen durchgezogenen Linien in Abbildung 7.5 geben die Anpassung der einzelnen
Messreihen, die dunklen durchgezogenen Linien die globale Anpassung der Daten nach
Gleichung (4.21) bzw. Gleichung (B.11) an. Die maximale MB ist durch gestrichelte Linien
dargestellt. Ohne Relaisoptik liegt die maximale MB bei (98 £ 5) ms™! und zeigt bei de-
justierter Anregung mit (95 4 2) ms~! nahezu keine Anderung. Wird der Detektionspfad
gestort, sinkt die maximale MB um (23 + 2) % auf (75 4 3) ms—! ab. Die Séttigungsparame-
ter betragen ¢sat, = (0,75 4 0,02) - 10*" m~2 57! und \/¢sat, = (5,59 & 0,09) - 102" m~2s~ L.
Die Differenzen der gemessenen MB mit und ohne Relaisoptik sind gegen eine lineare
Abszisse in Abbildung C.27 (Seite XL) aufgetragen. Die maximale Abweichung bei manipu-
lierter Detektion von etwa 22 ms—! wird bei einer Photonenflussdichte von 5,5 - 102" m™2 s~
erreicht. Das entspricht einer Leistung in der Apertur des Objektivs von etwa 223 uW (bei
manipulierter Anregung 290 tW). Steht nicht viel Eingangsleistung zur Verfiigung, sollte
zuerst die Anregung anhand der in Abschnitt 7.1 besprochenen Diffusionszeit und den
Triplettparametern tiberpriift werden, um die benétigte Leistung fiir die Bewertung der

Detektion zu minimieren.

Die Messung zum Vergleich der Detektionsleistung des Instruments bzw. der Instrumente
sollte im Maximum der MB gemif Gleichung (4.23) (¢max = \/@Psat,) bestimmt werden. Das
entspricht bei dem hier gewéhlten Beispiel entsprechend der Anpassung in Abbildung 7.5,
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Abbildung 7.6: Detektionseffizienz ohne maximale MB

(a) Dargestellt ist die MB aus Abbildung 7.5 gegen die Anregungsleistung in der Apertur des
Objektivs. Die durchgezogenen Linien kennzeichnen die Anpassung geméfl Gleichung (7.3) ohne
Einbezug der halbtransparenten Werte und entsprechen dem Fall, dass keine maximale MB aufgrund
einer zu niedrigen Anregungsleistung bzw. Photonenflussdichte gemessen werden kann. Das fithrt
zu den Sattigungsleistungen Piyy = (27 £ 1) pW, Pagexi = (44 £ 1) pW und Piag e = (31 £ 1) pW.
(b) Die Normierung tiber die in (a) bestimmte Sattigungsleistung fithrt zu einer Darstellung analog
zu Abbildung 7.5, bei der die Unterschiede der Detektionseffizienz iiber den gesamten Messbereich
sichtbar sind.
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7.2 Detektionsprofil

bei einer Vakuumwellenldnge der Anregung von 488 nm entsprechend Gleichung (6.3), einer
Anregungsintensitit von 227 kW cm™2. Da die Hohe der maximal erreichbaren MB lediglich
von den photophysikalischen Parametern des Fluorophors abhéngt (bei gleicher Umgebung
bzgl. des Losungsmittels, der Temperatur, der Sauerstoffsittigung, etc.), ist die gemessene
maximale MB geméfl Kapitel 4 und Anhang B direkt proportional zur Detektionseffizienz

des betrachteten Instruments.

Wird aufgrund zu niedriger Anregungsintensititen keine maximale MB erreicht, oder ein
System mit einer linearen Séttigung und einer maximalen MB gemifl Gleichung (5.2)
betrachtet, sollte die Messung bei der maximal mdoglichen Anregungsintensitit bzw. Anre-
gungsrate stattfinden. In Abbildung 7.6a ist die MB aus Abbildung 7.5 gegen die Anregungs-
leistung in der Apertur des Objektivs dargestellt. Die durchgezogenen Linien kennzeichnen
die Anpassung der dunklen Messwerte ohne einen quadratischen Sattigungsterm, bis zu
einer maximalen Anregungsleistung von 80 pW mit der aus Gleichung (4.6) abgeleiteten

Anpassungsfunktion

(7.3)

Die durch den linearen Sattigungsterm beschrinkte maximale MB bei maximal mogli-
cher Anregungsleistung P — oo wird durch « - ®p - Ps,t beschrieben, und fithrt zu den
maximalen molekularen Helligkeiten MBo, = (122 & 8) ms™!, MBexioo = (121 £ 4) ms !
und MBget,00 = (91 +4) ms~!. Das entspricht einer um 25 % niedrigeren MB im Fall der
dejustierten Detektion im Vergleich zu den beiden anderen Messungen und stimmt gut mit
dem relativen Abfall der maximalen MB unter Betrachtung und Messung des quadrati-
schen Sattigungsfaktors iiberein. Wird die MB auf die Séattigungsleistung Psy¢ normiert
(vgl. Abschnitt 7.1), ist die Abweichung der gemessenen MB aufgrund der verringerten
Detektionseffizienz durch die Relaisoptik in der Detektion analog zu Abbildung 7.5 bei

allen Werten zu sehen.
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7.3 Zusammenfassung und Diskussion

Obgleich die hier prisentierte Evaluation keine Charakterisierung der Detektor- und Abbil-
dungseigenschaften fiir die konfokale Abbildung grofierer Probenbereiche oder bestimmter
Kamera- bzw. Detektionssysteme auf Grundlage einer genauen Uberpriifung der Leistung
aller am Abbildungsprozess beteiligten Komponenten gemafl Zucker [428] darstellt, bietet
sie eine einfache Methode, die Anregungs- und Detektionseigenschaften eines konfokalen
Einzelmolekiil-Fluoreszenzmikroskops getrennt voneinander zu bewerten. Sie basiert auf
der Aufnahme einer FCS-Sattigungsreihe, bzw. beim Kalibrieren eines bekannten Systems
der Aufnahme einer FCS-Messung, einer auf Einzelmolekiilkonzentrationen verdiinnten

Farbstofflosung.

Die Anforderungen an den eingesetzten Fluorophor sind dabei eine ausreichend niedrige
Bleichrate und ein nicht mit anderen Prozessen iiberlagernder Triplett. Im Vergleich
zur Kalibrierung mithilfe immobilisierter Proben bzw. Schichten, wie unter anderem bei
Brakenhoff et al. [414], Hibbs, MacDonald und Garsha [416], Kedziora et al. [429] und Zwier
etal. [430], sind keine aufwendigen Probenpraparationen oder zusitzliche (mathematische)
Methoden zur Auswertung der Daten nétig. Zur Bestimmung der Anregungsfunktion wird
nicht wie zum Beispiel bei Zwier et al. [413] direkt das Photobleichen nahe einer Oberflache
beobachtet, sondern lediglich das Triplettblinken des Fluorophors. Zum einen werden so
Messfehler durch die Ndhe anderer Molekiile bzw. der Oberflache verhindert [109, 242,
431-433], zum anderen kann das Mikroskop direkt in der spéter genutzten Umgebung der
Probe charakterisiert werden. Eine Bewertung iiber die Analyse des Bleichverhaltens gemé&f
Dittrich und Schwille [40] und Delon et al. [434] kann bei entsprechender Farbstoffwahl

und Fokusgrofie auch erfolgen.

Die Diffusionszeiten bei niedrigen Intensititen (etwa 10 kW cm™2) kénnen zur Bestim-
mung des Anregungsvolumens genutzt werden. Dabei sind im bereits justierten System
auch Riickschliisse auf andere Parameter wie die Deckglasdicke oder den Brechungsindex
moglich [235]. Die Besetzungsdichte des radiativen Zustandes kann tiber die Séattigungspa-
rameter des Triplettverhaltens bestimmt werden und gibt so Aufschluss tiber die erreichte
Leistungsdichte im Beobachtungsvolumen unabhéngig von eventuell vorhandenen Aber-
rationen des Systems [203]. Die MB hingegen liefert iiber eine Normierung durch den
linearen Séttigungsparameter ¢g¢, bzw. die Auswertung des Maximums beim nichtlinearen
Parameter \/¢sat, €in Maf fiir die Detektionseffizienz.

190



Kapitel 8

Zusammenfassung und

Schlussfolgerung

Die bei der Einzelmolekiilspektroskopie auftretenden Leistungsdichten kénnen in der
Anregung in einem weiten Bereich von wenigen Kilowatt bis zu einigen Megawatt je
Quadratzentimeter liegen. Eine Erhohung der Signalstérke ist, bei der Betrachtung einzelner
Molekiile, nicht durch eine Erhohung der Fluorophorkonzentration moglich. Bei Messungen
in Losung fithrt zum Beispiel eine Erhéhung der Konzentration bis zu einem sinnvollen
Grenzwert entsprechend Abschnitt 4.1 lediglich zu einem Anstieg der mittleren Zéhlrate
durch haufiger auftretende Ereignisse und somit zwar zu einer verkiirzten Messzeit, aber
keiner Verbesserung des SNRs der beobachteten Einzelereignisse. Der naheliegendste
Weg, die Photonenrate der Detektion und somit das SNR der Einzelmolekiilereignisse
zu verbessern, ist die Optimierung der Anregungsrate im beobachteten Bereich. Das
kann jedoch abhingig vom Fluorophor zu unterschiedlichen energetischen Ubergéingen,

langanhaltenden Dunkelzusténden, oder sogar zur Photozerstérung fithren.

Im vierten Kapitel wurde, ausgehend von einer vereinfachten Ubergangsmatrix der intramo-
lekularen Zustidnde eines Fluorophors, dessen Leuchtverhalten im Zeitbereich der Diffusion
(~ms) bis hin zum Antibunching (<ns) hergeleitet. Mithilfe der in Zusammenarbeit mit
Till Zickmantel entwickelten und im dritten Kapitel vorgestellten Monte-Carlo-Simulation
konnte gezeigt werden, dass bei Leistungsdichten ab wenigen 100 kW cm~2 (abhiingig von
den jeweiligen photophysikalischen Parametern) die Besetzung hoher angeregter Zustande
mafgeblich das Leuchtverhalten der Fluorophore beeinflussen kann [211]. Hohere Singulett-
und Triplett-Zustédnde fithren dabei zu nichtlinearen Abweichungen der ortsspezifischen
Fluoreszenzantwort und somit einer inkorrekten Mittelung tiber das effektiv beobachtete
Volumen in der FCS-Analyse. Das fiihrt zum einen zu einem Abfall der MB bei hohen Leis-
tungen, was (filschlicherweise) mit photoinduzierten Bleichprozessen verwechselt werden
kann. Zum anderen konnte ein Anstieg der Diffusionszeiten und der mittleren Molekiilzahl

beobachtet werden. Zur Korrektur wurde eine empirische Naherung der Séttigungs-MDF
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in Form einer GauB-Differenz-Funktion vorgeschlagen und gezeigt, dass diese die beobach-
tete Fluoreszenzantwort gut abbildet. Die entsprechend um die Gauf3-Differenz-Funktion
korrigierte Anpassung der Korrelationsfunktion wurde hergeleitet und beziiglich ihres Ver-
haltens bei unterschiedlichen Sattigungsformen (Volumina, sowie Amplituden und Breiten
in x,y, z) charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass die modifizierte Anpassungsfunk-
tion (mit Diffusions-, Triplett- und Antibunch-Anteil) die Korrelationskurven bei hohen
Leistungsdichten gut approximiert und im Gegensatz zur iiblichen Korrelationsanalyse
keine séttigungsabhéngige Abweichung der mittleren Molekiilzahl und Diffusionszeit zeigt.

Damit wird einer leistungsunabhéngige Bestimmung der Diffusionskonstanten moglich.

Im Rahmen der Simulation immobilisierter Fluorophore im fiinften Kapitel konnte die
genaue Bestimmbarkeit der schnellen (<ms) photophysikalischen Parameter aus der FCS-
Analyse nachgewiesen und eine Formulierung fiir die Approximation des Triplettanteils
und der Triplettzeit bei beschleunigter Riick-Interkombination bestimmt werden. Auch
die im vierten Kapitel hergeleiteten Anpassungsfunktionen der MB fiir unterschiedliche
Besetzungs- und Ubergangswahrscheinlichkeiten hoherer Zustéinde zeigten in der Anpassung
eine grofie Ubereinstimmung mit den simulierten Werten und erlaubten eine Unterschei-
dung der auftretenden Mehr-Photonen-Prozesse anhand des Sattigungsverhaltens. Fiir
Vergleichsmessungen wurden zwei Varianten der Immobilisierung einzelner Farbstoffmole-
kiile untersucht. Zum einen wurde die Optimierung der von Hirschfeld [155] eingefiihrten
Vitrifizierungsmethode in Kombination mit einem Kryostat-Mikroskop-Adapter fir die
Messung bei tiefen Temperaturen (77 K, Fliissigstickstoff) vorgestellt. Zum anderen konnten
einzelne AF-488-Molekiile {iber Maleimid-Thiol-Reaktionen erfolgreich an einem oberfla-
chenaktivierten Deckglas gebunden und mittels konfokaler Raster- und TIRFM-Aufnahmen
im Gegensatz zu anderen Immobilisierungsmethoden [241, 435] in ihrer normalen Losungs-
mittelumgebung betrachtet werden. Die detaillierten Analysen der Photonenstatistik und
des Bleichverhaltens dieser immobilisierten Molekiile hdtten den Rahmen der Arbeit ge-

sprengt und miissen Gegenstand zukiinftiger Experimente sein.

Uberlagern sich bei der FCS die photophysikalischen Prozesse mit dem Diffusionsverhalten
in Losung, kann, wie im sechsten Kapitel gezeigt, mithilfe von Glycerin durch eine Erho-
hung der Viskositit des Losungsmittels eine Verschiebung der Diffusionszeit und somit
eine zeitliche Trennung der betrachteten Prozesse vorgenommen werden. Die detaillierte
Analyse der kollisionsvermittelten Loschungsprozesse bei unterschiedlichen Viskositéten,
Sauerstoffkonzentrationen und Brechungsindizes zeigt allerdings einen deutlichen Einfluss
des Glycerins auf die beobachteten photophysikalischen Groflen bei einer gleichzeitig sinken-
den MB. Diese Ergebnisse sind besonders bei fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen
im Bereich des molecular crowding', aber auch in Hinblick auf ein allgemeines Verstindnis
der in Losung ablaufenden Wechselwirkungsprozesse von Bedeutung und erweitern den
bisherigen theoretischen Rahmen des Diffusions- und Triplettmodells der FCS-Analyse [235,

! Bei der Anwesenheit von hohen Makromolekiilkonzentrationen in der Umgebung eines betrachteten
Molekiils wird von molecular crowding gesprochen.
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236]. Der Vergleich der drei spektral und strukturell dhnlichen Farbstoffe AF-488, PF-488P
und CF-488A in PBS und unter Sauerstoffentzug, konnte grole Unterschiede im Leucht-
und Blinkverhalten nachweisen. So zeigte besonders das CF-488A eine starke Sauerstoffab-
héangigkeit der Interkombination in den Triplett. Beim PF-488P konnte eine ungewohnlich
frithe Sattigung des Triplettanteils beobachtet werden, die zu einer im Vergleich mit den
anderen Fluorophoren niedrigen, aber bis hin zu hohen Leistungsdichten der Anregung
konstanten MB fiihrte. Unter desoxygenierter Umgebung zeigten alle Farbstoffe dhnliche
Triplettzeiten, wobei das AF-488 die grofite maximale MB und hochste Sattigungsschwelle
fiir Mehr-Photonen-Prozesse aufwies. Bei normaler Raumatmosphére zeigte das AF-488
ebenfalls eine hohe Sattigungsschwelle fiir Mehr-Photonen-Prozesse, war im Vergleich zum
PF-488P und CF-488A aber dunkler (niedrigere maximale MB). Letztlich eignet sich das
CF-488A aufgrund seiner hohen MB und kurzen Triplettzeit am besten fiir Messungen unter
Normalatmosphire bei moderaten Leistungsdichten der Anregung bis etwa 2kW cm™2. Bei
héheren Leistungsdichten fiihrt das AF-488, aber auch das PF-488P zu besseren Ergebnis-
sen und unter Sauerstoffentzug resultieren die Verschiebungen der Triplett-Ubergangsraten

besonders beim AF-488 in einem verhiltnisméfBig geringen Verlust der MB von 50 %.

In Abschnitt 6.4 konnte anhand des Farbstoffes AF-647 die Leistungsabhingigkeit der
cis-trans-Isomerisierung von Cyaninen bestimmt werden. Dabei wurde in Ubereinstimmung
mit Widengren und Schwille [145] gezeigt, dass die Zuordnung der Isomerisierungs- und
Triplettterme zum Blinkverhalten nur bei einer ausreichenden zeitlichen Trennung der
charakteristischen Dunkel- bzw. Ubergangszeiten moglich ist. Die Raten des Ubergangs in
den cis-Zustand und zuriick in den fluoreszenten trans-Zustand steigen in den durchge-
fithrten Experimenten und Simulationen bei hoherer Anregungsleistung an und resultieren
damit in kiirzer werdenden Dunkelzeiten (< ps), héheren Amplitudenanteilen und einer
Reduktion der MB. Zusétzlich zu diesen Dunkelzeiten fithren auch Radikalzusténde (z. B.
durch Photoionisation oder die Wechselwirkung mit Sauerstoff) gerade bei hohen Leistungs-
dichten zu einer weiteren Limitierung der MB. Die Zugabe des photoprotektiven Additivs
Trolox konnte die MB der Farbstoffe AF-647 und sCy5 durch Energie- und Elektronen-
transfermechanismen unter Normalatmosphére deutlich erh6hen [172]. Bei den Farbstoffen
AF-488 und sCy3 war hingegen nur eine geringe Erhéhung der MB zu beobachten. Die
Korrelationsanalyse der vier Farbstoffe unter Sauerstoffentzug zeigte iiberraschend grofie
Abweichungen des Verhaltens zwischen den strukturell nahezu identischen Fluorophoren
AF-647 und sCy5. Wahrend die MB des sCy5 um 25 % absank, war die Abnahme der
MB beim AF-647 mit 8 % geringer. Eine deutlich ansteigende MB unter Sauerstoffentzug
konnte beim sCy3 beobachtet werden. Gleichzeitig trat keine entsprechende Anderung des
Triplettverhaltens auf. Die Erhéhung der MB kann daher auf die sauerstoffabhédngigen

Anderungen der cis-trans-Isomerisierung zuriickgefithrt werden.

Im siebten Kapitel wurde eine einfache Methode vorgestellt, anhand einer FCS-Sattigungs-
reihe die Anregungs- und Detektionseigenschaften eines konfokalen Einzelmolekiil-Fluo-

reszenzmikroskops getrennt voneinander zu bewerten und mit anderen Instrumenten zu
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vergleichen. Mit einer einfachen Farbstoffprobe in Einzelmolekiilkonzentration in wassriger
Losung (hier AF-488 bei 0,6 nM in destilliertem Wasser), konnte durch die Bestimmung
der Diffusionszeiten bei geringen Intensitéiten bis etwa 10 kW cm ™2 das effektive Volumen
und damit primar die Fokussierung des Anregungsstrahlengangs tiberpriift werden. Die
Triplettdynamik lésst iiber die Interkombinationsrate aus dem Singulett- in den Triplett-
zustand einen Riickschluss auf die mittlere Besetzungsdichte des radiativen Zustandes zu
und kann tiber den Sattigungsparameter Py, die Effizienz der Anregung charakterisieren.
Zur Bewertung der Detektion wurde eine einfache Messung der maximalen MB beim
Sdttigungsparameter \/dsat,, oder bei nicht ausreichender Anregungsleistung iiber eine
Normierung mit dem linearen Séttigungsparameter bei einer beliebigen Anregungsleistung

eingefiihrt.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit die Bedeutung hoher angeregter elektronischer Zu-
stdnde bei der Betrachtung des Leucht- und Fluktuationsverhaltens einzelner Molekiile
in der Fluoreszenzspektroskopie. Es wurde ein Modell aufgestellt, das eine Korrektur
der Sattigungseffekte in der FCS mittels einer einfach zu handhabenden empirischen
Korrekturfunktion erméglicht. Aulerdem konnten die Auswirkungen der Anzahl und Be-
schaffenheit unterschiedlicher elektronischer Niveaus im Energieniveaudiagrammmodell
eines Fluorophors anhand der im Rahmen der Arbeit hergeleiteten Anpassungskurven und
durchgefiihrten Simulationen fiir immobilisierte und frei in Losung diffundierende Mole-
kiile nachvollzogen werden. Der Einfluss von Viskositdtsénderungen, Léschungsprozessen
und Redoxreaktionen konnte durch die Zugabe bzw. Entnahme von gelostem Sauerstof,
photoprotektiven Additiven und Glycerin bei unterschiedlichen Rhodamin- und Cyanin-
farbstoffen beziiglich der auftretenden Photophysik untersucht und charakterisiert werden.
Insbesondere konnten deutliche Unterschiede im Séttigungsverhalten der verschiedenen,
als Alternative angebotenen Farbstoffe aufgezeigt werden, die von grofier Wichtigkeit bei

der Auswahl des geeigneten Farbstoffs fiir die jeweilige Anwendung sind.

Abschlieflend wurde eine Methode skizziert, die die Evaluation der Anregungs- und Detek-
tionseffizienz eines konfokalen Einzelmolekiil-Fluoreszenzmikroskops iiber einfache S&tti-
gungsmessungen bestimmt und mittels weniger Parameter einen Vergleich zwischen unter-
schiedlichen Mikroskopen bzw. die Bewertung der Justage eines Mikroskops erméglicht. Eine
solche Methode ist von grofler Bedeutung, da sie die Grundlage fiir den korrekten Vergleich

von Ergebnissen von Einzelmolekiilexperimenten unterschiedlicher Labore ist [436].
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Anhang A

Mathematische Erganzungen

A.1 Autokorrelationsfunktion fiir gauflsche Volumina

Wird Gleichung (2.72) in Gleichung (2.71) eingesetzt, so lautet die AKF fiir die Intensi-

tatsfluktuation mit r = (z,y,2) bzw. ' = (2/,y/,2')

_ JJMDF(r) MDF() (3 (MB - C(r,1)) 6 (MB - C(x' ¢ + 7)) dV.dV” |

G(7) 5
(f MDF(r) (MB - C(r,t)) dV)

1, (A1)

wobei MB die detektierte Zdhlrate von Photonen je Molekiil und Sekunde in der Form
MB =n-Iy-0-Q (vgl. Gleichung (2.33)) ausdriickt. Mit Gleichung (2.73) und der Annahme,
dass die MB wihrend der Beobachtungszeit statisch (bzw. linear abhéingig von der lokalen
Anregungsflussdichte) ist und die Quanteneffizienz @) nicht von der Position im Fokus
abhiingt!, lisst sich Gleichung (A.1) als

2
[r—']

_ MB? [f MDF(r) MDF(r') (C) (4= D7)~ ¢~ 157~ dV dV" .

G(7) 5
(MB (C) [ MDF(r) dV)

1 (A.2)

schreiben. Somit ist die AKF der Helligkeitsfluktuation unabhéingig von der MB und lautet

im allgemeinen Fall bei dreidimensionaler Diffusion:

Cer)?

1 JJ MDF (1) MDF (') ¢~ 507~ dV dV”
(C) (4nDr)? (/ MDF(r) dV)?

G(r) = 1. (A.3)

Wird nun die Annahme einer dreidimensionalen Gaufifunktion fur die MDF aus Glei-

chung (2.74) eingesetzt, lauten die Integrale aus Gleichung (A.3) fiir den Zéhler

! Die intrinsische molekulare Helligkeit héngt nicht vom Ort ab.
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womit die Korrelationsfunktion wie folgt lautet:

_1
L On e, (14 400) 7 (1440
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Da fiir G(r = 0) lediglich der erste, von 7 unabhéngige, Term (plus eins) stehen bleibt, wird
dieser haufig als G(0) bezeichnet (vergleiche Gleichung (2.75)). Allgemein kann also mit
der Autokovarianzfunktion nach Gleichung (2.73) und bereits gekiirzter MB die Funktion
nach Gleichung (A.1) in 7 =0 als

J/ MDF(r) MDF(r’) (6C(r,0)6C(r",0)) dV dV’
((C) [ MDF(r) dV)?

G(r =0) = (A7)

geschrieben werden. Mit

(6C(r,0)6C(x",0)) = (C) 6(r — 1) (A.8)

vereinfacht sich der Ausdruck zu

II



A.1 Autokorrelationsfunktion fiir gaufische Volumina

J/ MDF(r) MDF(r') (C) 6(r — ') dV dV’

G(0) =
(/ MDF(r) (C) dV)? (A.9)
1 [(MDF(r))* dV '
(C) (fMDF(r) dv)*
wobei die Integrale sich zu
JMDF()? dV _ miwdw. 1 (A.10)
(JMDF(r) dV)* [ 3,2 0.\  wiwdw. '
()

berechnen. Dies fithrt zu der in der Literatur oft anzutreffenden Definition des effektiven

Volumens Vg als

(/MDF(r) dV)* _ s ,
Vg = f(MDF(r)) dv—ﬂ' Wy Wy (A.11)

womit die Anzahl der im Mittel beobachteten Molekiile N in der FCS im effektiven Volumen

nach

GO = Gy =N (A.12)

gegeben ist. Zum Vergleich der Volumendefinition sind im Folgenden drei ausgewéhlte
Integrale fiir den gesamten Raum (a), den 1/e2-Abfall (b) und den Abfall auf halbe Héhe
der MDF (c, hier im Fall der 3D-GauBfunktion nach Abschnitt 3.3.2.1) dargestellt®:

3
MDF(r) riw? w, s
/// MDF(0) W de = 55— ~ 03536 mrugyw (A.13a)
17 F MDF(r) w2 w
2
/ / / MDF(0) dzdyde = — \/5 (erff ) ~ 0,3075 - 2wl w, (A.13D)
i
MDF(r 2 w2 S0z
///MDFO dzdydz = 2\/5 (erfr) ~0,1558 - mrww,  (A.13c)

—a —b

1 1
mit a = §v21n2-wxy , b= 5\/21n2-wz

2 Obgleich die hier gewéhlte Definition der MDF keine Normierung durch MDF(0) benétigt, wird sie an
dieser Stelle der Vollstandigkeit halber mitgeschrieben.
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Dabei gibt erf die gauf3sche Fehlerfunktion, die durch das Integral

2 x
erf z = ﬁo/e_tQ dt (A.14)

gegeben ist, an. Zur Darstellung des Zusammenhangs der mittleren Molekiilzahl zum
geometrischen Volumen der MDF (siehe Gleichung (A.5)) kann ein Faktor 7 eingefiihrt

werden, sodass

_ 7 _ 1 [(MDF(r))*dV
N (C) (JMDF(r) dv)* (A.15)

G(0)

gilt und somit v wie folgt definiert ist und zum Beispiel fir das Volumenintegral der
GauBfunktion

N [(MDF(r))* dV
~ (C) (/MDF(r) dv)?
_ N /MDF(r) dV [(MDF(r))* dV
a N " (f MDF(r) dV)?
J(MDF(r))*dvV 1

[MDF(r) dV — 22

(A.16)

lautet (vgl. Gleichung (A.13a)).
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A.2 GaufBstrahlen

A.2 Gauflstrahlen

Auf Grundlage der in Abschnitt 2.1.1.2 aufgestellten Wellengleichungen, kann mithilfe einer

Trennung der Variablen in

—

E(r,t) = E(r)e™ (A.17)

und Einsetzen in die Wellengleichung (2.19), mit einer Konstanten k, die Helmholtz-

Gleichung

(V2 + %) E(r) =0 (A.18)

aufgestellt werden. Unter der paraxialen Ndherung bewegt sich die Welle lediglich in
Richtung der optischen Achse z, sodass

— —

E(r) = A(r)ei (A.19)

gilt und r den Abstand zur z-Achse und z den Taillenabstand bezeichnet. Aulerdem muss

die Anderung von A entlang der optischen Achse klein sein (geringe Divergenz)

—

JA(r)
K 0z

52 A(r)

522

< (A.20)

Einsetzen der Welle aus Gleichung (A.19) in die Helmholtz-Gleichung (A.18) fithrt zur

paraxialen Wellengleichung:

> - - A(r)e*s 42 (5Z(r)) et =0 (A.21)
522 T 5y e 5z e = . .

Das Losen dieser Gleichung nach dem Riick-Substituieren von E(r) aus Gleichung (A.19),

fihrt zu:

- wo r? . . r? .

E(I‘) = AOW exXp —W exp —’Lkz — Zsz(Z) + ZC(Z) . (A22)
Dabei gibt Ag die Feldstérke im Ursprung (|E(0)|), w(z) den 1/e-Abfall entlang der
optischen Achse, wg die Strahltaille, k£ die Wellenzahl (27 /), R(z) den Kriimmungsradius
und ((z) die Gouy-Phase an. Der Kriimmungsradius beschreibt wie eben die Wellenfronten

sind und ist durch
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R(z) =z (1 + @‘)2) (A.23)

gegeben. Wobei zi die Rayleigh-Lange beschreibt, die

2
g = 0 (A.24)
A
lautet. Die Gouy-Phase ist durch
z
((z) = arctan () (A.25)
ZR

bestimmt und beschreibt eine zusétzliche Phasenverschiebung des GauBlstrahls im Vergleich
zu einer einfachen planen Welle. Mit der aus der Energiestromdichte bestimmten komplexen

Intensitat aus Gleichung (2.27) kann dann fiir die Intensitat [

2 I'2
I(r) = %5C|E(r)]2 _ 1 (wwo ) exp <—2w> (A.26)

geschrieben werden.
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A.3 Fokusfunktionen

A.3 Fokusfunktionen

Die Multiplikation der Anregungs- und Detektionsfunktion aus Abbildung A.1 fithrt mit

der Anpassung einer allgemeinen 2D-Gauflfunktion der Form

<z—zo>2+<y—%o)2+<z—zm2)

_2( 2 2
f(LU,y,Z) = AO +A-e e v vz (A27)

im lateralen Schnitt (siche Abbildungen A.la und A.lc) zu einem Taillenparameter der
Gesamt-PSF von w,, = 162nm und im axialen Schnitt (sieche Abbildungen A.1b und A.1d)

zu den Taillenparametern der Gesamt-PSF von w;, = 178 nm und w, = 620 nm.

(a) lateral (b) axial Anregungsfunktion
x-Koordinate in nm z-Koordinate in nm
-1000 0 1000 -2000 -1000 0 1000 2000
100
o o
S 8 80
E " E " 60 o
£ £ -
o o 40 -
T o T o
5 £ 20
S S
¥ ¥ 0
> O > O
o o
=) =4
(c) lateral (d) axial Detektionsfunktion
x-Koordinate in nm z-Koordinate in nm
-1000 0 1000 -2000 -1000 0 1000 2000
100
o o
8 S 80
E" E" 60 o
£ £ p
2 o 40 ©
T o T o
5 5 20
g S
4 ¥z 0
> O > o
o o
2 =4

Abbildung A.1: Simulierte Anregungs- und Detektionsfunktion

Dargestellt sind die lateralen und axialen Schnitte in der Fokusebene der (a),(b) Anregung und
(c),(d) Detektion. Die Anpassung der lateralen und axialen Schnitte mit einer 2D-Gaufifunktion fithrt
zu den Taillenparametern (a) wyy = 176 nm, (b) wyy = 202nm und w, = 721 nm, (c) wyy = 417nm
, sowie (d) wgy = 465nm und w, = 1310 nm
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Anhang B

Herleitungen photophysikalischer

Zusammenhange

B.1 Stationires, geschlossenes Singulettsystem

Die Betrachtung des Singulettsystems

So = —kexSo + (kic + krad) S1 (B.1a)
S.1 = kexSO - (kIC + krad) Sl (Blb)

mit den Anfangsbedingungen Sp = 1 (im Grundzustand ist Sp besetzt) und S; = 0 folgt:

e_t(kex“l‘klc“'krad)kex + kIC _|_ krad
kex + kIC + krad

(1 - e_t(kex+kIC+k?rad)> Koo

Sq(t) = . B.2b
! ( ) kex + kIC + krad ( )

So (t) = (B.2a)

Zum einen ist hier der charakteristische Antibunching des Singuletts bei niedrigen Zeiten
in Form der Abfallzeit des Exponenten 7o = (kex + kic + krad)_l (siehe Abschnitt 4.1) zu

sehen, zum anderen kann die stationdre Losung des geschlossenen Systems (Sp+S; = 1) zu

kIC + krad

Sp = ,
0 kex + kIC + krad

(B.3a)
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kex
B kex + kIC + krad
_ kIC + krad
kex + kIC + krad

S1

(B.3b)
=1

bestimmt werden. Die Anderung des Ratengleichungssystems aus Gleichung (2.40) wird

damit bezogen auf die Besetzung des gesamten Singuletts zu:

kexk
d < S > _ | T Fethic S T kasc Ty _ (B.4)
BT\ TS — huse Ty



B.2 Anpassungsfunktionen fiir die molekulare Helligkeit

B.2 Anpassungsfunktionen fiir die molekulare Helligkeit

Die Losung fiir die Anpassungsfunktion aus dem Funf-Niveau-Modell entsprechend Glei-
chung (4.17) mit kg = kic + kisc + kraa lautet fiir den radiativen Singulett-Zustand
S1

(k1c + kraq) krisc, by,
kuasco kT, ., + kuasc (kasc, + kTay)
kisc, kriscks, oo kT, .y
krsc, + ks,..) (kasc,kr, -, + kasc (kasc, + F1,-,))
kokwsc (kisc, + kr,_,)
kuasco ko, + kasc (kasc, + kr,s,)

Tk ((kISCn (krsc, + ks, ,) + kasc, (ks,_, + ks,_,)) (kasc + kr,_,)

N (kisc, + ks,_,) (kasc, kT, ., + kasc (kasc, + kr,.,))
(kisc, (kuasc + ks, _,,) 4 kasc (ks, ., + ks, 1)) k1,
(kisc, + ks,_y) (kasc, by, + kuasc (kasc, + kr,2,))

krsc (kuasc, + k., +k1,) )] -
kuasco kT, -, + kuasc (kasc, + k1._y)

Sl = kex |:

M

(B.5)

+

Das fiithrt mit den molekularen Absorptionswirkungsquerschnitten o und Photonenfluss-
dichten ¢ fiir die anregenden Raten kex = ¢os, ., ks, ., = ¢os, ., und kr, = ¢or, .,

zu:

kokusc (kasc, + kT._1)
¢oT,_, kasc, + kasc (kasc, + k)
N { 0501 krisc (kasc, + kr,y) (ks,., + ¢0s,_,)
(krsc, + ks,_.) (¢or,_ kuasc, + kuasc (kasc, + kT,21))
o, kiisc, (020s,.,08, . + ks, (k1c + Krad + ¢0s,.,))
(krsc, + ks,_.) (¢or,_, kuasc, + kusc (kasc, + k1,21))
0591 kisc (krsc, + kr,_, + ¢o1,,)
poT, ., kusc, + kuasc (kasc, + kT,;)
+ hise <k‘rlsc (0391 (krisc, + kr,_.) + 08, (¢0s,_, + ET,_,))
" \(ksc, + ks,_..) (¢or,_, kusc, + krsc (kuasc, + Fr,_1))
o7, kscy, (k1o + krad)
krsc, + ks,_,) (¢or,_, kusc, + kasc (kasc, + kr,_,))
qbaso—q (051—>nan—>1 +0T, (¢0-Sl—>n + krISCn)) ) }} -
(krsc, + ks,_1) (¢or,_, kusc, + krsc (kuasc, + Fr,_1))

Sl = ¢USO_>1

(B.6)

1

Dieser Zusammenhang kann unter der Annahme, dass die Wahrscheinlichkeit des Wechsels

der Multiplizitdt aus einem angeregten Triplett-Zustand vernachlassigbar gering ist, zu
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0501 (CZ)USI—nl + kSn—>1) USO—»IkISC ((rbo-Tl—m + an—>1)
S1.= 9050 {ko te { kisc, + ks, " kuasckr, .,
d)o’s()ﬂlo-slﬂn + an»l (O-SOHI + JSlﬁn)
+ kisc, < 2
Ty (K1sc, + ks,y)

084,108, ., (@Z)O'Tbn + k1, )) }] -

kusckr,., (kisc, + ks,.,)
= ¢os, ., [ko +¢ (050% (1 + Masc ) 1 OSiahise, ) (B.7)

kisc kisc, + ks,
e <US(MUSH, (kasckr,_, + kisc, (kasc + k1,_1))
kuasckr,., (kisc, + ks,_,)

080,07, kisc (kisc, + ksnﬂl))

kasckr, ., (kisc, + ks,.,)

080-1081 -0 OT1 - KISC, }_
kusckr,., (kisc, + ks,.,)

_l’_

+

+ ¢

vereinfacht werden. Da der experimentelle Zugang iiber die Emissionsrate erfolgt, ist es
niitzlich, Gleichung (B.7) mittels MB(¢) o kyaqS1 zu

ks
MB(g) oc . Oy (B5)
0 1 + ¢sat1 + ¢sat2 + ¢sat3

umzuformulieren. Dabei sind ¢gat,, @sat, Und Psat, durch

b=t (1022 by "
sat1 0\ “So-1 kr1sc kisc, + ks, |

B 081 (Kuischkr, ., + kisc, (kusc + kr,..))
¢sat2 - kO 0So1 L k
rsckr,_, (kisc, + ks,_,)
o ot . kisc (kisc, + ks, .,) )_1
Ot knasckr, ., (kisc, + ks, 1)

(B.9b)

—1
0801081, 0T KI1SCy,
0=1 721 L ) (B.9C)

sa =k (
Dty = Ko kasckr, ., (kisc, +ks,_,)

bestimmt. Wird zusétzlich die Interkombination in angeregte Triplettzustdnde vernach-

lassigt, lasst sich Sp als

1 oS
S1=—- ; ﬁQ 01 = (B.10)
0 1+ ko + kg + ko
k1sc 1 k1sc
78051 (H’ krISC> 780-1781-n (ksnﬁl) 780-17T15n (krISCkTrﬁl)
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B.2 Anpassungsfunktionen fiir die molekulare Helligkeit

schreiben. Womit der kubische Term entfillt und die MB durch

Erad ¢os,_,
MB(¢) x l::a .1 5 0-1 =
0 + ¢sat1 ¢sat2
. kisc + kusc\ 7!
mit ¢sat1 = ko <O—SO_'1]{;ISCT> (Bll)
T

OS1on . OTionkisc \\
¢Sat2 = kO <O-Soﬂl < +
ks,.. k... kisc

gegeben ist. Dabei ist auffillig, dass die Anwesenheit eines hoheren Singulett- oder Tri-

plettzustandes bereits zu einem quadratischen Term fithrt. Wenn hingegen keine héheren

Singulett- und Triplettzustinde gegeben sind, wird aus Gleichung (B.11)

krad ) QSUSOH 1

MB(¢) o

ko 142
Pt ) (B.12)
. B kisc + kuasc\ ~
mit  @sat = ko | sy, T hae
rISC
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B.3 Zeitabhingige Losung des Drei-Niveau-Systems

Fiir das lineare Differentialgleichungssystem mit drei Zustanden aus Gleichung (2.36) lautet

die Losung mit

X = \/ k2 + 2kex (k1c — kisc + kraa — kusc) + (kic + kisc + krad — krsc)?

fiir die Eigenwerte

AM=0 ,
1

)\2 — 5 (—k‘ex — kIC — k‘ISC - krad - krISC - X) ’
1

A3 = 5 (—hex = kic = kisc = krad — kusc +X)

sowie die Eigenvektoren

(k1c+kisctkrad) krisc
kexkisc
. . ’
! kIISSCc
1
atig (Kex + ki — kisc + krad — krsc + x)
2= | — g (kex + kic + kisc + Krad — kursc + X)
1
ﬁ (kex + kIC - kISC + krad - krISC - X)
3= QkISC (kex + kIC + kISC + krad krISC - X)
1
und die entsprechenden Konstanten
kexkisc

Cl1 —

kexkisc + (kex + kic + kisc + krad) krisc

XIV

(B.13)

(B.14a)

(B.14D)

(B.14c¢)

(B.15a)

(B.15b)

(B.15¢)

(B.16a)



B.3 Zeitabhédngige Lésung des Drei-Niveau-Systems

1 kexkisc (kex + kic + kisc + Krad + Fusc — x)

2 X (kexkisc + (kex + ke + kisc + krad) krisc)
1 kexkisc (kex + kic + kisc + krad + Frasc + X)
2 X (kexkisc + (kex + kic + kisc + krad) kutsc)

Cy = s (B.16b)

C3 = (B.lﬁc)

Womit mit kg = kic + kisc + kraq fiir die zeitabhéngige Besetzung der Zusténde

koky
exkisc + (ko + kex) krasc
+ et)\z kex (kex + kIC - kISC + krad - krISC + X) (kU + kex + krISC - X)

B.17
4X (kekuSC + (kO + kex) krISC) ( )
+ et)\s kex (kO + kex + krISC + X) (_kex - kIC + kISC - krad + krISC + X)
4X (kekuSC + (kO + kex) krISC) ’
kexkr
Sl(t) _ ISC
kekuSC + (kO + kex) krISC
. et)\lex (kO + kex - krISC + X) (k(] + kex + krISC - X) (B 18)
4x (kexkisc + (ko + kex) krisc) '
et)\gkex (kO + Kex — kr1sc — X) (kO + kex + kr1sc + X)
4x (kexkisc + (ko + kex) krisc) ’
Ty (1) = kexkisc e kockisc (ko + kex + kasc — X)
kekuSC + (k‘o + kex) krISC 2X (kekuSC + (kO + kex) krISC) (B 19)
e kexkisc (Ko + kex + ksc + X)
2X (kexkrsc + (ko + kex) krisc)
gilt. Eine Naherung fiir x, kann mit Hilfe von ke, krad, k1c > kisc, kuasc als
k—r krad + kic\2  _kisc — krad — kic + kr
X = koxt/1 4+ (F1sC = Rasc d+ 10) _ohisc d — kic + Fisc
kox Fex
ra k;
~ ko [1 d + 10)
1
krad + kic) (kisc — kusc)  kisc — krad — kic + kusc | ]2 (B.20)
+2 5 —
keX keX
— (kex + krad + kIC)
2 kra k k k,
14 . < d+2 € (hiso — husc) — Iscl;lr ISC>
(1 + M) kex ex
und weiter
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X~ (kex + krad + kIC)

Kox kraa + k
: <1 + ( - ( AT (kise — knsc) — (kisc + krlSC)))

kex + krad + kIC)2 kex

(krad + kic) (kisc — krisc) — kex (kisc + kisc)
kex + krad + kIC

2k1sc
— ko + kisc + ke +kex<1— >—I<:r :
1c + kisc ad [ S I1SC

(B.21)

= kex + krad + kIC +

oder iiber eine Potenzreihendarstellung unter Betrachtung der linearen Glieder in der Form

kex® + (k1c + kraa)® (kic + kisc + krad — kusc)
(Kex + k10 + Fraa)”
kex? (3kic — kisc + 3krad — kiisc)
(Kex + K1c + Krad)’
Kex (3 (kic + krad)” — 2 (kic + kisc + Fraa) krlsc)
(ex + k10 + kraa)”

X%

(B.22)

_'_

geschrieben werden. Die Eigenwerte lauten entsprechend unter der Naherung gemaf Glei-
chung (B.22):

A =0 (B.23a)
kisc ) kexkisckrsc
Ao~ —kio—k — krad — Kex <1 — + B.23b
? 1< 18¢ d kex + kIC + krad (k'ex + ]{ZIC + krad)Q ( )
e kexkisc
3R —
kex + kIC + krad
(B.23c)

(kex2 + (kIC + krad)Q + kex (2kIC + kISC + zkrad)) krISC
(kex + kIC + krad)Q

Durch ein abermaliges Néheren der letzten Terme von Gleichung (B.23) oder direkt tiber
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Gleichung (B.21) lauten die Eigenwerte:

AL =0 (B.24a)
kisc )
Ao~ —kic — kisc — Krad — KFex [ 1 — B.24b
2 % —hic — Fisc g = K (1= 20— (B.241)
kexk
Ag ~ 15C — krISC . (B.24C)

a kex + kIC + krad

Somit konnen die zeitabhéngigen Besetzungsdichten der elektronischen Niveaus mit k‘%)g
entsprechend Gleichung (4.10) auf den stationdren Zustand normiert wie folgt geschrieben

werden. Fiir den Grundzustand Sy(t) gilt

So(t) =14 kex (Kex + kic — k1sc + krad — krisc + X) (kex + ko + kisc — X) e
4koxkrisc
kex (—kex — k1c + k1sc — krad + krsc + X) (kex + ko + kusc + x) oA
4koxkrsc

i, e (1 4 Fraa + bex (1 — gt ) — huisc)

ko (Ko + kex (1 = 5l ) — ks ) kuso
. ( kexkisc kexkisc (k1 + krad)

kex + kIC + krad kOkrISC (kex + kIC + krad)
. kex2 + kO (kIC + krad) + 2kex (kIC + krad)
kex” + (kic + kraa) (ko — kusc) + kex (2kic — kisc + 2krad — kusc)

_l’_

~l+e (B.25)

+ krISC) + et

was zu

1 1
+
kIC + krad2 kex + kIC + krad2

1
kic + Eraa

SO(t) ~1-+ et>\2kex < - krISC <

kex + krISC ) )
(kIC + krad) (kex + kIC + krad) krISC kex + kIC + kradg
kex + kic + krad + kusc 1
+ M ko k e ( X >
et kex + kic + krad® (kex + k1c + kraq) krisc
+ kex krISC + k?é)g et)\Q + k?spg et)\3
kic + kraa  krsc krisc

(B.26)

~1

fithrt. Fir den radiativen Singulettzustand S;(¢) gilt
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_ (ko — knusc + x) knsc + kex (2kisc + knsc) o

Si(t) =1
1(£) 2xkusc
N (Ko — Krisc — X) krasc + kex (2Kisc + kusc) o
2xkusc

(ko + Kusc) kuasc + Fex (krlsc + kisc (1 - kexfkf%)) o (B.27)
(ko + Kex (1 - M%) - krlsc) krisc
N kexkisc (kex + k1o + krad + kusc) €
(ke + k16 + kraa) (Ko + ke (1= 53859 — kuisc) kuso

und somit

N kexkisc
kex + kIC + krad

&U)zl—e”QP

2 1 2krISC
: +— 4 ;
kex + kIC + krad kI‘ISC (kex + kIC + krad)

A
kexkisce™ 2 . 1 i 2k1sc i (B.28)
kex + kic + krad \ Kex + kic + kraa krsc (kex + ke + krad)
kexkisc kexkisc
~1— et>\2 <1 + > et)\g
(kex + kic + kraa) kuisc (kex + krc + kraa) kuisc

app app
kasc + kgo ey kisc o3

~1-—
krisc krisc

Der Triplettzustand Ty (¢) lautet:

kex + kO + krISC - Xet)\g . kex + kO + krISC + Xet,\3

Ti(t) =1+
() 2kexk1scx 2kexkiscx
1 + kisc
~ 14 kex+kictkrad kexkisc et>\2
o + kex (1 — polis—) — &
0 ex kex+klc+krad rISC (B 29)
ko + Kex (1 — 28— |
0 ex kex+kic+krad tA3
_ o e
kexkisc (kio + kex (1 - m> — krISC)
~1— ! et
kexkisc

XVIII



B.4 Molekulare Helligkeit bei der Isomerisierung

B.4 Molekulare Helligkeit bei der Isomerisierung

Fir die MB kann mit kg = kic + kisc + Frad und kex = @0trans; Kexcis = ¢0cis nach
Gleichung (6.28b) fiir den radiativen Zustand

(bkrISC ErisoOcisOtrans
(kO + kiso) kr1sckrisoOcis + Ttrans {kisokrISC (kIC,Cis + kriso) (B3O)
+¢0'cis (kisokrISC + (kISC + krISC) kriso)}

trans __
S

geschrieben werden. Das fiihrt analog zur Formulierung in Gleichung (B.7) zu

KisoOtrans (1 + kIC,cis)

Ocis

Stlrans = ¢Utrans [ko + kiso +

kriso

. o (B.31)
+¢0'trans <1 + ISC + iso ):|
krISC kriso
Fiir die MB gilt somit
Frad (Zso'trans
MB(¢) ox ———— -
ko + Kiso ¢sat1 + &
. Otrans k1o cis -1 (B 32)
mit Qbsatl = (kO + kiso) <kiso (1 + ,)) s '

Ocis riso

k ki -t
d’satz - (kO + kiso) (Utrans (1 + 156 + = ))

krISC kriso
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Anhang C

Erganzungen

C.1 Photophysikalische Modelle

In Abbildung C.1 sind die Differenzen der lateralen Schnitte eines Drei- und eines Fiinf-
Niveau-Systems (entsprechend der Abbildungen 4.7a und 4.7c) dargestellt. Dabei findet
der Grofiteil der Fluoreszenzereignisse des Drei-Niveau-Systems im geometrischen Zen-
trum der Verteilung statt, wohingegen beim Fiinf-Niveau-System die Ereignisse bevorzugt
im Randbereich auftreten. Die Anpassung der Fokusebenen des Drei-Niveau-Systems in
Abbildung C.2 mit einer 2D-Gauf-Funktion fiihrt zu einer guten Approximation des beob-
achteten Verhaltens. Dabei fillt auf, dass die Gauifunktion entlang der z-Koordinate nur

eine unzureichende Anpassung im Auflenbereich bietet.

Die Modellfunktion nach Gleichung (4.38) fiihrt zu zwei zusétzlichen Termen bei der
Bestimmung der Korrelationsfunktion im Diffusionsbereich und somit auch der Amplitude.

Diese haben einen gemeinsamen Faktor o2, o.c und teilen sich in einen positiven Term

Ty

—1 1

4DT 4DT\ "2
1+ ——+ 1+ ——= C.1
C<+02w2> <+02w§) , (C.1)

zy Yy z

der zu einem Anstieg der Korrelationsfunktion fithrt, und einen negativen Term

-1 1
4\/§<1+a§y+8D27> (1+a§+8%7> S (C.2)
wy,, w?

der zu einem Absinken der Korrelationsfunktion fithrt. In Abbildung C.3 sind diese fiir
verschiedene Werte ¢ und ¢ ohne den gemeinsamen Faktor dargestellt. Der negative Term
iiberwiegt dabei den positiven fiir alle Wertepaare, womit die Abweichung der betrachteten
Modellfunktion von der Standard-Gauf3-Funktion zu einem Sinken der Korrelationsfunktion

fihrt.
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(c) Differenzdarstellung der (d) Linienprofil in x

Abbildungen 4.7a und 4.7¢c

Abbildung C.1: Differenzen der relativen Fluoreszenzintensitit

Die Differenzen der lateralen Schnitte des Drei- und Fiinf-Niveau-Systems ohne Interkombination (a)
und mit Interkombination (c) zeigen, dass der Grofiteil der Fluoreszenzphotonen der Fiinf-Niveau-
Systeme (rot) aus den AuBlenbereichen des Fokus kommen. Wéhrend die Fluoreszenzphotonen des
Drei-Niveau-Systems (blau) primér aus dem geometrischen Zentrum des Fokus stammen. In (b) und
(d) sind die Linienprofile aus Abbildung 4.7 (siehe Seite 85) und die der entsprechenden Differenzen
(a) und (c) entlang x (y = 0) dargestellt.
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X-Koordinate in nm z-Koordinate in nm
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0
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xinnm éOO

(c) (d)

Abbildung C.2: 3D-Gauf3-Anpassung

Zu sehen sind die Konturlinien der 3D-Gaufl-Anpassung der (a) lateralen Fokusebene (z = 0) und
(b) axialen Fokusebene (2 = 0) des Drei-Niveau-Systems. Die Anpassung fithrt zu den in (¢) und
(d) dargestellten gauBférmigen Emissionsverteilungen.

100 100
80| 80|
601 Breite o~ im Intervall (0,1) 60 Amplitude c im Intervall (0,1)
E [ — negativer Term & — negativer Term
O] ]
40 — positiver Term 40+ — positiver Term
20[ 200
ol ‘ ‘ 0 % ‘ \
1077 10°° 10°° 1074 0,001 0,01 0,1 1077 10°° 10°° 1074 0,001 0,01 0,1
Tins Tins
(a) Amplitude ¢ = 0,5 (b) Breite 0 = 0,5

Abbildung C.3: Zusitzliche Terme des Gauf3-Differenz-Modells

Dargestellt sind die zusétzlichen Terme nach Gleichung (C.1) in rot und nach Gleichung (C.2) in
schwarz. Fir variierende (a) Breiten und (b) Amplituden bleibt der negative Term dominierend,
was zu einem Abfall der Gesamtamplitude der Korrelationsfunktion fiihrt.
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1,00

0,951

— maximales effektives Volumen

0,90

0,85

Breite o
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0,75

| L L L |

0’70 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Amplitude c

Abbildung C.4: Maximaler Volumenfaktor fiir das effektive Volumen V_3°
Die Bestimmung des maximalen effektiven Volumens bei einer gegebenen Amplitude ¢ fithrt zu der
dargestellten Kurve.
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Abbildung C.5: 3D-Gauf3- und Gauf3-Differenz- Anpassungsfunktionen

Die angepassten Werte des (a) Triplettanteils, (b) der Triplettzeit und (e) der Antibunch-Zeit
stimmen bei beiden Anpassungmodellen im Rahmen der Fehler iiberein. Das steigende (¢) Am-
plitudenverhéltnis und (d) Breitenverhéltnis resultiert aus der mit der Anregungsleistung grofier
werdenden Abweichung der MDF vom einfachen Gaufivolumen und fiihrt zu den in den Abbildun-
gen 4.13c und 4.13d dargestellten konstanten Werten fiir die mittlere Molekiilzahl und Diffusionszeit.
Die Verbindungslinien der Punkte der Abbildungen dienen der Ubersicht und haben keine physika-
lische Bedeutung.
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C.2 Lebensdauermessungen

Anzahl Photonen

Anzahl Photonen

5
10 Lebenszeit T, = (2,221 + 0,068) ns
Lebenszeit T, = (4,166 + 0,005) ns
rel. Amplitude a; = 10,8
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10*

10°

10°

10
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Zeitin ns
(a) AF-488

Lebenszeit T, = (2,136 + 0,008) ns
Lebenszeit T, = (4,346 + 0,003) ns
rel. Amplitude a; = 13,65
rel. Amplitude a, = 86,35

10
10’
20 30 40 50 60
Zeitin ns
(c) PF-488P

Anzahl Photonen

Anzahl Photonen

Lebenszeit T, = (2,104 £ 0,014) ns
Lebenszeit T, = (4,136 + 0,003) ns
rel. Amplitude a; = 7,01
rel. Amplitude a, = 92,99

—— Messung
—— Anpassung
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20 30 40 50 60
Zeitin ns
(b) CF-488A
5
10 Lebenszeit T, = (0,587 + 0,265) ns
Lebenszeit T, = (1,050 + 0,001) ns
104 rel. Amplitude a; = 4,85
rel. Amplitude a, = 95,15
10°
10?
10’
10°

18 20 22 24 26 28 30
Zeitin ns

(d) AF-647

Abbildung C.6: Fluoreszenzlebensdauer unterschiedlicher Fluorophore in PBS

Dargestellt sind die in PBS durchgefithrten TCSPC-Lebenszeitmessungen der Fluorophore (a)
AF-488, (b) CF-488A, (c) PF-488P und (d) AF-647.
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C.3 Immobilisierte Molekiile

280 —
] $9® 858 9 ¢ 3 v & 4 ] .
260 S
] San & m
4 - A
£ 2204 o
Q ] [ |
£ 200 ‘
= if ® Drei-Niveau-System v +S, 4 R
180 5 o+ Sn + Tn * + Tn + krISC,,
11 A +T,
160%‘TTTT[TTTT{TTTT[TTTT{TTTT[TTTT{TTTT[TTTT{
0 20 40 60 80 x10%

Photonenflussdichte ¢ in m’s”

Abbildung C.7: Riick-Interkombinationrate unterschiedlicher Niveaudiagramme
Dargestellt ist ein Ausschnitt der Simulationen der Riick-Interkombination in den Singulett. Dabei
ist die Ordinate nicht fiir die hohen Ratenwerte der beschleunigten Riick-Interkombination (Vier-
Niveau-System mit k,1sc, , violett) skaliert, sodass das Absinken der Riick-Interkombination beim
Vier-Niveau-System mit hoherem Triplettzustand (griin) und Fiinf-Niveau-System mit hoherem
Triplett- und Singulettzustand (rot) besser zu erkennen ist.

2500 —|
1 ky=(252,3 +0,8) MHz

2000 ¢ =(2,1940,03) 10> m’

1500 -

1000

500

0

0

Antibunch-Rate in MHz

500 1000

Anregungsrate K, in MHz

1500 2000

Abbildung C.8: Antibunching des Drei-Niveau-Systems
Der Anstieg der Antibunch-Rate der Messung entspricht der Anregungsrate. Das fiihrt bei hohen
Anregungraten zu einem deutlichen Abfall des apparenten Antibunches in der Korrelationsanalyse.
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Photonen pro ms

Photonen pro ms
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Abbildung C.9: Transiente Intensitit einzelner AF-488-Molekiile

Dargestellt ist jeweils die transiente Intensitéit eines exemplarisch ausgewéahlten, auf dem Deckglas
immobilisierten Molekiils im Laserfokus. Die geringe Anregungsleistung (100 nW in der Objektiv-
apertur) fithrt zu einem Signal (rot gestrichelt), das nur schwach {iber dem Hintergrund (grau
gestrichelt) liegt. Dennoch fillt auf, dass es bereits im Bereich einer Sekunde zur Photozerstérung

komit.

Korrelationsfunktion G(T)

4%
—— Molekiil 1

sl —— Molekiil 2
2 i | | ‘

| ‘ |

| f |

| W
1 \l [l ”

\ I
OAHW T TTTTHW T TTTHTW T TTTHTW T TTTTHW T TTTTHW

10° 10 10° 10” 10" 10°

Verschiebezeit Tin s

Abbildung C.10: Korrelationsfunktion der AF-488-Molekiile

Dargestellt ist die Autokorrelation der in Abbildung C.9 dargestellten transienten Intensitéten.
Aufgrund des frithen Bleichens der Molekiile und der damit verbundenen geringen Anzahl an
Signalphotonen, ist die Korrelationsfunktion in beiden Féllen bei kurzen Zeiten (< ms) nicht

auswertbar.
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C.4 Photophysik frei diffundierender Fluorophore

C.4 Photophysik frei diffundierender Fluorophore

Abbildung C.15 zeigt einen Stern-Volmer Graphen unter der Annahme, dass lediglich ein
Teil der Fluorophore fiir Loschungsreaktionen zuganglich ist. Damit lautet nach Lakowicz
[57] die Fluoreszenz F' unter einer konzentrationsabhéngigen Loschung der zugénglichen

Fluorophore a und nicht zugénglichen Fluorophore b:

Fy

Damit kann die Stern-Volmer Gleichung mit der Fluoreszenzdifferenz AF' der ungeléschten

Fluoreszenz Fj und geléschten Fluoreszenz nach Gleichung (C.3) geméaf [57]

F,

AF:FO:TKV[CQ]

+ By (C.4)

geschrieben werden. Analog zu Gleichung (2.50) lautete damit die modifizierte Stern-Volmer
Gleichung [57]

R 1 1
AF T RKIQ T fa )

mit einem Anteil zugdnglicher Molekiile f, der Form

Ja= : (06)

Tabelle C.1: Zusammenfassung der Raten und Koeffizienten

Dargestellt sind die Raten und Koeffizienten der Loschungsvorgénge, wenn der Interaktionsradius
jeweils iiber die Stokesradien bestimmt wird. Der Diffusionskoeflizient der gelosten Sauerstoffmo-
lekiile Do, und der durch die Os-Léslichkeitsénderung verursachte Anteil der Loschraten erfihrt
keine Anderung.

c(Glycerin) Do, kx kas_s. 1 kar O2-Anteil
in M in 10°cm?s™!  in 1010Mm~ st in MHz in MHz in %
0 2,09 + 0,27 1,13+ 0,17 3,214+0,49 1,43 +0,22 0
0,68 1,85 + 0,24 1204016 3454045 1,534+020 56+15
1,03 1,73+ 0,22 1,24 40,19 3,23+£0,50 1,43 4+0,22 8,5+ 2,6
2,05 1,42+ 0,18 1074020 2534050 1,134+0,22 16,9+ 6,6
4,10 0,87 £0,11 0,65 £ 0,10 1,214+0,20 0,544+0,09 34,24+11,0
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Abbildung C.11: Stokesradius und Viskositdt bei unterschiedlichen m,

Der hydrodynamische Radius (schwarz) ergibt sich aus der Stokes-Einstein-Gleichung (siehe Glei-
chung (6.2)) bei (20,0 £ 0,5) °C und steigt von (4,9 + 0,2) A auf (7,8 + 0,4) A. Die Viskositit (rot)
steigt in dem beobachteten Bereich ebenfalls und betriagt bei 30 % Glycerinanteil das 2,5fache
des Wertes in Wasser. Die Verbindungslinien der Punkte dienen der Ubersicht und haben keine

physikalische Bedeutung.

05
—— Maximal: (5,83 £ 0,23) kHz pm "
043 —— Max. Triplett: (2,59 + 0,10) kHz pm”"

0,3

0,2

Ratenanderung in MHz
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Abnahme der Sauerstoffloslichkeit in um

Abbildung C.12: Einfluss der Sauerstoffioslichkeit

Dargestellt ist die Differenz der Loschrate bei steigender Viskositdt und unter einem zusétzlichen
Einbezug der geringeren Sauerstoffloslichkeit in Glycerin. Dabei ist die maximale Loschrate (schwarz)
und die verringerte Loschrate der moglichen Triplett-Loschungen (rot) zu sehen.

60

TTTT[TTTT‘TTTT[TTTT‘TTTT[TTTT‘TTTT[TTTT‘TTTT[TTTT‘TTTT[TTTT‘TTTT[

Tabelle C.2: Fluoreszenzlebensdauermessung von AF-488 bei Glycerinzugabe

Die Fluoreszenzlebensdauern wurden am FluoroHub (Horiba Jobin Yvon GmbH) gemessen.

Glycerinkonzentration Fluoreszenzlebensdauer rel. Amplitude
in M T1 in ns To in ns a as
0,7 2,029 £ 0,009 4,134 +0,002 10,59 89,41
1,5 2,025+ 0,009 4,094 +£0,003 10,23 89,77
3,0 1,990 £0,011 3,986 £0,002 8,21 91,79
6,0 1,942 £0,014 3,856 £0,002 6,32 93,68
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Abbildung C.13: Kollisions- und Loschraten nach Tabelle C.1

(a) Die Kollisionsrate ki (rot) gibt die konzentrationsabhéngige Frequenz des Zusammentreffens der
Farbstoff- und Sauerstoffmolekiile an. Die effektiv beobachtbare Loschrate ko, (schwarz) ist fur
eine Losch-Effizienz von 100 % aufgetragen. (b) Die Loschrate der Triplettzustdnde (rot) betrigt
aufgrund der Redissoziation des Quintett-Komplexes in seine Edukte lediglich 4/9 der moglichen
Loschrate (schwarz). Wird die verringerte Sauerstoffloslichkeit in der Glycerin-Wasser Probe aufier
Acht gelassen, steigen die Loschraten (hellgrau und -rot) entsprechend. Die Verbindungslinien der
Punkte in (a) und (b) dienen der Ubersicht und haben keine physikalische Bedeutung.
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Abbildung C.14: Fluoreszenzlebensdauermessung von AF-488 bei Glycerinzugabe
Dargestellt sind die Lebensdauermessungen des Fluorophors AF-488 in PBS unter unterschiedlichen
Glycerinkonzentrationen. Dabei ist ein klarer Abfall der Fluoreszenzlebensdauer zu erkennen.
Die Anpassung mit einer Zwei-Komponenten-Funktion fithrt zu den in Tabelle C.2 dargestellten
Lebensdauern und Amplituden.
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Abbildung C.15: Stern-Volmer Graph fiir teilweise zugingliche Léschung

Dargestellt ist der Stern-Volmer Graph nach Gleichung (C.5) fiir die Annahme, dass der betrachtete
Loéschungsprozess von zwei Populationen in der Probe abhédngt. Dabei ist die Population Fj,
zugénglich fiir die Loschungsreaktion und Fj, nicht. Das Verhiltnis dieser Populationen wird
durch f, (Anteil der zugéinglichen Molekiile) bestimmt und betragt 0,85 + 0,61. Die Stern-Volmer
Konstante K, fiir die zugéngliche Population lautet entsprechend (5,12 +4,18) - 1072 pm—1.
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Abbildung C.16: Interkombinationsraten unter normaler Atmosphire und in Argon
Da lediglich zwei Messwerte je Fluorophor (0pumM Sauerstoff und 284 pM Sauerstoff) zur Bestim-
mung der jeweiligen Ratenkonstante vorhanden sind, haben die erhaltenen Ratenkonstanten
groBe Fehler und geben eher den tendenziellen Sauerstoffeinfluss denn eine genaue Ratengro-
Be an. (a) Die Raten der linearen Anpassung fiir die Interkombination Kigc lauten fir das
AF-488 (0,74 +£1,37) - 108 M~ 1s™! (schwarz), fiir das CF-488A (1,48 +1,76) - 108 M~ 1s~! (blau)
und PF-488P (3,77 £1,23) - 108 M~ s7! (rot). (b) Die Gesamtraten der linearen Anpassung fiir
die Riick-Interkombination Kryiplett lauten fiir das AF-488 (6,27 £1,51) - 10* M~ ! s™! (schwarz),
fiir das CF-488A (7,33 +1,84) - 108 M~ s~! (blau) und PF-488P (5,46 4 2,88) - 108 M~ s~ (rot).
Die Ratenkonstanten der Riick-Interkombination aus dem Grundzustand (durchgezogene Linien,
volle Symbole) und den héheren Zustdnden (gestrichelte Linie, leere Symbole) sind in Tabelle 6.5
dargestellt.
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(a) MB gegen Anregungsleistung (b) Absorptionsspektren

Abbildung C.17: Molekulare Helligkeit und wellenlingenabhingige Absorption

(a) Es ist deutlich zu erkennen, dass die MB unter Argon sinkt. Dabei reagiert das CF-488A mit
einem besonders starken Abfall. Die Verbindungslinien der Punkte dienen der Ubersicht und haben
keine physikalische Bedeutung. (b) Die Absorptionsspektren der betrachteten Fluorophore sind
spektral nahezu identisch, was entsprechend der ebenfalls &hnlichen Extinktionskoeffizienten (siehe
Tabelle 3.1) zu vergleichbaren Photonenflussdichten der Anregung bei 488 nm fiihrt.

(c) Rh-630 (d) Atto 647N

Abbildung C.18: Strukturformeln der Rhodamine und von Atto 647N
Die Strukturformeln sind geméi$ (a) Hersteller (Thermo Fisher, Invitrogen™), (b) PubChem [437],
(c) Sauer etal. [383] und (d) Eggeling et al. [438] dargestellt.
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Kapitel C. Ergdnzungen

Tabelle C.3: Parameter der Anpassung der MB mit Trolox und unter Argon
Aufgetragen sind die Werte der Anpassungen nach Gleichung (4.21) der in den Abbildungen 6.27
und 6.28 dargestellten Messungen. Abweichungen zu den in Tabelle 6.11 dargestellten Werten des
AF-647 resultieren aus der hier nicht mit betrachteten Messreihe unter Argon mit ROXS. Die
iibrigen Werte weichen aufgrund der Unterschiede der globalen und der nicht globalen Anpassung
ab. Die Abweichungen liegen im Bereich weniger Prozentpunkte.

PBS Trolox Argon
statl V Qbsatg ¢sat1 \Y4 ¢sat2 ¢sat1 \Y4 ¢sat2
in 102" m2g! in 102" m—2g! in 102" m—2s !

AF-488 12401 69402 12+01 614+02 28407 17,022
AF-647 65402 16,7+02 6,9+0,3 378431 51+06 193+1,1
sCy5 52406 106+03 45+03 336+56 28+£02 120+0,5
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C.4 Photophysik frei diffundierender Fluorophore

C.4.1 Alternative Formulierung fiir y

Fir

2
Y = krisokex,cis + (kIC + krad) krISC + kex (kISC + kiso + krISC)
kex,cis + kIC,cis kex + kIC + krad

1/2

kexk
4 kexkisokrISC + (m + krISC) krisokex,cis
kex + kIC + krad kex,cis + kIC,cis

((kic + krad) krISC + kex (k'ISC + kiso + krISC)) 2 k?isokegzx,cis (07)
(kex + kic + krad) 2 (kex,cis + kic,cis) 2
2 ((kic + krad) krISC + kex (kISC - kiso + krISC)) krisokex,cis
(kex + kic + krad) (kex,cis + kic,cis)
_4kexkiso (kex + kic + krad) krISC > 1/2
(kex + kic + krad) 2

mit

k2, (kisc + kiso)® = k2, (kisc — kiso)? + 4kischisokly (C.8)

folgt

kex + kIC + krad kex,cis + kIC,cis

1/2

2
¥ = |:<(le + krad) krISC + Fex (kISC - kiso + krISC) k’risokex,cis )

41{52 kISCkiso

X

(kex + kIC + krad)Q
2 1/2
(kex (kISC - kiso) krisokex,cis ) 4]fg)(]{:lS(Jkiso
( )?

(C.9)

+ kusc —
kex + kIC + krad ' kex,cis + kIC,cis kex + kIC + krad
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C.4.2 Isomerisierung und photoprotektive Additive

35
30 = —— Korrelierte Messdaten
e 3 —— Drei-Niveau-Modell
(2 25 —— Isomerisierung
kel ]
£ 204
>S5 -
"g ]
IS 15 —
© .
2 10—
5 ]
4 5_:
] Leistung: 1 mW
0 . T IIIIIIII T IIIIIIII T IIIIIIII T IIIIIIII T IIIIIIII T IIIIIIII T T TTTTIT
10” 10°® 10”7 10° 10° 10 10°

Verschiebezeit Tin s

107

Abbildung C.19: Korrelationskurve von AF-647 mit Anpassungen bei 1 mW

In grau dargestellt ist die Autokorrelation von AF-647 bei einer Leistung von 1 mW. Die Anpassung
des Drei-Niveau-Systems nach Gleichung (2.87) ist in schwarz zu sehen und gibt den Verlauf der
Kurve nur unzureichend wieder. Die in rot dargestellte Anpassung nach Gleichung (6.41) hingegen

stimmt gut mit dem Verlauf iiberein.

25
i Leistung in pW
— 1 — 30
E 20—
o ] — X
S i — 100
2 7 — 150
€ 19 ] 200
z 200
o —
2 10 : 750
o ’ 1000
O 1 IIIIIII T T IIIIIII T T IIIIIII T T IIIIIII T T IIIIIII T Tlillrlll
107 10° 10° 10 10° 107

Verschiebezeit Tin s

Abbildung C.20: Autokorrelationen und Anpassungen von AF-647

Dargestellt sind die Autokorrelationen und Anpassungen (geméfl Gleichung (6.41)) des AF-647 bei

Leistungen von 30 pW bis 1500 nW.
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10
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(b) Triplettanteil T

Abbildung C.21: Triplettzeit und Triplettanteil bei der Zugabe von Trolox in PBS
Dargestellt ist (a) die Triplettzeit und (b) der Triplettanteil der Cyaninfarbstoffe sCy5 (blaue
Dreiecke) und AF-647 (rote Rechtecke), sowie des Xanthenderivats AF-488 (schwarze Kreise) in PBS
(helle, leere Symbole) und in PBS mit 2mM Trolox (dunkle, volle Symbole). Die Verbindungslinien
der Punkte dienen der Ubersicht und haben keine physikalische Bedeutung,.

160 —
140 3 2 mM Trolox / ohne Trolox
B —o— / o AF-488

—A— /

sCy5-SE

Diffusionszeit T in us

1 10 100
Leistung in yW

1000

Abbildung C.22: Diffusionszeit unter der Zugabe von Trolox in PBS

Bei hohen Leistungen steigt die Diffusionszeit 7p mit 2mm Trolox (dunkle, volle Symbole)
deutlich stdrker an als in PBS ohne Additiv (helle, leere Symbole). Die Diffusionskoeffizienten
der Fluorophore liegen bei mp ar.4ss = 435um?s™! [286], T area7 = 250 pm?s~! [439] und
™,cys = 250pm?s~! [145]. Nach Loman [440] lauten die Diffusionskoeffizienten von AF-647
und Cyb5 abweichend bei 25°C durch 2fFCS bestimmt 7p aresr = (325 +10)pm?s~! und
™,cys = (369 £ 9) pm? s~

XXXVII



Kapitel C. Ergdnzungen
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Abbildung C.23: Diffusionszeit und Triplettparameter von sCy3

Dargestellt ist (a) die Diffusionszeit (b) der Triplettanteil und (c) die Triplettzeit des Cyaninfarb-
stoffes sCy3 in PBS (schwarze Kreise), in PBS mit 2mM Trolox (rote Rechtecke) und in PBS mit
Argon (blaue Dreiecke). Die Verbindungslinien der Punkte dienen der Ubersicht und haben keine
physikalische Bedeutung.
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C.5 Benchmarking durch Séttigungsmessungen

C.5 Benchmarking durch Sattigungsmessungen
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Abbildung C.24: Riick-Interkombinationsrate bei Dejustage

(a) Es sind keine systematischen Anderungen der Riick-Interkombinationsrate zwischen den Mess-
reihen erkennbar. (b) Die Darstellung gegen die Photonenflussdichte geméfl Gleichung (7.1) fiihrt
ebenfalls zu keinen deutlichen Abweichungen. Die Verbindungslinien der Punkte in (a) und (b)
dienen der Ubersicht und haben keine physikalische Bedeutung.

. 100
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(a) mittlere Molekiilzahl (b) Zéahlrate

Abbildung C.25: Molekiilzahl und Zihlrate bei Dejustage

(a) Die mittlere Anzahl der Molekiile N steigt entsprechend Abschnitt 6.2.1 mit steigender Leistung
(vgl. auch Abbildung 7.2). Unterschiede ergeben sich aus Abweichungen der Probenkonzentration
(z.B. durch Pipettierfehler kleiner Volumina) und Unterschiede des effektiven Volumens (siehe
Abschnitt 7.1). (b) Die Zahlrate steigt mit der Anregungsleistung und séttigt durch die in Kapitel 4
besprochen Effekte. Die Verbindungslinien der Punkte in (a) und (b) dienen der Ubersicht und
haben keine physikalische Bedeutung.

XXXIX



Kapitel C. Ergianzungen

100

-1

80

60

40

® Justiert
B Anregung dejustiert
A Detektion dejustiert

molekulare Helligkeit in ms

20

10 10 10° 10° 10"

Leistung in yW

Abbildung C.26: MB bei Dejustage der Anregung und der Detektion

Zu sehen ist die gegen die Anregungsleistung dargestellte MB. Die maximale MB (gestrichelte
Linien) unter dejustierter Anregung (rote Rechtecke) liegt mit (954 2)ms™! nahezu bei den
gleichen Wert wie ohne Relaisoptik (98 +5)ms™! (schwarze Kreise). Wird die Relaisoptik im
Detektionspfad positioniert, sinkt die maximale MB deutlich auf (75 + 3) ms™! (blaue Dreiecke).
Die hellen durchgezogenen Linien geben die Anpassung der Daten nach Gleichung (4.21) bzw.
Gleichung (B.11) an.
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Abbildung C.27: Differenz der MB bei Dejustage der Anregung und Detektion
Dargestellt ist die Differenz der MB ohne Relaisoptik und mit Relaisoptik in der Anregung (rot)
und Detektion (blau).
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Anhang D

Protokolle und Code

D.1 ROXS aus Trolox und Trolox-Chinon

Verwendete Chemikalien:

o phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) (0,01 M entspricht 0,0027 M KC1 und 0,137 M
NaCl mit einem pH-Wert von 7,4 bei 25°C)

o 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonséaure (Trolox)
o Farbstoff:
AF-488, AF-647, sCy3, sCyb

Das in Methanol gelagerte Trolox (100 mM) wird in PBS gelést und auf eine Konzentration
von 4mM gebracht. Anschliefend wird die Trolox-Lésung 10 min mit UV-Licht (Herolab,
NU-4, 254 nm+365 nm, 4 W-Tube) zur Erzeugung des Trolox-Chinons bestrahlt.
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Kapitel D. Protokolle und Code

D.2 Thiol-reaktive Oberflaichenimmobilisierung auf Deckglas

Reinigung der Deckglaser:
e Im Ofen fiir mindestens 3 h bei 450 °C bis 500 °C backen
e Gebrannte Deckglédser in der Deckglasbox aufbewahren
Silanisierung mithilfe von Aceton':

o Inkubieren der Deckgliser in Aceton (in den Deckglashaltern) — 10 min (die ersten

2 min unter Ultraschall)

+ Ein Becherglas mit 3% APTES?(mit einer Spritze mit Nadel entnehmen) in Aceton

vorbereiten
e Die Deckgléser direkt aus dem Aceton in die APTES-L6sung transferieren

o Mindestens fiir 5 min, aber nicht ldnger als 10 min inkubieren (eine langere Inkubation
erhoht die Dicke und Heterogenitét der Silanschicht)

¢ Die letzten 2 min unter Ultraschall inkubieren
e Etwa 1 min mit Aceton spiilen

o Die Deckgliaser (mit Halter) 3 mal fiir etwa 10s in jeweils frisches Reinstwasser (z. B.

Millipore) tauchen

o In einer Vakuumkammer (Unterdruck durch eine Wasserstrahlpumpe ist ausreichend)
fiir 1h bis 3h (oder tiber Nacht) aushérten

e Direkt im Anschluss die PEGilierung durchfiihren. Die Deckgléser nicht {iber langere

Zeitraume aufbewahren!
PEGilierung:

o Vorbereitung einer NHS-PEG/NHS-PEG-SH-Lésung mit 50 mm MOPS-Puffer bei
pH 7.5

— Lésen von 12 mg NHS-PEG? (die Aliquots auf Raumtemperatur kommen lassen)
in 70 pul Puffer

— Lésen von 0,5 mg NHS-PEG-SH* (die Aliquots auf Raumtemperatur kommen

lassen) in der bereits gelosten PEG-Losung

— Fiir 1 min vortexen, dann fiir 1 min bis 2 min schallen

' ROTISOLV® > 99,9 %, UV/IR-Grade, Roth

2 (3-Aminopropyl)triethoxysilane 99 %, Sigma

3 O-[(N-Succinimidyl)succinyl-aminoethyl]-O’~methylpolyethylene glycol, Sigma
4 PG2-NSTH-3k, NANOCS (Tebu-bio)

XLIT



D.2 Thiol-reaktive Oberflichenimmobilisierung auf Deckglas

— Bei voller Geschwindigkeit fiir 1,5 min herunter zentrifugieren
— Die Deckglaser fiir etwa 3h in dunkler und feuchter Umgebung ruhen lassen
— Mit 72ml PBS (pH 7,2) spiilen

3 mal mit Reinstwasser spiilen

In einer Vakuumkammer trocknen lassen (siehe oben)

Immobilisierung thiol-reaktiver Molekiile:

Silikondichtungen anbringen

Fiir eine Maximierung der SH-Gruppen mit 1 mM TCEP supplementiertem PBS fiir

10 min inkubieren
3 mal mit PBS (Markierungspuffer) spiilen

20l einer 50 pM bis 100 pM thiol-reaktiven (maleimid) Reagenz hinzugeben. Markie-
rung fiir 1h bei Raumtemperatur durchfithren (abdecken um Lichteinstrahlung und

Austrocknung zu vermindern)

5 mal mit etwa 50 pl PBS (Messpuffer) spiilen
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D.3 SensLL HRM-TDC

typedef unsigned char Ubyte;

typedef char Sbyte;
typedef unsigned short Uword;
typedef unsigned int Ulong;
typedef double Sdoub;

Listing D.1: Typedefs.h

Ulong ResyncRawToText (Sbyte *fraw,Sbyte *ftxt);

Listing D.2: InternFunctions.h

Ulong startModule (HANDLE *mHandle,Uword FSR);

void startFIFOTimeTagging (HANDLE *mHandle,Uword ESR,Ulong *Msize,Uword mode
,Ulong *startTime);

void readFIFOtoBuffer (HANDLE *mHandle,Ulong Msize ,Uword mode,Ulong *
startTime ,Ulong *buffer ,Ulong memsize,Ulong stopTime,Ulong *FFc,Ulong *

total);

void safeBufftoFile(Ulong *buffer,Ulong total,Sbyte *fname,Uword convert);

Listing D.3: ExternFunctions.h

startModule (*mHandle, FSR)
{
//Connect module.
RefreshConnectedModuleList () ;
moduleCount = GetConnectedModuleCount () ;
if (moduleCount)
GetConnectedModulelList (handleArr);
else
error = "module not found";
*mHandle = handleArr [0];
SetFrequencySelectionRegister (*mHandle, FSR);

startFIFOTimeTagging (*mHandle, ESR, *Msize, mode, *startTime)
{

//Get memory size.

GetMemorySize (*mHandle, Msize);

*Msize = (Ulong) (*Msize / 4);

//Start FIFO TimeTagging.

RunFifoTimeTagging (*mHandle, ESR, 0, mode);
*startTime = GetTickCount ();

readFIFOtoBuffer (*mHandle, Msize, mode, *startTime, *buffer, memsize,
stopTime, *FFc, *total)
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D.3 Sens, HRM-TDC

static Ulong c_tmpl, c_tmp2, count, done, wrp, j, k, bufferPos;

static Uword i;
for (done = 0, count = *total, bufferPos = 0; !done; i++)
{

// Do not use GetFIFOdata(). The HI and LO MEMORY WRITE registers

are not protected. To avoid an error:

// 1. Read the register twice.
GetWriteCountRegister (*mHandle, &c_tmpl)
GetWriteCountRegister (*mHandle, &c_tmp2)

// 2. If the LSB of the HI register is the same for both, use it.
if ((c_tmpl & 0x10000) != (c_tmp2 & 0x10000)) {

// 2.1. If the LSBs are different, read again and use
this value.

GetWriteCountRegister (*mHandle, &c_tmpl);

// 3. Check that wrap-round is real. Eventually read again.
wrap = (Ulong) (c_tmpl / 4);
if (wrap < count) {
GetWriteCountRegister (*mHandle, &c_tmpl);

// Convert the memory count into 32-bit words.

count = (Ulong) (c_tmpl / 4);

// Check for a FIFO buffer wrap-round. If the memory counter is
less than the FIFO pointer, use ’Msize’ to determine the
event counts. Otherwise the number of events is the count
minus FFc.

if (*FFc > count)

{
j = Msize - *FFc;
j = j + count;
}
else {
j = count - *FFc;
}

// 0Only read events if more than 256 exist. If more than 256
events are available, read a multiple of 256 events
from the FIFO (leave rest in FIF0) and fix the buffer.

if (j > 256)
{
k (Ulong) (floor(j / 256));
k (Ulong) (k * 256);
ReadFIFOMemory (*mHandle, (Uword)0x8032, 0, (Ulong)k, (
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Kapitel D. Protokolle und Code

3

Ubyte *)&buffer [bufferPos]);

FixTimeTags (mode, k, (Ubyte *)&buffer [bufferPos]);

*FFc += k;
*FFc &= (Msize - 1);
*total = count;

bufferPos = bufferPos + k;

// Get the current time and if it is expired or the

allocated buffer is full set the ’done’ flag.
if ((GetTickCount () - *startTime) >= stopTime) {

done = 1;
}
else
if ((memsize - bufferPos) < Msize) {
done = 1;
}

*startTime = GetTickCount () ;

Listing D.4: Main.c

safeBufftoFile (*buffer, total, *fname, convert)

{

XLVI

static FILE *£1;

static Ulong count;

static Uword length, i;

for (i =

0; fnamel[i] && fname[i] != ’.°; i++)

length = i + 4;

Sbyte* csv

= (Sbyte*)malloc(length + 1);

fopen_s (&fl, fname, "w+b");
if (f1 == NO_PTR)

error;

for (count

{

= 0; count != total; count++)

fwrite (&buffer [count], 4, 1, f1);

}

fclose (fl);

for (i = 0; fnamel[i] && fnamel[i] != ’.°; i++)
csv[i] = fnamel[i];

csv [i++] 1L

csv [i++] ‘e

csv [i++] g

csv[i++] ‘v

csv [i++]

0;
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D.3 Sens, HRM-TDC

if (convert == 1)

ResyncRawToText (fname, csv)

{

static Ulong error;

static Ulong values [3], cnt, dAMAC, dDIF, uMIC, uMAC;
static Uword Read2, chan, flag;

static FILE *fr, *ft;

static Sdoub sl, s2, pMIC[4], pMAC[4], micro, macro;
static Sbyte k;

//Initialse the previous values.
for (\mathbf{r}ead2 = 0, error = 0; Read2 != 4; Read2++)
{

pMIC[Read2] 0;

PMAC [Read2] 0;

// Open the files.
fopen_s (&fr, fraw, "r+b");
if (fr == NULL)
error = 2;
if (!error)
fopen_s (&ft, ftxt, "w+t");
if (ft == NULL)

error = 2;

values [0] 0;

values [1] 0;

// Main loop to read in long pairs to determine time-tags.
for (cnt = 1, Read2 = 2; Read2 == 2 && !error; cnt++)
{

// Read in the PAIR and create CHANNEL, MACRO and MICRO
values

Read2 = (Uword)fread(values, 4, 2, fr);

chan = (Uword) (values[0] & 3);

macro = (Sdoub)values[1];
micro = (Sdoub) (values [0] >> 2);
uMIC = (Ulong)micro;

uMAC (Ulong)macro;

// Fix channel in case end of file.
if (\mathbf{r}ead2 != 2)

chan = 0;

// Get DELTA MACRO accounting for wrap-round.
if (macro < pMAC[chan])
sl = (Sdoub) ((4294967296 - pMAC[chan]) + macro);

else
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XLVIII

sl = (Sdoub) (macro - pMAC[chan]);

// Get rough MICRO value based on previous MICRO plus
DELAT MACRO. 926.437 = 25ns / 26.9851ps. dDIFF is
ULONG version of estimated new MICRO value. dMAC is

the 4us frame count.

sl = (Sdoub)(s1 * 926.437);

sl = (Sdoub) (sl + pMIC[chan]);

s1 = (Sdoub)(s1 / 148229.95);

dMAC = (Ulong)si;

s2 = (Sdoub)dMAC;

s2 = (Sdoub) (sl - s82);

s2 = (Sdoub)(s2 * 148229.95);

dDIF (Ulong)s2;

// Set the flag for process 1 or more 4us frames.
k = 7;
flag = 1;

// If no FRAME count then just calculte the delta time
accounting for MICRO wrap-round and clear the flag.
if (dMAC == 0)

{
flag = 0;
if (micro > pMIC[chan])
sl = (Sdoub) ((micro - pMIC[chan]) * 26.9851);
else
s1 = (Sdoub) (((148229.95 - pMIC[chanl]) +
micro) * 26.9851);
}

// If estimated MICRO is much larger than real MICRO
then frame boundary is crossed so increment frame
count.

else

if (dDIF > uMIC)

{
dDIF = (Ulong) (dDIF - uMIC);
if (dDIF > 90000)
{
dMAC ++;
k = 7473
}
}

// If MICRO is much larger than estimated MICRO then
frame boundary not crossed so decrement frame count
If decrement causes no frame count then calculate
detal time here and clear the flag.

else
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D.3 Sens, HRM-TDC

{ 118
dDIF = (Ulong) (uMIC - dDIF); 119
if (dDIF > 90000) 120
{ 121
dMAC--; 122
k= -7, 123
if (dMAC == 0) 124
{ 125
sl = (Sdoub) ((micro - pMIC[chanl) * |12
26.9851) ;
flag = 0; 127
} 128
¥ 129
} 130

131

// 1f there are frames then calculate total delta time [132

here.

if (flag) 133
{ 134
dMAC--; 135
s1 = (Sdoub) ((148229.95 - pMIC[chan]) * 26.9851); |136
s2 = (Sdoub)dMAC; 137
s2 = (Sdoub)(s2 * 4000000) ; 138
s2 = (Sdoub)(s2 + (micro * 26.9851)); 139
sl = (Sdoub) (sl + s2); 140
} 141
142
// Copy current MACRO and MICRO times to previous 143

values.
pMIC[chan] = micro; 144
PMAC [chan] = macro; 145
146
//If not end of file save the time-tag. 147
if (\mathbf{r}ead2 == 2) 148

fprintf (ft, "\t%-20d\t%d\t%-20d\t%-20d\t%-20.0£\t% |149
c\n", cnt, chan, uMAC, uMIC, si1, k);

¥ 150
151

// Close the files. 152
if (fr) 153
fclose (fr); 154

if (ft) 155
fclose (ft); 156

157

return (error); 158
159

160

Listing D.5: SafeBuffer.c
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