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Summary

Due to its easy detectability fluorescence is widely used in spectroscopy to
investigate a variety of chemical and biochemical samples. The characteristics of
fluorescence like intensity, lifetime, anisotropy and quantum yield contain
information about electronic structure, mobility and orientation of fluorophores and
they depend on the fluorophores environment. This interaction was used to
characterize the environment as well as to tune the fluorophores.

The first goal of this work was to investigate the feasibility of fluorescence-based
local force probes for polymers under tension, using the fluorescence signal of an
oligoparaphenylenevinylene derivative (OPV 5) with a twisted molecular backbone.
Improved optical sensors of this type should in principle be able to monitor local
mechanical stress in transparent samples down to the single molecule level, which
harbors promising applications in polymer and nano science and technology. To
investigate correlations between the impact of an external mechanical force on the
molecular framework of fluorophores and the resultant changes of their fluorescence
properties OPV5 was used to dope thin foils made of PVC. The foils were stretched
by applying uniaxial force and three major optical effects were observed
simultaneously. First, the fluorescence anisotropy increased, which indicates a
reorientation of the fluorophores within the matrix. Second, the fluorescence lifetime
decreased by approximately 2.5 % (25 ps). Finally, an increase of the emission
energy of about 0.2% (corresponding to a blue-shift of 1.2 nm) was observed. In
addition, analogous measurements with Rhodamine 123 as an inert reference dye
showed only minor effects which can be attributed to matrix effects due to refractive
index changes. To relate the observed spectroscopic changes to the underlying
changes in molecular properties, the measured optical effects where compared to
quantum-chemical calculations. Both, the observed blue-shift of fluorescence and the
reduced lifetime of OPV5 under tensile stress are consistent with the results of the
semiempirical calculations.

The accuracy of a fluorescence signal is limited by the number of detected photons,
hence it is important to investigate and extend the fluorescence photon emission

capabilities of fluorophores. Therefore the second goal of this work was to optimize



the fluorescence signal of a fluorophore. In this context, three different additives
which enhance the fluorescence signal were investigated as selective quenchers for
triplet or radical states of Rhodamine 110 (Rh 110):
1) mainly triplet state quencher 4-(phenylazo)-benzoic acid (4ZB-C)
2) the triplet and radical cation state quencher 4-(phenylazo)anilin-benzoic acid
(4-AZB-C)
3) the strong antioxidant 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid
(Trolox).
Fluorescence correlation spectroscopy (FCS) in combination with power plot
analysis was used to describe the entire fluorescence output according to a derived
kinetics model for excitation and fluorescence of Rh 110.
Under air saturated conditions the triplet and radical cation states were observed as
dark states of Rh 110, where the radical cation state was the major populated state.
Hence the application of quencher 4-4ZB-C which effectively prevented the triplet
and radical formation even at high excitation irradiance led to strongest enhancement
of the fluorescence signal. At an excitation irradiance of 1 MW/cm? and 600 uM
A-AZB-C a tenfold increase of the fluorescence countrate to approximately 2.4 MHz
was observed. The application of the mainly triplet quenching AZB-C led to a
significantly smaller enhancement of the fluorescence signal. At the same excitation
irradiance of 1 MW/cm? and a concentration of 800 pM only a six times increased
fluorescence countrate was observed.
In case of application of the strong antioxidant 7rolox the formation of an additional
dark state, the radical anion state, was observed. Hence the enhancement of
fluorescence signal with Trolox alone was similar to AZB-C. It was possible to
quench effectively the radical anion state observed in the presence of Trolox with
AZB-C. Consequently the enhancement of fluorescence signal in the presence of a
mixture between Trolox and AZB-C was similar like with 4-4ZB-C alone.
Additionally the photo destruction reaction of Rhodamine 123 (Rh 123) and the
impact of the additives 4-AZB-C and AZB-C on the photo stability of Rh 123 were
investigated. It was found that the main pathway for the photo destruction reaction of
Rh 123 in the presence of oxygen proceeds via the first excited singlet state of

Rh 123. For this reason the investigated additives had only weak influence on the
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photo stability of R4 123 in the presence of oxygen. Under deoxygenated conditions
the photo stability of Rz 123 was increased by a factor of ten if the additive 4-AZB-C
or AZB-C with concentrations of 100 uM were added to the dye solution.

Especially in single molecule detection (SMD) techniques with short dwell times of
the fluorophores in the confocal volume, where only small numbers of fluorescence
photons can be collected from each fluorophore, the enhancement of the fluorescence
signal can significantly improve the measurements. Short dwell times can be also a
result of directed flow. Therefore the third goal of this work was the application of
additives for compensation of fluorescence photon loss under flow conditions. In this
context, the fluorescence signals from RA 123 and Rh 110 at flow conditions were
investigated, using a combination of a single molecules detection fluorescence setup
with a microfabricated diffusive mixer (micromixer). The quantitative analysis of
SMD measurements in the micromixer requires the characterization of the
flowpattern. One approach for calculating the flow in microchannels is
Computational Fluid Dynamics (CFD). Here the fabrication precision of
microchannels in general limits the accuracy of numerical calculations. At the same
time FCS as experimental approach can probe the flow velocity in microchannels
directly. However the characterization of flow pattern by F'CS is limited by photon
statistics and positioning accuracy of the confocal volume in the microchannels. At
the same time the characterization of the flow pattern by F'CS demands many single
FCS measurements. Using the complementary combination of CFD with FCS it was
possible to overcome most of the limitations of both methods. Thus a small number
of FCS measurements provided necessary information for accurate numerical
calculation of the flow pattern. Vice versa the knowledge of the flow pattern in
combination with FCS provided the accurate position of the confocal volume inside
of a microchannel. Moreover using the calculated flow velocity for calibration of the
confocal volume in single focus F'CS measurements it was possible to estimate the
precise value for the diffusion coefficient of Rh 110

The time resolution of the micromixer is set by the time required for diffusively
mixing and the dwell time needed to collect a given number of photons. In fact, the
flow induced photon loss limited the maximum flow velocity for SMD measurements

to 4 pum/ms, which degraded the maximum time resolution of the used micromixer
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from 1.8 ms to 3 ms. One approach to collect enough fluorescence photons at high
flow is to increase the excitation intensity, however this alone is unsatisfactory since
it increases the probability to populate long lived triplet and radical states. The
application of the dark state quencher 4-4AZB-C with 400 uM concentration in
combination with a high excitation irradiance of 170 kW/cm? SMD measurements of
Rh 123 improved the fluorescence signal by a factor of four. Thereby the flow
induced photon loss was compensated, so that the time resolution of the micromixer

was finally limited only by the time required for diffusively mixing.
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Einleitung

Einleitung

Aufgrund ihrer vergleichsweise einfachen Detektierbarkeit und hohen
Empfindlichkeit spielt die Fluoreszenz eine wichtige Rolle bei der Untersuchung
chemischer und biologischer Proben. Die spektralen Eigenschaften der Fluoreszenz,
die Fluoreszenzlebensdauer, die Fluoreszenzanisotropie und die
Fluoreszenzquantenausbeute  enthalten  wertvolle Informationen iiber die
elektronische Struktur, die Beweglichkeit und die rdumliche Orientierung der
Fluorophore [1]. Dariiber hinaus konnen mittels Fluoreszenzkorrelations-
spektroskopie (FCS) aus den zeitlichen Schwankungen der Fluoreszenzintensitét
korrelierte  molekulare  Prozesse  herausgearbeitet und  Aussagen  {iber
Reaktionsgleichgewichte (Geschwindigkeits-und Gleichgewichtskonstanten),
spezifische photochemische und photophysikalische Eigenschaften des Fluorophors
(Tripletteigenschaften, cis-trans-Isomerisierung) und Transporteigenschaften
(Diffusion, gerichteter Fluss und Rotation) getroffen werden [2-6]. Die
Informationen tiiber die Struktur und die Dynamik einer fluoreszierenden Probe auf
der Ebene der einzelnen Molekiile kann mittels der Multiparameterfluoreszenz-
detektionstechnik (MFD) [7-11], bei der mehrere der erwdhnten GroBen der
Fluoreszenz simultan erfasst werden, gewonnen werden. Daher wird die Fluoreszenz
im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt, um Informationen iiber Fluorophore und ihre
Umgebung zu gewinnen.

Zuerst wurde die Eignung eines Oligophenylenvinylenderivats (OPV 5) [12-18] mit
verdrilltem Molekiilgeriist als fluoreszentem Kraftsensor in einer Polyvinylchlorid-
Folie untersucht. Dafiir wurden die Fluoreszenzeigenschaften von mit OPV 5
dotierten unter mechanischer Spannung sich verformenden Folien mittels einer
Kombination aus einer Zugvorrichtung und einem MFD-Aufbau gemessen.

Die Bestimmung einer beliebigen Eigenschaft der Fluoreszenz erfordert die
Detektion einer moglichst grolen Anzahl von Fluoreszenzphotonen. Daher wird die
maximale Genauigkeit mit der eine der GroBen der Fluoreszenz bestimmt werden
kann, unter anderen durch die maximale Anzahl der Fluoreszenzphotonen, die ein
Fluorophor emittiert, begrenzt. Dies trifft besonderes auf Einzelmolekiiltechniken zu,

mit denen einzelne Fluorophore untersucht werden, die jeweils nur eine kleine
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Anzahl Photonen emittieren konnen. Ein einfacher Ansatz zur Erhohung der Anzahl
an Fluoreszenzphotonen ist die Steigerung der Anregungsleistungsdichte. Dabei ist
zu beachten, dass es bei hohen Anregungsleistungsdichten haufiger zu einer un-
erwilinschten Besetzung nicht fluoreszierenden elektronischen Zustinde (Triplett-
und Radikalzustinde) kommt. Die langen Lebensdauern solcher nicht
fluoreszierender elektronischer Zustinde fiihren zu einer raschen Sittigung des
Fluoreszenzsignals. Zusitzlich beglinstigen die ldngeren Lebensdauern von Triplett-
und Radikalzustdnden die Photozerstorung aus diesen Zustdnden. Daher wurde als
Néchstes die fluoreszenzsignalsteigernde Wirkung von drei chemischen Additiven
mit unterschiedlichen Redoxpotentialen 4-[(4-Aminophenyl)diazenyl]benzoesiure
(4-AZB-C),  4-(Phenylazo)-benzoesdure  (4ZB-C) und  6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carbonséure (7rolox) auf das Fluorophor Rhodamin 110
(Rh 110) untersucht. In diesem Zusammenhang wurden die photochemischen
Eigenschaften des Fluorophors Rhodamin 110 mittels FCS und der Analyse der
Leistungsdichteabhéngigkeit der Fluoreszenzintensitit charakterisiert.

Die Maximierung des Fluoreszenzsignals spielt insbesondere bei einer kurzen
Aufenthaltsdauer der Fluorophore im Detektionsvolumen eine grofle Rolle, da in
diesem Fall nur wenige Fluoreszenzphotonen detektiert werden konnen. Die
Verkiirzung der Aufenthaltsdauer der Fluorophore im Detektionsvolumen und die
damit einhergehende Reduktion des Fluoreszenzsignals kann unter anderem als
Folge eines gerichteten Flusses auftreten [19]. Daher war das letzte Ziel dieser Arbeit
die Anwendung der Fluoreszenzsignal steigernden Additive als eine Strategie zur
Kompensation der flussbedingten Abnahme des Fluoreszenzsignals zu etablieren
(Kapitel 3.3). Dafiir wurde der von Shawn Pfeil beschriebene, mikrofluidische Mixer
[20] mit einem in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. C. A. M. Seidel entwickelten
Multiparameterfluoreszenzdetektions-Autbau [8, 9] kombiniert. Die Fluoreszenz-
messungen in einem Mikromixer erfordern die genaue Kenntnis der in den Kanélen
vorherrschenden Stromungsprofile, welche mittels Stromungssimulationen (CFD,
eng. Computational fluid dynamics) bestimmt werden konnen. Die Genauigkeit der
berechneten Stromungen wird durch Herstellungsprozess-bedingte Abweichungen
der Dimensionen der Kanile eingeschrinkt. Deswegen wurden zusitzlich die mit

Hilfe der FCS direkt gemessen Flussgeschwindigkeiten[21] in Kombination mit
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Stromungssimulationen dazu verwendet, um die Flussprofile im Mikromixer

vollstindig zu charakterisieren.
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1 Theoretische Grundlagen

1.1 Absorption und Emission von Strahlung bei

. 1
organischen Chromoforen

1.1.1 Absorption von Licht

Die Absorption des Lichts von Materie wird auf makroskopischer Ebene durch das

Gesetz von Lambert und Beer (Gleichung 1.1-1) beschrieben.

E(ﬂ.)zlogITO:g(i)-c-d 1.1-1

A = Wellenlinge der Strahlung

Iy(2) = eingestrahlte Strahlungsintensitdt
1(}) = transmittierte Strahlungsintensitdt
E(1) = Extinktion

¢ = Konzentration der Chromophore
&(4) = Extinktionskoeffizient

d = Schichtdicke der Probe

Neben dem Extinktionskoeffizient ¢(A), der {iiblicherweise in Tabellenwerken
angegebenen ist, wird hdufig der Absorptionsquerschnitt eines Molekiils (o(4))

verwendet. Die beiden Groflen hdangen nach Gleichung 1.1-2 zusammen.

o(A) __&A)N, " In(10) _ £(2)-3.824-10” 1.1

-1

-1
cm?  mol-dm?-mol™ -cm cm?

N, = Avogadro-Konstante

Bei der Absorption von Energie geht ein Elektron aus dem elektronischen Zustand X,
in einen energetisch hoheren Zustand X, {iber. Das Jablonski Diagramm
(Abbildung 1.1-1) zeigt die wichtigsten elektronischen Zustinde eines Farbstoffes.

Dabei wird zwischen Singulettzustinden S und Triplettzustinden 7" unterschieden.

! Diese Betrachtung bezieht sich auf im Rahmen dieser Arbeit verwendete organische Fluorophore
wie Rhodamine oder Cyanine. Aufgrund der Vielfiltigkeit der organischen Chromophore kénnen
deren spektroskopische Eigenschaften deutlich von den im Rahmen dieses Kapitels diskutierten
Eigenschaften abweichen.
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Ein Ubergang von einem Singulettzustand zu einem Triplettzustand und umgekehrt
ist Symmetrie verboten.

Fir die Geschwindigkeitskonstante der Absorption (k,,) ausgehend von einem
elektronischen Zustand X, in einen hoher angeregten Zustand X, gilt die allgemeine

Gleichung 1.1-3"' [1]:

k, = 1(1)-0,,”(,1)-% —1()-0, (1) 7 113

I(}) = Leistungsdichte bei der Wellenldnge A
h = Planck'sches Wirkungsquantum

¢ = Lichtgeschwindigkeit

y = inverse Photonenenergie

Nach der Anregung in einen beliebigen angeregten Zustand (S,) relaxiert das
angeregte Chromophor in der Regel strahlungslos iiber interne Konversion (/C) und
Schwingungsrelaxation (VR) in das niedrigste Schwingungsniveau des ersten
angeregten Singulettzustands S; (Regel von Kasha). Befindet sich der Chromophor in
der Losung, so erfolgt die Schwingungsrelaxation iiblicherweise innerhalb von
Femtosekunden bis wenigen Pikosekunden, da die Schwingungsenergie effizient
iiber die Stofe an die Losungsmittelmolekiile abgegeben werden kann. Fiir die
Riickkehr des Molekiils in den energetisch am tiefsten liegenden Singulett-
Grundzustand Sy sind mehrere Moglichkeiten vorhanden:

e Riickkehr unter Emission eines Photons. Der Prozess wird als Fluoreszenz
(F) bezeichnet. Die Lebensdauer des S;-Zustands bei organischen
Fluorophoren liegt im Bereich von wenigen Nanosekunden.

e Strahlungsloser Ubergang unter Abgabe von Wirme (I/C).

e Ubergang in einen Triplettzustand (ISC). Dieser Ubergang ist zwar
symmetrieverboten, findet dennoch aufgrund der Spin-Bahn-Kopplung mit
sehr kleiner Quantenausbeute statt. Die Lebensdauer des ersten
Triplettzustands 7, betrdgt bei organischen Fluorophoren einige

Mikrosekunden bis Stunden [1].

! Gilt nur fiir kleine Leistungsdichten, bei hohen leistungsdichten muss die Séttigung der
elektronischen Zustinde mit beriicksichtigt werden.
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Abbildung 1.1-1 Jablonski-Diagramm: Modgliche Anregungs- und Relaxations-Pfade eines
Farbstoffes. Die vertikalen geraden Pfeile stellen Ubergiinge dar, bei denen ein Photon emittiert oder
absorbiert wird. Die ,,strahlungslosen* Ubergiinge sind durch wellenformige Pfeile dargestellt. Die
einzelnen Abkiirzungen stehen fiir: Singulett (S), Triplett (7), Absorption (4), Fluoreszenz (F),
Phosphoreszenz ~ (P),  Schwingungsrelaxation (VR), interne Konversion (/C) und
Multiplizititsdnderung (ISC)

1.1.2 Fluoreszenzquantenausbeute und Fluoreszenzlebensdauer

Si___

Ko1| [Kg
S

Abbildung 1.1-2 Ein 2-Niveau Energieschema fiir Anregung eines Fluorophors, mit den
Geschwindigkeitskonstanten fiir die Anregung in den S;-Zustand bzw. die Fluoreszenz k),

Energie

Der Anteil der Fluoreszenz an der Entvolkerung des S;-Zustands wird durch die
Fluoreszenzquantenausbeute (@r) angegeben. Die Fluoreszenzquantenausbeute
beschreibt das Verhiltnis der Anzahl der emittierten (Ny) zur Anzahl der ab-
sorbierten (N,;) Photonen (sieche Gleichung 1.1-4) [1].
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Die Quantenausbeute bei einem 2-Niveau Energieschema ohne interne Konversion
fiir die Anregung eines Fluorophors (Abbildung 1.1-2) betrigt @p = 1. Die
Lebensdauer des S;-Zustands bei einem solchen 2-Niveau Energieschema wird als

radiative Fluoreszenzlebensdauer ( zr) bezeichnet (Gleichung 1.1-5).
F kF

Das zeitliche Abklingverhalten der Fluoreszenz wird in diesem Fall nach

Gleichung 1.1-6 beschrieben.

F(t)=F(0)-exp(~t/7,) 1.1-6

Werden bei dem Energieschema der Triplettzustand und die interne Konversion
beriicksichtigt' (Abbildung 1.1-1), wird die mittlere Lebensdauer des S;-Zustands
(70) mit Hilfe der Geschwindigkeitskonstanten der beteiligten Entvélkerungsprozesse

durch Gleichung 1.1-7 beschrieben.

1 1
o _ 1 1.1-7
kF +k1c +kISC ko
7y = mittlere Lebensdauer des S;-Zustands bzw. der Fluoreszenz
kr = Geschwindigkeitskonstante der Fluoreszenz
kic = Geschwindigkeitskonstante der in'_ternen Konversion
kisc = Geschwindigkeitskonstante des Ubergangs in den Triplettzustand
Damit nimmt die Fluoreszenzquantenausbeute folgende Form an [1]:
k k
£ =£ 1.1-8

F=7 7 7
kF +k1C +k1SC 0

'Die nachfolgenden Ausfiihrungen gelten nur fiir niedrige Anregungsleistungen die bei Messungen
der Fluoreszenzspektren bzw. Fluoreszenzlebensdauer iiblich sind. Bei hohen Anregungsleistungen
miissen weitere elektronische Zusténde beriicksichtigt werden (sieche dazu Kapitel 3.2)
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Ist ein weiteres Loschmolekiil an der Entvolkerung des S;-Zusands beteiligt, so

ergibt sich fiir die Fluoreszenzlebensdauer z Gleichung 1.1-9:

S S
k0+qu[Q] k,

kys = Geschwindigkeitskonstante der Loschung des Singulettzustands durch ein Loschmolekiil

[O] = Konzentration der Loschmolekiile

Fiir die additivabhingige Fluoreszenzquantenausbeute @p(Q) gilt in dem Fall
Gleichung 1.1-10

kF kF

— F _ ___F 1.1-10
ko + qu[Q] ko'

CDF(Q) =

Fiir das zeitliche Abklingverhalten der Fluoreszenz gilt damit Gleichung 1.1-11.

F(t)=F(0)-exp(—t/7 ) 1.1-11

In der Praxis wird die Fluoreszenzquantenausbeute mit Hilfe einer Referenzprobe
mit bekannter Fluoreszenzquantenausbeute bestimmt. Dabei wird folgende

Gleichung benutzt [1]:

F(P)-E(R)-n*(P)
F(R)-E(P)-n*(R)

1.1-12

®,(P)=®,(R):

(R) = Referenz,

(P) = Probe

E = Extinktion

n = Brechungsindex des Losungsmittels
F = Gesamte Fluoreszenzintensitdt

1.1.3 Relaxation eines angeregten Molekiils unter Beteiligung

eines anderen Molekiils

Bei einem Zusammenstof3 eines angeregten Farbstoffes D* (D steht fiir Donor) mit

einem weiteren nicht angeregten Molekiil O (Q steht fiir Loscher, eng. Quencher)
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konnen folgende Reaktionen' auftreten, die in den nachfolgenden Kapiteln genauer
betrachtet werden sollen:

e Energietransfer

e Elektronentransfer

e Exciplexbildung

1.1.3.1 Relaxation eines angeregten Farbstoffes iiber Energietransfer

Beim Energietransfer wird die Anregungsenergie eines Donors D auf einen Loscher
QO (oder Akzeptor) iibertragen. Eine notwendige Voraussetzung fiir die
Energieiibertrag vom Donor zum Akzeptor ist die Uberlappung des
Emissionsspektrums des Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors.
Allgemein kann zwischen strahlenden und nicht strahlenden
Energieiibertragungsreaktionen unterschieden werden.

Der strahlende Energietransfer entspricht der Emission eines Photons durch den
Donor und anschlieBende Absorption dieses Photons durch den Akzeptor. Der
strahlende Energietransfer erfolgt liblicherweise liber eine Distanz, die grofer ist als
die Wellenldnge des von Donor emittierten Lichts. Die Wahrscheinlichkeit des
strahlenden Energietransfers hingt von der Uberlappung des Emissionsspektrums
des Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors und der Konzentration des
Akzeptors ab. Im Gegensatz dazu erfolgt der strahlungslose Energietransfer ohne
Emission eines Photons iiber Distanzen, die kleiner sind als die Wellenlidnge des von
Donor emittierten Lichts. Hier wird zwischen dem Energietransfer iiber eine Dipol-
Dipol-Wechselwirkung (Forster-Energietransfer) und zwischen dem Energietransfer
iiber einen Elektronenaustausch-Mechanismus (Dexter-Energietransfer)
unterschieden.

Der Forster-Energietransfer (auch Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer oder kurz
FRET genannt) erfolgt iiber eine Distl-1-14anz von etwa 0.5 bis 10 nm, wobei die
Effizienz des Energietransfers mit der sechsten Potenz des Abstands beider

Reaktionspartner abnimmt. Charakteristisch fiir FRET ist, dass die Spin-Multiplizitat

" Hier werden nur fiir diese Arbeit relevante Relaxationswege eines organischen Farbstoffs mit einem
vorgegebenen Schema der beteiligten elektronischen Zusténde (siehe Kapitel 3.2.2) beschrieben.
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des Akzeptors erhalten bleibt. In der Regel tritt FRET als sogenannter Singulett-
Singulett-Energietransfer (SEET) auf (Abbildung 1.1-3).

Singulett-Singulett —Energietransfer
(SEET) nach dem Férster Mechanismus

t)
TD1 = @ @ 1Q1 -
o hi—
E’) EI_ SEET >
) gi
U U
'D, == 1Y N'Q,

Energietransfer 1 p
1D1 + 1Qo —- DO + Q1

Abbildung 1.1-3 Mechanismus des FRET
Unter SEET versteht man im Allgemeinen eine Ubertragung der Anregungsenergie
eines elektronisch angeregten Donors im Singulettzustand auf einen Akzeptor im
Singulettgrundzustand. = Beim  Energietransfer  iiber eine  Dipol-Dipol-
Wechselwirkung sind (abgesehen von SEET) folgende Energietransferreaktionen
moglich:
e 'D;+°Q,2> 'Dy+°Qu1 (Energietransfer auf héheren Triplettzustand des
Akzeptors)
e °D;+'Qy> 'Dy+ 'Q (Triplett-Singulett-Energietransfer)
. 3D1+ 3Qn9 1D0+ 3Qn+1 (Energietransfer auf einen hoheren Triplettzustand
des Akzeptors)
Im Vergleich zu FRET sind fiir den Dexter-Energietransfer deutlich kiirzere
Distanzen von <1nm notwendig, da hier die Orbitale der beteiligten
Reaktionspartner iiberlappen miissen. Die Effizienz des Dexter-Energietransfers
nimmt exponentiell mit dem Abstand der beiden Reaktionspartner ab. Da bei dem
Dexter-Energietransfer zwei Elektronen ausgetauscht werden, konnen sich beim
Dexter-Energietransfer die Spin-Multiplizititen des Akzeptors und des Donors
andern (vergl. Abbildung 1.1-4). Durch einen Dexter-Energietransfers ist sowohl
Singulett-Singulett-Energietransfer als auch Triplett-Triplett-Energietransfer (TEET)

moglich. Unter TEET versteht man im Allgemeinen eine Ubertragung der

10
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Anregungsenergie eines elektronisch angeregten Donors im Triplettzustand auf einen

Akzeptor im Singulettgrundzustand.

Singulett-Singulett Energietransfer(SEET) Triplett-Triplett —-Energietransfer (TEET)

nach dem Dexter Mechanismus nach dem Dexter Mechanismus
3]
'D, =0 v, __ JDTE @sQ, -
o o o —
g <| SEET > g [ TEET >
s 0 B 0 0. _
Dy =1y t'Q, Dy =N t'Q =
B—0 o 86 @ & 0 0
@i ] &

Energietransfer

Energietransfer
D, +'Q, =—————— D, +Q, D, +1Q, —————s

'Dy +°Q,
Abbildung 1.1-4 Mechanismus des Dexter-Energietransfers

1.1.3.2 Relaxation eines angeregten Farbstoffes iiber einen Elektronentransfer

Ein Zusammenstofl zwischen einem angeregten Molekiil und einem Ldscher kann zu
einem Elektronentransfer filhren, wenn die freie Enthalpie fiir diesen Prozess negativ
ist (vergl. Rehm-Weller-Gleichung Gleichung 1.1-13 [22, 23]).

Nach einem Zusammensto3 eines angeregten Farbstoffes mit einem Ldéscher kann es
entweder zur Bildung eines Exciplexes' mit anschlieBender Entstehung eines
solvatgetrennten Radikalionenpaars oder direkt zur Bildung eines solvatgetrennten
Radikalionenpaars kommen. Nach einem Elektronentransfer kann sofort eine
Rekombination der beiden gebildeten Ionen stattfinden, so dass am Ende der
Reaktion die beiden Reaktionspartner wieder im elektronischen Grundzustand

vorliegen (vergleiche Abbildung 1.1-5).

AGprpegy = E, . —E, ., — E, +AG(e) 1.1-13

ox

AGgrp= ) = freie Enthalpie fiir Elektronentransfer zwischen einem Loscher Q und einem angeregten
Zustand D* eines Donors.

E,, E... = Oxidations- bzw. Reduktionspotenzial der beteiligten Komponenten

Ep« = Ubergangsenergie des angeregten Zustands D*

AG(g) = ein Term, der die Coulomb-Wechselwirkung und die Solvatisierung durch

' Im Rahmen dieses Kapitels wird die Relaxation iiber Bildung eines Komplexes am Bsp. Von einem
Exciplex erldutert, wobei alle beschriecbenen Reaktionspfade ohne weiteres bei einem
Grundzustandkomplex, der durch die Absorption eines Photons angeregt wird, mdglich wéren.

11
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Losungsmittelmolekiile fiir das neugebildete lonenpaar beschreibt. Im Rahmen dieser Arbeit wird
dieser Term als vernachlissigbar angenommen [24].

Komplex/  Solvatgetrenntes Freies
Exciplex Radikalionenpaar  Radikalionenpaar

A
TD1+1Q0 1 o+ - P e
To~'0 Q) D* (S) 2Q- 2p+ + 2Q-
A \)'I_(_-———-—'—_-—-——>_
o |°D1+'Q E
- ——
B
2 o
w Rekombination
1D1 + 1QO g

Abbildung 1.1-5 Der Mechanismus der Relaxation eines angeregten Farbstoffs iiber Bildung eines
Exciplexes bzw. eines angeregten Grundzustandkomplexes mit anschlieBenden Ladungstrennung und
einer Rekombination. Der rote Pfeil reprasentiert die dirckte Anregung des Donors bzw. des
Grundzustandkomplexes, die durchgezogenen vertikalen schwarzen Pfeile reprasentieren Relaxation
unter Emission eines Photons, die gewellten Pfeile repriasentieren die strahlungslose Relaxation, die
gestrichelte Pfeile repréasentieren die Triplettiibergénge [25].

Verlduft die Rekombination sehr schnell (<20 ns), so dass sich keine freien lonen
bilden kénnen, wird meistens' die Multiplizitit der beiden Reaktionspartner aufgrund
der Spin-Spin-Kopplung erhalten bleiben. Bei einer langsamen Rekombination kann
das urspriingliche Ionenpaar zu freien lonen solvatisiert werden. Dies hat zu Folge,
dass die Rekombination als eine bimolekulare Reaktion zwischen zwei Dubletts
angesehen werden kann. Damit konnen sowohl der angeregte Singulettzustand als
auch der Triplettzustand eines Farbstoffes in den Singulettgrundzustand iiber einen

Elektronentransfer mit anschlieBender langsamer Rekombination relaxiert werden.

1.1.4 Fluoreszenzanisotropie

In einer Losung sind die Orientierungen der Ubergangsdipolmomente zufillig
verteilt. Wird eine solche Probe mit polarisiertem Licht angeregt, so wird die

Strahlung auch von denjenigen Fluorophoren absorbiert, deren Absorptions-

iibergangsdipolmomente (a) nicht exakt parallel zum Feldvektor (E ) des An-

" Der Ubergang des Donors in den Triplettzustand ist grundsitzlich aufgrund von Spin-Bahn-
Kopplung ist Grundsétzlich mdglich, wobei die Wahrscheinlichkeit eines solchen Uberganges klein
ist.

12



Theoretische Grundlagen 1.1

regungslichts liegen. Wobei diejenigen Fluorophore, deren Vektor a exakt parallel

zum Feldvektor E ausgerichtet ist, am wahrscheinlichsten das Licht absorbieren
werden. Dieses Phidnomen nennt man Photoselektion (Abbildung 1.1-6). Bei
anschlieBender Emission des absorbierten Lichtes ist die emittierte Strahlung
aufgrund der Photoselektion nicht mehr linear polarisiert. Dieses Phidnomen als

Fluoreszenzanisotropie (7) bezeichnet. r ist dabei durch Gleichung 1.1-14 definiert

[1]:

3<00529>—1 1.1-14

r = Anisotropie

6 = Winkel zwischen 4 und E

Bei statistisch verteilten Molekiilen gilt fiir die Anisotropie der Wert » = 0.4 [1]. Fiir
nicht statistisch verteilte Molekiile sind zwei Grenzfille denkbar:

e alle Molekiile sind so angeordnet, dass die Ubergangsdipolmomente ()
parallel zum Feldvektor ( £) ausgerichtet sind (€ =0°), somit wiirde die
Fluoreszenzanisotropie den Wert » = 1 annehmen (siehe Gleichung 1.1-14)

e alle Molekiile sind so angeordnet, dass die Ubergangsdipolmomente ()
senkrecht zum Feldvektor ( £ ) ausgerichtet sind (& = 90°), die Fluoreszenz-
anisotropie wiirde in dem Fall den Wert »=-0.5 annehmen (siehe
Gleichung 1.1-14).

Zwischen der Absorption und Emission eines Photons kann sich die Richtung des
Ubergangsdipolmoments aufgrund der Rotationsdiffusion des Fluorophors dndern.

Die Perrin-Gleichung (Gleichung 1.1-15) beschreibt diesen Zusammenhang [1]:

_ b
= 1.1-15
1+—
P
o=l 1.1-16
k,T

ro = fundamentale Fluoreszenzanisotropie
r = Fluoreszenzanisotropie

13
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7 = Fluoreszenzlebensdauer

p = Rotationskorrelationszeit

V = Molekiilvolumen

n = Viskositdt des Losungsmittels
k, = Boltzmann-Konstante

T = Temperatur

Die fundamentale Fluoreszenzanisotropie ry ist nach Gleichung 1.1-15 der Grenzwert
der Fluoreszenzanisotropie, bei einer sehr lange Rotationsdiffusion (p >> ) bzw. bei
einer sehr kurzen Fluoreszenzlebensdauer (<< p). ry ist eine fluorophorspezifische

Konstante fiir statistisch verteilte Molekiile und ist vom Winkel (f) zwischen dem

Absorptionsiibergangsdipolmoment g und dem Emissionsiibergangsdipolmoment f_:

abhingig (siehe Abbildung 1.1-6) [1]. Fiir Winkel B zwischen 0 < < 90° folgen aus

Gleichung 1.1-17 die Grenzwerte der fundamentalen Anisotropie -0.2 <r; < 0.4

3cos’ f-1 3<COSZ‘9>—1 3cos” f—1 3cos’ f-1 1.1-17
I"OZ 2 . 2 :0.4- 2 = 5

H
cos 8

o
I
“% NG)
\\@
\

\
my

\
%51 6 cos @
.

Fy=cos®@

F,=sin?8 sin®

Abbildung 1.1-6:Molekiildipolmomente und Anisotropie [1]: (Links) schematische Darstellung
des Winkels (/) zwischen dem Absorptionsiibergangsdipolmoment @ (blau) und dem

Emissionsiibergangsdipolmoment f (griin). (Rechts) schematische Darstellung des Winkels (&)

zwischen dem Absorptionsiibergangsdipolmoment d und dem Feldvektor des Anregungslichts

In der Fluoreszenzspektroskopie wird die Fluoreszenzanisotropie unter Verwendung
von Anregungs- und Emissionspolarisatoren gemessen. Die Fluoreszenzanisotropie

ist in dem Fall durch die Gleichung 1.1-18 definiert.
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_ FV_FH

r= 1.1-18
F,+2F,

Fy = Fluoreszenzintensitdt vertikal zur Polarisationsebene des Anregungslichts
Fy = Fluoreszenzintensitdt horizontal zur Polarisationsebene des Anregungslichts

1.1.5 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS)

Die  Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie  (engl.  fluorescence  correlation
spectroscopy; FCS) ist eine spektroskopische Technik zur Untersuchung von
thermodynamischen und kinetischen Eigenschaften von Molekiilen in Losung.

Die Grundlage fiir FCS bildet meist ein konfokales Fluoreszenzaufbau (vergl.
Abbildung 2.3-1). Das Anregungslicht wird mit Hilfe eines Objektivs in die Probe
fokussiert, sodass ein moglichst kleines Anregungsvolumen entsteht. FCS basiert auf
der auf der statistischen Analyse von Intensitatsfluktuationen des Fluoreszenzsignals
im Anregungsvolumen. Dabei wird das zeitabhidngige Fluoreszenzsignal F(?), das
durch Fluktuationen OF(#) um einen Mittelwert <F> beschrieben werden kann
(Gleichung 1.1-19), in Form einer normierten Autokorrelationsfunktion Gz,

analysiert (Gleichung 1.1-20) [3, 26].
F(t)=oF(t)+(F) 1.1-19

(SF(t)-oF (¢ +12.)) 1.1-20

(F)

G(t,)=1+

t. = Korrelationszeit

Der Zeitbereich der kinetischen Prozesse, die mit Hilfe der FCS untersucht werden
konnen, liegt zwischen wenigen Nanosekunden bis zu mehreren Sekunden. Bei den
kinetischen Prozessen handelt es sich unter anderem um Triplettkinetiken [2],
Translationsdiffusion, gerichtete Transportprozesse [3, 4] oder chemische
Umwandlungen [5]. Wenn die Signalfluktuationen auf verschiedene voneinander
unabhingige Prozesse zurlickzufiihren sind, kann die Korrelationsfunktion als

Summe der einzelnen Terme beschrieben werden (Gleichung 1.1-21) [27].
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1
=1+— ) G 1.1-21
L6

Gekoppelte Prozesse miissen in einer gemeinsamen Funktion behandelt werden [27].

Im Laufe dieser Arbeit wurden folgende Prozesse mittels F'CS untersucht:

e Diffusion (siehe Gleichung 1.1-22) [3, 28]

e Aktiver Transport  aufgrund eines laminaren  Flusses  (sieche
Gleichung 1.1-23) [3, 4, 29]

e Triplettiibergidnge (siche Gleichung 1.1-24) [2]

e Radikalbildung (siehe Gleichung 1.1-25) [30]

1 1
Glt)=—4 ; 1.1-22
1+~ 1+7¢’2
Ip (zy/ @y)” -1,
t
G(t,) = EXP [ L— 1.1-23
G(t)= E)G{——] 1.1-24
G(t.) :E)g{_ t_cj 1.1-25
R

G(t.) = Korrelationsfunktion

t. = Korrelationszeit

t; = Diffusionszeit (die Zeit, die ein frei diffundierender Fluorophor braucht um das konfokale
Volumen zu durchqueren)

tr = Flusszeit

tr = Triplettrelaxationszeit

tg = Radikalrelaxationszeit

wy/zy = Parameter, die das konfokale Messvolumen charakterisieren (zy = Radius des Volumens
entlang der z-Achse, ay = Radius des Volumens in der x-y Ebene)

Die radiale und axiale Ausdehnung des konfokalen Volumens wird mit den
Parametern @y und z, beschrieben, wobei @y und zy, den rdumlichen Bereich,

innerhalb dessen die detektierte Intensitit auf e abgefallen ist, beschreiben [31].
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@, =+4-D-t, 1.1-26

@y = Radius des konfokalen Messvolumens in x-y Ebene

z9 = Radius des Volumens in der z-y (oder z-x) Ebene,

D = Diffusionskoeffizient des Fluorophors

ty = Diffusionszeit

Die charakteristische Diffusionszeit ¢; liefert bei bekanntem Diffusionskoeffizienten

D des Fluorophors den fokalen Radius my des Experiments [31].

1.2 Photozerstorung

Eine der Moglichkeiten fiir die angeregten Farbstoffe in einen stabileren Zustand zu
gelangen, ist die Umsetzung der Anregungsenergie in einer irreversiblen chemischen
Reaktion (Photozerstorung) [32-36]. In nicht entgasten Losungen reagieren angeregte
Farbstoffe hdufig mit Sauerstoff, wobei der Sauerstoff sich sowohl positiv als auch
negativ auf die Photostabilitit eines Farbstoffes auswirken kann [32, 37]. Bei der
Reaktion der Farbstoffmolekiile untereinander zu den Photoprodukten wird eine

Reaktionskinetik zweiter Ordnung erwartet [32-38].

1.2.1 Geschwindigkeit der Photozerstérung

Wihrend bei der Photozerstorung durch den gelosten Sauerstoff (Sauerstoff in
groBem Uberschuss) eher eine Reaktionskinetik zweiter bzw. pseudo-erster Ordnung
(bei kleinen Farbstoffkonzentrationen) zu erwarten ist, wird bei der
monomolekularen Reaktion ausschlieBlich eine Reaktionskinetik erster Ordnung
erwartet.

Wird fiir die Photozerstorungsreaktion eine Reaktionskinetik erster Ordnung
angenommen, so kann die Reaktionsgeschwindigkeit durch eine makroskopische
Geschwindigkeitskonstante &, ausgedriickt werden (Gleichung 1.2-1). Diese

beschreibt den zeitlichen Abfall der Konzentration der Fluorophore cx(?).

de,(t)
dt

mit der Losung

k. ¢, (1) 12-1
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cp(t) =cp(0)-exp(=k. - 1) 1.2-2

Der Fluoreszenzabfall in einer bestrahlten Losung mit dem Volumen V;; kann durch

Gleichung 1.2-3 ausgedriickt werden. [39]:

F(t)=Fyexp(~k, 1)=®, S, -c,(0)-V,, -7, -exp(~k, 1) 1.2-3

Fy= Fluoreszenzsignal zum Zeitpunkt t = 0

k. = makroskopische Geschwindigkeitskonstante der Photozerstorung
@p= Fluoreszenzquantenausbeute

S1eq = Stationdre Besetzungswahrscheinlichkeit des S;-Zustands

cr(0) = Konzentration des Fluorophors zum Zeitpunkt t = 0

Vi = bestrahltes Volumen'

7y = Lebensdauer der Fluoreszenz

1.2.2 Quantenausbeute der Photozerstorung

Die mikroskopische Loschrate fiir die Fluoreszenz wird durch die Quantenausbeute

der Photozerstdrung @, und der Fluoreszenzlebensdauer 7, beschrieben [39]:

k,=—t 1.2-4

Durch Gleichung 1.2-5 ist die makroskopische Loschrate k, mit der Quantenausbeute
der Photozerstorung @, (Verhéltnis von den photozerstorten Molekiilen zu den

absorbierten Photonen) verbunden.

D, = Vi k, 1.2-5

) Oy y-b.-P

001 = molekularer Absorptionsquerschnitt fiir den Ubergang aus dem Syin den S; Zustand
y = inverse Photonenenergie

b. = optische Weglinge

P = Anregungsleistung

! Zu beachten ist, dass bei einem Experiment mit einer Kiivette in der Regel nicht das gesamte
Volumen einer Probe bestrahlt werden kann. Unter der Voraussetzung, dass die Probe in der Kiivette
sehr schnell durchmischt wird (Mischgeschwindigkeit >> Photozerstérungsgeschwindigkeit), kann fiir
das bestrahltes Volumen V;; das gesamte Volumen eine Probe eingesetzt werden.
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Der Kehrwert der Quantenausbeute der Photozerstdrung entspricht der Anzahl der
iberlebten Absorptionszyklen eines Fluorophors. Damit kann die mittlere Anzahl der
Photonen <N,imax>, die ein Fluorophor emittieren kann bevor er ausgeblichen ist,

mit Hilfe der Gleichung 1.2-6 berechnet werden.

< Nph(max) >= (Dz_)l '(DF(Q) 1.2-6
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2 Allgemeine Methoden

2.1 Absorptionsspektroskopie

Als Absorptionsspektrometer wurde ein Cary-300 Bio (Varian) verwendet. Alle
Messungen wurden in Quarzkiivetten (Hellma) mit einer Schichtdicke von
1 x 0,4 cm (Vol. 1,5 mL) durchgefiihrt. Die Spektren wurden nach einer Basislinien-

korrektur gegen eine Referenzkiivette mit dem Losungsmittel aufgenommen.

2.2 Fluoreszenzspektroskopie

Fiir die Messung der stationdren Fluoreszenz wurde ein FluoroLog-3 (Jobin Yvon
Horiba) verwendet. Als Lichtquelle diente eine Xenon-Lampe mit einer Leistung von
400 W (Osram). Die Messungen wurden in Quarzkiivetten (Hellma) mit einer
Schichtdicke von 1x 0,4 cm (Vol. 1,5 mL) durchgefiihrt.

Fir die Messung der zeitaufgeldsten Fluoreszenzanisotropie und der Fluoreszenz-
lebensdauer wurde ein 5000 U Spektrometer (/BH) verwendet. Als Lichtquelle diente
ein gepulster Diodenlaser (Picoquant) mit einer Repetetionsrate von k., = 10 MHz

Wellenldnge von 4 =471 nm.

2.3 Fluoreszenzmessungen am Einzelmolekiilfluoreszenz-

aufbau

Speziell fir FCS und Einzelmolekiilmessungen wurde ein modifiziertes konfokales
Mikroskop (IX71, Olympus) [8] (Abbildung 2.3-1) verwendet. Da im Rahmen dieser
Arbeit unterschiedliche Modifikationen desselben Aufbaus verwendet wurden, ist in
diesem Kapitel nur das allgemeine Funktionsprinzip des Fluoreszenzaufbaus
erldutert.

Bei dem Fluoreszenzauftbau wird das Anregungslicht {iber einen dichroitischen
Strahlteiler in ein Wasserimmersions-Objektiv (UPLAPO 60 NA = 1.2, Olympus)
eingekoppelt und in einer Probe fokussiert. Das Fluoreszenzsignal der Probe wird
durch das gleiche Objektiv gesammelt, und mit einer Tubuslinse auf einer

Lochblende, die das Anregungsvolumen in axialer Richtung begrenzt, abgebildet.
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Abbildung 2.3-1 Fluoreszenzaufbau fiir die Durchfithrung von FCS und Einzelmolekiilmessungen. [8,
40]

Der Fluoreszenzstrahl wird mit einem Polarisationsteiler in zwei Polarisationebenen
(parallel und senkrecht zur Polarisationsebene des Anregungslichts) getrennt. Jede
der Polarisationsebenen wird wiederum mit einem dichroitischen Strahlteiler in zwei
Farben (rot, griin) aufgespalten. Jeder Teilstrahl wird mit einer Linse iiber einen
Bandpass Fluoreszenzfilter auf einen Detektor abgebildet. Die Signale der
Detektoren werden mit einem Hardware-Korrelator (ALV-5000, ALV-Laser,
Langen, Deutschland) oder zwei unabhingigen PC-Karten (SPC-150, Becker &
Hickl) verarbeitet. Zusétzlich kann der Fluoreszenzstrahl mit einem Klappspiegel vor
der Lochblende auf eine CCD Kamera (CCD, DV887 ECS-BV, Andor) umgelenkt
werden.

Bei den Einzelmolekiilmessungen am Fluoreszenzautbau wird die Konzentration der
Fluorophore so niedrig gewédhlt (c~pM), dass nur einzelne Molekiile im
Detektionsvolumen beobachtbar sind. Das Fluoreszenzsignal der einzelnen Molekiile
wird dabei mit Hilfe der sogenannten MFD-Methode (Multiparameterfluoreszenz-
detektion) aufgenomen und ausgewertet [27, 41-43]. Bei dieser Methode wurden zu

jedem detektierten Photon zusitzlich mindestens 4 Parameter gespeichert:
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1 Die zeitliche Reinfolge der Photonen (Ereignissnummer en#)
2 Der zeitliche Abstand des Photons zum néchsten Laserpuls
(Fluoreszenzabklingzeit A7)
3 Der zeitliche Abstand zum nichsten Photon (A4¢)
4 Die Nummer des Detektors (das spektrale Detektionsfenster und die
Polarisation beziiglich der Polarisation des Lasers)
Im Rahmen dieser Arbeit werden drei verschiedene Modifikationen des
Fluoreszenzaufbaus verwendet:

e FCS-Fluoreszenzaufbau (Kapitel 3.2.3.16)

e Einzelmolekiilfluoreszenzaufbau 1 (Kapitel 3.1.3.1)

e Einzelmolekiilfluoreszenzaufbau 2 (Kapitel 3.3.3.5)

2.4 Selektion eines Einzelmolekiilfluoreszenzereignisses

bei MFD-Messungen

Bei einer Einzelmolekiilmessung besteht die aufgenommene Zihlrate hauptsédchlich
aus dem Untergrundsignal. Da nur die Einzelmolekiilfluoreszenz fiir die weitere
Analyse von Interesse ist, werden aus der detektierten Photonenspur die
Einzelmolekiilereignisse (Fluoreszenzbursts oder Burst) selektiert und die Daten erst
dann analysiert (Abbildung 2.4-1). Die Selektion eines Fluoreszenzbursts erfolgt
iiber den zeitlichen Abstand A¢ eines jeden Photons. Diffundiert ein einzelner
Fluorophor in das Detektionsvolumen, so fiihrt die erhdhte Zahlrate zu niedrigeren At
Werten, die wieder steigen, wenn der Fluorophor aus dem Detektionsvolumen
rausdiffundiert. Bei den meisten Einzelmolekiilmessungen erreichen die
Fluktuationen des Untergrundsignals die gleiche Gréfenordnung wie das
beobachtete Fluoreszenzsignal [44, 45]. Deswegen werden die A¢-Daten mit einem
gleitenden Mittelwert geglattet bevor die Fluoreszenzbursts selektiert werden
konnen. Der gleitende Mittelwert gléttet den poissonverteilten Untergrund, wobei die

Fluoreszenzsignalspitzen erhalten bleiben.
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Abbildung 2.4-1 Einzelmolekiilphotonenspur von RA 123 in Phosphatpuffer (ndheres siche
Kap 3.3.3.5).

Die gefilterten Daten A¢*(en#) sind durch die (Gleichung 2.4-1) gegeben [7, 44]:

At*(en#)zgi(en#)=%~ iAt(en#+J) 2.4-1
m

+1 /=

M = gesamte Anzahl der Photonen
en# = Ereignisnummer eines Photons
2m+1 = Breite des Fenster bei der Bildung des Mittelwerts mit m<en#<M-m

Unterschreitet eine bestimmte minimale Anzahl der aufeinander folgenden Photonen
(ns) mit einem geglitteten Wert (4¢*) einem bestimmten Schwellenwert (A4¢,), so
wird dieses Ereignis als Einzelmolekiilereignis interpretiert. Die Ereignisnummern
des ersten und des letzten Photons jedes ausgewdhlten Einzelmolekiilereignisses
werden gespeichert. Fiir die Analyse werden letztendlich nur Photonen von der nicht
geglitteten Photonenspur genommen, deren Ereignisnummern einschlieSlich

zwischen den zuvor gespeicherten Ereignisnummern liegen (Abbildung 2.4-2).

23



Allgemeine Methoden 24
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en#
Abbildung 2.4-2 Selektion der Einzelmolekiilfluoreszenzbursts von Rh 123 in Phosphatpuffer.
Oben: mit einem gleitenden Mittelwert geglittete A7-Daten (m =5, siche Gleichung 2.4-1) Mit griin
und blau ist das erste bzw. letzte Photon eines ausgewéhlten Bursts markiert. Die rote Linie zeigt
dabei die Schwelle (4¢;, = 0.1 ms, n,; = 10 Photonen) fiir die Selektion eines Bursts an.
Unten: Ungegléttete A4¢-Daten, mit selektierten Photonen, die rot markierten sind.
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2.4.1 Durchmesser der Anregungs- und der Detektionsvolumina
zusammen mit Leistungsdichten bei FCS- und Einzelmolekiil-

Messungen

2.4.1.1 Die mittlere Leistungsdichte bzw. mittlere Leistung eines Laserstrahls

mit gaufiférmigen Intensitditsprofil

Wird ein Laserstrahl mit gauBformigem' (Gleichung 2.4-2) Intensitétsprofil auf einen
Bereich im Raum fokussiert, so entsteht ein Bereich im Raum, mit einer maximalen
Leistungsdichte /) im Fokusmittelpunkt. Die Leistungsdichte nimmt exponentiell in
alle Raumrichtungen mit der Entfernung vom Fokusmittelpunkt ab. Ein
Raumbereich, in dem die Leistungsdichte des Lasers I>Iye” betrigt, wird als

Anregungsvolumen bezeichnet.

2 2
I(x,y,Z)zlo-exp _2r_2 - CXp —22—2 2.4-2
a, Z,

r = radiale Entfernung vom Fokusmittelpunkt (r = (x*+y?)"’)

@y = Radius des Anregungsvolumens in der x-y Ebene (radiale Entfernung vom Fokusmittelpunkt bei
der die Leistungsdichte auf 1/e? abgefallen ist)

z = axiale Entfernung vom Fokusmittelpunkt

z9 = Radius des Anregungsvolumens entlang der z-Achse (axiale Entfernung vom Fokusmittelpunkt
bei der die Leistungsdichte auf 1/e? abgefallen ist)

Bei allen in dieser Arbeit verwendeten Fluoreszenzaufbauten betrug das Verhdltnis zy/ ) > 3.5.

' Das Anregungsprofil bei einem fokussierten Laser entspricht einem GauB-Lorenz Profil. Im
Rahmen dieser Arbeit werden das Anregungsprofil und das Detektionsprofil nur qualitativ diskutiert.
Fiir die qualitative Betrachtung geniigt die Annahme eines mit der Gleichung 2.4-2 beschriebenen 3D
gauBformigen Profils
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Abbildung 2.4-3 Schematische Darstellung des Anregungsvolumens (Raumbereich innerhalb dessen
die Leistungsdichte des Lasers I>I,e” betrigt) und des konfokalen Volumens (Raumbereich
innerhalb dessen die detektierte Fluoreszenzintensitiit /> Inye” betrigt) fiir den im Kapitel 3.2.3.7
beschriebenen Fluoreszenzaufbau fiir FCS-Messungen.

Die Leistungsdichte wird im Allgemeinen nach der Gleichung 2.4-3 aus der Leistung

und der beleuchteten Fldche bestimmt.

(I)=(P) (7 ;) 2.4-3

<P> = mittlere Leistung des Lasers(wird direkt am Laserstrahl gemessen)
@y = Radius des Anregungsvolumens in der x-y Ebene.

Die mittlere Leistung <P>, kann direkt im Laserstrahl mit Hilfe eines Leistung-
Messgerdts bestimmt werden. Die maximale Leistung betrdgt dabei (unter der

Annahme des gauB3formigen Intensitétsprofils):
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P :<p>.2 2.4-4

P = Leistung im Maximum des Gauf3-Profils

2.4.1.2 Die mittlere Leistungsdichte bzw. mittlere Leistung der Fluoreszenz bei
einem gaufiférmigem Intensitdtsprofil des Laserstrahls und bei gleichzeitiger

Verwendung einer Lochblende

Bei Messungen an einem Fluoreszenzauftbau im Zusammenhang mit der
Verwendung einer Lochblende im Detektionsteil des Strahlengangs (vergleiche
Abbildung 2.3-1) muss zusdtzlich die Transmission der Lochblende beriicksichtigt
werden. Die verringerte Transmission bei der Verwendung der Lochblende fiihrt
dazu, dass das Intensitéitsprofil der detektierten Leistung Pr von dem Intensitétsprofil
des Lasers abweicht. Damit muss ein zusitzliches Volumen fiir Messungen mit einer
Lochblende definiert werden. Unter der Annahme einer ebenfalls gauf3formigen
Verteilung der detektierten Leistungsdichte und einer maximalen detektierten
Leistungsdichte im Fokusmittelpunkt /zy, wird der Raumbereich innerhalb dessen die
detektierte  Leistungsdichte  Ir>Izye” als  konfokales Volumen (oder
Detektionsvolumen) bezeichnet. Die mittlere Anregungsleistungsdichte im
Detektionsvolumen kann bestimmt werden indem das arithmetisches Mittel der
Anregungsleitungsdichte im rdumlichen Bereich des Detektionsvolumens gebildet

wird.
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Abbildung 2.4-4 Das Anregungsprofil in x,y-Ebene fiir den F'CS-Fluoreszenzaufbau (schwarze Linie)
(Kapitel 3.2.3.7) und das Profil der detektierten Leistung am gleichen Fluoreszenzaufbau bei einer
Lochblende mit dem Durchmesser von d; =50 um (rote Linie) Die beiden Profile wurden mit Hilfe
der Gleichung 2.4-2 und in Tabelle 2.4-1 zusammengetragenen Werten des @ berechnet. Die
Transmission der Lochblende fiihrt dazu, dass bei der Bestimmung der mittleren Anregungsleistung
im Detektionsvolumen nicht mehr das gesamte Anregungsprofil verwendet werden kann. Bei dem
FCS-Fluoreszenzaufbau mit der Lochblende mit dem Durchmesser von d; =50 pm betrigt die
mittlere Anregungsleistung (arithmetisches Mittel der Anregungsleistung (schwarze Kurve) oberhalb
der griinen gestrichelten Linie) <Pp> = 0.8 P,

Fir den im Kapitel 3.2.3.7 beschriebenen Fluoreszenzaufbau bei einem
Lochblendedurchmesser von d; =50 um (der Fokusdurchmesser ohne Lochblende
betrug dabei wo=0.77 [um] (Tabelle 2.4-1) bei einem VergroBerungsfaktor des
Objektivs von 60 X) unter Berlicksichtigung des gau3formigem Transmissionprofils
der Lochblende gilt fiir <Pr> Gleichung 2.4-5 bzw. fiir </> Gleichung 2.4-6
(vergleiche Abbildung 2.4-4).

(P.)=08-P, =(P)-1.6 2.4-5

(1)=1.6-(P)/((z- ) 2.4-6

Bei Einzelmolekiilmessungen im mikrofluidischen Mixer wurde eine anderer

Fluoreszenzaufbau (Einzelmolekiilfluoreszenzaufbau 2 Kapitel 3.3.3.5) verwendet.
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Die Einzelmolekiilmessungen wurden mit einer Lochblende mit dem Durchmesser
von d=70 pm durchgefiihrt. Zusitzlich wurde bei Einzelmolekiilmessungen ein
anderer Laser mit kleinerem Laserstrahldurchmesser im Vergleich zu den FCS-
Messungen (Kapitel 3.2) verwendet. Dies macht eine Anpassung der
Leistungsdichten erforderlich, um die FCS-Messungen am FCS-Fluoreszenzaufbau
(Kapitel 3.2.3.7) mit den FCS- oder FEinzelmolekiil-Messungen am
Einzelmolekiilfluoreszenzaufbau 2 (Kapitel 3.3.3.5) vergleichen zu konnen. Die
Leistungsdichten am Einzelmolekiilfluoreszenzaufbau 2 wurde an die des FCS-
Fluoreszenzaufbaus empirisch (unter zu Hilfenahme der Triplettamplitude von
Rh 123) in Phosphatpuffer angepasst. Dabei wurden die Leistungsdichten so gewéhlt,
dass die Triplettamplituden mit denen am FCS-Fluoreszenzaufbau gemessenen
iibereinstimmen (siche Abbildung 2.4-5). Fiir die Einzelmolekiilmessungen gilt
damit die empirisch ermittelte Gleichung 2.4-7, wobei ayur - 79 in dem Fall dem
Radius des konfokalen Volumens bei einer Lochblende mit einem Durchmesser von

d; =70 pum entspricht.

(1) =1.1-(P) (- @y o)) 247
0.7 - —e— Einzelmolekiil-Aufbau
1 FCS-Aufbau 2
0.6
0.5
0.4- /"
(o ]
0.3
0.2 p
] _ =
014 —
o . — 100

<I> [kW/cm?]
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Abbildung 2.4-5 Triplettamplituden des Rh /23 in Phosphatpuffer gemessen am FCS-
Fluoreszenzaufbau (Kapitel 3.2.3.7) mit einem Lochblendedurchmesser von d;=50pum und am
Einzelmolekiilfluoreszenzautbau  (Kapitel 3.3.3.5) mit einem Lochblendedurchmesser von
d; =70 pm. Bei der Berechnung der Leistungsdichten wurde Gleichung 2.4-6 fiir den FCS-
Fluoreszenzaufbau und Gleichung 2.4-7 fiir den Einzelmolekiilfluoreszenzaufbau verwendet.

Bei allen Fluoreszenzaufbaukonfigurationen wurde der Konfokalvolumenradius mit
Hilfe einer FCS-Messung vom Rh 110 in Wasser bestimmt, wobei zur Berechnung
des @y die Gleichung 1.1-26 (wp = (4-D't)*° mit Dy;0=0.44 cm*ms [46])

verwendet wurde (vergl. Tabelle 2.4-1).

Tabelle 2.4-1 Radien des konfokalen Volumens (ay), Durchmesser der Lochblende (d;) und
Diffusionszeiten (z,) des RA 110 fiir verschiedene Konfigurationen des Fluoreszenzaufbaus

difum] ta (FCS)[ms] @y [um]
FCS-Fluoreszenzaufbau (siehe Kapitel 3.2.3.7)

(Keine Lochblende) 0.34 (0.3[24]) 0.77

50 0.13 0.48

Einzelmolekiilfluoreszenzaufbau 2 fiir Messungen mit Fluss (Kapitel 3.3.3.5)

30 0.032 0.24

70 0.19 0.58

Einzelmolekiilfluoreszenzaufbau 1 fiir Folien-Zugexperimente (Kapitel 3.1.3.1)

50 0.05 0.30

2.4.2 Einfluss der langlebigen elektronischen Zustinde auf die

Fluoreszenzintensitdt

Im Rahmen dieser Arbeit werden Fluoreszenzmessungen am konfokalen
Fluoreszenzaufbau im Bereich der Anregungsleistungsdichte von </>=1-
1000 kW/cm? durchgefiihrt (Kapitel 3.2). Im Zusammenhang mit anndhernd
gauliformigen Profil der detektierten Fluoreszenzintensitdt (vergl. Kapitel 2.4.1)
muss in Betracht gezogen werden [47], dass bei groBeren Leistungsdichten eine
Sattigung des Fluoreszenzsignals eintritt, was zu einer Verzerrung der Form des
Detektionsvolumens fithren kann. In Abbildung 2.4-6 ist der Verlauf des
Fluoreszenzsignals von Rhodamin 110 unter Beriicksichtigung von Singulett-,
Triplett-, und Radikalkationzustéinden bei einem gauB3férmigen Anregungsprofil und

unterschiedlichen = Anregungsleistungsdichten abgebildet. Die Sittigung des

30



Allgemeine Methoden 24

Fluoreszenzsignals fiihrt zu einer Abflachung des Detektionsprofils. Speziell im
Zusammenhang mit  quadratisch  gewichteter  Fluoreszenzintensitit  bei
Fluoreszenzmessungen, fiihrt das abgeflachte Detektionsprofil bei hohen
Leistungsdichten zu einer starkeren Gewichtung der Fluorophore, die sich am Rande
des Detektionsvolumens befinden. Dies fiihrt zu systematischen Abweichungen bei
der Bestimmung der Korrelationstherme aus FCS-Messungen bei hoheren

Leistungsdichten.

1, [kW/cm?]
1
——10
— 50
——100
—— 200
—— 300
—— 500

S, [norm]

1.0

r [um]

Abbildung 2.4-6 Der Verlauf des Fluoreszenzsignals bei einem gauBformigen Anregungsprofil in der
x-y-Ebene mit z = 0, ®y = 0.5 um (Gleichung 2.4-2) und unterschiedlichen Anregungsleistungsdichten
im Fokusmittelpunkt (/;) (vergl. Kapitel 2.4.1). Es wurde angenommen, dass das normierte
Fluoreszenzsignal — Sp/norm] der  Besetzungswahrscheinlichkeit des ersten angeregten
Singulettzustands ~ (Sy,  Gleichung3.2-17) des Rh 110  entspricht. Die  bendtigten
Geschwindigkeitskonstanten von RA /10 sind in Tabelle 3.2-14 (Seite 136) angegeben. Die
Austauschrate mit der die Fluorophore in das Detektionsvolumen hinein bzw. heraus diffundieren
wurde auf ky;;= 8000 s fixiert (vergl. Kapitel 3.2.5)

Ist die Besetzung der langlebigen elektronischen Zustinde oder die Photozerstérung
schneller als Austauschrate mit der die Fluorophore in das Detektionsvolumen hinein
bzw. heraus diffundieren (dies ist bei hohen Leistungsdichten der Fall), so konnen
sich die Fluorophore die sich in langlebigen elektronischen Zustinden befinden in
der unmittelbaren Umgebung des Anregungsvolumens anreichern. Dies flihrt zu
einer Verringerung der Konzentration der anregbaren Fluorophore (Fluorophore im
elektronischen Grundzustand) im Detektionsvolumen, was eine Verringerung des
Fluoreszenzsignals bzw. einer Erhhung der Gesamtkorrelationsamplitude bei den

FCS-Messungen nach sich zieht. Dieser Effekt wird zusétzlich verstirkt, wenn die
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Leistungsdichten so hoch sind, dass die Fluorophore auch auBlerhalb des
Anregungsvolumens angeregt werden konnen, weil in dem Fall ein groBeres

Volumenelement fiir die Austauschrate der Fluorophore relevant wird.

A | niedrige Anregungsleistung B | hohe Anregungsleistung

® Fluorophore im Grundzustand

Fluorophore im langlebigen Dunkelzustand
(Triplett- oder Radikalzustand)

@® Fluorophore im irreversiblen Dunkelzustand
(Produkte der Photozerstérung)

* Fluorophore im angeregten Singulettzustand
(fluoreszierende Fluorophore)

Abbildung 2.4-7 Schematische Darstellung von einer Fluoreszenzmessung am konfokalen
Fluoreszenzaufbau (vergl. Kapitel 2.4.1)

Die Fluorophore konnen frei diffundieren und werden vorzugsweise im Bereich des
Anregungsvolumens, dessen Grenze durch die diinne gestrichelte Linie reprédsentiert wird, angeregt.
Die Detektion der Fluoreszenz findet Vorzugsweise dann statt wenn sie sich im Bereich des
Detektionsvolumens aufhalten (dicke gestrichelte Linie)

A) Darstellung der Messung bei niedrigen Anregungsleistungen. Die Entstehung der Produkte einer
Photozerstérungsreaktion bzw. die Besetzung der langlebigen Dunkelzustdnde (nicht fluoreszierende
Triplett- und Radikalzusténde) ist so langsam, dass die Konzentration der Fluorophore in nicht
fluoreszierenden elektronischen Zustinden stets sehr klein bleibt. Dabei hat die irreversible
Photozerstérung einen vernachldssigbaren Einfluss auf die Konzentration der Fluorophore in der
Umgebung des Anregungsvolumens.

Darstellung der Messung bei hohen Anregungsleistungen. Die Fluorophore werden auch auflerhalb
des Anregungsvolumens angeregt. Die Entstehung der Produkte der Photozerstérungsreaktion bzw.
der Fluorophore in langlebigen Dunkelzustinden ist sehr schnell, so dass eine Anreicherung der
Fluorophore, die sich in nicht fluoreszierenden Zustinden befinden, im Detektionsvolumen stattfindet.
Die irreversible Photozerstdrung hat einen starken Einfluss auf die Konzentration der Fluorophore in
der Umgebung des Anregungsvolumens.

Der Einfluss der Besetzung der reversiblen dunklen Zustinde auf die Konzentration
der anregbaren Fluorophore hdngt unter anderen von der Lebensdauer der beteiligten

Zustinde ab. In der Regel beeinflussen die reversiblen dunklen Zustinde die
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Konzentration der anregbaren Fluorophore nur in der unmittelbaren Umgebung des
Anregungsvolumens, weil die dunklen Zustinde in den Grundzustand relaxieren
bevor die Fluorophore sich weit von dem Anregungsvolumen entfernen kénnen. Im
Vergleich dazu konnen die Produkte der irreversiblen Photozerstorung beliebig weit
von dem Anregungsvolumen entfernen, was dazu fiihrt dass die Photozerstdrung die
Konzentration der Fluorophore im groferen Umfang beeinflusst (vergl.

Abbildung 2.4-7)
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3 Experimente und Auswertung

3.1 OPV als Molekulare Kraftsensoren

3.1.1 Vorwort

Die in diesem Kapitel prasentierten Daten sind im Rahmen des Sonderforschungs-
Bereichs 663 B4 in Zusammenarbeit mit Stefan Marawske® Daniel Schmitz® und
Axel Koslowski® entstanden. Im Rahmen des Projekts wurde von Daniel Schmitz die
Verbindung OPV 5 (Kapitel 5.12) mit verdrillter molekularer Struktur synthetisiert.
Um den Einfluss der mechanischen Krifte auf die Fluoreszenzeigenschaften des
Chromophors zu untersuchen wurden mit OPV 5 dotierte PVC-Folien in einer
Zugvorrichtung gedehnt. Die Zugkraft-abhéngigen Fluoreszenzeigenschaften von
OPV 5 wurden mittels eines von Stefan Marawske entworfenen und aufgebauten
Fluoreszenzaufbau (Kapitel 3.1.3.1) gemessen. Die gemessenen Daten wurden
ausgewertet und mit von Axel Koslowski durchgefiihrten quantenchemischen
Simulationen des OPV 5 verglichen. Die Ergebnisse dieses Projekt wurden in einer
Publikation festgehalten [40].

Mein Beitrag zum Projekt bestand hauptsdchlich aus der spektroskopischen
Charakterisierung des OPV 5 zusammen mit der Herstellung und der Optimierung
der PVC-Folien fiir die Folien-Zugexperimente. Zusitzlich wurden die Fluoreszenz
Messungen am Fluoreszenzaufbau und deren Auswertung zu 50 % von mir und zu
50 % von Stefan Marawske” durchgefiihrt. Die oben erwihnte Veroffentlichung [40]
wird nicht in deutsche Sprache iibersetzt, sondern als eigenstiandiges Kapitel in diese
Arbeit  eingefiigt (Anhang Manuskripte). Die Zusammenfassung der
Veroftentlichung zusammen mit den Teilen der Arbeit, die nicht in die
Veroftentlichung eingeflossen sind, sind zusétzlich in deutscher Sprache in den

Kapiteln 3.1.2-3.1.5 zu finden.

*S. Marawske ®D. Schmitz °Dr. A. Koslowski

AG Prof. Dr. C.A.M. Seidel AG Prof. Dr. H. Ritter AG Prof. Dr. W. Thiel
Lehrstuhl  fiir  Molekulare Lehrstuhl  fiir  Préparative Max-Planck-Institut fiir
Physikalische Chemie Polymerchemie Kohlenforschung
Heinrich-Heine-Universitat Heinrich-Heine-Universitat Kaiser-Wilhelm-Platz 1,
Universitétsstr. 1, Universitétsstr. 1, 45470 Miilheim an der Ruhr
40225 Diisseldorf 40225 Diisseldorf
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3.1.2 Einleitung

Die  Verwendung von  Oligophenylenvinylen = (OPV)  Derivaten  als
Deformationssensoren in einer Polymermatrix wurde bereits durch die Gruppe von
Christoph Weder [12-18, 48] demonstriert. Ein Oligophenylenvinylen bestehend aus
drei Phenylringen wurde hierfiir in einer Polymethylmethacrylat-Matrix mit einer
Konzentration von iiber 1000 ppm gelost, so dass OPV-Excimere gebildet werden
konnen. Bei Deformation oder Erhitzen der Polymermatrix dissoziieren die
OPV-Excimere auseinander, dadurch wird eine Anderung der
Fluoreszenzeigenschaften initiiert. In Gegensatz dazu wurde in dieser Arbeit ein
Fiinfring OPV (OPV 5) in einer Polyvinylchlorid-Matrix eingesetzt. Durch sterisch
anspruchsvolle Heptylreste am jeweils zweiten und vierten Phenylring waren die
Phenylringe im Grundzustand des OPV 5-Molekiils um etwa 40 ° gegeneinander
verdreht. Im ersten angeregten Zustand waren alle Phenylringe des OPV 5-Molekiils
fast parallel zur Molekiilebene ausgerichtet [40]. Die bei einer Deformation der
Matrix auftretenden mechanischen Spannungen sollten eine Verringerung der
Fluoreszenzlebensdauer und eine Blauverschiebung der Fluoreszenzemission durch

Anderung der Verdrillung des Molekiilgeriists von OPV 5 bewirken [40].

Abbildung 3.1-1 Zugvorichtung von Deben

Die Konzentration des OPV' 5 in der PV(C-Matrix von 0.1 ppm (100 nM, siehe
Kapitel 3.1.3.3) wurde so gewdhlt, dass die Wahrscheinlichkeit fiir Bildung von
OPYV 5-Excimeren [49, 50] vernachldssigbar klein war (sieche Kapitel 3.1.5.1). Die

mechanische Spannung wurde im Rahmen dieser Arbeit durch Dehnen von PVC-
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Folien mit Hilfe einer Zugvorrichtung (Deben, MTEST 200 sieche Abbildung 3.1-1)
erzeugt.

Passend fiir die Zugvorrichtung wurden mit OPV 5 dotierte PV'C-Folien (Herstellung
der Folie siche Kapitel 3.1.3.3) in 2 cm lange und 1 cm breite Streifen geschnitten.
Eine zusitzliche Verjliingung in der Mitte der Streifen sollte sicherstellen, dass die
maximale Zugspannung in dem Bereich anlag, wo die Fluoreszenzmessungen

stattfanden (siche Abbildung 3.1-2).

>

qug ' PVC-Folie

A

z Objektiv

A I Laser-Strahl B

Abbildung 3.1-2 A, schematische Darstellung des Folienzugexperiments Die Zugkraft F' wurde mittels
einer Zugvorrichtung (Deben, MTEST 200 Abbildung 3.1-1) auf die Folie ausgeiibt, dabei wurde die
Fluoreszenz mittels eines selbstgebauten Fluoreszenzaufbaus (Abbildung 2.3-1 [40]) gemessen. B,
schematische Darstellung der PVC-Folienstreifen bevor (linke Folienstreifen) und nach einem (rechte
Folienstreifen) Folienzugexperiment.

Wihrend sich die Folienstreifen unter Zugspannung ausdehnten, wurden die
Fluoreszenzeigenschaften der Folien mittels des im Kapitel 3.1.3.1 beschriebenen
Fluoreszenzautbaus gemessen [40]. Um Effekte der Photozerstérung zu minimieren,
wurde zusidtzlich wihrend der Dauer einer Fluoreszenzmessung (60 sec) ein
98 x 98 um groBe Bereich der Folie mit Hilfe eines Piezo-Scanners (Physik
Instrumente, P-227) gescannt.

Um den mechanischen Effekt der PV'C-Matrix auf die Fluoreszenzeigenschaften des
OPYV 5 von allen anderen eventuellen Effekten der Matrix zu unterscheiden, wurden
zusitzliche Referenzmessungen mit Rhodamin 123 (Rh 123) dotierten PVC-Folien
durchgefiihrt, wobei der Farbstoff Rh /23 aufgrund seiner Loslichkeit im PVC und

seines starren, nicht verdrillten Molekulargeriists ausgewahlt wurde.
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3.1.3 Methoden

3.1.3.1 Kombinierte Folien-Zugexperimente (Einzelmolekiilfluoreszenz-
aufbau 1)

Die kombinierten Folien-Zugexperimente wurden an einer modifizierten Version des
Fluoreszenzaufbaus (Abbildung 2.3-1) durchgefiihrt. Als Anregungsquelle wurde ein
gepulster Dioden-Laser (Picoquant, k., =50 MHz' bei 468nm) verwendet. Das
Anregungslicht wurde iiber einen dichroitischen Strahlteiler (AHF, 485 LP) in ein
Wasserimmersions-Objektiv (Olympus UPLAPO 60 NA =1.2) eingekoppelt. Der
Fluoreszenzstrahl wurde mit einem Polarisationsteiler in zwei Polarisationebenen
(parallel und senkrecht zur Polarisationsebene des Anregungslichts) getrennt. Jede
der Polarisationsebenen wird wiederum mit einem Strahlteiler (AHF, BS560) in
spektrale Fenster griin (487-548 nm mit zusétzlichem Filter, (AHF, HQ 520/66)) und
rot (548-645 nm mit zusétzlichem Filter, (AHF, HQO 580/130)) aufgeteilt. Fiir die
beiden griinen Detektionsfenster wurden zwei MPD- (Micro Photon Devices PDM
50CT) und fiir die roten  Detektionsfenster zwei  Perkin-Elmer-
Einzelphotonendetektoren (SPCM-AQR-14) verwendet. Die Signale der Detektoren
werden von zwei unabhédngigen PC-Karten (SPC-150, Becker & Hickl) verarbeitet.

3.1.3.2 Herstellung von PVC-Folien fiir PVC-Untergrundmessungen

0.3 g PVC-Pulver wurde in 5 mL Tetrahydrofuran (THF) aufgelost. Danach wurde
das THF in einer Petrischale bei 35° C verdampft, und die entstandene Folie 8 h.

unter Hochvakuum getrocknet.

3.1.3.3 Herstellung von PVC-Folien fiir Folienzugexperimente

0.3 g PVC-Pulver wurden zusammen mit 0.045 g Weichmacher Hexamol® in 5 mL
Tetrahydrofuran (7HF) aufgelost. Danach wurden 0.5 g Aktivkohle dazugegeben
und die Losung 10 min geschiittelt. Die Losung wurde mittels Dekantieren von der
Aktivkohle grob gereinigt, anschlieBend wurde verbleibende Aktivkohle mittels einer

Zentrifuge (Heraecus Megafuge 1.0 R) bei 4300 rpm sedimentiert und die Losung

' Fir die Referenzmessungen mit Rhodamin 123 wurde die Repetitionsrate des Lasers auf
kyep = 25 MHz verringert.
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erneut dekantiert. Zur gereinigten THF-PVC Losung wurde 21.5 ng (21.4 pmol)
Farbstoff OPV 5 hinzugegeben. Das THF wurde in einer Petrischale bei 35° C
verdampft. Danach wurde die entstandene Folie 8 h unter Hochvakuum getrocknet.
Die Mengen aller Substanzen wurden so gewéhlt, dass eine 50 um dicke PVC-Folie
mit 100nM  OPV5 und 15%Gew. Hexamol® entstand. Die
Glastibergangstemperatur, der auf dieser Weise hergestellten Folien, betrug 46 °C
(gemessen mittels Differenzkalorimetrie).

Anmerkung zur Aktivkohle:

Weil der feine Aktivkohlestaub sich nicht sedimentieren lies und die hochviskose THF-PVC Losung
kein Finsatz von feinen Filtern erlaubte, war es notwendig, grobkdrnige Aktivkohle
(Korndurchmesser ~ 1.5 mm) zu verwenden. Zusétzlich musste das Aktivkohlegranulat mittels
Druckluft vorsichtig vom feinen Aktivkohlestaub befreit werden. Das Schiitteln der Losung mit der

Aktivkohle musste sehr vorsichtig erfolgen damit durch Reiben des Granulats kein zusdtzlicher Aktiv-
kohlestaub entstand.

3.1.34 Reduzierung des Fluoreszenzhintergrunds der Folien

Tabelle 3.1-1 Untergrundmessungen von 4 verschiedenen PV C-Proben.

Nr. | Sigma-Aldrich Sigma-Aldrich norm.
Bezeichnung Produktnummer Untergrundzihlrate®
1 PVC M, ~99000 g/mol 346764 P
2 PVC high mol. weight 81387 2.2
3 PVC low mol. weight 81388 0.26
4 PVC M, ~47000 g/mol 389323 0.25
4.1 | PVC M, ~47000 g/mol 1
+100 nM OPV 5

“ die Untergrundmessungen wurden an verschiedenen Tagen mit voneinander abweichenden
Anregungsleistungen gemessen, deswegen wurden alle Untergrundzéihlraten auf die Zdhlrate von
mit OPV 5 (100nM) dotierten PVC Folie normiert.

b Die Untergrundzihlrate dieser Probe war zu hoch (>500kHz), um sie auf dem Fluoreszenzaufbau
messen zu konnen.

Die Fluoreszenzmessungen von 0.1 ppm (100 nM) des OPV 5 in PVC stellen hohe
Anforderungen an die Reinheit des PV'C. Um fiir Fluoreszenzmessungen geeignetes
PVC zu finden, wurden vier verschiedene PVC-Typen auf ihren
Fluoreszenzuntergrund getestet. Die Untergrundmessungen wurden auf dem
Fluoreszenzaufbau (sieche Abbildung 2.3-1)  durchgefiihrt [40]. Fir die
Untergrundmessungen wurden 50 pm dicke PV'C-Folien aus reinem PVC hergestellt.
Die gemessenen Untergrundzédhlraten sind in der Tabelle 3.1-1 zusammengefasst.
Fiir die kombinierte Fluoreszenz- und Zugexperimente wurde das PVC mit der

niedrigsten Untergrundzdhlrate (PVC Nr4 Tabelle 3.1-1) verwendet. Die
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Untergrundzéhlrate einer reinen PVC-Probe kann nur durch Raman-Streuung
entstehen und muss damit sehr kurze Abklingzeit haben (im Bereich der Gerdteantw
ortfunktion der Detektoren). Die Abklingzeit des Untergrundsignals der PVC-Probe
Nr.4 lag im Bereich von 3 ns, demzufolge muss die Ursache fiir das

Untergrundsignal die Verunreinigungen des PVC sein.

Tabelle 3.1-2 Untergrundmessungen von iiber Aktivkohle gereinigten PVC-Probe (PVC
Nr 4 Tabelle 3.1-1).

norm. Signal
ungereinigt 0.25
tiber Aktivkohle gereinigt | 0.06
tiber Aktivkohle gereinigt | 1
+ 100nM OPV5

14
] —— nicht ger.
—— Aktivkohle ger.
: — IRF
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Abbildung 3.1-3 Abklingkurven des Untergrundsignals des PVC. Rot ist eine ungereinigte PVC-
Probe (Tabelle 3.1-1 Nr4), schwarz ist eine mit Aktivkohle gereinigte PV C-Probe (Tabelle 3.1-1
Nr 4), grau ist die Geréte-Antwortfunktion.

Um den Anteil der Verunreinigungen und damit auch die Untergrundzihlrate des
PVC zu reduzieren, wurde die fiir die Folienherstellung zubereitete THF-PVC
Losung mit Hilfe der gekornten Aktivkohle gereinigt (siehe Kapitel 3.1.3.3), was die
Untergrundzéhlrate der PV'C-Folie um mehr als Faktor 4 reduzierte (Tabelle 3.1-2).

3.1.3.5 Umrechnung der Zugkraft in Zugspannung bei PVC-Folien

Um voneinander abweichende Ausmalle der einzelnen Folienstreifen Rechnung zu
tragen, wurde die Zugkraft in eine mittlere Zugspannung on umgerechnet

(Gleichung 3.1-1).
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» F.,, 3.1-1

O =

4,0

A,()=A4,0— (4,0 — A,)AL(D) 3.1-2
3.1-3

[(t

Al ()= LOR

lE )
Al = relative Ausdehnung der Folie
oy = Zugspannung
F.., = Zugkrafi
Ay(t) = Querschnittsfliche zum Zeitpunkt t
A g0 = Querschnittsfliche vor dem Zugexperiment
Age = Querschnittsfliche am Ende des Zugexperiments
I(t) = Ldnge der Folie zum Zeitpunkt t
ly = Liinge der Folie vor dem Zugexperiment
lg = Linge der Folie am Ende des Zugexperiments
Die Lange einer Folie konnte mittels Software Mikrotest (Deben) zu jedem Zeitpunkt
mit einer Genauigkeit von =1 um (~0.01% der Folienlénge) bestimmt werden. Die
minimale und maximale Lé&ngen der Folie entsprachen den minimalen und
maximalen Abstinden zwischen den Halteklammern der Zugvorrichtung und
betrugen damit 10.5 mm bzw. 20 mm. Die Dicke der Folie konnte mittels eines
konfokalen Scans unter Verwendung des Piezoscanners am Fluoreszenzaufbau mit
einer Genauigkeit von <l pm (= 1% der der Foliendicke) bestimmt werden. Die
Bestimmung der Breite der Folie erfolgte vor und nach einem Zugexperiment. Die
Folienbreite konnte mittels einer Schieblehre mit einer Genauigkeit von = 0.5 mm

(= 12% der Folienbreite) bestimmt werden.

3.1.3.6 Viskoelastizitdt einer PVC-Folie

In den Zugexperimenten mit der Zugvorrichtung rissen die 50 um dicken PVC-
Folien bei einer Zugspannung im Bereich von 10-40 N/mm? und einer relativen
Ausdehnung von A4/,<0.5. (in der Literatur angegebene Zugfestigkeit und
Dehnbarkeit von PVC liegt bei oy = 50 N/mm? bzw. bei 4/, = 0.5 [51],

AlL-= 0.5 entspricht dabei Ausdehnung auf 150% der urspriinglichen Linge (siche
Gleichung 3.1-3)).
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Fir die Herstellung der Folien wurde PVC mit einer mittleren Molmasse von
M, =47000 g/mol (Fluka) und einer Dichte von p = 1.4 g/cm® verwendet. Mit Hilfe
der mittleren Molmasse lassen sich das beanspruchte Volumen und damit auch der
mittlere Querschnitt und der mittlere Radius eines PV'C-Molekiils abschétzen:

M 47000 -[g - mol™ ] 3.1-4

V.o = n_ = - - — =5.6-107°[m’]
Prme N, 14[g-cm>]-6.022-10% -[mol ']

Vot = Volumen eines Molekiils

Agmor = Querschnittsfliche eines Molekiils
T'mot = Radius des Molekiils

pprc = Dichte des PVC

N, = Avogadro-Konstante

M, = Mittleres Molvolumen

Aus dem mittleren Querschnitt der PVC-Knduel ldsst sich die maximale
Zugspannung pro PVC-Molekiil von onmel = 80 pN/PVC-Molekiil berechnen. Bei
einem mittleren Molekiilknduel Radius von 2.4 nm und einer mittleren Kettenldnge
von etwa 190 nm muss jedes PVC-Molekiil ungefdhr zehnmal gefaltet werden, um
ein Knéuel zu bilden. Dadurch betrdgt die rechnerisch maximale Zugfestigkeit des
PVC ungeféhr 8 pN/(C-C Einfachbindung), was deutlich unter der in der Literatur
angegebenen Zugfestigkeit einer kovalenten C-C Bindung von 4 nN [52, 53] liegt.
Zusitzlich wird aus dem Verhéltnis von der mittleren Kettenlinge des PVC zum
mittleren Knduel-Durchmesser die maximale Ausdehnung berechnet, so ergibe sich
die maximale Dehnbarkeit mit 4/,<40, die ungefdhr 80-mal iiber der gemessenen
Dehnbarkeit liegt. Beides, die schlechte Dehnbarkeit zusammen mit der niedrigen
Reiffestigkeit, konnen auf die eingeschrinkte Beweglichkeit von PVC Molekiilen
untereinander (Glasiibergangstemperatur von PVC T, =80 °C [54]) zurlickgefiihrt

werden.
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Abbildung 3.1-4 Zugspannung und Dehnung einer Folie wahrend eines Folienzugexperiments Im
Abschnitt A und C wird die Zugkraft bei einem hohen Wert konstant gehalten, indem die
Zugvorrichtung den Abstand zwischen den Halteklammern dynamisch an die Ausdehnungsgesch-
windigkeit der Folie anpasst (Plastizitit). Im Abschnitt B wird der Abstand zwischen der
Halterklammern bei hohen Zugspannung Konstant gehalten, die Folie gibt dabei langsam nach die

Zugspannung wird dabei kontinuierlich kleiner (Plastizitit). Im Abschnitt D wird die Zugkraft aktiv
reduziert, die Folie verkiirzt sich dabei (Elastizitit).

Bei geringer Molekiilbeweglichkeit entstehen lokal begrenzte Bereiche mit sehr
hoher Zugspannung, die zum vorzeitigen Reiflen des PVC fiihren. Zusétzlich fiihrt
die ungleichméBige Verteilung der Zugspannung dazu, dass sich die begrenzten
Bereiche mit abweichenden optischen Eigenschaften (Pseudobriiche) ausbilden [51].
Diese Pseudobriiche fiihren zur Triibung der Folien bei einer Zugspannung von
ony<5N/mm? Fir die kombinierten Folienzug-Fluoreszenzexperimente musste
sowohl das vorzeitige Abreilen als auch die Triibung der Folien verhindert werden.
Dafiir wurde dem PVC der Weichmacher Hexamol® (BASF) zugesetzt. Die PV C-
Folien mit 15 % Gew. des Weichmachers und einer Glasiibergangstemperatur von
T,=46 °C erwiesen sich am geeignetsten fiir die kombinierte Fluoreszenz-Zug-
experimente.

Der Weichmacher verringert die Van-Der-Waals-Krifte zwischen den PVC-
Molekiilen und erhéht damit die Beweglichkeit der PVC-Molekiile untereinander,
was eine bessere Dehnbarkeit des PVC zufolge hat. Die mit 15 % Hexamol®
versetzten PVC-Folien konnten sich unter Zugbelastung bis zu einer maximalen
relativen Ausdehnung von A/.=2 ausdehnen, wobei mit steigender Zugkraft die

Ausdehnungsgeschwindigkeit der Folien zunahm (Abbildung 3.1-4 Abschnitt A).
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Dies hatte zu Folge, dass die maximalen Zugspannungen bei den
Folienzugexperimenten an mit 15% Hexamol® versetzten PVC-Folien im Bereich
von oy = 10-20 N/mm? (onmoi = 20-40 pN/PVC-Molekiil) lag. Die Dehnbarkeit der
Folien bewirkte auch, dass bei einer konstant gehaltenen relativen Ausdehnung der
Folie sich die Zugspannung von selbst abgebaut hat (Abbildung 3.1-4 Abschnitt B).
Zusétzlich erzeugte die kleinere Entropie der ausgestreckten PVC-Molekiile in der
gedehnten Folien einer der Zugkraft entgegenwirkenden elastischen Kraft. Beim
plotzlichen Verringern der angelegten Zugkraft fiihrte die elastische Kraft zu einer
langsamen Verkiirzung (FlieBgeschwindigkeit = 0.5 pm/s) der zuvor gedehnten und
mit 15 % Hexamol® versetzten PVC-Folien (Abbildung 3.1-4 Abschnitt D). Beide,
die Elastizitit und die Plastizitit der mit 15% Hexamol® versetzten PV C-Folien,
fiihrten dazu, dass der Abstand zwischen den Halterklammern dynamisch an die
FlieBgeschwindigkeit der Folie angepasst werden musste, um die angelegte Kraft

konstant zu halten (Abbildung 3.1-4 Abschnitt A und C).
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3.1.4 Ergebnisse

3.1.4.1 Spektroskopische Charakterisierung von OPV 5

Tabelle 3.1-3 Spektroskopische Eigenschaften von OPV'5 (Anisotropie r, Lebensdauer 7z
Emissionsmaximum Agg.y) des Farbstoffes OPV'5 in THF Triacetin und PVC-Folie (ohne
Zugspannung).

Ttay) * [1S] | AF may (] | T D e [em"mol]
THF' 0.78* 485° 0.17° 0.53°% 830007
PVC-Folie. | 1.03° 492° ~0.39"” 0.81°
Triacetin’ 484 ° 0.39 %7

! DieViskositdit von THF ist 0.47 mPa s [55]
? Die Viskositdt von Triacetin ist 16 mPa s [56]
? Die Fluoreszenzlebensdauer von OPV 5 hatte zwei Komponenten, der angegebener Wert entspricht
dem fluoreszenzgewichtetem Mittelwert der beiden Komponenten
2 2
Tray :(A, T+ 4,7 )/(A1 T, + 4, -12).

? Diese Messungen wurden am Spektrometer 5000 U (IBH) (siehe Kapitel 2.2) durchgefiihrt.

’ Diese Messungen wurden am Einzelmolekiilfluoreszenzaufbau 1 (siehe Kapitel 3.1.3.1)
durchgefiihrt.

% Diese messungen wurden am Spektrometer FluoroLog-3 (Jobin Yvon Horiba) durchgefiihrt (siche
Kapitel 2.2)

" Die Fluoreszenzanisotropie r ist in den Fillen gleich der fundamentalen Anisotropie r,. Wie im
Kapitel 1.1.4 dargelegt hingt die Fluoreszenzanisotropie r von der fundamentalen Anisotropie r, der
Rotationkorrelationszeit p und der Fluoreszenzlebensdauer 1 (t-~0.8 ns) des Fluorophors
(Gleichungen 1.1-15 und 1.1-16). Bei hoher Viskositdit des Losungsmittels geht die Rotations-
korrelationszeit laut Gleichung 1.1-15 gegen unendlich und r geht gegen r,.

¥ Referenz Rh 110 in Wasser mit einer Quantenausbeute von 89%

? siehe [40]

10" gemessen am Cary-300 bei 432 nm (siehe Kapitel 2.1)

3.1.4.2 Folienzug- und Fluoreszenzmessungen

Bei Anlegen einer Zugspannung dehnten sich die PVC-Folien aufgrund ihrer
Plastizitdt kontinuierlich aus, wobei die Ausdehnungsgeschwindigkeit proportional
zur angelegten Zugspannung verlief. Wurde die anliegende Zugspannung bei bereits
gedehnten PVC-Folien reduziert, so wurde aufgrund der Elastizitdt eine schwache
Kontraktion der Folie beobachtet (Abbildung 3.1-5). Weitere Details zur Plastizitat
und der FElastizitit der Folie sind im Kapitel 3.1.3.6 beschrieben.
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Abbildung 3.1-5 Die Zugspannung oy (rote Kurve) und die relative Ausdehnung 4/, (lila Kurve, def.
von AI, siehe Gleichung 3.1-3) einer PVC-Folie im Verlauf eines Folienzugexperiments. Im
Teilbereich a und b findet schrittweise ein Autbau bzw. Abbau der Zugspannung (Plateaus auf der
roten Kurve) statt.
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Abbildung 3.1-6 Die Fluoreszenzanisotropie () (schwarze Punkte) des OPV 5 in PVC-Folie und die
relative Ausdehnung der PVC-Folie (lila Punkte) in Abhéngigkeit von der Zugspannung dargestellt.
Die einzelnen Punkte auf dem Bild reprisentieren die Mittelwerte der Zugspannung <o»> und der
relativen Ausdehnung <41/,> iiber die Dauer der Fluoreszenzmessungen (4t = 1 min).

Parallel zur Ausdehnung der PVC-Folie éndert sich bei RAh /23 und bei OPV' 5
dotierten PVC-Folien die Fluoreszenzanisotropie (Abbildung 3.1-6,
Abbildung 3.1-9). Bei maximaler Ausdehnung der Folien wurde eine deutlich

groflere maximale Erhohung der Fluoreszenzanisotropie von 50% bei den OPV 5
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dotierten PV C-Folien im Vergleich zu der maximalen Erhéhung der Fluoreszenz-

anisotropie von 18% bei den RA 123 dotierten PV'C-Folien beobachtet.

1] ——OPV5
Rh123 (Referenzmessung)

Reduktion der ZJL o
— Spa
3]0ty 0= 2525 ps Pannung |

0 2 4 6 8 10 12
<on> [N/mm?]

Abbildung 3.1-7 Anderung der Fluoreszenzlebensdauer (zz) von OPV 5 dotierten PVC-Folien in
Abhingigkeit von der Zugspannung, die Fehlerbalken reprisentieren statistisches Photonenrauschen.
Die hellgriinen Punkte in beiden Graphen zeigen eine Referenzmessung von mit RA /23 dotierten
PVC-Folien.
Aufgrund der Plastizitdt der Folie dnderte sich die Zugspannung fortwdhrend, deswegen wurde fiir
die Erstellung der beiden Graphen ein Mittelwert der Zugspannung <op> ilber die Dauer der
Fluoreszenzmessungen (jeweils 1 min) verwendet (vergl. Abbildung 3.1-5).

Wihrend Anisotropiednderungen bei beiden Farbstoffen in der PVC-Folie auftraten,
wurde zusétzlich eine Blauverschiebung der Fluoreszenzemission (Abbildung 3.1-8)
von maximal 1 nm und eine Verkiirzung der Fluoreszenzlebensdauer von maximal
25 ps (Abbildung 3.1-7) nur bei OPV' 5 dotierten PVC-Folien beobachtet. Bei der
plastischen Kontraktion der PVC-Folien konnte eine partielle Reversibilitdt der
Anderungen der Fluoreszenzeigenschaften festgestellt werden. Die absoluten
Anderungen der  Fluoreszenzeigenschaften sind in der Tabelle 3.1-4

zusammengefasst.
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Abbildung 3.1-8 Die Blauverschiebung der Fluoreszenzemmision 44 von OPV 5 dotierten PVC-
Folien in Abhidngigkeit von der Zugspannung, die Fehlerbalken reprisentieren statistisches
Photonenrauschen. Die hellgriinen Punkte in beiden Graphen zeigen eine Referenzmessung von mit
Rh 123 dotierten PVC-Folien.

Aufgrund der Plastizitét der Folie dnderte sich die Zugspannung fortwahrend, deswegen wurde fiir die
Erstellung der beiden Graphen ein Mittelwert der Zugspannung <op> tlber die Dauer der
Fluoreszenzmessungen (jeweils 1 min) verwendet (vergl. Abbildung 3.1-5).

Tabelle 3.1-4 Fluoreszenzlebensdauer (7), Fluoreszenzemission (1) und Fluoreszenzanisotropie (7)
von mit OPV 5 und Rh 123 dotierten PVC-Folien. Die Unsicherheiten der einzelne Werte resultieren
aus dem statistischen Photonenrauschen, wobei bei der Fluoreszenzanisotropie dieser Unsicherheit
vernachlassigbar klein (=0.25 %) ist.

OPV 5 dotierte PVC-Folie
w [ps] Ap [nm] v
Az [%])" (42 [%])" (Ar [%])"
vor dem Zugexp. 1030+ 2.5 492+ 0.2 0.39
bei max. Zugspannung von 978+ 2.5 491+ 0.2 0.58
12 N/cm? (-2.5) (-0.2) (49)
nach dem Zugexp. 1020+ 2.5 491.6+0.2 0.51
(-1.0) (-0.08) (32)
Rh 123 dotierte PVC-Folie
vor dem Zugexp. 3125+ 8 524.5+£ 0.2 0.39
bei max. Zugspannung von 3125+ 8 524.5£0.2 0.45
23 N/em? (18)
nach dem Zugexp. 3125+ 8 524.5+0.2 0.43
(11

“Die Anderungen sind auf die Fluoreszenzeigenschafien einer nicht gedehnten PVC-Folie bezogen
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3.1.5 Diskussion der Ergebnisse
3.1.5.1 OPV 5-Excimere in PVC-Folien

Die Anderungen der spektroskopischen Eigenschaften des OPV 5 die bei der
Verformung der Folien gemessen werden konnten, sind kleiner die zu erwartende
Anderungen der gleichen Eigenschaften, die aufgrund von Assoziation bzw.
Dissoziation von OPV-Excimeren auftreten konnen[13, 48]. Aus diesem Grund wird
hier kurz erliutert warum die beobachteten Anderungen der spektroskopischen
Eigenschaften nicht auf das Vorhandensein von OPV-Excimeren in den Folien
zurlickgefiihrt werden konnen.

Die Bildung von OPV-Excimeren in Polymerfolien erfordert eine Konzentration des
Farbstoffs von mehr als 0.0l Gew.-% [13, 48]. Bei allen Experimenten mit OPV 5
dotierten Folien wurde eine deutlich niedrigere Konzentration des OPV 5 in der
PVC-Matrix von 0.1 ppm (100 nM, siehe Kapitel 3.1.3.3) eingesetzt. Deswegen kann
die  Wahrscheinlichkeit  fiir Bildung von  OPV 5-Excimeren bei den
Folienzugexperimenten als vernachldssigbar klein betrachtet werden. Zusétzlich lag
die Fluoreszenzanisotropie der nicht gedehnten mit OPV 5 dotierten PVC-Folien bei
r=0.39 (Tabelle 3.1-4), dies entspricht der fundamentalen Fluoreszenzanisotropie ry
des OPV 5, die in Triacetin gemessen wurde (Tabelle 3.1-3). Bei Vorhandensein von
Excimeren, wie sie in der Arbeitsgruppe von Christoph Weder beobachtet wurden
[13, 48], miisste aufgrund des Energietransfers zwischen den OPV 5-Molekiilen eine

kleinere Fluoreszenzanisotropie gemessen werden.

3.1.5.2 Vergleich der Reversibilitit der Anderung der Fluoreszenzanisotropie
zur Reversibilitéiit der Anderung der Fluoreszenzlebensdauer und der Fluoreszenz-

emission

Die beobachtete Reversibilitit der Anderungen der Fluoreszenzeigenschaften hingt
mit der Beweglichkeit der farbstoffumgebenden Matrixmolekiile zusammen, weil die
Anderung der Fluoreszenzeigenschaften entweder eine Anderung der riumlichen
Ausrichtung oder eine Anderung der geometrischen Form des Molekiils nach sich

zieht. Um die aufgetretenen Reversibilititen der Fluoreszenzeigenschaften mit
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einander zu vergleichen, wurden relative Reversibilititen nach Gleichung 3.1-5

ausgerechnet und in Tabelle 3.1-5 zusammengefasst.

3.1-5

max riick

max

A,x = relative Reversibilitit der Fluoreszenzeigenschaft x

AX ey = Anderung der Fluoreszenzeigenschaft x bei maximalen Zugspannung

Ax,ier = Anderung der Fluoreszenzeigenschaft x nach dem die Zugspannung wieder auf 0 N/mm?
reduziert wurde

Wie bereits im Kapitel 1.1.4 dargelegt, hingt die Fluoreszenzanisotropie zum einen
von den fundamentalen Eigenschaften des Fluorophors und zum anderen von der
Wechselwirkung zwischen der rdaumlichen Orientierung der Farbstoffe mit der

rdumlichen Orientierung der Matrixmolekiile zusammen.

Tabelle 3.1-5 Relative Reversibilitét 4, (siche Gleichung Gleichung 3.1-5) der Fluoreszenzlebensdauer
7, Lage des Fluoreszenzemissionsmaximums Az und der Fluoreszenzanisotropie » von OPV 5 oder
Rh 123 dotierten PVC-Folien. Die Unsicherheiten der einzelnen Werte resultieren aus dem
statistischen Photonenrauschen.

A(7p) [70] A1) [70] Aur) [%]
OPV 5 566 60+ 6 35+6
Rh 123 keine Anderung | keine Anderung 346

Bei der Berechnung der relativen Reversibilitidt der Fluoreszenzanisotropie heben
sich durch die Normierung auf die gesamte Anderung der Fluoreszenzanisotropie die
Effekte der Molekiilform und der Ausrichtung des Ubergangsdipolmoments
beziiglich der Molekiilachsen auf, so dass nur der Effekt der Ausrichtung der
Matrixmolekiile tibrig bleibt. Deswegen wird sowohl bei Folien mit Rz 723 als auch
bei Folien mit OPV 5 die gleiche relative Reversibilitdt der Fluoreszenzanisotropie
beobachtet (siehe Tabelle 3.1-5 und Abbildung 3.1-9).

Wihrend die Anderung der Fluoreszenzanisotropie auf die Anderung der
Ausrichtung der Farbstoffmolekiile zuriickzufiihren ist, ist fiir die beobachtete
Anderung der Fluoreszenzlebensdauer und fiir die Blauverschiebung des
Fluoreszenzmaximums eine Anderung der geometrischen Form des Molekiilgeriists
notwendig [40]. Deswegen unterscheidet sich bei OPV 5 Messungen die relative
Reversibilitdit der Fluoreszenzanisotropie von der relativen Reversibilititen der
Fluoreszenzlebensdauer und der spektralen Verschiebung (Tabelle 3.1-5).

Gleichzeitig sind die relativen Reversibilititen der Anderung der Fluoreszenz-
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lebensdauer und der Blauverschiebung des Fluoreszenzmaximums untereinander
innerhalb der Messtoleranz gleich, weil fiir beide Anderungen die gleiche Anderung

der geometrischen Form des Molekiilgeriists notwendig ist [40].

3.1.5.3 Fluoreszenzanisotropie

Der gleiche Effekt der Anderung der Fluoreszenzanisotropie bei der Anwendung der
Zugspannung ldsst sich sowohl bei OPV 5 als auch bei Rh 123 beobachten, wobei
qualitativ die beide Farbstoffe die gleiche Abhingigkeit der Fluoreszenzanisotropie
von der Ausdehnung bzw. Kontraktion der PVC-Folie zeigen (Abbildung 3.1-9).
Folglich ist der Effekt nicht auf die Verdrillung des Molekiilgeriists von OPV 5,
sondern auf die Orientierung der Matrixmolekiile zuriickzufiihren [57, 58]. Bei
Erhohung der Zugspannung dehnt sich die PVC-Folie aufgrund ihrer Plastizitéit
(Kapitel 3.1.3.6) aus. Dabei werden die PVC-Molekiile zusammen mit den
Farbstoffmolekiilen parallel zur Zugkraft ausgerichtet. Bei parallel zur Zugkraft
ausgerichteter ~ Polarisation  der  Anregungsquelle  steigt dann  die
Fluoreszenzanisotropie (siehe Kapitel 1.1.4 Gleichung 1.1-18). Die Fluoreszenz-
anisotropie wird wieder kleiner, wenn bei den bereits gedehnten Folien die
Zugspannung wieder reduziert wird. Der Grund hierfiir ist die Riickfaltung der zuvor
langgestreckten der PVC-Molekiile zum statistischen Knéuel. Die Ausdehnung und
Kontraktion der PVC-Folie wird hierbei mittels der Zugvorrichtung bestimmt (siche
Kapitel 3.1.3.5), was zu Folge hat, dass die gemessenen Werte ein Mittelwert iiber
den gesamten Folienstreifen repriasentieren. Dagegen reprasentieren die Fluoreszenz-
anisotropiewerte nur ein Mittelwert fiir den 98 x 98 um groflen Bereich in der Mitte
des Folienstreifens, wo die Fluoreszenz gemessen wird (Kapitel 3.1.2

Abbildung 3.1-2).
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Abbildung 3.1-9 Fluoreszenzanisotropie von OPV 5 (schwarze Kurve) und RA 123 (griine Kurve) in
Abhingigkeit von der Ausdehnung der PVC-Folie. Die beiden Fluoreszenzanisotropieverlaufe wurden
auf einander skaliert, wobei auf der rechten y-Achse die absoluten Werte der Fluoreszenzanisotropie
des Rh 123, auf der linke y-Achse die absoluten Werte der Fluoreszenzanisotropie des OPV 5
abgebildet sind.

Aufgrund der Plastizitét der Folie dnderte sich die Lénge der Folien fortwahrend, deswegen wurde fiir
die Erstellung der beiden Graphen ein Mittelwert der relativen Ausdehnung <47> iiber die Dauer der
Fluoreszenzmessungen (jeweils 1 min) verwendet (vergl. Abbildung 3.1-5).

Aufgrund der Verjiingung des Folienstreifens ist die lokale Zugspannung damit auch
die lokale Ausdehnung im Bereich der Fluoreszenzmessungen gréfler im Vergleich
zum Mittelwert iiber den gesamten Folienstreifen. Deswegen weicht der Verlauf der
Fluoreszenzanisotropie von dem Verlauf der Folienausdehnung systematisch ab

(Abbildung 3.1-6).

Abbildung 3.1-10 Links chemische Struktur des Farbstoffes Rh 123. Rechts chemische Struktur des
Farbstoffes OPV' 5. Der blaue Pfeil zeigt die Richtung des Ubergangsdipolmoments fiir die
Fluoreszenzemission an [50, 59, 60].

Die quantitativ stirkere Anderung der Fluoreszenzanisotropie der mit OPV 5
dotierten Folien im Vergleich zu den mit RA 123 dotierten PV C-Folien
(Abbildung 3.1-9) ist auf die ldnglichere Form von OPV'5 (Abbildung 3.1-10)

zurickzufiihren.

51



Experimente und Auswertung 3.1

3.1.5.4 Anderung der Fluoreszenzlebebsdauer und der Blauverschiebung der

Fluoreszenzemission des OPV 5

Bei den beobachten Anderungen der Fluoreszenzlebensdauer und des
Fluoreszenzemissionsmaximums muss die von der Orientierung der Matrixmolekiile
abhingige Anderung des Brechungsindexes beriicksichtigt werden.

Fiir OPV 5 wird aufgrund der Anderung des Brechungsindexes eine Anderung der
Fluoreszenzlebensdauer von maximal Azz=-3 ps und eine Rotverschiebung der
Fluoreszenzemission von etwa AAr=0.15 nm erwartet, wenn die Ausdehnung der
PVC-Folie Al,=1" betrigt [40]. Die Messungen ergaben eine Anderung der
Fluoreszenzlebensdauer von 25+25ps und eine Blauverschiebung der
Fluoreszenzemission von -1.2 £ 0.2 nm. Bei mit R/ 123 dotierten PV C-Folie konnten
keine eindeutige Anderungen der Fluoreszenzlebensdauer oder Verschiebung der
Fluoreszenzemission festgestellt werden, wobei die vom Brechungsindex der PVC-
Matrix abhingigen Effekte unterhalb der durch das statistischen Photonenrauschen
begrenzten Messgenauigkeit lagen. Daher bleiben bei mit OPV 5 dotierten Folien
eindeutig messbare Anderungen der Fluoreszenzlebensdauer und Blauverschiebung
der Emissionswellenlidnge, die der mechanischen Wirkung auf das verdrillte
Molekiilgeriist zugeordnet werden konnen. Ein Vergleich zwischen den gemessenen
Anderungen der Fluoreszenzeigenschaften und den durch semiempirische
quantenmechanische Simulation berechneten Anderungen der
Fluoreszenzeigenschaften des OPV 5 liefert mittlere auf die Fluorophore wirkende

mechanische Spannungen im Bereich von 200-600 pN [40]

" Al = 1 entspricht der Ausdehnung auf 200% der urspriinglichen Lénge (siehe Gleichung 3.1-3).
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3.2 Additive zur Steigerung der Signalstdrke von
Rhodamin 110

3.2.1 Vorwort

Die in diesem Kapitel prasentierten Daten sind im Rahmen des Sonderforschungs-
Bereichs 663 A8 in Zusammenarbeit mit Daniela Pfiffi entstanden. Im Rahmen des
Projekts wurden sowohl FCS-Messungen von Rhodamin 123 (Rh 123) und
Rhodamin 110 (Rh 110) mit verschiedenen Additiven als auch
Photozerstorungsmessungen von Rh [23 wunter verschiedenen Bedingungen
durchgefiihrt. Daniela Pfiffi hat dabei den grofSten Teil der FCS-Messungen an
Rh 123 durchgefiihrt, die Auswertungen der FCS-Messungen des Rh 123 sind bereits
in ihrer Dissertation zusammengefasst [24]. Deswegen werden im Rahmen dieser
Arbeit nur die Auswertungen der FCS-Messungen von Rh 110 présentiert. Die
Messungen der Photozerstorung des Rh /23 wurden von uns beiden zusammen
durchgefiihrt und ausgewertet. Die Ergebnisse der Messungen der Photozerstérung
sind ebenfalls in der Dissertation von Daniela Pfiffi bereits zusammengefast. Da
viele Aspekte dieser Messungen, speziell bei der Auswertung von
Photozerstorungsmessungen in entgasten Losungen dort nicht besprochen wurden,
werden im Rahmen dieser Arbeit die Photozerstdrungsmessungen von RA /23 im
Kapitel 3.2.9 kurz beschrieben.

Die in diesem Kapitel gezeigten Daten von Rh 110 mit Additiv4-[(4-
Aminophenyl)diazenyl|benzoesdure (4-AZB-C) wurden von Maximilian Miihle im
Rahmen des oben genannten Projekts fiir seine Bachelorarbeit [61] aufgenommen.
Die ihm Kapitel 3.2.7 prisentierte Auswertung dieser Daten gehorte nicht zu seiner

Bachelorarbeit und wurde ausschlielich von mir durchgefiihrt.
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3.2.2 Einleitung

Bei Anregung eines Fluorophors werden neben dem ersten angeregten
Singulettzustand auch die dunklen und langlebenden Zustinde wie Triplett-,
Radikalkation- und Radikalanionzustinde besetzt [24, 62-64], wodurch die
Fluoreszenzquantenausbeute eines Fluorophors verringert wird. Zusétzlich kdnnen
langlebende angeregte Zustinde aufgrund ihrer chemischen Reaktivitdt zur
Photozerstorung eines Fluorophors beitragen [65].
Speziell bei Einzelmolekiiltechniken mit durch die hohen Anregungsleistungen
erhohten Besetzungswahrscheinlichkeit des Triplett- und des Radikalkationzustands
[66-70], kann die Verwendung von Triplett und Radikalkation 16schenden Additiven
zu einer Fluoreszenzsignalsteigerung fithren.
Im diesem Kapitel wird der Effekt von drei verschiedenen Additiven, auf die
Fluoreszenzzihlrate des Rhodamin 110 (Rh 110) untersucht, wobei die Additive
verschiedene Dunkelzustdnde I6schen [30, 71, 72]. Bei den Additiven handelt es sich
um:

¢ 4-[(4-Aminophenyl)diazenyl]benzoesdure (4-AZB-C, Radikalkation und

Triplettloscher)

e 4-(Phenylazo)-benzoesiure (4ZB-C)

e 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonséure (7rolox)
(die chemische Struktur der Verbindungen siehe Kapitel 5.12)

3.2.2.1 Das elektronische Zustandsmodell von Rh 110

Um die Wirkung der Additive auf das Fluorophor zu verstehen, muss zuerst das
elektronische Zustandsmodell betrachtet werden (Abbildung 3.2-1). Die kinetischen
Parameter von Rh 110 sowie der eingesetzten Additive, die fiir Beschreibung des
Zustandsmodells notwendig sind, wurden im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe der
Auswertung der Fluoreszenzintensitit und der Korrelationsterme  der
Fluoreszenzkorrelationsfunktion ermittelt.

Bei den im Rahmen dieses Kapitels betrachteten Experimenten wurde ausschlielich
ein Argon Laser mit einer Wellenldnge von Ay =496.5 nm als Anregungsquelle

verwendet (Kapitel 3.2.3.7). Bei dieser Anregungswellenlinge und dem
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Absorptionsmaxim des Rh 110 von Amacapsrn 110)= 496 nm (Sp=>S) Ubergang) wird
der Fluorophor zuerst in den S;-Zustand angeregt. Die Geschwindigkeitskonstante

der Anregung in den S;-Zustand betrigt ky; = 650 cm>W™'*s™ (Kapitel 3.2.3.3).

-

Energie

o e e e e - e -
5
o

Abbildung 3.2-1 Kinetisches Modell eines Fluorophors mit Singulett- (S), Triplett- (7) Radikalanion-
(R"), Radikalkationzustinden (R") Photozerstérung (P) und der Austauschrate (kap) mit der die
Farbstoffe in das Detektionsvolumen hinein bzw. heraus diffundieren [24, 63, 65]. Die schwarzen
Pfeile reprisentieren Ubergiinge, die im Rahmen dieser Arbei beobachtet werden konnten. Die grauen
Pfeile reprisentierte Uberginge, die unter im Rahmen dieser Arbeit vorherrschenden experimentellen
Bedingungen nicht direkt beobachtet werden konnten. Die grauen gestrichelten Pfeile reprasentierten
die Uberginge, die zwar thermodynamisch erlaubt sind, kénnen aber im Rahmen des diskutierten
kinetischen Models vernachldssigt werden. Die gewellten Pfeile stehen fiir strahlungslose
Relaxationen (Kapitel 1.1.1). Alle Geschwindigkeitskonstanten, die in direkten Bezug zum
Radikalanionzustand stehen, sind durch ein Stern nach dem Muster £*, gegenzeichnet.

Damit die Abbildung {iibersichtlich bleibt sind in einigen Fillen mehrere Prozesse durch einen
gemeinsamen Pfeil dargestellt. Die entsprechenden Pfeile in der Abbildung unterscheiden sich
dadurch, dass sie entweder direkt bei den betreffenden Zustinden oder bei den die Zustdnde
zusammenfassenden Boxen beginnen bzw. enden.

AnschlieBend kann der Fluorophor vertikal in den in den Sy-Zustand unter Abgabe
eines Photons (Amaxr®nii) =520 nm) oder mittels interner Konversion sofort
zuriickkehren.

Bei einer Beobachteten Fluoreszenzlebensdauer von zowns0 in Hy0) = 4.0 ns und einer
Fluoreszenzquantenausbeute von @rra;10 in Hy0) = 0.89 (Kapitel 3.2.3.1) betragen die

Geschwindigkeitskonstanten fiir die Fluoreszenz und die interne Konversion
kp=2.2510%" bzw. kic=10.25-10% ! (Kapitel 3.2.3.2
Gleichungen 3.2-3 und 3.2-4).

Zusdtzlich kann der angeregte Fluorophor aus dem S;-Zustand horizontal in die
angeregten Schwingungszustidnde des energetisch darunterliegenden Triplettzustands
wechseln  (kisc=1-10°s" [24, 63]), von wo nach der Relaxation in den

Schwingungsgrundzustand des 7;-Zustands eine Relaxation {iiber horizontale
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Wechsel in eine angeregten Schwingungszustand des Sy-Zustands (k7 =410 s™' [24,
63]) mit anschlieBenden Schwingungsrelaxation in den Schwingungsgrundzustand
des Sy-Zustands erfolgen kann. Dariiber hinaus kann der Fluorophor durch die
Abgabe oder Aufnahme eines Elektrons aus den S;- und 7;-Zustinden in den
energetisch  darunterliegenden  Radikalkationzustand (R;”) bzw. in den
Radikalanionzustand wechseln (R;”) [62, 73]. Die beiden Radikalzustinde konnen
durch die Aufnahme bzw. Abgabe eines Elektrons in den S)-Zustand relaxieren.

Der Radikalkationzustand kann in luftgesittigter wéssriger LOsung beobachtet
werden, auch wenn keine weiteren Reaktionspartner als Oxidationsmittel anwesend
sind, da molekularer Sauerstoff als Elektronenakzeptor fungieren kann. Unter den im
Rahmen dieser Arbeit vorherrschenden experimentellen Bedingungen fiir #CS- und
Einzelmolekiilmessungen (Rhodamin Konzentration ¢ <2-10° M in luftgesittigten
Phosphatpuffer 25 mM bei pH 7) liegt die Relaxationsrate des R; '-Zustands bei
krea< 10° s [24, 62, 73], wobei hier vermutlich Verunreinigungen des
Losungsmittels die flir die Reduktion notwendigen Elektronen bereitstellen. Die
Geschwindigkeitskonstante fiir die Oxidation der S;- bzw. T;-Zustinde liegt bei
koxs = koxr= 2:10° 57! [63]. Im Vergleich zur Population des Radikalkationzustands
bleibt die Population des Radikalanionzustands in einer luftgeséttigten wissrigen
Losung solange vernachlédssigbar bis ein Reduktionsmittel als Reaktionspartner fiir
Rhodamin vorhanden ist. Der Grund dafiir ist eine groBe Relaxationsrate des
Radikalanionzustands von k*,=1.8-10" s [63] in einer luftgesittigten wassrigen
Lésungl.

Bei hoheren Photonendichten, die typisch fiir Einzelmolekiil-Messungen sind,
konnen hoher angeregte Zustdnde durch die Absorption eines zweiten Photons aus
einem der ersten angeregten Zustinde (S;, T;, R, R;") erreicht werden [62, 73] (die
Absorptionsquerschnitte der elektronischen Zustinde sind in Kapitel 3.2.3.3

angegeben). Die Relaxation aus den hoher angeregten Zustdnden kann analog zu den

" Bei einer Lebensdauer des Radikalanionzustands in wissriger Losung ohne Sauerstoff im Bereich
von Millisekunden ist diese schnelle Relaxation auf die Reaktion des Radikalanions mit dem geldsten
Sauerstoff zuriickzufiihren. Bei einer Konzentration des Sauerstoffs in luftgesittigter wassriger
Losung von [Q] o, = 286 uM (berechnet aus Henry-Konstante von ky = 0.0013 M-bar [74] und dem
Partialdruck des Sauerstoff unter Atmosphérischen Bedingungen von pp, =0.22 bar)  betrédgt die
Sauerstoff abhingige Geschwindigkeitskonstante fiir Loschung des Radikalanionzustands
k* ok = 610° M""s™" (siehe Gleichung 3.2-1)
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ersten angeregten Zustinden direkt vertikal oder {iber horizontalen Wechsel
zwischen den verschiedenen Zustdnden erfolgen. Im Vergleich zu den Zusténden S;
und 77 zeigen die hoher angeregten Zusténde S, und 7, sehr schnelle Relaxationsrate
von k1 = ks = 5-10" s'1[65], deswegen konnen horizontale Ubergéinge zwischen
den beiden Zustidnden (kssc, und k7,) in dieser Arbeit vernachlidssigt werden. Die
Oxidation der hoher angeregten Zustidnde (S,, 7, R, ) kann ,,spontan‘ ohne einen
Reaktionspartner (Photoionisation) erfolgen [62, 73]. Dagegen erfordert die
Reduktion eines Zustands grundsédtzlich einen Reaktionspartner, der die bendtigten
Elektronen bereitstellt.

Die FCS-Messungen wurden im Rahmen dieser Arbeit an einem Fluoreszenzaufbau
(Kapitel 3.2.3.7, siehe auch Kapitel 2.3) mit einer konfokalen Messanordnung
durchgefiihrt. In diesem Zusammenhang muss bei einer kinetischen Betrachtung
zusitzlich die Austauschrate (ky) mit der die Farbstoffe in das Detektionsvolumen
hinein bzw. heraus diffundieren beriicksichtigt werden (vergl. Kapitel 2.4.2). Im
Rahmen aller in dieser Arbeit hergeleiteten Modelle (Kapitel 3.2.4.1) wird davon
ausgegangen, dass die in das Detektionsvolumen hinein diffundierenden Farbstoffe

sich grundsitzlich im Sy-Zustand befinden.

Tabelle 3.2-1 Zusammenfassung aller bereits bekannten Geschwindigkeitskonstanten fiir die Population
und Depopulation der elektronischen Zustdnde und optische Eigenschaften von RA 110

kr @ a kos kisc” kr’
[108.S—1] F(H20) [cmz.W‘I.S—Ij []05,S—1] []05,S—]]
2.25 0.89 650 10 4

kredb koxc koxnc k *oxS()b led
[s7] [s7] [10%5"] [10°s57"] [10%57"]
100 2100 5.8:10° 1.8 0.25
Abs.Max® | Em. Max® £(496 nm)°

[nm] [nm] [104M'1'cm'1]

496 520 6.8

“Kapitel 3.2.3.1

*[63]

‘diese Konstanten Representieren aus den Geschwindigkeitskonstanten aus dem Triplett- und
Singulettzustinden mit k., = ks, = koxn] bzw. ko, = kowsy = koxrn [63]

Kapitel 1.1.2 Kapitel 3.2.3.2 Gleichungen 3.2-3 und 3.2-4

“Absorptionsmaximum Abs.Max, Emissionssmaximum Em. Max und Absorptionskoefizent ¢ sind fiir das
Losungsmittel Wasser angegeben.

Bei den fiir FCS-Messungen typischen hohen Leistungen kann zusétzlich die

Photozerstorung des Fluorophors auftreten. Die Photozerstorung kann aus jedem der
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angeregten Zustinde erfolgen und zu verschiedenen irreversiblen photochemischen
Produkten fiihren. Alle irreversiblen Produkte der Photozerstorung sind in der
Abbildung 3.2-1 als der elektronische Zustand P zusammengefasst. Die
Geschwindigkeit der Photozerstorung der Rhodamine aus den ersten angeregten

Zustianden verlduft mit einer Geschwindigkeitskonstante von &, = 10* s [24, 65]".

3.2.2.2 Der Einfluss der Additive auf die elektronischen Zustéinde des Rh 110

Alle Relaxationsprozesse der angeregten elektronischen Zustinde konnen mittels
eines geeigneten Additivs durch einen Energie- bzw. einen Elektronentransfer
beeinflusst werden. Bei Relaxationsraten der hoher angeregten S,- und 7,- Zustdnde
von kzu = kgp; = 510" s konnen additivabhingige Relaxationsprozesse aus diesen
beiden Zustinden vernachldssigt werden, weil bei einer Stofirate zwischen einem
Farbstoffmolekiil und einem potentiellen Reaktionspartner von kg ;< 7-10° s'-M™!
(Kapitel 5.9) und in dieser Arbeit eingesetzten Konzentration der Additive von
[0]<10°M, die Geschwindigkeiten der Reaktion aus diesen Zustinden zu klein
sind.

Die Relaxationsraten der angeregten Radikalzustinde sind nicht bekannt. Daher
konnten eventuelle additivabhingige Prozesse aus diesen Zustinden nicht mit
Sicherheit ausgeschlossen werden. Die Geschwindigkeitskonstanten (k,), bei denen
im Rahmen dieser Arbeit eine Abhéngigkeit von der Konzentration eines Additivs
beobachtet wurde, sind in der Abbildung 3.2-1 mit einem Strich gegenzeichnet (k).
Diese Geschwindigkeitskonstanten setzen sich aus einer fluorophorspezifischen und

einer additivspezifischen Komponente nach Gleichung 3.2-1 zusammen.

k'=k, +k, - [O] 3.2-1

k. = Farbstoffspezifische additivunabhdngige Geschwindigkeitskonstante
kg = Additivspezifische Geschwindigkeitskonstante
[QO] = Additivkonzentration

! Zusitzlich wurde bereits mittels FCS-Messungen die Photozerstérung von Rhodaminen aus den
hoher angeregten Zustinden mit einer Geschwindigkeitskonstante von k, = 0.003 s™*W'-cm®
beobachtet, wobei bei diesen FCS-Messungen die Besetzung des Radikalkationzustands nicht
berticksichtigt wurde, so dass angenommen werden kann, dass die als Photozerstdrung interpretierte
Beobachtung auf die Oxidation zum Radikalkation zuriickzufiihren ist.
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Im Zusammenhang mit der Optimierung des Fluoreszenzsignals von Rh 123 durch
die Loschung seiner Dunkelzustinde, wurde bereits frither eine Strategie zur

Auswahl von Dunkelzustinde 16schenden Additiven vorgeschlagen [64].

+ A Fo+'Q; 4 B 2p+ 4 2Q"
al A1
L
N 2P 4 20+ o
1 1 P 1 1 2
F,+ QQ/ i . F,+1Q,."7
Isc ’ )? "t 'l'/'Ox.
Isc /
© TEET 3 p Red. ™ ;_I_T
211 @
o @
= cC
L L
1 1 1 1
Fo+'Q, Fo+'Q,

Abbildung 3.2-2 Uberblick iiber Energien der Zustinde von an Loschprozessen beteiligtem Additiv O
bzw. Fluorophor F, wie sie in der Referenz [64] vorgeschlagen wurden. Die gestrichelten Pfeile
reprisentieren thermodynamisch verbotene Ubergiinge.

A: Fiir Triplettldschung optimale Verteilung der Energien der beteiligten Zustdnde von F und Q. Die
Energien der Zustinde sind so verteilt, dass der Triplett-Triplett-Energietransfer (T7EET) von
Fluorophor auf das Additiv moglich ist, wéhrend Singulett-Singulett-Energietransfer (SEET)
thermodynamisch verboten ist.

B: Die Energien der Zustdnde bei der Oxidation bzw. Reduktion des Fluorophors mittels Additiv sind
so verteilt, dass die Oxidation bzw. Reduktion der Triplett- oder Singulettzustdnde thermodynamisch
verboten ist. Damit kénnen die Additive keine weiteren dunklen Zustéinde des Rh 110 induzieren.

Die Umsetzung der Strategie bestand darin die Additive so auszuwdéhlen, dass
ausschlieBlich die Loschung des Triplettzustands des Fluorophors mittels eines
Triplett-Triplett-Energietransfers durch die Additive thermodynamisch erlaubt ist.
Die  Loschung des  S;-Zustands  durch  die  Additive und alle
Elektronentransferreaktionen zwischen den Additiven und dem Fluorophor sollten
thermodynamisch  verboten sein. Die notwendigen thermodynamischen
Voraussetzungen fiir die Realisierung einer solchen Strategie sind in Abbildung 3.2-2
visualisiert.

Die in dieser Arbeit eingesetzten Azobenzole sind in der Lage die Triplettenergie
eines Rhodamins aufzunehmen, da deren Triplettenergie (Er= 1.5 eV [75]) deutlich
unterhalb der Triplettenergie des Rh 110 (Er= 1.9 eV Kapitel 3.2.3.5) liegt'.
Gleichzeitig ist die Energie der S;-Zustinde bei allen drei Additiven deutlich groBer

' Der Triplett-Energietransfer beim Rh 110 erfolgt iiber einen Elektronenaustausch nach dem Dexter
Mechanismus (vergleiche Kapitel 1.1.3) [24]
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im Vergleich zur Energie des S;-Zustinds von RA 110 (Tabelle 3.2-5). Dies fiihrt
dazu, dass kein Singulett-Singulett-Energietransfer von RA /10 auf die Additive
stattfinden kann. Damit erfiihlen die Additive AZB-C und A-AZB-C die
thermodynamischen Voraussetzungen, die in Abbildung 3.2-2 A dargestellt sind fiir
Loschung des Triplettzustands des RA 110 ohne Singulett-Singulett-Energietransfer.
Die thermodynamischen Voraussetzungen fiir Elektronentransferreaktionen zwischen
den Additiven und dem Fluorophor (Abbildung 3.2-2 B) werden von keinem der
eingesetzten Additive erfiihlt. Das Additiv 4-4AZB-C ist in der Lage die ersten
angeregten Singulett-, Triplett- und Radikalkation-Zustinde zu reduzieren. Das
Additiv A-AZB kann den ersten angeregten Singulettzustand oxidieren. Das Additiv
Trolox kann wie das Additiv A4-AZB-C  Singulett-, Triplett- und
Radikalkationzustinde reduzieren und zusétzlich den Singulettzustand oxidieren
[76]. Alle Additive sind thermodynamisch in der Lage alle hoher angeregten

Zustinde sowohl zu oxidieren als auch zu reduzieren (Kapitel 3.2.3.5).

3.2.2.3 Ubersicht der verwendeten Grundmodelle

Bei der Auswertung der Fluoreszenzmessungen des R/ 110 miissen je nach Additiv
bzw. je nach eingesetzten Leistungsdichtebereich nur bestimmte Reaktionspfade des
in der Abbildung 3.2-1 dargestellten Zustandsdiagramms bei der Auswertung der
Daten beriicksichtigt werden. Aus diesem Grund kommen im Rahmen dieser Arbeit
verschiedene kinetische Grundmodelle zum Einsatz (die Ubersicht der
beriicksichtigten elektronischen Zustinde bei den verwendeten Grundmodellen ist in
Tabelle 3.2-2 zu finden):

e Modell la: Modell bei dem angenommen wird, dass die Population des
Radikalanions vernachlédssigbar ist. Dieses Modell beinhaltet Singulett-,
Triplett- und Radikalkationzustéinde. Zusédtzlich werden bei dem Modell die
Photozerstérung (Zustand P) und die Austauschrate kg mit der die
Farbstoffe in das Detektionsvolumen hinein bzw. heraus diffundieren,
beriicksichtigt. (Kapitel 3.2.4.1 S 82).

e Modell 1b: Modell das Modell 1a entspricht, wobei eine sehr langsame
Kinetik des Radikalkationzustands im Vergleich zu der Kinetik der Singulett-
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und Triplettzustinde angenommen wird ((koy + kyeq) << (kisc + k) bzw.
(kox t kyeq) << (ko; + kp)). Diese  Annahme  erlaubt die  formale
Zusammenfassung der Singulett und Triplettzustdinde zu einem einzigen
Zustand (ST) Kapitel 3.2.4.1 S 87.

e Modell 2: Modell mit nur drei elektronischen Zustdnden bestehend aus Sy-,
S;-, T;-Zustéanden (Kapitel 3.2.4.1 S 85).

e Modell 3a: Modell bei dem angenommen wird, dass die Photozerstérung zu
langsam ist um die Besetzungswahrscheinlichkeiten aller anderen Zustdnde
bemerkbar zu beeinflussen. Das Modell enthélt Singulett-, Triplett-,
Radikalkation- und Radikalkationzustinde. Zusitzlich wird hier die
Austauschrate kg beriicksichtigt (Kapitel 3.2.6.1).

e Modell 3b: Entspricht Modell 3a, wobei bei diesem Modell, vergleichbar mit
Modell 1b, die Singulett-, Triplett- und Radikalanionzustinde zu einem
einzigen Zustand (STR") zusammengefasst werden (Kapitel 3.2.6.3).

e  Modell 4: Modell fiir die Photozerstdrung bei niedrigen Leistungsdichten. Bei
diesem Modell werden nur die Zustinde Sy, S;, 7;, R, und P bertiicksichtigt
(Kapitel 3.2.9.1).

Bei der Beriicksichtigung der hdherangeregten Zustinde (S,, 7,, R,” R,”) wird
grundsitzlich davon ausgegangen, dass Relaxation dieser Zustinde deutlich schneller
im Vergleich zu deren Anregung verlduft. Dies hat zur Folge, dass in erster
Néherung die hoher angeregten Zustinde keinen bemerkbaren Einfluss auf die
Besetzungswahrscheinlichkeit der direkt darunterliegenden Zustinde haben. Aus
diesem Grund werden die hoher angeregten Zustinde bei den Modellen 1a, 1b, 3a,
und 3b, formal mit den direkt darunter liegende Zustéinden zu einem Zustand (S, 7,

R und R") zusammengefassten.
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Tabelle 3.2-2 Ubersicht der beriicksichtigten elektronischen Zustinde bei den
verwendeten Grundmodellen.

»X“ und ,,----* stehen fiir die beriicksichtigte bzw. nicht beriicksichtigte Zustdnde. In
klammern stehen die fiir die zusammengefasten Zustinde verwendeten Namen

Modell | S, S; S, |T; |T, |R™|[R,™ |R™ |R, |P
la X X (S) X (7) X X (R X
1b X (ST) e |- [ XRD) X
3a X X (S) X((T) | X (R X (R
3a X (STR") X (R™)
4 X X X | oo [ oom [ [ X | e |-
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3.2.3 Materialien und Methoden

3.2.3.1 Fluoreszenzquantenausbeute von Rh 110

Die Fluoreszenzquantenausbeute von RA 110 in wissriger Losung kann mit Hilfe der
in der Literatur zu findenden Fluoreszenzquantenausbeute von Rk /10 in Ethanol

(Drrniio, Eomy = 0.92 [77]) nach Gleichung 3.2-2 berechnet werden.

2
o M0
F(EOH) "~ 2
(EtOH )

1.34° 39
P 11,0y = P rmon) 1362 =0.92-0.97=0.89

()

F(H,0) —

(bei T =20 °C und 2 = 500 nm)

3.2.3.2 Bestimmung von k¢ und k;c des Rh 110

Wird beriicksichtigt, dass bei im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten RA /10 die
Multiplizititsainderung mehrere GrofBenordnungen langsamer als die Fluoreszenz
bzw. interne Konversion ablauft (k;sc << kr bzw. k;c), so konnen Gleichung 1.1-7 und

Gleichung 1.1-8 zu 3.2-3 bzw. Gleichung 3.2-4 vereinfacht werden.

T, ; 3.2-3
kp +k,
s LT 3.2-4
kp+ke

Damit kénnen die Geschwindigkeitskonstanten kr und k¢ direkt aus der bekannten
Fluoreszenzlebensdauer von 7y =4 ns und der Fluoreszenzquantenausbeute (siche

Kapitel 3.2.3.1) zu kr=2.25-10s "' bzw. ke =0.2510% ™' bestimmt werden.

3.2.3.3 Anregungsraten und  Absorptionsquerschnitte elektronischer
Ubergéinge von Rh 123 (und Rh 110)

Bei  bekannten  Extinktionskoeffizienten lassen sich die  molekularen

Absorptionsquerschnitte  o(4)  (Gleichung 1.1-2) und Anregungsraten £,
(Gleichung 1.1-3) fiir einen elektronischen Ubergang berechnen. In Tabelle 3.2-3
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sind Daten fiir verschiedene Ubergiinge von RA 123 zusammen getragen, wobei
aufgrund der Ahnlichkeit von RA 123 und Rh 110 angenommen wird, dass diese

Daten auch fur RAh 110 verwendet werden konnen.

Tabelle 3.2-3 Extinktionkoeffizienten £(A), Absorptionsquerschnitte 0(A) und Anregungsraten km

n

fiir zwei Photonen Prozesse (bei A =496.5 nm > y=2.5-10"" cm™s" W) von Rh 123 abgeschitzt aus

den transienten Absorption-Spektren [62, 73]
SO 9S1 ot ot . .
(ein Photon Anregung) 2T, Ri™ DR, Ri“2 R,
G(ﬂ) 116 118 116 3.8'10_18—
Jem] 2.6°10 <3.8°10 310 197077
b =) 7A) 50 <10 760 10-50
[~ W]
s 6.8'10° <10° 8-10* 10°-510°
[em™ M)
Die angegebenen Extinktionkoeffizienten bei den Absorptionsmaxima der angeregten
Zustdnde des Rh 123 [73]
e(A,.) 1.1-10° 8-10° 2.810°
[em™-M'] (390nm) (500nm) (385nm)

3.2.34 Untergrundzéihirate der verwendeten Additive

Die Untergrundzihlrate (U) des eingesetzten Phosphatpuffers mit und ohne Additive
stieg linear mit der Leistungsdichte (Abbildung 3.2-3), deswegen erfolgte die
Bestimmung der Untergrundzédhlrate in dem die Untergrundzdhlrate fiir jede der
eingesetzten ~Additivkonzentrationen bei 3 verschiedenen' Leistungsdichten
gemessen, und anschlieBend fiir alle restlichen eingesetzten Leistungsdichten linear
extrapoliert wurde. Die Zugabe von bis zu 1 mM des Additivs Trolox fiihrte zu
keiner Erhohung der Untergrundzihlrate des Puffers. Im Gegensatz dazu wurde eine
deutliche Erhohung der Untergrundzihlrate beobachtet, wenn die Additive AZB-C
oder A-AZB-C zugegeben wurden (Abbildung 3.2-3). Der Grund hierfiir ist die
Fluoreszenz der beiden Additive.

Die Absorptionsbanden der beiden Additive liegen im Bereich der verwendeten

Anregungswellenlidnge (4z4ser) = 496.5 nm) (Abbildung 3.2-4, Tabelle 3.2-4).

! Zusitzlich wurde eine Messunge bei ausgeschaltetem Laser durchgefiihrt um die Dunkelzihlrate der
Detektoren zu bestimmen. Die Dunkelzéhlrate der Detektoren betrug durchgehend Up,,ze; = 0.2 kHz
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Abbildung 3.2-3 Untergrundzéhlrate U der Additive 4-AZB-C (A) und AZB-Z (B) im Phosphatpuffer
(25 mM pH 7), gemessen am im Kapitel 3.2.3.7 beschriebenen Fluoreszenzaufbau

Speziell bei dem Additiv 4-AZB-C wird eine starke Absorption im Bereich der
Wellenldnge des Laser beobachtet (Abbildung 3.2-4). Die entsprechende
Fluoreszenzbande dieses Additivs ist bereits so stark, dass sie mit einem
Fluoreszenzspektrometer (Kapitel 2.2) gemessen werden kann (Abbildung 3.2-5).
Die Fluoreszenzbande des A-AZB-C liegt direkt im Detektionsfenster des
Fluoreszenzautbaus, was die besonders hohe Untergrundzédhlrate in Gegenwart des

A-AZB-C erklart.

norm. Absorp.

0.0

300 400 500 600
A [nm]

Abbildung 3.2-4 Absorptionsbanden der Additive 4-AZB-C, AZB-Z, und Trolox im Phosphatpuffer
25mMpH 7).
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Tabelle 3.2-4 Extinktionkoeffizienten (e..)) der Additive bei dem jeweiligen Absorptionsmaximum
(&4nay) und bei der verwenden Anregungswellenldnge von 4 =496.5 nm

Additiv A-AZB-C AZB-Z Trolox
Emay) [em™ "M 16700 (385 nm) | 19100 (325 nm) 2500 (290 nm)
€0, 496.5um) fcm™ M) | 1700 250 =0
— A-AZB-C
IS —— AZB-C
|
| |

‘\
550 600 650 700
A[nm]

Abbildung 3.2-5 Fluoreszenzbanden der Additive 4-4AZB-C und AZB-C im Phosphatpuffer (25 mM
pH 7). Aufgrund von sehr schwacher Fluoreszenzzihlrate konnte keine Fluoreszenzbande des
Additivs AZB-C mittels eines Fluoreszenzspektrometers gemessen werden. Das griine Rechteck
markiert das durch den Bandpass-Filter (AHF, (HQ 533/46)) definierte Fluoreszenzdetektionsfenster
des Fluoreszenzaufbaus (Kapitel 3.2.3.7).

Die Lebensdauer der Fluoreszenz des 4-AZB-C war kiirzer als 200 ps, was kiirzer ist
als die Geriteantwortfunktion des verwendeten Fluoreszenzspektrometers

(Kapitel 2.2), und konnte deswegen nicht quantitativ bestimmt werden.

3.2.3.5 Thermodynamisch erlaubte Redoxreaktionen zwischen Rh 110 und den
Additiven

Die Standardreaktionsenthalpien (4Ggr) fiir Elektronentransferreaktionen zwischen
den Additiven und RA 110 sind in Tabelle 3.2-5 zusammengetragen. Die fiir die
Bestimmung von 4Ggr notwendigen Energien der S;- und T;-Zustdnde wurden aus
den Energien der gleichen Zustinde von Rh 123 [24] abgeschitzt
(Exrn110= Exgn 123+ 0.02 eV). Die Energien der hdher angeregten Zustinde X,
wurden mit Hilfe der Summe der Energie der Photonen des verwendeten Lasers
(Araser =496.5 nm =2.5 eV) und der Energie des entsprechenden ersten angeregten

Zustands berechnet.

Tabelle 3.2-5 Elektrochemische Potenziale und Energien der Uberginge von Rh 110 bzw. der
verwendeten Additive gemessen in Acetonitril bzw. DMF [24] und mit Hilfe der Rehm-Weller-
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Gleichung (Gleichung 1.1-13") berechnete freie Enthalpie 4G fiir eine Elektronentransferreaktion
zwischen einem Additiv und einem angeregten Zustand von R/ /10. Die negativen Werte von AGgr
zeigen die thermodynamisch erlaubten Elektronentransferreaktionen an.

Rh 110 AZB-C A-AZB-C Trolox
Eox [Vvs. NHE] 11 59 2.06 112 0.40
Erea [Vvs. NHE] | 4 61 -0.81 -1.55 -0.82
Energie der Sy2S; Ubergiinge (Esy_s;) der Additive (vergl. Kapitel 3.2.3.3)

AZB-C A-AZB-C Trolox

Eso_si [eV] (nm) 3.8 (325) 3.2 (385) 4.2 (290)
E [eV] Energie der Ubergiinge’ von Zustand X in den Sy-Zustand des Rh 110
S T, Sy T,
2.45 1.94 4.95 4.44

E [eV](nm) Energie der Sy2S; Ubergiinge der Additiven (vergl. Kapitel Kapitel 3.2.3.3)

AGgro. [eV] (fiir die Oxidation eines Zustands von Rh 110)

Y T R, S T, R,
AZB-C -0.35 0.16 0.20 -2.85 -2.34 -2.3
A-AZB-C  [0.39 0.90 0.94 211 -1.6 -1.56
Trolox -0.34 0.17 0.21 -2.84 -2.33 -2.29
AGgr,eq [€V] (fiir die Reduktion eines Zustands von Rh 110)

S T, R, S, T, R,
AZB-C 0.22 0.73 0.77 -2.28 -1.77 -1.73
A-AZB-C  |-0.72 -0.21  |-0.17 -3.22 -2.71 -2.67
Trolox -1.44 -0.93  |-0.89 -3.94 -3.43 -3.39

" Der Term (4G(g) ), der die Coulomb-Wechselwirkung und die Solvatisierung durch

Losungsmittelmolekiile beschreibt, wird hier vernachldssigt. Zusétzlich werden hier mogliche

Protonierungs- bzw. Deprotonierungsreaktionen bei der Betrachtung der Energien der

Radikalzustéinde aufleracht gelassen, da solche Reaktionen keinen Einfluss auf die in diese Arbeit
diskutierten Prozesse haben.
* Zu beachten ist, dass bei den ersten angeregten Zustinden die Energie zwischen dem niedrigsten

Schwingungszustand des ersten angeregten Zustands und dem niedrigsten Schwingungszustand des

Sy-Zustands verwendet werden muss.
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3.2.3.6 Singulettloschung durch die verwendeten Additive

Die Messungen der Fluoreszenzlebensdauer des RA /23 in Gegenwart der
verwendeten Additive zeigen, dass alle Additive praktisch mit einer
diffusionskontrollierten Geschwindigkeit den Singulettzustands des Rhodamins
l6schen konnen (Abbildung 3.2-6). Beim Additiv A-AZB-C scheint die
Geschwindigkeitskonstante der Loschung des Singulettzustands mit kysuaz5-
o =210""M"s" iiber der maximal moglichen diffusionskontrollierten StoBrate zu
liegen. Dies ist vermutlich auf die Bildung von langlebigen fluoreszierenden

Grundzustandskomplexen zwischen Rhodamin und 4-4AZB-C zuriickzufiihren.

2.60x10°
2.58x10° -
L 2.55%10°
<
AZB-C
o
2.52x10° - o A-AZB-C
9 o Trolox
2.50x10°% :

00 05 10 15 20 25
[Q] [mM]

Abbildung 3.2-6  Aus  Fluoreszenzlebensdauermessungen  (siche  Kapitel 2.2)  berechnete
Geschwindigkeitskonstante der Fluoreszenz ky= 1/ty von Rh 123 in luftgesittigtem Phosphatpuffer
mit den Additiven AZB-C, A-AZB-C und Trolox. Die Steigung der linearen Anpassung (rote Linien)
entspricht der additivkonzentrationsabhéngigen Konstante fiir die Depopulation des Singulett-
Zustands kg Fiir das jeweiligen Additiv ergeben sich: kys.zz ¢) = 7-10° M's™, kqsa-azs-0) = 2° 10" M's
" kustroon = 3.7°10° M's " und

3.2.3.7 FCS-Fluoreszenzaufbau fiir Fluoreszenzmessungen mit Triplett- und
Radikal-Léscher (FCS-Fluoreszenzaufbau 1)

Die FCS- und Fluoreszenzintensitdt-Messungen wurden an einer modifizierten
Version des Fluoreszenzautbaus (Abbildung 2.3-1) durchgefiihrt.

Als Anregungsquelle wurde ein Argon-lonen-Laser (Melles-Griot 35LAP431-230)
verwendet. Das Anregungslicht wurde iiber einen Strahlteiler (AHF, 498 DCLP) in
ein Wasserimmersions-Objektiv (Olympus, UPLAPO 60 NA =1.2) eingekoppelt.

Der Fluoreszenzstrahl wurde mit einem 50/50 Strahlteiler auf zwei Perkin-Elmer
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Einzelphotonendetektoren (APD, SPCM-AQR-14 mit einem zusdtzlichen Bandpass-
Filter von AHF, (HQ 533/46) aufgeteilt. Die Signale der Detektoren wurden von
einem Hardware-Korrelator (ALV-5000, ALV-Laser) verarbeitet [78].

Zusitzlich zum Bandpass-Filter (AHF, HQ 533/46) wurde in Féllen, wenn das
Gesamtsignal 500 kHz tiberstieg, ein OD-Filter von Thorlabs, (NE10B oder NEO3B)

verwendet.

3.2.3.8  Probenkammern fiir FCS-Messungen”

Bei allen F,,-Messungen wurde die Konzentration der Fluorophore so gewdhlt
(c=1nM), dass die mittlere Anzahl der Fluorophore im Detektionsvolumen im
Bereich von N = 1-5 lagen.

Die FCS-Messungen wurden in einem Losungsmitteltropfen (Phosphatpuffer
(25 mM pH 7), Wasser) auf einem Deckgldschen (Menzel, 1.5) durchgefiihrt. Das
Volumen der Proben betrug V=10 puL. Um das Austrocknen der Probe zu
verhindern, wurde die Probe mit einem weiteren Deckgldschen abgedeckt, dabei
wurde doppelseitiges Klebeband (7esa) als Abstandshalter zwischen den
Deckgldschen verwendet. Der Abstand zwischen den Deckgldschen betrug
d=100+= 10 um (gemessen mittels Mikrometerschraube unter Verwendung von

Reflektionen des Laserstrahls von den Wasser/Glas-Grenzflachen).

doppelseitiges Klebeband Eukalhsthion
Sam{nelkegel des Objektivs kanfokales Volumen|

\Farbstofﬂﬁsung V=10 uL_/

. \ /
= \ L-/ - N
/_\ o Deckglaschen

e, Sammelkegel des Objektivs | | i
Objektiv \ :
Deckglaschen |

L] L]

p. Probe:
”_— Deckglaschen =100 pm . Farbstofflasung
¥ c<2'10° M

Abbildung 3.2-7 Schematische Darstellung einer F'CS- oder Einzelmolekiilmessanordnung

! Zusitzlich zur in diesem Kapitel beschriebenen Probenkammer wurde eine kommerziell erwerbbare
Probenkammer (Thermo Scientific, Nunc Lab-Tek II, 155360) fiir die Messung des Fluoreszenzsignals
verwendet (Kapitel 3.2.3.12 und 3.2.5.2).
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3.2.3.9 Aufnahme der FCS-Daten

Die Messdauer bei den FCS-Messungen betrug je nach Gesamtsignal zwischen 60-
180 Sekunden. Danach wurden die FCS-Kurven als eine ASCII-Datei gespeichert
und anschlieBend mittels der in der Arbeitsgruppe geschriebenen Software ,,Kristine*
analysiert. Vor jeder Messung wurde die Laserleistung zuerst mittels eines
Leistungs-Messgeréts (Coherent, LabMax-Top) im Strahlengang bestimmt.
Zusdtzlich wurde einmal die Leistung direkt am Objektiv gemessen. Aus dem
Verhiltnis zwischen der Leistung im Strahlengang und Leistung am Objektiv wurde
die Transmission des Objektivs bestimmt (Topjekiiv = 90 %). Nachfolgend wurden alle
Messwerte der Leistung im Strahlengang mit der Transmission des Objektivs
korrigiert um die tatsichliche Leistung an der Probe zu bestimmen. Die Bestimmung
der Leistungsdichte aus der gemessenen Leistung ist in Kapitel 2.4.1 beschrieben.

Bei Leistungsdichtemessreihen wurden die Messungen bei den jeweiligen
Leistungsdichten hintereinander durchgefiihrt, wobei eine Messreihe immer mit der
kleinsten Leistung begonnen wurde'. Der Zeitabstand zwischen den einzelnen
Messungen einer Messreihe betrug 2-5 Minuten (die Zeit, die bendtigt wurde fiir die

Umstellung und die Bestimmung der Laserleistung).

3.2.3.10 Korrektur der F.m(FCS) bei FCS-Messungen mit  hoher

Untergrundzdhirate

Bei den FCS-Messungen wird die Diffusionsamplitude unter anderem durch die
Untergrundzédhlrate beeinflusst. Deswegen wurden alle mit Hilfe der

Diffusionsamplitude berechneten Fluoreszenzzéhlraten pro Molekil F, (FCS)

(siehe dazu Kapitel 3.2.5.3) unter Beriicksichtigung des Untergrundsignals nach der
Gleichung 3.2-5 korrigiert [79].

" Im Laufe der Auswertung der Daten stellte sich heraus, dass die verwendete Reihenfolge bei
Messungen von Leistungsdichte-Messreihen nicht optimal gewesen ist. Es ist empfehlenswert eine
Messreihe mit hochster Leistung zu beginnen, weil bei hoheren Leistungsdichten solche Effekte wie
der Abstand des Detektionsvolumens von der Oberfliche der Deckgldschen und eine leichte
Dejustierung der Position der Lochblende einen deutlich groBBeren Effekt haben und auf der Zeitskala
einer Messreihe (Stunden) eine leichte Drift der Position der einzelnen optischen Komponente des
Fluoreszenzaufbaus nicht zu vermeiden ist. Eine solche Drift der optischen Komponenten &uf3ert sich
in einer systematischen Verschiebung der Fluoreszenzintensitit (siche leichte Wellen ab einer
mittleren Leistungsdichte von </> =200 kW/cm? beim Fluoreszenzsignal Abbildung 3.2-25).
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F,.(FCS)=F,, (FCS,unkorr)- f 3.2-5

Fom(FCS) = Fluoreszenzzihlrate pro Molekiil
U = Untergrundsignal
F = Fluoreszenzsignal

3.2.3.11 Bestimmung der Detektionseffizienz

Die Detektionseffizienz kann bestimmt werden, indem die nach Gleichung 3.2-51
berechnete F,, bei niedrigen Leistungsdichten mit der Gleichung 3.2-44 angepasst
wird, wobei fiir die Besetzungswahrscheinlichkeit S;., Gleichung 3.2-17 eingesetzt
wird. Bei niedrigen Leistungsdichten aufgrund von kleiner Wahrscheinlichkeit fiir
die Besetzung des Radikalkationzustands haben die Geschwindigkeitskonstanten fiir
die  Population und Depopulation des  Radikalkationzustands einen
vernachlissigbaren Einfluss auf die Besetzungswahrscheinlichkeit S;.,. Deswegen
konnen diese Konstanten entweder auf die bereits ermittelten Werte (Kapitel 3.2.4.3)
fixiert oder global angepasst werden. Die Anpassung in beiden Féllen ergab fiir den
FCS-Fluoreszenzaufbau bei niedrigen Leistungsdichten (</> <20 kW/cm?) einen

Wert von der Detektioneffizienz Gerer = 0.022 (Abbildung 3.2-8).

120 -

100 -
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80
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F

60

40
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Abbildung 3.2-8 F,,,(FCS,corr) bei niedrigen Leistungsdichten. Die durchgezogene Linie
reprasentiert eine Anpassung der Daten mit der Gleichung 3.2-44 (nihere Erkldrungen siche Text).
Die Anpassung ergab fiir die Detektionseffizienz des FCS-Fluoreszenzautbaus G .., = 0.022.

Alle Geschwindigkeitskonstanten fiir die Population und die Depopulation des
Triplettzustands und des Singulettzustands wurden bei der Anpassung auf die bereits
ermittelten Werte fixiert (eine Ubersicht der Konstanten ist in Tabelle 3.2-14
(Seite 136) zu finden).

3.2.3.12 Aufnahme des Fluoreszenzsignals

Die Aufnahme des Fluoreszenzsignals erfolgte nach dem gleichen Muster wie die
Aufnahme der FCS-Daten (Kapitel 3.2.3.9). Beim Fluoreszenzsignal muss jedoch
beachtet, dass dieses von der Konzentration der Fluorophore in der Messzelle
abhingt, deswegen wurde fiir die Messungen des Fluoreszenzsignals eine
kommerziell erwerbbare Probenkammer (Thermo Scientific, Nunc Lab-Tek II,
155360) mit groBen Gesamtvolumen verwendet. Das Gesamtvolumen der Probe bei
Messungen betrug V=5 mL. Zusédtzlich wurde die Probe bei Messreihen zwischen
den einzelnen Messungen umgeriihrt. Das Fluoreszenzsignal wurde grundsétzlich
nach dem Erreichen des Flieigleichgewichtes zwischen der Photozerstorung und der
Diffusion der Molekiile aus dem Bereich aullerhalb des Laserstrahls aufgezeichnet
(60-180s' nach dem Start der Bestrahlung der Probe). Mehr dazu siche
Kapitel 3.2.5.2.

3.2.3.13 Bestimmung des Fluoreszenzsignals eines Fluorophors aus FCS-

Messungen

Bei den F.,,-Messungen wird die Konzentration der Fluorophore der Probe so
gewihlt (c = 1 nM), dass die mittlere Anzahl der Fluorophore im Detektionsvolumen

im Bereich von N = 1-5 liegt.

! Dieser Wert ist leistungsdichteabhingig.
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Das Fluoreszenzsignal eines einzelnen Fluorophors1 Fepm(FCS) kann direkt aus FCS-
Messungen bestimmt werden. Daflir muss die gemessene Fluoreszenzzihlrate mit
Hilfe der Modellgleichung auf die berechnete Anzahl der Molekiile im

Detektionsvolumen® normiert werden (Gleichung 3.2-6).

cpm

F. (FCS)= % 3.2-6

N = Anzahl der Fluorophore
F = Fluoreszenzsignal, mit F = Detektorzihlrate-Untergrundsignal

Unter Beriicksichtigung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Modell-
Gleichungen fir FCS (Gleichung 3.2-11 und 3.2-73) gilt fir F,.(FCS)
Gleichung 3.2-7.  Dabei ist zu  beachten, dass die durch die
Fluoreszenzsignalsittigung bedingte Verzerrung des Detektionsvolumens zu einer
Anderung der Diffusionsamplitude und damit auch von F,,(FCS) fiihrt
(Kapitel 2.4.2).

(-4
F (FCS):E:M 3.2-7

cpm
N Ng

Nsr = Anzahl der Fluorophore in Singulett- und Radikalzustand
F = Fluoreszenzsignal
N = Anzahl der Fluorophore

Ar g = Summierte Amplitude der Triplett- und Radikalanionterme

Zu beachten ist, dass die Diffusionsamplitude von dem Untergrundsignal (siehe dazu
Kapitel 3.2.3.4) beeinflusst wird, und deswegen F,,(FCS) zusitzlich korrigiert

werden muss.

3.2.3.14 Bestimmung der Fluoreszenzzéhlrate F.,m(ideal)

Bei Messungen an einem konfokalen Fluoreszenzaufbau mit frei durch das
Detektionsvolumen diffundierenden Fluorophoren, konnen die Fluorophore, die sich
im langlebigen (oder irreversiblen) nicht fluoreszierenden Zustand befinden, schnell

gegen Fluorophore, die sich im Singulettgrundzustand, befinden ausgetauscht

' Das aus FCS-Messungen bestimmte Fluoreszenzsignal eines einzelnen Fluorophors, entspricht nicht
zwangsldufig dem Fluoreszenzsignal, das bei einem Experiment mit einem einzelnen Fluorophor
erwartet wird (siehe dazu Kapitel 3.2.8).

> Die Anzahl der Molekille im Detektionsvolumen entspricht der inverse Amplitude des
Diffusionsterms einer FCS-Modellgleichung
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werden. Dies hat zur Folge, dass die Austauschrate die Fluoreszenzzéhlrate
beeinflusst.  Gleichzeitig ist die Austauschrate von der GroBe des
Detektionsvolumens und dementsprechend von der Konfiguration des verwendeten
Fluoreszenzaufbaus abhidngig. Um die Fluoreszenzzédhlrate unabhédngig von der
Konfiguration des verwendeten Fluoreszenzaufbaus betrachten zu konnen, wird im
Rahmen der Zusammenfassung der FErgebnisse (Kapitel 3.2.8.2) die
Fluoreszenzzdhlrate unter den Bedingungen, bei denen die Austauschrate
vernachldssigbar ist, betrachtet. Zusétzlich sind die direkt aus FCS-Messungen
bestimmte Fluoreszenzzihlrate Fepm(FCS) speziell bei hoheren
Anregungsleistungsdichten stark verzerrt (Kapiteln 2.4.2, 3.2.5.2 und 3.2.5.3). Die
fiir die Korrektur F,,(FCS) notwendigen Messungen konnten im Rahmen dieser
Arbeit nicht fiir alle Messreihen durchgefiihrt werden. Deswegen wird eine
Fluoreszenzzéhlrate F,n(ideal) mit Hilfe der Gleichung 3.2-44" (Seite 103)
ausgerechnet. Die auf diese Weise bestimmte Fluoreszenzzéhlrate Fcpm(ia’eal)2
reprasentiert die ,,ideale” Fluoreszenzzéhlrate eines immobilisierten Fluorophors, die
nicht von  der  fluoreszenzsignalsittigungsbedingten = Verzerrung  des
Detektionsvolumens (Kapitel 2.4.2) beeinflusst wird.

Fiir die Bestimmung der fiir Gleichung 3.2-44 notwendigen
Besetzungswahrscheinlichkeit S, wird das hergeleitete kinetische Modell Modell 3a
(Gleichungen 3.2-57-3.2-61) mit auf kgyy = 0 fixierter’ Austauschrate und der unter
FCS-Messbedingungen  bestimmten  Geschwindigkeitskonstanten  verwendet

(Tabelle 3.2-14, Seite 136).

! Fiir die Detektionseffizienz wird G oo = 0.02 eingesetzt. (Kapitel 3.2.3.11)

? Einen qualitativen Vergleich zwischen direkt gemessenen Fon(FCS), bzw. F,,(FCS,corr) und
berechneten F,,,(ideal) bei allen durchgefiihrten Messreihen (siehe Kapitel 5.7)

3Aufgrund der Tatsache, dass k;; im Rahmen des Modells mit Radikalkation und Photozerstérung
(Kapitel 3.2.4.1) allein im Nenner der Gleichung 3.2-16 steht, konnte ky; nicht einfach auf null
Gesetzt werden. Stattdessen wurde ein sehr kleiner Wert fiir Austauschrate von k=1 0% s!
verwendet. Zu beachten ist, dass bei gegen Null strebender Austauschrate alle
Geschwindigkeitskonstanten der Photozerstérung auch zwangsldufig auf null fixiert werden miissen,
weil die Herleitung alle in dieser Arbeit prasentierten kinetischen Modelle unter der Voraussetzung
eines Gleichgewichtzustands erfolgten (vergl. Kapitel 5.1), und im Falle der Photozerstdrung kann der
Gleichgewichtzustand nur aufgrund der Diffusion der Molekiile in das Anregungsvolumen von
auflerhalb des Anregungsvolumens erreicht werden.
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3.2.3.15 Anpassung des Fluoreszenzsignals am FCS-Fluoreszenzaufbau
(Kapitel 3.2.3.7) bei Verwendung von Emissionsfiltern

Tabelle 3.2-6 Anpassung des Fluoreszenzsignals am FCS-Fluoreszenzaufbau (Kapitel 3.2.3.7) bei
Verwendung von Emissionsfiltern. Alle F,,,-Daten beziehen sich auf RA /70 mit dem
Emissionsfilter AHF, HQ 533/46, da dieser Filter sich grundsétzlich im Strahlengang befand. Alle
anderen Filter wurden zusdtzlich verwendet um Signalséttigung an den Detektoren bei hohen
Anregungsleistungen zu verhindern. Bei Bedarf konnen Fgp,-Daten auf das gesamte
Fluoreszenzspektrum der Rhodamine umgerechnet werden. Hierfiir miisste bei RA 110 der Faktor
1.59 bzw. bei Rh 123 der Faktor 1.56 verwendet werden.

Filter Skalierungsfaktor

Rh 110 Rh 123
AHF, HQ 533/46 1 0.98
Thorlabs, NEO3B 2 2
Thorlabs, NE10B 10 10

Bei der Berechnung des Fluoreszenzsignals im Zusammenhang mit Messungen der
Farbstoffe RA 110 und Rh 123 wurde das Fluoreszenzsignal abhédngig vom

verwendeten Emissionsfilter mit einem Faktor multipliziert (siche Tabelle 3.2-6)

3.2.3.16 Fluoreszenzaufbau fiir Messungen der Photozerstérung

(Fluoreszenzaufbau fiir Photozerstérung)

Fluoreszenzdetektor

© Sammellinse

Fluoreszenzfilter
Strahlteiler
‘e
Ar-Laser 5
Laser-Strahl .

*

’

Kavette mit
Farbstofflésung

Referenzdetektor

Abbildung 3.2-9 Schematische Darstellung des Kiivettenaufbaus fiir die Messungen der
Photozerstérung.

Fiir Messungen der Geschwindigkeit der Photozerstérung wurde ein in der Literatur
beschriebener Fluoreszenzaufbau verwendet [28, 39]. Als Lichtquelle wurde ein

Argon-lonen-Laser (Sabre Innova, Coherent, A=496.5 nm) eingesetzt. Das
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Anregungslicht wurde unfokussiert auf die Probe eingestrahlt. Bei einem
Strahldurchmesser von d = 0.3 cm und der Anregungsleistung von P =1 W betrug
die Leistungsdichte bei den Messungen der Photozerstérung </> = 14 W/cm?.

Die Fluoreszenz wurde senkrecht dazu iiber eine Sammellinse auf den Detektor
(§1226-8BQ, Hamamatsu, Hamamatsu City, Japan) abgebildet. Ein Bandpass
Fluoreszenzfilter (AHF, HQ 520/35) in Kombination mit einem Kantenfilter (Schott,
OG 515) dienten der Blockung des Streulichts. Um eventuelle
Intensitdtsschwankungen zu kompensieren, wurde mittels eines Strahlteilers
(Quarzplatte) ein Teil des Anregungsstrahls auf einen Referenzdetektor umgeleitet.
Die Signale der Detektoren wurden iiber einen Analog-Digital-Wandler (PC-
Einsteckkarte (WIN-30D, Meilhaus, Puchheim)) in einen PC verarbeitet und als
ASCII-Datei gespeichert.

3.2.3.17 Messungen der Photozerstérung

Bei den Messungen der Photozerstorung befand sich die Probe in einer 3 mL
Quarzkiivette (Hellma), die mittels eines Thermostaten auf konstanter Temperatur
von T =20° C gehalten wurde.

Die Probe wurde wihrend der Messungen mit einem Magnetriihrer geriihrt. Die
Riihrgeschwindigkeit wurde so eingestellt, dass sie schneller war als die
Photozerstérung. Daher konnte fiir die bei der Bestimmung der
Geschwindigkeitskonstanten der Photozerstérung notwendige bestrahltes Volumen
Vir (Kapitel 1.2.1) das gesamte Volumen der Probe in der Kiivette eingesetzt werden
(vergleiche Gleichung 1.2-3). Die Auswertung der Messungen konnte dadurch
deutlich erleichtert werden, weil weder die Diffusion der Fluorophore noch das Profil

des Laserstrahls in dem Fall fiir die Auswertung relevant sind.
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3.2.3.18 Kiivetten fiir Messungen unter sauerstofffreien Bedingungen

A

Argon —)'I

b
l

Abbildung 3.2-10 Schematische Darstellung einer Kiivette fiir Messungen unter sauerstofffreien
Bedingungen. Um sauerstofffreiec Bedingungen herzustellen wurde 30 Minuten lang Argon durch die
Kiivette geleitet. Danach wurde die Kiivette mit den Hahnen verschlossen.

Fiir die Messungen der Photozerstdrung unter sauerstoftfreien Bedingungen wurden
spezielle Kiivetten bendtigt. Die schematische Darstellung einer solchen Kiivette ist

in Abbildung 3.2-10 zu finden.

3.2.3.19 Adsorption und Desorption der Farbstoffe an der Kiivettenwand

Bei den Messungen in einer Kiivette wurden Farbstoffkonzentrationen von
¢ <100 nM eingesetzt. Bei solchen niedrigen Konzentrationen kann die Adsorption
und die Desorption der Rh 123 Molekiile an den Kiivettenwinden die beobachtete
Abnahme der Farbstoffkonzentration beeinflussen. Damit muss das Gleichgewicht
zwischen adsorbierten und geldsten Farbstoffen mit der Geschwindigkeitskonstanten
flir Adsorption und Desorption (kugs, kses) (Abbildung 3.2-11) bei der

Photozerstorung mitberiicksichtigt werden.

kdes. kz
— .
Cadsorb. ¢ Cgelsst —> C,

kads.
Abbildung 3.2-11 Reaktionsgleichung flir die Abnahme der Konzentration des Farbstoffs mit der
Geschwindigkeitskonstante £, und einem vorgelagerten Gleichgewicht.Das Gleichgewicht beschreibt

die Adsorption und Desorption des Farbstoffes an den Kiivettenwidnden mit der
Geschwindigkeitskonstanten k4, und k.
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Die Anderung der Konzentration cges kann in diesem Fall mit einer

biexponentiellen Funktion der Form

cgel(')'st(t) =4- Xp (_kl ’ t) +B- eXp(_kZ ) t) 32-8

beschrieben werden [28, 65]. Wobei fiir die Geschwindigkeitskonstante der
Photozerstorung k; gilt k, = k; wenn k, << kye/ kaas und k; << k, [28].

3.2.3.20 Abnahme der Intensitdit aufgrund der Lichtabsorption in einer Kiivette

Weil das Laserlicht auf dem Weg durch die Losung absorbiert wird, dndert sich die
Anregungsleistung innerhalb der Kiivette. Die mittlere Anregungsleistung kann mit
Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes berechnet werden. Analog zur Intensitit gilt

fiir die Leistungsdichte Gleichung 3.2-9 (vergleiche Gleichung 1.1-1)

P=P 107" 3.2-9

& = Extinktionskoeffizient
¢ = Konzentration

P = Anregungsleistung
b, = optische Weglinge

Die mittlere Intensitdt P, in der Kiivette ist dann:

b,
P, (10" db,
b 0.([ :PO(I—IO & bc) 3.2-10

“ b g-cb,-Inl0

c

Bei der Anfangskonzentration des Rh 123 von c¢p=0.1 uM, b.=1cm und
€)= 4955 nm = 30000 M1-em’ gilt fir die mittlere Intensitit P, = 0.99'P, . Fiir den
stairker ~ konzentrierten  Triplettloscher AZB-C  mit ¢y=100 uM  und
&1 =4955nmm = 250 Mem’! ergibt sich P,,=0.97 Py. Fiir den Triplett- und Radikal-
l6scher A4-AZB-C bei c¢=100uM und & -495.5mm = 1700 M'l'cm'l) ergibt sich
P,,=0.83'Py. (Verbindungen AZB-C und A-AZB-C siehe Kapitel 5.11 und
Kapitel 5.12)
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3.24 Auswertung der FCS-Messungen von Rh110 ohne Additive

und in Gegenwart von AZB-C

3.24.1 Darstellung der Modelle und Modellfunktionen

Wie bereits im Kapitel 3.2.2 beschrieben, wird in Gegenwart von Sauerstoff eine
sehr starke Loschung des Radikalanionzustands beobachtet. Damit kann
angenommen werden, dass in der luftgesittigten Losung die Population des
Radikalanions vernachldssigbar bleibt, solange keine grolen Konzentrationen eines
Reduktionsmittels anwesend sind.

Bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Additiven kann nur beim AZB-C
davon ausgegangen werden, dass die Anwesenheit des Additivs keiner zusétzlichen
Besetzung des Radikalanionzustands zufolge haben kann. Der Grund dafiir ist die
thermodynamisch verbotene Reduktion des S;- bzw. T;-Zustands durch das AZB-C
(Kapitel 3.2.3.5). Die Abwesenheit des Radikalanionzustands erlaubt es bei der
Auswertung der Messungen von RA 110 ohne Additive bzw. bei der Auswertung der
Messungen in Gegenwart des Additivs AZB-C auf das gleiche elektronische
Zustandsmodell ohne des Radikalanionzustands zurtickzugreifen.

Um die Auswirkung des Additivs AZB-C auf das Rh 110 zu untersuchen, wurden
FCS-Messungen bei  verschiedenen Anregungsleistungen im Bereich von
<[>=1-1000 kW/cm? an frei durch das Konfokalvolumen diffundierenden
Fluorophoren mit und ohne Additiv vorgenommen. Fiir die Auswertung der FCS-
Messungen wurde eine Modellgleichung mit drei  Korrelationstermen

(Diffusionsterm, Triplettterm, Radikalkationterm (Gleichung 3.2-11)) verwendet.

1 1 1
G(t)= . . cGL(t) Gy(t
( c) NS,R 1+176 l’c T( c) R( c) 32_11
Ly (z,/ @) 1,

GT(tc)=[1—AT 4, -exp(—;—“n
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Iy

Gp(t,) =| 1+ 4, 'exp(_t_c]
mit

R* (norm)

1-4

R* (norm

R*

Gr(t.) = Triplettterm
Gr(t.) = Radikalkationterm

3.2

Ns g = Anzahl der Fluorophore in Singulett- und Radikalzustand

t. = Korrelationszeit

t; = Diffusionszeit

tg = Radikalrelaxationszeit

Ag+ = Radikalkationamplitude

AR+ orm) = normierte Radikalamplitude
tr = Triplettrelaxationszeit

Ar = Triplettamplitude

zy/wy = Parameter, die das konfokale Messvolumen charakterisieren (zy= Radius des
Detektionsvolumens entlang der z-Achse, w, = Radius des Detektionsvolumens in der x-y Ebene)

'%”’W R sy s

Rh 110 bei <[> =

1.6

G(t) [norm.]

1.4 -

1.2

o 48 kW/cm?

o

11 kW/cm?

94 kW/cm?

10
1E5

1 E-4
t. [ms]
Abbildung 3.2-12 FCS-Daten von RA 110 (Punkte)

in

Phosphatpuffer (25 mM pH7) bei
verschiedenen Leistungsdichten. Die Anpassung der Gleichung 3.2-11 (durchgezogene Linien) liefert

die Diffusionszeit ¢, und die Relaxationszeiten von Triplett- und Radikalkationzustinden (¢7, #z-).

Die Triplettrelaxationszeiten (f7) von RhA 110 ohne Additive liegen je nach
Leistungsdichte im Bereich von t7=1-2.6 us (Abbildung 3.2-12). Da 4-AZB in der
Lage ist die Energie des Triplettzustands von Rhodaminen mittels eines
Elektronenaustausches aufzunehmen [24], wird eine sinkende #; mit steigender

Konzentration des Additivs beobachtet (Abbildung 3.2-13). In Gegenwart von einer
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Additivkonzentration von [Q]4zzc=~1mM und einer Leistungsdichte von

<I>= 10> W-cm sinkt die Triplettrelaxationszeit bis auf 17~ 200 ns.

. f Rh 110 + [AZB-C]
2.0 - T o 0 uM
gy 1 o 250 uyM
€ 1] 500 uM
o - °
2 s 1:R+ 800 uM
= 1.4 tR+ [AZB-C]=0 uM
o . ;
1.2
. td———dl .
1.0 S S
1E-5 1E-4 1E-3 0.01 0. 1 10

t_ [ms]
Abbildung 3.2-13 FCS-Daten (Punkte) von RA 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7) in Gegenwart

des Additivs AZB-C bei einer Leistungsdichte von </>~ 100 + 10 kW/cm?. Die durchgezogenen
Linien reprisentieren die Anpassung der Gleichung 3.2-11 an die FCS-Daten.

Die Radikalkationrelaxationszeit (tg+) von Rh 110 ohne Additive liegt im Bereich
von tg+ = 0.2 -0.6 ms, gleichzeitig bewirkte die Anwesenheit des Additivs 4ZB-C
eine Verkiirzung von #z+ um weniger als eine Gro3enordnung (Abbildung 3.2-13).

Um die Korrelationsterme der einzelnen elektronischen Zustinde auswerten zu
konnen ist eine kinetische Betrachtung der Besetzungswahrscheinlichkeiten dieser
Zustinde erforderlich. Die kleine Relaxationsrate des Radikalkationzustands der
Rhodamine (k..q~ 10’ s [24, 62-64, 73]), die in der gleichen GroBenordnung wie
die Austauschrate (kg = 8000 s)mit der die Fluorophore in das Detektionsvolumen
hinein bzw. heraus diffundieren liegt, filhrt dazu, dass auch die Diffusion in die

kinetische Betrachtung der elektronischen Zustinde einbezogen werden muss'.

" Die Lebensdauer des Radikalzustands kann linger sein als die Zeit, die der Fluorophor braucht, um
durch das Detektionsvolumen zu diffundieren. Dies kann eventuell zu einer Anreicherung des
Radikalkations in der unmittelbaren Umgebung des Detektionsvolumen fiihren. Da bei der
Auswertung der FCS-Messungen die Korrelationsamplituden aller Zustinde relativ  zur
Gesamtamplitude der Modell-Gleichung (Gleichung 3.2-11) bestimmt werden, kann diese
Anreicherung bei der Auswertung der Korrelationsamplituden vernachléssigt werden.
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Das kinetische Modell mit Singulettzustand, Triplettzustand,
Radikalkationzustand, Diffusion und Photozerstérung (Modell 1a)

Das kinetische Modell mit Singulett-, Triplett-, Radikalkationzustianden,
Photozerstorung und Diffusion ist in Abbildung 3.2-14 dargestellt. Die gestrichelten
Pfeile in Abbildung 3.2-14 représentieren Prozesse, die flir das gesamte Modell
notwendig sind, deren Geschwindigkeitskonstanten bei R4 110 nicht bekannt sind,
und im Rahmen dieser Arbeit nicht bestimmt werden konnten. Um das kinetische
Modell trotz der unbekannten Geschwindigkeitskonstanten fiir die Ralaxation und
die Anregung der hoher angeregten Zustinde analytisch zu beschreiben, wurde
angenommen, dass die Relaxation hoher angeregter Zustinde deutlich schneller ist
als deren Anregung, und dass die Photozerstdrung grundséitzlich deutlich langsamer
ist als die librigen Relaxationsprozesse. Damit konnen die hoher angeregten Zustinde
jeweils mit den direkt darunter liegenden Zustinden zu einem entsprechenden
Zustand (R =R, +R,”, T=T;+T,, S=S; + S, ) zusammengefasst werden. Mit
einer Annahme, dass bei den im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Leistungsdichten
die Sattigung der hoher angeregten Zustdnde niemals erreicht wird, kann fiir alle
Prozesse, die aus einem beliebigen angeregten Zustand ausgehen eine gesamte
Geschwindigkeitskonstante nach Gleichung 3.2-12 definiert werden. Zusétzlich wird
angenommen, dass die Relaxation des Radikalkationzustands nur in den Sy-Zustand

fithren kann'.

" Der Grund fiir diese Annahme ist die im Vergleich zu den Relaxationen der Singulett- und Triplett-
Zustande langsame Relaxation des Radikalkations.
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Modell 1a

Energie

Abbildung 3.2-14 Kinetisches Modell eines Fluorophors mit Singulett-, Triplett-, Radikalkation-
zustdnden, Diffusion und der Photozerstérung aus jedem der angeregten Zustinde. Der Zustand P
reprasentiert Produkte der irreversiblen Photozerstorung. Die durchgezogenen Pfeile reprédsentieren
alle fir die nachfolgende Herleitung relevanten Prozesse. Die gestrichelten Pfeile reprisentieren
Prozesse die fiir das gesamte Modell notwendig sind, deren Geschwindigkeitskonstanten aber nicht im
Rahmen dieser Arbeit bestimmt werden konnten. Die Besetzung der hoher angeregten Zustinden wird
dennoch beriicksichtigt, in dem die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Prozesse, die aus den héher
angeregten Zustdnden ausgehen, zusétzlich mit der Leistungsdichte multipliziert werden. Dabei wird
fiir alle hoher angeregten Zustinde angenommen, dass deren Relaxation deutlich schneller als deren
Anregung verlduft.

Damit die Abbildung iibersichtlich bleibt wird bei der Darstellung der Geschwindigkeitskonstanten,
die eine Form ky, </> haben, auf </> verzichtet.

kX,

tot

=kX, +kX,-<1I> 3.2-12

kxio: = gesamte Geschwindigkeitskonstante eines Prozesses aus dem Zustand X
X, = erster angeregter elektronischer Zustand X

X, = hoher angeregter elektronischer Zustand X

<[> = Leistungsdichte
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Die analytische Losung fiir die Besetzungswahrscheinlichkeiten aller Zustande (S, S,
T, R und P) unter Stationarititsbedingung ist durch Gleichungen 3.2-13-3.2-17
gegeben (Herleitung siehe Kapitel 5.1.3).

SOeq = S]eq ’ KSO 3.2-13
mit,
K. = kd;ﬁ’ + kO '+koxStot + kamt
S0 k
01 ,
ko" = kisctkrtkictkys (0] (vergleiche Gleichung 1.1-9 bzw.1.1-10)
Tieq =Sleq 'KTl 32-14
mit,
— kISC
71 \
kT +kdtfj + kothat + katot
Ry = Sieg Ky, 3.2-15
mit,
KR+ — KTI ) I'Cothot + kkaxStot
kredtat +kd1/f + kbRtot
eq :Squ.KP 32-16

_ katot + KR+ k + KTl ' katot

bR+tot

kay

Ky
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¢ 1
O+ K+ K K, + K,

3.2-17

Das kinetische Modell mit nur Singulettzustand und Triplettzustand (Modell 2)

Die Relaxationszeiten des Triplettterms (z7 siehe Gleichung 3.2-11) bei FCS-
Messungen von Rh 110 ohne Additive und FCS-Messungen von Rh 110 mit AZB-C
waren mehrere Groflenordnungen ldnger im Vergleich zu allen anderen beobachteten
Prozessen (vergl. Abbildung 3.2-13) . Deswegen kann der Triplettterm unabhingig
von der Austauschrate, Oxidations- bzw. Reduktions-Prozessen und Photozerstérung
betrachtet werden. In diesem Zusammenhang reduziert sich das in Abbildung 3.2-1

dargestellte Zustandsmodell auf einen 5-Zustdnde-Modell (Abbildung 3.2-15) [65].

A
Sn “g Kiscn C‘
9 < «— Ktn > T"
E.J kS'?w <k3n' 2
é S1 k q« Kisc k-f <RTH
< <‘ k:' vy T4
e
‘ Kqs [Q
8.5

Abbildung 3.2-15 Das 5-Zustdnde-Modell bestehend aus Triplett- und Singulettzustdnden [65].

Aufgrund der schnellen Relaxation der hdoher angeregten Zustinde sind deren
Besetzungswahrscheinlichkeiten mehrere Grofenordnungen kleiner als die
Besetzungswahrscheinlichkeiten der ersten angeregten Zustdnde. Dies flihrt dazu,
dass bei der Auswertung des Triplettterms die hoher angeregten Zustinde
vernachldssigt werden kdnnen. Daher wird bei der Auswertung des Triplettterms ein
einfaches Modell bestehend nur aus Sy-, S;- und T7;-Zustinden (Modell 2
Abbildung 3.2-16) verwendet.
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Modell 2

Energie
BX

5/

=

Abbildung 3.2-16 Vereinfachtes kinetisches Modell fiir die Auswertung des Triplettterms.

Fir die stationdre Besetzungswahrscheinlichkeiten S, und 7., gelten damit

Gleichungen 3.2-18 und 3.2-19 [65].

k, -k
St ¥ Siegizs) = o 3.2-18
. e kOl'(kISC—I_kT')—I—kO"kT' '
k]SC
]—qu(iiz) ~ leg(3z) F 3.2-19
T
mit,

ko" = kisctkptkictkys [O]
., 3z steht fiir drei Zustinde Modell (Modell 2) bestehend aus Sy-, S;-, T)-Zustinden (Abbildung 3.2-16)
Die analytische Beschreibung der Relaxationszeiten und Amplituden des

Triplettterms einer Korrelationsfunktion fiir das kinetische Modell mit drei

Zustianden (S, S;, T;) ist durch Gleichung 3.2-20 bzw.3.2-21 gegeben [65].

(= ko o' 3.2:20
(kISC + kT ')' k01 + kT "ko'
A =T, = ky, 'klfc — 3.2-21
k01 '(kISC + kT )+ ko 'kT
ky'= kg + qu 0] 3.2-22
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Bei der Annahme der Unabhingigkeit des Triplettterms vom Radikalkationterm ist
zu beachten dass diese Annahme nur bei niedrigen Anregungsleistungen gemacht
werden kann. Bei hoheren Leistungsdichten fiihrt die Sattigung des
Fluoreszenzsignals, die stark von der Lebensdauer des Radikalkationzustands
abhingt, zu einer Verzerrung der Form des Detektionsvolumens, was eine
Verzerrung der Form des Detektionsvolumens, mit daraus resultierender Verzerrung
der Triplettamplituden und der Triplettrelaxationszeiten nach sich zieht (vergl.
Kapitel 2.4.2). (Die Saittigung des Fluoreszenzsignals findet bei RA /10 im
Leistungsdichtebereich von </> > 100 kW/cm? statt (siche Kapitel 3.2.5.3)).

Das kinetische Modell mit langsamer Kinetik des Radikalkationzustands
(Modell 1b)

Die deutlich schnellere Kinetik des Singulett- bzw. des Triplettzustands im Vergleich
zur Kinetik des Radikalkationzustands erlaubt es die Kinetik des
Radikalkationzustands getrennt von der Kinetik der Singulett- und der Triplett-
Zustinde zu betrachten. Damit ldsst sich das kinetische Modell mit Singulett-,
Triplett- Radikalkationzustinden und Photozerstdrung (vergl. Abbildung 3.2-14)
vereinfachen in dem alle Triplett- und Singulettzustinde zu einem Zustand ST
(Singulett und Triplett Zustand) zusammengefast werden [24]. Die Zustiande ST und
R’ stehen dabei miteinander im Gleichgewicht (Abbildung 3.2-17)".

" Das vereinfachte kinetische Modell mit dem zusammengefassten Zustand ST wird im Rahmen dieser
Arbeit fiir die Auswertung des Korrelationsterms des Radikalkationzustands (siehe Kapitel 3.2.4.3,
Kapitel 3.2.6.3, Kapitel 3.2.7.1) verwendet.
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Modell 1b A
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Abbildung 3.2-17 A: Das Gleichgewicht zwischen dem Radikalkationzustand R'*, dem summierten
Zustand ST (Singulett und Triplett Zustand) inklusive der Photozerstérung und Austauschrate k;z
(Modell 1b) [24].Der Zustand P repréasentiert Produkte der irreversiblen Photozerstérung aus allen
angeregten Zustanden (Gleichung 3.2-29, Vergleiche Abbildung 3.2-14).

B: Detaillierte Darstellung der Reaktionspfade des Modells 1b. Die hoéher angeregten Zustinde sind
mit den darunterliegenden zu einem Zustand (S, T und R™) zusammengefasst. Die durchgezogenen
Pfeile reprisentieren alle fiir die nachfolgende Herleitung relevanten Prozesse. Die gestrichelten Pfeile
reprasentieren  Prozesse, die fir das gesamte Modell notwendig sind, deren
Geschwindigkeitskonstanten aber nicht im Rahmen dieser Arbeit bestimmt werden konnen. Die
Besetzung der hoher angeregten Zustinden wird dennoch beriicksichtigt, in dem die
Geschwindigkeitskonstanten fiir die Prozesse, die aus den hoher angeregten Zustinden ausgehen,
zusétzlich mit der Leistungsdichte multipliziert werden. Dabei wird fiir alle hher Angeregte Zustdnde
angenommen, dass deren Relaxation deutlich schneller als deren Anregung verliuft.

Um zu beriicksichtigen, dass die Besetzung des Radikalkationzustands nur bei einer
Anregung des Fluorophors erfolgen kann, werden die Geschwindigkeitskonstanten
fiir die Prozesse aus den S;- und T7;-Zustinden mit den Besetzungswahrschein-
lichkeiten der entsprechenden Zustdnde multipliziert. Damit gilt fiir die gesamte

Geschwindigkeitskonstante k&, Gleichung 3.2-23 [24].

koxtot'_( oxSl qoxSl [Q]) leq ( ole kqole ) [Q]) Tleq + koxSn Sn +koxTn .T;teq

:koxSl'S +koxT1'T +k

leg leg oxSn

3.2-23
‘S .t

oxTn neq

X.q = Besetzungswahrscheinlichkeit des elektronischen Zustands X unter Gleichgewichtsbedingungen
[O] = Konzentration des Additivs
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Unter der Beriicksichtigung von einer sehr schnellen Relaxation aus den hdher
angeregten Zustinde, wobei angenommen wird, dass T,y = Se, kisc/kr’, gilt fur koo

Gleichung 3.2-24

' ' ' k k
koxtot = (koxSl +kole % + (koxSn + koxTn ’ %J ’ <1>J ' Sl@q(Sz) 32-24

T T

Die Zusammenfassung der Geschwindigkeitskonstanten fiir die Oxidation aus den
ersten angeregten Zustidnden zu einer Geschwindigkeitskonstante k,,y und aus den

hoher angeregten Zustédnden zu einer Konstante k,,, fithrt zur Gleichung 3.2-25

koxtot': (koxO '+koxn : <1>) Sleq(?sz) 3-2_25
mit,
koxn = kaxSn + koan ’ kISC 32-26
3 kT'
k 3.2-27

" ' 1 VISC
koxO - koxSl +koxT1 : k '
T

Die Geschwindigkeitskonstante der Reduktion setzt sich entsprechend aus den
Geschwindigkeitskonstanten der beiden beteiligten Zustinde R;”" und R,
zusammen'. Unter der Annahme, dass die Relaxation des Zustands R,”" ebenfalls
deutlich schneller ist, als dessen Anregung, kann seine Gleichgewichtspopulation als
proportional zur Anregungsleistung angesehen werden. Damit gilt fiir die gesamte

Geschwindigkeitskonstante der Reduktion des R -Zustands kyeqror” Gleichung 3.2-28.

”

k edtot': kredO + qu+ : [Q] + qun+ <I> [Q] 32-28

! Wihrend bei den Zustinden S, und 7, die Relaxationsraten (kg = kg, = 5-10'2 s™) so schnell sind,
dass die additivabhidngigen Konstanten £k, y,uaqmy vernachlissigt werden konnen, ist die
Relaxationsrate des Zustands R,* nicht bekannt. Ab einer Relaxationsrate von kgj,.. < I 0" s und
einer kleinen Konstante fiir die Reduktion des R, -Zustands von k.~ 10°s' konnte die
Additivabhingige Konstante &z, eine Rolle bei der Reduktion des zusammengesetzten R'" -Zustands
spielen (siehe Kapitel 3.2.4.3).
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kreqo = Additiv unabhdngige Konstante fiir die Reduktion des R )" -Zustands

quf qu,f = Additiv abhdngige Konstante fiir die Reduktion des R ;- bzw. R, -Zustands

Im Rahmen dieses Modells wird angenommen, dass die Photozerstorung sowohl aus
dem Zustand ST als auch aus dem Zustand R™ méglich ist. Dariiber hinaus wird
angenommen, dass sie sehr langsam im Vergleich zu allen andern Prozessen ist. Dies
fiihrt dazu, dass die Photozerstoérung des Fluorophors das Gleichgewicht zwischen
den Zustinden ST und R™" nicht wesentlich beeinflusst [24, 65]. Die gesamte
Geschwindigkeitskonstante der Photozerstorung ks, ist damit gegeben durch
Gleichung 3.2-29.

k,

fot —

k bstior T kbmm - kaT + kaTn + kbm* + kbRn* 3.2-29

kst kory " = Geschwindigkeitskonstanten der Photozerstérung aus den ersten angeregten Zustinden
innerhalb der summierten Zustinde ST und R™
kst kprn" = Geschwindigkeitskonstanten der Photozerstorung aus den héher angeregten Zustinden
innerhalb der summierten Zustinde ST und R™

Die  Besetzungswahrscheinlichkeit ~ (S7,,)  des  Zustandes ST unter
Gleichgewichtsbedingungen und unter Berticksichtigung in der Abbildung 3.2-17 B
dargestellten Prozesse (Diffusion und Photozerstorung) ist durch Gleichung 3.2-30
gegeben (Herleitung siehe Kap 5.1.1).

k .£1+ kbR+t0t + kdiff J
diff k 'k '
redtot redtot
ST, =—— 3.2-30
koxtot +kdijf + kaTtot ) (

k ' kbR+t0t + kdiff)+ kdiﬁ + kaTtot
redtot

Die Besetzungswahrscheinlichkeit fiir den Radikalkationzustand R™ unter

Gleichgewichtsbedingungen wird durch die Gleichung 3.2-31 beschrieben.

R;; _ STeq . kaxtot'+kdg‘ff + kaTmt . kdz_',yf 3.2-31

' k '

redtot

redtot

Ist die Photozerstorung deutlich langsamer als die Austauschrate (kpot << kaj), kann

sie géinzlich vernachldssigt werden. Dadurch koénnen Gleichung 3.2-30 und
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Gleichung 3.2-31 zu Gleichung 3.2-32 bzw. Gleichung 3.2-33 vereinfacht werden
(Herleitung siehe Kap 5.1.1).

k . 'tk

_ redtot diff 32-32
o Ko otior oo
redtot oxtot diff
o+ k tt'
R, =8T, —— 3.2-33

eq J
kredtot +kdiff

Die analytische Beschreibung der Relaxationszeiten und Amplituden des
Korrelationsterms des Radikalkationzustands fiir das elektronische Zustandsmodell
mit  getrennter  Triplett ~und  Radikalkation  Kinetik  ist  durch
Gleichungen 3.2-34-3.2-36' gegeben [24] (siehe auch Kapitel 5.1.2).

:_ﬂ’l(l_ST;q)_koxtot' 32 34
i (4, = A)ST, -
1 ' ' '
X’[,z = _kd[[/‘ + E (_ kredtot _koxtot _kbR+t0t iX) 3’2-35
mit,
X = \/kredtotvz +kuxt0t'2 +kbR+t0t'2 _2 : oxtolv.kbR-Hot'2 +2 : oxtnt'-kredtot'+2 : kredtot'.kbR-Hot'
tR+ = _1/(/12 + kdzjj‘) ~ 1/(kredtot'+k0xt0t') 3.2-36

tr = Radikalrelaxationszeit
Agr+ = Korrelationsamplitude des Radikalkationzustands

1 Die analytische Beschreibung der Korrelationsamplitude und der Relaxationszeit des Radikalkations
(Gleichungen 3.2-34-3.2-36) ist das Ergebnis einer Herleitung der Korrelationsamplitude des
Radikalkationzustands und der Relaxationszeit des Radikalkationterms fiir das kinetische Modell
(Modell 1b) mit langsamen Radikalzustand und schnellen Triplett- und Singulett-Zustédnden, die zu
einem Zustand ST zusammengefasst sind (Abbildung 3.2-17). Da fiir die Korrelationsamplituden die
Fluktuationen des Fluoreszenzsignals im Detektionsvolumen ausschlaggebend sind kann die
Austauschrate &, aus der Relaxationszeit des Diffusionsterms berechnet werden (Gleichung 3.2-37)
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3.2.4.2 Bestimmung von kisc, kr und kqr mittels Auswertung des Triplettterms

der Fluoreszenzkorrelationskurven.

Die Rh 110 spezifischen Konstanten fiir die Population und Depopulation des
Triplettzustands  (k7p, kisc) kOnnen  mittels  globaler  Anpassung  der
Gleichungen 3.2-20 und 3.2-21 (Modell2) an die Amplituden und die
Relaxationszeiten von RA 110 ohne Additive bestimmt werden.

Eine Anpassung der Amplituden und Relaxationszeiten im Leistungsdichtebereich
von </>=10-80 kW/cm®> (Abbildung3.2-18, schwarze Linien) bei fixierten
Konstanten der Anregung und Depopulation des S;-Zustands liefert die Werte
kro=3.7-10° s und kzsc = 14 -10° 7.

- — ——
<I> [kW/cm?]

Abbildung 3.2-18 7~ und Ar-Daten aus den FCS-Messungen von Rk 110 in Phosphatpuffer (25 mM
pH 7) ohne Additive. Die durchgehenden Linien reprisentieren die globale Anpassung der
Gleichung 3.2-20 bzw. 3.2-21 an #~ und AyDaten. Die schwarzen Linien représentieren die
Anpassung im Leistungsdichtebereich von </> = 10-80 kW/cm?. Die gestrichelten schwarzen Linien
reprasentieren die Extrapolation der durchgehenden schwarzen Linien fiir den Leistungsdichtebereich
von </>>80kW/cm? in dem die Sittigung des Fluoreszenzsignals (Kapitel 2.4.2) zu deutlichen
Abweichungen der gemessenen Daten vom angepassten Modell fiihrt. Die roten Linien reprasentieren
die Anpassung im Leistungsdichtebereich von </> = 10-900 kW/cm?.

Bei Vernachlédssigung des Einflusses der Sattigung (vergl. Kapitel 2.4.2) ergibt die
gleiche Anpassung der Relaxationszeiten und der Amplituden im
Leistungsdichtebereich von </>=10-900 kW/cm? (Abbildung 3.2-18, rote Linien)

1

die Werte fiir die gleichen Geschwindigkeitskonstanten von kry = 3.9:10° s! und

kisc = 11-10° s'. Diese Werte stimmen mit bereits publizierten Werten fiir die
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gleichen Geschwindigkeitskonstanten des Rh /10, die unter &hnlichen Bedingungen
gemessen und auf gleiche Weise ausgewertet wurden gut iiberein (ksc = 10°10°s™
kr=410>s" [63]. Bereits publizierte =~ Werte fir die  gleichen
Geschwindigkeitskonstanten des RA 123 (ke = 7.6°10°s™ kr=4.2:10°s™") wurden
ebenfalls unter Vernachldssigung der Fluoreszenzsignalséttigung gewonnen [24]. Da
bei Vernachldssigung von Sittigungseffekten die Triplettamplitude starke
Abweichung zeigt (Abbildung 3.2-18), werden im Rahmen dieser Arbeit nur
Triplettparameter von Rh 110 verwendet, die aus Datenpunkten im Bereich niedrigen

Leistungsdichten gewonnen wurden (</> = 10-80 kW/cm?).

- 0.04 . ° :

2 0001 o *e . -t $

X .0.04 ] : ° . i
| AZB-C

0.2 [250pM] ¢

) '1(1)0'
< 1> [kW/cm?]

Abbildung 3.2-19 #~ und Ar-Daten aus den FCS-Messungen von Rk 110 in Phosphatpuffer (25 mM
pH 7) mit Additiv AZB-C. Die durchgehenden Linien repridsentieren die globale Anpassung der
Gleichung 3.2-20 bzw. 3.2-21 an ¢~ und A~Daten.

Bei der Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten fiir die Depopulation des
Triplettzustands durch Additiv AZB-C (kyruzs-c) wurde die Anpassung der
Gleichungen 3.2-20 und 3.2-21 an die Amplituden und die Relaxationszeiten von
Rh 110 verwendet (Abbildung 3.2-19). Die Konstante ky,ruzs.c) wurde global iiber
alle Datenpunkte der Konzentrationsreihe von AZB-C ([/Q] 4z.c =250 uM, 500 uM,
800 uM, Abbildung 3.2-19) im Leistungsdichtebereich von <I>=5-120 kW/cm®

angepasst.
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Tabelle 3.2-7 Mittels Anpassung von Gleichungen 3.2-20 und 3.2-21 (Modell 2) an die
Amplituden bzw. Relaxationszeiten des Triplettzustands bestimmte Triplettparameter. In
Klammern sind die Standardfehler o, der Anpassung fiir den jeweiligen Parameter angegeben.

Triplettparameter von Rh 110

fusc [10°5"] kro [10°5"]

14 (£ 0.6) 3.7 (£ 0.04)

AZB-C spezifische Loschkonstante kyr [1 0° M's'] fiir Rh 110

2.6 (£0.1)

Die Rh 110 spezifischen Konstanten wurden auf die bereits bestimmten Werte
ko =3.7-10° s und kjsc = 14:10° s7! fixiert. Die Anpassung lieferte den Wert fiir die
additivspezifische Konstante von k,rwrniz0, azs-c) = 2.6 10° M'l's'l, der nah bei der
maximalméglichen  diffusionskontrollierten  Stofrate  (kyaip <7°10° M"s™,
Kapitel 5.9) zwischen dem Additiv und dem Farbstoff liegt. Das gleiche Additiv
zeigt unter &dhnlichen Bedingungen vergleichbare Wirkung auf RhA 123
(kgr(rR123,42B-C) = 3.6 10" M5 [24]).

3.24.3 Bestimmung der Radikalkationparameter aus FCS-Messungen von
Rh 110 ohne Additive und in Gegenwart von AZB-C

Die Relaxationszeiten des Radikalkationterms der FCS-Messungen von RA 110 ohne
Additive und mit dem Additiv 4ZB-C lagen dicht bei den Relaxationszeiten des
Diffusionsterms, was die Bestimmung der Radikalkationparameter durch Anpassung
von Gleichung 3.2-11 an die individuellen FCS-Messungen unmdoglich machte.

Um den Radikalterm vom Diffusionsterm bei &hnlichen Relaxationszeiten zu
trennen, wurde die Radikalkationrelaxationszeit (#z+) und die Radikalkation-
amplitude (A4gz+) in der Gleichung 3.2-11 durch Gleichung 3.2-34 [24] und
Gleichung 3.2-36 [24, 30] ersetzt (siche auch Modell 1b (Abbildung 3.2-17)).
AnschlieBend wurde die so erweiterte Gleichung 3.2-11 an Rethen von
FCS-Messungen bei unterschiedlichen Leistungsdichten (Leistungsdichtereihen)
angepasst. Dabei wurden der Diffusionsterm und der Triplettterm von
Gleichung 3.2-11 mittels individueller Anpassung der Parameter //Nsg, ti, zo/@y, tr,
Ar an jede einzelne FCS-Kurve unabhingig vom Radikalkationterm angepasst. Die

Anpassung des Radikalkationterms dagegen erfolgte global iiber alle FCS-Kurven
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einer Leistungsdichtenreihe. (Im Rahmen dieser Arbeit wird eine Anpassung iiber
mehreren FCS-Kurven mit ausschlieflich global angepasstem Radikalkationterm als
Radikalkation-Targetfit' bezeichnet.)

Die in der Besetzungswahrscheinlichkeit Sj..;3-) (Gleichung 3.2-18) enthaltenen
Geschwindigkeitskonstanten fiir die Population und Depopulation der Triplett- und
Singulettzustinde wurden dabei konstant gehalten. Alle konstant gehaltenen
Parameter sind in Tabelle 3.2-14, Seite 136 zusammengefasst. Die Austauschrate kg
mit der die Fluorophore in bzw. aus dem konfokalen Volumen diffundieren wurde
fiir die FCS-Messungen mit Hilfe der Relaxationszeit des Korrelationsterms der
Diffusion (¢;) bestimmt. Aufgrund der beobachteten Abhéngigkeit der z; von der
Leistungsdichte wurde der Mittelwert aus allen ¢; eine Leistungsdichtereihe
verwendet (vergl. Gleichung 3.2-37).

1
kg = ——— 3.2-37

<t,>
Bei der Auswertung der Triplett-Parameter (Kapitel 3.2.4.2), wurden nur die
Messungen bei niedrigen Leistungsdichten verwenden, da eine systematische
Verschiebung der Geschwindigkeitskonstanten aufgrund der Effekten der
Fluoreszenzsignalsittigung unvermeidlich gewesen wiare. Weil die Oxidation zum
Radikalkation im Vergleich zur Besetzung des Triplettzustands sehr langsam verlduft
(Koxtor << kisc) und bei der Oxidation Mehrphotonen-Prozesse beteiligt sind, ist es
nicht moglich die Eigenschaften des Radikalkations bei niedrigen Leistungsdichten
mittels FCS zu bestimmen. Deswegen war es notwendig alle Messungen (auch bei
hohen  Leistungsdichten, mit durch die Sittigung stark verzerrten
Detektionsvolumen) in die Auswertung einzubeziehen, was systematische
Abweichungen insbesondere bei der Geschwindigkeitskonstante k,,, nach sich
ziehen kann (siehe dazu: Vergleich zwischen Geschwindigkeitskonstanten die aus
FCS und Fluoreszenzsignal bestimmt wurden (Kapitel 3.2.5.3)).
Als erstes wurde eine Anpassung der FCS-Daten von RA 110 ohne Additive im
Leistungsdichtebereich von </>=10-900 kW/cm? durchgefiihrt. Die aus der

' Der Radikalkation-Targetfit wurde mittels eines Matlabscripts durchgefiihrt. Dieses Script wurde
von Stanislav Kalinin in Zusammenarbeit mit Daniela Pfiffi entwickelt.
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Anpassung  mittels Radikalkation-Targetfits  resultierenden Parameter des
Radikalkations sind in Tabelle 3.2-8 und Abbildung 3.2-20 zusammengefasst. Die
detaillierten Ergebnisse der Anpassung sind im Kapitel 5.5 zusammengetragen.

In der Analyse der FCS-Daten in Gegenwart von Additiven miissen zusétzlich die
additivabhiangigen Konstanten fiir die Oxidation bzw. Reduktion der angeregten
Zusténde berticksichtigt werden. Beim Additiv AZB-C miissen die thermodynamisch
erlaubte Reduktion des R, " -Zustands mit der Geschwindigkeitskonstante k,z,+ und
dariiber hinaus die Oxidation des S;-Zustands mit der Geschwindigkeitskonstante
kgoxsi  berlicksichtigt werden. In den bereits publizierten Untersuchungen der
Auswirkung des Additivs AZB-C auf Rh 123 wurde zusitzlich die Reduktion des

R, -Zustands durch AZB-C mit einer Geschwindigkeitskonstante ~ von

kgt = 0.02:10° M'-s! beobachtet [24]. Weil die Reduktion des Radikalkations von
Rh 123  mittels AZB-C thermodynamisch verboten ist [24] wird diese
Geschwindigkeitskonstante vermutlich aufgrund von Verunreinigungen des Additivs
beobachtet. Die in diesem Kapitel présentierten Daten wurden unter Verwendung des
gleichen Additivs aufgenommen (CAS-Nummer 1562-93-2 bezogen von Sigma-
Aldrich (479624 Aldrich-98%)). Deswegen wird in der Analyse der F'CS-Daten von
Rh 110 in Gegenwart von AZB-C auch die thermodynamisch verbotene

Geschwindigkeitskonstante &,z + berticksichtigt.

Auch wenn grundsitzlich in jeder Messreihe starke Konzentrationsdnderungen des
Fluorophors beobachtet wurden (siehe dazu Kapitel 3.2.5.2 und Kapitel 5.6), die fiir
Photozerstorung des Rh 110 unter der verwendeten Messbedingungen sprechen,
tendierten die Geschwindigkeitskonstanten der Photozerstdrung in allen Datensétzen
gegen null, wenn sie als globale Fitparameter eingesetzt wurden. Folglich fiihrte das
Einsetzen der Geschwindigkeitskonstanten der Photozerstorung als globale
Fitparameter in keinem Fall zur Verbesserung des Anpassungsergebnisses. Dies
spricht dafiir, dass alle Geschwindigkeitskonstanten der Photozerstorung deutlich
kleiner waren im Vergleich zu den Geschwindigkeitskonstanten der anderen
Prozesse, so dass die Photozerstorung fiir die beobachteten Fluktuationen des
Fluoreszenzsignals im Detektionsvolumen vernachlissigbar ist. Die Anderung der
Gesamtkonzentration der Fluorophore wurde im Rahmen der Auswertung nicht

beriicksichtig, da fiir die Auswertung nur die auf die auf die Gesamtamplitude
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normierten Korrelationsamplituden verwendet wurden. Letztendlich wurden fiir die
Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten der iibrigen Prozesse alle
Geschwindigkeitskonstanten der Photozerstérung auf O fixiert. Damit galt fiir die
Besetzungswahrscheinlichkeit des Zustands S7 unter Gleichgewichtsbedingungen
Gleichung 3.2-32.

Fiir die Anpassung der FCS-Kurven von Rh 110 mit dem Additiv AZB-C mittels
Radikalkation-Targetfits wurden die Geschwindigkeitskonstanten koo, Kreqo, koxns

kgr*, kgoxsi und kgr,+ global tlber alle FCS-Kurven angepasst. Alle weiteren
benotigten Parameter wurden fixiert (7abelle 3.2-14, Seite 136). Die Anpassung
wurde iber drei Leistungsdichterethen 1im  Leistungsdichtebereich von
<[> =10-900 kW/cm? mit AZB-C Konzentrationen von [Q] 4z5.c = 250, 500 ,800 uM
(entsprechend 16, 16, 14 FCS-Kurven) durchgefiihrt. Die aus der Anpassung mittels
Radikalkation-Targetfits resultierenden Parameter des Radikalkations sind in
Tabelle 3.2-8 und Abbildung 3.2-20 zusammengefasst. Die detaillierten Ergebnisse

der Anpassung sind im Kapitel 5.5 zusammengetragen.

Diskussion der Ergebnisse der Auswertung mittels Radikalkation-Targetfits der
FCS-Messungen von Rh 110 ohne Additive und in Gegenwart von AZB-C

Tabelle 3.2-8 Spezifische Konstanten von RA /10 und AZB-C, die durch globale Anpassung der
Gleichung 3.2-11 an die FCS-Daten bestimmt wurden.

ohne AZB-C

kreao [10°5] | kool 10757 ko [em® W's7']
Rh 110-spezifisch 15 25 27 0.06 (0.01)°
Rh 123-spezifisch [24] | 1.5 16 0.04
mit AZB-C spezifisch

ket [10°-M"-s7'] l[{?;:; WM s kgoust [10°-M "5
Rh 110-spezifisch 0.003° 19 0.004
Rh 123-spezifisch [24] |0.02* S 0.02

*Aufgrund der Oxidationspotentiale thermodynamisch verboten (Kapitel 3.2.3.5), ist wahrscheinlich
auf Verunreinigungen des Additivs zuriickzufiihren.

Pwurde in der Analyse der Daten von RA 123 nicht beriicksichtigt.

“diese Wert stammt aus der Auswertung der Fluoreszenzintensitit (Kapitel 3.2.5.3)
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Die mittels Radikalkation-Targetfits bestimmte Geschwindigkeitskonstanten der
Oxidation der Singulett- und Triplettzustinde k., und k., setzten sich aus den
Geschwindigkeitskonstanten der Oxidation aus den S;- und 7;-Zustinde koys;, koxrs
bzw. koxsu, koxtn zZusammen (vergl. Gleichung 3.2-23 und Gleichung 3.2-24 ). Unter
der Annahme, dass die Oxidation aus den Singulett- und Triplettzustinden gleich
schnell ist [24, 63], konnen die Geschwindigkeitskonstanten der Oxidation aus den
Singulett- und Triplettzustinden mit Hilfe der Gleichung 3.2-38 bzw. der
Gleichung 3.2-39 berechnet werden: koxs1 = koxr1 = 5200 st bzw.
Koxsn = koxri= 0.013 cm>W™s™.

koxO
koxSl = koxT = k 3.2-38
1+-5¢
kTO
k
kox n :k()x n =—2—
5 7 1+ @ 3.2-39

T0

mit kg = 25000 57 kpry = 0.067 cm2-W' s (Tabelle 3.2-8) sowie kisc = 14-10° 57/,
krp=3.7-10° s (Tabelle 3.2-7)

Die bereits publizierten Werte der Geschwindigkeitskonstante fiir die Oxidation der
S;- und T;-Zustande von Rh 110 k,cs; = koo = 2100 s'1[63] als die Rahmen dieser
Arbeit gemessenen Geschwindigkeitskonstanten'. In der erwihnten Publikation
wurde ein anderes kinetisches Modell ohne Austauschrate &y zur Beschreibung der
elektronischen Zustinde verwendet. Das Fehlen von kg fiithrt zwangsldufig zu
kleineren Werten von ko, weil k; im Rahmen des kinetischen Modells (Model! Ia,

Abbildung 3.2-14) zu einer Verringerung der Gleichgewichtskonzentration des

! Zusitzlich wird in der angefithrten Referenz die Geschwindigkeitskonstante fiir die Oxidation aus
den hoher angeregten Singulett- und Triplettzustinde mit kg, = koxr, = 5.8°1 0 s angegeben, wobei
fir diese Konstante ein anderes Modell, beim die Besetzungswahrscheinlichkeiten der hoher
angeregten Zustidnde ausgerechnet werden, verwendet wird. Um diese Konstanten mit der mit der im
Rahmend dieser Arbeit ermittelte Konstante £,,, vergleichen zu kdnnen, werden die in der angefiihrten
Referenz verwendeten Absorptionsquerschnitte der Zustidnde S; und 7; des Rk 110 bendétigt. Leider
wurde von den Autoren versdumt die bei deren Auswertung verwendeten Absorptionsquerschnitte
anzugeben, was einen Vergleich mit der in dieser Arbeit bestimmten Werten unmoglich macht.

98



Experimente und Auswertung 3.2
langlebigen Radikalkationzustands im Anregungsvolumen fiihrt
(Gleichungen 3.2-13 bis 3.2-17).
0.5 0.8
AZB-C Auswirkung _t
° 0 M von qun+ , /ODO II B 0-7
0.4 o 250 pM CB M
[ ] p /la*ﬁ/ B 0-6
. o 500 pM A* !
* 800 uM e 7 L
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Abbildung 3.2-20 Aus dem Target-Fit resultierenden Amplituden Az morm) und die Relaxationszeiten
tz+ des Radikalkationzustands von RA 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7) mit und ohne des
Additivs AZB-C in Abhidngigkeit von der Leistungsdichte. In Gegenwart von AZB-C kann eine
Erhdhung der Amplituden aufgrund der Oxidation des S;-Zustands mit der
Geschwindigkeitskonstante k.5, = 4:10°M™"s" beobachtet werden. Mit steigender Leistung fiihrt
die Reduktion des R, "-Zustands durch das Additiv mit einer von der Leistungsdichte abhingigen
Geschwindigkeitskonstante  kyg,+ =19 W'M?"s' zu einer Absenkung der Amplituden des
Radikalkationzustands R

Zusitzlich zur oben beschriebenen Anpassung der F'CS-Daten von Messungen mit

Additiv  AZB-C  wurden Anpassungen mit wahlweise auf 0 fixierten
Geschwindigkeitskonstanten kyz,+ und kyz+ durchgefiihrt. Dabei konnte nur eine sehr
gute Ubereinstimmung bei den Geschwindigkeitskonstanten ko, kyeqo und kg, mit
dem Datensatz ohne AZB-C beobachtet werden, wenn sowohl kyr,+ als auch kg g+
global angepasst wurden (Tabelle 3.2-9). Dariiber hinaus wurde bei der Anpassung
mit kyg,+ und k,r+ als globale Parameter das beste Anpassungsergebnis beobachtet
(das kleinste gemittelte y* siehe Tabelle 3.2-9). Damit konnte bei Messungen mit
Rh 110 ghnlich wie bei Messungen mit Rh 123 [24] sowohl eine oxidierende als auch
eine reduzierende Wirkung von AZB-C, die sich in kleineren Relaxationszeiten #z

und leicht erhohten Amplitude Ag+moqm) des Radikalkationterms zeigt, beobachtet
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werden. Die beobachtete Reduktion des hdherangeregten R, -Zustands duBert sich
durch das  Abknicken der Radikal-Amplitude  Ag+momy  bei  hohen
Anregungsleistungsdichten (Abbildung 3.2-20). Zu beachten ist, dass mit steigender
Konzentration des Additivs die Auswirkung der Reduktion des hoéherangeregten
R, "-Zustands auf die Amplitude Ag+mormy zunimmt. Damit kann die die Séttigung
des Fluoreszenzsignals (Kapitel 2.4.2) als Ursache fiir das Abknicken der Amplitude
Ag+mormy ausgeschlossen werden, weil sie mit der steigenden Konzentration des
Additivs abnehmen muss.

Theoretisch kommt die Photozerstorung aus dem R, -Zustand auch als Ursache des
Abknickens der Amplitude Ag+momy bel hoheren Leistungsdichten in Frage. Bei
Anpassung  der leistungsabhingigen = Geschwindigkeitskonstante  fiir  die
Photozerstorung des Radikalkations aus dem R, -Zustand kyz,+ (Kapitel 3.2.4)
anstatt der Geschwindigkeitskonstante k,z,+ wurde ein sehr grofles gemitteltes x> von
¥>>5 beobachtet. Damit konnte die Photozerstorung als Ursache des Abknickens der

Amplitude Ag+morm) ausgeschlossen werden.

Tabelle 3.2-9 Ergebnisse der Anpassung des Radikalkation-Targetfits an FCS-Daten von R 110 mit und
ohne AZB-C (siehe Abbildung 3.2-20), mit wahlweise auf 0 fixiert Geschwindigkeitskonstanten kg, + und
qu+.

Rh110 ohne
Rh110+AZB-C Addiiy
kp+und kp+ _ R
qurden ve}flwendet qun+ 0 qu+ 0
Rh 110-spezifisch
Kveao [10° '] 1.4 1.0 2.8 1.5
kowo [10° 5] 25 19 24 25
Kown [em® - W51 10.067 0.08 0.065 0.064
AZB-C-spezifisch
kgrat [W'-M"-s7"] |19 0 20 |
ket [10°-M-s7] |0.003 0.013 /S
Kgoxst [10°-M"s7'] | 0.004 0.001 0.008 |-
2 2.29 3.35 2.36 1.51
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Bestimmung der maximalen Relaxationsrate des R,"*-Zustands

Die beobachtete Geschwindigkeitskonstante der Reduktion des R, -Zustands kann
fiir die Abschitzung der Lebensdauer des R,""-Zustands verwendet werden. Bei einer

diffusionskontrolliert verlaufenden Reaktion zwischen dem Zustand R,”" und dem

Additiv und sehr schneller Geschwindigkeitskonstante kg,;~+ kann die beobachtete

Geschwindigkeitskonstante & z,+nach Gleichung 3.2-40 berechnet werden.

k. =R -k 3.2-40

qRn+ — T'neq "Vqdiff

R,.," = Besetzungswahrscheinlichkeit des R, -Zustands im Gleichgewicht
kqaiyy = diffusionskontrollierte Stofirate zwischen dem Fluorophor und dem Additiv

Die Besetzungswahrscheinlichkeit des R,” -Zustands unter den Bedingungen

krn1t>> kgt und kgt >> kgpintt >> kyro+ kann nach Gleichung 3.2-41 berechnet

werden

R~ R 3.2-41

Aus der Kombination von Gleichungen 3.2-40 und 3.2-41 ergibt sich ein Ausdruck
fiir die Abhéngigkeit der Relaxationszeit aus dem R, "-Zustand kg,;~+ von den

Geschwindigkeitskonstanten kyr,+, Kz, und kyayr (Gleichung 3.2-42)

K 3.2-42
T 2
qRn+

Mit einer abgeschitzten maximalen Stofrate zwischen dem Rhodamin und dem

AZB-C von kyap< 7-10° M s (Kapitel 5.9) und einer ebenfalls abgeschitzten
Anregungsrate von kgt~ 750 em*Ws™! (Kapitel 3.2.3.3) betrdgt die maximale

Relaxationsrate des R, -Zustands kg,;*+ = 0.3 102571,
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3.25 Fluoreszenzsignal bei Messungen mit einer konfokalen

Messanordnung

3.2.5.1 Darstellung des Modells

Im diesen Kapitel wird das Fluoreszenzsignal (Detektorzihlrate) bei Messungen von

Rh 110 ohne Additive ausgewertet.
F_ (FCS)= £ (Gleichung 3.2-6)
cpm N

N = Anzahl der Fluorophore

Mit Hilfe des Fluoreszenzsignals zusammen mit der Anzahl der Fluorophore im
Detektionsvolumen, die aus der Detektorzéhlrate und dem Untergrundsignal nach
Gleichung 3.2-43 bzw. aus der Amplitude des Diffusionsterms der
Fluoreszenzkorrelationsfunktion berechnet werden kdnnen (Kapitel 3.2.3.13), wurde

das Fluoreszenzsignal eines Fluorophors (F,,) nach Gleichung 3.2-6 bestimmt.

F = <Gesamtzihlrate> - <Untergrundsignal> 3.2-43

AnschlieBend wurde F,,, in Kombination mit dem bereits hergeleiteten
(Gleichung 3.2-17) elektronischen Zustandsmodell (Modell 1a) dazu verwendet um
die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Population (k. und k,,) des
Radikalkationzustands des R/ 110 bestimmen.

Die Emission der Fluoreszenzphotonen erfolgt bei einem Fluorophor aus dem S;-
Zustand, folglich kann das Fluoreszenzsignal eines Fluorophors bestimmt werden in
dem die stationdre Besetzungswahrscheinlichkeit des S;-Zustands mit der
Geschwindigkeitskonstante fiir die Fluoreszenz multipliziert wird. Wird zusétzlich
beriicksichtigt, dass in einer tatsdchlichen Fluoreszenzmessung nur ein Teil der
emittierten Photonen detektiert wird, so kann das gesamte gemessene
Fluoreszenzsignal eines Fluorophors nach Gleichung 3.2-44 berechnet werden. Die
Anwendung der Additive sollte durch Loschung der ,,dunklen” Zustinde (Triplett-
und Radikalzustdnde) zur Steigerung der Fluoreszenzzihlrate fiihren. Die maximal

mogliche Fluoreszenzzihlrate wire demnach erreicht wenn alle dunklen Zustéinde
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geloscht wiren, was zur Folge hitte, dass fiir die Anregung und die Relaxation des

Fluorophors ein 2-Zustdnde Modell (S, S; Abbildung 1.1-2) gelten wiirde [24].

F o =G kr-S 3.2-44

cpm detect leq

Fepm = Anzahl der Fluoreszenzphotonen pro Farbstoffmolekiil und Sekunde

G jerees = Detektionseffizienz

kr = Geschwindigkeitskonstante der Fluoreszenz

Sjeq = Besetzungswahrscheinlichkeit des S;-Zustands unter den Gleichgewichtsbedingungen (Siehe
Kapitel 3.2.4.1 Gleichung 3.2-17 Modell 1a)

Damit kann die maximal mdgliche Fluoreszenzzéhlrate eines Fluorophors berechnet
werden, wenn die Besetzungswahrscheinlichkeit des S;-Zustands eines Fluorophors
mit zwei elektronischen Zustinden in Gleichung 3.2-44 eingesetzt wird. Dabei ist zu
beachten, dass die interne Konversion von den Additiven in erster Ndherung nicht
beeinflusst wird. Deswegen muss bei der Berechnung eines maximal moglichen
Fluoreszenzsignals eines Fluorophors auch bei einem 2-Zustinde Modell die
Geschwindigkeitskontante der internen Konversion kjc mit beriicksichtigt werden

(Gleichung 3.2-45).

k,
F;prn (maX) ~ Epm(Zz) = Gdetect ) kF ) Sleq(Zz) = Gdetect ) kF ) (mj 32_45

kic = Geschwindigkeitskonstante der internen Konversion
kr = Geschwindigkeitskonstante der Fluoreszenz
ko; = Geschwindigkeitskonstante der Anregung

S

leg(22) = Besetzungswahrscheinlichkeit von S| fiir ein 2-Zustdnde Modell

3.2.5.2 Das gesamte Fluoreszenzsignal

Bei der Auswertung der Terme der Modellgleichung fiir FCS (Kapitel 3.2.4) spielte
die relativ langsame Photozerstérung des Fluorophors keine Rolle, auch wenn die
Photozerstorung die Absoluten Anzahl der Fluorophore im Detektionsvolumen
beeinflussen kann. Im Vergleich dazu ist fiir die Auswertung des Fluoreszenzsignals
das am konfokalen Fluoreszenzaufbau (Kapitel 3.2.3.7) gemessen wurde die absolute
Anzahl der Fluorophore im Detektionsvolumen entscheidend. Aus diesem Grund
darf die Photozerstorung bei der Auswertung des Fluoreszenzsignals nicht
vernachlédssigt werden, da sich auch bei langsamer Photozerstorung auf der Zeitskala

einer Intensititsmessung (Minuten) die irreversibel gebildeten Produkte der
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Photozerstorung in der unmittelbaren Umgebung des Detektionsvolumens

anreichern.
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Abbildung 3.2-21 Abnahme der Fluoreszenz von Rk 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7) nach
Einschalten des Lasers bei Messungen am FCS-Fluoreszenzaufbau.Die Messungen wurden in einer
Probenkammer (Thermo Scientific, Nunc Lab-Tek II, 155360) in einem Volumen von V =35 mL
durchgefiihrt. Die durchgezogenen Linien reprdsentieren eine Anpassung der Gleichung 3.2-46. Es
waren maximal zwei exponentielle Terme notwendig um die Daten anzupassen.

Diese Anreicherung der Photozertdrungsprodukte fiihrt zwangsldufig zu einer
niedrigeren Konzentration der anregbaren Fluorophore, was sich unmittelbar auf das
Fluoreszenzsignal auswirkt. Die Abnahme der Fluoreszenzintensitit aufgrund der
Photozerstorung startet sofort nach dem Einschalten des Lasers (Abbildung 3.2-21),
und dauert an bis sich ein Gleichgewicht aufgrund der Diffusion der Fluorophore aus
dem Bereich auflerhalb des Laserstrahls eingestellt hat (10-60 Sekunden). Bei allen
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten FCS-Messungen wurde eine
Probenkammer mit sehr kleinem Gesamtvolumen der Probe von V=10 uL und sehr
diinnen Fliissigkeitsschichten im Bereich von h =100 um (Kapitel 3.2.3.8)
verwendet. In einer solchen Probenkammer éndert sich die Gesamtkonzentration der
Fluorophore wihrend einer Messrethe mit verschiedenen Leistungsdichten
(Gesamtmessdauer eine Messrethe t=30-60 min) auch bei langsamer
Photozerstorung. Zusidtzlich findet aufgrund der diinnen Fliissigkeitsschichten
zwischen den einzelnen Messpunkten einer Messreihe (4t = 1-5 min) keine adiquate

Durchmischung der Probe statt.
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Abbildung 3.2-22 F ;0 Abhingigkeit von der mittleren Leistungsdichte. Die durchgezogene Linie
reprasentiert eine Anpassung der Daten mit einer empirisch bestimmten Funktion (Gleichung 3.2-47).

Unter solchen Bedingungen ist es nicht moglich eine quantitative Auswertung des
Fluoreszenzsignals durchzufiihren. Deswegen wurde fiir diese Zwecke bei einer
konfokalen Messanordnung eine zusitzliche Messreihe mit R4 110 in Phosphatpuffer
(25 mM pH 7) ohne Additive in einer kommerziell erwerbbaren Probenkammer
(Thermo Scientific, Nunc Lab-Tek II, 155360) mit moglichst groem Gesamtvolumen
durchgefiihrt. Das Gesamtvolumen der Probe des betrug V=5 mL. Um der lokalen
Anreicherung der Photozerstorungsprodukte entgegenzuwirken wurde zusétzlich
zwischen jeder einzelnen Messung der Messreihe die Losung in der Probenkammer
umgeriihrt. Das Fluoreszenzsignal wurde nach Erreichen des Gleichgewichtes
zwischen der Photozerstérung und der Diffusion der Molekiile aus dem Bereich
auBerhalb des Laserstrahls aufgezeichnet (mehr als 60 Sekunden nach Einschalten
des Lasers).

Das Fluoreszenzsignal F wurde nach Gleichung 3.2-43 bestimmt. Als die
Untergrundzéhrate wurde die separat gemessene Zdhlrate des Losungsmittels
verwendet. Das Ergebnis der Messung des stationdren Fluoreszenzsignals F, bei
verschiedenen mittleren Leistungsdichten ist in der Abbildung 3.2-23 zu finden.

Um den Einfluss der Photozerstorung auf F,, zu berticksichtigen wurde zusétzlich die

Abnahme des Fluoreszenzsignals unmittelbar nach Einschalten des Lasers gemessen
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(Abbildung 3.2-21). Die zeitliche Abnahme des Fluoreszenzsignals konnte mit einen
Ansatz aus zwei Exponentialltermen und einem konstanten Term (Gleichung 3.2-46)

beschrieben werden.

F(t)=F,+4-e""+4,-¢"" 3.2-46

F(t) =Zeit abhdngiges Fluoreszenzsignal

F,, = stationdres Fluoreszenzsignal im Gleichgewichtszustand
t,, t, = Zeitkonstanten der Terme

A;, Ay = Amplituden der Terme

Der konstante Term (F,,) entspricht hierbei dem stationdren Fluoreszenzsignal. Das
Verhiltnis von F,, zum Fluoreszenzsignal zum Zeitpunkt ¢ =0 entspricht der
normierten Abnahme des Fluoreszenzsignals Fygomm aufgrund von Photozerstorung.
Die Anpassung einer empirisch bestimmten Funktion (Gleichung 3.2-47)" an die
gegen die mittlere Leistungsdichte aufgetragene Foyporm (Abbildung 3.2-22) liefert
die Abhéngigkeit der normierten Abnahme des Fluoreszenzsignals von der mittleren

Leistungsdichte (Gleichung 3.2-48).

1-F (end)
~ eq(norm) 3.2-47
Feq(norm) (< I >) ~ 1+ q< I > k +Feq(norm) (end)
1-0.4

F o (S >) = 3.2-48

+0
I+ <7>-0.0024
(mit <I> in kW/cm?)

Mit der empirisch bestimmten Abhédngigkeit der Fluoreszenzsignalabnahme von der
Leistungsdichte ist es moglich den Einfluss von langsamer Photozerstérung auf die
Fluoreszenzzdhlrate bei Messungen am konfokalen Aufbau zu beriicksichtigen

(Gleichung 3.2-49).

! Gleichung 3.2-47 stellt eine Funktion dar, die bei der Leistungsdichte von </> = 0 den Wert von
Fegmorm)(0) = 1 annimmt, bei der gegen unendlich gehender Leistungsdichte néhert sich die Funktion
einem Wert Fy0m)(end) asymptotisch an (Abbildung 3.2-22).
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F(<I>)
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eq

F, (<I>)= 3.2-49

F.,r = Korrigiertes Fluoreszenzsignal

Das korrigierte Fluoreszenzsignal Fj,,, zusammen mit dem direkt gemessenen
Fluoreszenzsignal F,, aufgetragen in Abhéngigkeit von der mittleren Leistungsdichte

ist in Abbildung 3.2-23 zu finden
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Abbildung 3.2-23 Das am FCS-Fluoreszenzaufbau gemessene stationére Fluoreszenzsignal F,,
(gefiillte Symbole) zusammen mit dem mittels Gleichung 3.2-49 korrigierten Fluoreszenzsignal F,,,
(leere Symbole) von R4 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7).

3.2.5.3 Die Fluoreszenzziihlrate pro Molekiil
Die Fluoreszenzzihlrate pro Fluorophor F,,(FFCS) kann direkt mit Hilfe der

Fluoreszenzzéhlrate F,, und der Anzahl der Fluorophore im Detektionsvolumen ()

bestimmt werden (Kapitel 3.2.3.13, Gleichung 3.2-6).

F, (FCS)= f\; (Gleichung 3.2-6)

cpm

Fiir die Anpassung der FCS-Daten, die bei Messungen von Rh /10 ohne Additive
aufgenommen wurden, wurde Gleichung 3.2-11 (Kapitel 3.2.4.3) verwendet. Die

mittlere Anzahl der Molekiile im konfokalen Volumen N bei der Verwendung dieser
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Modellgleichung kann mittels Gleichung 3.2-50 direkt aus der Amplitude des

Diffusionsterms (44;;) berechnet werden.

N = = - 3.2'50

Die gegen die Leistungsdichte aufgetragene F,,(FCS) ist in Abbildung 3.2-25
abgebildet. Die entsprechende Fluoreszenzzéhlrate pro Molekiil kann auch mit Hilfe
von  Gleichung3.2-44  berechnet werden, wobei hierfiir notwendige
Besetzungswahrscheinlichkeit S,  nach Gleichung 3.2-17 (Modell 1a, vergl.
Kapitel 3.2.4.1) mit bereits bestimmten Geschwindigkeitskonstanten fiir die
Population und die Depopulation der elektronischen Zustinde (Abbildung 3.2-25
vergl. Kapitel 3.2.4.2, und Kapitel 3.2.4.3) berechnet wird. Die zusitzlich fiir
Gleichung 3.2-44 notwendige Detektionseffizienz Gpee; kann bei niedrigen
Leistungsdichten direkt aus dem Fluoreszenzsignal bestimmt werden, und betrigt
hier Ggeeer = 0.022 (siehe Kapitel 3.2.3.11). Die berechnete Fluoreszenzzihlrate pro
Molekiil F.,n(berechnet) zeigt einen stark abweichenden Verlauf im Vergleich zu
der F.m(FCS) (vergl. Abbildung 3.2-25 gefiillte Punkte vs. gestrichelte schwarze
Linie). Der Grund dafiir ist die Verzerrung der Form des Anregungsprofils im
Detektionsvolumen aufgrund der Sittigung des Fluoreszenzsignals (vergl.
Kapitel 2.4.2 [47]). In einem dreidimensionalen gauf3formigen Detektionsprofil
(Kapitel 2.4.1) wird mit steigender mittlerer Leitungsdichte eine konstante Anzahl
der Molekiile im konfokalen Volumen erwartet. Tatsdchlich wird eine mit der
Leistungsdichte kontinuierlich ansteigende Anzahl der Fluorophore N beobachtet
(Abbildung 3.2-24 B). Um die Sittigungseffekte bei der Bestimmung der mittleren
Anzahl der Molekiile im konfokalen Volumen zu beriicksichtigen, wurde die inverse
Diffusionsamplitude der FCS-Modellgleichung Gleichung 3.2-11 mittels des
Radikalkation-Targetfits (Kapitel 3.2.4.3) nach Gleichung 3.2-50 ermittelt und gegen
die mittlere Leistungsdichte aufgetragen (Abbildung 3.2-24).
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Abbildung 3.2-24 Aus den FCS-Messungen mittels Gleichung 3.2-50 ermittelte Anzahl der
Fluorophore N im konfokalen Volumen. Im Teilbereich A ist N bei niedrigen Leistungsdichten
abgebildet, im Teilbereich B ist N im gesamten Messbereich abgebildet. Die durchgezogene Linie
reprasentiert eine lineare Anpassung an N im Leistungsdichtebereich von </> = 3-14.5 kW/cm?. Der
y-Achsenabschnitt der linearen Anpassung (N, = 1.61) représentiert die mittlere Anzahl der
Fluorophore im konfokalen Volumen ohne Sattigungseffekte.

Die Extrapolation von N auf die mittlere Leistungsdichte von </>=0 (y-
Achsenabschnitt einer linearen Anpassung an N bei niedrigen Leistungsdichten
(Abbildung 3.2-24)) entspricht einer mittleren Anzahl der Molekiile Ny~ 1.6 im
konfokalen Volumen ohne Sittigungseffekte. Die im Kapitel 3.2.5.1 beschriebene
um die Photozerstérung korrigierte Fluoreszenzintensitit Fj,, und um
Sattigungseffekte korrigierte Anzahl der Molekiile im konfokalen Volumen Ny
konnen eingesetzt werden, um eine genauere Fluoreszenzzéhlrate pro Molekiil
Fepm(FCS,korr) in Abhédngigkeit von der mittleren Leistungsdichte zu bestimmen
(Gleichung 3.2-51). Um die Fluoreszenzzédhlrate quantitativ zu beschreiben, muss
zusitzlich beriicksichtigt werden, dass bei hoheren Leistungsdichten Fluorophore
bereits auBerhalb des Anregungsvolumens angeregt werden kénnen. Der Ubergang
der angeregten Fluorophore in den langlebigen Radikalkationzustand auB3erhalb des
Detektionsvolumens  fiihrt zu  einer  zusdtzlichen  Verringerung  der
Gleichgewichtskonzentration = der ~ Molekiile  im  Singulettzustand  im
Detektionsvolumen, was eine zusétzliche von der Leistungsdichte abhingige

Verringerung des Fluoreszenzsignals zur Folge hat (vergl. Kapitel 2.4.2).
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Abbildung 3.2-25 Gegen die Leistungsdichte aufgetragene Fluoreszenzzdhlrate. Die gefiillten Punkte
représentieren die Fluoreszenzzéhlraten pro Fluorophor F,,,(F CS)'. Die hierfiir benétigte Anzahl der
Molekiile (N) wurde mit Hilfe der Diffusionsamplitude bestimmt ohne die Sattigungseffekte zu
beriicksichtigen (Gleichung 3.2-50 ndhere Erkldrungen siehe Text). Die gestrichelte schwarze Linie
reprasentiert die mit Hilfe von Gleichung 3.2-44 berechnete Fluoreszenzzdhlrate pro Fluorophor. Die
fiir Gleichung3.2-44 notwendige Besetzungswahrscheinlichkeit S;,, wurde nach Gleichung 3.2-17
(Modell 1a) mit den mittels Auswertung des Korrelationsterms des Radikalkations bestimmten
Geschwindigkeitskonstanten k.4 = 1500 s ks = koer=5200 5", kyons = kor = 0.013 s "W -cm?,
(vergl. Kapitel 3.2.4.3 Tabelle 3.2-8) berechnet. Die Austauschrate wurde nach Gleichung 3.2-37
berechnet (kg = 7700 ! vergl. Kapitel 5.5). Die Detektionseffizienz wurde auf G ..., = 0.022 fixiert
(siche Anhang Kapitel 3.2.3.11). Die restlichen benétigten Geschwindigkeitskonstanten siche
Tabelle 3.2-14 (Seite 136). Die leeren Punkte repridsentieren die mit Hilfe der um die
Sattigungseffekte korrigierte Anzahl der Molekiile im Detektionsvolumen (Ny,,,) und der gesamten
Fluoreszenzintensitat Fj,, (Kapitel 3.2.5.2) berechneten Fluoreszenzzihraten pro Fluorophor
Fopu(FCS,korr) (Gleichung 3.2-51). Die rote durchgezogene Linie reprisentiert eine Anpassung der
Gleichung 3.2-44 an F,,,(FCS,korr) (ndhere Erklarungen siehe Text).

F_ (FCS,korr) = Lo 3.2-51

cpm
Okorr

Der Effekt der Anregung des Radikalkationzustands auBlerhalb  des
Anregungsvolumens auf das Fluoreszenzsignal kann beriicksichtigt werden, indem
die Austauschrate kg als leistungsabhingig angenommen wird. Unter den

Annahmen, dass der Austausch der Fluorophore hauptsichlich aufgrund der

' Die Anpassung von Gleichung 3.2-44 an Fepm(FCS) ergab unrealistische Werte flir die angepassten
Parameter und wird deswegen hier nicht gezeigt.
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Diffusion in der x-y-Ebene stattfindet (wp<<zj, siche Kapitel 2.4.1), ein
gauliformiges Leistungsdichteprofil in der x-y-Ebene des Anregungsvolumens und
ein konstanter Leistungsdichte-Schwellwert (/5) vorliegen, ab dem der Ubergang des
Fluorophors in den Radikalkationzustand auflerhalb des Anregungsvolumens nicht
mehr vernachldssigbar ist, kann die leistungsdichteabhéngige Austauschrate nach

Gleichung 3.2-52 berechnet werden (Herleitung siehe Kapitel 5.2).

-D
5Dy ;{[s<10}
_ 1 3.2-52
kdiﬁ‘(])_ Inl =% .a)g(a)
s
kdzngmax ;{IS 210}

Dy = Diffusionskoeffizient des Fluorophors (D py10 = 4.4-10-6 cm’/s)

1, = Leistungsdichte im Fokusmittelpunkt

Wy = Radius des Anregungsvolumens in der x-y Ebene, innerhalb dessen die Leistungsdichte auf
1/e” abgefallen ist (wyy) = 0.77 um, Kapitel 2.4.1)

kaiy max = maximale Austauschrate fiir den Fall, dass der Fluorophor nur im Detektionsvolumen
angeregt werden kann.

Das Einsetzen der leistungsdichteabhingigen  Austauschrate  kgp(1) in
Gleichung 3.2-17 (bei der Berechnung der Besetzungswahrscheinlichkeit S;.,) und
die anschlieBende Anpassung von Gleichung3.2-44 an F,,(FCS korr) im
Leistungsdichtebereich von </>=3-700 kW/cm? (Abbildung 3.2-25) mit global
angepasstem Leistungsdichte-Schwellwert (/5), maximaler Austauschrate Kuiy max,
Geschwindigkeitskonstanten ko = koxry und koxsy = koyrn, und mit zusitzlich auf
Guewe: = 0.022  fixierter Detektionseffizienz und einer auf den Wert von
kreqo = 1500 s'  fixierten’ Geschwindigkeitskonstante fiir die Reduktion des
Radikalkations ergibt die in Tabelle 3.2-10 zusammengetragene Konstanten

(Ubersicht aller fixierten Konstanten ist in Tabelle 3.2-14 (Seite 136) zu finden).

" Bei der Auswertung der Fluoreszenzzihlrate ist zu beachten, dass die Geschwindigkeitskonstanten
fiir die Population und Depopulation des Radikalkationzustands als Verhéltnisse von einander in das
Modell eingehen, deswegen miisste der Wert der Geschwindigkeitskonstante fiir die Reduktion des
Radikalkations auf den bei der Auswertung des Korrelationsterms des Radikalkations bestimmten
Wert fixiert werden.
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Diskussion der Ergebnisse der Auswertung der Fluoreszenzziihlrate

Der bei der Anpassung verwendete Parameter kg max entspricht der Austauschrate
bei sehr niedrigen Leistungsdichten unter der Voraussetzung, dass die Fluorophore
hauptsidchlich nur im Detektionsvolumen angeregt werden koénnen. kyif mex kann
unabhingig von der Auswertung der Fluoreszenzintensitdt mit Hilfe von FCS-
Messungen direkt bestimmt werden. Damit kann die Richtigkeit der gemachten

Korrekturen des Fluoreszenzsignals {iberpriift werden.

Tabelle 3.2-10 Spezifische Konstanten des RhA 110, die durch die globale Anpassung von
Gleichung 3.2-44 an das Fluoreszenzsignal eines Fluorophors berechnet wurden.
In Klammern sind die Standardfehler o, der Anpassung fiir den jeweiligen Parameter angegeben.

kousi = koxrs [10°57'] 5.6(0.2)

kossn = kot [cm” W] 0.002(% 0.0003)
Is [kW-cm™] 22(+2)

Kaigr max [10°°5'] 8.0(x 0.9)

Unter der Annahme, dass das fiir FCS-Messungen definierte Detektionsvolumen
(Kapitel 2.4.1) auch dem Detektionsvolumen bei der Auswertung des
Fluoreszenzsignals entspricht, kann die Relaxationszeit des Diffusionsterms der F'CS-
Modellgleichung (Gleichung 3.2-11) verwendet werden um kg7 zu berechnen. Dabei
entspricht k;;z der inversen Relaxationszeit des Diffusionsterms (k= 1/t
Gleichung 3.2-37) der FCS-Modellgleichung (Gleichung 3.2-11). Hierbei ist zu
beachten, dass die Fluoreszenzsignalsittigung ¢; stark verfialschen kann (vergl.
Kapitel 2.4.2). Um kgy mar mittels FCS unter Beriicksichtigung der Sittigungseffekte
zu bestimmen, wurden die inversen Diffusionszeiten der FCS-Modellgleichung
mittels des Radikalkation-Targetfits (Kapitel 3.2.4.3) ermittelt und gegen die mittlere
Leistungsdichte aufgetragen (Abbildung 3.2-26). Die Extrapolation von kg auf die
mittlere Leistungsdichte von </> =0 (y-Achsenabschnitt einer linearen Anpassung
an kg bei niedrigen Leistungsdichten (Abbildung 3.2-26 A)) entspricht kg max. Der
Wert der mittels FCS ermittelten Austauschrate betrug kuij max = 7600 s'l, was im
Rahmen der Fehlergrenzen dem mittels Fluoreszenzsignal ermittelten Wert
(kaifr max = 8100 s']) entspricht. Die Ubereinstimmung der beiden Werte, bestitigt das

Modell mit fester Leistungsdichte-Schwelle /s und die Annahme des vorwiegend in
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der x-y Ebene stattfindenden Austausches der Fluorophore im Detektionsvolumen

(Kapitel 3.2.5.3 siche auch Kapitel 5.2).

0.15 ] ° ° o
0.00
-0.15 o o o

Res.

<I|> kW/cm2

_ 0 200 400 600
. k, =7600s" . " . . .
- 14 000
- o
6.0 =12 ,°
1 E 10 *°
5 5 1 -*E o0
x° 8 oocoo
6 [o 2]
5.0 , , l - l
0 5 10 15 20

<> [kW/cm?]

Abbildung 3.2-26 Aus den FFCS-Messungen ermittelte Austauschrate ky;; aufgetragen gegen mittlere
Leistungsdichte. Im Teilbereich A ist kg bei niedrigen Leistungsdichten, im Teilbereich B im
gesamten Messbereich abgebildet. Die durchgezogene Linie représentiert eine lineare Anpassung an
kgr im  Leistungsdichtebereich von </>=3-18 kW/cm?. Der y-Achsenabschnitt der linearen
Anpassung (kg max = 7600 s} reprisentiert die Austauschrate ohne der Auswirkung der Anregung
des Fluorophors auflerhalb des Detektionsvolumens und ohne Sattigungseffekte (Kapitel 2.4.2).

Der Leistungsdichte-Schwellwert (I5), ab dem der Ubergang der Fluorophore in den
Radikalkationzustand ~ auBlerhalb  des  Anregungsvolumens  nicht mehr
vernachléssigbar ist, wurde mit /g = 22 kW-cm? bestimmt. I bezieht sich auf die
maximale Leistungsdichte im Fokusmittelpunkt 7, (vergl. Kapitel 5.2) Bezogen auf
die mittlere Leistungsdichte </> =0.8"1, (vergl. Kapitel 2.4.1) bedeutet dieser
Schwellwert, dass ab einer mittleren Leistungsdichte im Detektionsvolumen von
<I>=16.5kW-cm™ die Anregung der Fluorophore in den Radikalkationzustand
aullerhalb des Anregungsvolumens zu einer nicht vernachldssigbaren Abweichung
der Fluoreszenzzéhlrate fithren wird.

Die aus dem Fluoreszenzsignal ermittelte Geschwindigkeitskonstante fiir die
Oxidation  der  ersten  angeregten  Singulett- und  Triplettzustdnde
Koxsi = koxrs = 5600 s stimmt gut mit der mittels Radikalkation-Targetfit ermittelten
gleichen Geschwindigkeitskonstante (koxs; = koxrz = 5200 st vergl. Kapitel 3.2.4.3)
iiberein. Die aus dem Fluoreszenzsignal ermittelte Geschwindigkeitskonstante fiir die

Oxidation  der  hoheren  angeregten  Singulett- und  Triplettzustdnde

113



Experimente und Auswertung 3.2

koxsn = koxtn = 0.002) s! dagegen weicht um das 6.5-fache von der mittels Radikal-
kation-Targetfit ermittelten gleichen Geschwindigkeitskonstante
(koxsn = koxrn = 0.013 stwtem? Kapitel 3.2.4.3) ab. Der wahrscheinlichste Grund
dafiir ist die durch Fluoreszenzsignalsittigung bedingte (Kapitel 2.4.2) systematische
Abweichung der aus der Korrelationsamplitude bestimmten
Geschwindigkeitskonstanten. Dabei wirkt sich die Fluoreszenzsignalsattigung auf die
Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten fiir die Oxidation der hdoheren
angeregten Singulett- und Triplettzustinde besonders stark aus, da diese nur im
Bereich mit stark verzerrtem Detektionsvolumen (bei hohen Leistungsdichten)
bestimmt werden.

Im Vergleich zu der Auswertung des Korrelationsterms wurden bei der Auswertung
der Fluoreszenzzédhlrate umfangreiche Korrekturen, die zusétzliche Effekte von
hohen Leistungsdichten beriicksichtigen verwendet, deswegen wird fiir den weiteren
Verlauf der Auswertungen nur die aus der Fluoreszenzzéhlrate bestimmte
Geschwindigkeitskonstante fiir die Oxidation der héheren angeregten Singulett- und

Triplettzustinde verwendet.
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3.2.6 Auswertung der FCS-Messungen von Rh110 in Gegenwart

von Trolox

3.2.6.1 Die Besetzungswahrscheinlichkeiten der elektronischen Zustédnde von

Rh 110 unter Beriicksichtigung von Radikalanionzusténden

Im Gegensatz zu FCS-Messungen ohne Additive oder mit dem Additiv AZB-C, bei
denen die Relaxationszeit des Radikalterms und die Relaxationszeit des
Diffusionsterms nah beieinander lagen, wurden bei FCS-Messungen mit dem Additiv

Trolox nah beieinander liegende Relaxationszeiten der Radikal- und Triplettterme

beobachtet.
» 2
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Abbildung 3.2-27 FCS-Daten (Punkte) von RA 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7) ohne Additive
und in Gegenwart des Additivs Trolox bei einer Leistungsdichte von </> =~ 100 = 10 kW/cm?. Bei der
FCS-Messung ohne Trolox reprasentiert die durchgezogene Linie eine Anpassung der
Gleichung 3.2-11 an die FCS-Kurve. Bei Messungen in Gegenwart von Trolox reprisentieren die
durchgezogenen Linien eine Anpassung der Gleichung 3.2-62 an die FCS-Kurven (siehe Text unten).

Weiterhin sind in Gegenwart von Trolox sowohl die Oxidation als auch die
Reduktion des S;-Zustands thermodynamisch erlaubt. Deswegen miissen der
Radikalkation-, der Radikalanion- und der Triplettzustand bei der Auswertung von
FCS-Messungen mit Trolox beriicksichtigt werden. Bei einer zusétzlichen Zugabe
des Additivs AZB-C ([Q] az.c =500 bzw. 800 uM) zur einer Rh 110 Losung, die
bereits das Additiv Trolox ([Q]rreiox =100 bzw. 200 uM) enthielt, wurde eine

Verschiebung des Triplettterms in die Richtung kiirzerer Relaxationszeiten
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beobachtet (Abbildung 3.2-28). Die Relaxationszeiten aller Dunkelzustinde (7, R;™,

R;") in Gegenwart von Trolox wurden in Bereich von t®trT,p = 5-0.5 us beobachtet

(Abbildung 3.2-27 und Abbildung 3.2-28).
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Abbildung 3.2-28 FCS-Daten (leere Punkte) von RA 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7) in
Gegenwart der Additive Trolox und AZB-C bei einer Leistungsdichte von </>= 100 + 10 kW/cm?.
Die durchgezogenen Linien repréisentieren eine Anpassung der Gleichung 3.2-73 an die FCS-Kurven
(siehe Text).

Bei allen im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten FCS-Messungen mit Trolox
wurde eine Uberlappung des Radikalanionterms mit dem Triplettterm oder dem
Radikalkationterm  beobachtet. Dies  macht eine  Herleitung  der
Besetzungswahrscheinlichkeiten der elektronischen Zustinde von RA 110 unter der
Beriicksichtigung der Besetzungswahrscheinlichkeiten der Triplett-, Radikalanion-
und Radikalkationzustinden fiir die Auswertung von FCS-Messungen mit Trolox
notwendig. Die Herleitung eines solchen Modells erfolgt im nédchsten Kapitel (siehe
auch Kapitel 5.1.3). Das hergeleitete Modell wird anschlieend fiir die Auswertung
der Amplituden der Korrelationsterme von Rh /10 in Gegenwart von Trolox
verwendet (Kapitel 3.2.6.2).

Das im Kapitel 3.2.2 bereits présentierte elektronische Zustandsmodell mit
Radikalanion- und Radikalkationzustinden (Abbildung 3.2-1) ist zu komplex fiir
eine praktikable Beschreibung der beobachteten Amplituden von Korrelationstermen
der Dunkelzustéinde des Rh 110 in Gegenwart von Trolox. Deswegen wird hier ein

vereinfachtes elektronisches Zustandsmodell mit Singulett-, Triplett- und beiden
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Radikalzustinden unter Beriicksichtigung der bisherigen Ergebnisse fiir FCS-
Messungen in Gegenwart von Trolox (Modell 3a) abgeleitet.

Die Lebensdauern der hoher angeregten Triplett-, Radikalkation- und Radikalanion-
Zustinde betragen tg,+ ~ 4 ps (Kapitel 3.2.4.3), tgy+ 77 = 75, = 0.2 ps [65]. Damit
spielen  diese = Zustinde  eine  vernachldssigbare = Rolle  flir  die
Besetzungswahrscheinlichkeit ~ der  energetisch ~ direkt  darunterliegenden
elektronischen Zustdnde und fiir die additivabhéngigen Elektronentransferreaktionen.
Im Gegensatz dazu ist die Lebensdauer des hoher angeregten Radikalanionzustands
(R,”) nicht bekannt. Deswegen konnen die additivabhingigen Konstanten fiir die
Oxidation des angeregten R, -Zustands nicht vernachlidssigt werden. In diesem
Zusammenhang kann das kinetische Modell mit Radikalanion- und
Radikalkationzustinden fiir die Anregung und Relaxation eines Rhodamins
(Abbildung 3.2-1) in Gegenwart von Trolox vereinfacht werden, indem die hdher
angeregten Zustiande (R, T}, S,) mit energetisch direkt darunterliegenden Zustinden
(R1°+, T;,, S;) zu einem entsprechenden elektronischen Zustand (R'+,T, S)
zusammengefasst werden. Bei der maximal eingesetzten Leistungsdichte von
<I>pax ~ 10° kW/cm® und der sehr groBen Relaxationsrate der hoher angeregten
R, -, T,- und S,-Zustinde kann fiir die Besetzung der Radikalkation- Singulett- und
Triplettzustinde Se; =~ Sieqy Teq = Tieq und Req,"r zRM[+ angenommen werden. Bei
Auswertung der FCS-Messungen von Rh 110 ohne Additive konnte kein Einfluss der
Photozerstorung auf den Radikalkationzustand beobachtet werden, obwohl der
Radikalkationzustand bei R4 110 unter diesen Bedingungen die ldngste Lebensdauer
aufweist. Damit kann angenommen werden, dass die Photozerstdrung bei allen
anderen FCS-Messungen eine vernachldssigbare Rolle spielen wird, da alle
elektronischen Zustinde deutlich kiirzere Lebensdauern im Vergleich zur
Lebensdauer des Radikalkationzustands von RA 110 ohne Additive haben.

Die schematische vereinfachte Darstellung eines solchen kinetischen Modells mit
insgesamt sechs elektronischen Zustinden ohne Photozerstorung ist in der
Abbildung 3.2-29 (Modell 3a) zu finden (die detaillierte Darstellung des Modells ist
in Abbildung 5.1-1 (Anhang, Kapitel 5.1.3) zu finden).
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Modell 3a

Energie

Abbildung 3.2-29: Kinetisches Modell eines Fluorophors mit Singulett-, Triplett-, Radikalanion- und
Radikalkationzustinden und der Austauschrate kgp mit der die Fluorophore in bzw. aus dem
konfokalen Volumen diffundieren.Bei der Vereinfachung wurden die hoher angeregten Zustinde
jeweils mit den direkt darunter liegenden Zustinden zu einem entsprechenden Zustand
(R"=R/"+R,”, T=T,+T,, S=S,+S,) zusammengefasst. Dies fiihrt dazu, dass fiir alle Prozesse,
die aus einem beliebigen angeregten Zustand ausgehen, eine summierte Geschwindigkeitskonstante
KXo nach Gleichung 3.2-12 (S 83) (siche Kapitel 3.2.4.1) definiert werden kann.

Die Oxidation des Radikalanionzustands kann in die Zustdnde S,, S und T fiihren. Die Oxidation und
die Reduktion des Fluorophors kénnen aus den Zustinden S und 7 erfolgen. Die Reduktion des
Radikalkations fiihrt nur in den Zustand S, Bei jeder Oxidation wird zusétzlich die Photoionisation
aus entsprechenden hoher angeregten Zustdnden (S,, R,”, 7,) mit der Geschwindigkeitskonstante
koxxa'<I>  Dberiicksichtigt (siche Gleichung 3.2-12). Alle mit einem Strich markierten
Geschwindigkeitskonstanten  setzen sich aus einer fluorophorspezifischen und einer
additivspezifischen Geschwindigkeitskonstante nach Gleichung 3.2-1 (S 58) zusammen.

Die Reaktionspfade zwischen den Zustinden S S, und 7 mit den entsprechenden
Geschwindigkeitskonstanten (kisc, k7', kr kic una ko) wurden bereits in den
Kapiteln 3.2.4.2 und 3.2.4.3 beschrieben. Die zusammengesetzten
Geschwindigkeitskonstanten fiir die Oxidation zum Radikalkation (&, ) und fiir die
Reduktion des Radikalkations (k.q,;") wurden ebenfalls bereits in Kapitel 3.2.4.3
beschrieben (Gleichungen 3.2-23 und 3.2-28). Weiterhin ist die Oxidation des ersten
angeregten  Singulettzustands  durch  7rolox  thermodynamisch  erlaubt
(Kapitel 3.2.3.5). Deswegen muss bei der Geschwindigkeitskonstante fiir die
Oxidation der angeregten Zustinde zum Radikalkation k..~ eine von Trolox
abhiangige Geschwindigkeitskonstante fiir die Oxidation des §;-Zustands
(kgoxsi(rrolox)) zusitzlich beriicksichtigt werden. Die Geschwindigkeitskonstante fiir
die Reduktion des Fluorophors zum Radikalanion £k*.4, kann analog zur

Geschwindigkeitskonstante fiir die Oxidation des Fluorophors k.., nach
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Gleichung 3.2-53 berechnet werden. Im Fall des Radikalanions ist nur die von der
Additivkonzentration abhéngige Geschwindigkeitskonstante k*,,.; relevant, weil der

Radikalanionzustand ohne 7rolox nicht beobachtet wird.

*

kredtot qred [Q]Tmlgx leg 3.2-53

Wenn zusitzlich beriicksichtigt wird, dass die Reduktion des Rk 710 in Gegenwart
von Trolox sowohl aus dem Triplett- als auch aus dem Singulettzustand erfolgen
kann, gilt fiir £*..4,” Gleichung 3.2-54.

+k

k* = (k;redSl ) qredTl T]’eq ) [Q]Trolgx 3.2-54

redtot leg

Die Oxidation des R; -Zustands mittels eines der im Rahmen dieser Arbeit
eingesetzten Additive ist thermodynamisch verboten und muss daher nicht
beriicksichtigt werden (Kapitel 3.2.3.5). Stattdessen muss die
Geschwindigkeitskonstante fiir die Oxidation des Radikalanionzustands von Rh 110
in luftgesittigter, wissriger Losung ohne Additive von k*,o=1.810°s" [63]
berticksichtigt werden. Zusétzlich muss bei der Oxidation des Radikalanions analog
zur Oxidation zum Radikalkation die Photoionisation aus den hoher angeregten
R, -Zustand mit einer Geschwindigkeitskonstante k*,.z, beriicksichtigt werden.
Grundsitzlich kann die Oxidation des R, -Zustands in energetisch darunter liegende

Zustande Sy, S; oder T fiihren, damit gilt fiir £*,,z, Gleichung 3.2-55:

o . * 3.2-55
koan - koanSO + koanSl + koanTl
Da die Lebensdauer des R, -Zustands nicht bekannt ist, konnen die zusitzlichen
additivabhingigen Konstanten fiir die Oxidation des angeregten R, -Zustands nicht
vernachldssigt werden. Damit ist die gesamte Geschwindigkeitskonstante fiir die
Oxidation des Radikalanions (k*,,,,") nach Gleichung 3.2-56 definiert.

*

koxtot = koxO + (koanSO +koanSl '+k ) < ] >= k

ox0

+k <> 3.2-56

Die Besetzungswahrscheinlichkeiten der Zustinde S, Sy 7, R™und R™ unter

Gleichgewichtsbedingungen fiir das in Abbildung 3.2-29 dargestellte elektronische
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Modell mit oben Dbeschriebenen Randbedingungen konnen durch die
Gleichungen 3.2-57 - 3.2-61 beschrieben werden (Herleitung dieser Gleichungen
siche (Kapitel 5.1.3)).

Req = Sleq ) KRf
3.2-57
mit,
* '
(kISC + kredSl J
* '
_ X1 Kan
!
[ X,y kK oxtan '<I>j
* '
Kyeart X
_ ' * '
xrl - kT +kredT1 + kdlff + (kule +koxTn' <l >)’
xrz = diff + k*oxo + (k*oanSO '+k*0anS1 '+k*oanT1 ')' < ] >,
SOeq = Sleq ) KSO
3.2-58
mit,
xs - KR— . (k*oanSl" < I >)
Ko = ’
kOl
_ ' * ' '
X, = Kypst Fhpgsy <1 > kg "vhyy + ko'
ky'=kie +kie +hkp +k,[0O]
leg = Sleq ) KT
3.2-59
mit,
k]SC + KR— . k*oanTl" < ] >
K, =

kT ‘+k:edﬂ '+kd + (kole '+k

oxTn

o -<1>)
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Re.;— = Sleq : KR+
3.2-60
mit,
K _ (kkoxSl '+kkax5n. < [ >) + KTI ) (kkole '+kkoxTn. < [ >)
R+ — '
kredtat +kdtf/
! 3.2-61

S =
14 K+ Ky + Ky, + K

3.2.6.2 Auswertung der summierten Amplituden der Terme aller

Dunkelzusténde des Rh 110 in Gegenwart von Trolox

Im Rahmen dieses Kapitels wird der Radikalanionzustand des RA 710 untersucht.
Dafiir werden die summierten Amplituden der FCS-Terme aller Dunkelzustéinde des
Rh 110 in Gegenwart von Trolox (und 7rolox/A-ZBC-Mischungen) mit Hilfe des in
Kapitel 3.2.6.1 priasentierten Modells mit Radikalanion- und Radikalkationzustinden
ausgewertet. Dabei werden die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Reduktion der
Singulett- und Triplettzustinde mit Hilfe von Trolox (k*y.casi, k*4rearr) und die
Geschwindigkeitskonstanten fiir die Oxidation des hoher angeregten Anionzustands
mit (k*;oxrns, k*g0xrnr7) Und ohne Trolox (k*orns, k*oxrars) bestimmt.

Bei den im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Konzentrationen von 7Trolox
([O] 1vo1ox = 50-200 uM)  wurden  deutlich  kiirzere = Relaxationszeiten  der
Dunkelzustidnde (nicht fluoreszierende Zustinde) von RA 110 im Vergleich zur
Diffusionszeit (#;) beobachtet (Abbildung 3.2-27 und Abbildung 3.2-28). Deswegen
kann eine einfache Gleichung, die aus einem Diffusionsterm und einem
mehrexponentiellen Term besteht (Gleichung 3.2-62) fiir die Anpassung der in

Gegenwart von Trolox gemessenen FCS-Kurven eingesetzt werden.

G(tc) = 1 + Gdsz(tc) ’ GAexp(tc) 32'62

mit,
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G yep(t) :[1_/41 +4, -exp(—t—cJ—Az +4, -exp(—l—cJ—A3 + 4 -exp[—t—cjj,
La Lip Lis

Agunker = AjTA;+A3,

1 1

1+ 1+—Z‘C2
t, (z,/ @) 1,

’

Gdiff(tc) = Ad;’ﬁ’ )

Ad,ﬂ =1/N

N = Anzahl der Fluorophore im konfokalen Volumen, die sich nicht in

Triplett-, Radikalanion- oder Radikalkationzustand befinden.

t. = Korrelationszeit

t; = Diffusionszeit

zy/wy = Parameter, die das konfokale Messvolumen charakterisieren (zy = Radius des
Volumens entlang der z-Achse, wy = Radius des Volumens in der x-y Ebene)

t41,42,.43 = Relaxationszeiten des mehrxponentiellen Terms G jexpc)

Agunies = A1+ A3t A3 = normierte Gesamtamplitude des mehrxponentiellen Terms (sie
entspricht der Summe der Besetzungswahrscheinlichkeiten der nicht fluoreszierenden
Zustdnde (Dunkelzustdnde) von Rh 110)

Die normierte Gesamtamplitude des mehrexponentiellen Terms (A4guuke) entspricht
der Summe der Besetzungswahrscheinlichkeiten des Triplett-, des Radikalanion- und
des Radikalkation-Zustands (Gleichung 3.2-63). Gleichzeitig kann die Summe der
Besetzungswahrscheinlichkeiten der beiden verbleibenden Singulettzustinde (Ap,

fluoreszierende Zustinde) mittels A,k nach Gleichung 3.2-64 ermittelt werden.

Adunkel = Re‘q_ + Re.; + T;q 32_63

exp

AF :l_Adunkele

Oeq

s 3.2-64

q

Die Summe der Besetzungswahrscheinlichkeiten aller Dunkelzustdnde A ks und die
Summe der Besetzungswahrscheinlichkeiten der Singulettzustinde Ay filir die FCS-
Messungen von Rh 110 in Gegenwart von Trolox ([QO]reix =50 uM, 100 uM,
200uM) und von Trolox/AZB-C-Mischungen (/O] irroiox+azp-c) = 100 pM+500 uM,
100 uM+800 uM, 200 uM+800 uM) in Abhédngigkeit von der Leistungsdichte sind
in Abbildung 3.2-30 dargestellt. Die Amplituden Ak, und A konnen mittels der
Summe der Gleichungen 3.2-59, 3.2-60 und 3.2-57 (Agunker) bzw. der Summe der
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Gleichungen 3.2-61 und 3.2-58 (4r) angepasst werden. Um bei dieser Anpassung die
Anzahl der freien Parameter so weit wie moglich zu reduzieren, wurden alle
Geschwindigkeitskonstanten fiir die Population der Singulett-, der Triplett- und
Radikalkationzustinde von RA /10 ohne Additive und in Gegenwart von AZB-C
festgehalten (festgehaltene Parameter sind in Tabelle 3.2-14  (Seite 136)
zusammengefasst). Zusétzlich wurde die Geschwindigkeitskonstante fiir die
Depopulation des R;"-Zustands in luftgesittigter, wissriger Losung auf
k*,0=1.810" s [63] fixiert. Die restlichen Geschwindigkeitskonstanten fiir die
Population und Depopulation des Radikalanionzustands (k*jeasi(rrotox)s K*qreari(trolox)

und A*,guri’, k*oxrnsi’s k¥oxrnso”) und fiir die Population und Depopulation des

Radikalkationzustands mittels 7rolox (Kgoxsi(rrolox), kKqr* (1r0lox)) Wurden global tiber alle
sechs in Abbildung 3.2-30 dargestellten Trolox-Konzentrationsreihen angepasst

(durchgezogene Linien in Abbildung 3.2-30). Die Ergebnisse der Anpassung sind in
Tabelle 3.2-11 zusammengetragen. Bei der Oxidation des hoherangeregten R, -

Zustands konnte aufgrund der relativ groBen Anregungsrate des S;-Zustands
(ko; = 650 cm*W™-s™) nicht zwischen dem Ubergang in den Sy-Zustand oder den S-
Zustand unterschieden werden. Fiir die Reaktion in den Singulettzustand ohne

Additive wurde eine Geschwindigkeitskonstante von £Ak*,p.s=1.9 em?> W
beobachtet. Die von A4ZB-C und von Trolox abhingige Oxidation des R, -Zustands

in den Singulettzustand konnte mit k*;oxrusu-428) = 15000 em®>WlsM?! und
k* goxrnS1(Trotox) = 0 cm>W's"M™ bestimmt werden. Zusitzlich zur Oxidation des
Radikalanions in den Singulettzustand konnte keine Oxidation in den 7);-Zustand
beobachtet werden, wobei im Rahmen der vorhandenen Datensétze eine langsame
Oxidation in den 7;-Zustand mit einer Geschwindigkeitskonstante von
k*oxgar;” < 0.5 cm®*W™s™ nicht ausgeschlossen werden konnte. Fiir die von Trolox
abhingige  Reduktion der  Singulett- und  Triplettzustinde = wurden
Geschwindigkeitskonstanten von k*greas(rrolox) = 0.7 10° st-m! und

k*qredT(Trolox) = 4109 S_] 'M_] bestimmt.
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Abbildung 3.2-30 Gegen die Leistungsdichte aufgetragene normierte Amplitude A 4, Vvon nicht
fluoreszierenden Zustinden (Req'++qu"+T, leere Symbole) und von fluoreszierenden Zustinden A4y
(StegtSeq gefiillte Symbole) von RA 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7) in Gegenwart von Trolox
(links) und in Gegenwart einer Trolox/AZB-C-Mischung (rechts). Durchgezogene Linien
reprasentieren eine globale Anpassung der Summe der Gleichungen 3.2-59, 3.2-60, 3.2-57 an A
bzw. der Summe der Gleichungen 3.2-61, 3.2-58 an A (Modell 3a).

Die beiden Konstanten Kyoxs/(7roiox) Und kgr*r010x) konnten bei dieser Anpassung nicht
ermittelt werden. Der Grund dafiir ist Gleichung 3.2-60, die sich bei grolen Werten

der Konstanten kyoxsi(rroiox) Und kyr*(r010x) Gleichung 3.2-65 annéhert, so dass die

beiden Konstanten als einfaches Verhéltnis in die Anpassung eingehen.

(Bestimmung der Werte von Kgoxsi(7rolox) Und kyr*(1r0i0x) Siche Kapitel 3.2.6.3).

k ox
Req leeq ) Z = 32-65

qR'
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Tabelle 3.2-11 Spezifische Konstanten des R4 /10 und der eingesetzten Additive, die durch die
globale Anpassung der Summen der Gleichungen 3.2-59, 3.2-60, 3.2-57 und Gleichungen 3.2-61
und 3.2-58 (Modell 3a) an die Amplituden Az, und Ar bestimmt wurden. In Klammern sind die
Standartfehler ¢, der Anpassung fiir den jeweiligen Parameter angegeben.

troloxspezifische Reduktion der S;- und T-Zustdnde von Rh 110

k* qredT 1 (T rolox) qredS I(T rolox)
[10°s" M) [10°s
4(£1) 0.7(10.4)

additivspezifische Oxidation/Reduktion des hoherangeregten R, -Zustands
k* oxRnS
[s wl-em? 'MI]

AZB-C 15000 (+3500)

Trolox 0 (£800)

Rh 110-spezifische Oxidation des hoherangeregten R, -Zustands
k >koanT] ' k >k())cRnS
[st-wh-em?] [sT-whem?]
0(£0.5) 1.9(+0.3)

Bestimmung der maximalen Relaxationsrate des R, -Zustands

Ahnlich wie bei der Relaxationsrate des R, -Zustands kann die additivabhingige
Konstante k*;oxrusu-4z8) dazu verwendet werden um die Relaxationsrate des R,,'_-

Zustands zu bestimmen (sieche dazu Kapitel 3.2.4.3 S 101 Gleichung 3.2-42). Mit

einer abgeschitzten Anregungsrate von kg,;~< 50 cm*>W's' (Kapitel 3.2.3.3)
betrdgt die maximale Relaxationsrate des R,[_-Zustands kRn]"(max)<2'107 s Die

geschitzte Relaxationsrate des angeregten Radikalanionzustands fallt sehr klein aus

im Vergleich zu der Relaxationsrate des angeregten Radikalkationzustands

(kgns+~ 310" s™") (Kapitel 3.2.4.3 S 101) oder des hoher angeregten Singulett- bzw.
Triplettzustands (ks = krn1 = 5-10" s'l). Daher ist davon auszugehen, dass die
Relaxation des angeregten Radikalanionzustands mittels des Additivs 4ZB-C nicht
wie angenommen lber eine Stoffreaktion zwischen einem AZB-C-Molekiil und
Rh 110-Molekiil welches sich im angeregten Radikalanionzustand befindet verlduft.
Bei den verwendeten A-AZB Konzentrationen von [Q]=500uM bzw.
[O] =800 uM in Kombination mit 7rolox ist der Radikalanionzustand so stark
entvilkert, dass praktisch kein Radikalanionzustand beobachtet wird (Kapitel 3.2.8.2
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Abbildung 3.2-39). Aus diesem Grund konnen anhand der durchgefiihrten
Messungen keine genaueren Angaben {iber die moglichen alternative
Reaktionspfade' fiir die Oxidation des angeregten Radikalanionzustands durch

AZB-C gemacht werden.

3.2.6.3 Verwendung des Radikalkation-Targetfits fiir FCS-Messungen von
Rh110 in Gegenwart einer Trolox/AZB-C-Mischung fiir die Bestimmung der

Geschwindigkeitskonstanten Kqoxs1, Kqr*

Um Werte fiir die Konstanten kyoxs;(r0i0x) Und kgt r0i0x) €rmitteln zu kénnen, wurden
die FCS-Messungen mit Trolox/AZB-C-Mischungen (/O] 4z5-c+Trolox = 300+100 uM,
800+100 uM, 800+200 uM) mittels des Radikalkation-Targetfits zusitzlich
ausgewertet. Das Vorgehen bei der Verwendung des Radikalkation-Targetfits in
Gegenwart einer Trolox/AZB-C-Mischung entspricht weitgehend dem Vorgehen bei
der Verwendung des Radikalkation-Targetfits in Gegenwart des Additivs AZB-C
(Kapitel 3.2.4.3).

Fir die Auswertung wurde ein dem Modell 1b &hnliches kinetisches Modell mit
Radikalanion verwendet. Dabei wurde wie bei Modell 1b angenommen, dass die
Kinetik des Radikalkations deutlich langsamer im Vergleich zu allen anderen
Zustinden ist. Damit kann der Radikalkationzustand unabhéngig von allen anderen
Zustidnden betrachtet werden, was eine Zusammenfassung der restlichen Zustinde zu
einem einzigen Zustand moglich macht. Dies flihrt dazu, dass ein einfaches Modell,
bei dem das Radikalkation mit nur einem weiteren Zustand im Gleichgewicht steht,
fiir die Auswertung der Daten verwendet werden kann (Abbildung 3.2-31 vergleiche
Kapitel 3.2.4.1 ab Seite 87). Da zusdtzlich zum  Triplettzustand der
Radikalanionzustand beriicksichtigt werden muss, beinhaltet der zusammengesetzte
Zustand STR™ (Kapitel 3.2.4) die Zustinde Sy, S;, 7; und R;,” (Modell 3 b,
Abbildung 3.2-31 die Zustidnde innerhalb von der violetten Markierung.).

' z. B. die Bildung eines Komplexes zwischen dem nicht angeregten Radikalanionzustand des

Rhodamins und AZB-C, der anschlieend tliber die Absorption eines Photons in den Anionzustand des
AZB-C und Singulettzustand bzw. Triplettzustand des Rhodamins zerfallt.
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Modell 3b A

UJ
—
:U
A

S e e o o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

A e e R
ke
T4
1|
|| o
el - T—
1] IRy \
‘g |I | —
(@) | 1 1
— || |
QO 1 1
C 1 I I
Lu :I 1 :k*redtnt
] :R" I
II = xtot
I\ Kt \s
NS Ny e s s TR T e e
~

Abbildung 3.2-31 A: Das  Gleichgewicht zwischen dem summierten Zustand STR"
(Singulett-, Triplett- und Radikalanionzustand) und dem Radikalkationzustand R*" eines Fluorophors
(Modell 3b).B: Detaillierte Darstellung der Reaktionspfade des Modells 3b mit Singulett-, Triplett-,
Radikalanion- und Radikalkationzustinden und der Austauschrate k4 Die hoher angeregten Zustinde
werden mit den direkt darunter liegenden Zustinden zu einem entsprechenden Zustand
(R"=R/"+R,”, T=T,+T,, S=S,+S,) zusammengefasst. Dies fiihrt dazu, dass fiir alle Prozesse,
die aus einem beliebigen angeregten Zustand ausgehen, eine summierte Geschwindigkeitskonstante
kX,o: nach Gleichung 3.2-12 (Seite 83) (siehe Kapitel 3.2.4.1) definiert werden kann. Die Oxidation
des Anionzustands kann nur in den Zustand S, filhren. Die Oxidation und die Reduktion des
Fluorophors kdnnen aus den Zustinden S und T erfolgen. Die Reduktion des Radikalkations fiihrt nur
in den Zustand S,. Bei jeder Oxidation wird zusétzlich die Photoionisation aus entsprechenden, hoher
angeregten Zustanden (S,, R,”, T,) mit der Geschwindigkeitskonstanten k,,y,"</> berlicksichtigt. Alle
mit einem Strich markierten Geschwindigkeitskonstanten setzen sich aus einer fluorophorspezifischen
und einer additivspezifischen Geschwindigkeitskonstante nach Gleichung 3.2-1 (Seite 58) zusammen.

Fiir die Besetzungswahrscheinlichkeiten des zusammengesetzten Zustands STR™ und
des Radikalkationzustands R~ im Gleichgewicht gelten analog zu dem Modell 1b
(Kapitel 3.2.4.1) Gleichungen 3.2-66 und 3.2-67 (vergleiche
Gleichungen 3.2-32und 3.2-33)

'“k,

o— kred tot diff
STR;, =-— 3.2-66
diff

redtot oxtot
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R =STR:; L 3.2-67
K4y

redtot

Die fiir Gleichung 3.2-24 bendtigte Besetzungswahrscheinlichkeit des S;-Zustands ist
jetzt auch vom R;"-Zustand abhiéngig. S, kann in diesem Fall nach

Gleichung 3.2-68' berechnet werden.

1

Sleq = 32-68
1+ K+ K, + K,
K _ kdlﬁ + kO '+k;redS 32_69
S0 — k
01
= 3.2-70
kT '+kdijf' + quedT
K — XTI : k;redT + k;redS 32_71
R7 :xtut'+kdiﬁ'
koxtot = koxSO + (koanS + kqoanS(AZB—C))' <I> 3.2-72

Des Weiteren wurden alle Konstanten fiir die Population und Depopulation der S;-,
T;-, und R;"-Zustiande ohne Additive und alle AZB-C spezifischen Konstanten fiir die

Population und Depopulation der T;-, R;"- und R, -Zustinde sowie die Trolox

" Gleichung 3.2-68 kann analog zu Gleichung 3.2-17 hergeleitet werden (siche Kapitel 5.1.3). Analog
zum Modell das nur einen Radikalkationzustand (Abbildung 3.2-17) umfasst, wurde angenommen,
dass die Relaxation des Radikalanions nur in den Sy-Zustand fiihren kann. Diese Annahme erlaubt es,
k* .50 Nach Gleichung 3.2-72 zu berechnen.
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spezifischen Konstanten fiir die Population des R; -Zustands fixiert (die Ubersicht
der fixierten Parameter ist in Tabelle 3.2-14 (Seite 136) zu finden).
Fir die Anpassung der FCS-Kurven wurde Gleichung 3.2-73 verwendet. Diese

Gleichung besteht aus einem Diffusionsterm, einem Radikalkationterm und einem

biexponentiellen Term (Gg-7(t))), der einen Triplettterm zusammen mit einem

Radikalanionterm (die nicht separiert werden konnten) représentiert.

Glt) = ————. J 1 G, (1) Gy ()

A 3.2-73

Ip

G (2) :[1_A1 +4, 'eXp(_Z_cj_Az +4, 'eXp(_Z_CJ]
1 2

mit AT’R, = A, + A,, t; wurde durchgehend auf't, = 100 ns fixiert.

c

(2 /a)o)2 1y

G, (t)=| 14— oo Lo
R+\%¢ 1—A+ Xp tR

R

Ns r = Anzahl der Fluorophore im Singulett- und Radikalzustand

t. = Korrelationszeit

ty = Diffusionszeit

tr+ = Radikalkationrelaxationszeit

Agr+ = Radikalkationamplitude

t; = gemittelte Relaxationszeit der Triplett- und Radikalanionterme

Ar g = Summierte Amplitude der Triplett- und Radikalanionterme
zy/wy = Parameter, die das konfokale Messvolumen charakterisieren (zy= Radius des Volumens
entlang der z-Achse, wy = Radius des Volumens in der x-y Ebene)

Bei der Anpassung des Radikalkationterms der Gleichung 3.2-73 wurden die
Diffusionsterme und Triplett/Radikalanion-Mischterme der jeweiligen FCS-Kurven
individuell beschrieben, indem die Parameter //Ngg, t4, zo/wy, t;, A; und A bei jeder

einzelnen FCS-Kurve individuell angepasst wurden. Die zweite Relaxationszeit (,)

des Terms G- 7(t.) wurde durchgehend auf ¢, = 100 ns fixiert.

Genau wie beim Additiv AZB-C miissen bei der Anpassung des Radikalkationterms
nur die thermodynamisch erlaubten Geschwindigkeitskonstanten beriicksichtigt
werden. In Anwesenheit von Trolox muss die Reduktion des R;"-Zustands
zusammen mit der Oxidation des S;-Zustands beriicksichtigt werden. Die Reduktion

des R, "-Zustands ist in Gegenwart von Trolox ebenfalls erlaubt, wobei aufgrund der

129



Experimente und Auswertung 3.2

relativ.  kurzen Relaxationszeit bei gleichzeitig kleiner Amplitude des
Radikalkationterms in Gegenwart der 7rolox/AZB-C-Mischung (Abbildung 3.2-28)

davon ausgegangen werden kann, dass Trolox im Vergleich zum AZB-C den

Radikalkationzustand sehr stark reduziert (k,z+ 1ist sehr grof3, siehe auch
Kapitel 3.2.6.2). Unter solchen Bedingungen kann die Reduktion des R, -Zustands

durch Trolox vernachlassigt werden.

Tabelle 3.2-12 Mittels Anpassung von Gleichung 3.2-73 an in Gegenwart von Trolox/AZB-C-
Mischung gemessene FCS-Daten bestimmte k gz und k,,s; fiir Rh 110

Rh 110-spezifisch

Kyoxss [10°-M"-s7'] 0.8

kot [10°-M"-s7'] 1.9

Bei der Anpassung des Radikalkationterms in Gegenwart einer 7Trolox/AZB-C-

Mischung wurden die Geschwindigkeitskonstanten k,zt und kg5, tiber drei
Konzentrationsreihen global angepasst. Die Anpassung ergab die in Tabelle 3.2-12
angegebene Werte. Die detaillierten Ergebnisse der Anpassung sind in Kapitel 5.5

zusammengetragen.
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3.2.7 Auswertung der Amplituden der Dunkelzusténde von Rh 110
in  Gegenwart von A-AZB-C unter Einbeziehung des

Radikalanionzustands

Genau wie bei FCS-Messungen von Rh 110 in Gegenwart von Trolox wurden bei
Messungen in Gegenwart von A-AZB-C nur Relaxationszeiten der Dunkelzustéinde
(nicht fluoreszierende Zusténde), die deutlich kiirzer als die Diffusionszeit (z;) waren,
beobachtet (Abbildung 3.2-32). Dadurch konnten die FCS-Messungen mit A-AZB-C
mittels Anpassung von Gleichung 3.2-62 an die individuellen FCS-Kurven
ausgewertet werden (Kapitel 3.2.6.2), wobei in Gegenwart von A-AZB-C zwei
exponentielle Terme und ein Diffusionsterm ausreichend waren, um die FCS-Kurven
zu beschreiben.

Die Relaxationszeiten der beiden Exponentialterme unterschieden sich um mehr als
eine GroBenordnung von der Diffusionszeit, so dass die beiden exponentiellen Terme
und der Diffusionsterm leicht mittels Gleichung 3.2-62 unabhingig voneinander
angepasst werden konnten. Die Relaxationszeiten des ersten exponentiellen Terms
lagen in Bereich von #4;=0.1-2 us wihrend die Relaxationszeiten des zweiten
Terms im Bereich von #4;, =2-25 us lagen. Mit steigender Konzentration von
A-AZB-C nahmen die Amplituden der beiden Terme ab. In Gegenwart von 4-AZB-C
ist die Reduktion der angeregten Singulett-, Triplett- und Radikalkationzustinde des
Rh 110 thermodynamisch erlaubt (Kapitel 3.2.3.5). Deswegen miissen die Triplett-,
Radikalanion- und Radikalkationzustinde bei der Auswertung der FCS-Messungen
berticksichtigt werden. Wie in Gegenwart von Trolox (Kapitel 3.2.6.2) entspricht die
summierte Amplitude der beiden exponentiellen Terme Agyuk; der summierten
Besetzungswahrscheinlichkeit der nicht fluoreszierenden Zustinde (R™, R;™,T),
wiahrend 1-A4 ks = Ar der summierten Besetzungswahrscheinlichkeit der Singulett-

Zustéande (Sy+S;) entspricht.
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Abbildung 3.2-32 FCS-Daten (Punkte) von RA 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7) ohne Additive
und in Gegenwart des Additivs 4-AZB-C bei einer Leistungsdichte von </> =~ 100 + 10 kW/cm?. Die
durchgezogenen Linien reprisentieren die Anpassung von Gleichung 3.2-73 an die F'CS-Daten.

3.2.7.1 Auswertung unter der Annahme einer vernachldssigbaren

Besetzungswahrscheinlichkeit des Radikalanionzustands

Bei bereits publizierten Untersuchungen der Wirkung des Additivs A-AZB-C auf
Rh 123 wurde angenommen, dass die Besetzung des Radikalanionzustands
vernachldssigt werden kann [24]. Die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Reduktion
des Radikalkations und die Loschung des Triplettzustands wurden dabei mit

qu(A-AZB-C,RhIZS) =3.9 109 M_l 'S-] bzw. qu+(A-AZB-C, RhI23) = 0.6'109 NI_l 'S_] angegeben.
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Abbildung 3.2-33 Gegen die Leistungsdichte aufgetragene, normierte Amplitude Ay der nicht
fluoreszierenden Zustinden (Req'++Req"+T, leere Symbole) und der fluoreszierenden Zustinde Ap
(SpegtSeq gefilllte Symbole) von Rh 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH7) in Gegenwart von
A-AZB-C. Die durchgezogenen Linien reprisentieren eine globale Anpassung der Summe der
Gleichungen 3.2-59, 3.2-60 und 3.2-57 an Ay bzw. der Summe der Gleichungen 3.2-61 und 3.2-58
(Modell 3a) an Ar. Im Teil A wurde die Besetzung des Anionzustands nicht zugelassen. Im Teil B
wurde die Besetzung des Anionzustands erlaubt.

Mit der Annahme einer vernachldssigbaren Besetzung des R; -Zustands ergibt eine
globale Anpassung der Summe der Gleichungen 3.2-59, 3.2-60 und 3.2-57 und der
Summe der Gleichungen 3.2-61 und 3.2-58 (Modell 3a) an Ap. und A gy fiir die
global angepassten Geschwindigkeitskonstanten k;74-4z8-c) = 2.7-10° M's! und
kyr+(-4z8-c0= 510" M"s”" (Abbildung 3.2-33 B).

Aufgrund sehr starker Loschung des Radikalkationzustands werden sehr kleine
Amplituden des Radikalkationzustands in Gegenwart von A-AZB-C beobachtet.
Deswegen liefert die Anpassung der Amplituden in diesem Fall einen sehr grof3en
Standartfehler bei der Geschwindigkeitskonstante kyz+. von on(kyr+) = 5-10°. Eine
zusitzliche Auswertung der Relaxationszeiten und der Amplituden des
Radikalkationzustands mittels Radikalkation-Targetfits (Kapitel 3.2.4.3) mit einer
auf  kyr-azs-c) = 2.7-10° M's!  fixierten Geschwindigkeitskonstante fiir die
Depopulation des Triplettzustands ergibt fiir die Geschwindigkeitskonstante kyz+

einen Wert von kyg+4-4z8.c) = 0.5 10° Mg,
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3.2.7.2 Auswertung unter der Annahme einer nicht vernachldssigbaren

Besetzungswahrscheinlichkeit des Radikalanionzustands

Wird die Besetzung des Radikalanionzustands zugelassen, so ergibt die Anpassung
(Abbildung 3.2-33 B) der Summe der Gleichungen 3.2-59, 3.2-60 und 3.2-57 und der
Summe der Gleichungen 3.2-61 und 3.2-58 (Modell 3a) an Ar und Aguure die in

Tabelle 3.2-13 zusammengetragenen Geschwindigkeitskonstanten.

Tabelle 3.2-13 Konstanten fiir die Depopulation bzw. Population der Triplett-, Radikalkation-, und
Radikalanionzustinde von Rk 110 in Gegenwart von A-AZB-C.

Auswertung mit Anionzustand

Gy, |l i s
40 (£0.2) 13(£0.2) 4600 (= 2000)

k *qrgedT(A] AZB-C) k *qrgedS(AI-AZ_B}-C)

[10° M 571] [10° M1 571]

~0(£02) 0.6 (£0.2)

Auswertung ohne Anionzustand

kqra-4zB-c) [10° M 5] kyr* c-az8-0) [1 0’ M 5]
2.7 (0.1) 0.5

Die Auswertungen mit und ohne Radikalanionzustand liefern leicht
unterschiedlichen Besetzungswahrscheinlichkeiten der einzelnen, elektronischen
Zustinde (Abbildung 3.2-34). Wird die Besetzung des Radikalanionzustands bei der
Auswertung der Amplituden beriicksichtigt, so wird eine maximale Amplitude des
Radikalanionzustands bei der groften verwendeten Konzentration des Additivs
(/O] 4.4z.c = 600 uM) von R <0.1 gefunden. Gleichzeitig unterscheiden sich die
Summen der Besetzungswahrscheinlichkeiten, die fiir die Auswertung in beiden
Fillen verwendet werden miissen, nur unwesentlich voneinander, so dass die
Anpassungen mit und ohne Radikalanionzustand #hnliche Residuen aufweisen
(Abbildung 3.2-33 A und B). Dies spricht dafiir, dass die Besetzung des
Radikalanionzustands in Gegenwart von 4-4ZB-C, im Rahmen der Fehlergrenzen
der verwendeten Methoden, vernachldssigt werden kann. Deswegen werden nur die
Ergebnisse der Auswertung ohne den Radikalanionzustand fiir weitere Diskussionen

verwendet.
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Abbildung 3.2-34 Besetzung der elektronischen Zustinde des RA /10 in Gegenwart des Additivs
A-AZB-C. Die Besetzungswahrscheinlichkeiten wurden mit Hilfe von Gleichungen3.2-57-3.2-61
(Modell 3a) zusammen mit in Tabelle 3.2-13 und Tabelle 3.2-14 (Seite 134 und 136) angegebene
Konstanten berechnet. Fiir Austauschrate &, wurde ein konstante Wert von k= 65 00s™ verwendet.
Die durchgezogene Linien représentieren Auswertung unter der Annahme einer nicht
vernachlassigbaren Besetzungswahrscheinlichkeit des Radikalanionzustands, wihrend die gestrichelte
Linien die Auswertung ohne den Radikalanionzustand représentieren.

o
o
1
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3.2.8 Abschlieflende Diskussion fiir die Anwendung der Additive

zur Fluoreszenzsignalsteigerung des Rh 110

3.2.8.1 Zusammenfassung der ermittelten kinetischen Parameter des Rh 110

mit und ohne Additive

Alle bei der Untersuchung des RAh 110 und der Additive ermittelten

Geschwindigkeitskonstanten sind in Tabelle 3.2-14 zusammengefasst.

Tabelle 3.2-14 Zusammenfassung aller fiir das Fluoreszenzsignal relevanten Geschwindigkeitskonstanten
fiir die Population und Depopulation der elektronischen Zustéinde von R 10 in Phosphatpuffer (25 mM,
pH 7). Die im Klammern angegebenen Standardfehler stammen aus den Anpassungen die mit Origin
vorgenommen worden sind. Der Radikalkation-Targetfit wurde mittels eines Matlabskripts durchgefiihrt,
bei dem diese Angabe nicht erhiltlich war.

Rh 110 spezifische Konstanten

kr . kic . ko; L Drano kisc ] kr )
[10°s'] | [10°s"] | fem> W's"] #H20) [10°s'] [10°s]
2.25 0.25 650 0.89 14 (+0.6) 3.7(x0.04)
kreqo koo Koxn” k*oes0” k*oxrns

[s7'] [s7'] [em’ W] [10°-s7] [ wem’]

1500 25000  |0.01(x0.0015) |1.8 1.9(%0.3)

Additiv spezifische Konstanten

Konstante Einheit A-AZB-C | AZB-C Trolox

kyr [10°-M7'-s7] 2.7 2.6

Kgoxsi [10°-M7-s7] 0.004 0.8

kor* [10°-M'-s"] 0.5 0.003 1.9

Kyrn* [em> Wh-Ms7] |4 19 d

I rear [10°-s"-M7] 4(+1)

K reasi [10°-s7 M) 0.7 (£0.4)
k*yoxkns [em? W -M"s"] 15000 (+3500) =0 (+800)

“Kapitel 3.2.3.1

bdiese Konstanten setzen sich aus den Geschwindigkeitskonstanten aus den Triplett- und
Singulettzustinden nach Gleichung 3.2-38 bzw. der Gleichung 3.2-39 zusammen (Kapitel 3.2.4.3) mit
Koust = kouri = 5200 5" bzw. Kpusy = koury = 0.002 cm® W'-s”!

/637

quR,,+ konnte aufgrund der grofien Geschwindigkeitskonstante k,z+in Gegenwart von Trolox und
A-AZB-C nicht bestimmt werden.
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3.2.8.2 Die Besetzung der elektronischen Zustéinde und der daraus

resultierenden Fluoreszenzzihirate des Rh 110 in Gegenwart der Additive

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Untersuchung der elektronischen
Zustiande des Fluorophors Rk 110 zeigte, dass dhnlich wie beim bereits untersuchten
Rh 123 [24] die reversiblen Triplett- und Radikalkation-Zustinde entscheidend das
Fluoreszenzsignal des Fluorophors in einer luftgesittigten Losung beeinflussen. Vor
allem der Radikalkationzustand wird aufgrund seiner langen Lebensdauer (> ms)
verstirkt populiert, was eine schnelle Sattigung der Besetzung aller anderen Zusténde
zur Folge hat. Gleichzeitig konnen bei Messungen an einem konfokalen
Fluoreszenzaufbau mit frei durch das Detektionsvolumen diffundierenden
Fluorophoren, die Fluorophore, die sich im langlebigen (oder irreversiblen) nicht
fluoreszierenden Zustand befindet, schnell gegen Fluorophore, die sich im
Singulettgrundzustand befinden, ausgetauscht werden. Dies hat zur Folge, dass die
Austauschrate die Fluoreszenzzdhlrate beeinflusst. Gleichzeitig ist die Austauschrate
von der GrofBe des Detektionsvolumens und daher von der Konfiguration der
verwendeten Apparatur abhdngig. Um die Fluoreszenzzihlrate unabhédngig von der
Konfiguration des verwendeten Fluoreszenzaufbaus betrachten zu kénnen', wird im
Rahmen dieser Diskussion Einfachheit halber die Fluoreszenzzihlrate unter den
Bedingungen, bei denen die Austauschrate vernachldssigbar ist, betrachtet. Dafiir
wird die Fluoreszenzzéhlrate mit Hilfe der Gleichung 3.2-44 ausgerechnet. Fiir die
Bestimmung der Besetzungswahrscheinlichkeit S;.,, werden die hergeleiteten
kinetische Modelle Modell 1a (Gleichungen 3.2-13-3.2-17) bzw. Modell 3a
(Gleichungen 3.2-57-3.2-61) mit auf kg = 0 fixierter’ Austauschrate und die unter

! Zusitzlich sind die direkt aus FCS-Messungen bestimmte Fluoreszenzzahlrate Fo,m(FCS) speziell bei
hoheren Anregungsleistungsdichten stark Verzerrt (Kapiteln 2.4.2, 3.2.5.2 und 3.2.5.3). Die fiir die
Korrektur F,,,(FCS) notwendigen Messungen konnten im Rahmen diese Arbeit nicht fiir Alle
Messreihen durchgefiihrt werden. Einen qualitativen Vergleich zwischen direkt gemessenen
Feou(FCS) und berechneten F,,,(ideal) bei allen durchgefiihrten Messreihen siehe Anhang-
Kapitel 5.7)

2 Aufgrund der Tatsache, dass &,y im Rahmen des Modells mit Radikalkation und Photozersérung
(Kapitel 3.2.4.1) allein im Nenner der Gleichung 3.2-16 steht, konnte k,; nicht einfach auf null
Gesetzt werden. Stattdessen wurde ein sehr kleiner Wert fiir Austauschrate von kyy;=107"s"
verwendet.
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FCS-Messbedingungen  bestimmten  Geschwindigkeitskonstanten  verwendet

(Tabelle 3.2-14, Seite 136).
Fcpm = Gy ki 'Sleq (Gleichung 3.2-44)

Goiorees = 0.02 (Kapitel 3.2.3.11)

Die auf diese Weise bestimmte Fluoreszenzzihlrate F,,(ideal) reprisentiert die
»ideale” Fluoreszenzzdhlrate eines immobilisierten Fluorophors unter MFD-
Bedingungen, die weder von der fluoreszenzsignalsittigungsbedingten Verzerrung
des Detektionsvolumens (Kapitel 2.4.2), noch von der Anregung der dunklen
Zustinde bzw. Konzentrationsdnderungen auflerhalb des Anregungsvolumens
(Kapitel 3.2.5.2 und Kapitel 3.2.5.3) beeinflusst wird'.
In Abbildung 3.2-35 ist die Fluoreszenzzéhlrate F.,,(ideal) (Kapitel 3.2.3.14) fiir alle
verwendete Additive abgebildet. Die Loschung der langlebigen, nicht
fluoreszierenden Zustinde fiihrte zu einer eindeutigen F,u(ideal) Steigerung in
Gegenwart aller verwendeten Additive. Die Einordnung der Additive nach ihrer
Fahigkeit die Fluoreszenzzéhlrate des Rh 110 zu steigern, ergibt sich aus deren
Fahigkeit, die dunklen Zustinde des RA /10 zu Loschen ohne selbst welche zu
induzieren. Damit wird in Gegenwart des Additivs A-AZB-C die grofte
Fluoreszenzsignalsteigerung beobachtet. Fiir alle verwendeten Additive ergibt sich
die folgende Rheinfolge:

e A-AZB-C

e Trolox/AZB-C-Mischung

e Trolox

e AZB-C

' Zu beachten ist, dass die Sattigungseffekte zusammen mit den Effekten der Photozerstorung die
mittels FCS Fluoreszenzzéhlrate um mehr als eine Groflenordnung verfalschen kdnnen (Kapitel 3.2.5).
Im Vergleich dazu werden deutlich kleinere Fehler bei der Bestimmung der
Geschwindigkeitskonstanten aus den normierten Amplituden der Korrelationsterme beobachtet [24]
(siehe auch Standardfehler in Tabelle 3.2-14).
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Abbildung 3.2-35 Fluoreszenzzihrate F,,(ideal) von Rh 110 mit und ohne Additive.

Fepm(ideal) wurde mit Hilfe von Gleichung3.2-44 (mit Ggeee = 0.02) und den in Tabelle 3.2-14
(Seite 136) angegebenen Konstanten berechnet. Die fiir Gleichung3.2-44 notwendige
Besetzungswahrscheinlichkeit des S;-Zustands wurde mit Hilfe des Modells 3a nach Gleichung 3.2-61
(Seite 121) bestimmt, wobei fiir die Austauschrate k7= 0 eingesetzt wurde. Die durch Farben Grau,
Griin, Blau und Schwarz dargestellten, durchgezogenen Kurven repréasentieren die im Rahmen dieser
Arbeit fiir die Messungen verwendeten Konzentrationen der Additive. Die gestrichelte Linie
reprasentiert den Verlauf der theoretisch maximal moglichen Besetzung des S;-Zustands bei einem
hypothetischen 2-Niveaus (S;-S;) System (Gleichung 3.2-45, Seite 103)

Die stérkste Steigerung der Fluoreszenzzihlrate konnte in Gegenwart des 4-AZB-C,
beobachtet werden. Der Grund dafiir ist die Fahigkeit des A-4ZB-C, sowohl den
Triplett- als auch den Radikalkationzustand zu entvolkern. Bereits bei einer Zugabe
von 50 uM A4-AZB-C wird der Radikalkationzustand soweit entvolkert, dass der
Triplettzustand anstatt des Radikalkationzustands die Besetzung der elektronischen
Zustinde dominiert. Die weitere starke Steigerung der Fluoreszenzzéhlrate des
Rh 110 in Gegenwart von hoheren Konzentrationen des A-AZB-C erfolgt
hauptsdchlich aufgrund der Triplettzustand 16schenden Eigenschaft des Additivs
(Abbildung 3.2-36). Theoretisch kann durch immer weitere Erhohung der
Konzentration des A-AZB-C fast die komplette Loschung aller nichtfluoreszierenden
Zustinde erreicht werden, was zur Folge hitte, dass die maximalmdgliche Besetzung

des S;-Zustands eines 2-Niveaus Systems und damit auch die maximalmdgliche
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Fluoreszenzzdhlrate des RA 110 erreicht wire (vergleiche Gleichung 3.2-45,
Seite 103).

Fiir Fluoreszenzmessungen in wéassrigen Losung muss dabei berilicksichtigt werden,
dass sowohl A4-AZB-C als auch AZB-C nur bis zu einer Konzentration von etwa
[O] = I mM loslich sind, und es deswegen nicht moglich sein wird, in einer in
wassriger Losung die maximalmogliche Fluoreszenzzdhlrate des Rh 110
(Fluoreszenzzéhlrate eines hypothetischen 2-Niveaus Systems) zu erreichen.
Zusitzlich wird ab einer Additivkonzentration von /O] > ImM die Loschung der
Singulettzustinde durch die Additive relevant [24]. Weil im Rahmen dieser Arbeit
die Messungen unterhalb dieser Konzentration durchgefiihrt werden konnten, ist die
Loschung des Singulettzustands durch ein Additiv in den hergeleiteten Modellen

zwar enthalten, wird aber im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter diskutiert.
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Abbildung 3.2-36 Besetzung der elektronischen Zustdnde des RA /10 in Gegenwart des Additivs
A-AZB-C. Die Besetzungswahrscheinlichkeiten = wurden mit Hilfe des  Modells 3a
(Gleichungen 3.2-57-3.2-61 (Seite 121)) und der in Tabelle 3.2-14 (Seite 136) angegebenen
Konstanten berechnet. Fiir die Austauschrate &y wurde ein konstanter Wert von kg ;= 0 eingesetzt.
Alle Geschwindigkeitskonstanten fiir die Photozerstérung wurden auf 0 fixiert. Die gestrichelte Linie
reprasentiert den Verlauf der theoretisch maximal mdglichen Besetzung des S;-Zustands bei einem
hypothetischen 2-Niveaus (S,-S;) System (Gleichung 3.2-45, Seite 103). Die durch Farben Grau,
Griin, Blau und Schwarz dargestellten, durchgezogenen Kurven reprisentieren die im Rahmen dieser
Arbeit fiir die Messungen verwendeten Konzentrationen der Additive.

Das Additiv AZB-C ist genauso gut wie das Additiv 4-4ZB-C in der Lage, den
Triplettzustand des Rh 110 zu 16schen. Allerdings ist AZB-C im Vergleich zu allen
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anderen Additiven am wenigsten in der Lage, den Radikalkationzustand des Rh 110
zu beeinflussen (Kapitel 3.2.4.3). Die dominierende Rolle des Radikalkationzustands
bei der Besetzung der elektronischen Zustinde des RA /10 fiihrt dazu, dass die
Loschung des Triplettzustands zu einer vergleichsweise geringen Steigerung der
Fluoreszenzzihlrate fithrt (Abbildung 3.2-37). Zusétzlich muss in Gegenwart des
Additivs AZB-C beriicksichtigt werden, dass bei hohen Leistungsdichten die
Reduktion des hoher angeregten Radikalkations zu einer zusétzlichen Entvolkerung
des dominierenden Radikalkationzustands fiihrt (Sinkende Radikalkationamplituden
bei hohen Leistungsdichten in Abbildung 3.2-37). Diese Reduktion des hoéher
angeregten Radikalkations konnte nur in Gegenwart des Additivs AZB-C beobachtet
werden. In Gegenwart der beiden anderen Additive 4-AZB-C und Trolox fiihrt die
niedrige Population des Radikalkations dazu, dass die Reduktion des angeregten
Radikalkations vernachldssigbar wird.

In Gegenwart von Trolox wurde im Vergleich zu allen anderen Additiven die grofite
Geschwindigkeitskonstante fiir die Reduktion des Radikalkationzustands von
kgr+(Trolox) = 1.9-10°s'-M"!  beobachtet. Bei kleinen Additivkonzentrationen
(/O] = 10-50 uM) fallt dementsprechend die Steigerung der Fluoreszenzzihlrate
dhnlich stark aus wie beim Additiv 4-AZB-C (Abbildung 3.2-35). Bei hoheren
Additivkonzentrationen (/O] > 50 uM) fallt die Besetzung des
Radikalkationzustands in Gegenwart von Trolox im Vergleich zur Besetzung des
Radikalkationzustands  in ~ Gegenwart von  A-AZB-C  trotz  groBerer
Geschwindigkeitskonstante k,gz+ stirker aus. Der Grund dafiir ist eine zusétzliche
Geschwindigkeitskonstante fiir die Oxidation des S;-Zustands durch Trolox

(kqoxSI(Trolox) = 08109 S-I'M-l).
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Abbildung 3.2-37 Besetzung der elektronischen Zustinde des RA /10 ohne Additive (schwarze Linie)
und mit Additiv AZB-C (farbige Linien). Die Besetzungswahrscheinlichkeiten wurden mit Hilfe des
Modells 1a (Gleichungen 3.2-13-3.2-17, Seite 84) und den in Tabelle 3.2-14 (Seite 136) angegebenen
Werten berechnet. Fiir die Austauschrate &, wurde ein konstanter Wert von ky;= 0 eingesetzt. Alle
Geschwindigkeitskonstanten fiir die Photozerstérung wurden auf O fixiert. Die gestrichelte Linie
reprasentiert den Verlauf der theoretisch maximal moglichen Besetzung des S;-Zustands bei einem
hypothetischen 2-Niveaus (S;-S;) System (Gleichung 3.2-45, Seite 103 ).

Beides, die starke Oxidation des Singulettzustands und die starke Reduktion des
Radikalkationzustands durch Trolox, fiilhrten dazu, dass die
Besetzungswahrscheinlichkeit des Radikalkationzustands bereits ab einer
Konzentration des Trolox von [Q] =50 uM fast ausschlieBlich von dem Verhiltnis
der beiden Geschwindigkeitskonstanten kyoxsi(rroior), UNd kyr+ 100y bestimmt wird
(vergl. Gleichung 3.2-60). Dies hat zur Folge, dass die Besetzungswahrscheinlichkeit
des Radikalkationzustands tiber einen groen Bereich der Konzentration des Trolox
konstant  bleibt  (Abbildung 3.2-38).  Zusiétzlich zur  Reduktion des
Radikalkationzustands wird in Gegenwart von Trolox eine starke Reduktion des 7’-
Zustands (K™ gear(trolox) = 4.510° s'l'M']) beobachtet, wobei die Loschung des
Triplettzustands durch Trolox im Vergleich zu 4-4ZB-C bzw. AZB-C nicht nach dem
Dexter-Mechanismus ~ [24]  verlduft, sondern zu der Besetzung des
Radikalanionzustands fiihrt (Kapitel 1.1.3.2). Dadurch wird keine so starke

Besetzung des S;-Zustands in Gegenwart von Trolox im Vergleich zur Besetzung des
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S;-Zustands in Gegenwart von A-AZB-C beobachtet. Die zusitzliche Besetzung des
Radikalanionzustands  bewirkt sogar ab einer Troloxkonzentration von
[O] =200 uM eine Verringerung der Fluoreszenzzédhlrate bei niedrigen

Leistungsdichten (Abbildung 3.2-38).
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Abbildung 3.2-38 Besetzung der elektronischen Zustinde des Rh /10 in Gegenwart des Additivs
Trolox. Die Besetzungswahrscheinlichkeiten wurden mit Hilfe des Modells 3a (Gleichungen 3.2-57-
3.2-61 (Seite 121)) und den in Tabelle 3.2-14 (Seite 136) angegebenen Konstanten berechnet. Fiir die
Austauschrate  k;; wurde ein  konstanter ~ Wert  von  ky;;=0  eingesetzt.  Alle
Geschwindigkeitskonstanten fiir die Photozerstérung wurden auf 0 fixiert. Die gestrichelte Linie
reprasentiert den Verlauf der theoretisch maximal mdglichen Besetzung des S;-Zustands bei einem
hypothetischen 2-Niveaus (Sy-S;) System (Gleichung 3.2-45, Seite 103). Die durch Farben Grau,
Griin, Blau und Schwarz dargestellten, durchgezogenen Kurven reprasentieren die im Rahmen dieser
Arbeit fiir die Messungen verwendeten Konzentrationen der Additive.

Bei hoheren Leistungsdichten kann bei Troloxkonzentration von [Q] > 200 uM
dennoch die Fluoreszenzzdhlrate steigen, weil der Radikalanionzustand {iber eine
zusétzliche Photooxidation des angeregten Radikalanions entvolkert wird
(k*oxpns = 1.7 s']'W']'cmz).

Beim Einsatz einer Trolox/AZB-C-Mischung wird neben der einfachen Kombination
der bereits diskutierten Wirkungen der beiden Additive zusdtzlich eine starke
Loschung des Radikalanions durch AZB-C 1iiber den hdherangeregten

Radikalkationzustand beobachtet, so dass die Besetzungswahrscheinlichkeit des
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Radikalanionzustands deutlich kleiner als in Gegenwart von 7rolox ohne AZB-C

allein ausfillt'.

- 09 |rR"*-zustand R*"-Zustand || T -Zustand || S -Zustand
E 0.8 - - - -
5 0.74 | Trolox/AZB-C i L
IE [Qtrolox]/ [QAZB-OI [”M] T
'S 0.6- - . . Al
.t:) ] —0 l’
» 0.5+ ——— 25/250 |f - Lr
§ 0.4. —— 100/500 |[ L
R —— 100/800
20.34 : 200/800 ||
ﬁ . —200/1000
© 0.2- ~ - - 2-Niv. |
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Abbildung 3.2-39 Besetzung der elektronischen Zustinde des RA /10 in Gegenwart einer Mischung
aus Trolox und AZB-C. Die Besetzungswahrscheinlichkeiten wurden mit Hilfe des Modells 3a
(Gleichungen 3.2-57-3.2-61 (Seite 121)) und der in Tabelle 3.2-14 (Seite 136) angegebenen
Konstanten berechnet. Fiir die Austauschrate &, wurde ein konstanter Wert von kg = 0 verwendet.
Die durch Farben Grau, Griin, Blau und Schwarz dargestellten, durchgezogenen Kurven
reprasentieren die im Rahmen dieser Arbeit fiir die Messungen verwendeten Konzentrationen der
Additive. Die gestrichelte Linie reprisentiert den Verlauf der theoretisch maximal moglichen
Besetzung des S;-Zustands bei einem hypothetischen 2-Niveaus (S,-S;) System (Gleichung 3.2-45,
Seite 103)

Aufgrund der Loschung des Radikalanionzustands durch AZB-C und starken
Loschung des Radikalkationzustands durch Trolox steigt die Fluoreszenzzihlrate in
Gegenwart von einer Trolox/AZB-C-Mischung deutlich stirker an als in Gegenwart
von Trolox ohne AZB-C (Abbildung 3.2-35).

Trotz der vernachldssigbar kleinen Population des Radikalanions und einer im
Vergleich zu allen anderen Additiven stirkeren Entvolkerung des Triplettzustands,

kann aufgrund der nicht gegen null strebenden Population des Radikalkations bei

' Um die Besetzungswahrscheinlichkeit des Radikalanionzustands in Gegenwart einer Trolox/AZB-C-
Mischung nicht signifikant zu erhdhen ist in etwa ein Verhiltnis der Konzentrationen der beiden
Additive von [Q] rioion/ [O] azs.c < 5/10 notwendig (Abbildung 3.2-39)
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steigenden Konzentration des Trolox, eine nicht SO grof3e
Fluoreszenzzihlratesteigerung in Gegenwart einer Trolox/AZB-C-Mischung wie in

Gegenwart des 4-AZB-C erreicht werden.

3.2.8.3 Das Verhdltnis der Untergrundzihlrate zur Fluoreszenzziihlrate bei

Verwendung der Additive

Im vorangegangenen Kapitel wurde die mdgliche Fluoreszenzzéhlratensteigerung

beim Ansatz von den Additiven betrachtet (Abbildung 3.2-35).

A-AZB-C AZB-C/Trolox Trolox + AZB-C
] [QA'AZB'OI [IJM] [Qtrolox]/[QAZB-Ol [IJM] [QTroon] [HM] [ [QAZB-O] [“M]
1000 - 0 L ——0 l—0 L ——0 -
5 1 —— 50/250 —— 50 [ —— 250
]—5 ——100/500 ||—— 100 [ —— 500
|—50 —— 100/800 200 : 800
100390 i 200/800 || I i
S 600 : 3
~ ] /'—\ s C
N
10 4
1 - l—'—.‘—- T T

1 10 100 1 10 100 1 10 100 1 10 100
<> [kW/cm?]

Abbildung 3.2-40 Das Verhiltnis von der Fluoreszenzzihlrate F,,,(ideal) zur Untergrundzihlrate
(F/U)bei Rh 110 Messungen am Fluoreszenzaufbau (Kapitel 3.2.3.7) mit und ohne Additive im
Leistungsdichtebereich von </> = 1-1000 kW/cm?. Die durch Farben Grau, Griin, Blau und Schwarz
dargestellten, durchgezogenen Kurven repriasentieren die im Rahmen dieser Arbeit fiir die Messungen
verwendeten Konzentrationen der Additive.

Sowohl bei allen, im Zusammenhang mit Fluoreszenz stehenden, bildgebenden
Verfahren als auch bei MFD-Techniken ist neben der absoluten
Fluoreszenzphotonenanzahl der Kontrast zwischen dem Fluoreszenzsignal und dem
Signal des Untergrunds fiir die Messungen entscheidend. Deswegen wird
nachfolgend das Verhéltnis der Fluoreszenzzdhlrate zur Untergrundzéhlrate
(Kapitel 3.2.3.4) F/U im Zusammenhang mit der Fluoreszenzzéhlratensteigerung des

Rh 110 bei der Verwendung der Additive betrachtet.
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Das Verhiltnis F/U des Rh 110 ohne Additive im Phosphatpuffer am verwendeten
Fluoreszenzaufbau (Kapitel 3.2.3.7) erreichte das Maximum mit F/Uris10(max) = 66.
Die Anregungsleistungsdichte mit maximalen Verhiltnis F/Ugp;iomax) repriasentiert
die beziiglich des F/U optimale Leistungsdichte </>,,,. Bei Messungen des Rh 110
ohne Additive betrug die optimale Leistungsdichte </>,,,=6kW/cm?. Die
Fluoreszenzzéhlrate bei der optimalen Anregungsleistungsdichte </>,, entspricht
der Fluoreszenzzihlrate F',py mit dem maximalen F/U Verhiltnis. Bei Messungen
des Rh 110 ohne Additive betrug die optimale Fluoreszenzzihlrate
Fepmiopy = Fepm(ideal, pei <> = 6 cwiem) = 55 kHz (Abbildung 3.2-40, Abbildung 3.2-41).
Aufgrund der Sattigung der Fluoreszenzzdhlrate bei gleichzeitig linear ansteigender
Untergrundzéhlrate (Kapitel 3.2.3.4) sinkt F/U bei hohen Leistungsdichten, so dass
im Bereich von </> =1 MW/cm? bereits F/U = 2 erreicht wird.

Allgemein kann die Wirkung eines Additivs als besonders vorteilhaft fiir eine
Fluoreszenzmessung angesehen werden, wenn das Verhéltnis /U in Gegenwart des
Additivs tiber dem Verhéltnis F/Ugnsiomax) Steigt. Obwohl in Gegenwart des Additivs
A-AZB-C die groBte Fluoreszenzzédhlratensteigerung beobachtet werden konnte,
bewirkt A-AZB-C aufgrund der sehr starken Eigenfluoreszenz (Kapitel 3.2.3.4) ab
einer Konzentration von /[Q/>5uM eine Reduktion des F/U-Maximums.
Dementsprechend féllt der maximale Anstieg des F/U-Maximums in Gegenwart des
A-AZB-C sehr gering aus (Abbildung 3.2-41, Tabelle 3.2-15). Bei der Verwendung
des Additivs 4-AZB-C betrigt die Konzentration mit der grofiten Steigerung des F/U-
Maximums /O], = 1 uM (/O] o steht fiir die optimale Konzentration beziiglich des
F/U). Der Anstieg des F/U-Maximums bei der Verwendung eines Additivs iiber dem
F/Ugni1omax) erlaubt es, die Anregungsleistungsdichte zu erhohen, ohne dass das
Verhiltnis  F/U  unterhalb  des  F/Urnizopmax) sinkt. Die  maximale
Anregungsleistungsdichte in Gegenwart des 4-AZB-C, bei der das Verhéltnis F/U
groBer oder gleich im Vergleich zum Verhéltnis F/Ugpiiomay 1St, betragt
<[> = 11 kW/em? bzw. Fepmimaxy) = 60 kHz (Abbildung 3.2-41).
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Abbildung 3.2-41 Das Verhiltnis von der Fluoreszenzzihlrate F,,,(ideal) zur Untergrundzihlrate
(F7U) zusammen mit F,,(ideal) bei Rh 110 Messungen am Fluoresznenaufbau (Kapitel 3.2.3.7) mit
und ohne Additive. Die durch die Farben Grau, Griin, Blau und Schwarz dargestellten,
durchgezogenen Kurven reprisentieren die im Rahmen dieser Arbeit fiir die Messungen verwendeten
Konzentrationen der Additive'.

Bei der Verwendung des Additivs 4ZB-C wurde bis zu einer Konzentration des
Additivs von bis zu [Q] =250 uM keine Erhohung der Untergrundzéhlrate
beobachtet (Kapitel 3.2.3.4). Dementsprechend wird ein optimaler Verhiltnis F/U
bei einer AZB-C-Konzentration von [Q/,,; = 250 uM erreicht. Die Verschiebung des
Maximums des Verhiltnisses F/U in Gegenwart des Additivs AZB-C erlaubt, es die
Anregungsleistungsdichte zu vervierfachen und dadurch die Fluoreszenzzdhlrate zu
verdreifachen, ohne dass das Verhéltnis F/U im Vergleich zum Verhiltnis

F/URnh110(max) niedriger wird (Abbildung 3.2-41, Tabelle 3.2-15).

' Die Untergrundzihlraten bei den Konzentrationen des Additivs 4-4ZB-C von [Q] =5 uM und
[O] =1 uM wurden mittels einer Linearen Extrapolation aus den gemessenen Untergrundzéhlraten in
Gegenwart des A-AZB-C abgeschitzt (Kapitel 3.2.3.4).
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Tabelle 3.2-15 Vergleich der Fluoreszenzzahlrate und des Verhéltnisses der Fluoreszenzzéhlrate zur
Untergrundzahlrate F/U bei Messungen des RA /10 in Phosphatpuffer (25 mM, pH7) am
Fluoreszenzaufbau (Kapitel 3.2.3.7) mit und ohne Additive. F/U,,, steht fiir maximal mdgliches F/U.
<[>, und [Q],, stehen fiir die, beziiglich des F/U, optimale Anregungsleistungsdichte bzw.
Konzentration des Additivs. F,,epy steht flir die Fluoreszenzzihlrate bei der <I> . Fopmmax) Und <I> 4
stehen fiir die maximale Fluoreszenzzihlrate bzw. maximale Anregungsleistungsdichte in Gegenwart
eines Additivs, bei denen das F/U noch hoher Vergleich zum Verhéltnis F/U,,, des Rh 110 ohne
Additive ist.

kein Additiv | Trolox/AZB-C | Trolox AZB-C A-AZB-C
5/%]1” 50/250 25 250 ]
F/Upar 66 84 84 75 70
;{1;/72;1 ;| 15 11 10 7
;{1;;;“;1 ’ 70 45 23 11
ﬁ;g;p” 55 155 110 05 60
ﬁ;&(}"} 520 310 180 85

Die Verwendung des Additivs Trolox fiihrte nicht zu einer Erhdhung der
Untergrundzéhlrate (Kapitel 3.2.3.4). Dadurch kann in Gegenwart von Trolox im
Vergleich zu den Additiven AZB-C und A-AZB-C eine deutlich stirkere Steigerung
des Verhiltnisses F/U beobachtet werden. Trotz konstant bleibender
Untergrundzédhlrate wird das Optimum des Verhéltnisses F/U in Gegenwart von
Trolox bei einer Konzentration von /O], = 25 pM erreicht (Abbildung 3.2-41). Ab
einer Trolox-Konzentration von /Q] > 50 uM wird ein sinkendes F/U beobachtet
(Abbildung 3.2-41). Der Grund dafiir ist die =zusétzlichen Besetzung des
Radikalanionzustands und die damit verbundenen Abnahme der Fluoreszenzzéhlrate
des Rh 110 bei niedrigen Anregungsleistungen (Kapitel 3.2.8.2). Die hochste
Anregungsleistungsdichte, bei der das Verhéltnis F/U noch dem Verhiltnis
F/Ugnitomar) entspricht, betrug bei Trolox <[>=45kW/cm? wobei die
Fluoreszenzzéhlrate hier den Wert von Fepmmay =310 kHz erreicht, was in etwa
einer Verfiinffachung der Fluoreszenzzdhlrate 1m  Vergleich zu der
Fluoreszenzzdhlrate beim RA 110 ohne Additive entspricht (Abbildung 3.2-41,
Tabelle 3.2-15).

Bei der Verwendung der Trolox/AZB-C-Mischung addieren sich die Einfliisse der

beiden Additive, was zum optimalen Konzentrationsverhdltnis der Mischung von
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[O] opt =50/250 pM. ([ O] 1r010x = 50 pM,  [O] azg.c =250 uM) fiihrt. Die hdchste
Anregungsleistungsdichte bei der das Verhdltnis F/U noch dem Verhéltnis
F/Ugni10(max) betrug dabei <I>,, =70 kW/cm?. Damit kann in Gegenwart von
Trolox/AZB-C-Mischung beim im Vergleich zum F/Ugrniiomax gleichen Verhéltnis
F/U eine Fluoreszenzzihlrate von Feymmax) = 520 kHz erreicht werden, was mehr als
neunfachen Fluoreszenzzdhlrate im Vergleich zu der Fluoreszenzzéhlrate des Rh 110

ohne Additive entspricht (Abbildung 3.2-41, Tabelle 3.2-15).

3.2.84 Die Strategie zur Optimierung der Fluoreszenzzéhlrate

Im Zusammenhang mit den im Kapitel 3.2.8.2 prisentierten Ergebnissen, muss die in
der Referenz [64] (siehe auch Kapitel 3.2.2 Abbildung 3.2-2) vorgeschlagene
Strategie' zur Optimierung des Fluoreszenzsignals des Rh 123, neu diskutiert
werden.

Aufgrund der dominierenden Besetzung des Radikalkationzustands im Vergleich zu
allen anderen Zustinden kann die vorgeschlagene ausschlieBliche Loschung des
Triplettzustands bei gleichzeitiger Vermeidung aller Elektronentransferreaktionen in
luftgesittigter wissriger Losung nur vergleichsweise geringen Einfluss auf die
Fluoreszenzzdhlrate haben. Um die Fluoreszenzzéhlrate der Rhodamine in
luftgesittigter wéssriger Losung zu optimieren, muss das entsprechende Additiv in
der Lage sein sowohl den Triplettzustand mittels eines Triplett-Triplett-
Energietransfers als auch den  Radikalkationzustand  mittels  einer
Elektronentransferreaktion zu entvolkern. Gleichzeitig ist beim Rh 110 der
energetische Abstand zwischen dem S;- bzw. T;-Zustand und dem R, "-Zustand
groBer im Vergleich zum energetischen Abstand zwischen dem R, -Zustand und
dem Sy-Zustand (siche Tabelle 3.2-16, vergleiche Rehm-Weller-Gleichung
Gleichung 1.1-13 (Seite 11) und entsprechende Werte in Tabelle 3.2-5 (Seite 66))).
Aus diesem Grund wird bei jedem Additiv, bei dem die Reduktion des
Radikalzustands des RA 110 thermodynamisch erlaubt ist, auch zwangsliufig die

Reduktion des S;- bzw. T;-Zustands thermodynamisch erlaubt sein. Daher muss bei

" Bei dieser Strategie wird ein Additiv anhand von thermodynamischen Kriterien so ausgewihlt, dass
die Loschung des Triplettzustands mittels eines Triplett-Triplett-Energietransfers moglich ist, wahrend
die Elektronentransferreaktionen zwischen Singulett- bzw. Triplettzustand und dem Additiv nicht
erlaubt sind
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der Auswahl der Additive die thermodynamisch erlaubte Reduktion des S;- bzw. T;-
Zustands im Kauf genommen werden. Dementsprechend lassen sich die Kriterien bei
der Auswahl eines Additivs fiir die Optimierung des Fluoreszenzsignals des RA 110"
in luftgesattigter wissriger Losung in kinetische und thermodynamische Kriterien
unterteilen. Zu den thermodynamischen Kriterien zdhlen die Fahigkeiten sowohl die
Energie des Triplettzustands aufzunehmen als auch den Radikalkationzustand zu
reduzieren. Bei dem kinetischen Kriterium handelt es sich um die Bedingung, dass
die Summe der additivabhéngigen Geschwindigkeitskonstanten fiir die Reduktion
des S;- und des T;-Zustands deutlich kleiner sein muss als die Sauerstoff abhidngige
Geschwindigkeitskonstante fir Loschung des R;"-Zustand von k*,,.z = 6° 108 Mgt

(Kapitel 3.2.2 FuBnote auf Seite 56).

Tabelle 3.2-16 Der mit Hilfe in Tabelle 3.2-5 (Seite 66) eingetragenen Werte berechneter
energetischer Abstand zwischen den elektronischen Zustinden des RA 110 Bei der Oxidation des
R,"" -Zustands ist der energetische Abstand zwischen den Zustinden R, und S, groBer als der
energetische Abstand zwischen den Zustinden R;,” und S; bzw. R;,” und T,. D.h. der S;- bzw.
T)-Zustand ist ein stirkeres Reduktionsmittel als R, *-Zustand. Beim R, -Zustand gilt, nach dhnlichen
Gesichtspunkten, dass der S;- bzw. T;-Zustand ebenfalls stirkeres Oxidationsmittel als R; -Zustand
ist. Blau markiert sind die ,gewiinschten” Ubergiinge bei der Reduktion bzw. Oxidation der
Radikalzustinde des Rk 110. Rot Markiert sind die ,nicht gewiinschte Ubergiinge, die aufgrund
deren energetischen Lage zwangsldufig bei der bei der Reduktion bzw. Oxidation der Radikalzustédnde
stattfinden miissen.

Reduktion des R, -Zustands Oxidation des R;”-Zustands
Si-R;” T-R;” R;-Sp Si-R;™ T)-R;™ R,"-Sy
AE [eV] | 1.84 1.33 1.29 1.16 0.65 0.61

Von den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Additiven entsprach das Additiv
A-AZB-C diesen Kriterien. Entsprechend konnte in Gegenwart dieses Additivs die
grofite Steigerung der Fluoreszenzzéhlrate bei Rh 110 (oder Rh 123 [24]) beobachtet
werden.

Bei Messungen unter sauerstofffreien Bedingungen wird der R;”-Zustand nicht mehr
durch den Sauerstoff geloscht. Daher wird ein weiteres Additiv, der den R;"-Zustand
l6schen kann bendtigt. Zu beachten ist, dass wie bei der Reduktion des
R, -Zustands, bei der Oxidation des R, -Zustands, zwangsliufig die Oxidation des
S;- bzw. T;-Zustand thermodynamisch erlaubt sein wird. Der Grund hierfiir ist, der

groflere energetische Abstand zwischen dem S§;- bzw. T;-Zustand und dem

! Die gilt auch fiir andere dem RA 110 dhnliche Rhodamine (wie z.B. Rh 123 oder Alexa 488).

150




Experimente und Auswertung 3.2

R;"-Zustands im Vergleich zum energetischen Abstand zwischen dem R;""-Zustand
und dem Sy-Zustand (siche Tabelle 3.2-16).

D. h. bei Rh 110 die Loschung des Radikalkations durch einen Additiv gleichzeitig
die Bildung des Radikalanions und umgekehrt die Loschung des Radikalanions die
Bildung des Radikalkations zur Folge haben wird. Daher kann bei der Loschung der
beiden Radikalzustinden mit zwei Additiven nur dann eine grofe
Fluoreszenzsignalsteigerung erreicht werden, wenn die Summen der
additivabhingigen Geschwindigkeitskonstanten fiir die Reduktion bzw. die
Oxidation des S;- und des T;-Zustands deutlich kleiner sind als die Summen der
additivabhiangigen = Geschwindigkeitskonstanten  fiir die  Oxidation  des
Radikalanionzustands bzw. fiir die Reduktion des Radikalkationzustands.

In Bezug auf die Loschung des S;-Zustands durch die Additive ist es wichtig, dass
bei einer Konzentration der Additive von /O] <1 mM die StoBrate zwischen den
potenziellen Reaktionspartnern (Fluorophor und Additiv) deutlich kleiner ist als die
Relaxationsrate des S;-Zustands von ko =2.5-10%s ' (Kapitel 3.2.3.6 Kapitel 1.1.2).
Dies flihrt dazu, dass die Additive trotzt diffusionskontrollierte Loschung des S;-
Zustands fiir die Optimierung der Fluoreszenzzéhlrate eingesetzt werden konnen.

Bei einer kovalenten Verkniipfung der Additive mit einem Fluorophor kann die
Geschwindigkeit der Loschung des S;-Zustands nicht mehr iiber die Konzentration
des Additivs kontrolliert werden. Im Allgemeinen wird dadurch die Loschung des S;-
Zustands zu einer nicht zu vernachlédssigbaren Minderung der Fluoreszenzzéhlrate
fihren. In diesem Zusammenhang muss das fiihr die kovalente Verkniipfung
vorgesehene Additiv die in der Referenz [64] vorgeschlagenen Kriterien erfiillen. Die
notwendige Loschung der Radikalzustinde muss in diesem Fall durch Zugabe von

weiteren Additiven erfolgen.
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3.2.9 Auswertung der Messungen der Photozerstérung von
Rhodamin 123

3.2.9.1 Das kinetische Modell der Photozerstérung bei niedrigen

Leistungsdichten

Die Photozerstorungsexperimente wurden bei einer Leistungsdichte von
<[> =14 W/cm? durchgefiihrt. Bei solchen Leistungsdichten ko&nnen die
Besetzungswahrscheinlichkeiten aller hoher angeregten Zustdnde vernachldssigt
werden. Damit kann die gesamte Geschwindigkeitskonstante der Photozerstérung
eines Fluorophors mit Hilfe Besetzungswahrscheinlichkeiten der verbliebenen

Zustiande mittels Gleichung 3.2-74 beschrieben werden.

kb(ﬂ) =R, kyp, T, Ky '+S

leg : leg leq

Ky 3.2-74

kpgy = Summierte Geschindigkeitskonstante der Photozerstorung

Bei der Betrachtung der Besetzungswahrscheinlichkeiten der Radikalkation-,
Triplett- und Singulettzustinde der Triplett- und der Singulettzustand, aufgrund
deren im Vergleich zum Radikalkationzustand sehr schnellen Kinetik, zu einem
einzigen  Zustand  zusammengefasst ~ werden  (vergl.  Kapitel 3.2.4.1).
Dementsprechend kann das kinetische Modell fiir die Photozerstorungsmessungen
mit dem in der Abbildung 3.2-42 abgebildetem Schema (Modell 4) beschrieben
werden. Damit konnen bei sehr niedrigen Leistungsdichten (weit entfernt von der
Séttigung der Besetzung der elektronischen Zusténde) die
Besetzungswahrscheinlichkeiten der Triplett- und Radikalzustinde mit Hilfe der

Gleichungen 3.2-75 und 3.2-76 ausgedriickt werden.

R xS, Kool 3.2-75
eq leg k y ]
redtot
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Abbildung 3.2-42 Schema filir ein kinetisches Modell der Photozerstorung bei niedrigen
Leistungsdichten. Der Zustand P, der alle moglichen irreversiblen Produkte eine
Photozerstorungsreaktion reprasentiert, kann aus allen angeregten Zustinden (Gleichung 3.2-78)
erreicht werden.

Die summierte Geschwindigkeitskonstante der Photozerstérung konnte damit durch

die Gleichung 3.2-77 beschrieben werden.

kax' ' k ' '
kb(ﬂ) = |:k Y kbR1+ + klsf 'kal +ka1 ]qu 3.2-77
red T

Wird die Geschwindigkeit der Photozerstorung eines Fluorophors nach der

Absorption eines Photons betrachtet so kann Gleichung 3.2-77 auf S;., normiert

werden, was zur Gleichung 3.2-78 fiihrt.

' k()x' 1 k 1 1
Kpior' = {k ~ Ky klsf ke kg } 3.2-78
red T

kpot” = Gesamte Geschindigkeitskonstante der Photozerstorung bezogen auf einen angeregten
Fluorophor
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Das formale Wegfallen der Besetzungswahrscheinlichkeiten in Gleichung 3.2-78
fiihrt dazu, dass die eventuell auftretende Loschung des Singulettzustands durch die
Additive nicht mehr beriicksichtigt werden kann. Die zusitzliche Beriicksichtigung
der Loschung des Singulettzustands fiihrt zur Gleichung 3.2-79 (Siehe Kapitel 5.3
[24]".

' kox‘ 1 k ] ] k + k _
Kyior' = |:_, kg +LC, kg :| . £__Ic 3.2-79
kred kT kF + k]C + qu [Q]

Da die Sigulettloschung bei den Konzentrationen der Additive (/Q] <1 mM), die in
dieser Arbeit eingesetzt werden vernachldssigbar ist (vergleiche Kapitel 3.2.3.6),
wird fiir die Auswertung der Photozerstorungsexperimente Gleichung 3.2-78
eingesetzt.

Zu beachten ist, dass im Vergleich zu den in vorherigen Kapiteln beschriebenen
Messungen von Rh 110, die an einer konfokalen Messordnung durchgefiihrt wurden,
muss bei den Messungen am Fluoreszenzaufbau  fiir ~ Photozerstérung
(Kapitel 3.2.3.16) keine Austauschrate mit der Fluorophore in das bestrahltes

Volumen hinein bzw. heraus diffundieren beriicksichtigt werden.

" In der angegebenen Referenz wird die Gleichung 3.2-79 ohne den Radikalterm angegeben. Als
Begrindung dafir wird die vernachldssigbar kleine Besetzungswahrscheinlichkeit des
Radikalkationzustands bei der eingesetzten Leistungsdichte von </> =14 W/cm? angefiihrt. Diese
Begriindung ist falsch. Ohne (bzw. bei kleinen Konzentrationen) der Radikal 16schenden Additive ist
die Besetzungswahrscheinlichkeit des Radikalkationzustands grundsitzlich grofer als die
Besetzungswahrscheinlichkeit  des  Tripplett- bzw. des  Singulettzustands  (vergleiche
Gleichung 3.2-77), weil das Verhdltnis K,z 7kyearoe” groBe als 1 und gleichzeitig groBer als das
Verhiltnis kigc/kr " ist (siehe Tabelle 3.2-14).
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3.2.9.2 Photozerstérung von Rh 123 in Gegenwart von Sauerstoff

Res.

= |uftgesattigt
= entgast
bi-exp Fit

0.1 -

Fluoreszenzsignal norm.

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Zeit [s]

Abbildung 3.2-43 Abnahme des Fluoreszenzsignals des Rh 723 (100 nM) in 0.7 mL luftgeséttigtem
(schwarz) und sauerstofffreiem Phosphatpuffer (grau) mit einer Konzentration von ¢ =25 mM bei
pH 7. Bei Messung in luftgesattigtem Puffer (Sauerstoffkonzentration co, =290 uM [24]) konnten
die Daten an eine biexponentielle Funktion (Gleichung 3.2-80) angepasst werden.

In luftgesattigtem Phosphatpuffer konnte die Fluoreszenzsignalabnahme des Rh 123
an eine biexponentielle Funktion (Gleichung 3.2-80) mit den Amplituden 4;= 0.89,
A>=0.11 und den Konstanten k; = 0.57-10 s'l, k= 1.7-107 s angepasst werden
(siche Abbildung 3.2-43).

F(t)= A -exp(—k, -t)+ A, -exp(—k, -1) 3.2-80

Dabei wurde die Komponente mit der Konstante k; = 0.57-10° s der Abnahme der
Konzentration des RA 123 aufgrund der Photozerstorung zugeordnet (siche
Kapitel 3.2.3.18) [28, 65].

Damit entspricht k; der im Kapitel 1.2 beschriebenen vom Ldsungsmittelvolumen
abhingigen makroskopischen Geschwindigkeitskonstante der Photozerstorung k.
(Gleichung 1.2-3). Mit Gleichung 1.2-5 ldsst sich aus k. die Quantenausbeute der
Photozerstorung @; bestimmen. Mit gy;.y = 645 cmz'W'l's'l, V=0.7mL, b.=1 cm,
P=1.06W ist ®,=6'10". Die mikroskopische Geschwindigkeitskonstante der
Photozerstorung 4, ist iber Gleichung 1.2-4 mit &, verkniipft. Bei einer

Fluoreszenzlebensdauer des RA 123 von 7y = 4 ns ist kp;; = 150 st
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In Gegenwart der beiden Additive A-4ZB-C und AZB-C wurde eine Abnahme von £
beobachtet. Die Auftragung der k,-Werte gegen die entsprechenden Konzentrationen

der Additive in luftgesdttigtem Phosphatpuffer sind in Abbildung 3.2-44 zu finden.

170

luftges. Phosphatpuffer AZB-C
160 - o A-AZB-C

150 -

140

k, [s"]

130

120

110

100 -

0.2 0.4 0.6
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Abbildung 3.2-44 Anderung der Geschwindigkeitskonstanten der Photozerstdrung von RA 123
(100 nM) in Abhidngigkeit von der Konzentration der Additive in luftgesittigtem Phosphatpuffer
(25 mM pH 7) [24].

Eine globale Anpassung der gegen die Konzentration der Additive aufgetragenen k-
Werte an Gleichung 3.2-79 (Seite 154) liefert die Rh 123-spezifischen Konstanten
fiir die Photozerstorung aus den elektronischen Zustdnden S| und T, kps = 107 s und
kyr=27s". Die fiir diese Anpassung notigen Werte der Geschwindigkeitskonstanten

des Rh 123 sind in Tabelle 5.4-1 (Seite 215) Zusammengefasstl.

3.2.9.3 Messungen der Photozerstérung unter sauerstofffreien Bedingungen

Die Messungen mit sauerstofffreiem Phosphatpuffer (Kapitel 3.2.3.18) zeigten einen
deutlich komplexeren Verlauf der Signalabnahme im Vergleich zu Messungen mit

luftgesittigten ~ Losungen  (siche  Abbildung 3.2-43).  Der  Verlauf der

" Bei der Anpassung von Gleichung 3.2-79 an die k,-Werte wurde fiir die Konstante kg ein Wert von
ko= 05" angenommen, da beide Additive 4-AZB-C und AZB-C einen dhnlichen Einfluss auf den k-
Wert von Rh 123 haben, obwohl das Additiv 4-4ZB-C im Vergleich zum Additiv AZB-C deutlich
starker den Radikalkationzustand von Rz 123 depopuliert. Aus dem gleichen Grund wurden die Werte
der additivkonzentrationsabhidngigen Geschwindigkeitskonstanten ks, kypr und ks als
vernachldssigbar klein angenommen (kypz+, kgpr, kgps= 0 s'l).
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Fluoreszenzsignalabnahme zeigte eine deutliche Abhéngigkeit von der
Anfangskonzentration des R4 123 und von den im Verlauf der Messung entstandenen
Produkten der Photozerstorung. Weil das Ziel dieser Arbeit in der Optimierung des
Fluoreszenzsignals hauptsichlich fiir Einzelmolekiilmessungen bestand, bei denen
die eingesetzten kleinen Konzentrationen der Farbstoffe (c~10pM) nur
unimolekulare (beziiglich des Farbstoffes) Photozertérungsreaktionen zulassen,
wurde auf die Untersuchung der nicht unimolekularen Reaktionen des RA /123 im
Rahmen dieser Arbeit verzichtet. Um die unimolekulare Photozerstérungs-
geschwindigkeitskonstante aus der Abnahme des Fluoreszenzsignals von Rh 123 in
sauerstofffreiem Phosphatpuffer zu erhalten, wurden Photozerstorungsmessungen bei
verschiedenen Konzentrationen des Rh /23 durchgefiihrt. Um den Einfluss von
reaktiven Produkten der Photozerstorungsreaktion zu minimieren, wurden kleine

Anfangskonzentrationen des R4 123 (cgy 123 = 1-30 nM) verwendet.

1.00
«  0.67nM Rh123
= 9.5nM Rh123
£ j
s 099 + 11nM Rh123
i 23nM Rh123
T 0.08- 25nM Rh123
(2]
@
g
S 0.97-
N
(7]
5
S 0.96-
i
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Zeit [s]

Abbildung 3.2-45 Verlauf der Fluoreszenzsignalabnahme bei verschiedenen Konzentrationen
(Sterne) von RA 123 im mit Argon (30 min) gespiilten Phosphatpuffer (25 mM pH 7). Die Linien
reprisentieren lineare Anpassungen an die ersten 5 % der gemessenen Daten (siehe Text).

Zusitzlich wurde fiir die Auswertung der Fluoreszenzabnahme nur der Bereich der
Fluoreszenzabnahmekurven in dem die Konzentration der reaktiven Produkte eine
vernachléssigbar kleine Rolle spielt (die ersten 5%) verwendet (sieche
Abbildung 3.2-45). Die Steigung dieser Kurven zeigte eine deutliche Abhdngigkeit
von der Konzentration des RA 123 und entspricht der Geschwindigkeitskonstante der

Photozerstorung (k.p,), bei der sowohl die unimolekulare als auch die bimolekulare
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Photozerstorungsreaktion eine Rolle spielen. Der y-Achsenabschnitt der linearen
Anpassung an die Auftragung von k., gegen die Rh 123-Konzentration
(Abbildung 3.2-46) liefert die interpolierte Geschwindigkeitskonstante der
Photozerstérung  fiir  cgp 23> O M. Dabei  entspricht diese interpolierte
Geschwindigkeitskonstante der unimolekularen makroskopischen
Geschwindigkeitskonstanten ~ der  Photozerstorung k.  (siche  Kapitel 1.2,
Gleichung 1.2-3).

4
o AZB-C OuM
= AZB-C 0.5uM
AZB-C 1uM
3] AZB-C 2uM
—_ AZB-C 5uM
0 AZB-C 10uM
E
g 2
R
X
14
o T T T T T = T T T T - T T -'

0 5 10 15 20 25 30
Rh 123 Konz. [nM]

Abbildung 3.2-46 Auftragung der Geschwindigkeit der Photozerstdrung £, (Steigungen der ersten
5% der Fluoreszenzsignalabnahmekurven vergleiche Abbildung 3.2-45) gegen RA 123
Konzentration zur Bestimmung der unimolekularen Geschwindigkeitskonstanten &, (y-
Achsenabschnitt der linearen Anpassung) fiir verschiedene Konzentrationen des Additivs AZB-C.

In Gegenwart kleiner Konzentrationen des Additivs AZB-C wurde eine dhnliche
Abhéngigkeit der Geschwindigkeitskonstanten k., von der RA 123-Konzentration
beobachtet (Abbildung 3.2-46). Allerdings verringerte sich diese Abhdngigkeit mit
steigender Konzentration des Additivs, so dass ab einer Additivkonzentration von
Caz-c =20 uM eine Messung mit einer RAh /23 Konzentration von cgj 123 = 100 nM
ausreichend war, um die Geschwindigkeitskonstante &, zu bestimmen.

Analog zur Auswertung der Messungen von RhA 123 in luftgesittigtem
Phosphatpuffer  (Kapitel 3.2.9.1) kann aus k. die  mikroskopische
Geschwindigkeitskonstante der Photozerstorung 4, bestimmt werden. Die
Anpassung von Gleichung 3.2-79 (Seite 154) an die Auftragung von k., gegen die
entsprechende AZB-C-Konzentration (Abbildung 3.2-47) liefert die fir Rh 123
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spezifischen Konstanten fiir die Photozerstérung aus den elektronischen Zustdnden
S; und T unter sauerstofffreien Bedingungen kpsgeox < 7 shund kprgeo = 3 7. (Die bei
der globalen Anpassung von Gleichung 3.2-79 festgehaltenen Parameter sind im

Kapitel 5.1 in Tabelle 5.4-1 zusammengefast).
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Abbildung 3.2-47 Anderung der Geschwindigkeitskonstante der Photozerstérung k, von Rh 123 in
Abhingigkeit von der Konzentration des AZB-C in sauerstofffreiem Phosphatpuffer (25 mM pH 7).
Die griine Line zeigt die Anpassung von Gleichung 3.2-79 an die Daten. Die Fehlerbalken
resultieren aus der Ungenauigkeit bei der Bestimmung der Konstante £, (Standardfehler der y-
Achsenabschnitte in Abbildung 3.2-46)

3.2.94 Diskussion der Ergebnisse

Bei der Untersuchung der Photozerstorung des RA 123 bei niedrigen
Anregungsleistungen wurde bei den Additiven A-AZB-C und AZB-C die gleiche
Abhidngigkeit der Geschwindigkeitskonstante der Photozerstérung (k) von der
Additivkonzentration beobachtet (Abbildung 3.2-44 und Abbildung 3.2-47), obwohl
das Additiv A4-AZB-C deutlich stirker den Radikalkationzustand des Rh 123

entvolkern kann (vergleiche Geschwindigkeitskonstante & z+). Daraus folgt, dass der
Radikalkationzustand bei niedrigen Leistungsdichten eine vernachlédssigbar kleine
Rolle bei der Photozerstorung des Rh 123 spielt, was mit der Ergebnissen der FCS-
Messungen des Rh 123 [24] ibereinstimmt, bei denen lediglich eine kleine
Geschwindigkeitskonstante fiir die Oxidation des Fluorophors zum Radikalkation

zusammen mit vernachldssigbar  kleiner  Geschwindigkeitskonstante  fiir
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Photozerstorung  (kpr+sor < 10° s'l) gefunden wurden. Zusitzlich zeigten die
Photozerstorungsmessungen, dass im luftgesittigten Puffer der §;-Zustand im
Vergleich zum T;-Zustand deutlich stirker in die Photozerstorung involviert ist
(kps/kpr = 4). Deswegen wurde nur eine schwache Wirkung der Additive auf die
Photostabilitdt des Rh 123 in Gegenwart von Sauerstoff beobachtet. Bei einer
Konzentration der Additive A4-AZB-C oder AZB-C von c¢> 100 uM ist die
Photostabilitit um etwa 30 % gestiegen (Anderung der Geschwindigkeitskonstante k;
siche Abbildung 3.2-44).
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Abbildung 3.2-48 Vergleich der Photozerstorungsgeschwindigkeit von RA 123 (100 nM) mit und
ohne Additive, sowohl in luftgesittigtem als auch in mit Argon (30 min) gespiiltem Phosphatpuffer
(25 mM pH 7). Die Messungen wurden am Kiivettenaufbau bei einer Laserleistung von P =1 W und
einer Wellenldnge von A =496.5 nm durchgefiihrt. Die Volumina betrugen fiir die Messungen im
luftgesittigten Puffer und im sauerstofffreien Puffer J'=0.7 mL bzw. V'=1.3 mL.)

Unter sauerstofffreien Bedingungen ist die Population des 7;-Zustands etwa 35 mal
hoher (kisckr=1.8 1im luftgesittigten Puffer (Tabelle 5.4-1) im Vergleich zu
kisc/kr = 63 unter sauerstofffreien Bedingungen [64]). Dadurch fiihrt bereits ein
niedriger Wert fiir die Konstante der Photozerstérung aus dem Triplettzustand
(kyr =3 s™) zu einer beschleunigten Photozerstérung des Rh 123, wenn kein Additiv
dazugegeben wurde (ko= 360 s). Gleichzeitig fiihrt die Anwesenheit von geringen
Konzentrationen eines triplettloschenden Additivs (¢ = 20- 100 uM) zu einer starken
Verlangsamung  der  Photozerstérung  (siche  Abbildung 3.2-47  und
Abbildung 3.2-48). Bei einer Konzentration des Additivs AZB-C von ¢ =100 uM

wurde unter sauerstofffreien Bedingungen die Geschwindigkeitskonstante der
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Photozerstorung von &y =6 s beobachtet (siche Abbildung 3.2-47), was einer 60-
fachen Steigerung der Photostabilitit entspricht. Ein Vergleich zwischen den
Messungen im  luftgeséttigten und sauerstofffreien Puffer mit einer
Additivkonzentration (A4-AZB-C oder AZB-C) von [Q] ~100 uM ergibt eine

mindestens 10-fach groBere Photostabilitét bei sauerstofffreien Bedingungen.

3.2.9.5 Der Einfluss der Photozerstérung auf die Fluoreszenzmessungen

Die Photozerstorung konnte bei allen FCS-Messungen in der Form von Abnahme der
Fluoreszenzintensitit bzw. in Form der langsamen Abnahme  der
Fluorophorkonzentration wéhrend einer Leistungsdichte-Messreihe beobachtet
werden.

Die Auswertung der Abnahme der Konzentration der Fluorophore, aufgrund der
Photozerstérung, erfordert die Kenntnisse der exakten Geometrie des bestrahlten
Volumenelements (Siehe Kapitel 1.2) und der Transporteigenschaften des
Fluorophors. Gleichzeitig kann bei den Messungen mit offenen konfokalen Volumen
und frei diffundierenden Fluorophoren speziell bei auftretender Sittigung der
Besetzung der elektronischen Zustinde die Geometrie des Detektionsvolumens nicht
genau bestimmt werden (siehe Kapitel 1.2, Kapitel 2.4.2). Deswegen konnte die
Anderung des Fluoreszenzsignals am konfokalen Aufbau nicht fiir die Bestimmung
der Geschwindigkeitskonstanten der Photozerstérung verwendet werden. Stattdessen
werden flir die Diskussion die entsprechenden  bereits bekannten
Geschwindigkeitskonstanten des RA 123 verwendet! (kps; =107 s und kpr; =27 !
kpr; = 0s™ [24]). Unter der Annahme, dass aufgrund der Ahnlichkeit von RA 110 und
Rh 123 (vergleiche Kapitel 5.12) die entsprechenden Konstanten gleich sind, kann
die gesamte’ Geschwindigkeitskonstante der Photozerstérung des Rh 110, im

Bereich der niedrigen Leistungsdichten, bei denen das optimale Verhéltnis F/U

' Die zusitzliche Messungen der Fluoreszenzabnahme des Rh /10 am im Kapitel 3.2.3.7

beschriebenen Aufbau, die es ermdglichen wiirden die Geschwindigkeitskonstanten der
Photozerstorung des Rh 110 direkt zu bestimmen konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht
durchgefiihrt werden.

> Es konnte bei keiner der durchgefiihrten Messreihen auch bei hohen Leistungsdichten ein
zusitzlicher Korrelationsterm der Photozerstorung beobachtet werden. Deswegen kann angenommen
werden, dass bei kleineren Leistungsdichten die Photozerstorung aus den hoher angeregten zustéinden
vernachléssigbar fiir die gesamte Geschwindigkeitskonstante der Photozerstorung ist.
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beobachtet wird (Kapitel 3.2.8.3), mit Hilfe der Gleichung 3.2-78 (Seite 153)
berechnet werden. Der Wert der gesamten Geschwindigkeitskonstante fiir RA 110
ohne Additive betragt kp,, =200 s bzw. in Gegenwart der Additive AZB-C und
A-AZB-C mit der Konzentration von [Q]J=1mM betrigt der Wert der
Geschwindigkeitskonstante kg, = 120 s'. Die Wirkung der Photozerstérung auf das
Fluoreszenzsignal eines Fluorophors besteht darin die gesamte Anzahl der Photonen
die ein Fluorophor emittieren kann zu limitieren, wobei diese Limitierung nur dann
relevant wird, wenn die Fluorophore iiber einen lingeren Zeitabschnitt beobachtet
werden (At > kpor).

Die mittlere Anzahl der Fluoreszenzphotonen, die ein Fluorophor emittiert bevor er
geblichen wird, kann iiber die Quantenausbeute der Photozerstérung, die der
inversen Anzahl der {iberlebten Absorptionszyklen eines Fluorophors entspricht,
bestimmt werden ([80] Kapitel 1.2 Gleichung 1.2-4 und Gleichung 1.2-6). Die
Quantenausbeute der Photozerstorung fiir Rk 110 ohne Additive bzw. fiir Rh 110 in
Gegenwart von 1 millimolaren AZB-C oder A-AZB-C Losung betrigt &, = 8107
bzw. Dpiugdiiivy = 5° 107, Damit betrdgt die mittlere Anzahl der Fluoreszenzphotonen,
die RA 110 emittieren kann bevor er geblichen wird, fiir den Fall ohne Additive
<Nphmax)™ = 1.1:10°  bzw. <Nphmax)> = 1.8:10% in Gegenwart von 1 millimolaren
Losung der Additive AZB-C oder A-AZB-C. Entsprechend betréigt die mittlere Anzahl
der Fluoreszenzphotonen eines R/ 110 Molekiils, die bei den Fluoreszenzmessungen
am verwendeten Fluoreszenzautbau (Kapitel 3.2.3.7) detektiert werden konnen
(Gleichung 3.2-81) <Ngesectimax)™ = 2.2:10* ohne additive bzw. in Gegenwart von 1
millimolaren 4ZB-C' oder A-AZB-C Losung <Ngesect(max)™> = 3.6° 10*,

<N, >=<N

etect(max) =~ ph(max)

> .Gdetect = (DEI ) (DF (Q) : Gdetect 3.2-81

" Bei Rh 123 konnte zusitzlich eine zehnfache Steigerung der Photostabilitit des Fluorophors erreicht
werden, wenn der Sauerstoff aus der Losung entfernt wurde (Kapitel 3.2.9.4). Da Rahmen dieser
Arbeit keine Messungen des Rk 110 ohne Sauerstoff durchgefiihrt wurden, wird auf die Betrachtung
des Einflusses von Sauerstoff auf die Photostabilitdt des RA //0 im Rahmen dieser Diskussion
verzichtet.
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Guoees = 0.02 (Kapitel 3.2.3.11), @ = 0.89 (Kapitel 3.2.3.1)"

Die Geschwindigkeitskonstanten fiir Photozerstorung aus dem Radikalanionzustand
des Rh 110 oder des Rh 123 sind nicht bekannt, und konnten im Rahmen dieser
Arbeit nicht bestimmt werden. Deswegen kann die mittlere Anzahl der
Fluoreszenzphotonen <Nujmax™ bzZW. <Ngeteciimary> fir die Messreihen mit Trolox
nicht direkt berechnet werden. Gleichzeitig kann ausgeschlossen werden, dass die
Geschwindigkeitskonstanten fiir die Photozerstorung aus dem Anionzustand
wesentlich groer sind als die bereits bekannten Geschwindigkeitskonstanten der
Photozerstérung aus anderen Zustinden, da im Falle von schnellen Photozerstérung
ein zusitzlicher Korrelationsterm bei der Auswertung der FCS-Daten beobachtet
werden miisste, was bei keiner der ausgewerteten Messreihen der Fall gewesen ist.
Damit muss die mittlere Anzahl der Fluoreszenzphotonen, die RA /10 emittieren
kann bevor er geblichen wird, in gleicher GroBenordnung liegen wie bei RA4 110 ohne
Additive, auch wenn die Population des Radikalanionzustands in Gegenwart des
Additivs Trolox nicht vernachlédsigt werden kann. Fiir die Fluoreszenzmessungen am
konfokalen Fluoreszenzaufbau mit frei diffundierenden Fluorophoren, kann die
mittlere Anzahl der detektierten Photonen (<N ...~>) von einem Fluorophor bevor er
aus dem Detektionsvolumen diffundiert mit Hilfe der Fluoreszenzzéhlrate eines
Molekiils und der Relaxationszeit des Korrelationsterms der Diffusion leicht
bestimmt werden. Fiir den im Kapitel 3.2.3.7 beschriebene Fluoreszenzaufbau (mit
Fepom=2MHz Kapitel 3.2.8.2, 7,<0.15ms Kapitel 2.4.1) betrigt die mittlere
Photonenzahl ~ <Ngewer> << 10°.  Bei  <Ngerecimary> = 2°10"  (siche oben) ist
<Nieteer™ << <Ngetectmaxy> ~Was eindeutig zeigt, dass die Photozerstérung
vernachléssigbar bei den Messungen am dem Fluoreszenzaufbau ist. Dies bestitigt
die bei der Auswertung der Korrelationsterme gemachte Beobachtung einer fiir die
Besetzung der elektronischen Zustinde des RA 110 vernachldssigbaren

Photozerstorung (Kapitel 3.2.4.3).

" Bei den Konzentrationen des Additivs von [Q] < 1 mM ist die Singulettlsschung vernachlissigbar
(Kapitel 3.2.3.6), damit gilt @x(Q) = Dr
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3.3 Mikrofluidischer Mixer

3.3.1 Vorwort

Die in diesem Kapitel présentierten Daten sollen fiir eine Veroffentlichung
eingereicht werden. Aus diesem Grund sind die Daten in Form eines Manuskripts in
englischer Sprache zusammengefasst, welches nicht ins Deutsche Sprache libersetzt,
und als eigensténdiges Kapitel (Anhang Manuskripte) in diese Arbeit eingefiigt wird.
Eine Zusammenfassung des Manuskripts zusammen mit den Teilen der Arbeit, die
nicht in das Manuskript eingeflossen sind, sind nachfolgend in den Kapiteln 3.3.2-
3.3.4 beschrieben.
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3.3.2 Einleitung

In diesem Kapitel werden Fluoreszenzmessungen in einem mikrofluidischen Mixer
(Mikromixer) an einem Fluoreszenzaufbau beschrieben.

Der in dieser Arbeit verwendete Mikromixer funktioniert im Wesentlichen wie eine
Continuous Flow Anlage (Abbildung 3.3-1) [81]. Die Reaktionspartner aus den
Probenkammern A und B werden zum Mischkanal geleitet in dem sie miteinander
vermischt werden. Der Fortschritt der Reaktion wird im Detektionskanal beobachtet

(Abbildung 3.3-3, Abbildung 3.3-5).

| Mischkammer

Probe A /Detektionskanal

g

Trreprngpinng
Probe B ~— Detektor —

Abbildung 3.3-1 Funktionsprinzip einer Continuous Flow Anlage, Probe A und B werden
kontinuierlich miteinander vermischt, die Reaktionsdauer fiir detektierte Produkte ist abhingig von
der Flussrate und dem Abstand des Detektors von der Mischkammer.

Die Skalierung des gesamten Systems auf den Mikrometermalistab

(Abbildung 3.3-2) erlaubt die Einsicht in die Reaktionskinetiken auf.
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Abbildung 3.3-2 Links: schematische Darstellung der gesamten Kanidlen des Mikromixers. Der
Mikromixer verfiligt iiber drei Probenkammern (seitlichen S; und S, und mittlere M) die iiber langen
Kanéle an einem Mischkanal angebunden sind. Alle drei Eingangskanile, die entsprechend zu den
Probenkammern auch mit den Abkiirzungen S; S; und M gekennzeichnet werden, miinden in einem
schmalen Mischkanal. Der Mischkanal miindet im breiteren Beobachtungskanal, wo mittels eines
Fluoreszenzaufbaus Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt werden konnen. Am Ende des
Beobachtungskanals befindet sich der Ausgang (A) mit einem Reservoir fiir die Reaktionsprodukte.
Rechts: Aufnahme der Mischregion des Mikromixers. Die langen und kurzen Markierungen oberhalb
des Detektionskanals (breiter Kanal rechts im Bild) dienen der Orientierung fiir die Positionierung des
Konfokalvolumens. Der Abstand zwischen den langen Markierungen betrdgt 100pm. Die dreieckige
Markierung unterhalb des Detektionskanals markiert die erste mogliche Position fiir Messungen im
Detektionskanal (siehe auch Abbildung 3.3-5).

Die laminaren Flussbedingungen in den Kandlen erlauben eine leichte Kontrolle der
Flussraten im gesamten mikrofluidischen System [20]. Die Erzeugung des Flusses
erfolgt mittels Druckdifferenz zwischen den Eingingen und dem Ausgang des
Mixers (siche Abbildung 3.3-3). Im Mikromixer mit laminaren Strémungsprofilen
konnen sich die Reaktionspartner nur durch die Diffusion im Mischkanal mischen.
Daher wird die Zeitauflésung (z;) des  Mikromixers durch die
Diffusionsgeschwindigkeit der Reaktionspartner, die Lange des Mischkanals und die

Flussgeschwindigkeit bestimmt.
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Druckminderer
S

Probekammer S,

Probekammer M

Ausgang A

Stickstoffgasleitung
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Abbildung 3.3-3 Schematische Darstellung der Druckinstallation zur Erzeugung und Kontrolle der
Stromungen in der mikrofluidischen Zelle. Das Koordinatensystem wird fiir die gesamte Arbeit so
definiert, dass der Detektionskanal entlang der x-Achse und die Seiteneingénge entlang der y-Achse
orientiert sind. Bei der Druckinstallation wurden die Druckminderer
(Swagelok KPR1CFC422C20000) mit einem digitalen Manometer (GE DPI 104) verwendet.

Die Zeitauflosung eine Continuous Flow Messung wird allgemein bestimmt durch
die Zeit, die gebraucht wird, um die Reaktionspartner in der Mischkammer zu
vermischen. Im Mikromixer bestimmt die Flussgeschwindigkeit im Mischkanal
(Abbildung 3.3-5) zusammen den Diffusionsgeschwindigkeit der Reaktionspartner
die Zeitauflosung. Bei zu langsamer Flussgeschwindigkeit im Mischkanal kénnen
die Reaktionspartner gegen den Strom im Mischkanal diffundieren, was dazu fiihrt,
dass eine Reaktion der Reaktanten vor dem Mischkanal stattfinden wiirde.
Umgekehrt bei zu schneller Flussgeschwindigkeit im Mischkanal, werden die
Reaktionspartner durch den Mischkanal transportiert, bevor sie sich mit Hilfe der

Diffusion vermischen.
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!@onfokale Volumen

PDMS

@k ___________________
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Deckglaschen

Sammelkegel
des Objektivs

Abbildung 3.3-4 Schematische Darstellung der konfokalen Messungen innerhalb einer
mikrofluidischen Zelle.

rs steht fliir Radius der Schnittfliche zwischen dem Boden des Mikrokanals und dem Sammelkegel
des Objektivs, wenn das konfokale Volumen exakt auf der halben Hohe des Kanals platziert wird.
Dunkelgrau reprisentiert Polydimethylsiloxan (PDMS). Hellgrau reprisentiert Glas.

Die Zeitauflosung von Continuous Flow Messungen sind weiter limitiert durch den
minimal moglichen Abstand des Detektors zur Mischkammer in Flussrichtung. Im
Falle des Mikromixers wird ein konfokales Fluoreszenzmikroskop fiir die
Messungen verwendet (Abbildung 2.3-1). Hier wird das Anregungslicht direkt in die
Mitte der Mikrokanélen fokussiert und das Fluoreszenzlicht mit dem gleichen
Objektiv gesammelt. Der Sammelkegel des Objektivs bestimmt den Mindestabstand
des konfokalen Volumens von dem Mischkanal. Fiir den im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Mikromixer betrdgt der minimale Abstand des Detektors vom
Mischkanal 10 pm (Abbildung 3.3-5) [20]. Der gezeigte Mikromixer ist optimiert fiir
kleinere organische Molekiille (zB. Harnstoff D= 1410 cm?/s [82] als
Reaktionspartner bei Proteinfaltung) und einer mittleren Stromungsgeschwindigkeit
von 4-30 um/ms im Mischkanal. Damit betrdgt die maximale Zeitauflosung des

Mikromixers circa t; = 1.8 ms (Tabelle 3.3-1 [20]).
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Abbildung 3.3-5 Ausschnitt aus der Mitte des Mikromixers. Die Vermischung der Reaktionspartner
erfolgt mittels Diffusion hauptsichlich im 5 pm breiten und 30 um langen Mischkanal (Abschnitt a).
Im Abschnitt b des Detektionskanals findet die Anderung des Strémungsprofils
(Parabolisch->Pflugartig [83]) aufgrund des Breiteunterschieds zwischen dem Mischkanal und
Detektionskanal statt. Dieser Abschnitt wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit als
»~Abbremsabschnitt bezeichnet, weil die Flussgeschwindigkeit in diesem Abschnitt mit steigender
Entfernung vom Mischkanal abnimmt. Im Abschnitt ¢ des Detektionskanals ist die Stromung voll
entwickelt, d.h. das Stromungsprofil entlang des Detektionskanals &ndert sich nicht mehr.
Entsprechend bleibt ab hier die Flussgeschwindigkeit bei steigender Entfernung vom Mischkanal
konstant. Die dreieckige Markierung (unten im Bild) zeigt den Mindestabstand (x;y = 10 um) von dem
Mischkanal in x-Richtung, bei dem der Sammelkegel des Objektivs (violette Kreis) die Wénde des
Kanals nicht beriihrt (siche auch Abbildung 3.3-4).

Die Fluoreszenzmessungen in einem Micromixer erfordern die genaue Kenntnis der
in den Kanidlen vorherrschenden  Stromungsprofile, welche  mittels
Stromungssimulationen (CFD, eng. Computational fluid dynamics) bestimmt werden
konnen. Die Genauigkeit der berechneten Stromungen wird durch die
Herstellungsprozess bedingte Abweichungen der Dimensionen der Kanile von etwa
1 pm eingeschriankt. Deswegen wurden im Rahmen dieser Arbeit, zusitzlich zu den
Stromungssimulationen, die  Stromungen  mittels  Fluoreszenzkorrelations-
spektroskopie (FCS) direkt gemessen. Die Charakterisierung der Stromungsprofile in
den Mikrokandlen mittels FCS erfordert eine Vielzahl von einzelnen FCS-

Messungen. Umgekehrt wurde die aus Stromungssimulationen resultierende
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Kenntnis der Flussprofile in Kombination mit FCS dazu verwendet, um die
Diffusionseigenschaften einer fluoreszierenden Probe exakt zu ermitteln, was mittels

FCS-Messungen allein nicht moglich wire.

Tabelle 3.3-1 [20] Die fiir den Stromungsgeschwindigkeitenbereich von 4-30 pm/ms im Mischkanal
notwendigen Druckdifferenzen zwischen den Eingéngen und Ausgéngen des Mikromixers (4p), die
maximale Zeitauflosung (z;) fir die Messungen der Reaktionskinetiken wund die
Flussgeschwindigkeiten im Abschnitt mit dem vollentwickelten laminaren Stromungsprofil (u,.) und
die Flussgeschwindigkeiten am Punkt xy (u49) (Abbildung 3.3-5)). Die Zeitauflosung z, entspricht der
mittleren Zeit, die Molekiile brauchen um von dem Knotenpunkt bis zu dem Punkt x;, bei gegebenen
Stromungsgeschwindigkeit zu gelangen. Alle Werte wurden mittels numerischen Simulationen mit
Wasser als Ldsungsmittel mit einer Viskositit von #x=1.0 mPa's, einer Probe mit dem
Diffusionskoeffizient von D = 10" cm?/s und einer Druckdifferenz mit der Bedingung Ap = 4p, = 4p,,
(gleiche Druck an den Seiteneingingen und dem Mitteleingang) berechnet. Die
Flussgeschwindigkeiten u, und u;, reprisentieren die maximalen Flussgeschwindigkeiten in der Mitte
des Detektionskanals.

Ap [kPa] 74 [ms] uyg [um/ms] U, [um/ms]
3 18.9 1.0 0.4
4 11.7 1.4 0.6
6.9 6.3 2.4 1.0
12.4 3.1 4.3 1.8
20.2 1.8 7.2 3.0

Dariiber hinaus konnen die mittels CFD berechneten Flussprofile dazu verwendet
werden, um die Position des konfokalen Volumens im Detektionskanal exakt zu
bestimmen, was die Zeitauflosung von Continuous Flow Messungen erhéhen wird.

Die Einsatzmdglichkeit des Mikromixers fiir Einzelmolekiilmessungen wird durch
die Anzahl der Photonen begrenzt, die notwendig ist um zu Diskriminierung des
Fluoreszenzsignals von dem Untergrundsignal und dessen Analyse durchzufiihren
(Kapitel 2.4, [84]). Gleichzeitig bewirkt der Fluss im Mikromixer eine Verkiirzung
der Verweildauer der Fluorophore im Detektionsvolumen, was eine Verringerung der
detektierten Anzahl der Fluoreszenzphotonen zufolge hat. Deswegen wurde das
Radikalkation- und Triplettzustinde 16schende Additiv (4-4ZB-C) (Kapitel 3.2.2) fiir
die Einzelmolekiilmessungen von Rhodamin 123 unter Flussbedingungen verwendet.
Die fluoreszenzsignalsteigernde Wirkung des Additivs sollte den Einsatz des
Mikromixers bei schnellen Flussgeschwindigkeiten ermoglichen, da die
flussbedingte Verringerung des Fluoreszenzsignals durch das Additiv kompensiert

werden kann.

170



Experimente und Auswertung 33

3.3.3 Methoden

3.3.3.1 Herstellung des Mikromixers

Zum Herstellen der PDMS-Matrix (PDMS steht fiir Polydimethylsiloxan) wird eine
negative Form der Kanéle in Silizium oder Glas benétigt (wird iiblicher Weise
mittels Fotolithografie aus Siliziumwafer hergestellt) [20]. Die Siliziumform fiir in
dieser Arbeit prisentierte mikrofluidishe Zelle wurde von Shawn H. Pfeil in dem
Reinraumlabor der Universitit in Santa Barbara aus einem Siliziumwafer angefertigt.

Unvernetztes PDMS Vernetzungsmittel

Form aus Silizium

(,,Negativ* fur die Mikrokanéle)
Abbildung 3.3-6 Herstellung der Mikrostrukturen aus PDMS

Um die PDMS-Matrix herzustellen, wird das unverletztes PDMS (RTV615
Komponente A) mit einem Vernetzungsmittel (R7V615 Komponente B) vermischt
(10/1) und auf das Siliziumnegativform gegossen (Abbildung 3.3-6). Nach dem
Aushérten von PDMS wird das Negativ entfernt. So erhélt man einen festen Abdruck
der mikrofluidischen Zelle in PDMS.

Danach wird der PDMS Abdruck auf ein Deckgléschen platziert. Das Deckglidschen
schlieit die Kanéle nach unten ab und erlaubt gleichzeitig Fluoreszenzmessungen in
den Kanilen mittels eines konfokalen Fluoreszenzmikroskopes (Abbildung 2.3-1)
Zusitzlich wird ein Gehéduse mit Druckanschliissen benétigt, um mittels Gasdruck
den Fluss in den Mikrokanélen zu erzeugen [20] (Abbildung 3.3-7, Abbildung 3.3-3).
Die  Kontrolle des  Drucks erfolgt durch zwei  Druckminderer

(Swagelok KPR1CFC422C20000) mit einem digitalen Manometer (GE DPI 104)
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(vergleiche Abbildung 3.3-3). Der Druck an den beiden Druckminderer wird relativ
zum Druck am Ausgang des Mixers (atmosphérischen Druck im Labor) eingestellt.
Uber die beiden Druckminderer werden sowohl die Stromungsgeschwindigkeiten als
auch das Mischungsverhiltnis im Beobachtungskanal mit einer Genauigkeit von
+ 2 % eingestellt (Abbildung 3.3-3).

Stickstoff
Fliissigkeit
AY

Probenkammer

Aluminiumgehiuse

--"Mikrokanal

Fluss

Deckgldaschen

I

"

"

i

i

i

i

i

"

i

"

i
_

Abbildung 3.3-7 Ausschnitt aus dem Gehduse zur Erzeugung von Druck
3.3.3.2 Strémung einer inkompressiblen Flussigkeit in rechteckigen Kandilen

Die Bewegung eines Volumenelements (d}) in einer inkompressiblen Fliissigkeit
wird durch die Navier-Stokes-Gleichung (Gleichung 3.3-1) beschrieben . Die rechte

Seite der Navier-Stokes-Gleichung repriasentiert die wirkenden Krifte auf das
Volumenelement (Druckkraft /7, =—Vp-dV und Reibungskraft F, :77-V2u) [85],

die linke Seite die daraus resultierende Impulsdnderung des Volumenelements.

p-(%+(u-Vu)j:—Vp+n-V2u 3.3-1

u = Flussgeschwindigkeit

p = Druck

n = dynamische Viskositdit

p = Dichte

Das Verhiltnis zwischen den Trégheitskriften und den Reibungskriften einer

strtomenden  Fliissigkeit wird durch die einheitslose Reynoldszahl R,
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(Gleichung 3.3-2) représentiert. Wobei bei groBen Reynoldszahlen (R.>2000) im
Allgemeinen mit dem Auftreten von Turbulenzen gerechnet wird. Die Stromung
wird in solchen Féllen als turbulent bezeichnet. Bei kleinen Reynoldszahlen werden

keine Turbulenzen erwartet. Solche Stromung wird als laminare Stréomung

bezeichnet.
R = u-d-p 332
n

u = Flussgeschwindigkeit

d = Dimension des Kanals

n = dynamische Viskositdt des stromenden Mediums
p = Dichte des stromenden Mediums

Die Kanalh6éhe im eingesetzten Mikromixer betrdgt durchgehend /2 =10 pm die
Breite variiert im Bereich von w = 5-50 um. Damit bewegt sich die Reynoldszahl in
der GroBenordnung von Re~107. Es werden somit ausschlieBlich laminare
Stromungen erwartet.

Fir laminar stromende inkompressible  Flussigkeit ldsst sich  die

Navier-Stokes-Gleichung zur Stokes-Gleichung (Gleichung 3.3-3) vereinfachen.

0=-Vp+n-Vu 3.3-3

u = Flussgeschwindigkeit
p = Druck
n = dynamische Viskositdt

Die analytische Losung der Stokes-Gleichung fiir eine zylinderformige Kapillare
liefert ein parabolisches Flussprofil mit einem Maximum in der Mitte des Zylinders
(Gleichung 3.3-4)!. Die Integration filhrt zum Hagen-Poiseuille Gesetz
(Gleichung 3.3-5).

2 2 2
u(,,):ﬂ. -l =, [1-5 3.3-4
d 4-n r r

" Fiir die Herleitung der Gleichung wird die Randbedingung u(r = r.) = 0 benétigt.
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Q_G_V__dp.ﬂ'.r4 33'5
o dl 8n
dp  dl-8-n 3.3-6
R,y =——"—=—"7"
0 T-r

u = Flussgeschwindigkeit

0O = Volumenstrom

V = Volumen

p = Druck

R;, = Kanalwiderstand

n = dynamische Viskositdt

r = Abstand von der Mitte des Zylinders
r. = Radius des Zylinders

r = Radius der Kapillare

| = Lénge der Kapillare

Analog gelten fiir die Stromungsgeschwindigkeit und den Volumenstrom in einer
rechteckigen Kapillare mit Druckgradient in x-Richtung Gleichungen 3.3-7 und 3.3-8
[83, 85]. Das Umstellen der Gleichung3.3-8 nach -dp/Q, liefert den
hydrodynamischen Widerstand (Gleichung3.3-9) fiir eine beliebige rechteckige
Kapillare.

Q

1
|
1
= - :

Abbildung 3.3-8 Rechteckige Kapillare mit Hohe /4 und Breite w

cosh[% (- 1)}

”(,Vaz):_d*p'i - *Z Q) 3" cos[z-z-(Zn—l)} 3.3-7
dx 2 T h
n (h (2}1 l)j cosh|:; 5 (2 —1):'
_ dp h W 192-h & _ u 3.3-8
= 12 { 7w Z(2n— tanh[(zn % 2-hD
_p _ dx 3.3-9

174



Experimente und Auswertung 33

0O = Volumenstrom

u = Flussgeschwindigkeit
p = Druck

R;, = Kanalwiderstand

n = dynamische Viskositdt
w = Breite der Kapillare
h = Héhe der Kapillare

3.3.3.3 Analogie zum Ohm’schen Gesetz

Die Driicke und Stromungen in einem verbundenen Kanalsystem mit durchgehend
laminaren Stromungsbedingungen lassen sich analog zu elektrischen Strom und
elektrischen Wiederstand berechnen. Die Gleichung 3.3-9 kann in eine Form analog
zum Ohm’schen Gesetzes umgeschrieben werden (Gleichung 3.3-10). Dabei ist der
Volumenstrom Q analog zur elekt. Stromstirke, der Druck p analog zur elekt.

Spannung und die Proportionalititskonstante R;, analog zum elekt. Widerstand.

Ap
__Ap 3.3-10
0 R

h

O = Volumenstrom
Ry, = hydrodynamischer Widerstand der Kapillare
p = Druck

Tabelle 3.3-2 Dimensionen und Stromungswiderstand (fiir Wasser 1 = 1.0 mPas) der rechteckig
geformten Abschnitte der Kanidle des mikrofluidischen Mixers, berechnet nach der Gleichung 3.3-9
[20]. Die Hohe der Kanéle im gesamten Mikromixer betrigt 10 pm.

Kanal Widerstand Ry, | Breite Hohe Ldnge
[kPas/nL] | [um] [um] [um]
Eingang M 111.89 5 10 8000
Eingang S 47.03 6 10 5300
Detektionskanal | 3.02 50 10 11000
Mischkanal 0.42 5 10 30
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Abbildung 3.3-9 Vier Widerstands Modell zur Beschreibung des Flusses im Mikromixer [86]. R und
Q stehen fiir den hydrodynamischen Widerstand und den Volumenstrom. Die Indizes A, M, S stehen
fir Ausgang, Mitteneingang und Seiteneingang (ndheres siehe Kap 3.3.3.4). Bei der gegebenen
Geometrie des Mixers sind die hydrodynamischen Widerstidnde der nicht rechteckig geformten Teile
der Kanidle vernachldssigbar klein im Vergleich zu den Widerstinden der mm langen rechteckig
geformten Abschnitte der Kanéle (Tabelle 3.3-2). Der Druck am Ausgang (P,) ist der atmosphérische
Druck im Labor, dieser Druck wird als Referenz fiir die an den Eingédngen eingestellten Driicke
verwendet.

Mit dieser Analogie zwischen hydrodynamischen und elektrischen Netzwerken
konnen auch die beiden Kirchhoffschen Gesetze fiir die Berechnung des Druckes und
des Volumenstromes im mikrofluidischen Systems angewandt werden (siche

Abbildung 3.3-9) [86].

P -F  1+20-m,

= 3.3-11
P,~F 2(c+y-m,)
Py =P =R;-(c+m,7)-0p=(R,+Ry-m,)-0, 33412
By =P =Ry @+, 1)U B= (R, 4 Ry 1)t - 3313
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P = Druck

R;, = Kanalwiderstand

m, = Mischungsverhdltnis (= Q)/Op)

0O = Volumenstrom

Uy = Maximale Stromungsgeschwindigkeit

B = Volumenstrom/Maximale Stromungsgeschwindigkeit

Ry = 3.44 kPa s/nL Widerstand des Ausgangs (Detektionskanal+Mischkanal)

0 =R,/Rs=0.073

y = Ry/Rs=2.379

Indizes A, M, S, D stehen Fiir Ausgang, Mitteeingang, Seiteneingang, Detektionskanal

Bei gleichen Druck an den beiden Seiteneingingen Pg= Ps; = Ps, gilt flir das
Mischungsverhéltnis m im Detektionskanal (m, = Oy/Op Qu= Volumenstrom im
Mitteleingang, Op = Volumenstrom im Detektionskanal) die Gleichung 3.3-11 [20,
86]. Fiir den Fall, dass alle 3 Eingangsdriicke gleich sind (Ps; = Ps, = Py,) gilt fiir das
Mischungsverhéltnis im Detektionskanal m = 0.174 [20].

Der Volumenstrom im Detektionskanal hiangt von den Driicken Ps, Py, und Py ab.
Diese Abhidngigkeit wird durch Gleichung 3.3-12 beschrieben [20, 86]. Aus den
Gleichungen 3.3-7 und 3.3-8 ldsst sich das von der Geometrie des Kanals abhéngiger
Verhéltnis (f) zwischen der Maximalen Flussgeschwindigkeit und den

Volumenstrom berechnen. Fiir den Detektionskanal ist #=0.292 nLs ™' um'ms [20].

3.3.34 Numerische Strémungsimulationen

Nach der Einmiindung des Mischungskanals in den Detektionskanal
(Abbildung 3.3-5 Abschnitt b) dndert sich das Stromungsprofil innerhalb der ersten
50 um. Der Grund dafiir ist der Breiteunterschied zwischen dem Mischungskanal
und Detektionskanal [20, 83]. Den Verlauf der Druckidnderung und die daraus
resultierende Stromungsgeschwindigkeit in diesem Beriech wurde numerisch mittels
CFD (eng. computational fluid dynamics) Simulationssoftware OpenFoam

(http://www.openfoam.com/) nach Finite-Volumen-Verfahren berechnet.
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Abbildung 3.3-10 Die Geometrie des Simulationsbereichs des Mikromixers.
Die Hohe der Kanéle betrug im gesamten Simulationsbereich 10 um

Die Hohe der Kanile des Mikromixers betrdgt durchgehend 10 pm die Breite variiert
im Bereich von 5 bis 50 pm. Um ausreichend genaue Ergebnisse bei der Simulation
zu erzielen, ist es notwendig, den Simulationsbereich in Volumina mit einer Grofe
von weniger als 10" m? (Wiirfel mit der Kantenldnge von 1 pum) zu unterteilen.
Unter solchen Bedingungen wiirde die Simulation des gesamten Mikromixers sehr
lange Rechenzeit in Anspruch nehmen. Aus diesem Grund wurde hier nur die
Stromung in dem Mischkanal und die ersten 70 pm des Detektionskanals simuliert
(Abbildung 3.3-10). Der mittlere Bereich des Detektionskanals und des Mischkanals
wurde in Volumina mit Kantenldngen 0.25x0.5x 0.25 um unterteilt. Der Rest des
Simulationsbereichs wurde in Volumina mit Kantenlingen 1x0.5x0.25 pm
unterteilt (siche Abbildung 3.3-11).

Als Input der Simulation wird der Druckverlust zwischen dem Eingang und Ausgang
des Simulationsbereichs bendtigt. Dieser Druckverlust muss an den Druckverlust des
gesamten Mikromixers angepasst werden. Weil die Langen der Eingangskandle im
Simulationsbereich formal gegen null gehen, gehen die hydrodynamischen
Widerstdnde der Eingdnge auch gegen null (Gleichung 3.3-9). Unter diesen

Voraussetzungen vereinfachensich die Gleichungen 3.3-11, 3.3-12 und 3.3-13 zu
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3.3-14, 3.3-15 und 3.3-16 (Der Druck am Ausgang (Py) wird flir Simulation

einfacher halber auf 0 kPa gesetzt).

3.3-14

B,, 0 >0, =P =P,

1+20-m,
20+ 2ym,

3.3-15

Rsim ' QD

( Sim"’RM'mv)'QD: RM_>0> PM

by,

3.3-16

PM:Rsim.Umax ﬂ

Druck
R;, = Kanalwiderstand
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Abbildung 3.3-11 Unterteilung des Detektionskanals in finite Volumenelemente fiir CFD Simulation

(siehe Text oben).

1m

ingungen

durchzufiihren, ist es notwendig, zuerst den Volumenstrom

CFD Simulation entsprechend zu den realen Messbed

Um die

m

Mikromixer

Detektionsabschnitt des Mixers nach der Gleichung 3.3-12 zu berechnen. Danach

Gleichung 3.3-15 eingesetzt, um bei bekanntem

m

wird der Volumenstrom

179



Experimente und Auswertung 33

hydrodynamischem Widerstand des Simulationsbereichs (Ry;,,), den Druckverlust fiir
den Simulationsbereich zu bestimmen.

Die relativ kurze Lange des Simulationsbereichs erlaubt es nicht, die nicht rechteckig
geformten Abschnitte der Kanéle (vergl. Beschreibung zur Abbildung 3.3-9) bei der
Bestimmung des hydrodynamischen Widerstands des Simulationsbereich zu
vernachléssigen, und den hydrodynamischen Widerstands des Simulationsbereich
direkt zu berechnen. Deswegen muss fiir den Simulationsbereich das vier
Widerstinde Modell (Abbildung 3.3-9) modifiziert werden. Die Abbildung 3.3-12
zeigt das modifizierte vier Widerstinde Modell fiir die CFD Simulationen. Die
hydrodynamischen Widerstinde des Simulationsbereichs, fiir die eine analytische
Losung existiert (Gleichung 3.3-9) sind in der Abbildung 3.3-12 schwarz dargestellt,

fiir die rot dargestellte Widerstidnde wird eine numerische Losung bendtigt.

Detektionskanal

Eingang S,
Ps
Knotenpunkt
P R4 l Qg
= Mischkanal <
o p f o>
R o
§ M Rmisch @ 1 Rpsim |:—> %
— =0 @
5 o Rsim =Rk +Rmisch +Rp+Rpsim T 2
Qsim=Qp = Qpisch
1 | fo _
Pszl 5
Eingang S,

Abbildung 3.3-12 Erweitertes vier Widerstinde Modell zur Beschreibung des Flusses im
Simulationsbereich des Mikromixers. R und Q stehen fiir hydrodynamischen Widerstand und
Volumenstrom, Indizes K, M, S, D, Sim, Misch stehen fiir Knotenpunkt, Mitteeingang, Seiteneingang,
Detektionskanal, Simulationsbereich, Mischkanal. Die rote Farbe markiert zusétzliche Widersténde,
die nicht analytisch berechnet werden konnen. Diese Widerstinde entstehen in nicht rechteckig
geformten Verbindungen zwischen Kanélen mit verschiedenen Breiten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der benétigte Gesamtwiderstand des
Simulationsbereichs direkt mittels numerischer Simulation bestimmt. Dafiir wurde
die Flussgeschwindigkeit von 0 um/ms als Anfangsparameter fiir den gesamten

Simulationsbereich gewéhlt. Die Berechnung erfolgte in Zeitintervallen von
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At(sim) =5 ns bei einer Gesamtdauer der Simulation von #(sim_gesamt) =50 pus'.
Die Druckdifferenz zwischen dem Anfang und dem Ende des Simulationsbereichs
war konstant (4p = 0.153 kPa) iiber die gesamte Simulationsdauer. Die Ergebnisse
der Simulation sind grafisch in Abbildung 3.3-14 und Abbildung 3.3-15 dargestellt.
Da die FCS- und Einzelmolekiil-Messungen entlang der x-Achse in der Mitte des
Detektionskanals durchgefiihrt wurden, wurde der Druckgradient entlang der gleiche

Linie betrachtet (Abbildung 3.3-13).

 Knotenpunkt
\

Mischkanal

p [kPa]

" 7\ Detektionskanal

20 0 20 40 60
X [um]

Abbildung 3.3-13 Verlauf des Druckgradients in x Richtung in der Mitte des Misch- und
Detektionskanals im gesamten Simulationsbereich. Der Volumenstrom betrug QO =0.304 nL/s bei
eingestellter Druckdifferenz zwischen dem Anfang und dem Ende des Simulationsbereichs von

Ap = 0.153 kPa. Die Stellen mit nicht linear verlaufendem Druckgradient (gestrichelte Kreise)

entsprechen Stellen des Simulationsbereichs mit analytisch nicht berechenbaren Widerstdnden Ry und
Rpy (Abbildung 3.3-12).

Die gesuchten hydrodynamischen Widerstinde konnen nach der Gleichung 3.3-10
aus der Druckdifferenz (y-Achse der Abbildung 3.3-13) und dem Volumenstrom
berechnet werden. Der auf diese Weise ermittelte hydrodynamische Widerstand des
Simulationsbereichs (siehe Tabelle 3.3-3) ermdglicht es die Startparameter fiir die
numerischen Simulationen an die Messbedingungen des Mikromixers anzupassen.
Damit sind die Stromungsgeschwindigkeiten entlang der Mitte des gesamten

Detektionskanals bei gegebenen Messbedingungen exakt berechnet.

" Bei dieser Gesamtdauer der Simulation dnderte sich die Flusgeschwindigkeit bzw. der Druck am
beliebigen Punkt des Simulationsbereichs nicht mehr.

181



Experimente und Auswertung 33

Tabelle 3.3-3 Numerisch berechnete Stromungswiderstinde (fir Wasser n=1.0mPas) im
Simulationsbereich des Mixers

Kanal Widerstand R,
[kPa s/nL]

Mischkanal+ Knotenpunkt 0.451

Detektionskanal 0.052°

Eingang M >0

Eingang S >0’

Gesamter

Simulationsbereich 0.503

“Der Widerstand des Detektionskanals setzt sich aus dem 70um langen analytisch l6sbaren Abschnitt
(Rpsim = 0.019 kPa s/nL) und dem numerisch berechneten Anfangsbereichs (Rpy = 0.033 kPa s/nL)
zusammen

"Der Widerstand der Eingdnge geht gegen null, dabei bleibt das Verhltnis y = Ry/Rs konstant..

kPa

)
J

Abbildung 3.3-14 Verlauf des Druckgradients im Detektionskanal in der Mitte des Misch - und
Detektionskanals in der x,y-Ebene.Der Volumenstrom betrug O =0.304 nL/s bei eingestellter

Druckdifferenz zwischen dem Anfang und dem Ende des Simulationsbereichs von Ap = 0.153 kPa
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Abbildung 3.3-15 Verlauf der Flussgeschwindigkeit im Simulationsbereich. Der Volumenstrom
betrug O =0.304 nL/s bei eingestellter Druckdifferenz zwischen dem Anfang und dem Ende des

Simulationsbereichs von 4p = 0.153 kPa. A) Die Mitte des Misch- und des Detektionskanals in der
x,y-Ebene. B) Die Mitte des Misch- und des Detektionskanals in der x,z-Ebene. C) Die y,z-Ebene am
Ende des Simulationsbereichs.

3.3.3.,5 Fluoreszenzmessungen im mikrofluidischen Mixer

(Einzelmolekiilfluoreszenzaufbau 2)

Die FCS- und Einzelmolekiilmessungen unter Flussbedingungen wurden an einer
modifizierten Version des Fluoreszenzaufbaus (Abbildung 2.3-1) durchgefiihrt. Als
Anregungsquelle wurde ein gepulster Argon-lonen-Laser (Sabre Innova Coherent,
krep = 73.5 MHz bei 496.5 nm) verwendet. Das Anregungslicht wurde iiber einen
Strahlteiler (AHF, Q 505 LP XR) in ein Wasserimmersions-Objektiv (Olympus,
UPLAPO 60 NA =1.2) eingekoppelt. Der Fluoreszenzstrahl wird mit einem
Polarisationsteiler in zwei Polarisationebenen (parallel und senkrecht zur
Polarisationsebene des Anregungslichts) getrennt. Jede der Polarisationsebenen wird
wiederum mit einem Strahlteiler (AHF, HQ 595 LP) in die spektrale Fenster griin
(508-551 nm mit zusétzlichen Filter, (AHF, HC 530/43)) und rot (645-795 nm mit
zusitzlichen Filter, (AHF, HQ 720/150)) aufgeteilt. Als Detektoren wurden vier
Perkin-Elmer Einzelphotonendetektoren (APD, SPCM-AQR-14) verwendet. Die
Signale der Detektoren wurden von zwei unabhingigen PC-Karten (SPC-150,
Becker & Hickl) verarbeitet. Zusitzlich konnte der Fluoreszenzstrahl mit einem
Klappspiegel vor der Lochblende, auf eine CCD Kamera (CCD, DV887 ECS-BYV,

Andor) umgelenkt werden.
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3.3.3.6 Position des konfokalen Volumens im Detektionskanal

Die Position des konfokalen Volumens im Detektionskanal entlang der x-Achse
wurde anhand von Reflexen des Laserlichts an PDMS/Wasser- oder PDMS/Luft-
grenzflachen) in den 4 um breiten Markierungen an der Seite des Detektionskanals
bestimmt (Abbildung 3.3-2 Seite 166). Die Position des konfokalen Volumens im
Detektionskanal entlang der y-Achse und z-Achse wurde ebenfalls anhand von
Reflexen an PDMS/Wasser-Grenzflachen bzw. Glas/Wasser-Grenzflichen (Wénde
des Detektionskanals) ermittelt. Bei der Bestimmung der Position in x,y-Ebene kann
anhand der Bosch-Prozess' bedingten Rauigkeit der Kanalwinde [87] die
Positionsgenauigkeit von ~1 pm erwartet werden. Die Genauigkeit der Position
entlang der z-Achse (HOhenposition) kann deutlich genauer mit einer Genauigkeit
von =300 nm (beugungsbegrenzt) bestimmt werden, da in dem Fall die glatte
Oberflache des Deckgldschen als Referenz genommen werden kann.

Bei mehreren Messungen mit der gleichen Mikromixer Zelle wurden die Position in
x,y-Ebene nur einmal relativ zu den Markierungen bestimmt. Fiir alle weiteren
Messungen wurden die Positionen mit Hilfe des Piezo-Scanners (Physik Instrumente,
P-227) relativ zu der zuvor bestimmten Position ermittelt. Im Gegensatz zu der
Position des konfokalen Volumens in x,y-Ebene wurde die Position entlang der z-
Achse bei jeder Anderung der Position in x,y-Ebene, relativ zu der Glas/Wasser-

Grenzflache bestimmt.

3.3.3.7 Einfachere Konstruktion fiir die Einzelnmolekiilmessungen (MFD) unter

Flussbedingungen (siehe Kapitel 3.3.4.2)

Aufgrund von relativ komplizierter Handhabung des oben beschriebenen
Mikromixers wurde zusitzlich zum Mikromixer eine einfachere Konstruktion fiir die
Durchfithrung der Einzelmolekiilexperimente unter Flussbedingungen verwendet.

Die Konstruktion bestand aus einer kommerziell erwerbbaren Probenkammer (sticky-
Slide I Luer, Ibidi) mit einem rechteckigen Kanal mit den Mallen
(Hohe x Breite x Lange) von 0.1x5.0x48 mm. Der Fluss in der Probenkammer

wurde mittels unterschiedlichen Fliissigkeitsstinden in den an beiden Enden des

! Als Bosch-Prozess wird das reaktive Silicium-Ionentiefenitzen Ferfahren bezeichnet.
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Kanals angeschlossenen Spritzen erzeugt. Die Genauigkeit bei der Messung der
Fliissigkeitsstédnde betrug 47 = 1 mm, was einen Fehler bei der Flussgeschwindigkeit
von Au = 0.2 pm/ms (bezogen auf Wasser bei 20° C) nach sich ziehen wiirde, wenn
nur die Probenkammer mit dem entsprechenden hydrodynamischen Widerstand von
R, =0.117 kPa-s/nL (bezogen auf Wasser bei 20° C, siche Gleichungen 3.3-7, 3.3-8
und 3.3-9) verwendet wiirde. Um den Fehler der Flussgeschwindigkeit zu
minimieren, wurde zusitzlich eine Schleife bestehend aus einer runden Kapillare mit
der Liange und dem Innendurchmesser von /=0.55m bzw. =440 um zwischen

dem Ausgang des Kanals und der Auslassspritze eingebaut.

Einlassspritze

Auslassspritze

Abbremskapillare

Ibidi-Probekammer

Objektiv

y

Abbildung 3.3-16  Konstruktion  fiir ~die Erzeugung von  Flussbedingungen  bei
Einzelmolekiilexperimenten (siche Kapitel 3.3.4.2).

Aufgrund des zusdtzlichen hydrodynamischen Widerstands der Kapillare von
R, =0.6 kPa-s/nL (bezogen auf Wasser bei 20° C, siehe Gleichungen 3.3-4, 3.3-5,
und 3.3-6) konnte die Flussgeschwindigkeit in der Konstruktion in dem Bereich von
u=0.5-3 pm/ms (entspricht einem Fliissigkeitsstanddifferenz von 44 = 1-10 cm mit
einer maximalen Genauigkeit von Au=0.03 pm/ms eingestellt werden. Die
tatsdchliche Flussgeschwindigkeit im Kanal wurde mittels FCS wihrend der

jeweiligen Messung bestimmt (Kapitel 3.3.3.8).
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3.3.3.8 Die Messungen der Flussgeschwindigkeit im Mikromixer mittels FCS

Alle FCS-Messungen im Mikromixer erfolgten am Fluoreszenzeinzelmolekiilaufbau.
Fir die FCS-Messungen des Flusses im Mikromixer wurde eine Ldsung des
Fluorophors Rhodamin 110 (Rh 110) in Wasser eingesetzt. Alle FCS-Messungen
erfolgten entlang des Detektionskanals, wobei das konfokale Volumen grundsétzlich
mittig im Detektionskanal in Bezug auf die H6he und die Breite des Kanals platziert
wurde (siche Abbildung 3.3-5 und Abbildung 3.3-4). Die Position des konfokalen
Volumens beziiglich der Breite und der Hohe des Detektionskanals wurde mittels der
Lichtreflektion an den Wasser-Glas bzw. Wasser-PDMS Grenzfliche der
Kanalwinde bestimmt. Die Position entlang des Detektionskanals wurde hingegen
mit Hilfe der Referenzmarken (siehe Abbildung 3.3-2) bestimmt. Fiir die Analyse der
FCS-Daten wurde die FCS-Gleichung mit je einem Term fiir die Diffusion, fiir den
2-Dimensionales Fluss und fiir den Triplettzustand des Fluorophors verwendet
(Gleichung 3.3-17). Im Falle einer Flussstromung in die x-Richtung des
Detektionskanals ist die charakteristische Flusszeit # direkt mit der radialen
Ausdehnung des konfokalen Volumens (ay) liber die Gleichung 3.3-18 verkniipft
[88]. Die Bestimmung der GroBle des konfokalen Volumens wurde mittels bekannten
Diffusionskoeffizienten des RA 110 durchgefiihrt (Dgpsio= 4.410°+0.3 cm?/s bei
der Temperatur von T = 22.5° C [46]). Damit betrug die Ausdehnung des konfokalen
Volumens @y=0.24+0.008 pm und zp=1pum [89] in radiale und axiale
Richtungen. Die Beriicksichtigung der Ausdehnung des konfokalen Volumens
zusammen mit dem Flussprofil im Detektionskanal (Kapitel 3.3.3.4) ergibt fiir die
mittels FCS gemessene Flussgeschwindigkeit wupcs = tg'0.99 (Upqe = maximale

berechnete Flussgeschwindigkeit in der Mitte des Kanals.)

'Gf(tc).GT(tc) 3.3-17

el | ’
T
2y Z
t.
G,(t,) :(I—AT + A, -exp(—t—‘j]
T
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, 1
/ I+
tD
0)
u=-" 3.3-18
ly

t. = Korrelationszeit

ty = Diffusionszeit (die Zeit, die ein frei diffundierendes Fluorophor braucht um das konfokale
Volumen zu durchqueren)

tr= Flusszeit (analog der Diffusionszeit)

u = Flussgeschwindigkeit

tr = Triplettrelaxationszeit (analog der Diffusionszeit)

Ar = Triplettamplitude

wy/'zg = Parameter, die das konfokale Messvolumen charakterisieren z, = Radius des Volumens
entlang der z-Achse, @) = Radius des Volumens in der x,y-Ebene)
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3.34 Ergebnisse

3.34.1 Die Charakterisierung der Flussprofile und der Transporteigenschaften
der Fluorophore mittels einer Kombination aus FCS-Messungen und CFD-

Simulationen

Die FCS-Messungen der Flussgeschwindigkeit im Bereich des Detektionskanals mit

dem vollentwickelten laminaren Strémungsprofil

Die mittels FCS-Messungen bestimmte Flussgeschwindigkeit im Bereich des
Detektionskanals mit vollentwickelten laminaren Stromungsprofil (Abbildung 3.3-5
Abschnitt ¢ Seite 169) stimmte exakt mit der mittels Gleichung 3.3-13 berechneten
Flussgeschwindigkeit iiberein (Abbildung 3.3-17 B).

3.0.B
o FCS-Messungen
— - - - - Berechnet
—_ g lin. Anpassung
E £ 2.0
2 e
= )
<14 4p6.9kPa
© 12— 4p12.4kPa 1.0

—— Ap 20.2 kPa

1-0 T T T T T T T
1E-4 1E-3  0.01 0.1 1 10 5 10 15 20

t [ms] 4p [kPa]

Abbildung 3.3-17 A: normierte FCS-Kurven von Rh 110 im Wasser bei verschiedenen Driicken (mit
Ap = Aps = 4pyy),die in einem Abstand von 60pum von dem Mischungskanal entlang des
Detektionskanals in der Mitte des Detektionskanals aufgenommen wurden (vergleiche
Abbildung 3.3-5 Abschnitt c).

B: Auftragung der analytisch berechneten (Gleichung 3.3-13) Flussgeschwindigkeiten (rote
gestrichelte Linie) und mittels FCS gemessenen (leere Punkte) Flussgeschwindigkeiten gegen die
verwendete Druckdifferenz (mit Ap = Aps = 4pyy). Jeder leere Punkt représentiert einen Mittelwert
iiber 5 FCS-Messungen bei der gleichen Druckdifferenz mit durch die Fehlerbalken reprasentierter
Standardabweichung (6* =~ 5%). Die graue Linie reprédsentiert lineare Anpassung an die gemessenen
Datenpunkte.

Diese Ubereinstimmung der mit Hilfe von FCS gemessenen und analytisch
berechneten Flussgeschwindigkeiten, erdffnet die Moglichkeit, die berechneten
Flussgeschwindigkeiten = einzusetzen @ um  mittels  FCS-Messungen  die
Diffusionseigenschaften der Fluorophore zu untersuchen. Die analytisch nicht
bestimmbaren Abmessungen des konfokalen Volumens ist einer der wichtigsten
Quellen fiir die systematische Abweichungen bei Bestimmung der

Transporteigenschaften der Fluorophore mittels FCS [90-92]. Bei bekannter
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Flussgeschwindigkeit kann die Bestimmung der Abmessungen des konfokalen
Volumens umgangen werden, indem der Diffusionskoeffizient eines Fluorophors mit
Hilfe der Gleichung 3.3-19 (Kombination aus Gleichung 3.3-18 und
Gleichung 1.1-26 (Seite 17)) direkt aus der Steigung der linearen Auftragung von
t7/(4-ty) gegen u’ berechnet wird.

2

t, D
M'l‘fZ ’4-D-td:>L=—2 3.3-19

4-t, u

t; = Relaxationszeit des Korrelationsterms der Diffusion
ty = Relaxationszeit des Korrelationsterms des Flusses

u = Flussgeschwindigkeit

D = Diffusionskoeffizent

1.5

, [ms]

2 14t

tf

0-0 T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

u*[(ms/um)’]

Abbildung 3.3-18 Die Auftragung von t7/(4t,) gegen u’. Die leeren Punkte représentieren einen
Mittelwert tiber 5 FCS-Messungen bei der gleichen Flussgeschwindigkeit (Druckdifferenz) mit durch
die Fehlerbalken der y-Achse reprisentierter Standardabweichung. Die Fehlerbalken der x-Achse
repriasentieren maximale Abweichung der Flussgeschwindigkeit die aus der Bosch-Prozess bedingten
Ungenauigkeit der Dimensionen der Kanéle des Mikromixers von £0.5 um und der Genauigkeit der
Druckbestimmung von + 1% resultieren (gesamt + 5%).

Die graue Linie reprisentiert die lineare Anpassung an die gemessenen Datenpunkte. Die Steigung
der linearen Anpassung entspricht herbei dem Diffusionskoeffizienten des Fluorophors.

Der mittels der Auftragung von #7/(4t;) gegen u’? berechnete Diffusionskoeffizient
des Rh 110 von D,y110= 0.44:10°+0.04 pmz/ms entsprach genau dem in Literatur
angegebenen Wert von Dy, = 0.44- 10°+0.03 umz/ms [46].
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Die FCS-Messungen im Bereich mit dem nicht entwickelten laminaren

Stromungsprofil

Bei Messungen nah an der Einmiindung des Mischkanals in den Detektionskanal
(Abbremsabschnitt des Detektionskanals Abbildung 3.3-5 Abschnitt b Seite 169),
werden groBere, systematische Abweichungen der mittels FCS bestimmten
Flussgeschwindigkeiten von den mittels CFD berechneten Flussgeschwindigkeiten
im Vergleich zu den Flussgeschwindigkeiten im Bereich mit dem vollentwickelten
laminaren Stromungsprofil beobachtet (Abbildung 3.2-23 A). Der Grund dafiir ist die
ungenaue Position des konfokalen Volumens entlang der x-Achse im
Detektionskanal, wobei diese Position nur einmal fiir jede Messreihe bestimmt wurde
(Kapitel 3.3.3.6), was zu unterschiedlichen systematischen Verschiebungen der
Flussgeschwindigkeiten bei verschiedenen Messreihen fiihrte (Abbildung 3.2-23 A,
O).

Eine aus diesem Grund auftretende systematische Abweichung der
Flussgeschwindigkeit ldsst sich berechnen, in dem die gemessene Anderung der
Flussgeschwindigkeit mit der mittels CFD berechneten Anderung der
Flussgeschwindigkeit verglichen wird. Unter Berlicksichtigung der Genauigkeit der
FCS-Messungen (6>~ 5 % Fehlerbalken in Abbildung 3.2-23) kann mit Hilfe

Gleichung 3.3-20 eine X -Fliche fiir die FCS-Messungen errechnet werden
(Abbildung 3.2-23) deren Minimum die systematische Verschiebung der Position des
konfokalen Volumens anzeigt (Abbildung 3.3-19).

u 2
2= ii\/ (e _uCFaDz(Au’Ax)) : 3.3-20
—Au —Ax

o’ = Standardabweichung der Flussgeschwindigkeit bei FCS-Messungen

urcs = Mittels FCS gemessene Flussgeschwindigkeit

ucrp = Mittels CFD berechnete Flussgeschwindigkeit

Ax = systematische Abweichung der Position des konfokalen Volumens entlang der x-Achse (entlang
des Detektionskanals)

Au = zusdtzliche systematische Abweichung der Flussgeschwindigkeit. die nicht auf die falsche
Position des konfokalen Volumens entlang der x-Achse zuriickzufiihren ist.

Bei den Messungen wurde eine maximale Abweichung der Position des konfokalen
Volumens von Ax=1.2pum beobachtet (Abbildung 3.2-23 B). Eine daraus

resultierende Abweichung der Flussgeschwindigkeit wiirde zu einem zusétzlichen
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maximalen Fehler bei der Zeitauflssung des Mikromixers von + 10 %' fithren, wenn
die Messungen im Abstand von 10um vom Mischkanal entlang des

Detektionskanals (Position x;9 Abbildung 3.3-5) durchgefiihrt werden.

42 4.0 - 2
A 4p=202kPa B | C 4p=69kPa D
404\ ° FCS-Messungen | x.? | 3.5 244 o Fcs-Messungen = w156 11
1 CFD Voraussage [|w1.75 CFD Voraussage 1.26
3.8 |-~ - korrigiert 1.45 1t3.0 - korrigiert 091 0
- 110 —20- M o.56
7] - -
E 6l o7 | 25— g | 132
£ i l| S g 3
-4 & .
S 34 1 2.0% 5. 1.6 . % -..-zﬁ
S = u
| L1.5 3 .3
3.2
I | 1.0 1.2 4
3.0 || ..l|
T T — T T . 0.5 T ? T T ! T —+-5
20 30 40 50 >60 0.5 1.0 1.5 2.0 20 '40 >60 -04 -0.2 0.0 0.2 0.4
Abstand vom Mischkanal [um] Ax [um] Abstand vom Mischkanal [pm] Ax [um]

Abbildung 3.3-19 Die Flussgeschwindigkeiten im Abbremsabschnitt des Detektionskanals bei den
Driicken von Ap = Aps= Apy, = 20.2 kPa (A) und 4p = Aps = Apy, = 6.9 kPa (B)

Die leeren Punkte reprisentieren FCS-Messungen. Die angezeigten Fehlerbalken représentieren die
Standardabweichung berechnet aus 5 Messungen im Bereich des vollentwickelten laminaren
Stromungsprofils. Die durchgezogenen roten Linien repréisentieren die dem eingestellten Druck
entsprechende, mittels CFD berechnete Flussgeschwindigkeit. Die gestrichelten roten Linien

reprasentieren die mittels CFD berechnete Flussgeschwindigkeit bei der die Minima der X.-Flichen
(B, D siche auch Gleichung 3.3-20) zusitzlich beriicksichtigt wurden. Die Abbildungsteile B und D

zeigen die X-Flichen (siche Gleichung 3.3-20) mit durch die schwarzen gestrichelten Linien
markierten Minima. Die schwarzen Konturlinien umranden den Bereich um das Minimum mit einem
Konfidenzniveau von 5 %.

Die Berticksichtigung des Minimums der % -Fliche und des Konfidenzniveaus von
5 % erlaubt es die Position des konfokalen Volumens entlang des Detektionskanals
mit einer Genauigkeit von + 0.250 um zu bestimmen, was zu einer deutlichen
Reduktion des Fehlers bei der Zeitauflosung des Mikromixers bis auf + 2 % fiihrt®.
Neben der systematischen Verschiebung der Flussgeschwindigkeit aufgrund der

ungenauen Position des konfokalen Volumens konnte bei der Berechnung des

Minimums der X’-Flichen eine zusitzliche systematische Verschiebung der
Flussgeschwindigkeit von + 2 % beobachtet werden. Diese zusétzliche systematische

Verschiebung der Flussgeschwindigkeit entspricht den Schwankungen der

" Diese Fehler wurden mit Hilfe der numerischen Simulationen (Kapitel 3.3.3.4) berechnet.
? Die genannten Zahlenwerte beziehen sich auf die in Abbildung 3.2-23 gezeigte Messreihen. Die
tatsdchliche Genauigkeit der Bestimmung der Position des konfokalen Volumens mittels der Minima

der X, ’-Flichen héngt von der Anzahl und der Genauigkeit der FCS-Messungen ab.
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eingestellten Druckdifferenz, die aufgrund der Limitierung der Aufldsung der

verwendeten Manometer (Kapitel 3.3.3.1) nicht mehr detektiert werden konnten.

3.3.4.2 MFD-Messungen unter Flussbedingungen mit und ohne Additiv
A-AZB-C

Bei den MFD-Messungen unter Flussbedingungen fiihrt die aufgrund des Flusses
verkiirzte Aufenthaltsdauer der Fluorophore im Detektionsvolumen zu einer
verkiirzten Beobachtungsdauer der Fluoreszenzbursts. Dies hat zur Folge, dass die
Anzahl der Fluoreszenzphotonen pro Burst abnimmt.

1

3 ,§3§ WVM \ B —— flow Opm/ms
1 — flow 0.4pm/ms
—_ I —o— 0 pm/ms £ —— flow 1uym/ms
E [ [ 0.4 pm/ms e —— flow 1.9um/ms
] o8 —o— 1.0 pm/ms -y —— flow 2.7pym/ms
= /‘ —o— 1.9 ym/ms 2 01
o 0.1l —o— 2.7 ym/ms 2"
2 : 3
| :
g I 7
e \ a
2 il D
0.01 : : SR AN 4 0.01 : : : . LM A
0.00 025 050 075 1.00 1.25 150 1.75 0 50 100 150 200 250 300
t; [ms] N

Abbildung 3.3-20 MFD-Messungen des RA 123 in Phosphatpuffer (25 mM pH7) unter
Flussbedingungen (Fluoreszenzaufbau Kapitel 3.3.3.5, Flusszelle Kapitel 3.3.3.7)

A) Die Verteilungen der Dauer der Fluoreszenzbursts bei verschiedenen Flussgeschwindigkeiten. Die
durchgezogenen Linien reprisentieren eine monoexponentielle Anpassung an die Verteilungen. B)
Die entsprechenden Verteilungen der Photonenzahl in den Fluoreszenzburst bei verschiedenen
Flussgeschwindigkeiten.

Die gemessenen Verteilungen der Burstsdauer (#3), bei MFD-Messungen des Rh 123
ohne Additive unter Flussbedingungen, sind in Abbildung 3.2-21 dargestellt. Die
Verteilungen der Burstsdauer lassen sich mit einer monoexponentiellen Funktion mit
anpassen (Gleichung 3.3-21), wobei die Abklingkonstante <tz> fiir die jeweilige

Verteilungen der Burstsdauer charakteristisch ist [7].

Py)=A-exp(—t,/ <ty >) 3.3-21

P(tg) = Bursthdufigkeit

tp = Burstsdauer

<tg> = mittlere Burstdauer
A = Amplitude
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Die Verteilungen der Fluoreszenzphotonenanzahl in Bursts, die ebenfalls in
Abbildung 3.3-20 sind, konnen nicht mittels einfachen monoexponentiellen Funktion
angepasst werden, deswegen werden diese Verteilungen mittels eines arithmetischen

Mittelwertes <Nz> charakterisiert (Gleichung 3.3-22).

ZNH 'NB,-
<Np>== 3.3-22
Ny.
; Bi

Beide <#3> und <Ng> fiir MFD-Messungen des Rh 123 ohne Additive unter
Flussgeschwindigkeiten, die fiir den in dieser Arbeit verwendeten Mikromixer
typisch sind, sind in Abbildung 3.3-21 A abgebildet. Damit kann der Photonenverlust
aufgrund des Flusses bei Einzelmolekiilmessungen beschrieben werden. Diese
Reduktion der Photonenanzahl im Burst wird zwangsldufig dazu fiihren, dass bei
hoheren Flussgeschwindigkeiten die Selektion der Einzelmolekiilereignisse nicht
mehr moglich sein wird, da eine minimale Anzahl an Photonen nétig ist, um ein
Einzelmolekiilereignis aus einer Photonenspur zu selektieren (Kapitel 2.4). Dariiber
hinaus ist eine mittlere Anzahl der Photonen von <Ng>>20 [84] nétig, um das
Fluoreszenzsignal im Burst analysieren zu konnen. Die durchgefiihrten MFD-
Messungen des Rh 123  zeigen (Abbildung 3.3-21), dass ab  einer
Flussgeschwindigkeit von u > 4.5 um/ms die genaue Analyse der Fluoreszenzburst
aufgrund der unzureichenden Photonenzahl nicht mehr moglich sein wird. Damit
wird der Flussgeschwindigkeitenbereich fiir den der Mikromixer konzipiert ist (3.3.2
Tabelle 3.3-1) zusitzlich durch die flussbedingte Reduktion der Photonenzahl im
Fluoreszenzburst auf 0.4-4.5 um/ms limitiert. Dies flihrt dazu, dass die maximale
Zeitauflosung fiir die Messungen der Reaktionskinetiken im Mikromixer von
74 = 1.8 ms auf 7; = 3 ms verschlechtert wird (3.3.2 Tabelle 3.3-1).

In Abbildung 3.3-21 B ist die <Ng> bei MFD-Messungen des Rh 123 mit und ohne
Additive bei einer Flussgeschwindigkeit von u=2.7 pm/ms abgebildet, wobei die
<Np> von <Np> =38 Photonen auf <Ny> = 157 Photonen steigt, wenn Additiv
A-AZB-C mit einer Konzentration von [Q] =400 uM verwendet wird und die
Leistungsdichte von </>=25kW/cm? auf </> =170 kW/cm? erhoht wird (siehe
auch Tabelle 3.3-4).
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Abbildung 3.3-21 A) Die mittlere Dauer der Fluoreszenzburst <tz> mit der entsprechenden mittleren
Anzahl der Fluoreszenzphotonen pro Burst <Ng> bei MFD-Messungen des Rh 123 unter
Flussbedingungen (Fluoreszenzaufbau Kapitel 3.3.3.5, Flusszelle Kapitel 3.3.3.7, Phosphatpuffer
(25 mM pH 7)). Rote gestrichelte Linie reprasentiert den numerisch berechneten Verlauf von <Ng>.
B) Die mittels FCS gemessene Fluoreszenzzahlrate des Rk 123 (Kapitel 3.2.3.13) in Phosphatpuffer
(25 mM pH 7) bei gepulster Anregung (Kapitel 3.3.3.5) mit und ohne des Additivs A-AZB-C,
zusammen mit der entsprechenden mittleren Anzahl der Fluoreszenzphotonen pro Burst. Die MFD-
Messungen wurden bei einer Flussgeschwindigkeit von u = 2.7 pum/ms durchgefiihrt.

Die Vervierfachung der <Ny> mit Hilfe des Additivs 4-4ZB-C hat zur Folge, dass
die flussbedingte Verringerung der Photonenanzahl in Bursts nicht mehr den
Flussgeschwindigkeitenbereich fiir den der Mikromixer konzipiert ist (Kapitel 3.3.2
Tabelle 3.3-1)  zusétzlich  limitiert, was  Messungen von  schnelleren

Reaktionskinetiken im Mikromixer moglich macht.

Tabelle 3.3-4 Die mittleren Anzahl der Fluoreszenzphotonen <Ny> im Bursts bei MFD-
Messungen des Rh 123 mit und ohne Additiv 4-4ZB-C bei Flussgeschwindigkeiten

u [um/ms] <[> =24 kW/cm? <[> =170 kW/cm?
(+400uM A-AZB-C)

0 67 128 (278)

0.4 68

1 61

1.9 47

2.7 38 84 (157)
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4 Zusammenfassung

4.1 OPV als molekularer Kraftsensor

Das Fluoreszenzsignal eines Oligophenylenvinylenderivats (OPV 5) mit um etwa
40 ° gegeneinander verdrehten Phenylringen wurde auf seine Eignung als ein
Deformations- oder Kraftsensor in einer Polymermatrix untersucht. Dafiir wurde
OPV'5 und Rh 123 jeweils in einer Polyvinylchlorid (PVC) Folie gelost, wobei
Rh 123 als Referenz verwendet wurde, da er ein starres molekulares Geriist aufweist.
Die Fluoreszenzlebensdauer, Fluoreszenzanisotropie und Verschiebung des
Fluoreszenzspektrums von OPV 5 bzw. von Rh 123 wurden gemessen, wahrend mit
Farbstoff dotierte PVC-Folien unter definierter Zugspannung gedehnt wurden. Bei
beiden Farbstoffen wurde eine identische Anderung der Fluoreszenzanisotropie
beobachtet, die auf eine Anderung der Ausrichtung der Farbstoffmolekiile
zurlickzufiihren ist. Eine kraftspezifische Verkiirzung der Fluoreszenzlebensdauer
um 25 ps und eine Blauverschiebung des Fluoreszenzemissionsspektrums um 1.2 nm
sind dagegen nur bei OPV 5 beobachtet worden. Diese beiden Effekte konnten auf
die Wirkung der mechanischen Kraft auf das im Sy- und S;-Zustand unterschiedlich
verdrillte Molekiilgeriist von OPV 5 zuriickgefiihrt werden.

Sowohl die Verkiirzung der Lebensdauer als auch die Blauverschiebung des
Fluoreszenzemissionsspektrums von OPV5 konnten durch entsprechende
semiempirische quantenmechanische Simulationen bestitigt werden (Dr. A.

Koslowski MPI fiir Kohlenforschung Miilheim a.d.R.).

4.2 Optimierung des Fluoreszenzsignals und der

Photostabilitiit von Fluorophoren

4.2.1 Additive zur Steigerung der Signalstérke von Rhodamin 110

Die Untersuchung der fluoreszenzsignalsteigernden Wirkung von drei chemischen
Additiven auf den Fluorophor Rhodamin 110 (Rh 110) wurde mittels

Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) und der Analyse der leistungsdichte-
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abhingigen Fluoreszenzintensitdt durchgefiihrt. Bei den Additiven handelte es sich
um:

e  4-[(4-Aminophenyl)diazenyl]benzoesédure (4-AZB-C)

e 4-(Phenylazo)-benzoesaure (4ZB-C)

e 06-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonséure (7rolox)
Fiir die Analyse der experimentell gewonnenen Daten wurde ein kinetisches Modell
des Fluorophors mit allen relevanten elektronischen Zustinden bzw. chemischen
Spezies (Triplett-, Radikalkation-, Radikalanion-, Singulettzustinde und Produkte
einer irreversiblen Photozerstorungsreaktion) entwickelt. Mit Hilfe dieses Modells
war es moglich die FCS- und Fluoreszenzintensititsmessungen zu analysieren und
das komplette Fluoreszenzverhalten des Fluorophors und die Effekte der Additive
quantitativ zu beschreiben.
Beim Rh 110 in luftgesittigter wéssriger Losung werden hauptsichlich
Radikalkationzustand und Triplettzustand besetzt, so dass die simultane Ldschung
dieser beiden Zustinde durch das Additiv @ A4-AZB-C zur grofBten
Fluoreszenzzéhlratensteigerung gefiihrt hat. Bei einer Anregungsleistungsdichte von
1 MW/cm? bewirkte die Gegenwart von 600 pM A-AZB-C eine mehr als zehnfache
Steigerung der maximalen Fluoreszenzzédhlrate pro Molekiil auf bis zu 2.4 MHz
gegeniiber RA 110 ohne Additive. Die Loschung des Triplettzustands fiel in
Gegenwart der Additive 4ZB-C und A-AZB-C gleich stark aus. Gleichzeitig konnte
das Additiv AZB-C lediglich sehr schwach den Radikalkationzustand des Rh 110
beeinflussen, wobei die Loschung des Radikalkationzustands in diesem Fall
hauptsédchlich aufgrund der Reaktion des angeregten Radikalkationzustands mit dem
Additiv stattfinden kann. Dadurch konnte nur eine wesentlich kleinere Steigerung der
Fluoreszenzzihlrate in Gegenwart von AZB-C im Vergleich zu 4-AZB-C beobachtet
werden. Bei einer Anregungsleistungsdichte von 1 MW/cm? bewirkte die
Konzentration von 800 uM AZB-C eine sechsfache Steigerung der
Fluoreszenzzéhlrate pro Molekiil. In Gegenwart des Additivs Trolox wurde dhnlich
wie in Gegenwart des 4-4ZB-C eine starke Loschung des Radikalkationzustands
beobachtet, wobei Trolox gleichzeitig in der Lage war den angeregten
Singulettzustand des RhA /10 zu oxidieren und die angeregten Singulett- und

Triplettzustinde zu reduzieren. Daher konnte in Gegenwart von 7rolox eine starke
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Besetzung des Radikalanionzustands beobachtet werden. Die
Fluoreszenzzihlratensteigerung in Gegenwart von Trolox fiel dementsprechend
dhnlich stark aus wie beim AZB-C.

Der in Gegenwart von Trolox verstirkt besetzte Radikalkationzustand konnte durch
das Additiv AZB-C stark depopuliert werden. Dadurch wurde eine dhnlich starke
Steigerung der Fluoreszenzzéhlrate in Gegenwart einer Trolox/AZB-C-Mischung mit
einem Konzentrationsverhiltnis von [Q/trolox// Q) 4zs.c =200/800 uM wie die in

Gegenwart von 600 uM 4-4ZB-C beobachtet.

4.2.2 Die Messungen der Photozerstérung von Rhodamin 123

Die  Untersuchung der Photozerstorung des Rh 123  bei niedrigen
Anregungsleistungen von 14 W/cm? zeigte, dass in luftgesittigter wassriger Losung
die Photozerstorung des RA 123 hauptsichlich aus dem ersten angeregten
Singulettzustand mit einer Geschwindigkeitskonstante von ks =~ 100 gt erfolgt. Aus
dem Triplettzustand erfolgte Photozerstorung mit einer deutlich kleineren
Geschwindigkeitskonstante von kyr~30s'. Dabei zeigte sich, dass der
Radikalkationzustand trotzt seiner langen Lebensdauer nicht in die Photozerstérung
des Rh 123 involviert ist. Die dominierende Rolle des Singulettzustands bei der
Photozerstérung fithrt dazu, dass die Dunkelzustinde 16schende Additive lediglich
einen geringen Einfluss auf die Photostabilitdt des R4 /123 haben. So wurde beim
Einsatz der Additive 4-AZB-C bzw. AZB-C [Q] > 100 uM eine maximale Steigerung
der Photostabilitdt des Rz 123 von 30 % beobachtet.

Unter sauerstofffreien Bedingungen ist die Population des 7;-Zustands etwa 35 mal
hoher im Vergleich zu unter sauerstofffreien Bedingungen. Dadurch fiihrt bereits ein
niedriger Wert fiir die Konstante der Photozerstorung aus dem Triplettzustand
(kyr=3s"') zu einer beschleunigten Photozerstorung des RA 123 mit einer
summierten Geschwindigkeitskonstante von Az, = 360 s (im Vergleich zu
kpior = 150 s'lim luftgesittigten Puffer). Gleichzeitig fiilhrt die Anwesenheit von
geringen Konzentrationen eines triplettldschenden Additivs zu einer starken
Verlangsamung der Photozerstérung. Bei einer Konzentration des Additivs AZB-C
von c¢=100puM  wurde unter  sauerstofffreien = Bedingungen  die

Geschwindigkeitskonstante der Photozerstorung von Ky, =6 s beobachtet, was
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einer 60-fachen Steigerung der Photostabilitét entspricht. Ein Vergleich zwischen
den Messungen im luftgesittigten und sauerstofffreien Puffer mit einer
Additivkonzentration (A4-AZB-C oder AZB-C) von [Q]=100uM ergibt eine

mindestens 10-fach grof3ere Photostabilitdt bei sauerstofffreien Bedingungen.

4.3 Optimierung des Fluoreszenzsignals unter

Flussbedingungen

Der Farbstoff Rh 110 wurde eingesetzt, um Flussprofile in den Kanilen eines
mikrofluidischen Mixers (Mikromixer) mittels FCS zu charakterisieren. Die
Charakterisierung der Stromungsprofile in den Mikrokanidlen mittels FCS erfordert
eine Vielzahl von einzelnen FCS-Messungen. Deswegen wurde zusdtzlich zu den
FCS-Messungen die in den Kanilen des Mikromixers vorherrschende laminare
Stromunge mittels Stromungssimulationen (CFD, eng. Computational fluid
dynamics) bestimmt. Die aus Stromungssimulationen resultierende Kenntnis der
Flussprofile in Kombination mit FCS-Messungen wurde dazu verwendet, um den
Diffusionskoeffizienten des RA 110 exakt zu ermitteln, was mittels Einfokus-FCS-
Messungen allein nicht mdglich wiére.

Ahnlich wie bei einer Continuous Flow Anlage entspricht die Position des
Detektionsvolumens in den Kandlen des Mikromixers bei gegebenen Fluss der
vergangen Zeit nach der Mischung. Dementsprechend bestimmt die Unsicherheit bei
der Bestimmung der Position des Detektionsvolumens die Unsicherheit der
Zeitauflosung des Mikromixers. In diesem Zusammenhang wurden die numerisch
berechneten Flussprofile in Kombination mit mittels FCS gemessenen
Flussgeschwindigkeiten dazu verwendet um die Position des Detektionsvolumens
exakt zu ermitteln. Dabei konnten die Unsicherheiten der berechneten Zeitauflosung
auf ein Fiinftel reduziert werden.

Der Fluss im Mikromixer verkiirzt die Verweildauer der Fluorophore im
Detektionsvolumen bei Einzelmolekiilfluoreszenzmessungen, was eine Verringerung
der detektierten Fluoreszenzphotonenzahl zur Folge hat. Diese Verringerung
Fluoreszenzphotonenzahl schrinkt den Einsatzbereich des Mikromixers bei
Einzelmolekiilmessungen ein. Die flussbedingte Verringerung der

Fluoreszenzphotonenzahl fithrt dazu, dass ab einer Flussgeschwindigkeit von
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4 um/ms keine Einzelmolekiilfluoreszenzmessungen mehr moglich sind. Diese
zusétzliche Limitierung der Flussgeschwindigkeit fithrt zu einer Verschlechterung
der maximal mdglichen Zeitauflosung des Mikromixers von 1.8 ms auf 3 ms. In
diesem Zusammenhang konnte bei Einzelmolekiilmessungen von Rhodamin 123
(Rh 123) unter Flussbedingungen das Additiv 4-4ZB-C eingesetzt werden, um den
flussbedingten  Fluoreszenzphotonenverlust zu  kompensieren. Bei einer
Anregungsleistungsdichte von 170 kW/cm? fiihrte der Einsatz von 400 uM A4-AZB-C
zur Vervierfachung des Fluoreszenzsignals von RA 123, so dass die maximale
Zeitauflosung des Mikromixers bei den Einzelmolekiilfluoreszenzmessungen nicht
mehr durch die flussbedingte Verringerung der detektierten Fluoreszenzphotonenzahl

limitiert war.
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5 Anhang
5.1 Herleitung von Besetzungswahrscheinlichkeiten
5.1.1 Das Modell mit den zum Zustand ,,ST“ zusammengefassten

Singulett- und Triplettzustéinden (Modell 1b)

Modell 1b A
O i o) i ot o i ! i e o e o T PR SRS N
17 \ |
Kgigl | == Koxtot ¢~ =™ | Photozerstérung 1 Kai
=’:ST:: - = : M -
- Kredtot Y=y Kptot
|
\\ _______________________________________ . i iy e e e -

Abbildung 3.2-17 A: Das Gleichgewicht zwischen dem summierten Zustand S7 und dem Radikal-
kationzustand R eines Fluorophors mit Photozerstorung. Die Photozerstorung kann aus den
Zustinden ST und R™" mit entsprechenden Geschwindigkeitskonstanten kg, bzw. kyp,, erfolgen.
Dabei gilt kpr-+10r thisrior = Kpior

Fiir den Gleichgewichtszustand zwischen ST und R™ (Abbildung 3.2-17 B) gelten
folgende Differentialgleichungen:

dr:;

dt (ST Koo =Ry oo =Ry Koy = RSy 'kbR+tot')=0 5.1-1
difq =(Re.q+-k,ed,,,t+kd,ff ST, -k, =ST,, k5 — ST, khsnm')=0 5.1-2
dt =(- B, kyy+ R kg, +ST,, Kygr))=0 5.1-3
ST, + Ry + By =1>F, =1-ST, ~R] 514
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Xeq ist die Besetzungswahrscheinlichkeit des Zustands X im Gleichgewicht

ot

Umstellen von Gleichung 5.1-2 nach Req ergibt Gleichung 5.1-5

Ro+ — ST . koxtot‘+kdiff + kaTtot' _ kdiﬁ' 5.1-5
eq eq k ' k '

redtot redtot

Einsetzen von Gleichungen 5.1-5 und 5.1-4 in  Gleichung 5.1-3  ergibt
Gleichung 3.2-30

k,.
ey - (14 Kosior |
ST = : krgdlot kredtot (Glelchung 3'2_30)

- ' '
“ koxtot —'_lcdlﬁr + kaTtOl‘ . (k y+k )+ k + k ]
p , bR+tor T Raify diff bSTrot

redtot

Fiir den Gleichgewichtzustand zwischen ST und R™" (Abbildung 3.2-17 B) unter der
Bedingung, dass die Photozerstorung vernachldssigbar klein ist [24], gelten folgende

Differentialgleichungen:

dR™"
= R} R _ 5.1-6
dl«q - <S]:3q ) koxtot _Req ) kredtot _Req ) kd,ff) - O
dST; o ! ' -
dt L= (R Ko Hoay = STy Koyt ST,y Ky ) =0 5.1-7
ST, +Re.q+ =1 5.1-8

Das System der linearen Gleichungen ist eindeutig l6sbar mit der Losung fiir S7,,:
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[
kred tot +k

ST, = : p d’ﬁk (Gleichung 3.2-32)
'+ '+

redtot oxtot diff

5.1.2 Herleitung der Relaxationszeiten und Amplituden des
Radikalkationterms  des Radikalkation-Targetfits (Modell 1b
Kapitel 3.2.4.3)"

Bei der Herleitung wird die Photozerstérung nur aus dem Radikalkationzustand mit
der Geschwindigkeitskonstante kpg+s; berilicksichtigt, somit gelten flir den
Gleichgewichtzustand zwischen ST und R™ (Abbildung 3.2-17 B) folgende

Differentialgleichungen:

dR>"

= (ST, =R oy + Ki)=0 5.1-9
d‘Z = (R Kyeapor sy = STy ko =ST,y Ky )= 0 >1-10
e _(_Peq kg + RYy 'kbR+tot'):O >1-11

dt
ST, +R; +P, =1 5.1-12

' Die Analytische Beschreibung der Amplitude (Gleichung 3.2-34) und der Relaxationszeit des
Radikalkationterms (Gleichung 3.2-36) wurden von Stanislav Kalinin in Zusammenarbeit mit Daniela
Pfiffi im Rahmen des Sonderforschungs-Bereichs 663 A8 hergeleitet. Weil die beiden Gleichungen
essentiell fir die Auswertung der im Rahmen dieser Arbeit prisentierten FCS-Messungen sind
(Kapitel 3.2.4.3, Kapitel 3.2.6.3 und 3.2.7), wird die Herleitung der beiden Gleichungen kurz in
diesem Kapitel beschrieben.
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Xeq ist die Besetzungswahrscheinlichkeit des Zustands X im Gleichgewicht

Umformen der Gleichung 5.1-12 nach ST¢, und Einsetzen in die Gleichung 5.1-10
(in den Ausdruck ,,S7.q kair") ergibt Gleichung 5.1-13:

(st

' o+ ' 51—13
dt oxtot +Req : (kredtot +kdg'}j") + ])eq ) kdtff)

Damit lassen sich die Gleichung 5.1-13, Gleichung 5.1-9 und Gleichung 5.1-11 in

Matrixform schreiben:

dsT,,
dt - koxtot' kredzot""kdg[f kdzfj" STe .
dR; . ' [ ' ot
dtq = koxtot - kredtot _kdl_'f/" - kbRHot O Req 5.1-14
dF,, 0 Foreior Kag | \ Foy
dt
Unter den Gleichgewichtsbedingungen gilt:
- koxtot' -4 kredtot'+kdz]f kdijf
det koxtot’ - kredtot'_kdiff - kbRthot‘ - /1 0 = O 5.1-15
0 Kyritor Koy =4
damit folgt
ﬂ/z + ﬂ' : (2 ’ kdiff + kredmt'+kbR+tot‘ + koxtut)+ (kjlff + kdiff ' kredtot'_'_kd;ﬁ" : kbR-#tot' 5 1_ 1 6
+ kdiﬁr ’ th+t()t' + kd;’ff ) knxmt' + kbR+tot' ' k{)xt{)t' ) =0

Die Losung der Gleichung 5.1-16 ergibt fiir A Gleichung 3.2-35:
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1
X'I,Z = _kd[[/‘ + E (_ kredtot'_koxtot'_kbR+t0t'iX) (Glelchung 3.2‘35)
mit
_ 12 12 12 ' 12 ' ' ' '
X - \/kredtat +koxtot +kbR+tot _2 *Roxtot 'kbR+tot +2 *Roxtot 'kredtot +2 ’ kredtat 'kbR+tot

Damit ist eine Korrelationsfunktion G+ p(z;) mit einem Radikalkationterm und

einem Diffusionsterm durch die Gleichung 5.1-17 gegeben.
Grop@) =144 -exp(A -1.)++4, -exp(4, - 1,) 5.1-17

Ausklammern von exp(-t. kq) fiihrt zu der Gleichung 5.1-18

R1+ ZLR2+

GR+,D(tc)=(1+exp(—tc-kd,.ff))-{Al-exp(— fe J+A2-exp(— fe ﬂ 5.1-18

Die Gleichung 5.1-18 représentiert eine Gleichung mit zwei unabhingigen
Korrelationstermen. Dabei entspricht der Term in eckigen Klammern dem
Radikalkationterm mit zwei Relaxationszeiten fz;+ und tz,+ , die mit Hilfe von

Gleichung 5.1-19 bzw. Gleichung 5.1-20 berechnet werden konnen.

b, =1 +hyy) 5.1-19

=_1/(,12+de) 5.1-20

tR2+

Bei FCS-Messungen mit dem im Kapitel 2.4.1 beschriebenen Detektionsvolumen
konnen Prozesse mit Relaxationszeiten von t> Ims vernachldssigt werden.
Gleichzeitig wird bei fiir #z;+ fiir Rh 110 typischen Geschwindigkeitskonstanten ein
groler Wert erwartet (tg;+>>1 ms), deswegen gilt bei FCS-Messungen, die im

Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, die Gleichung 3.2-36.

try Rlpy, =—1A, +k,y) (Gleichung 3.2-36)

Die Herleitung von Amplitude erfolgt auf gleiche Weise, wobei dafiir folgende

Anfangsbedingungen bendtigt werden:

dR;  dP,  dST,
@, =0, — =]
dt dt dt
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5.1.3 Das Modell mit dem Kationradikal und der Photozerstérung

aus jedem der beteiligten angeregten Zustdnde

Modell 1a

Energie

e
-

Abbildung 3.2-14 Kinetisches Modell eines Fluorophors mit Singulett-, Triplett-, Radikalkation-
Zusténden, Diffusion und Photozerstérung aus jedem der angeregten Zustinde.

Fiir alle Prozesse die aus einem beliebigen angeregten Zustand ausgehen, ist im
Rahmen dieser Herleitung eine gesamte Geschwindigkeitskonstante nach

Gleichung 3.2-12 definiert.

kX = kX, + kX, <I> (Gleichung 3.2-12)

kxio: = gesamte Geschwindigkeitskonstante eines Prozesses aus dem Zustand X
X, = erster angeregter elektronischer Zustand X

X, = hoher angeregter elektronischer Zustand X

<[> = Leistungsdichte

Unter Gleichgewichtsbedingungen gelten fiir die Anderungen der Besetzungen der

jeweiligen Zusténde folgende Differentialgleichungen:

T =Sy Gy 4 Kg) 4 by + R T kS - ki ks 107)=0 3121

205



5.1

Anhang
ds ,
dtl leq (kdl/f + kO +k0xStot +katot ) + SOeq ) k = 0 5 1_22
it ky'=kie ke +kp +k s [O]
dT, , ' B

d; leq (k +kdljj’ + kothot +katoz ) + Sleq : kISC = 0 5.1 23

dR™"

7 == eq : (kredtot +kdt/f + kbRtot ) + T kothol Sleq ’ kkoxStot'= O 5 1_24
dP o+ [] ' -
E = _])e ’ kdzﬁr + R kbRtot leq katot +Sleq : katot = O 51 25

T, +R. +S5, +S, +P,=1 5.1-26
Gleichung 5.1-22 umformen nach Sp., 2
S()eq =Ky, 'Sleq
Gleichung 3.2-13
mit K kdzﬁ" + k +k0xStot katot ( 8 )
’ N
kOl
Gleichung 5.1-23 umformen nach 7., 2>
7—ieq = KTI ' Sleq
k (Gleichung 3.2-14)
mit, K, = BC '
k +kd1/f + kothat katot

Gleichung 3.2-14 einsetzen in 5.1-24 und umformen nach R >
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Ry =Ky oS,

eq
' ' (Gleichung 3.2-15)
KTI -k +kkoxStot

oxTtot

' '
kredtat +kd§ff + kbRtot

mit, K, =
Gleichungen 3.2-14 und 3.2-15 einsetzen in 5.1-25 umformen nach P, =

P =K,-S

eq leg

' . ) Gleichung 3.2-16
katot +KR+ ) kbRtot +KT1 ) katot ( 8 )

k

mit, K, =
diff

Gleichungen 3.2-13, 3.2-14, 3.2-15, 3.2-16 einsetzen in 5.1-26 und umformen nach
Steq™

1

St = i 2-
T K+ Ky + K + K, (Gleichung 3.2-17)
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5.1.4 Das Modell mit dem Radikalkation und Radikalanion

Modell 3a (detaillierte Darstellung)

ﬁ i - - - - - T T T T " """ -""-""=-""="-""=""=-""="""=-""="-"=""="-"=-""=="= e
o ———— ~
Il S lSn ‘IT koxSn —] ."\_\
i1 R'- : I ! TI'I \| —— - —R
: ————— ~ I | : 1 / .;l

!/

L TS § I e

: —— p—oxRNTY T : 1 | ; i ! 1

™~ | 1 * ol

1 | K*oxRns1 | 1 ' |koxTr‘ . ?‘t: :
% I ! : 1 V b |

I 1 | i 1! k..
_ | ! 1 diff,

1 1 ] =>
8 : T, / I E E I
L ! = Jd i Ak_* +I

I o Koxmy IR :

I i

I i !

I ]

1

redtot

e e B B

Abbildung 5.1-1 Elektronisches Modell mit Radikalkation-, Radikalanion-, Triplett- und Singulett-
Zustinden sowie der Diffusion.Durchgezogene Pfeile reprisentieren alle fiir die nachfolgende
Herleitung relevanten Prozesse. Die gestrichelten Pfeile repriasentieren Prozesse die fiir das gesamte
Modell notwendig sind, deren Geschwindigkeitskonstanten aber nicht im Rahmen dieser Arbeit
genau bestimmt werden konnen. Damit die Abbildung iibersichtlich bleibt wird bei der Darstellung
der Geschwindigkeitskonstanten, die eine Form ky, </> haben, auf </> verzichtet.

Das  kinetische Modell mit Singulett, Triplett-, Radikalkation- und
Radikalanionzustinden = sowie  Diffusion  (Abbildung 5.1-1  siehe auch
Abbildung 3.2-29) wird vereinfacht indem die héher angeregten Zustinde jeweils mit
den direkt darunter liegenden Zustinden zu einem entsprechenden Zustand
(R"=R,"+R,, T=T,+T,, S=8,+S,, R =R,”+R,”) zusammengefasst werden
(vergl. Kapitel 3.2.4.1).

Die Oxidation des Anionzustands kann in die Zustdnde Sy, S; und 7; fiihren. Die
Oxidation und die Reduktion des Fluorophors kénnen aus den Zustinden S; und 77
erfolgen. Die Reduktion des Radikalkations fiihrt nur in den Zustand Sy, weil die
Reduktion des  hoher  angeregten  Radikalkationzustands  mit  der
Geschwindigkeitskonstante  k,z,+ vernachlassigt wird (Kapitel 3.2.6.1). Unter
Gleichgewichtsbedingungen gelten fiir die Anderungen der Besetzungen der

jeweiligen Zusténde folgende Differentialgleichungen:
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drR* ,
= _Req : (kredtat +kdz/‘f) + T (kale
dt
+ Sleq ’ (kkoxSI '+kkox5n' <I>)=0
dR - *—
o~ Ry Chay

s

+ T kredTl +Slcq : kredSl '= 0

leg

ds,
dt

+1, k' +S,, (kF +kie + ks [Q])"' RS (K oxs0 + K oxmuso < I >) =0

leg

oxT n

= =Soeq * (hoy + kgig) + ki + R -y

-< 1 >)

dS ' * ] '
th1 = =Sieg  Kigusi Thpgusn < I > ks Tk + k")
+ SOeq ko + R;; Kk oxrnst < I >=0

ko' =k +k1c +kp +qu 0]

mit

ar,
dr T,

(k +kre‘dTl + k + (kule '+k

diff

+ 8, ks + Ro -k owan- <1 >=0

leq

T +R’*+R +S +8 =1

leq Oeq leg

Gleichung 5.1-31 umformen nach 7., 2>

-~ *
Sleq ke "‘qu -k oxpam < I >

oxTn

leg =

b kg +h gy + (K ey, < 1

oxTn

Gleichung 5.1-28 umformen nach 7.,~>

T =

>)

<[ >)

c (kdtff + k 0xS0 +(k*oanS0 + k*oanSl '+k*oan Tl ') </l >)— S

5.1

+ k 0xS0 '+(k 0xRnS0O '+k oxRnS1 '+k oxRnT1 ')' < 1 >)

leg ’ kredSl

leg '

*
k redTl
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Gleichung 5.1-33 + Gleichung 5.1-34 und umformen nach R; -

R;q_ = KR— ) Sleq
mit,
(klsc n ]]iiedm'j
x ]
K, = e : Gleichung 3.2-57
K ( xrz _k oanTl"<[>j ( ung . )
kredTl' xrl

_ ' * '
X, =kp'th, g + kdiff + (kpur K

oxTn

<[ >),

X, = kdiff + k*oxO + (k*oanSO '+k*oanSl '+k*oanTl ') <I>

Gleichung 3.2-57 einsetzen in Gleichung 5.1-30 und umformen nach S

0eg 2
Soeg = Ko Sieq
mit,
K, = x, = K (kK oxrast < 1 >) (Gleichung 3.2-58)

s
kOl

— ' * ' '
xs - kkoxSl +kkoxSn' <I> +kredS1 +kdij)"' + kO

Gleichung 3.2-57 einsetzen in Gleichung 5.1-33 und umformen nach 7,,, =2

leg

T =K,-S

eq leg

mit. K.. = ke + Ky ko < I > (Gleichung 3.2-59)
D) T kT '+k;k€dT1 ‘+kdlff =+ (kUXTl '+k0xTn. < [ >)

Gleichung 3.2-59 einsetzen in Gleichung 5.1-27 und umformen nach R >

R;{; = KR+ . Sleq
mit, K, = (Kpous) Fhigusn” <1 >) + Ky - (kypri "+,
? R+ r o

redtot diff

o<1 >) (Gleichung 3.2-60)

Gleichungen 3.2-57, 3.2-58, 3.2-59, 3.2-60 einsetzen in Gleichung 5.1-32 und

umformen nach S, 2>
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¢ 1
U4 K+ Ky + K, + K,

(Gleichung 3.2-61)

5.2 Herleitung der leistungsdichteabhdingigen

Austauschrate

Bei einem 2D (x-y-Ebene) gauBformigen Leistungsdichteprofil (Gleichung 2.4-2)
und einer definierten Leistungsdichte-Schwelle /s ldsst sich ein Radius 7, definieren,

innerhalb dessen die Leistungsdichte groBer als /s ist.

7",2
Ignzlyem[—Z—%j

23

(2D-GauB mit r, = /x] +y52)

ry = Radius innerhlab des Anregungsvolumens innerhalb dessen die Leistungsdichte grdfer oder
gleich ist wie I

1, = Leistungsdichte im Fokusmittelpunkt

wy = Radius des Anregungsvolumens in der x-y Ebene, innerhalb dessen die Leistungsdichte auf 1/e?
abgefallen ist (wy = 0.77 um, Kapitel 2.4.1))

5.2-1

Bei einer konstanten Schwelle /ist der Radius rs von der Leistungsdichte abhéngig.

I
‘.05 o

= |In
) \/ I5(x,) 5.2-2

Wird zusétzlich Diffusion eines Fluorophors in x-y-Ebene betrachtet mit einer
mittleren quadratischen Verschiebung nach der Zeit ¢ von <r?(¢)>, so lisst sich bei

<ri(t)> = r’(Iy) Gleichung 5.2-3 formulieren

<r’(t)>=In fy 0.5 @] 5.2-3
]S(xsy)
mit
<1 (t)>
<P(t)>=4-D, -t =t =LV 5.0-4

4.D,
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und
ko =1/ 5.2-5
4.D
= kdlﬁ, = [F .y
0 2 :
05-In| —— |-,
]S(xay)

Dy = Diffusionskoeffizient des Fluorophors (Dgy;10 = 4.4-10-6 cm2/s)

Bei Messungen mit einer konfokalen Messanordnung mit einer Lochblende, muss
zusitzlich das Detektionsvolumen, das durch die Transmission der Lochblende
definiert wird, beriicksichtigt werden. Unter den Bedingungen, dass die
Séttigungseffekte, Photozerstorung, und Anregung des Fluorophors in langlebigen
Radikalzustand auBerhalb des Detektionsvolumens Vernachldssigbar sind (dies trifft
nur bei Messungen unter niedrigen Leistungsdichten zu), entspricht die beobachtete
Austauschrate, mit der die Fluorophore in bzw. aus dem Detektionsvolumen
diffundieren, der maximalen moglichen Austauschrate kg mar. Gleichzeitig muss fir
kleinste mogliche Austauschrate gelten kg min> 0, weil fiir die Bedingung kz;= 0
ein unendlich groBes Detektions- bzw. Anregungsvolumen, das eine unendlich grof3e
Leistungsdichte voraussetzt, notwendig wére. Im Rahmen des durch die
Gleichung 5.2-6 beschriebenen Modells wird fiir /s =1y und Is> Iy kyp(l) = o bzw.
kag(I) <0 erwartet. Beides ergibt fiir die Messungen unter den realen
Messbedingungen keinen Sinn. Um das Modell den physikalischen Gegebenheiten
anzupassen, wird eine zusitzliche Bedingung 0 < kup(1) < kaify max benétigt'. Damit
lautet die gesamte Gleichung fiir die Abhédngigkeit der Austauschrate von der

Leistungsdichte bei Messungen mit einer konfokalen Messordnung:

" Die Anpassung der Gleichung 3.2-52 an Daten wurde beim den Fitalgorithmus mit Hilfe der
Anpassung von Gleichung 5.2-6 mit einer zusétzlichen ,,wenn 0> k(1) > kyyy nar, dann setze
kag(D) = kaifr max"* Anweisung umgesetzt.
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8-Dy {
I <1,
kg (1) = ]n[ 1y J o (Gleichung 3.2-52)
IS

kd;ﬁgmx ;{IS 2 [o}

5.3 Anmerkung zur Singulettléschung bei

Kiivettenexperimenten (Gleichung 3.2-79)

Bei sehr niedrigen Leistungsdichten die bei den Kiivettenexperimenten
(Kapitel 3.2.3.16) eingesetzt werden, kommt die Besetzungswahrscheinlichkeit des
S;-Zustands sehr nah an die Besetzungswahrscheinlichkeit eines 2-Zustinde Modells

(Abbildung 5.3-1)

QD R
O
| -
O]
-
LLI Ko Ke Kqs* [Q]
kIC
SO A\ 4 l v

Abbildung 5.3-1 Ein 2-Niveau Energieschema fiir Anregung eines Fluorophors, mit den
Geschwindigkeitskonstanten fiir die Anregung in den S;-Zustand ky; der Fluoreszenz kf, der Internen
Konversion k;c und Singulettloschung durch einen Additiv k,s'/Q].

Die Besetzungswahrscheinlichkeit des S;-Zustands fiir das 2-Niveau-Modell in der

Abbildung 5.3-1 kann nach Gleichung 5.3-1 berechnet werden.

S 2 = ! 5.3-1
1 kg ke + ke +k g -[0))
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Bei sehr niedrigen Leistungsdichten(ky; << kr, kic, k4s'/QO]) kann Gleichung 5.3-1 zur

Gleichung 5.3-2 vereinfacht werden.

kOl

S ~ 5.3-2
) kF +k1C +qu [Q]

Damit kann die Anderung der Besetzungswahrscheinlichkeit des S;-Zustands durch
einen Additiv bei sehr niedrigen Leistungsdichten durch Gleichung 5.3-3

beschrieben werden.

S\eq(2-) (Ohne Additiv) kp+k,
S\eyan (mit Additiv) k. +k +k - [O]

5.3-3

Aus diesem Grund kann bei der Auswertung der Kiivettenexperimenten die

Singulettloschung mit Hilfe der Gleichung 3.2-79 berticksichtigt werden.

'— {E ey ksc Ky 'y, '} . kr + ke (Gleichung 3.2-79)
' kT' kF + k]C + qu [Q]
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5.4 Ubersicht der festgehaltenen Parameter fiir

Anpassungen bei Messungen der Photozerstorung

Tabelle 5.4-1 Festgehaltene Parameter fiir die Anpassung der Gleichung 3.2-79 an k,-Daten im
Kapitel 3.2.9

Rh 123-spezifisch

kisc” kro" kyeao” ki’ +ksc koxo” kof”

[10°-s] | [10°s" | [s] [10°-57"] [s] Jem?W!-s]
7.6 4.2 1500 2.5 16000 645
additivspezifisch

kqr(azp-c)’
kortazs.c” | kgoxazec) : ’
4R (AZB-C) q0x(4ZB-C) (qugA-AZB-C)),a

92 ol -l 6.1 1. -1
[10°-M" 5] | [10°-M" 5] [10° M5

0.02 15.0 3.6 (3.9)

Fiir die Messungen unter sauerstofffreien Bedingungen wurde kjsc=2.5-10°s™ und ky=410%s"

verwendet [64].
“[24]
®siche Kapitel 3.2.3.2

5.5 Detaillierte Ergebnisse der Anpassungen der FCS-

Kurven

Als Ergebnisse der Anpassungen sind folgende Parameter zusammengetragen:

<[> mittlere Leistungsdichte in kW/cm?

t4 Relaxationszeit des Diffusionsterms in ms

zo/wo Formfaktor des Detektionsvolumens

Ar Amplitude des Triplettterms

tr Relaxationszeit des Triplettterms in ps

Ag+mormy Amplitude des Radikalkationterms

tr+ Relaxationszeit des Radikalkationterms in ms

Fepm(FCS) Fluoreszenzzéhlrate pro Molekiil in kHz

N mittlere Anzahl der Fluorophore im konfokalen Volumen entspricht der inversen

Amplitude des Diffusionsterms der Gleichung 3.2-11
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Np mittlere Anzahl der Fluorophore im konfokalen Volumen, die sich in S, oder S;
Zustand befinden (Anzahl der fluoreszierenden Fluorophore), entspricht der inversen

Gesamtamplitude der Gleichung 3.2-11

_ Nse
"o1+4,

Bei den FCS-Kurven, die in der Gegenwart von Trolox-AZB-C Mischung
aufgenommen wurden, konnte der Triplettterm nicht vom Radikalanionterm getrennt
werden. Deswegen ist in Tabelle 5.5-11, Tabelle 5.5-12 und Tabelle 5.5-13 anstatt
der Triplettamplitude und der Triplettrelaxationszeit die Amplitude A7z- und die
Relaxationszeiten ¢, (in ps) zu finden (Kapitel 3.2.6.3).

Bei individuellen Anpassungen in der Gegenwart von Trolox oder A-AZB-C
(Tabelle 5.5-14-Tabelle 5.5-20) sind anstatt der Amplituden bzw. der
Relaxationszeiten der Triplett- und Radikal- Terme, die Amplituden 4; und A4,
zusammen mit den Relaxationszeiten ¢, und ¢, (beide in us) angegeben

(Kapitel 3.2.6).
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Tabelle 5.5-1 Ergebnisse des Radikalkation-Targetfits fir Rh 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7)
ohne Additive, Messung 1

AR+ Fc m
<I> N N t Zo/wo Ar t tre P 2
i i ! (norm) f (FCS) X

11 0.98 10.86 | 0.14 | 3.89 0.11 |2.69 10.02 | 047 |98 1.33

15 0.99 10.81 |0.14 |3.70 0.15 | 2.31 1005 | 043 | 119 1.10

18 0.99 10.77 | 0.14 | 3.57 0.17 | 2.38 10.07 | 040 | 136 1.49

26 1099 1070 |0.15 |3.51 0.21 | 2.13 [ 0.10 | 0.35 | 163 1.21

33 0.98 10.64 | 0.15 | 3.53 0.24 | 2.10 10.13 | 032 | 180 1.16

41 0.95 10.57 [ 0.15 | 2.82 0.29 |1.92 1016 | 0.29 | 198 1.25

48 0.95 1054 {015 |2.79 0.30 | 1.95 1 0.18 | 0.27 | 199 1.00

55 0.93 10.50 | 0.16 | 2.33 0.32 | 1.82 1 0.20 | 0.26 | 206 1.11

69 0.91 044 |0.16 | 1.92 0.36 | 1.72 1023 | 0.23 | 209 0.95

94 0.88 10.38 | 0.18 | 1.55 0.40 | 1.60 | 0.28 | 0.20 | 208 1.67

130 1084 1032 |0.18 | 1.30 0.44 | 1.46 1032 | 0.17 | 198 1.25

184 10.80 |0.26 |0.18 | 1.16 0.48 | 1.33 1038 | 0.15 | 177 2.13

295 1080 1021 (016 | 1.02 0.52 | 1.14 [ 045 |0.12 | 142 1.45

440 10.72 1016 | 0.11 | 1.80 0.54 | 1.04 10.52 1 0.09 | 115 1.74

584 10.65 | 012 |0.09 | 2.94 0.56 | 1.00 | 0.57 | 0.08 |97 2.48

736 1 0.55 [ 0.09 |0.08 |4.90 0.58 10.93 [ 0.61 |0.07 |86 2.09

927 1047 10.07 10.09 |4.73 0.60 | 0.98 1 0.65 | 0.06 |79 251
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Tabelle 5.5-2 Ergebnisse des Radikalkation-Targetfits fir Rh 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7)
ohne Additive, Messung 2

AR+ Fc m
<I> N N t Zo/wo Ar t tre P 2
i i ! (norm) f (FCS) X

11 252 222 |0.14 | 3.83 0.10 | 2.64 1 0.02 | 047 | 96 1.66

16 1256 |2.05 |0.15 | 4.24 0.15 | 243 1005 | 042 | 124 1.27

22 258 | 1.91 |0.15 | 3.86 0.19 |2.25 10.09 | 037 | 148 1.40

30 1261 |1.76 | 0.15 | 3.64 0.23 | 215 | 0.12 | 033 | 171 1.08

40 2.61 | 1.59 |0.15 | 3.35 0.27 11.95 10.16 | 0.29 | 190 1.25

59 1260 | 1.38 [ 0.16 | 2.57 0.33 | 1.77 1021 |0.25 | 205 1.02

80 255 | 1.19 [ 0.17 | 2.06 0.37 | 1.63 10.25 [ 0.22 | 206 1.35

109 1248 |1.02 |0.19 | 1.44 0.41 | 1.55 [ 0.30 | 0.19 | 200 1.34

146 1243 1 0.89 [0.19 | 1.21] 0.44 | 1.41 034 |0.16 | 187 1.34

224 | 241 10.73 019 | 1.01 0.49 | 1.24 1041 [ 0.13 | 157 1.94

368 |2.56 | 0.62 | 0.16 | 1.05 0.53 | 1.09 1049 |0.10 | 116 1.64

539 1284 057 |0.11 |1.89 0.55 | 1.01 |1 0.55 | 0.08 |83 1.92

654 1295 |0.53 |0.09 |3.00 0.56 | 0.97 1059 |0.07 |71 1.96

926 | 3.58 | 052 | 0.10 | 5.34 0.59 1 0.96 |0.65 | 0.06 |48 3.00

Tabelle 5.5-3 Ergebnisse des Radikalkation-Targetfits fir Rh 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7)
ohne Additive, Messung 3

Ar+ F
<I> N N t A t tre em 2
F d Zo/wo T T romm) R (FCS) X

11 284 | 242 | 0.14 | 4.40 0.13 | 246 |10.02 | 046 | 95 1.16

15 1293 |234 |0.14 | 4.05 0.16 | 2.45 10.05 | 042 | 115 1.09

19 297 1224 [0.14 |3.55 0.19 |1 2.33 10.07 | 039 | 130 0.95

27 13.05 1208 |0.15 | 3.48 0.24 1223 10.11 {035 | 152 0.89

34 1305 |1.90 [ 0.15 | 3.55 0.28 12.05 1014 |0.31 | 165 0.69

49 1310 | 1.69 [ 0.16 | 2.92 0.33 | 1.88 1019 |0.27 | 178 0.85

65 3.16 | 1.54 |0.16 | 2.14 0.37 | 1.72 1022 (024 | 177 0.94

77 1320 | 1.46 | 0.17 | 1.97 0.39 | 1.68 1025 {022 | 177 0.78

114 1320 | 1.24 | 0.16 | 1.66 044 | 1.45 1031 018 | 167 1.27

151 1328 |1.14 [ 0.17 | 1.36 0.47 11.35 [ 035 |0.16 | 153 1.23

231 347 11.02 {017 | 1.05 0.50 | 1.20 1041 [ 0.13 | 126 1.50

306 |3.64 095 [0.13 | 135 0.52 | 1.12 [ 046 |0.11 | 107 2.06

455 13.99 1086 [0.09 |2.65 0.55 11.02 1052 |0.09 |80 1.59

607 |4.52 10.83 10.08 |6.56 0.57 10.96 |10.57 |0.08 |61 2.11

724 14.85 10.80 | 0.08 |7.45 0.58 1095 [0.61 |0.07 |51 2.95
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Tabelle 5.5-4 Ergebnisse des Radikalkation-Targetfits fir Rh 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7)
ohne Additive. Messung 4 (Messung in groBer Probenkammer (Thermo Scientific, Nunc Lab-Tek I,
155360 Kapitel 3.2.5)

Ap+ F
<I> N N t Zo/w A t trs cm
F d 0/ o T T fnorm) R (FCS) X

2

11 1.99 | 1.71 [ 0.14 | 3.84 0.13 |2.52 10.02 | 047 | 94 1.00

13 1203 |1.69 |0.14 | 4.62 0.14 | 2.54 10.03 | 0.44 | 108 0.84

15 205 | 1.65 | 0.14 | 4.20 0.16 | 2.38 10.04 | 043 | 115 1.12

19 1212 |1.60 |0.14 | 451 0.19 | 2.21 [ 0.07 | 040 | 131 1.12

22 217 | 1.57 | 0.15 | 4.06 0.21 |2.21 10.09 {037 | 142 0.50

26 222 | 1.52 1015 | 4.40 0.23 215 | 011 |0.35 | 155 0.92

30 226 | 1.49 | 0.15 | 3.99 0.25 |12.08 10.12 | 033 | 162 1.06

37 1237 | 145 [ 015 | 3.96 0.28 |2.04 [ 0.15 | 030 |171 0.84

44 246 | 1.40 | 0.15 | 2.96 0.31 |1.91 1017 {028 | 177 1.06

52 252 | 1.35 [ 0.15 | 2.81 0.33 |1.82 10.19 | 0.26 | 181 0.86

59 1256 | 1.31 015 | 281 0.35 | 1.75 1021 (025 | 182 0.82

66 |2.63 |1.28 |0.15 | 2.53 0.37 | 1.70 10.23 | 0.24 | 184 1.11

73 1270 | 1.25 | 0.16 | 2.09 0.39 | 1.65 [ 024 |0.23 | 182 1.12

88 276 | 1.20 | 0.15 | 2.28 0.41 | 1.55 10.27 1021 | 179 0.80

110 1290 |1.15 [ 0.16 | 1.72 0.43 | 1.47 1030 |0.19 | 172 1.05

146 | 3.14 |1.11 [ 0.15 | 1.62 0.46 | 1.34 | 034 |0.16 | 156 1.54

183 1337 | 1.10 | 0.15 | 1.49 0.48 | 1.25 10.38 | 0.15 | 142 1.60

201 338 [ 1.06 |0.17 | 1.08 0.49 | 1.23 1039 |0.14 | 135 1.79

220 |3.49 11.05 |0.14 | 1.32 0.50 | 1.19 1040 [ 0.13 | 127 2.11

238 359 | 105 |0.14 | 1.21] 0.50 | 1.17 [ 042 | 0.13 | 123 2.15

256 | 3.63 |1.02 |0.16 | 1.02 0.51 | 1.15 1043 [ 012 | 117 2.36

274 13.79 | 1.04 | 0.13 | 1.36 0.51 | 1.13 1044 [ 0.12 | 110 1.99

293 1386 [ 1.03 |0.12 | 1.58 0.51 | 1.11 045 |0.12 | 105 1.65

329 14.06 | 1.03 |0.12 | 1.53 0.52 | 1.08 1047 [ 0.11 |98 2.27

348 [ 4.28 | 1.06 | 0.10 | 1.81 0.52 | 1.06 | 048 |0.11 |91 2.64

366 | 4.44 | 1.07 | 0.10 | 2.03 0.53 | 1.05 1049 | 0.10 |87 2.06

403 | 4.66 | 1.08 | 0.10 | 2.16 0.53 | 1.02 1050 |0.10 | 80 221

439 14.95 | 1.10 | 0.09 | 2.89 0.54 10.99 10.52 1 0.09 |73 1.80

512 15.68 | 1.16 | 0.08 | 4.54 0.55 1096 | 054 | 0.08 |62 1.82

549 1588 | 1.16 | 0.08 | 5.69 0.55 10.96 |10.56 | 0.08 |58 1.74

586 |6.36 | 1.22 | 0.07 | 743 0.56 | 0.94 | 057 |0.08 |53 1.84

622 1629 |1.17 10.07 | 8.37 0.56 |1 0.95 |10.58 |0.07 |50 2.55

659 1685 |1.23 |0.07 | 8.83 0.56 | 0.93 059 |0.07 |45 2.33
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Tabelle 5.5-5 Ergebnisse des Radikalkation-Targetfits fir Rh 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7) in
Gegenwart von 4ZB-C (250 pM)

AR+ Fc m
<I> N N t Zo/wo Ar t tre P 2
i i ! (norm) f (FCS) X

11 1.95 | 1.77 [ 0.13 | 4.65 0.05 |1 0.90 |10.04 | 033 | 105 1.57

15 1.98 | 1.74 | 0.14 | 4.91 0.06 | 1.40 | 0.07 | 0.31 | 127 1.51

18 201 | 1.68 | 0.14 | 4.87 0.08 10.83 10.09 |029 | 153 1.39

25 1207 [1.62 |0.14 |4.68 0.10 10.84 | 0.13 |0.25 | 187 1.01

33 2.14 | 1.59 | 0.15 | 4.06 0.11 10.85 10.17 023 | 213 1.09

45 | 218 | 147 | 015 | 4.28 0.14 1 0.86 | 0.22 | 0.20 | 247 1.18

58 223 | 1.38 1 0.15 | 3.98 0.16 | 0.82 10.26 | 0.17 | 265 1.16

74 1226 | 1.28 | 0.15 | 3.95 0.19 10.76 1031 |0.15 | 275 1.36

112 1235 |1.14 | 0.15 | 2.94 0.22 10.71 1038 |0.12 | 272 2.03

146 | 2.38 | 1.03 | 0.14 | 3.31 0.24 |1 0.67 |1 0.43 | 0.10 | 260 1.89

223 248 1090 |0.13 |5.47 0.27 10.63 | 0.50 | 0.08 |225 1.67

299 12.62 1083 |0.12 |6.19 0.29 1 0.58 | 0.55 | 0.06 | 191 2.07

437 1284 [ 0.76 | 0.11 | 15847 |0.32 | 0.57 [ 0.61 |0.05 | 149 1.51

581 1321 075 |0.11 | 12930 |0.33 |0.59 |10.65 |0.04 | 116 3.42

736 | 3.33 [ 0.70 | 0.11 |74.12 0.34 | 0.61 |0.68 | 0.03 | 93 4.07

939 |3.64 [ 0.68 | 0.13 |7.39 0.36 10.60 |0.71 |0.03 |73 4.57
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Tabelle 5.5-6 Ergebnisse des Radikalkation-Targetfits fir Rh 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7) in
Gegenwart von 4ZB-C (500 pM)

AR+ Fc m
<I> N N t Zo/wo Ar t tre P 2
i i ! (norm) f (FCS) X

11 1.99 | 1.84 [ 0.14 | 4.80 0.03 1046 10.05 | 025 | 100 1.54

15 1204 |1.82 |0.14 | 552 0.03 | 1.17 [ 0.07 | 0.23 | 130 1.03

18 209 | 1.79 |0.14 | 4.75 0.06 | 0.59 |10.09 |0.22 | 148 1.37

22 | 211 177 1014 |5.29 0.05 1057 (011 (021 |172 1.93

29 216 | 1.72 | 0.15 | 5.33 0.07 10.60 |0.15 | 0.19 | 207 1.30

43 1226 | 1.63 [0.15 |5.02 0.09 1054 1021 |0.16 | 255 1.04

58 233 | 1.53 | 0.16 | 5.57 0.11 | 0.52 10.26 | 0.14 | 285 1.37

77 1238 | 1.44 | 0.16 | 5.37 0.13 10.53 1031 |0.12 | 305 1.23

112 1247 | 1.30 | 0.16 | 4.52 0.15 1 0.50 [ 0.38 |0.09 | 313 1.60

146 | 2.52 | 1.20 | 0.15 | 6.79 0.17 |1 0.46 | 0.43 | 0.08 | 306 1.42

223 263 | 1.05 | 0.15 | 10.40 0.20 | 0.44 1050 | 0.06 |275 2.10

296 | 2.66 | 0.96 | 0.14 | 103.96 |0.21 |0.43 |0.55 | 0.05 | 244 1.74

440 12.76 | 0.84 | 0.13 | 201.47 |0.23 | 0.42 | 0.60 | 0.04 | 195 3.17

582 1323 1089 |0.13 | 24886 |0.25 | 0.41 | 0.64 | 0.03 | 158 4.03

727 | 3.11 10.79 [ 0.13 |123.21 |0.25 |0.40 | 0.66 | 0.02 | 133 5.45

894 1325 [0.78 |0.14 | 4.80 0.25 1041 1068 |0.02 | 112 5.35

Tabelle 5.5-7 Ergebnisse des Radikalkation-Targetfits fir Rh 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7) in
Gegenwart von 4ZB-C (800 pM)

AR+ Fc
<I> N N t t tas o
F d ZO/wO AT T (norm) R (FCS) X

2

11 1.70 | 1.56 | 0.14 | 4.37 0.03 | 0.44 10.05 |0.20 | 102 1.24

16 1.74 | 1.53 [ 0.15 | 4.50 0.04 10.36 |10.08 |0.18 | 141 1.32

22 1.77 | 1.51 | 0.15 | 447 0.04 1059 1011 (017 | 178 1.00

29 1.80 | 1.46 | 0.15 | 4.32 0.06 | 042 |10.14 | 0.15 | 215 1.42

39 1.88 | 1.42 | 0.16 | 4.01 0.07 1047 1019 |0.13 | 257 1.39

57 1.91 | 1.31 | 0.17 | 4.44 0.09 10.37 1025 | 0.11 | 300 1.31

82 1.96 | 1.21 | 0.17 | 4.02 0.11 10.35 10.31 [0.09 | 326 1.38

109 11,99 | 1.12 | 0.18 | 3.66 0.12 1 0.37 1036 | 0.08 | 337 1.61

148 12.00 | 1.01 |0.18 | 3.58 0.14 1 0.32 | 0.41 | 0.06 | 335 1.61

227 12.07 1090 | 057 |-046 0.16 | 0.32 1049 |0.05 | 304 2.92

368 12.07 [0.75 016 | 14.27 0.18 10.29 1055 |0.03 | 255 2.86

541 11.94 1 0.63 | 0.15 | 22.54 0.20 1 0.27 10.60 | 0.02 | 210 3.71

660 | 1.99 10.60 | 0.13 | 206.81 |0.21 | 035 |0.62 |0.02 | 173 8.16

926 12.01 055 |0.13 | 12225 |0.22 |0.25 | 0.65 | 0.02 | 145 8.25
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Tabelle 5.5-8 Ergebnisse des Radikalkation-Targetfits fir Rh 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7) in
Gegenwart von 4-AZB-C (50 uM

Ar+ Fepm
<I> N N ty Zo/wo Ay tr o tr+ (FéS ) x
10 278 | 2.54 | 0.15 3.89| 0.08| 154 | 0.01 0.03 91 1.33
16 282 | 2.47| 0.16 339 0.11| 1.84 | 0.02 0.03 135 1.40
25 284 | 231 | 0.17 3.08| 0.16 | 1.70| 0.03 0.03 187 1.10
4] 284 | 2.13| 0.17 3.68| 0.21| 1.50| 0.05 0.03 242 1.57
65 2.86 | 193 | 0.18 270 | 0.28 | 141 | 0.07 0.03 301 0.69
96 276 | 1.69| 0.18 3.17 | 033 | 1.28 | 0.09 0.03 341 1.03
160 2.67 | 145 0.18 401 | 0.39| 1.18| 0.11 0.03 373 1.89
238 253 | 1.24| 0.18 536 | 0.44 | 1.08| 0.13 0.03 379 4.15
479 252 | 1.05| 0.16 335,61 | 0.51| 1.04| 0.16 0.03 330 37.55
642 3.52 | 135 0.16 22212 | 054 | 1.06 | 0.17 0.03 222 46.18

Tabelle 5.5-9 Ergebnisse des Radikalkation-Targetfits fiir Rh 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7) in
Gegenwart von 4-AZB-C (300 uM)

AR+ Fc m
<Bo|N N |t | zolwo | |t (ng ) | 7
10 250 | 2.44 )| 0.15 424 | 0.02| 1.79| 0.00| 0.006 87 1.37
16 254 | 235]| 0.15 413 | 0.07| 0.61| 0.01| 0.006 134 1.15
25 258 | 2.36| 0.15 3.89 | 0.08| 0.77| 0.01| 0.006 185 1.13
4] 261 | 2.30| 0.16 3.78| 0.11| 0.88| 0.01| 0.006 270 0.69
65 270 | 2.23| 0.16 3.21| 0.16 | 0.71| 0.02 | 0.006 352 0.93
96 2.74 | 2.15| 0.16 3.53| 0.20| 0.67 | 0.02 | 0.006 422 0.87
160 279 | 2.04| 0.17 3.11| 0.24| 0.63| 0.03| 0.006 497 1.09
238 283 | 196 | 0.17 3.33| 0.28| 0.60| 0.04 | 0.006 534 1.30
479 292 | 1.85| 0.18 3.02| 0.33| 0.55| 0.05| 0.006 538 2.01
642 299 | 1.82| 0.18 256 | 0.35| 0.55| 0.06 | 0.006 506 3.07
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Tabelle 5.5-10 Ergebnisse des Radikalkation-Targetfits fiir Rh 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7) in
Gegenwart von 4-4ZB-C (600 uM)

Ar+ Fepm
<I> N N ty Zolowo Ar tr o) tr+ (F ES ) x
10 252 | 245 0.15 3.98| 0.03| 1.22 0.001 0.003 78 1.18
16 212 | 199 | 0.17 117 | 0.06 | 26.3 0.003 0.003 122 1.73
25 241 | 2.24 | 0.15 4,19 | 0.07| 0.51 0.004 0.003 179 1.45
4] 263 | 2.39| 0.16 4,15| 0.08 | 0.42 0.007 0.003 258 1.01
65 269 | 2.37 | 0.16 3.87| 0.11 | 0.36 0.010 | 0.003 348 0.97
96 277 | 2.34| 0.16 432 | 0.14 | 0.35 0.014 | 0.003 437 1.35
160 282 | 2.26 | 0.17 3.71| 0.18 | 0.34 0.019 0.003 521 1.68
238 287 | 2.22| 0.17 3.08| 0.21| 0.33 0.024 | 0.003 557 1.43
479 3.19 | 231 | 0.17 283 | 0.25| 0.32 0.034 | 0.003 548 1.95
642 493 | 342 | 0.18 244 | 0.28 | 0.29 0.041 0.003 428 2.10

Tabelle 5.5-11 Ergebnisse des Radikalkation-Targetfits fiir Rh 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7) in
Gegenwart von Trolox/AZB-C-Mischung (500 uM/100 pM)

<> | N | N |ty | zwo | Are | :01:;) th (’; fgg) e
8 4.18 | 1.83 | 0.13 | 4.44 0.07 10.10 | 0.01 | 0.005 | 38 1.40
11 224 | 1.91 |0.14 | 3.86 0.03 |10.18 |0.01 |0.005 |98 0.98
15 1.99 | 1.89 | 0.14 | 4.64 0.04 |0.74 |0.02 |0.005 | 141 1.15
18 1.86 | 1.78 | 0.14 | 4.03 0.04 | 1.13 |10.02 |0.005 | 170 1.40
22 1.95 | 1.83 | 0.14 | 4.57 0.07 | 1.01 |0.03 | 0.005 | 206 1.38
30 1.94 | 1.77 | 0.14 | 4.16 0.08 |0.78 | 0.04 | 0.005 | 254 1.12
44 1.94 | 1.73 |1 0.14 | 3.72 0.11 10.86 |0.05 | 0.005 | 336 1.19
59 1.96 | 1.68 |0.15 | 3.19 0.12 |1 0.69 | 0.06 | 0.005 | 393 0.88
75 1.92 | 1.61 |0.15 | 3.41 0.14 1 0.74 | 0.07 | 0.005 | 454 0.98
110 | 1.87 | 1.50 | 0.16 | 3.33 0.17 1 0.73 10.09 | 0.005 | 541 0.80
146 | 1.83 | 1.41 |0.17 | 2.84 0.19 | 0.66 | 0.11 | 0.005 | 585 0.99
218 | 1.81 | 1.33 |0.17 | 2.72 0.21 10.62 |0.13 | 0.004 | 638 1.08
293 | 1.64 | 1.17 | 0.18 | 2.66 0.24 | 0.58 | 0.15 | 0.004 | 669 1.23
439 (1.50 |1.03 |0.19 |2.2] 0.27 10.59 |0.16 | 0.004 | 687 1.15
588 | 1.32 | 0.88 |0.20 | 1.91 0.28 | 0.63 |0.18 | 0.004 | 686 1.40
731 | 1.19 1 0.79 | 0.20 | 1.84 0.31 |0.67 |0.19 | 0.004 | 679 1.69
906 | 1.12 |10.73 |0.21 |1.75 0.34 10.70 | 0.19 | 0.004 | 651 2.78
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Tabelle 5.5-12 Ergebnisse des Radikalkation-Targetfits fiir Rh 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7) in
Gegenwart von Trolox/AZB-C-Mischung (800 uM/100 pM)

Ap+ Feom 2
<I> N N ty zo/wy | Arx t; o) trs (FCS) x

8 1.55 1263 | 0.13 | 4.67 0.03 |1 0.10 10.01 |0.005 | 133 1.47

11 2.63 | 261 |0.14 | 3.61 0.03 |3.04 |10.01 [0.005 |109 1.32

17 1259 | 248 |0.14 | 3.87 0.06 | 0.63 | 0.02 |0.005 | 156 1.15

22 277 [ 249 |0.14 | 3.76 0.04 10.18 10.03 {0.005 | 182 1.40

29 258 240 |0.14 |4.11 0.06 | 0.39 10.04 |0.005 | 245 0.99

40 253 229 10.15 | 3.30 0.08 | 0.47 10.05 |0.005 | 304 1.12

58 1240 | 213 [ 015 |3.01 0.10 1 0.39 10.06 | 0.005 | 395 0.99

82 238 1200 |0.16 |3.02 0.11 | 0.38 |1 0.08 | 0.005 | 459 1.46

109 1222 | 1.84 [ 0.16 | 2.91 0.14 1 0.42 [ 0.10 | 0.005 | 538 1.31

148 | 2.10 | 1.67 | 0.17 | 2.47 0.15 |1 0.42 10.11 | 0.004 | 592 1.59

228 |1.92 | 145 | 0.18 | 2.07 0.18 |1 0.39 |10.14 | 0.004 | 661 1.87

369 | 1.68 | 1.21 [0.38 | 0.62 0.21 040 |1 0.17 | 0.004 | 681 1.78

542 1 1.46 | 1.02 | 0.37 | 0.66 0.23 | 0.44 |1 0.19 | 0.004 | 685 1.11

662 | 1.32 10.92 |0.35 |0.70 0.25 1 0.51 [0.20 | 0.004 | 690 1.39

928 |1.14 | 0.78 1035 |0.70 0.28 |1 0.66 | 0.21 |0.004 | 652 1.14

Tabelle 5.5-13 Ergebnisse des Radikalkation-Targetfits fiir Rh 110 in Phosphatpuffer (25 mM pH 7) in
Gegenwart von Trolox/AZB-C-Mischung (800 uM/200 pM)

AR+ Fc
<I> N N t - t trs o 2
F d Zo/wo | Arr 1 o) R (FCS) X

7 238 1228 |0.14 | 3.93 0.03 | 1.54 [ 0.01 |0.003 |72 1.45

11 225 | 218 10.14 | 3.86 0.06 |2.07 10.01 {0003 |111 1.15

16 1220 |2.12 |0.14 | 4.07 0.07 13.80 [0.02 |0.003 | 159 1.20

22 224 214 |0.14 |4.07 0.05 | 1.88 [ 0.03 |0.002 | 198 0.95

30 213 201 |0.14 | 4.04 0.09 | 1.95 |10.03 | 0.002 | 260 1.17

41 213 | 1.96 | 0.14 | 4.01 0.09 | 1.49 10.04 |0.002 | 324 1.26

60 1208 |1.86 |0.15 | 3.58 0.11 | 1.47 10.06 | 0.002 | 415 0.96

80 1201 |1.75 015 |3.21] 0.14 | 1.37 10.07 |0.002 | 491 1.05

110 | 1.89 | 1.61 |0.16 | 3.24 0.17 | 1.43 |1 0.09 | 0.002 | 579 1.15

148 | 1.82 | 1.50 | 0.16 | 3.12 0.18 | 1.18 | 0.10 | 0.002 | 637 1.50

221 | 1.66 | 1.32 |0.16 | 2.98 0.20 | 1.01 1013 |0.002 | 714 1.55

364 | 146 | 1.11 | 0.17 | 2.54 0.23 10.87 10.15 [0.002 | 764 1.53

552 11.26 {094 | 0.18 | 2.27 0.24 10.79 10.17 [ 0.002 | 774 1.56

723 | 1.10 [ 0.81 | 0.19 |2.10 0.26 | 0.78 | 0.18 | 0.002 | 767 1.38

966 |1 0.99 [10.70 |0.20 | 1.69 0.27 10.71 10.19 [0.002 | 729 1.31
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Tabelle 5.5-14 Ergebnisse der individuellen Anpassungen von FCS-Kurven fiir Rk /10 in
Phosphatpuffer (25 mM pH 7) in Gegenwart von Trolox (50 uM)

<I> N N ty Zo/wg 4, t; A> t, ({‘::Cé‘;) XZ
1 1.84 | 1.84 | 0.13 | 4.26 0 — |0 -—— 17 0.71
2 1.83 | 1.75 | 0.13 | 4.29 0.04 |2.44 |0 -—-- 24 0.62
4 1.84 | 1.70 | 0.13 | 4.34 0.07 | 1.64 |0 - 39 0.55
6 1.86 | 1.71 | 0.14 | 4.75 0.08 |2.86 |0 - 61 0.74
7 1.88 | 1.70 | 0.14 | 3.91 0.10 | 3.26 |0 - 73 0.46
11 191 | 167|014 426 |012 3350 |~ |102 |045
15 1.92 | 1.61 | 0.14 | 4.61 0.16 | 2.90 |0 - 128 0.57
19 1.93 | 1.57 | 0.14 | 4.22 0.19 |2.76 |0 -—-- 151 0.61
25 1.96 | 1.50 | 0.15 | 4.18 0.24 | 262 |0 - 183 0.68
33 2.00 | 1.43 | 0.16 | 3.60 0.07 |585 (021 |1.96 207 0.58

47 12.06 | 1.36 | 0.16 | 3.92 0.26 | 1.79 10.09 | 535 |246 0.43

62 202 | 1.23 | 0.16 | 4.08 0.29 | 1.61 |10.10 | 505 |272 0.31

76 12.00 | 1.16 | 0.16 | 3.92 0.33 | 1.59 [0.09 | 524 |289 0.51

110 | 1.98 | 1.04 | 0.17 | 3.59 0.37 | 1.40 | 0.10 | 4.85 313 0.53

147 11,92 10.94 | 0.18 | 3.53 0.42 | 1.29 10.09 |5.17 |331 0.38

219 | 1.83 1083 |0.19 |3.02 0.47 | 1.17 1 0.07 | 5.98 | 346 0.50

295 | 1.62 |1 0.69 |0.20 | 2.60 0.50 | 1.06 | 0.07 | 6.15 348 0.61

444 | 1.44 1 0.55 | 0.22 | 2.08 0.54 10.92 10.08 |6.04 |339 0.71

585 11.33 [ 048 021 | 231 0.56 | 0.89 |0.08 | 5.89 328 0.69

725 1 1.30 [ 044 1021 | 2.26 0.59 10.85 10.07 |6.28 |306 0.70

891 |11.19 | 038 |0.25 | 1.50 0.60 | 0.81 |10.08 | 649 |284 0.64
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Tabelle 5.5-15 Ergebnisse der individuellen Anpassungen von FCS-Kurven fiir RA 110 in
Phosphatpuffer (25 mM pH 7) in Gegenwart von Trolox (100 uM)

</> N N tq Zo/a)() 4, t; A> t, (i_?;) XZ
1 1.55 | 1.55 | 0.13 | 4.98 0 — |0 18 0.76
2 1.57 | 1.49 | 0.13 | 4.20 0.05 | 743 |0 25 0.62
4 1.56 | 1.45 | 0.13 | 4.18 0.07 | 247 |0 - 39 0.66
6 1.58 | 1.47 | 0.14 | 4.14 0.07 | 447 |0 63 0.55
8 1.58 | 1.43 | 0.14 | 4.02 0.10 | 3.65 |0 - 76 0.48
11 | 162 | 139 |0.14 |398 |014 |347 |0 | 104 |058
15 164 | 1.35 | 0.14 | 4.07 0.18 | 3.32 |0 131 0.60

22 167 |1.28 |0.14 | 4.67 023 |3.17 |0 172 0.49

29 1.69 [ 1.20 | 0.15 | 3.49 0.22 | 3.65 |0.07 |1.20 199 0.38

43 1.78 [ 1.16 | 0.16 | 3.62 021 | 1.86 |0.14 | 4.59 237 0.47

60 1.74 [ 1.03 | 0.16 | 3.51 0.17 | 1.30 | 0.24 | 3.58 267 0.53

74 1.74 (096 | 0.17 | 3.61 0.29 | 3.08 |0.16 | 1.00 284 0.42

110 | 1.72 |0.87 |0.17 | 3.49 0.26 | 1.16 |0.23 | 3.10 311 0.40

146 | 1.67 | 079 [0.18 |3.13 0.20 | 3.18 | 033 |1.11 328 0.41

219 1155 [0.68 |0.19 |2.86 0.14 | 3.29 | 042 | 1.08 348 0.43

301 142 059 |0.19 | 2.64 0.13 | 3.04 | 046 | 1.01 360 0.58

439 1125 [ 049 [0.20 | 241 0.46 | 0.85 | 0.15 | 2.48 361 0.62

589 1112 042 |0.20 | 2.18 0.16 | 2.19 | 047 |0.77 356 0.68

727 11.09 039 [021 | 198 0.13 |2.23 | 051 |0.75 341 0.75

890 1097 034 |022 |1.79 0.55 | 0.74 | 0.10 | 2.39 335 0.83
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Tabelle 5.5-16 Ergebnisse der individuellen Anpassungen von FCS-Kurven fiir RA 110 in
Phosphatpuffer (25 mM pH 7) in Gegenwart von Trolox (200 uM)

<I> N N ty Zo/wg 4, t; A> t, ({‘::Cé‘;) XZ
1 1.86 | 1.86 | 0.13 | 4.46 0 — 0 — 17 0.57
2 194 | 1.94 | 0.13 | 4.81 0 — |0 24 0.63
4 1.95 | 1.84 |1 0.13 | 4.38 0.06 |3.84 |0 — 39 0.60
6 1.99 | 1.80 |0.14 | 3.82 0.10 | 4.96 |0 61 0.65
7 1.97 | 1.78 |1 0.13 | 4.08 0.09 | 325 |0 — 70 0.53
11 2.00 | 1.70 |0.14 | 3.77 0.15 | 4.00 0 103 0.48
15 2.01 | 1.63 |0.14 | 4.04 0.19 | 3.40 |0 — 125 0.56

22 1207 | 154 (015 | 3.84 0.14 | 2.33 | 0.11 | 5.23 164 0.62

29 209 | 1.45 | 0.15 | 3.94 0.03 | 053 |0.28 | 3.53 193 0.47

44 214 | 1.32 [ 0.15 | 4.23 0.06 | 0.56 | 0.32 | 3.21 232 0.65

58 1219 | 1.25 | 0.16 | 3.99 0.10 |1 0.94 | 032 |3.21 254 0.51

73 217 | 1.17 10.17 | 3.80 0.19 | 1.25 | 0.28 | 3.38 271 0.42

110 1215 | 1.04 | 0.17 | 3.94 0.35 | 2.67 |0.16 | 0.93 299 0.46

148 12.09 |0.94 |0.18 | 3.60 0.28 | 2.80 | 0.26 | 1.01 315 0.56

217 |1.97 1083 |10.18 | 3.49 0.28 1 0.87 1029 | 240 | 337 0.48

291 | 1.81 [0.74 10.19 |3.47 0.24 1232 [ 035 | 0.88 | 352 0.53

439 |1.58 [ 0.61 |0.20 |2.67 0.38 10.75 10.24 | 2.03 362 0.43

586 | 1.41 [ 0.53 | 0.19 | 2.98 0.50 | 0.84 |1 0.13 | 2.43 359 0.54

728 | 1.38 | 049 |0.20 | 2.41 0.44 | 0.68 | 0.20 | 1.81 350 0.60

887 [ 1.25 043 [0.20 | 2.44 0.54 10.74 | 0.11 |2.31 342 0.43

Tabelle 5.5-17 Ergebnisse der individuellen Anpassungen von FCS-Kurven fiir Tabelle 5.5-18 RA 110
in Phosphatpuffer (25 mM pH 7) in Gegenwart von A-AZB-C (50 uM)

<> | N[N |t | zdeo | t | A t, (’; |
2 277 1277 10.21 | 3.01 0 — 0 - 25 0.70
6 278 |2.66 | 0.14 | 4.86 0.04 |2.27 |0 - 62 0.67
10 275 1254 |0.14 | 4.23 0.07 | 1.98 |0 - 92 0.44
16 276 | 245 |0.15 |4.18 0.11 | 1.90 |0 - 138 0.59
25 2.75 1230 |10.15 | 3.99 0.16 | 1.83 |0 - 193 0.43

41 272 1213 |0.15 | 3.2 0.22 11.62 |0 T 253 0.47

65 1270 |1.92 [ 0.15 | 4.27 0.28 | 1.41 | 0.05 |36.77 | 319 0.30

96 1256 | 1.69 | 0.15 | 6.34 0.32 | 1.2 |0.04 | 2510 | 368 0.47

160 | 2.54 | 1.44 [ 0.19 | 3.21 0.39 | 1.10 1 0.08 | 23.80 | 392 0.48

238 |2.36 | 1.23 | 0.19 | 3.37 0.43 10.99 10.09 |21.45 | 405 0.48

479 1227 [ 1.02 {022 | 23] 0.48 10.83 | 0.13 | 16.30 | 367 0.54

642 |3.06 | 1.29 | 0.23 | 1.95 0.51 |0.77 |1 0.14 | 14.24 | 255 0.43
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Tabelle 5.5-19 Ergebnisse der individuellen Anpassungen von FCS-Kurven fiir RA 110 in

Phosphatpuffer (25 mM pH 7) in Gegenwart von 4-4AZB-C (300 uM)

<I> N N ty Zo/wg 4, t; A> t, ({‘::Cé‘;) XZ
2 249 | 282 | 015 |3.73 0 - |0 23 0.58
6 250 | 2.76 | 0.15 | 3.97 0.02 | 688 |0 59 0.69
10 | 250 | 274 |0.14 | 4.40 0.03 | 161 |0 88 0.50
16 | 253 | 268 |0.14 |4.37 0.07 | 072 |0 134 0.47
24 | 257 | 269 |0.15 |4.10 0.08 | 083 |0 185 0.46
41 | 260 | 267 |0.15 |4.01 012 | 101 |° 271 0.28
65 |269 | 265 |0.16 | 3.54 0.17 | 077 |0 360 0.57
97 | 256 | 262 |0.16 |3.91 0.07 | 024 | 011 | 1.15 | 451 0.69
160 | 271 | 265 | 0.17 | 3.69 0.08 | 0.15 |0.20 | 0.93 | 512 1.43
244 | 2.77 | 2.87 | 0.17 | 4.15 0.26 | 0.50 | 0.06 | 3.18 | 546 1.85
479 | 2.82 | 360 |0.18 | 4.24 0.30 | 0.43 | 0.07 | 299 |558 3.25
638 | 284 | 432 |0.18 | 3.68 0.31 | 038 |0.10 | 238 | 533 4.36

Tabelle 5.5-20 Ergebnisse der individuellen Anpassungen von FCS-Kurven fiir RA 110 in
Phosphatpuffer (25 mM pH 7) in Gegenwart von 4-AZB-C (600 uM)

<[> |N Nr tq Zo/wo A; t; A 15 Zggls) X’
2 27812721 045]537 loo2]s578 10 |-— 20 0.74
6 269|262 015]3.71 0.03 | 256 |0  |-— |50 0.65
10 252245 015|402 Joo3 1180 [— |78 0.51
16 204|184 0168275 |o010 030 [0 |— |128 |146
24 1239 211 ] 015|472 lo12 o3 |0 |-— [i1s0 loe67
41 262 239 | 015|4.23 0.09 | 0.46 |0 - | 258 |038

65 2.69 | 236 | 0.16 | 4.03 0.12 1038 |0 ---- 349 0.46

99 2.74 1225 | 0.16 | 4.62 0.10 |1 0.09 |10.09 |0.73 441 0.72

162 1276 |2.16 | 016 | 4.12 0.11 10.08 1012 |0.62 | 531 1.03

236 | 2.81 |2.14 | 017 | 3.46 0.13 | 0.11 | 0.13 | 0.68 570 1.23

484 | 3.10 | 2.24 | 017 | 3.46 0.19 1 0.16 | 0.10 | 0.97 | 565 1.89

645 | 345 | 237 | 018 ]2.86 0.24 10.15 010 | 1.20 | 520 2.26
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5.6 Die Abnahme der Konzentration der Fluorophore in

den verwendeten Probenkammern
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51 e Probekammer 10uL ° 4
] -
4]
o
~
o
§ 31 o®°
S 0°°
-~ o°o°
Z 9 o ©°
1£
. o o ° ¢ ° °
0

0 100 200 300 400 500 600 700
<I> [kW/cm?]

Abbildung 5.6-1 Aus den FCS-Messungen, mittels Gleichung 3.2-50 ermittelte Anzahl der
Fluorophore N im konfokalen Volumen. Die gefiillte Symbole reprisentieren die Messungen in
Probenkammern mit einem Gesamtvolumen von V=10 pL (gefiillte Symbole) (Kapitel 3.2.3.8). Die
leere Symbole reprisentieren die Messungen in Probenkammern mit einem Gesamtvolumen von
V=15 mL (Thermo Scientific, Nunc Lab-Tek II, 155360).

Bei Leistungsdichtemessreihen wurden die Messungen bei den jeweiligen
Leistungsdichten hintereinander durchgefiihrt, wobei eine Messreihe immer mit der
kleinsten Leistung begonnen wurde. Der Zeitabstand zwischen den einzelnen
Messungen einer Messreihe betrug 2-5 Minuten (die Zeit, die bendtigt wurde fiir die
Umstellung und die Bestimmung der Laserleistung).

Aufgrund der Sittigungseffekten (Kapitel 2.4.2) wird bei einer Messriehe mit der
Leistungsdichte kontinuierlich ansteigende Anzahl der Fluorophore N im
Detektionsvolumen beobachtet, obwohl die Konzentration der Fluorophore konstant
bleibt. Wird eine Probenkammer mit einem kleinen Gesamtvolumen eingesetzt so
nimmt die Konzentration der Fluorophore wihrend der Messreihe mit der Zeit ab,
was dazu fiihrt, dass die Anzahl der Fluorophore im Detektionsvolumen trotz
Sattigungseffekten wihrend einer Messreihe mit steigenden Leistungsdichte
abnimmt (Abbildung 5.6-1).

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten FCS-Messungen von Rh 110 mit

Additiven wurden in Probenkammern mit einem Gesamtvolumen von V=10 uL
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Anhang 5.7
durchgefiihrt, was zur Folge hatte, dass die Anzahl der Fluorophore nicht als
konstant wihrend eine Messreihe angenommen werden konnte.

5.7 Fluoreszenzziihlrate F.,m(FCS) bei FCS-Messungen des
Rh 110 mit und ohne Additive

2000
|  A-AZB-C AZB-C/Trolox Trolox AZB-C
1800 4 [Q, 1750 [MM] Q. J/[Q,. M| [Q,,] [uM] Q, s J M]
1600 {9 0 —0 0
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1400 {—— 300 ——800/100 /| |—— 100 —— 500
: 600 800/200 200 800
1200 -
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E-E 800 |
Q 1
w600 [ 4#* 4
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200 - | : 2
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Abbildung 5.7-1 Fluoreszenzzéhrate F,,(ideal) zusammen mit direkt aus FCS-Messungen
bestimmten F,,,,(FCS) (Kapitel 3.2.3.14) von RA 110 mit und ohne Additive.

Fpm(ideal®) wurde mit Hilfe von Gleichung3.2-44 (mit Geee; = 0.02) und der in Tabelle 3.2-14
(Seite 136) angegebenen Konstanten berechnet. Die fiir Gleichung3.2-44 notwendige
Besetzungswahrscheinlichkeit des S;-Zustands wurde nach Gleichung 3.2-61 (Seite 121) bestimmt,
wobei fiir die Austauschrate k;;= 8000 s eingesetzt wurde. Zu beachten ist, dass bei der berechneten
Fluoreszenzzihlrate F,,,(ideal®*) im Vergleich zu der im Kapitel 3.2.8.2 verwendeten
Fluoreszenzzihlrate F,,(ideal) die Austauschrate nicht auf k;;=0 gesetzt wird. Der Unterschied
zwischen F,,,(ideal*) und F,,(ideal) ist in Abbildung 5.7-2 visuell dargestellt.

Neben der im Kapitel 3.2.8.2 verwendeten Fluoreszenzzéhlrate eines Fluorophors
Fepm(ideal), kann zusitzlich die Fluoreszenzzahlrate direkt aus den F'CS-Messungen
bestimmt werden (Kapitel 3.2.3.14). Diese direkt gemessene Fluoreszenzzéhlrate
eines Fluorophors F,,,(FFCS) reprisentiert eine sowohl von der Austauschrate ky; als
auch von den Sattigungseffekten abhédngige Fluoreszenzzihlrate, die nicht fiir die
quantitative Betrachtung eines Fluoreszenzsignals herangezogen werden kann. Bei
der Verwendung der Additive zeigt die direkt bestimmte Fluoreszenzzéhlrate

Feopm(FCS) (Abbildung 5.7-1 gefiillte Symbole) qualitativ die gleichen Ergebnisse,
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wie sie anhand von der F,u(ideal) (Abbildung 5.7-1 durchgezogene Linien) im
Kapitel 3.2.8.2 diskutiert wurden.

600
o Fcpm(FCS, korr)

F . nm(ideal)

1= = F_ (ideal*) g

cpm

w S [$]

o o (=]

o o o

1 1 1
\

200 -

100
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1 . 1,0 . 160 . 1000
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Abbildung 5.7-2 Berechnetes Fluoreszenzsignal eines einzelnen RA 110 Molekiils F,,(ideal)
(durchgezogene Linie) und F,,,(ideal®) zusammen mit unter FCS Bedingungen gemessenen
korrigierten Fluoreszenzzihlrate des Rh 110 F.,,(FCSkorr) (leerePunkte) (Kapitel 3.2.5.3) in
Abhingigkeit von der Leistungsdichte. F,,(ideal) und F,,(ideal) wurden mit Hilfe von
Gleichung 3.2-44 (mit Gypee; = 0.02) und der in Tabelle 3.2-14 angegebenen Konstanten berechnet.
Die fiir Gleichung3.2-44 notwendige Besetzungswahrscheinlichkeit des S;-Zustands wurde nach
Gleichung 3.2-17 (Modell 1a) bestimmt. Fiir die Austauschrate wurde bei F,,,(ideal™®) k= 8000 und
bei F,,,(ideal) k= 0 eingesetzt. Alle Geschwindigkeitskonstanten der Photozerstorung wurden auf 0
fixiert.

5.8 Erweiterung des elektronischen Zustandmodells fiir

gepulste Anregung

Der im Kapitel 3.2.5.1 prisentierte Ausdruck fiir das Fluoreszenzsignal
(Gleichung 3.2-44) beinhaltet Besetzungswahrscheinlichkeiten fiir die energetischen
Zustande des Fluorophors, die im Kapitel 3.2.4 fiir Fluorophore bei kontinuierlicher
Anregung diskutiert wurden. Weil die Einzelmolekiilmessungen bei gepulster
Anregung (Argon-lonen-Laser mit einer Pulsbreite von #,,~ 180 ps bei einer
Repetitionsrate von k., = 73.5 MHz bei 496 nm) durchgefiihrt wurden, werden in
diesem Kapitel die Besetzungswahrscheinlichkeiten bei gepulster Anregung analog

zu Kapitel 3.2.4 diskutiert.
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Abbildung 5.8-1 Vereinfachtes Modell fiir gepulste Anregung mit ¢., als Repetitionszeit, #,, als
Pulsdauer und ¢, als Zeit zwischen den Pulsen.

Fiir die Besetzungswahrscheinlichkeiten bei gepulster Anregung muss berticksichtigt
werden, dass jegliche Anregung nur wihrend der Pulsdauer ¢,, (Abbildung 5.8-1)
erfolgen kann. Damit befindet sich das gesamte System wéhrend der Repetitionszeit
nicht im Gleichgewicht, es miissen also anstatt der Gleichgewichtspopulationen die
Durchschnittspopulationen genutzt werden. Die Durchschnittspopulationen fiir §;
und 7; wéhrend der Repetitionszeit sind durch Gleichungen 5.8-1 und 5.8-2 definiert
[93],

K
Sz — 5.8-1
(5) 1+ xky./ k'
(ry=tme K 5.8-2
k' 1+ xkg./k,'
wobel
ket kg, .[l—exp(— kq '-toff)][l—exp (_ (ko '+k01)'ton)] 58.3
(ko "+, )2, (ko +k01)z ko', 1—exp(~ky, -1, —k,',,,) -0

Weil die Lebensdauer des T;-Zustands sehr lang ist (mehrere Grofenordnungen
langer als die in der Arbeit verwendete Laser Repetitionszeit (¢, = 13.6 ns << 7)),

andert sich wihrend der Repetitionszeit die Population des 7-Zustands praktisch

nicht, die Durchschnittpopulation des T7,-Zustands <Tn> kann analog zur

232



Anhang 5.9

Gleichgewichtspopulation bei kontinuierlichen Anregung berechnet werden

(Gleichung 5.8-4).

(0)=3=(n) 584

Tnl

Gleichzeitig ist die Lebensdauer des S;-Zustands (¢, = 13.6 ns >z = 4 ns) kiirzer als
die Repetitionszeit, dadurch unterscheidet sich die Population des S§;-Zustands

wihrend der Pulsdauer (= 180 ps) deutlich von der Population zwischen den Pulsen.
Fiir die Berechnung der Durchschnittspopulation des S,-Zustands <Sn> wird nur die
Durchschnittspopulation des S;-Zustands wihrend der Pulsdauer <Sl>t

beriicksichtigt (Gleichung 5.8-5). Dabei werden die Gleichungen 1.1-16 und 1.1-17
analog zu den Gleichungen 5.8-1 - 5.8-3 hergeleitet [93]:

k n
<S”> - k;nl <S1>z0,, >.8-3
— Kon 5.8-6
(5., 1+ K, kise 1k
. - ko ko, .[l_exp(_ko"toﬁ‘)]' [l—exp (_ (ko '+k01)-t0n)] 5.8-7
. (ko '+k01) (ko '+k01)2 k', 1-exp (_ Koy t,, =Ky '.trep)

Fir die Geschwindigkeitskonstante der Oxidation eines Fluorophors zum
Radikalkation bei der gepulsten Anregung (Koxwo: puis)) gilt schlieBlich analog zu
Gleichung 3.2-23 Gleichung 5.8-8:

k ' ka'<Sl>+koxT.<7;>+kan.<S>+kxTn.<T;l>+k [Q]<SI> 58-8

oxtot (puls) =4 0. n 0 qox

5.9 Diffusionskontrollierte Stofirate

Die Stofraten k,qr zwischen zwei Reaktionspartnern  und Q lassen sich mit Hilfe

der Gleichung 5.9-1 berechnen.
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Kpyg=4-7-R;-Dg-N, 5.9-1

Mit

RG = RF+RQ

DG = DF+DQ

Rro = Kollisionsradien der Reaktionspartner F, Q

D, = Diffusionskoeffiziente der Reaktionspartner F, O
N, = Avogadro Konstante

Wird angenommen, dass die Kollisionsradien den hydrodynamischen Radien
entsprechen, so lassen sich die Kollisionsradien mittels der Einstein-Smoluchowski-

Beziehung (Gleichung 5.9-2) bestimmen.

kT

D, ,=——
6-7-n Ry

0 5.9-2

kg = Boltzmann-Konstante
n = Viskositdt des Losungsmittels
T = Temperatur

Die Kombination von Einstein-Gleichung (Gleichung 5.9-2) und Gleichung 5.9-1
fiihrt zu Gleichungen 5.9-3 oder 5.9-4 mit denen sich die StoBrate leicht abschitzen

lasst!.
k.-T-N,-R. 1 1
i = () 5.9-3
1.5-n RQ R,
ky-T-N, D, 1 1 5.9-4
=S )
1.5-n D, Dy

' Beim ZusammenstoB zweier Reaktionspartner kann zusitzlich deren Ausrichtung zueinander fiir die
Reaktion entscheidend sein. Deswegen stellen die Gleichungen 5.9-3 und 5.9-4 eine Naherung fiir die
maximal mogliche diffusionskontrollierte Reaktionsgeschwindigkeit dar, tatsdchlich werden eher
kleinere Reaktionsgeschwindigkeiten erwartet.
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Fiir Rh 110 (oder Rh 123) mit den Diffusionskoeffizient von Dgy;;0 = 4.4 10 cm?s™
(Drhi2z = 4.3-10° cmz's'l) [46] und im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Additive
(Kapitel 3.2), die &hnliche hydrodynamische Radien haben wie die Rhodamine
(Kapitel 5.12),  betrdgt  die  diffusionskontrollierte =~ Stofrate = ungefdhr
keaip= 6.6'10°M"s'.  Bei der Reaktion mit molekularem  Sauerstoff
(Do>=2.1"10° cm>s™") betrigt die diffusionskontrollierte ~StoBrate ungefihr
kgaip=7.510° M5,

Zu beachten ist, dass bei einer Additivkonzentration von /O] <1 mM Ldschung des
S;-Zustands des Rh 110 bzw. Rh 123 durch einen Additiv vernachldssigt werden
kann, auch wenn sie diffusionskontrolliert ablduft. Der Grund dafiir ist die relativ
grole Geschwindigkeitskonstante fiir die Relaxation des S;-Zustands bei Rh 110
bzw. Rh 123 von ky = 2.510% s,

5.10 Abkiirzungen

APD avalanche photo diode
A-AZB-C 4-[(4-Aminophenyl)diazenyl] benzoesdure
AZB-C 4-(Phenylazo)-benzoesdure
BIFL Burst integrated fluorescence lifetime
Burst Einzelmolekiilfluoreszenzereignis
CFD computational fluid dynamics
cw Continuous waves
FCS fluorescence correlation spectroscopy
FEM Finite-Elemente-Methode
MFD Multiparameterfluoreszenzdetektion
OPV Oligophenylenvenylen
PDMS Polydimethylsiloxan
Rh xxx Rhodamin xxx
SMD single molecule detection
TAC Time to amplitude converter
TCSPC time correlated single photon counting
THF Tetrahydrofuran
Konzentration, (in dieser Arbeit wird bei Dunkelzustdnden l6schenden Additiven
[0], cx die Abkiirzung ,,[Q] “ (von engl. Quencher), bei allen anderen Substanzen wird

die Abkiirzung ,,cx" (von engl. concentration) fiir die Konzentration einer
beliebigen Substanz ,, X" verwendet)
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5.11 Chemikalienliste

5.11

Hexamol®
1,2-Cyclohexandicarbonsdurediisononylester

BASF

Tetrahydrofuran (p-a) Sigma-Aldrich
Chloroform (p-a.) Acros Organics
PDMS RTV615 General Electric
Aktivkohle (p-a.) gekdrnt Merck
Dinatriumhydrogenphosphat (p-a.) Griissing
Natriumdihydrogenphosphat (p-a) AppliChem
PVC M, ~99000 g/mol Aldrich 346764
PVC high mol. weight Aldrich 81387
PVC low mol. weight Aldrich 81388
PVC M, ~47000 g/mol Aldrich 389323
QZ;;);oxy-Z, 5,7,8-tetramethylchroman-2- Fluka
carbonsdure
Rhodamin 123 Sigma
Rhodamin 110 Radiant Dyes Chemie
Schwefelsdure 95-97% Fluka
Wasserstoffperoxid zur Analyse Griissing
Trimethylchlorosilan 98% Acros Organics
Glycerin (p.a., wasserfrei) Carl Roth
4-(phenylazo)-benzoesdure (AZB-C) 98 % Aldrich

99% Aldrich

Triacetin

Die nachfolgenden Verbindungen wurden an der Heine-Universitdt Diisseldorf am Institut fiir
Organische und Makromolekulare Chemie in Arbeitskreisen von PD Dr. K.Schapera, Prof. Dr.

J.J. Miillera und Prof. Dr. Dr. h. c. Helmut Ritter synthetisiert

“4-[(4-Aminophenyl)diazenyl] benzoesdure
(A-AZB-C, Struktur siche Kapitel 5.12)

236




Anhang 5.12

YOPV 5 (Struktur siehe Kapitel 5.12)

5.12 Chemische Struktur einiger ausgewdhlter

Verbindungen

Absorpttionsmaximum (in H50): .
&(500 nm) = 7.0-10M"-cm’’ Rhodamin 123

Absorpttionsmaximum (in H0):

6(496 nm) = 6.8-10M"-cm”! Rhodamin 110

OPV 5

H,N @N\\ A-AZB-C
N @COOH

HO
Trolox

O OH

o)
Abbildung 5.12-1 Chemische Strukturen eingesetzter Verbindungen
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Introduction

The usage of lab-on-a-chip approach in research and industrial applications has accentuated the
need for tools that can investigate flow inside of a microfabricated device. One approach for
calculating the flow in microchannels is Computational fluid dynamics (CFD) [1]. However the
fabrication precision of microchannels together with often unknown liquid properties limits the
accuracy of numerical calculations. Fluorescence correlation spectroscopy (FCS) experimental
approach can probe the flow velocity in micro channels directly. The characterization of flow
pattern by FCS is limited by photon statistics [2] and positioning accuracy of the confocal volume
in the microchannels. At the same time the characterization of the flow pattern by FCS demands
many single FCS measurements. The complementary combination of CFD with FCS overcomes
most of the limitations of both methods. Thus a small number of FCS measurements provide
necessary information for accurate numerical calculation of the flow pattern. Vice versa the
knowledge of the flow velocity in combination with FCS can provide accurate information about
diffusion coefficients of fluorophors, viscosity of a flowing liquid and the actual position of the
confocal volume inside of a microchannel.

In addition to diffusive properties of investigated compounds the minimum number of photons,
which is needed to select and analyze a single molecule signal defines the appropriate flow
velocities for measurements in the micromixer [3]. Indeed increasing of flow velocity will
doubtlessly decrease detectable number of photons from single molecules by reducing their mean
dwell times in the observation volume. Hence knowledge of flow induced shortening of the dwell
time is essential to estimate the possible capabilities of microfluidic mixer for kinetic
measurements under single molecule detection (SMD) conditions. At the same time there are no
simple analytical solutions for dwell times calculation for single molecules if both diffusion and

directed flow are contributing to molecular motion [4]. Therefore we performed Brownian

248



Tuning microfluidic mixers for ultrasensitive kinetic measurements using FCS and numerical methods

dynamics simulations to calculate directly shortened dwell times under different flow conditions.
Additionally we demonstrate a strategy which allows to compensate the flow induced photon loss
in single molecules measurements using high excitation power together with a dark state quencher

AAZBC (4-[(4-Aminophenyl)diazenyl|benzoic acid).

Theory

Pressure and Flow in Rectangular Channels

Since the late 1990s microfabricated diffusive mixers have found applications in a growing
number of chemical and biochemical kinetics assays [3, 5-9]. Microfabricated diffusive mixers
require only microliters of a sample and the use of a laminar flow allows to decouple laboratory
time from the reaction progress. These attributes make them ideally suited for kinetic
measurements with single-molecule sensitivity. The time resolution is set by the time required to
diffusively mix and the dwell time needed to detect a given number of photons. Doubtless the
exact knowledge of the flow pattern in the microchannels is necessary for performing kinetics
measurement in micromixers.

For small Reynolds numbers the flow can be described by Poiseuille’s law [10]. Thus for channels
with constant rectangular cross section, there will be a linear relationship between the driving
pressure gradient dp/dx and the volume flow rate Q [5, 11]:

o_ o B ow { 192/ i tanh{(Zn—l) i WD |

dx 12-n w5 2n—l 2-h

Here the flow is positive in x direction, n is the fluid viscosity, h is the channel height and w is the
channel width.

Summing up the constants in equation 1 yields an expression similar to Ohm’s law [6]

o

where Ap is the pressure drop along the length of the channel Ax and Rj is the (channel
dimensions dependent) hydro dynamical impedance.

Ax

R, =

h3~w 192k i
127 7 ,,1 2n 1

tanh[(2n -1).Z WD 3

2-h
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The flow profile inside a rectangular channel can be described by equation 4 [5, 11]

u(z)e— LIE_ 2 85 .COSh[Z'y.(M_l)}‘COS[:'z-(zn—l)}

3
dx 2 | 4 he (%(2,1_1)) Cosh[%%.@n_l)}

where u(y,z) is the space dependent flow velocity (with uy.x being the fastest flow velocity in the
central streamline). Thus the flow profile is dependent on the width-to-height aspect ratio €. For
€ =1 the flow profile along the width (in y-direction) as well along the height (in z-direction) is

parabolic. This is in contrast to € << 1 where the flow profile in y-direction becomes plug-like [5].

FCS Measurements of flow velocity

FCS analyses spontaneous fluorescence intensity fluctuations of fluorescent molecules excited in
a focused beam [12-14]. This fluctuation may be caused by a broad range of dynamic processes at
the molecular level. Generally the normalized fluorescence autocorrelation function G(t.) for a
fluorescence signal F(t) is defined by:

oF(t)-oF (t +t,
)1 (OO0

(F@) >

and corresponds to the probability to detect a fluorescence photon at time (t+ t.) after another
photon was detected at time t [12-14].

The idea to use FCS for flow measurements was first presented by Elson and Magde [13]. In a
later work Gosh et al. [15] realized mapping of the laminar flow field across a 50x50 um sized
channel using FCS and tetramethylrhodamine as a fluorescence reporter. The correlation function

for molecules driven by directed flow is given by [16]:

2
t
G(t,)=exp —(—C}
Ly 6
u=2 7
I

where tris the averaged time needed for flow-driven molecules to pass the detection volume, u is
the average flow velocity in the detection volume and ®, is the distance from the center of the
detection volume in the radial direction at which the detected fluorescence intensity has dropped

by a factor of 1/¢.
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Usually further processes like diffusion and triplet formation have to be considered to interpret
FCS measurements. In case of a 3-D Gaussian detection efficiency distribution, the correlation

function for freely diffusing molecules can be described by [17]:

1
Gt )=1+—-
@) N

w, =+4-D-1, 9

where N is the average number of diffusing molecules in the confocal detection volume, tp is the
average time the diffusing molecules need to pass the detection volume, D is the diffusion
coefficient, and z, is the distance from the center of the detection volume in the axial direction at
which the detected fluorescence intensity drops by a factor of 1/e. The correlation function for

singlet-triplet fluctuations with characteristic triplet time ty is calculated by [17]

G(t.)=exp (— ;—CJ 10

T

The correlation function which includes a two dimensional flow, diffusion and triplet formation

can be described by [17, 18]

2
G(tc):1+i' 1 . 1 -exp| — L 1 A1=T+T-exp _L 11
N t, 2 t t. t
1+ < @, [ / 1+—< r
t 1+ —4 N s
P Zo Ip

where is T is amplitude of the triplett term.
Note: the diffusion term amplitude of equation 11 is equivalent to the inverse mean number of all
fluorescent molecules (NV,y, see equation 13) in the confocal volume [19, 20], which can be used

to calculate the mean fluorescence countrate (£,,) for single molecule:.

S
F,, =—F
™ N, 12
N
N = 13
(1-T)
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where Sr is fluorescence signal.
Taking into account the effect of backgrounds at amplitude of diffusion term [21], the equation 14

can be used for calculation of background corrected F.,,
2
o Nall SF 14
where S}, is background signal

Material and Methods

Four-terminal Lumped Impedance Model for Microfluidic Mixer

In this work we will focus on a micromixer with mainly rectangular channels, where the height 4
is always 10 pm and the channel widths w vary between 5 and 50 um. The laminar flow of the
sample solution was generated by applying a pressure gradient between the inlets and the outlet of
the micromixer (the discussed micromixer is described in detail by Pfeil at al. [3]).

Because of the mixing neck length (1 =30 um see Figure 1 B) and a diffusion coefficient of small
organic compounds in the range of 0.3-1um?/ms the maximum flow velocity in the mixing neck
should be smaller than 10um/ms to assure proper mixing of reactants. Accordingly for a given
range of channel dimensions and applied flow velocities the estimated Reynolds number for an
aqueous solution are R~107 (see equation 15), for R.<<1000 the flow is always within the
laminar range.

_u-d-p

Re
7 15

where 1 is the water viscosity, p the water density and d the channel diameter. For rectangular
channels d can be approximated by the smaller dimension.

Due to the fact that the impedance of non-rectangular shaped channels parts (middle of mixer
Figure 1 A) is negligible in comparison to the rectangular channel parts [3], the four-terminal
lumped impedance model [3-6] (analogous to Kirchhoff's circuit laws) can be applied to the mixer

Figure 1 B). According to this model the volume flow rate in the observation channel Qg is
dependent on the pressure drop between middle inlet and outlet APy, = Py-Po and the impedances

of the channels [3]:
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APM:(RO+RM'm )QO 16

The mixing ratio m is dependent on the ratio of Ps to Py and can be calculated according to
equation 17 [3]:

1—20(1— APS]
Apy ) Oy

m = =
142y M O
AP

M

17

where 6 =Ro/Rs, y=Rw/Rs and APs=Ps-Po. For defined inlet and outlet pressures the
equations 16 and 17 can be used for calculation of the volume flow rate in the developed flow
area (see Figure 1 B) of the observation channel. For practical purposes expression of equation 16

using the experimentally observable flow velocity u(z,y) is desirable:

AP, =(R,+ R, -m )-u(z,)- B(z, ) 18

Here B(z,y) is the ratio between volume flow rate Qo and flow velocity u(z,y) which can be
obtained by numerically solving the division of equation. 1 and equation 4.

Due to precision of the fabrication process for the presented micromixer of about 1 pm [3] the
channel dimensions can deviate systematical from the specified one. However using confocal
scans we did not observe any significant deviation of channel dimensions. Considering the lateral
and axial resolutions of our confocal scans of 0.3 and 0.5 um respectively we gain a maximum

systematical error for the calculated flow velocity of + 2.5%.

Computational Fluid Dynamics Calculations

Due to width difference of mixing and observation channels the flow profile will change within
the first 40 um of the observation channel. There is no analytical solution for the relationship
between flow and pressure drop in this region [3]. The flow and pressure for this region are

numerically calculated using the CFD software tool OpenFOAM (http://www.openfoam.com/).

Assuming an incompressible liquid and solving the Navier—Stokes equation within the 3D
geometry of a simulated area (Figure 1 C) yields the velocity field u(x, y, z) and pressure field
P(x, y, z) at any point. A small enough grid size was chosen, based on the comparison of results
from a succession of finer meshes, to ensure that the results are independent of the grid. The

density of the fluid was assumed to be 1000 kg/m and the dynamic viscosity was set to 1 mPas. In
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order to reduce computing time the simulation was performed for only a small section of the
micromixer.

To achieve quantitative results from numerical calculations the pressure drop along the simulated
section needs to be aligned to the pressure drop along the entire mixer consistent with realistic
experimental conditions. Due to the fact that lengths of side and middle inlets within the simulated
section are infinitely small the hydro dynamical impedances for inlets become also infinitely
small. If the impedance ratio y is conserved and the inlet pressures are equal (Psgim = Pumsim),

equation 16 can be modified for the simulated section:

APsim = Rsim : Q

19

where APg, and R, are pressure drop and hydrodynamic impedance for the whole simulation

section, respectively.
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Figure 1 A: Scheme of micromixer (black), where M is the 5 pm wide and 8 mm long middle inlet, S 1, 2 are the
6 um wide and 5.3 mm long side inlets and O is the 50 um wide and 11 mm long observation channel. The
height of all channels is 10 pm. Grey shows a four-terminal lumped impedance model for this micromixer,
where the volume flow rate Q is proportional to the pressure drop AP and inversely proportional to the im-
pedance R

B: Photograph of the microfluidic device’s mixing region. Inlet channels narrow to a 5 um wide and 5 pm long
intersection followed by a 5 pm wide and 30 um long mixing channel. The mixing channel expands into the
50 um wide observation channel. The first short and first long oval shaped reference marks display 20um and
70um distance from mixing neck, respectively. The triangle shaped reference mark (located on the picture below
the observation channel) indicates 10 um distance from the mixing neck.

C: Simulated section of the mixing region, consisting of intersection followed by mixing neck which widens into
a 70pum long observation channel. The grid size was choosen to be Ax =0.5 pm and Ay = Az =0.25 pm, in the
part of the simulated section highlighted with grey dashed line and to be Ax=0.5um, Ay=1pm and
Az=10.25 pm in the remaining part of the simulated section. Upper part, botton part and right upper part
represent the flow profile in the x,y-plane at channel half height, the flow profile in x,z-plane at channel half
width, and the flow profile in z,y-plane in the observation channel 70 pm downstream from the mixing channel
respectively. The pressure drop between inlets and end of simulation section was set to 0.153 kPa.

In order to calculate Ry, a CFD simulation with an estimated hydro dynamical impedance of
R =508 kPa's/nL (= summarized impedance of two rectangular channels representing the
simulated section with dimensions I X w X h of 35 x 5 X 10 pm and 70 X 50 X 10 pm, respectively)
was performed. For a fixed pressure drop of 0.153 kPa we thereby estimated the volume flow rate
of 0.301 nL/s (equation 19). CFD simulation yielded a volume flow rate of 304 nL/s using the
same pressure drop and Rgi, = 0.503 kPa's/nL as obtained from equation 19 Figure 1). Inserting

the obtained Ry, together with Qg (as derived from equation 16) into equation 19 yields the
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pressure drop in the simulated section. This allows us to use the CFD simulation to calculate flow
pattern in the analytically inaccessible mixing neck and the initial part of observation channel

(deceleration area in Figure 1 B) under experimental conditions.

Fluorescence correlation Spectroscopy

To map the flow in the observation channel, FCS measurement on rhodamin 110 (rh 110) in water
was performed using a home-built setup [22]. In this setup a mode-locked argon-ion-laser (Innova
Sabre, Coherent) coupled to an inverted epifluorescence confocal microscope (Olympus, 1X71) is
used to generate linearly polarized and pulsed light at 496.5 nm and a repetition rate of 73.5 MHz.
Using a water immersions objective (UPLAPO 60 NA = 1.2, Olympus, Hamburg) to focus the
excitation light at the sample we apply a mean intensity of Io/2 ~ 25 kW/cm? in a focus which is
close to the diffraction-limit (see explanation below). The fluorescence was separated in the
parallel and perpendicular polarization compounds with respect to the excitation polarization. The
fluorescence beam is finally focused on the single-photon avalanche diodes (Photon counting
Module SPCM-AQR-14, Perkin Elmer). The detector signals were recorded by a hardware-
correlator (ALV-7004). For each FCS measurement 20-25 million photons were collected. In
order to position the confocal volume inside of the micro channels a piezo-stage (Physik
Instrumente, P-527) together with a CCD camera (CCD, DV887 ECS-BV, Andor) were used. For
FCS measurements the microfluidic system was aligned in a way that the flow in the observation
channel was always perpendicular to the optical axis of the fluorescence setup. The confocal
volume was always placed in the middle of a channel with respect to channel height and channel
width, the position being estimated using reflections from the coverglass-water and water-PDMS
interface. In addition the etched reference marks (Figure 1 B) were used to estimate the position
along of the observation channel. The confocal volume size was calibrated using the known
diffusion coefficient (D=4.4¢10°+ 0.3 cm?/s at 22.5° C) [23] of rhodamine 110 in water. The
radial extend of the confocal volume was wy=0.24 = 0.008 um and the axial extend zy~ 1 pm
[24]. Considering the flow profile in the observation channel (e = 5, plug-like along the width and
parabolic along the height) together with the spatial extend of the confocal volume the flow

velocity in the central streamline measured by FCS is estimated to be ugcs = Umax*0.99.
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Single molecule measurements

The single molecule measurements were performed on similar setup as used for FCS
measurements. There multi parameter fluorescence detection (MFD) was performed, where
pulsed excitation and time-correlated single photon counting is applied to measure simultaneously
fluorescence intensity and lifetime [25-28]. Two syncronized time-correlated single photon
counting pc-boards (Becker & Hickl, SPC-150), where used to record macrotime At, micro time
At (time between detected photon and next laser pulse) and channel number (detector where the
photon was detected) for each detected photon. In order to obtain more photons from single
molecules the confocal volume was increased (wo=0.59+£0.02 um and z=2.5 um) in
comparison to the FCS measurements. In order to simplify single molecule experiments we used a
commercially available flow chamber (sticky-Slide I Luer, ibidi) with channel height, length and
width of 0.1 mm, 5 mm and 48 mm, respectively, instead of the microfluidic mixer. As driving
force for the flow in the chamber the fluid level difference between syringes connected to outlet
and inlet of the flow chamber was used (see SI for scheme of simplified flow set up). The flow

velocity in the channel was calibrated using FCS.

Separation of singlemolecule events from background signal

The rhodamine 123 in phospate buffer (20mM pH 7) with a concentration around 10 pmol was
used to perform single molecule measurements. Due to the small concentration of rh 123 most of
the time no molecules pass through the confocal volume, hence the signal consist of background
photons with typical mean time lag between detected photons of <At>= 0.5 ms (for total laser
intensity of 130 pW [29-31] which corresponds to mean power density of <[>~ 24 kW/cm? as
used for typical single molecule measurements). If one of the rh 123 molecules is located inside of
the confocal volume, the mean time lag between the photons drops to <At>=0.01 ms.
Nevertheless is the efficient separation of fluorescence signal from background signal difficult
due to the strong fluctuations of the Poisson distributed background signal [25, 27, 30, 32] (see
Figure 2 B). However the fluorescence signal from single molecules appears as a clearly defined
minimum in a plott of time lags between consecutive photons versus photon event number n#, if
the signal is smoothed by a running mean (equation 20) with the appropriate averaging window

[27, 30, 32] (see Figure 2 A).
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! im(n#u)

At = .
2m+1 /=, 20

sm

By applying an appropriate threshold (Az;) and defining a minimum number of photons ny, below
the threshold to the smoothed time lag data (At,,) it is possible to separate efficiently background
signal from fluorescence signal of single molecule events (fluorescence bursts), which can by
analyzed afterwards [27].

Finally the smoothing is used to estimate the event numbers of first and last photons (see photons
which are highlighted by blue and green color in Figure 2 A) of each fluorescence burst. The
actual selection takes place on the original data, where each fluorescence burst is defined by all
photons whose event numbers are located between the previously determined first and last photon.
In some cases the scope for changing the threshold value Aty was found to be not sufficient for
proper burst selection. Especially for small fluorescence signal to background signal ratios (see
high power measurements) we used an additional option (7.) for burst selection, where a certain
number of photons was added to each selected burst. Thereby the event numbers of first and last

photons for each selected burst were decreased or increased by the same value, respectively.

17000 17250 17500 17750

17000 17250 17500 17750
en#

Figure 2 A: Selection of the fluorescence bursts in a single molecule measurement of rh 123 in phosphate buffer,
using the time distance between consecutive photons.

A: smoothed data Atg, versus the photon event number n#, where an averaging window with m=5 (see
equation 20) is applied. Threshold value, At;=0.1 ms (red line) together with the minimum number of
consecutive photons below threshold, nyg=10, are set to be selection criteria for fluorescence bursts. The first and
the last photon of selected fluorescence bursts are highlighted by blue and green dots respectively.

B: the originally recorded At plotted versus signal event number en#. Red color highlights selected photons
(whose event numbers are located between blue and green highlighted photons in the picture above).

Comparison of burst size distribution between measurements under different

conditions

In single molecule measurements with high fluorescence to background signal ratio the burst

selection procedure should have negligible influence on burst duration distributions (¢#3D) within a
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wide range of threshold values Aty, and ng, [33]. However the distribution of fluorescence photons
per burst (NgD), which is the distribution of burstsizes, is strongly dependent on threshold values
Aty and ng, especially in measurements with high background (measurements with AAZBC) and
high flow measurements (where the bursts consist of only a few photons). Therefore the threshold
values need to be adapted carefully to avoid the artifacts of burst selection procedure (see SI).

To estimate the number of fluorescence photons (Nr) in each burst a mono-exponential model was
fit to photon arrival time histograms of each selected burst which gains the fraction of background
photons () (see SI). Subsequently v is used to calculate Nrin each burst according to equation 21:
Ne=ny~(ns-7) 1
Concerning the FCS measurements, where tp is independent of the excitation power if the dark
state quencher is added to the dye solution and F.,, is independent of the flow velocity, we assume
fluorescence burst duration and fluorescence countrate in the burst to be independent from
excitation conditions and flow velocity respectively. Thereby the fluorescence countrate in each

burst is calculated using equation 22:
1y 22

where ng is the number of photons in the selected burst and Fy,.x is the countrate of background.
To characterize distributions of Fg or N the arithmetic mean, which is calculated according to
equation 23, was used

ZXI' 'NBi

<X>==

SN, 23

where X corresponds to Fg or Nrand Ng is number of bursts.

Following Fries at all. [27] in single molecule measurements without flow the decay constant of a
mono exponential fit to tgD gains the mean burst duration (<tz>) from selected burst, if only
single molecule events are selected with molecules diffusing through the entire three-dimensional
detection volume. Thereby <tg> is connected to tp (which is defined by FCS theory, see

equations 8 and 9) by equation 24 [34]:

4
<t3> = gtD(FCS) 24

Finally in experiments without flow it is possible to use tp from FCS measurements to select the

single molecule bursts in a reproducible way. Subsequently distributions of tg or Fg are used to
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adapt the threshold values for corresponding measurements under different measurement

conditions.

Brownian dynamics simulation

The simulations were done with custom made C++ program, introduced previously [29]. Briefly
to simulate single molecule signals we let “molecules” diffuse freely in an open ellipsoidal shaped
volume with radii in radial and axial directions of 6 um and and 24 um respectively (which is 10
times bigger in comparison to the confocal volume in our experiments (with ®y=0.6 um and
7o=2.4 um by 3-D Gaussian distributed excitation intensity). Because the molecules are allowed to
leave the simulation volume the new molecules need to be continuously added to keep the
concentration constant. The average number of molecules in the simulated volume was chosen to
0.75, thereby the average number of molecules inside of the FCS volume was 0.001. To model
diffusion, normally distributed random numbers Ax, Ay and Az were added to the x, y and z
coordinates of each molecule, respectively, at each time step At, where
<Ax*> = <Ay*> = <Az>> = 2D-At. Additionally in order to model x-directed flow at each time step
the flow component Axy, which is defined as Axg= At-u (where u is the flow velocity), was added
to the x coordinate. For all simulations the time step was chosen to be At=0.005 ms and the
diffusion coefficient to be D= 0.43 um?ms. Additionally a Poison distributed background with
mean intensity of 2 kHz was modelled for each flow velocity.

The TCSPC data was generated assuming pulsed excitation with repetition rate of 13.56 MHz and
a Gaussian excitation pulse profile with an FWHM of 0.3 ns, whereas the fluorescence decay time
was chosen to be 4 ns. The average number of photons emitted by a molecule at each time step is
given by

(F)=I1(x,y,2)-®,, - At )5

where @y, 1s brightness of molecules, I is space dependent excitation intensity.
In the center of the simulated volume, where the maximum of excitation intensity is located, gy,
was chosen to be 1700 kHz. Additionally a Poison distributed background with mean intensity of

2 kHz was modelled for each flow velocity.
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Results and Discussions

FCS measurements

Calibration of transport properties using FCS measurements

Equation 11 was fit FCS data (example in Figure 3 A), where tp and t; were obtained as fit
parameter. In the developed flow area of the observation channel at flow velocities between 0.6-
3 um/ms and if the confocal volume is not moved between the measurements we observe very
stable values for both tp and t; with small fluctuations in the range of Atp~ 1 % and At;= 2 %. At
low flow velocities (u<0.5 um/ms) where t;> 10t the estimated t; becomes arbitrary uncertain,
at the same time the fluctuations for tp became smaller and approximated Atp=0.5% by
measurements without flow. In measurements with higher flow velocities (t¢= tp) the uncertainty
of tp increases to approximately Atp~ 10 %. Hence we set tp as well as the ratio zy/m, to fixed
values as obtained from the measurement without flow. Additionally we observe bigger
fluctuations of t; (At;=35 %) if the position of the confocal volume is changed between
measurements; therefore five FCS measurements at different positions along the central
streamline (more than 60 pm away from the mixing neck), for each pressure were performed in
order to generate y-error bars shown in Figure 3. Both tp as well as trare connected by m, to the
passive (diffusion) and active (flow) transport parameter of rh 110 respectively (see equations 7
and 9). The inaccuracy due to estimation of ®m, was found to be the largest source of systematic
errors in transport properties measurements using FCS [2, 35, 36]. However solving equation 7
for m( and inserting in equation 9 leads to equation 26, where , is not relevant.

2

u.t_,.:mjf_tD:uﬂz 26
Hence we can avoid the erroneous estimation of w, and estimate diffusion coefficients directly
from the linear slope of the plotted ty/(4-tp) against u? (Figure 3 D).

Using FCS measurements in the developed flow area of the observation channel and calculated
according to equation 18 flow velocities we gain a diffusion coefficient for rh 110 of
Diniio = 0.44¢10°+0.04 um*/ms  which is in perfect agreement with the value of
Dii = 0.44¢10°+ 0.03 pm*ms as measured by pulsed field gradient nuclear magnetic resonance
spectrometry [23].

Alternatively the linear slope from measured t; plotted against u™ gains directly
®=0.24+ 0.01 pum (see equation 7 Figure 3 C).
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Figure 3 FCS measurements of flow velocities in developed flow area (<50um from mixing neck). A:
Normalized FCS curves of rth 110 in water. The measurements were taken 60 um downstream in the middle
(with respect to height and width) of the observation channel. The inlet pressures (equal at all inlets) are applied
relative to the outlet. The fit (equation 11) provides flow velocities (equation 7) of 0, 0.65 1.05, 1.82, and
3.06 um/ms for the corresponding pressures.

B: Plot of flow velocities, calculated according to equation 7, against applied pressure. Each black dot represents
the average of five FCS measurements at the same flow velocity. The grey line represents a linear fit to averaged
points (slope = 14.7 £ 0.3 yumems™'*kPa™), red dashed line represents the flow velocity as calculated according to
equation 18 (slope = 14.77 pmems ™' +kPa™).

C: Plot of tf against inverse flow velocity calculated according to equation 18, where the linear slope (grey line)
represents .

D: Plot of tf2/4tD against u”, where the linear slope (grey line) represents the diffusion coefficient of rh 110 (see
equation 26). The x-error bars represent the flow deviation due to uncertainty of channel dimension estimation.

Finally if the reported diffusion coefficient [23] D = 0.44+10°+ 0.03 pm?/ms is used to calibrate
the size of confocal volume, the comparison between theoretically calculated and experimentally
observed flow velocities (red dashed and grey lines in Figure 3 B respectively) yields no deviation
within the accuracy of our measurements.

Calibration of confocal volume position using FCS measurements and calculated

flow pattern.

The FCS measurements in the initial part of the observation channel (deceleration area) shown in
Figure 4 A agree well with the respective CFD simulations. However, the measured flow
velocities at shorter distances from the mixing neck (10-30 pm) were often systematically shifted

to lower or higher values with respect to CFD simulations (see Figure 4 C). The points measured
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in the developed part of the flow are usually distributed around the calculated flow velocity. The
most likely explanation for such systematic deviation of the flow velocities only in the
deceleration area is a misalignment of the confocal volume in x-direction of the observation
channel. Due to optical reflections from opposite sidewalls in the 4 um wide reference marks
together with Bosch-process conditioned sidewall roughness [37] the precise position along the

central streamline is difficult to estimate (approximate precision =1 pm).
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Figure 4 A, C: Flow velocities of central streamline in the decelerating area of observation channel as obtained
by FCS and the corresponding CFD simulations (red lines), with pressure drop between inlets and outlet of
6.9 kPa and 20.2 kPa respectively. The error bars represent the standard deviation of 5 measured flow velocities
in the developed flow area. The dashed red lines represent the calculated flow velocity, where the minimum of

the X,” surface plot shown in B and D is considered.
B, D: reduced X’ plots calculated according to equation 27. The crossing of black dashed lines indicates the
minimum of each sz plot, where the black contour lines border the minimum within the confidence level of 5 %.

To circumvent this uncertainty we can obtain a more accurate x position using reduced X, which
depends on the relative x-position and the flow velocity in comparison to a simulated values and
is calculated according to equation 27:

Zrz :22\/(”1@@ —u(i,j)) , 7

2
- —j O

where ugcs is the flow velocity as measured by FCS, u(i,j) the flow velocity calculated by CFD,
the flow offset, x-position shifted by i, and o is the standard deviation of measured flow
velocities in the developed flow area.

(Note: that a position mismatch in y direction would have negligible effect on the measured flow
velocity due to the mainly plug-like flow profile, and that the position of the confocal volume in z
direction can be precisely adjusted (diffraction limit< (0.5 um) using the reflection from the
relatively smooth coverglass-water interface at the channel bottom (estimated effect on measured
flow velocity < 1%).

Figure 4 C demonstrates the measurement in the central streamline of the deceleration area where

we observe no systematical deviation of the measured flow velocities (empty dots) from the
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calculated ones (red line). The corresponding minimum in the %, surface plot (Figure 4 D), gains
no shift of x-position within the limits of + 0.12 um for a confidence level of 5 %. However the

measurements in Figure 4 A show a clear systematical deviation of measured flow velocities

where the corresponding X, surface plot (Figure 4 B) indicates a shift for the estimated x-position

of Ax =1.2+ 0.23 pum for the same confidence level.

Single molecules

Flow induced decrease of burst size.

MFD experiments yielded ¢z and Ny distributions as shown in Figure 5. Here, for higher flow
velocities, relatively even and towards lower duration shifted 73D were observed [38] (Figure 5 A
and SI). Plotting the decay constants obtained by mono exponential fits of #zD [27] against the
corresponding flow velocity yields the relation between flow velocity and dwell time of the
fluorophor (Figure 6 A). Since the brightness of the fluorophors is independent of the flow
velocity, the decrease of burst duration can be assumed to be proportional to the decrease of
fluorescence signal (see Figure 5 and Figure 6 A).

For given settings for our simulation (which corresponds closely to our single molecule
measurements) the flow velocities below 0.5 pm/ms have only weak influence on the dwell time
of the fluorophor. This observation can be evaluated using FCS theory where dwell times are
connected to tp and t; For a given confocal volume with wy=0.6 pm and a diffusion coefficient of
the fluorophor of Dy, 123=0.43 pm?*ms [23] the diffusion time is tp=0.2 ms (see equation 9). For
flow velocities below 0.5 um/ms the characteristic flow time is distinctly bigger than tp
(tr>1.2 ms see equation 7). Hence the influence of tr on the correlation function (see equation 11)
becomes negligible. By flow velocities above 0.5 pm/ms a fast drop of dwell times was observed.

At flow velocity of 3 um/ms the mean burst duration is almost halved.
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Figure 5 Burst duration (A) and fluorescence photon number per burst (B) distributions of th 123 in phosphate
buffer under different flow conditions. The mean countrate of <Fg>=170 kHz is used to adapt the burst selection
algorithm for different flows (see SI).

Taking <tg> as measure for the flow velocity induced drop of fluorescence signal from single
molecules, we would observe an equal number of single molecule events, with half the amount of
fluorescence photons in measurements with flow velocity of 3um/ms, in comparison to
measurements without flow. Due to the fact that a certain number of fluorescence photons is
needed for proper signal analysis [39], the decrease of fluorescence photon numbers would limit

inevitably the scope for single molecule measurements under flow conditions.
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Figure 6 A: Mean burst duration <tg> (black dots) and mean fluorescence number in burst <Ng> (red stars)
plotted against corresponding flow velocities. The dashed line represents mean duration obtained by Brownian
dynamics simulation.

B: Fopm distribution for th123 in phosphate buffer with 400 uM AAZBC (filled dots) and 0 pM AAZBC (open
dots) measured by FCS under pulsed excitation. The red stars represent the mean number of fluorescence
photons in the bursts <Np> from corresponding single molecule measurements with a flow velocity of
u=2.7 um/ms (see Table 1)

Increasing burst size by application of AAZBC

Following Pfiffi et al. [40], it is possible to increase the fluorescence signal in the range of one
order of magnitude by increasing excitation power if a radical and triplet state quencher (e.g.
approximately 0.1-1 mM AAZBC) is added to the rh 123 solution. Thereby the achieved
fluorescence signal under CW excitation was close to the maximal achievable signal for a
theoretical 2-state model for an excitation and emission cycle. Therewith it should be possible to
compensate the flow induced fluorescence photon loss. Hence the scope for single molecule
measurements in a micromixer can be expanded closer to the limits defined by diffusive
properties of the used compounds. However, single molecule measurements are often done under
pulsed excitation conditions, where due to optical saturation effects [41] the maximal achievable

enhancement of fluorescence signal is expected to be smaller in comparison to measurements with
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CW excitation. To determine the effect of the AAZBC compound on the rh 123 fluorescence
signal under pulsed excitation FCS measurements using different excitation powers without and
with 400uM of AAZBC were performed. The resulting F., (see equation 14) plots are shown in
Figure 6. Due to population of dark states, increase of excitation power above 50 kW/cm? in
measurements without AAZBC cause no further increase of Fo,m. If AAZBC is added to the dye
solution the saturation is shifted towards higher excitation power, so that by 400 uM
concentration of AAZBC the maximum of F¢,n, 15 2.5 times higher in comparison to measurements
without AAZBC. Note: by measurements under CW excitation a 5 times higher F,, 1s expected
using the same AAZBC concentration.

To demonstrate the AAZBC effect on single molecule measurements, we performed
measurements with 170 kW/cm? excitation power density with and without 400uM AAZBC
added to the dye solution. Thereby the burst selection procedure was adapted using the
corresponding tg from flow measurements without AAZBC at a power density of 24 kW/cm? (see
SI).

Table 1 the Mean number of fluorescence photons in bursts by single molecules measurements under different
conditions.

flow velocity [pm/ms] <I>= 24 kW/cm? <I>= 170 kW/cm? (+400uM AAZBC)
67 128 (278)
0
68
0.4
61
1
47
1.9
38 84 (157)
2.7

The resulting N distributions are shown in Figure 7. Similar to F.,, by increasing of excitation
power from 24 kW/cm? to 170 kW/cm? roughly 2 times bigger <Ng> without AAZBC and
roughly 4 times bigger <Ng> if 400 pM of AAZBC was added to dye solution, was observed (see
Figure 6 and Table 1).
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Figure 7 : Fluorescence photon number distribution of rh123 in phosphate buffer with and without 400 uM
AAZBC measured under different flow conditions at excitation power densities of 170 kW/cm? and 24 kW/cm?.

Summary

FCS in combination with CFD calculations where used to describe the flow patterns in a micro
sized channel. Additionally we have demonstrated the application of a known flow velocity as
calibration standard for single focus FCS. Indeed using the flow velocity from FCS method as an
independent degree for confocal volume size, just like the distance between two foci is used to
calibrate two-focus FCS [42], we were able to estimate the exact diffusion coefficient of rh110.
Furthermore to improve the time resolution of kinetic measurements in the micromixer we used
the calculated flow velocity to estimate the precise position inside of microchannel.

By MFD measurement we demonstrate quantitative burst size distribution analysis under flow
conditions. Additionally to extend possible capabilities of microfluidic mixers for kinetic
measurements we demonstrated how to compensate the flow induced photon loss by single

molecule measurements, using novel dark state quencher.
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S1. Selection of single molecule event under high power conditions

In order to achieve higher F,,, we performed measurements under high excitation power conditions with an
excitation power density of <I>= 170 kW/cm? on rthodamine 123 in phosphate buffer (20 mM pH= 7) where
400uM concentration of dark state quencher AAZBC was added. Due to higher excitation power together with
quenching of triplet and radical states by AAZBC the F.,, was increased to 600 kHz, instead of 130 kHz in
low power experiments without AAZBC. (Note: because the mean fluorescence countrate in the burst is
dependent on threshold values Aty and ng, we use Fe,m, which is estimated by FCS measurements
(equation 12 main text redox paper) as objective parameter to describe changes of mean single molecule
fluorescence signal in our single molecule experiments.) The background signal in high power experiments
was increased to 350 kHz mainly due to fluorescence from AAZBC compound, which reduced the mean
single molecule fluorescence countrate to background signal ratio (F,,/B) from 50/1 to 1.7/1. The decay time
of background signal was below the resolution of our detectors (with IRF half width of 400 ps). Hence
applying pulsed excitation it is possible to use micro time z, which is defined as the time between detected
photon and laser puls, to increase F,/B for high power measuremnets with AAZBC. By using TAC-channel
gating it was possible to to reduce the background signal by 92 % (to 28 kHz) At the same time the
fluorescence signal of rh 123 was reduced by only 25% (to 450 kHz) Thus the TAC-gating improved F',,/B
for high power expirements with AAZBC to 16/1 (see Figure S1)

Note the TAC-gating is applied only to estimate the edges of each burst, hence the selected bursts still contain
the complete signal including background photons. To estimate the number of fluorescence photons and
background photons in each burst a mono-exponential model was fit to photon arrival time histograms of each

selected burst (for a description of the fit algorithm see chapter S2).
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Figure S1 A, Fluorescence decay of rh123 (black line) and AAZBC (red line) in TAC-window, where each channel is
0.0651 ns. The grey box highlights the part of decay which is excluded by TAC-gating where the lower and higher thresholds
are set to TAC.y =75 channels and TAC,., =256 channels respectively. B, Fraction of photons which remains after
TAC-gating plotted against lower TAC-Gate threshold for. The blue line demonstrates signal/background ratio plotted against
TAC, 4, . The dashed arrow points on the actual threshold value of TAC, 4, =75 channels, which is used for single molecule
measurements with AAZBC.

$2. Maximum likelihood estimator for fluorescence lifetime determination from single-burst

data based on a model with mono-exponential decay

Photon arrival time histograms for parallel and perpendicular channels were constructed from single-burst data
and analyzed according to a model function assuming a mono-exponential fluorescence decay time, 7, a

single rotational correlation time, p, and a high N.A. objective (mixing of polarizations [1]):

t t

1 . -
Fp(t):gFOe 0 l+(2—3ll)roe r

t t

F()=Fe | 1-(1=3L)e 7

F,(t) and F(¢) are the fluorescence signals in the respective polarized detection channels as function of the
photon arrival time, #, after the laser pulse. /; and /, are correction factors taking into account mixing of the
polarized signals in the high numerical aperture objective. F) is the total initial fluorescence amplitude, 7, the

fundamental anisotropy.
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With the Perrin equation » =
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being calculated from the integrated
(1-31,)G-F +(2=3L,)F

with the steady state anisotropy r» =

o per channel (£ = (1 — y)S;"p. y1s obtained iteratively, see below).

experimental signal S 5

The model decays for the two channels are convoluted with their respective instrumental response function

IRF:

L e
Fp(t)=%F0 IRF,®| e fo[1+(2—3z])r0e L 1)]

_t e
Fs(r)%Fo IRF, ®| e f°[l(l3lz)roe zE 1j]

The sum signal F(z) = F,(¢) +2G- F,(¢) plus fraction y of scatter background B(?) simulates the total signal

Sii(?). The factor G = g,/g, compensates for different detection efficiencies g; and g, in the perpendicular and

parallel detection channel, respectively.
% () - (%)
IRF,®| e *|1+(2-3] e ™ +2G-IRF. ®| e ™| 1-(1-3L)re ™
Smt(t):A (1_7) - . -
J [IRFp ® {er{l +(2-3 )roﬁ[f] H +IRF, ® {e% [1 ~(1-31, )r()ﬁ[le JH 4
=0

coy BO+2B0) )
a

[ (B,()+B.0))

t=0
S,,,(?) is fit to the experimental data S,°(z) =S, (t) + 257" (¢) applying a maximum likelihood estimator

(MLE) by minimizing 2/*. The factor 4 normalizes the model function to the measured data. Repetitive
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excitation is taken into account [2]. The fixed parameters in the fits were as follows: o= 0.38, /; = 0.0308 and

[, =0.0368.

S3.Flow setup for single molecule measurements

inlet-syringe

outlet-syringe

"""" deceleration-
loop

ibidi-slide

objectiv

Figure S2 Setup which generates flow for single molecule measurements, where the pressure difference which is proportional
to the height difference between inlet and outlet is used as driving force for flow velocity. FCS was used to estimate the actual
flow velocity for each measurement.

In order to simplify single molecule experiments we used a commercially available flow chamber (sticky-Slide
I Luer, ibidi) with channel height, length and width of 0.1 mm, 5 mm and 48 mm respectively, instead of a
microfluidic mixer. As driving force for the flow in the chamber the fluid level difference between syringes
connected to outlet and inlet of the flow chamber was used (Figure S2). The approximate precision by setting
the height difference was about 1 mm (which corresponds to pressure of Ap=9.8 Pa). The corresponding error
of flow velocity would be to big (about 0.2 pm/ms) if only ibidi-slides with relatively small hydro dynamical
channel impedance (R;=0.117 kPa-s/nL) were used for the flow setup. Adding an additional deceleration loop
to the flow setup (a tube with the length of 0.55m and inside radius of 220 pm (corresponding
R;=0.6 kPa-s/nL)) allows to ajust the appropriate flow velocities in the range of 0.5-3 pm/ms with a precision

of 0.03 um/ms using the easily controllable height difference of 1-10 cm.
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S4.Fluorescence burst selection
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Figure S3 Distribution of burst count rate (A), burst duration (B) and fluorescence photons in bursts (C) for
simulated data, where the same settings are used to select the fluorescence bursts for different flows
(At,=0.0075ms, ng=50 photons, m=10 photons, see main text). The number of fluorescence photons in the
bursts (Ng) is calculated using the fraction of scatter y (see chapter 0), where Ng=np-(ng-y) and ng is a total
number of photons in the selected bursts.

In single molecule measurements only a minor fraction of well-defined (big) bursts is selected by the burst
selection algorithm. Hence for comparison of burst sizes which are taken under different conditions it is
necessary to assure selection of the appropriate fraction of bursts under each condition. Figure S3 shows the

selected burst data for Brownian dynamics simulation with the same selection parameter for different flow

velocities.
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Figure S4 Distribution of burst count rate (A), burst duration (B) and fluorescence photons in bursts (C) for
simulated data, where the settings for the fluorescence burst selection procedure are adapted (see Table S1) to
keep the average countrate in the burst constant (<Fg>=495kHz).

The shift of the burst countrate distributions to higher countrates indicates selecting different fraction of bursts
with different flows. However comparison of mean burst duration in selections where the threshold values are
adopted to keep the countrate constant with mean burst duration in selections where the same threshold values

are used for different flow velocities gains similar burst duration distributions (see Figure S4 and Figure S5)
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Table S1 Selection parameter for fluorescence burst data shown in Figure S4. The averaging
window for all data was set to m=10 photons

Flow velocity [um/ms] Aty, [ms] ng, [photons]
0 0.0075 50
0.5 0.0075 50
1 0.0075 40
1.5 0.0075 33
2 0.0075 25
2.5 0.0075 18
3 0.0075 8
4 0.0075 ---
I #
°© %
0.25 2 * 194
$
N - A
£ 020, 3 . 185 2
ﬁm ° #
v 0.154 ¢ <t;>adapted sel. * . L 116
* <N_>adapted sel. *
°  <t;>same sel.
010 = <N, >same sel. 78
0 1 2 3 4

flow velocity [um/ms]

Figure S5 Mean burst duration <tz> (dots) and mean fluorescence photon number in burst <Nz> (stars) plotted
against corresponding flow velocities for Brownian dynamics simulations. Where empty symbols represent data
with the same burst selection parameter (Figure S3) and filled symbols represent data with adapted burst
selection parameters (Figure S3 Table S1)
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Figure S6 Distributions of burst countrates in single molecule measurements with different flow velocities where
the burst selection parameters are adapted (Table S2) to keep the mean burst countrate constant.
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Table S2 Selection parameter for fluorescence burst data with low power density
(<I>=24 kW/cm), shown in Figure S6. The averaging window for all data was set to
m=12 photons.

Flow velocity [pm/ms] Aty, [ms] ng, [photons]
0 0.020 20
<0.4 0.020 20
1 0.020 17
1.9 0.020 10
2.7 0.020 3

<I>=170kW/cm?
—O- flow Oum/ms AAZBC 0uM
—o— flow Oum/ms AAZBC 400uM
—0O- flow 2.7um/ms AAZBC OuM
—o— flow 2.7um/ms AAZBC 400uM|

<|>=24kW/cm?

—@— flow Oum/ms AAZBC OuM
. flow 2.7um/ms AAZBC OpM

burst frequency [norm.]

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 2.2 2.4
t, [ms]

Figure S7 B: tzgD for measurements with excitation power <I>=24 kW/cm? in comparison to tgD for
measurements with <I>=170 kW/cm? and with 400uM AAZBC

Table S3 Selection parameter for fluorescence burst data with high power density (<I>=170 kW/cm?) shown in
Figure S7. The averaging window for all data was set to m=25 photons.

Aty [ms] ng, [photons] ny
AAZB 400uM flow 0.004 50 50
0 um/ms
AAZB 400uM flow 0.006 30 0
2.7 um/ms

(1) Koshioka, M.; Sasaki, K.; Masuhara, H. Appl Spectrosc 1995, 49, 224.

(2) Brand, L.; Eggeling, C.; Zander, C.; Drexhage, K. H.; Seidel, C. A. M. J Phys Chem A
1997, 101, 4313.

3) Koppel, D. E. Phys Rev A 1974, 10, 1938.
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The main aim of this study is to investigate correlations between the
impact of an external mechanical force on the molecular framework of
fluorophores and the resultant changes of their fluorescence properties.
Taking into account previous theoretical studies we designed a suitable
custom-tailored oligoparaphenylenevinylene (OPV) derivative with a
twisted molecular backbone. Thin foils made of PVC doped with 100 nM
OPV have been prepared. By applying uniaxial force the foils were
stretched. Three major optical effects were observed simultaneously.
First, the fluorescence anisotropy increased, which indicates a
reorientation of the fluorophores within the matrix. Second, the
fluorescence lifetime decreased by approximately 2.5 % (25 ps). Finally
we observed an increase of the emission energy of about 0.2%
(corresponding to a blue-shift of 1.2 nm). In addition, analogous
measurements with Rhodamine 123 as an inert reference dye showed

1. Introduction

Synthetic polymers are increasingly used in mechanically
demanding applications. These products show residual stresses
which can lead to deformation, fracture or even complete
breakage of the material if exposed to e.g. strong variations of
temperature or effective mechanical forces. Therefore, a detailed
understanding of these residual stresses is essential for quality
assessment and further development and improvement of
polymers. To test the material properties local probing can be
achieved by doping with fluorophores that are sensitive to the
environment and forces. Several studies are already available
that describe optical properties of low-molecular fluorophores
physically mixed with polymeric matrices. Observed effects like
spectral shifts have been related to mechanical manipulation in
case of simple distance sensors based on force-induced excimer
formation and dissociation™ or charge-transfer probes!?.
Fluorescence lifetime changes have been proposed to monitor
local stress in polymer films® Dissolved dyes have been used to
probe orientation and alignment of polymer matrices®. Specific
mechanical manipulation of optically induced cis-trans transitions
in polyazobenzenes with DMSO as solvent has been
demonstrated on the single molecule level®.

only minor effects which can be attributed to matrix effects due to
refractive index changes. To relate the observed spectroscopic changes
to the underlying changes in molecular properties, quantum-chemical
calculations were also performed. Semiempirical methods had to be
used because of the size of the OPV5 chromophore. Two conformers of
OPV5 (C, and C; symmetry) were considered which both gave very
similar results. Both the observed blue-shift of fluorescence and the
reduced lifetime of OPV5 under tensile stress are consistent with the
results of the semiempirical calculations. Our study proves the feasibility
of fluorescence-based local force probes for polymers under tension.
Improved optical sensors of this type should in principle be able to
monitor local mechanical stress in transparent samples down to the
single molecule level, which harbors promising applications in polymer
and nano science and technology.

According to simulations it is expected that conjugation in
distorted or twisted fluorophores, with sterically hindered ground
states, can be improved by applying an external unidirectional
force®. One class of these fluorophores consists of oligopara-
phenylenevinylene derivatives (OPVs)® 7. OPVs have been
investigated extensively as they are model systems for the
corresponding polymers (polyparaphenylenevinylene, PPV)®l,
which are of great technological interest for applications in
optoelectronic devices like organic light-emitting diodes.

Optical properties of PPVs® " and OPVs!' are partially
governed by the conjugation length of the individual chromophoric
unit that is a result of its local chemical environment and
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deformation. The effect of relative molecular alignment in
aggregates and oriented thin films on intermolecular coupling and
energy transfer as prominent optical processes in the condensed
phases of these chromophores has been studied in detailt"" ',
However, in order to avoid fluorophore interactions we reduced
the probe concentration to levels approaching the single-molecule
regime. Moreover, none of the previous spectroscopic studies
could present a complete characterization of the optical
properties of a fluorescent probe including lifetime, anisotropy
and spectral shifts as a function of the tensile stress in
conjunction with a detailed theoretical analysis. The quantitative
correlation of these techniques is a prerequisite to understand the
underlying fundamental processes and to optimize specialized
fluorophores. In this study we designed a custom-tailored
endgroup-functionalized OPV as model compound which, based
on the available information provided in the earlier reports!™ & 7
" is expected to show a significant change in the fluorescence

properties if an external force is applied.

2. Results and Discussion

2.1 Synthesis

An OPV-type fluorophore 5 (OPV5) with sterically demanding
n-heptyloxy side-chains and hydroxyl end-groups was
synthesized in a stepwise procedure shown in Scheme 1.

PO(OCyHs);
OC7Hys Horner-Wordsworth-
| Emmons
KOC(CHg)3
+
CHO
OC7H
(C2H50),0P e
1 2
OC/H
7Hi1s =z Heck Coupling
PdO(Ac);; P(Ph-Me);
! Q \ PCHis N(C4Ho)s
\ +
C7H450 |
4 C7H150 HO™ 3

Scheme 1. Synthesis of the 5-ring oligo(paraphenylenevinylene) OPV5 diol

In a first step the double Horner-Wordsworth-Emmons reaction of
p-xylylen-bis(diethyl)phosphonate 1 and 4-formyl-1-iodo-2,5-
bis(heptyloxy)-benzene 2 gave the styrylstilbene derivative 4,
which was subsequently reacted with 4-vinylbenzyl alcohol 3 in
terms of a Heck reaction to form the wanted OPV5 diol 5.'*"®

2.2 Fluorescence properties of OPV5
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Figure 1. OPV5 in PVC: left: absorption (dashed) and fluorescence (solid)
spectra with detection windows for green (478-555 nm) and red (555-645nm);
right: decay histogram with double-exponential fit and residuals of OPV5
F(t) = IRF ®[ 4, -exp(~t/1,)+ A4, -exp(—t/7,)]+ B; where IRF is the instrumental
response function, A; is the fraction of the particular lifetime component 7, and B

is the background (results listed in Table 1).

The fluorescence properties of OPV5 were investigated by
measuring steady state absorption and emission spectra,
anisotropy, fluorescence lifetime, and quantum yield in THF
(Table 1). The normalized absorption and fluorescence spectra
and a typical result for the fluorescence decay of OPV5 dissolved
in PVC are shown in Figure 1. To recover the fluorescence
lifetimes from the data by nonlinear regression analysis, the
background contribution was determined from the baseline before
the laser pulse and a double-exponential decay model was
applied, taking into account repetitive excitation!'. Double and
triple exponential decays of OPVs have been described in
literature before, the origin of the two longer lifetimes having been
assigned to cis-trans isomers. A very fast component of 20-50 ps
was related to excited state dynamics of the chromophore”.
Within the time resolution of our bulk setup we also observe a
double exponential fluorescence decay with two significant
components in THF (see Table 1).

Table 1. Spectral properties of OPV5 in different environments

OPV | agdnm]® | Adnm]™® | z[ns]'? | [nsl'? | zulns® | @™

in

THF 432 485 0.83 0.52 0.78 0.53
0.77) (0.23)

PVC 445 492 0.97 1 1.03 0.81
(0.97)

[a] Absorption maximum. [b] Fluorescence maximum. [c] Fluorescence lifetime
components, 7 (amplitudes, A;). [d] Fluorescence weighted average lifetime
T, = (Al . 1-12 + A2 -T22)/(A] T, + A2 -2'2). [e] Fluorescence quantum yields,
measured in THF and extrapolated by correcting for refractive index in case of
PVC (for details see supporting information section 2). [f] Typically a minor
component of ~2.2 ns was observed, probably due to background fluorescence
of the polymer matrix or distorted OPVs. Lifetimes in PVC were determined
from p-polarized fluorescence in the green spectral window to maximize signal-

to-noise ratio.
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However, in a PVC foil the fluorescence decay shows a single
dominant lifetime component (97%) of 0.97 ns. The decay
contains also a minor (3-5%) contribution of a longer second
fluorescence lifetime of 2.2 ns, which may be attributed to
background fluorescence of the polymer matrix or distorted
OPVs. Moreover, OPV5 in the foil is brighter than in THF as
indicated by an increase of the fluorescence lifetime and quantum
yield (Table 1). As the number of photons in our experiment was
limited due to photobleaching, the two different lifetime
components were difficult to separate. Therefore, the
fluorescence weighted average lifetime (Table 1) of OPV5 was
found to be a stable parameter for further fluorescence lifetime
analysis. Typical spectral properties of OPV5 in different
environments are listed in Table 1.

2.3 Quantum-chemical calculations

To relate the observed spectroscopic changes to the
underlying changes in the molecular properties, quantum-
chemical calculations were performed using semiempirical
methods because of the size of the OPV5 chromophore. The
theoretical study involved the selection of a suitable
semiempirical approach (AM1) through comparison with higher-
level results for small model compounds, computation of ground-
state potential curves (AM1/SCF) for elongation of the
chromophore, reoptimization of the resulting geometries in the
first excited singlet state, and calculation of its spectral properties
using multireference configuration interaction (AM1/MRCI)
methods (for details see supporting information section 3).

Scheme 2. Simulation of the conformational change in the molecular geometry
of OPV5 under C, symmetry in the ground state (left) and in the first excited
state (right), green: no force applied, blue: 6.9 nN per molecule.

Two conformers of OPV5 (C, and C; symmetry, were considered
which both gave very similar results as shown in Figure 2.
Scheme 2 shows the C, geometries of the ground and the first
excited state without (green) and with applied force (blue). The
distance of the outermost ring carbon atoms of the chromophore
was varied and all other coordinates of the molecule were then
allowed to relax. Forces were computed by analytical
differentiation of a cubic-spline fit of the computed potential
curves. No breakage of any chemical bond was observed even at
the highest applied force (6.9 nN). This is consistent with reported
rupture forces for C-C single bonds in the range of 2.3 to
13.4 nN®" taking into account the higher stability of OPV5 due to

the partial double bond character of its molecular backbone. In
the ground state (Scheme 2, left) an unwinding of the molecular
backbone under stress is observed, whereas the first excited
singlet state S4 (Scheme 2, right) remains almost planar
throughout. For the range of forces considered (up to 6.9 nN), the
AM1/MRCI calculations give a notable increase in the
fluorescence energies (wavenumber v in cm™) upon stretching as
shown by the black curve in Figure 2, and also an initial increase
in the oscillator strengths f (for forces up to 4 nN). The resulting
fluorescence lifetimes® 7 =3/(2f7*)as derived from the
Einstein coefficients decrease monotonically (up to 16% for the
maximum force of 6.9 nN) which is indicated by the green curve
in Figure 2. The calculations thus predict a blue-shift of
fluorescence and reduced radiative lifetimes upon stretching
OPV5 (see also Figure 2) along the conjugated chain.
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Figure 2. Calculated emission energies (black) and fluorescence lifetimes
(green) dependant on the applied force per molecule. Results are shown for two
different conformers, one in C, symmertry (crosses) and one in C; symmetry
(circles) with nearly identical results super-imposed on top of each other.

2.4 Combined force and fluorescence experiments

In order to investigate the impact of force on the fluorophores,
thin foils (~50 ym) made of technical atactic PVC doped with
OPV5 (ca. 100 nM) have been prepared. By applying uniaxial
force the foil is stretched. As the foil is comparatively thin and the
concentration of the dye is low, reabsorption is negligible in our
experiments. In order to minimize surface effects great care was
taken to keep the laser focus centered in the PVC foil throughout
the whole experiment. In this way the observation volume was at
least 20 um away from any surface. At each data point of the
fluorescence analysis a xy-scan using a piezo-scanner was
performed in order to minimize photobleaching and to be more
independent on local heterogeneities of the foil which might occur
in the preparation process.

Three major optical effects can be observed simultaneously
(Figure 3). First, the fluorescence anisotropy increases (top
panel), which indicates a reorientation of the fluorophores within
the matrix. Second, the fluorescence lifetime decreases (middle
panel) by approximately 2.5% (4r = -25+2.5 ps). Finally we
observe a blue shift in the emission spectrum by about 1.2 nm
(bottom panel), as indicated by an increased background-
corrected signal intensity ratio, Fe/Fgr, in the green and red
spectral detection windows (Figure 1, left). In the next sections
we will discuss all three effects in detail. As a negative control
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measurement we also prepared foils doped with Rhodamine 123
(Rh123) under the same conditions as mentioned. The Rh123 is
a rather spherical dye with no pronounced long axis, as in case of
OPV5. Moreover Rh123 has a rigid molecular backbone, so that it
is expected to be quite insensitive to external forces.
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Figure 3. Increasing fluorescence anisotropy (top panel, black), decreasing
fluorescence lifetime (middle panel, green) and increasing green to red signal
ratio (bottom panel, red) of OPV5 within the PVC foil versus the applied force.

2.4.1 Fluorescence anisotropy

In the force experiment the polarization of the exciting laser light
and the pulling direction were chosen to be parallel to maximize
excitation probability. As the transition dipole moments of OPVs
are oriented almost parallel to their molecular backbones!'™® !,
the increase in fluorescence intensity as well as in anisotropy
while the foil is stretched shows that the fluorophores change the
orientation of their long axis towards the direction of tension. This
fluorescence increase and the irreversibility of this effect prove
that the molecular rotation of OPV5 in PVC is negligible, making it
an ideal marker to probe local orientations of suitable polymer
matrices. This is in accordance with stretch orientation studies of
different OPV derivatives dissolved in polyethylene or polystyrene
foils®d. For a quantitative evaluation of the experiments it is
necessary to take the individual sample cross-sections S; (S =
thickness x width) of the foil for each point of the measurement
into account by calculating the applied mean tensile stresses Fi/S;
= Fi/[Ss - (Ss-Sg)'(4ALi/(Le-Ls))], Fi being the applied force, Ss and
Se the cross sections at start and end of the experiment and
(ALi/(Le-Ls)) the relative elongation. Figure 4a illustrates the strict
correlation between the elongation of the foil (open triangles) and
the change of the fluorescence anisotropy (full triangles)
dependant on the mean tensile stress. Orientation of the polymer
matrix was also confirmed using a polarization microscope. The
unstretched unstained foil does not show any preferred direction

whereas the stretched foil clearly exhibits birefringence as
expected (not shown)®. This indicates that the macroscopic pre-
alignment of the polymer chains in the unstretched foils is
negligible.
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Figure 4a. Relative elongation of the PVC foil (open triangles) and the
fluorescence anisotropy of OPV5 (full triangles) versus mean tensile stress.
Figure 4b. Comparison of the anisotropy between OPV5 (black) and Rh123
(green). With increasing tensile stress the OPV5 fluorophore shows a distinct
reorientation whereas in case of Rh123 the effect is remarkably smaller.

If we compare the change in anisotropy between OPV5 (black)
and the control dye Rh123 (green) as shown in Figure 4b it is
clearly visible that the anisotropy very sensitively reflects the
reorientation of OPV5 whereas in case of Rh123 just the
expected small change is observed.

2.4.2 Fluorescence lifetime

For the analysis of the fluorescence lifetime in our combined force
and fluorescence experiments we exclusively used data recorded
by an ultra-fast single-photon sensitive detector (Micro- Photon-
Device(MPD), IRF ~30 ps, see also experimental section). The
results of a detailed analysis of the fluorescence decay time of
OPV5 as a function of the mean tensile stress is displayed in
Figure 5a. The black curve shows the first part of the experiment
(pulling) while the blue curve describes the second step
(relaxation). With increasing stress the fluorescence lifetime is
decreasing down to At = 25+2.5 ps at the highest applicable
stress of 12 N mm™. The effect is not completely reversible upon
relaxation: in the presented experiment the final lifetime at 0 N is
lower than the initial value at 0 N by about 10 ps. In a second
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extension relaxation cycle with the same sample the observed
hysteresis was significantly smaller (not shown).
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Figure 5a. Comparison between a typical fluorescence lifetime measurement
(black axes) and theory (AM1/MRCI, red): The PVC foil was stretched (black)
and subsequently relaxed (blue).The error-bars represent the shot-noise limited
uncertainty of the lifetime fits of about 4 ps. Both ordinates are scaled to equal
relative range of lifetimes. Figure 5b. Comparison of the relative fluorescence
lifetime change between OPV5 (black) and Rh123 (green). Upon stress the
fluorescence lifetime of the OPV5 fluorophore decreases up to 2.5% at a
maximum tensile stress of around 12 N mm™ whereas Rh123 only shows a
slight increase close to the noise level which is consistent with expected
changes due to refractive index changes of the matrix (4n, dashed orange).

We also performed measurements in which the fluorescence
lifetime returned to the starting value within the first cycle,
indicating slight variations in the local static interactions of
fluorophore and matrix for different samples. With different
samples we observed changes of the fluorescence lifetime
between 20 and 45 ps (average effect is around -26x5 ps for
applied tensile stresses of 12 N mm™). Foils with less plasticizer
exhibited a similar, approximately linear dependence of lifetime
on the tensile stress only after an offset of up to 10 N mm?
(supporting information section 2.5). An alignment is achieved
much faster in soft and flexible samples. This indicates the
necessity for at least partial molecular alignment to couple solutes
with external forces. Rates of radiative transitions depend on the
environment of the chromophore, in particular on the local index
of refraction. Two independent effects can cause the refractive
index of PVC to change upon stretching (for details see Table 2
and supporting information section 2.3): (1) From reported density
changes® the Lorentz-Lorenz equation® predicts index

variations of the order of 4n=4.6-10* for relative elongations of
100%. (2) The observed birefringence due to polymer chain
orientation was reported to be around one order of magnitude
stronger, ranging up to An = 3.1-1073126: 2832,

By applying a modified Strickler-Berg approach different cavity
models have been developed which should be taken into account
to estimate the influence of refractive index changes on the
fluorescence lifetime™. As the solvent is expelled from the
volume occupied by the fluorescent molecule a cavity is created
in which the fluorophore is located. In the approximation and
depending on the guest molecules shape the empty spherical
cavity model (ESC) or the empty ellipsoidal cavity model (EEC)
can be used to describe the appropriate boundaries. The OPV5
fluorophore probably is described best by an ellipsoidal model. In
case of Rh123 we believe that the empty spherical cavity model
more realistically reflects the molecular shape. Corresponding
changes of the fluorescence lifetime as estimated using these
empty cavity models are expected to be smaller than ca. 3 ps
which is a relative change of less than 0.5% (Table 2)53,

Table 2. Influence of the matrix due to refractive index changes on the
fluorescence properties of OPV5 and Rh123. Effects on the fluorescence
lifetime assumed by an empty spherical cavity model (ESC) and an empty
ellipsoidal cavity model (EEC). Effects on solvatochromic shifts of the emission
spectra by applying Onsager theory.

An AGESC | A4EEC | A%-ESC | AEEC | 44"
s1® | [os]™ [ps] [ps] [nm]
r.index | -0.64 -0.38 0.42 -0.25 0.022
46x10* | (0.05%) | (0.03%) | (0.04%) | (0.02%)
OPV birefr. | -4.36 -2.56 -2.87 -1.69 0.146
5 3.1x10° | (0.34%) | (0.20%) | (0.28%) | (0.16%)
Exp. 25+ 25 1.2
(2.5%) +0.2
r.index | -1.59 n.a. -1.47 n.a. 0.063
4.6x10* | (0.05%) (0.05%)
Rh birefr. | -10.71 n.a. 9.92 n.a. 0.420
123 | 3.1x10° | (0.33%) (0.32%)
Exp. 6 = 10 0.4
(~0.3%) +0.2

[a,b] change of radiative lifetime [c,d]
[e] solvatochromic shift.

change of fluorescence lifetime

This is almost an order of magnitude smaller than the lifetime
effect we observe. To further characterize the static matrix effect,
we also performed measurements with the rigid dye Rh123
dissolved in PVC. We could not observe any significant change in
the fluorescence lifetime z-. At a fluorescence lifetime of about
3.1 ns we found a change of Az = 448 ps at 12 N mm™. Within
the statistical errors of around 8 ps the relative change is smaller
than 0.3%, which nicely agrees with expected refractive index
effects of up to 10 ps (Table 2). In Figure 5b the relative lifetime
changes for OPV5 (black) and Rh123 (green) are shown. In case
of Rh123 the changes can be attributed to the discussed
refractive index changes alone as indicated by the dashed orange
curve whereas the fluorescence lifetime of OPV5 shows a clear
decrease up to 2.5%, about an order of magnitude larger than by
4n would be predicted (further details can be found in Table 2
and in the supporting information section 2.3). The fluorescence
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lifetimes from the semiempirical AM1/MRCI calculations are also
included in Figure 5a (red part of the graph). They show an
almost linear dependence on the applied force, being consistent
with the experimental observations. The absolute values of the
fluorescence lifetimes differ between theory and experiment,
partly because of refractive index effects and nonradiative
processes (@ < 1) in the PVC matrix which were not taken into
account in the simulations. Moreover, theory directly relates the
force exerted on a single molecule to a change in radiative
lifetime of S; whereas the only experimentally accessible
information is the macroscopic mean tensile stress to which the
whole foil is exposed. The force per molecule exerted in the foils
can be estimated by using the mean molecular cross section of
PVC molecules of about 0.3 nm?. It is around 4 pN per molecule
for the maximum force in Figure 6a (see also supporting
information section 2.2). This is only a mean value assuming a
homogeneous force distribution in the substrate. Forces on
individual molecules might locally be higher and can approach the
realm where covalent chemical bonds may break (2.3 to
13.4 nN)?" 3 Our measured values as indicated by comparison
of theory and experiment are within these limits. Thus elongation
induces a change of an apparent local mechanical force of ca.
0.6 nN per molecule (Figure 5a).

2.4.3 Spectral blue-shift of fluorescence
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Figure 6a. Green to red fluorescence ratio Fg/Fr from the experiment (black
axes) in Figure 5a versus mean tensile stress. The PVC foil was stretched
(black) and subsequently relaxed (blue). Also shown is the calculated
(AM1/MRCI, red) spectral shift as function of the force applied on a single
molecule. Both ordinates are scaled to equal relative spectral range. The error-
bars represent shot-noise. The real error is larger probably due to chromatic
aberrations caused by mismatch of refractive index of PVC foil (n=1.53) and
objective design (corrected for n=1.33). The aberrations depend strongly on the
focus position inside the foil and change upon stretching. Figure 6b.

Comparison of the relative spectral shift of OPV5 (black) and Rh123 (green). At
the maximum tensile stress of around 12 N mm™2 the spectrum of OPV5
features a blue-shift of 1.2 nm whereas the spectrum of Rh123 reveals a small
red-shift consistent with estimations of the influence of the matrix alone due to
refractive index changes (dashed orange).

Simultaneously with the changes in anisotropy and lifetime there
is a spectral shift of the fluorescence upon stretching which was
detected by monitoring the intensity ratio of the two spectral
bands in the emission region (“green” and “red”, Figure 1, left).
The results of this analysis are shown in Figure 6a. The black
curve describes the results of the pulling step, in blue the
subsequent relaxation step is shown and in red the results of the
theoretical calculations are given. With increasing tensile stress
the green to red fluorescence ratio Fg/Fr is increasing, indicating
a blue shift of the spectra. Using the spectral shape as
determined by steady state measurements of the unstrained foil
the observed change in the ratio Fs/Fr for tensile stresses up to
12 N mm? translates into a blue shift of about 1.2+0.2 nm, as
determined by linear regression analysis.

According to the AM1/MRCI calculations, this shift would be
consistent with a change of an applied local mechanical force of
ca. 0.18 nN per molecule. Using spectral positions given in
Table 1 and applying Onsager theory™® we expect red-shifts in
the force experiment due to refractive index changes smaller than
A2=0.15nm in case of OPV5. Corresponding reference
measurements with Rh123 showed a spectral red-shift of
A2 =0.3120.14 nm at 12 N mm™?, which is within the expected
range for refractive index induced changes of up to 0.4 nm for this
dye. In Figure 6b the relative changes of the emission maxima
are given for OPV5 (black) and Rh123 (green). A red-shift in case
of Rh123 can be assigned to changes due to refractive index as
discussed and shown by the dashed orange curve. However, for
OPV5 a clear blue-shift of around 1.2 nm is observed (see also
Table 2 and the supporting information section 2).

2.5 Overall discussion

The observed force dependences of the lifetime and the
measured spectral shift are significantly higher than would be
expected from the matrix due to changes in the refractive index,
An, alone®®® ¥l Taking matrix effects due to changes in 4n into
account (see table 2), only a small increase of Az by up to 12%
and a reduction of 144 by up to 14% is expected. Thus a net
effect of Az==-22 ps and 41 =1.25 nm can be unambiguously
attributed to force. In comparison with theory, these shifts then
translate into an apparent mean local force on a single
chromophore in a range of ca. 0.2-0.55 nN (see Figure 2). The
uncertainty lies within the expected accuracy level of the semi
empirical computations.

Due to the visco-elastic properties of the PVC matrix its extension
shows only a faint reversibility with the applied force which
suggests that the local environment of the fluorophores does not
depend on force but on extension. This is corroborated by the
orientation of the fluorophores as indicated by anisotropy which is
largely dependant on extension of the foil only. However, the
observed changes of fluorescence lifetime as well as the spectral
shift are mainly reversible with the applied force. Altogether, this
indicates only a marginal influence of the matrix on the
fluorescence lifetime as well as the emission spectrum of the
fluorophore. This clearly proves the concept of a fluorescent
probe as a sensor for local forces.
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The blue-shift of fluorescence and the reduced lifetime of OPV5
under tensile stress are qualitatively consistent with the results
from semiempirical calculations. A more quantitative comparison
is not feasible since the force on single OPV5 molecules is not
known precisely in the experiment (apparently less than 1 nN).
The experimental results seem to indicate an extremely efficient
transfer of mechanical force onto the chromophore, i.e. a force
per molecule that is about two orders of magnitude higher than
average. Therefore a more realistic view of the process may also
have to add lateral interactions of the polymer chains with the
side chains of the chromophore to promote its unwinding.
Unwinding of the ground state as observed in the simulated
experiments for uniaxial forces can also be achieved by applying
torsional forces to the side-chains. For both mechanisms we
expect qualitatively similar spectroscopic effects. The presence of
an additional mechanism is supported by experiments using
modified OPV5 carrying polymer chains attached to the hydroxyl
endgroups as possible handles to enhance coupling of external
forces from the matrix to the fluorophores (not shown). No
difference of the force dependant effects was observed between
OPV5 and the modified OPV5.

3. Conclusion

In summary, we have explored possible applications of
fluorophores as optical sensors for local mechanical forces. To
that end a custom tailored chromophore consisting of an aromatic
backbone strained by sterically demanding alkyloxy side-chains
has been synthesized. A flexible PVC matrix served to align the
fluorophores by stretching. Transfer of mechanical strain from the
matrix induced a geometrical change in the chromophore.
Consistent with the results of semiempirical calculations on the
same system, this caused a decrease in the fluorescence lifetime
by 2.5% (25 ps) and an increase of the emission energy by 0.2%
which corresponds to a blue-shift of 1.2 nm at tensile stresses of
12 N mm™. From a different point of view the force of 0.2-0.55 nN
acting on a single molecule can be interpreted as an equivalent
energy difference of 0.15 — 0.8 kcal mol” (supporting information,
Table 8).

Our study proves the feasibility of fluorescence-based local force
probes for polymers under tension. Necessary improvements can
be achieved by developing more sensitive fluorophores and
possibly by increasing the efficiency of force transmission from
the matrix to the probe, i.e. by using modified end-groups to
attach additional polymer chains as handles. Improved optical
sensors of this type should in principle be able to monitor local
mechanical stress in transparent samples down to the single
molecule level, which can be used for reliability studies of the
materials and also harbor promising further applications in
polymer and nano science and technology.

4. Experimental Section

OPV5: The yellow crystalline solid was purified by column
chromatography using a 95 to 5 mixture of chloroform and acetone as
an eluent. Yield 45% (synthesis see supporting information section 1)

'H NMR (500 MHz, [Dg]THF, 25°C, TMS): 5= 0.81 (m, 12H, CHy),
1.27-1.34 (m, 16H, CH,), 1.48 (m, 8H, CH,), 1.78 (m, 8H, CH,), 3.99
(m, 8H, CHy), 4.06 (m, 2H, OH), 4.46 (d, 4H, CH,), 7.11- 7.22 (m,
12H, CH), 7.38-7.46 (m, 12H, CH); MALDI-TOF MS: m/z: 1003[M]

PVC foil: PVC (0.3 g, Aldrich, CAS# 9002-86-2, Mn: 47000) was
dissolved in THF (5mL, Prolabo, CAS# 109-99-9, AnalaR
NORMAPUR) together with hexamoll® (0.045g, BASF
Ludwigshafen, CAS# 166412-78-8) , a plasticizer which is necessary
to make the foil flexible enough to be stretched. This solution was
then cleaned with activated charcoal which was afterwards removed
by centrifugation. To the polymer solution (5 mL) OPV5 (21.5 ng,
21.4 pmol, the concentration is far below excimer formation®®) was
added and filled into a petri dish. THF was evaporated at room
temperature until the foil gained its solid state. Finally the foil was
dried for 5 hours under highvacuum conditions, yielding substrates
with a glass-temperature of 46°C. The resulting foil showed a
thickness of around 50 um, the exact value being determined by a z-
scan of the laser focus through the sample prior and after each
experiment. The effective cross section of each foil was calculated
from its thickness and the width as measured by a caliper-gauge.

Fluorescence spectroscopy: The fluorescence and absorption spectra
were measured with FluoroLog-3 (Jobin Yvon Horiba) and Cary-300
Bio (Varian), respectively. Time-correlated single photon counting
(TCSPC) measurements were performed using a 5000 U (IBH) with a
pulsed diode laser source at 471 nm (Picoquant). The combined force
and fluorescence measurements were performed on a home-built
setup®. Linear polarized and pulsed light from a diode laser
(Picoquant) at 468 nm and a repetition rate of 50 MHz is coupled into
an inverted epifluorescent confocal microscope (Olympus, 1X71) at a
mean intensity of /o2 = 2.5 kW cm? in a near diffraction limited focus.
The fluorescence was then separated with respect to polarization
parallel and perpendicular to the laser light. These two components
were further split by a dicroic beamsplitter (AHF, BS560) in a “green”
fraction 487-548 nm (AHF, HQ 520/66) and a “red” fraction 548-
644 nm (AHF, HQ 580/130) and finally focused on single photon
avalanche diodes (Micro-Photon-Devices PDM 50CT (green), Perkin-
Elmer SPCM-AQR-14 (red)). The signals of the detectors were
recorded by two synchronized time-correlated single photon counting
pc-boards (Becker & Hickl, SPC-150). In order to minimize
photobleaching, for each data point a xy-scan of 98x98 um? was
performed with a piezo-scanner (PI, P-527). Taking into account an
average number of ca. 360 dye molecules in the confocal detection
volume element, pixel intensity distributions within each scan were
shot-noise limited and gave no indication of additional heterogeneity
(see supporting information section 2.7). The self-made PVC foils
were stretched by a tensile stage (Deben, MTEST 200) which was
mounted upside down on the inverted microscope.

Calculations: In view of the size of the OPV5 chromophore, its
fluorescence lifetime was computed using semiempirical methods™*”
Geometry optimizations were performed on two conformers of OPV5
in the ground state at the AM1/SCF level®", one in C, symmetry (with
the C, axis perpendicular to the central aromatic ring) and the other
one in C; symmetry. Spectral properties were computed at the
AM1/MRCI level at the optimized (nearly planar) excited-state
geometries, in particular the radiative lifetime z of the first excited
singlet state.
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1) Synthesis

The oligo(paraphenylenevinylene)-type fluorophor 5 was synthesized in a
stepwise procedure shown in Scheme 1. In a first step the double Horner-
Wadsworth-Emmons reaction of the phosphonate ester 1 and the aldehyde 2
gave the bis(iodo)-compound 4, which was subsequently reacted with 4-
vinylb?lrfzyl alcohol 3 in terms of a Heck reaction to form the wanted OPV5
diol 5.

PO(OCyHs),
OC7H15 Horner-Wadsworth-
Emmons
KOC(CH3)3
+

(C2H50),0P
1

Heck Coupling

PdO(Ac),; P(Ph-Me);
N(C4Hy)3

' o

Scheme 1: Stepwise synthesis of the oligo(paraphenylenevinylene)-type fluorophor 5

The building blocks 1 to 3 were obtained as shown in Scheme 2. The
phosphonate ester 1 was obtained in an Arbuzov-type reaction using 1,4-bis-
(chloromethyl)benzene and triethyl phosphite as educts. Furthermore,
hydroquinone, as a starting material, was etherified with 1-bromoheptane to
generate 1,4-bis(heptyloxy)-benzene. The iodation of the ether gave 1,4-
bis(iodo)-2,5-bis(heptyloxy)-benzene. On treatment with buthyllithium and
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subsequent addition of dimethylformamide building block 2 was formed. 4-
Vinylbenzyl chloride was treated with sodium acetate to form 4-vinylbenzyl
acetate. The following saponification gave 4-vinylbenzy! alcohol 3.1'*

Cl PO(OC,H;),
P(OC,H,),
_—
cl (H5C,),0P
1
OH OC7Hys OC;Hs OC/Hys
1 I
BrCH,, I, HIO, 1.) n-BuLi
_— —_— —_—
KOH HAc 2.) DMF
| CHO
OH OC7H,s OC,Hys OC,H,s
2
NaOC,H, KOH
- _—
cl o HO

(o]
3

Scheme 2: Synthesis of the monomeric buildingblocks 1 to 3
Materials and Instruments

The chemical reagents were purchased from Acros or Aldrich Corp. and were
used as received unless otherwise stated. All solvents were purified
according to standard procedures. Column chromatography was performed
on silica gel. NMR spectra were obtained on a Brucker Avance DRX 500
spectrometer at 500.13 MHz. MALDI-TOF MS measurements were
performed on a Bruker Ultraflex TOF mass spectrometer.

Compounds

4-Formyl-1-iodo-2,5-bis(heptyloxy)benzene 2 and 4-vinylbenzyl alcohol 3
were synthesized according to literature proceedings.?*!
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p-Xylylen-bis(diethyl)phosponate 1

A mixture of 1,4-bis(chloro-methyl)benzene (17.51 g, 0.1 mol) and triethyl
phosphite (49.85 g, 0.3 mol) was slowly heated to 150-160°C.
Simultaneously the emerging ethyl chloride was distilled off. After 4 hours of
reaction time the mixture was heated to 180 °C and vacuum was applied for
1 hour to remove excessive triethyl phospite. After cooling to room
temperature p-xylylen-bis(diethyl)-phosponate 1 was obtained in form of a
colourless crystalline solid in quantitative yield.

'H NMR (500 MHz, [D1]CHCl3, 25°C, TMS) &= 1.17 (m, 12H, CHas), 3.06 (d,
4H, CHy), 3.94 (m, 8H, CHy,), 7.18 (s, 4H, CH)

Diiodo compound 4

A solution of 4-formyl-1-iodo-2,5-bis(heptyloxy)benzene 2 (4.60 g, 10 mmol)
and p-xylylen-bis(diethyl)phosphonate 1 (1.89 g, 5 mmol) in dry toluene
(20 mL) was heated to reflux under nitrogen atmosphere. In the course a
suspension of potassium tert-butoxide (2.24 g, 20 mmol) in dry toluene was
added bit by bit to the boiling solution. The mixture was refluxed for 3 hours
under vigorous stirring. Subsequently hydrochloric acid (5%, 40 mL) was
added. The organic phase was washed with water to neutrality and dried
over magnesium sulfate. The solvent was removed under reduced pressure.
The resulting pale yellow crystalline solid was purified by column
chromatography using a 9 to 1 mixture of toluene and ethanol as an eluent.
Yield 65%.

'H NMR (500 MHz, [D4]CHCls, 25°C, TMS) 5= 0.83 (m, 12H, CHs), 1.26-1.32
(m, 16H, CHy), 1.45 (m, 8H, CH;), 1.78 (m, 8H, CHy), 3.89-3.95 (m, 8H,
CHy), 6.96 (s, 2H, CH), 7.06 (d, 2H, CH), 7.21 (s, 2H, CH), 7.35 (d, 2H, CH),
7,43 (s, 2H, CH); MALDI-TOF MS: m/z: 991[M"]

OPV diol 5

Under nitrogen atmosphere diiodo compound 4 (445 mg, 0.5 mmol), 4-
vinylbenzyl alcohol 3 (135 mg, 1 mmol), tri(o-tolyl)phosphine (31 mg, 0.1
mmol) and palladium acetate (4.5 mg, 0.02 mmol) were solved under
vigorous stirring in DMF (5 mL). Subsequently tributylamine (530 pL, 1.1
mmol) was added. The reaction mixture was heated to 80°C for 2 hours. The
reaction mixture was cooled to room temperature and the product was
precipitated in cold water, filtered off and dried. The resulting yellow
crystalline solid was purified by column chromatography using a 95 to 5
mixture of chloroform and acetone as an eluent. Yield 45%.

'H NMR (500 MHz, [Dg]THF, 25°C, TMS): § = 0.81 (m, 12H, CHs), 1.27-1.34
(m, 16H, CH>), 1.48 (m, 8H, CH>), 1.78 (m, 8H, CHy), 3.99 (m, 8H, CH.), 4.06
(m, 2H, OH), 4.46 (d, 4H, CH;), 7.11- 7.22 (m, 12H, CH), 7.38-7.46 (m, 12H,
CH); MALDI-TOF MS: m/z: 1003[M"]
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2) FORCE AND FLUORESCENCE EXPERIMENTS

The fluorescence and absorption spectra were measured with FluoroLog-3
(Jobin Yvon Horiba) and Cary-300 Bio (Varian), respectively. Time-correlated
single photon counting (TCSPC) measurements were performed using a
5000 U (IBH) with a pulsed diode laser source at 471 nm (Picoquant).

2.1 The fluorescence quantum yield of OPV5 in THF

The fluorescence quantum yield of OPV5 (®(OPV5)) is determined with the
help of Eq. 1%,

F .-E. .. -n2
@, (OPV5) = @, (Rh110)—22 110 THF (1)

2
Rh110 " opV5 ) nwater

where F is the integrated fluorescence intensity, E is the optical density,
Nthr=1.407 and nyater=1.339. As a reference, Rhodamine 110 was used with
a quantum yield of ®x(Rh110, EtOH) = 0.92 measured in EtOH. ® From this
the corresponding quantum yield in water was derived to ®¢(Rh110, H,0) =
0.95 (OPV5 was solved in THF whereas Rh110 was solved in water).

Given all this, the fluorescence quantum yield of OPV5 was calculated to
®e(OPV5) = 0.53+0.05.

2.2 Estimation of maximum force per polyvinylchloride molecule

With the molecular mass of PVC of M, = 47000 g/mol and the density of p =
1.3927 g/cm? the mean molecular volume can be calculated with Eq. 2,

M}’l

=56.04 nm?3 (2)

molec —
A

where N, is Avogadro’s constant. As the molecular mass of a PVC monomer
is Mp(mono) = 62.5 g/mol the average PVC molecule consists of around
Niono = 752 monomers.

The length of an average molecule can be estimated from Eq. 3,

L . =N_ .2.L..*sin(54.74°)= 189 nm (3)

molec mono

where Lcc = 0.1541 nm is the typical length of a C-C bond." The
corresponding mean cross section of the polymer chain is obtained by Eq. 4.

288



Fluorophors as Optical Sensors for Local Forces (Supporting Information)

_ Ve = 9 296 nm? (4)

molec

A

molec

Assuming a maximum mean tensile stress in our experiments of ca.
12 N/cm?, we arrive at a maximum mean force on a single PVC molecule of
Fmo|ec= 355 pN

This is only a mean value assuming a homogeneous force distribution in the
substrate.

2.3 Estimation of the change of radiative lifetimes due to refractive index

variations

Radiative lifetimes of excited states and energetic positions of ground and
excited state are known to depend on the refractive index of the environment
due to local electric fields acting on the molecular dipole moments. We first
discuss the refractive index of PVC as a function of external strain (a), then
estimate its influence on the optical properties of OPV5 in the limit of simple
approximations (b, ¢) and finally summarize our results in tabular form (d):

(a) The index of refraction of the PVC matrix under tensile stress could not be
measured in the thin foils directly. A rough estimation was performed using
properties of stretched PVC from literature.

Using reported density changes from p- = 1.3927 g/cm?® at zero extension to
p = 1.3937 glcm® at 100% extension!® and applying the Lorentz-Lorenz
equation:

2
oo [Mur20RD L M, (n2 1) 5)
M, —pRD p n*+2
With the molecular weight M,, = 80000 g/mol we obtain a molar refraction of
the polymer of RD = 17800 cm®mol. An initial index of refraction of n =
1.532 would increase by An = 4.6x10™ upon stretching.
Birefringence of stressed PVC can exhibit much higher variations in n. For
similar samples An = 3.1x10 at 100% extension has been reported. &
Depending on the orientation of the chromophore inside the matrix this would

be the upper limit for stress-induced refractive index variations that could
affect the radiative lifetime.

(b) Changes in radiative lifetimes can be calculated according to Toptygin by
a modified Strickler-Berg approach. "

The empty spherical cavity model (ESC, Toptygin, eq. 59) was found to
successfully describe radiative lifetimes of small fluorophores in solution:
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by

Il
—~

=

) =( n J nk. (6a)

2n? +1

5 2 2
T (1| [2n; +1
(. (nzj [21112 +1]
n ’ 2n? +1 ’
= ATV :Tr,2 _Tr,l = z-r,l (_lj ( 22 ] _1
n, 2n; +1

71 and ny are radiative lifetime and index of refraction in the relaxed foil; n, =
hq + An.

The empty ellipsoidal cavity model (EEC) vyields a more appropriate
description for chromophores deviating significantly from a spherical shape.
In the limit of transition dipoles aligned along the long axis of the cavity
radiative decay rates are directly proportional to n (Toptygin, eq. 63 with L, =

(6b)

ko=(c,)" =nk.g (7a)
2-r,2 _ ﬂ
T M
7b
= AT}‘ = Z—r,z - Tr,] = Tr,l -
n,

(c) Solvatochromic shifts of the emission can be estimated using Onsager
theory as extended by Mataga et al.: ">

n* -1
v=v, +const{2n2 N J (8)
where v is the emission frequency.

From the emission maximum of OPVS5 in THF of 485.2 nm and in PVC of
491.6 nm and the respective indices of refraction of nrye = 1.407 and npyc =
1.532 the equation yields vo = 21968 cm™ and const. = -6875 cm™". The value
of the slope is within the range of other reported OPV derivatives. "

(d) The fluorescence quantum yield of OPV5 in the relaxed PVC matrix,
d(OPVS5, PVC), was estimated from the measured yield in THF, ®g(OPVS5,
THF) = 0.53 (see also 2.1), by scaling the radiative decay rate using the
empty spherical cavity model:
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T
@, (OPV5,PVC) = —2%

T,.prc

5 2
~ e = ®,.(OPVS,THF) 11" (””VCJ (2'1%’” Hj ®
. Nor | [ 2150 +1 Tr e \ e ) \ 2Mpye +1
e Mpyc 217y +1

With NTHF = 1407, Npyc = 1532, TF, THF = 0.781 ns and TF, PVC = 1.03 ns
results ®(OPV5, PVC)= 0.81. The corresponding radiative lifetimes are
Tr,7HE = 1.47 ns and t,pyc = 1.27 ns, respectively.

For Npvc (0 N) = 1.532, Tr,OPV,PVC (O N) = 1.27 ns and CDF(OPV5, PVC)= 0.81
(0 N) the predicted changes in 1, tr and A due to variations in n after
stretching are:

An AT (ESC) [ps] | At(EEC) [ps] | Ate(ESC) [ps] | Ate(EEC) [ps] | A4 [nm]
4.6x10” | -0.64 (0.05%) | -0.38 (0.03%) | -0.42 (0.04%) | -0.25 (0.02%) | 0.022
3.1x10° | -4.36 (0.34%) | -2.56 (0.20%) | -2.87 (0.28%) | -1.69 (0.16%) | 0.146

Table 1: Influence of the refractive index on the radiative and fluorescence lifetime assuming
different cavity models for OPV5

Since the OPV5 chromophore is neither spherically shaped nor infinitely
extended, the best approximation probably lies between the solutions of the
ESC and the EEC models. An = 3.1x10 from birefringence measurements is
an upper limit and probably overestimates the true condition in the polymer.

Corresponding results for Rhodamine123 with trrh123H20 = 3.95 ns,
®r(Rh123, H0) = 0.95 and trrh123,pve (0 N) = 3.12, giving 1rr123,pve (0 N) =
3.24 ns and ®¢(Rh123, PVC)=0.96 (0 N):

An At(ESC) [ps] Ate(ESC) [ps] | A4 [nm]
4.6x10™ -1.59 (0.05%) | -1.47 (0.05%) | 0.063
3.1x10° | -10.71(0.33%) | -9.92 (0.32%) | 0.42

Table 2: Influence of the refractive index on the radiative and fluorescence lifetime assuming
different cavity models for Rh 123
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2.4 Negative control with Rh123 stained PVC foil

COOC,H;

)
H,N o) NH,

Scheme 3: Chemical structure of Rhodamine 123 (Rh 123)

The chromophore of Rhodamine 123 has a stiff molecular backbone and no
significant external force-induced unwinding or deformation is expected
under our experimental conditions. Therefore it can serve as a reference
where possible lifetime effects or spectral shifts most likely are only induced
by static interaction with the matrix, in particular by the local index of
refraction. Experimental conditions and preparation of the foil are the same
as mentioned before. Concentration of Rh 123 in PVC was also 100 nM.

As shown in Figure 1, the fluorescence anisotropy also correlates with the
extension of the foil but much less pronounced than in the case of OPV5.
The fluorescence lifetime and the green to red signal ratio do not show any
significant change dependant on the mean tensile stress within the statistical
limits.

0414 roe 3179 1= (3.125£0.004) + (3.746.7)*10",
3.16 4 l
0.40 04 { 3.154
S 3.14 4
g § s
§ gz = 3.134
2 0394 Lo2 8 s 3
S s i 31248
e e
3.114
0.38 1 } L0.0 3104
T T T T T T T 3.094 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
mean tensile stress | Nlmm? ————» mean tensile stress | Nlmm?
Figure 1: Relative elongation (blue) of the PVC Figure 2. Fluorescence lifetime [ of Rh 123
foil and fluorescence anisotropy (black) of Rh 123 vs. mean tensile stress with linear regression
versus the mean tensile stress (Ate = 448 ps at 12 N/mm?).
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T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
mean tensile stress | Nlmm? ———

Figure 3a: Green to red ratio from experiment
versus mean tensile stress for Rh 123

2.5 Variations of the PVC matrix

% = (524.47+0.08) + (0.026:0.012),

525.5

525.0

A/nm (exp)

524.5 4

524.0

0 2 4 6 8 10 12 14
mean tensile stress | NNlmm? ——

Figure 3b: Spectral position vs. mean
tensile stress for Rh 123 with linear
regression. (Ak = 0.31£0.14 nm at

12 N/mm?)

In our experiments we observe different elasticities depending on the

preparation condition of the foil.

(a) As a first example we present the extended results of the experiment
already shown in the paper. As the tensile stage has a limited range of travel
of 10mm, the foil was stretched in two steps. After the first pull the stage was
returned to its starting position and the foil was readjusted for the second
pull. After the first cycle the fluorescence lifetime (Figure 4) as well as the
green to red intensity ratio (Figure 5) does not completely return to the initial
values. After the second cycle both values almost return to the initial values.
Here, the polymer molecules were already much more ordered in comparison
to the unstretched foil, which results in a higher elasticity of the matrix.
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force per molecule (theory) | nN

0.‘I25 0.75 0.25 0.30 0.35 0.40
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< - second relax. f1.20
1.02 1714 [ 470.0
5\101 -1.19_EV: 3 1.70
S . 118§ &t —>— first pull [ 470.5
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g L 1.69 1 >~ second pull
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l F117 theory
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099 4—+—r—+—7—+7——7—"1—"T1"—7" 7T T+ 77+ 116 —————rrTT—1T1—1——1—1—+471.5
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
mean tensile stress | N'mm* —— mean tensile stress | Nl/mm?
Figure 4: Comparison between Figure 5: Green to red ratio from
fluorescence lifetime measurement and experiment versus mean tensile stress; the
theory; the PVC foil was stretched in two PVC foil was stretched in two steps (black)
steps (black) each with a relaxation (blue) each with a relaxation (blue) afterwards

afterwards; the fluorescence lifetime =<
[ldecreases with higher mean tensile
stress, the statistical error of the lifetime fits
was about 4 ps each; the maximum
reduction is about 25 ps

(b) As a second example we present a different type of measurement with
less flexibility of the matrix although prepared under the same procedure as
before. Here, a higher mean tensile stress was applied to the polymer matrix.
The anisotropy (Figure 6), the fluorescence lifetime (Figure 7) and the green
to red intensity signal ratio (Figure 8) all show more pronounced effects as
discussed before, but for all these parameters there is a plateau up to
14 N/mm? where there is nearly no change. This indicates that the polymer
matrix is much stiffer and all the energy is needed at first to stretch the matrix
before it is transferred to the fluorophores

0.75+ 109

0.70 4

0.65 4

>

S 0.60 052

-~ d

o o
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£ 055 0 &
0504 |y Jo2

0.45 4
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

mean tensile stress | Nlmm*> ———»

Figure 6: Relative elongation (blue) of the PVC
foil and fluorescence anisotropy (black) of OPV5
versus the mean tensile stress
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1.043 4 1.76 -
1.036 1.754
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Figure 7: Fluorescence lifetime of OPV5 Figure 8: Green to red ratio from
dependant on the mean tensile stress; a experiment versus mean tensile stress
total lifetime change of 40 ps can be found.

2.6 Statistics

slope

|:I’IS . mm2 :|
N error

-1.9x10° | 1.4x10*
-2.1x10° | 2.1x10*
-1.7x10° | 2.4x10™
-2.8x10° | 2.7x10™
-2.2x10° | 2.6x10*
average std
-2.14x10° | 4.0x10™

Table 3: From different measurements the slope of the linear decreasing lifetime (e.g. see
Figure 7) dependant on the mean tensile stress was fitted by linear regression.

2.7 Sample heterogeneity

To characterize spatial heterogeneity the intensity distribution for pixels in a
single scan of an OPV5-doped foil was analyzed. From comparison of the
width of the fitted gaussian of 25.5+0.5 with the shot-noise according to a
mean number of 285 of (285)°° = 16.9 we find a mean number of
fluorophores per detection volume element of N = (25.5% - 16.9%) = 365 as
being responsible for the additional broadening of the distribution.
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Figure 9: Photon distribution for single scan of OPV5-doped PVC foil with fitted gaussian (center
X, =285, 0 =25.5).
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3) THEORETICAL CALCULATIONS

In view of its size, the OPV5 chromophore was described by semiempirical
methods. The theoretical study involved the selection of the most suitable
semiempirical model, computation of ground-state potential curves for
elongation of the chromophore, reoptimization of the resulting geometries in
the first excited singlet state using multi-reference configuration interaction
(MR-CI) methods!'®, and calculation of spectral properties at this level.

Evaluation of the semiempirical methods

HsC,

Scheme 4: Numbering of atoms in Heptoxystilbene.

To evaluate the performance of semiempirical methods, geometry
optimizations and frequency analyses were carried out for three small model
compounds at standard semiempirical, density functional, and ab initio levels.
The results for E-stilbene are listed in Table 4. All applied methods agree that
the potential energy surface of this molecule is very flat (very low
frequencies) with respect to the torsion of the phenyl rings against the plane
of the central double bond. B3LYP, PM3 and SCC-DFTB predict a Cy
symmetric planar minimum, in contrast to the other methods listed in the
table, for which the Cyy, structure represents a second-order transition state
and the minima have C, and C; symmetry. The relative energies of these
conformers are all very close (less than 1 kcal/mol in all cases).

Table 5 shows the results for phenetole (ethoxybenzene). In this case two C,
conformations were considered, one with the side chain heavy atoms lying
within the plane of the aromatic ring, and the other one with these atoms
forming a plane orthogonal to the ring plane. All applied methods agree that
the in-plane side chain conformation corresponds to a local minimum which
has a lower energy than the out-of-plane side chain conformation. According
to HF/6-31G**, the latter conformation is also a local minimum, in contrast to
the other methods, which give a first-order saddle point.

In Table 6, stable conformations of heptoxystilbene (see Scheme 4)
computed with various methods are listed. All applied methods except PM3
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result in two conformers with an all-staggered side chain, one with the side
chain heavy atoms being approximately coplanar to the adjacent aromatic
ring, and the other one with these atoms forming a plane essentially
perpendicular to the ring plane. For these methods except OM3, the
conformer with the in-plane side chain is more stable. The planes of the
aromatic rings and of the central double bond do not coincide. With PM3, we
have found two conformers with the side chain pointing out of the plane of

the adjacent aromatic ring, being tilted towards the second ring.

Method Symmetry Structure Relative | Dihedral Lowest
Energy Angle Vibrations
kcal/mol Deg cm”
HF/6-31G** C, minimum 0.00 24.0 A 30
C minimum 0.24 19.2 Ay 16
Con second-order 0.36 0.0 By -63
saddle point Ay -25
MP2/6-31G** C, minimum 0.00 26.7 A 36
C minimum 0.18 25.7 Ay 28
Con second-order 0.74 0.0 By -116
saddle point Ay -32
B3LYP/6-31G** Con minimum 0.0 Ay 7
Ay 60
By 68
B, 82
B3LYP/cc-pVTZ Con minimum 0.0 Ay 3
Ay 58
By 65
B, 80
AM1 C, minimum 0.00 22.9 A 24
C minimum 0.09 20.7 Ay 17
Cop second-order 0.21 0.0 Bg -61
saddle point Ay -20
PM3 Cop minimum 0.0 A, 31
Ay 56
B, 99
B, 101
OoM2 C, minimum 0.00 31.6 A 24
C minimum 0.21 28.4 Ay 16
Cop second-order 0.42 0.0 Bg -56
saddle point Ay -20
OM3 C, minimum 0.00 30.2 A 20
C minimum 0.15 259 Ay 12
Cop second-order 0.25 0.0 Bg -41
saddle point Ay -16
SCC-DFTB Con minimum 0.0 Ay 27
Ay 54
B, 85
B, 95

Table 4: Structures and lowest vibrations of E-stilbene calculated with various methods.
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Method In-plane side chain Out-of-plane side chain
Rel. Energy | Lowest Vibration Rel. Energy Lowest Vibration
kcal/mol cm” kcal/mol cm’”

HF/6-31G** 0.00 A 60 1.19 A 43
MP2/6-31G** 0.00 A 59 2.05 A -14
B3LYP/6-31G** 0.00 A 63 2.87 A -35
AM1 0.00 A 38 1.49 A -55

PM3 0.00 A 34 0.86 A -55
OM3 0.00 A 33 0.39 A -48

Table 5: Relative energies and lowest vibrations of C¢s of phenetole (ethoxybenzene)
calculated with various methods.

Method Rel. Dihedral Angles (deg)
Energy 1--2-0-C 2-0-C-C 2--1-C=C C=C-
kcal/mol 1--2

HF/6-31G** 0.00 -179.7 180.0 149.7 -22.3

0.47 -92.6 179.8 150.8 -22.3

B3LYP/6-31G** 0.00 -178.7 -179.0 163.4 -8.0

2.27 -95.1 -178.4 162.6 -9.7

AM1 0.00 -179.7 179.8 159.5 -21.0

1.13 -83.7 178.5 158.1 -22.2

PM3 0.00 -74.9 129.5 168.5 10.8

0.00 -78.9 122.0 157.2 33.0

OM3 0.00 -97.0 -178.8 152.9 -26.2

0.21 -173.5 176.6 157.2 -25.7

Table 6: Relative energies and geometric parameters of stable heptoxystilbene structures
calculated with various methods. In the notation for the dihedral angles, —, =, and - -
denote single, double, and aromatic bonds, respectively.

Ground-state optimizations and vertical excitations of OPV5

HsC,

HsC,

CHs

CHy

Scheme 5: Numbering of atoms in OPV5.
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Geometry optimizations were performed on two conformers of OPV5 in the
ground state at the AM1/SCF level, one in C, symmetry (with the C, axis
perpendicular to the central aromatic ring) and the other one in C; symmetry.
Both conformers carry hydroxymethyl end groups and are local minima
according to frequency analysis. After the initial full optimizations the distance
rag of the outermost ring carbons was increased in steps of 0.1 Aoro02A
and fixed during subsequent partial geometry optimizations. In Figure 10, the
resulting relative energies of the elongated conformers and the
corresponding forces are plotted against the distance of the outermost ring
carbons. Forces were computed by analytical differentiation of a cubic-spline
fit of the computed potential curves. It is obvious from Figure 10 that both
conformers show essentially the same harmonic behavior upon elongation.
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Figure 10: a) Ground-state potential curves and b) corresponding forces for stretching the
OPV5 chromophore. x C, conformer, o C; conformer.
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The geometries resulting from the ground state optimizations were used to
compute the properties of the vertical excitation into the first excited state. A
comparison of the performance of different Cl expansions using the same
geometry is shown in Table 7. Table 8 gives an overview over the computed
data. The force F has been converted to nN using the following formula,
where Na = 6.022142-10% mol™ is Avogadro’s constant.

lkcalmol ™" 4184 Jkcal™ lkcalmol™ - 4184 Jkcal™

= =6.947694-10"'N
14-N, 10"°m-6.022142 10 mol ™

Table 9 shows the changes of selected geometric parameters upon
elongation of the C; conformer. The non-planarity of the main chain near the
minimum is essentially lost during stretching.

CISDT MR-CISD | MR-CISD CIS
10 Refs!"! | 4 Refs™
Ground state SCEF configuration 84.0% 84.1% 84.2% 100%
First excited state HOMO->LUMO 49.2% 53.6% 53.4% 53.7%
HOMO-1->LUMO+1 19.8% 20.1% 21.9% 23.4%
HOMO-2->LUMO+2 5.3% 5.5% 5.5% 8.5%
Exitation energy eV 3.00 3.11 3.14 2.87
Oscillator strength fio 2.39 2.54 2.58 2.43
Number of CSFs 386169 139305 70185 145
CPU time s 651 165 94 41
(SP En. + Grad) (3.0 GHz Opteron)

Table 7: Comparison of calculated excited-state properties (vertical excitation) for the
ground state minimum of the Ci conformer using different Cl expansions with the 12
energetically highest doubly occupied and the 12 energetically lowest unoccupied molecular
orbitals in the active space. [1] 1References are the ground configuration and nine singly
excited configurations involving the orbitals HOMO-2 through LUMO+2; [2] References are
the ground configuration and the three singly excited configurations mentioned in the table.
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Distance raz | Relative Force First transition Oscillator
Energies strength
A kcal/mol nN eV cm’ fro
29.195 0.000 0 3.11 25084 2.541
29.300 0.190 0.24 3.098 24987 2.565
29.400 0.700 0.48 3.081 24851 2.596
29.500 1.570 0.72 3.068 24743 2.622
29.600 2.790 0.97 3.056 24651 2.646
29.700 4.370 1.23 3.048 24588 2.67
29.800 6.340 1.49 3.049 24590 2.681
29.900 8.670 1.75 3.043 24542 2.713
30.000 11.390 2.02 3.052 24620 2.72
30.100 14.490 2.29 3.062 24699 2.726
30.200 17.980 2.55 3.072 24782 2.732
30.300 21.840 2.81 3.082 24860 2.737
30.400 26.080 3.07 3.092 24942 2.741
30.500 30.680 3.33 3.102 25024 2.745
30.600 35.650 3.58 3.113 25108 2.749
30.700 40.980 3.83 3.123 25193 2.752
30.800 46.670 4.07 3.134 25278 2.754
30.900 52.710 4.32 3.145 25364 2.756
31.000 59.100 4.56 3.156 25455 2.757
31.200 72.930 5.04 3.178 25635 2.756
31.400 88.140 5.52 3.202 25827 2.754
31.600 104.710 5.99 3.226 26024 2.746
31.800 122.610 6.45 3.252 26234 2.736
32.000 141.840 6.91 3.28 26452 2.72

Table 8: Relative energies, forces (AM1/SCF) and vertical transition properties (AM1/MR-
CISD with 10 reference occupations and 12 doubly occupied and 12 unoccupied molecular
orbitals in the active space) for stretching the C; conformer of OPV5.
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C=C-1"-
Mg 1-C | 3-4-5 | 1-C=C | 6=1-C=C | C=C-1"-6'  3--4-C=C | -6
A A deg deg deg deg deg deg

29.195 1.453 1194 124.6 19.9 22.2 -22.7 -19.7
29.300 1.454 119.0 125.2 18.0 21.9 -20.9 -171
29.400 1.456 118.6 125.8 14.3 20.3 -19.1 -14.4
29.500 1.457 118.2 126.4 11.4 18.6 -17.4 -10.6
29.600 1.459 117.8 126.9 7.8 16.8 -15.0 -7.5
29.700 1.461 117.4 127.4 5.1 13.6 -12.7 -2.1
29.800 1.463 117.0 127.9 5.4 11.7 -104 -1.3
29.900 1.465 116.6 128.3 2.7 1.0 2.5 -1.7
30.000 1.468 116.2 128.8 24 0.6 1.8 -1.6
30.100 1.470 115.8 129.3 23 0.3 1.4 -1.5
30.200 1.472 115.4 129.8 2.0 -0.2 1.1 -1.5
30.300 1.475 115.0 130.2 1.8 -0.4 1.2 -1.4
30.400 1.477 114.6 130.7 1.6 -0.7 1.1 -1.4
30.500 1.480 114.2 131.2 1.5 -1.0 1.1 -1.3
30.600 1.483 113.8 131.6 1.3 -1.3 1.2 -1.3
30.700 1.486 113.4 132.1 1.1 -1.5 1.2 -1.3
30.800 1.488 113.0 132.5 1.0 -1.8 1.2 -14
30.900 1.491 112.6 133.0 0.9 -2.1 1.3 -1.4
31.000 1.494 112.3 133.4 0.7 -2.3 1.4 -1.4
31.200 1.501 111.5 134.3 0.5 -2.8 1.5 -1.5
31.400 1.507 110.8 135.1 0.4 -3.3 1.7 -1.6
31.600 1.514 110.1 136.0 0.3 -3.8 2.0 -1.7
31.800 1.521 109.4 136.8 0.3 -4.4 2.3 -1.8
32.000 1.529 108.7 137.5 0.3 -4.9 2.7 -1.9

Table 9: Change of selected structural parameters (bond lengths, bond angles and dihedral
angles) on stretching the C; conformer of OPV5. In the notation for the dihedral angles, —, =
and --denote single, double, and aromatic bonds, respectively.

Excited-state optimizations and fluorescence lifetimes

The geometries of both OPV5 conformers were reoptimized in the first
excited singlet state using the same constraints as before for the distance of
the outermost ring carbons. The excited state was described by an MR-CI
expansion with single and double substitutions relative to ten reference
configurations (closed-shell ground-state and nine singly excited
configurations involving the orbitals HOMO - 2 through LUMO + 2); the
active space included 12 doubly occupied and 12 unoccupied molecular
orbitals. Spectral properties were computed at the optimized (nearly planar)
excited-state ?eometries, in particular the radiative lifetime t (in s) of the first
excited state: "]
3

T =
2192

where f is the oscillator strength and v is the wavenumber (in cm'1) for
emission (fluorescence). Table 10 lists the calculated emission energies,
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oscillator strengths, and fluorescence lifetimes of the C; conformer as a
function of the distance, and Figure 11 shows the corresponding graphs for
both conformers. The results for the two conformers are again essentially the
same, as expected. The computed fluorescence lifetimes show a marked
decrease upon elongation which is mostly caused by the increase in the
calculated emission energies (see formula above).

Distance | Relative | Force Emission Energy Oscillator | Lifetime

ras Energies Strength

A kcal/mol nN eV cm” fro ns
29.2 0.00] 0.00 2.633 21236 2.731 1.218
29.3 0.06] 0.15 2.633 21239 2.753 1.208
294 0.50] 0.45 2.641 21305 2.763 1.196
29.5 1.35] 0.74 2.649 21369 2.772 1.185
29.6 2.62| 1.02 2.657 21432 2.781 1.174
29.7 430 1.31 2.665 21494 2.789 1.164
29.8 6.38| 1.58 2.672 21554 2.797 1.154
29.9 8.85| 1.86 2.680 21614 2.804 1.145
30.0 11.72] 212 2.687 21672 2.811 1.136
30.1 14.97| 2.39 2.694 21730 2.818 1.127
30.2 18.60| 2.65 2.701 21787 2.824 1.119
30.3 2260 2.91 2.708 21843 2.829 1.111
304 26.98| 3.17 2.715 21899 2.834 1.104
30.5 31.73| 3.43 2.722 21955 2.838 1.097
30.6 36.85| 3.68 2.729 22010 2.841 1.09
30.7 42321 3.93 2.736 22065 2.844 1.083
30.8 48.16| 4.18 2.742 22121 2.846 1.077
30.9 54.35| 4.43 2.749 22176 2.848 1.071
31.0 60.90| 4.67 2.756 22232 2.848 1.066
31.2 75.05| 5.16 2.770 22345 2.847 1.055
31.4 90.60| 5.64 2.785 22462 2.842 1.046
31.6 107.53] 6.12 2.800 22582 2.833 1.038
31.8 125.83] 6.59 2.815 22709 2.821 1.031
32.0 14549| 7.06 2.832 22843 2.803 1.025

Table 10: Potential curve, forces, optical properties, and fluorescence lifetimes of the Ci
symmetric

conformere of OPV5 after geometry optimization in the first excited state (AM1/MR-CISD
with 10 reference occupations and 12 doubly occupied and 12 unoccupied molecular orbitals
in the active space).
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Figure 11: a) Emission energies, b) oscillator strengths, and c) fluorescence lifetimes after
geometry optimization in the first excited state of OPV5 for C, and C; symmetry.
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