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Einzelmolekiil-Diffusionsmessungen mit erhohter Genauigkeit unter
Verwendung einer photospaltbaren Energieubertragungsdyade™*
Maren Dill, Moritz C. Baier, Stefan Mecking und Dominik Woll*

Einzelmolekiilfluoreszenzspektroskopie und -mikroskopie
eignen sich vorziiglich zur Untersuchung der Struktur und
Dynamik biologischer und materialwissenschaftlicher Syste-
me.' Einer der Griinde ihres Erfolgs beruht auf der Mog-
lichkeit, einzelne Molekiile mit einer Genauigkeit unterhalb
der Beugungsgrenze von Licht lokalisieren™ und die damit
ermittelten Positionen zu Trajektorien verbinden zu
konnen ! Damit ermoglicht Weitfeldfluoreszenzmikroskopie
die parallele Verfolgung von Einzelmolekiilbewegung.”
Bisher wurden zur Analyse absolute Molekiilpositionen ver-
wendet.®! Aus diesem Grund wurde die Genauigkeit der
Einzelmolekiil-Bewegungsanalyse durch das Signal-zu-
Rausch-Verhiltnis des Fluoreszenzsignals, Fluoreszenzhin-
tergrund,”’ Molekiilorientierung"” und die mechanische
Stabilitdt des optischen Aufbaus wihrend der Messung be-
schriankt. Dariiber hinaus hingt die Bestimmung des Diffu-
sionskoeffizienten iiber Einzelmolekiilverfolgung stark von
den experimentellen Parametern ab,'!! was zu signifikanten
Ungenauigkeiten fithren kann.® Obwohl unter optimalen
experimentellen Bedingungen iiber eine Lokalisierung mit
Nanometergenauigkeit berichtet wurde,'>%! wird diese Ge-
nauigkeit in den meisten praxisrelevanten Systemen nicht
erreicht, da sie eine Hintergrundfluoreszenz aufweisen und
ihnen die notige Langzeitstabilitét fehlt. Einige der genann-
ten Probleme konnen gelost werden, wenn die Positionen
relativ zu einem internen Bezugspunkt bestimmt werden.
Dieses Konzept wird im Folgenden beschrieben.

Hier stellen wir eine funktionelle Fluoreszenz-
farbstoffdyade mit effizienter Energielibertragung vor, die
nach Photospaltung und hinreichend weiter diffusionskon-
trollierter Trennung beider Fluorophore verschwindet. Ins-
besondere beschreiben wir die Synthese, die chemische und
photophysikalische Charakterisierung und die Anwendung
der photospaltbaren Energieilibertragungsdyaden fiir Einzel-
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molekiil-Spektromikroskopie und demonstrieren die Leis-
tungsfihigkeit der Dyade fiir Zwei-Farben-Verfolgung und
die genaue Messung kleiner Diffusionskoeffizienten (D <
107" m?s™"), wobei wir keine absoluten Positionen, sondern
den Forster-Radius als internen Bezugsabstand verwenden.

Die Synthese von Dyade 1 (Schema 1) ist in den Hinter-
grundinformationen aufgefiihrt. Intramolekulare Verkniip-
fungen von Perylendiimiden (PDI) und Terrylendiimiden
(TDD)™ wurden bereits in der Literatur beschrieben, >
aber ihre Verkniipfung iiber eine photospaltbare Gruppe ist
neu. Die Absorptions- und Emissionsspektren von 1 und den
einzelnen Chromophoren in Cyclohexan befinden sich in den
Hintergrundinformationen.

Schema 1. Die in dieser Arbeit synthetisierte und verwendete photo-
spaltbare Fluoreszenzfarbstoffdyade 1. Ein Perylendiimid-Chromophor
dient als Energiedonor, ein Terrylendiimid-Chromophor als Energieak-
zeptor. Beide Hilften sind iiber eine photolabile Methylphenacyl-
Briicke miteinander verkniipft.

In Abhéngigkeit von der Anregungswellenlinge und
somit der Wahrscheinlichkeit der drei Chromophore, Licht zu
absorbieren, beobachtet man fiir die Dyade 1 unterschiedli-
ches photophysikalisches und photochemisches Verhalten.
Bei Anregung mit langen Wellenldngen iiber 600 nm wird
ausschlielich der TDI-Chromophor angeregt, und das In-
tensitdtsmaximum der Fluoreszenz liegt bei 699 nm, im Ver-
gleich zum TDI-Farbstoff 3 um 18 nm bathochrom verscho-
ben (Struktur und Spektrum befinden sich in den Hinter-
grundinformationen). Licht mit einer Wellenldnge unter
600 nm kann sowohl vom PDI- als auch vom TDI-Chromo-
phor absorbiert werden. Aufgrund der Energieiibertragung
wird jedoch, selbst nach Anregung des PDI-Chromophors,
das Fluoreszenzspektrum eindeutig von der TDI-Emission
dominiert. Unter der Annahme eines Forster-Resonanz-
Energietibertragungsmechanismus (FRET), ergibt sich fiir
die Abhéngigkeit der Energieiibertragungseffizienz 5 von der
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Abbildung 1. a) Zeitreihe von Fluoreszenzspektren wihrend der Be-
strahlung einer homogenen Lésung von 1 in Cyclohexan mit 311 nm.
Eine Flache von 1 cm? wurde in einer 3-mL-Standardkiivette mit einer
Bestrahlungsleistung von 5.2 mWcm™2 belichtet. b) Zeitlicher Verlauf
der Intensitt des Fluoreszenzmaximums von Energiedonor (Kreise)
und Energieakzeptor (Quadrate) mit der Bestrahlungsdauer. Beide
Datensitze wurden mit einer monoexponentiellen Funktion mit einer
Zeitkonstanten von 1.68 h angeglichen. Die gestrichelten Linien zeigen
die Fluoreszenzintensitit von Farbstoff 2 und Farbstoff 3 (deren Struk-
turen befinden sich in den Hintergrundinformationen) bei der jeweils
gleichen Konzentration.

Entfernung zwischen Energiedonor und Energieakzeptor der
in Gleichung (1) beschriebene Zusammenhang.'”

n(r,Ro) = 1+1(RL>6 (1)

Dabei bezeichnet R, den Forster-Radius, in den die
Uberlappung zwischen dem Emissionsspektrum des Donors
und dem Absorptionsspektrum des Akzeptors sowie die
Orientierung beider Chromophore zueinander einflieen.
Fiir unser Donor-Akzeptor-Paar betrigt er unter Annahme
freier Rotation 6.4 nm. Zu Beginn beobachtet man aufgrund
der geringen Entfernung zwischen beiden Fluorophoren eine
Energietibertragung mit 99% Effizienz. Bei solch kurzen
Entfernungen ist die dipolare Nidherung der Forster-Theorie
nur eine grobe Abschitzung, da aufgrund der starken elek-
tronischen Kopplung zusétzlich auch die Austauschwechsel-
wirkung beriicksichtigt werden muss.™™ In Abschnitt 8 der
Hintergrundinformationen wird jedoch gezeigt, dass fiir
unsere Methode im Wesentlichen eine signifikante Abnahme
der Energieiibertragungsrate bei ca. R, notig ist. Bei diesem
Abstand kann man von der Giiltigkeit der Forster-Theorie
und somit von einer Energieiibertragung nach einem FRET-
Mechanismus ausgehen.” UV-Licht mit einer Wellenlinge
unterhalb von 330 nm kann von allen Chromophoren absor-
biert werden. Wird das Photon von der photolabilen Gruppe
absorbiert, so kann diese gespalten werden. Die Photokinetik
der Spaltungsreaktion wurde in homogener Cyclohexan-
Losung beobachtet. Nach der Photospaltung konnen Ener-
giedonor und Energieakzeptor unabhéngig voneinander frei
diffundieren, und ihr mittlerer Abstand wird sich kontinu-
ierlich vergroflern, wodurch die Energieiibertragung, wie in
Abbildung 1a dargestellt, allmihlich verschwindet. Nach
verschiedenen Bestrahlungsdauern mit Licht der Wellenlédnge
311 nm wurden (Ensemble-)Fluoreszenzspektren aufgenom-
men, und daraus die zeitliche Entwicklung der Donor- und
Akzeptor-Fluoreszenzintensitdt erhalten (Abbildung 1b).
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Wie in den Hintergrundinformationen erldutert, bestimmten
wir daraus eine Quantenausbeute fiir die Photospaltung von
0.03, bezogen auf eine Anregung des photolabilen Phenacyl-
Chromophors. Dieser Wert ist eine Gréenordnung kleiner
als die Quantenausbeute von 0.22 fiir die Photospaltung der
isolierten photolabilen Gruppe, die von Zabadal et al. ge-
messen wurde.?"! Vermutlich sind hierfiir photophysikalische
Wechselwirkungen der angeregten photolabilen Gruppe mit
den anderen Chromophore verantwortlich, worauf auch die
spektralen Verschiebungen in Abbildung S1 hindeuten (siche
Hintergrundinformationen).

Neben den beschriebenen spektroskopischen Ensemble-
messungen wollen wir auch demonstrieren, welche neuen
Untersuchungen die Dyade 1 ermoglicht. Der wesentliche
Vorteil liegt in der Tatsache, dass sich vor der UV-Bestrah-
lung beide Fluorophore in direkter Nachbarschaft befinden
(ca. 1 nm). Nach der Photospaltung konnen sie unabhingig
mit einer rdumlichen Auflosung, die hauptsdchlich vom
Signal-zu-Rausch-Verhiltnis ihrer Emission abhﬁngt,[g] loka-
lisiert und ihre Positionen zu Trajektorien verbunden werden.

Um dies zu zeigen, betteten wir 1 in einen ca. 0.3 um
dinnen  Polyethylacrylat-Film  (PEA) ein (M,=
100 kgmol ™). Mittels dynamischer Differenzkalorimetrie
(DSC) wurde fiir PEA eine Glasiibergangstemperatur (7,)
von —7.6°C bestimmt. Der Diffusionskoeffizient von 1 in
solch einem PEA-Film betrigt 7.2x 107" m?*s~'. Damit Lisst
sich die Trennung der Farbstoffe nach der UV-Spaltung mit-
hilfe von Weitfeldmikroskopie zeitlich gut verfolgen.

Abbildung 2 zeigt eine Serie von Bildern, die zu ver-
schiedenen Zeiten nach UV-Spaltung der Dyade 1 aufge-
nommen wurden. Der PDI- und der TDI-Detektionskanal
sind hier in Falschfarben iiberlagert. Vor UV-Belichtung
wurde aufgrund der effizienten Energieiibertragung nur die
Emission des TDI-Chromophors von 1 beobachtet. Nach
Photospaltung der Dyade und hinreichend weiter diffusiver
Trennung beider Chromophore auf eine Entfernung oberhalb

vor UV—Belichtung

Abbildung 2. Serie von Bildern (in Falschfarben), die aus einer in den
Hintergrundinformationen gezeigten Weitfeldmikroskopie-Aufnahme
von 1 in einem PEA-Film zu verschiedenen Zeiten nach einer 5 s
langen UV-Belichtung stammen (1 s Integrationszeit pro Bild). Die
griinen Signale wurden im PDI-Kanal, die roten Signale im TDI-Kanal
gemessen. Gelbe Pixel zeigen Bereiche mit Intensitit in beiden Kani-
len. Die Punkte beider Farben kénnen unabhingig voneinander ver-
folgt werden (Trajektorie von PDI: weiR, Trajektorie von TDI: violett).
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des Forster-Radius konnen die PDI- und die TDI-Fluores-
zenz in getrennten Emissionskanélen erfasst werden. Somit
konnen die Positionen beider Chromophore unabhéngig mit
der fiir Einzelmolekiilmessungen typischen Genauigkeit™!
ohne signifikante Beeintrichtigung durch den jeweils ande-
ren Kanal verfolgt werden.

Mit Zwei-Farben-Einzelmolekiilverfolgung kann man
vorziiglich den zeitlichen Verlauf der Abstidnde zwischen
beiden getrennten Molekiilhilften beobachten, wenn ihre
Entfernung groBer als die Lokalisierungsgenauigkeit ist.
Auch wenn iiber Lokalisierungsgenauigkeiten im Nanome-
terbereich berichtet wurde,' sind diese doch in vielen,
praktisch wichtigen Systemen auf ca. 10 nm beschrinkt, da sie
einen eignen Fluoreszenzhintergrund oder, in hochviskosen
Medien, eine bevorzugte Molekiilorientierung aufweisen.'"!
Fiir diese Fille, konnen Energieiibertragungseffizienten®>’!
herangezogen werden, um die rdumliche Einzelmolekiilpaar-
Auflosung zu verbessern.

Um Anderungen der Energieiibertragungseffizienz auf
Einzelmolekiilebene in Echtzeit zu beobachten, betteten wir
kleinste Mengen an Dyade 1 in einen ca. 0.3 um diinnen Po-
lybutylmethacrylat-Film (PBMA, M, =4 kgmol ') mit 7,=
16.2°C ein. Der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzintensitét
nach Photospaltung ist in Abbildung 3a—c dargestellt. Zu
seiner Aufnahme wurden die drei im Folgenden und in den
Hintergrundinformationen aufgefiihrten Einstellungen zy-
klisch variiert: 1) Laseranregung bei 561 nm, Detektion zwi-
schen 594 und 646 nm (PDI-Kanal, griine Kurven), 2) Laser-
anregung bei 658 nm, Detektion zwischen 672 und 712 nm
(TDI-Kanal, rote Kurven) und 3) Laseranregung bei 561 nm,
Detektion zwischen 672 und 712 nm (Energietibertragungs-
kanal, blaue Kurven). Abbildung 3a und b zeigen die Inten-
sitédts-Zeit-Spuren von zwei typischen einzelnen Molekiilen.
Direkt nach UV-Bestrahlung (fiir 2 s) und Spaltung der che-
mischen Bindung befinden sich die beiden getrennten Frag-
mente noch in unmittelbarer Entfernung zueinander, und
somit findet eine effiziente Energieiibertragung statt. Nach
einer gewissen Zeit erreicht ihr Abstand den Forster-Radius
und ibertrifft ihn irgendwann. Somit verringert sich die In-
tensitdt im Energieiibertragungskanal, und der PDI-Kanal
gewinnt signifikant an Signal. Da die FRET-Effizienz zur
sechsten Potenz des Abstands indirekt proportional ist,
weisen FRET-Abstandsmessungen insbesondere bei Entfer-
nungen um den Forster-Radius eine hohe Empfindlichkeit
auf. Wie in Abbildung 3a und b zu sehen, ist dieser Punkt bei
ca. 60-80 s erreicht. Da es sich bei der Diffusion der Bruch-
stiicke in unserem Polymerfilm um einen statistischen Prozess
handelt, kann deren Entfernung zueinander nach der Pho-
tospaltung wie in Abbildung 3b gezeigt fluktuieren.

Im Folgenden vergleichen wir die mit unserer Energie-
iibertragungs-Methode erhaltenen Diffusionskoeffizienten
mit denjenigen aus Einzelmolekiilverfolgung. Wir benutzen
hierzu ein Modell, bei dem sich beide Fluorophore zunéchst
am gleichen Ort befinden, sich nach Photospaltung durch
normale Diffusion trennen, und die Energietibertragung nach
einem FRET-Mechanismus stattfindet. Unter diesen An-
nahmen betrdgt die Wahrscheinlichkeit P, beide mit den
Diffusionskoeffizienten D, und D, diffundierende Fluoro-
phore nach einer gewissen Zeit ¢ in einem Abstand r zu finden
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Abbildung 3. a,b) Typische Einzelmolekiilfluoreszenz-Zeitspuren nach
Photospaltung der in PBMA eingebetteten Dyade 1 mit UV-Licht im
PDI-Kanal (griin), im TDI-Kanal (rot) und im FRET-Kanal (blau). Der
gleitende Durchschnitt tiber 10 Punkte ist als dicke Linie ebenfalls ge-
zeigt. c) Uber 24 Donoren (griine Dreiecke) und Akzeptoren (blaue
Kreise) gemittelte Zeitspuren. Anpassungen entsprechend der Glei-
chungen (2)-(5) mit Diffusionskoeffizienten D, ,~0.5x107"* m?*s™"
wurden als durchgezogene Linien gezeichnet. Im Fall einer Summe der
Diffusionskoeffizienten von PDI- und TDI-Farbstoff von

3.1x107"® m*s™" wiirde man die gestrichelten Intensit4ten erhalten.
d) Verteilung der Einzelmolekiil-Diffusionskoeffizienten bestimmt tiber
Einzelmolekiilverfolgung von PDI-Farbstoff 2 (griin) und TDI-Farbstoff
3 (rot), und uber die Fragmente nach Photospaltung (blau) unter Ver-
wendung unserer Einzelmolekil-FRET-Methode mit den Gleichun-
gen (2)—(5). Ein signifikanter Anteil der mithilfe von Einzelmolekiilver-
folgung bestimmten Diffusionskoeffizienten ergab Werte oberhalb von
15x107” m*s™", die durch die Pfeile angedeutet sind.

[Gleichung (2), mit D = D, + D,]. Dies fiihrt zu einer FRET-
Effizient  gemiB Gleichung (3).”°

1 s
P(r,t,D) = GnDi P (7 @>2nr (2)

00

n(t,D) = /P(r,t,D)n(r,RO)dr 3)

=0

Hierdurch ergeben sich die normalisierten Donor- und Ak-
zeptorintensitdten I nach Gleichung (4) und (5).
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Ip =1-9(t.D) )

I, =087(t.D)+02 (5)

Es sei darauf verwiesen, dass die Akzeptoreffizienz kor-
rigiert wurde, da TDI-Molekiile mit dem griinen 561-nm-
Laser auch direkt angeregt werden konnen. Die Gleichun-
gen (2)—(5) ermoglichen eine Abschédtzung von Einzelmole-
kil-Diffusionskoeffizienten, deren Genauigkeit lediglich
durch die Statistik der Diffusion beschrénkt ist.

Eine Anpassung der Intensitdtskurven fiir 24 photoge-
spaltene Molekiile der Dyade 1 durch die Gleichungen (4)
und (5) mit der Methode der kleinsten Quadrate (siche die
Hintergrundinformationen) ergab die in Abbildung 3d ge-
zeigte Verteilung an Diffusionskoeffizienten. Sie liegt um
einen Mittelwert von D;,~0.5x 107 m*s™!, wobei fiir die
getrennten Molekiilhélften aufgrund ihrer vergleichbaren
Grofle derselbe Diffusionskoeffizient angenommen wurde.
Dieser Wert stimmt gut mit dem Diffusionskoeffizienten
tiberein, den man durch eine Anpassung der aufsummierten
Intensitdten der 24 Intensitatsspuren erhilt (Abbildung 3c).

Dagegen sind die aus Einzelmolekiilverfolgung erhalte-
nen Diffusionskoeffizienten fiir PDI-Farbstoff 2 und TDI-
Farbstoff 3 (deren Strukturen befinden sich in den Hinter-
grundinformationen) signifikant hoher (1.3 x 107 m?s~! bzw.
1.8x 107" m?s™"). Wie in Abbildung 3¢ (gestrichelte Linien)
gezeigt, stimmen diese Werte nicht mit den Diffusionskoef-
fizienten aus unseren Energielibertragungsmessungen {iiber-
ein. Die mithilfe von FEinzelmolekiilverfolgung ermittelte
Verteilung an Diffusionskoeffizienten (Abbildung 3d) ist
sehr breit und erstreckt sich von ca. 50 x 107" m?s™" sogar bis
zu negativen Werten, die aufgrund von statistischen Unge-
nauigkeiten der Analyse der mittleren quadratischen Ver-
schiebung zustande kommen. Die Breite dieser Verteilung an
Diffusionskoeffizienten konnte leicht als Heterogenitit in der
molekularen Bewegung fehlinterpretiert werden.

Der Vergleich mit unserer Energietibertragungsmethode
zeigt jedoch eindeutig, dass die Diffusionskoeffizienten mit
einer Standardabweichung von £0.3x10 " m?s™' um den
Mittelwert von 0.5 x 10" m*s~' liegen, und unter den gege-
benen Bedingungen die Bewegung im Polymer eher homogen
ist. AuBBerdem soll hier betont werden, dass eine Messzeit von
mindestens 100 min notig war, um hinreichend Bewegung fiir
eine zuverlédssige Auswertung mithilfe von Einzelmolekiil-
verfolgung zu erhalten, wihrend fiir die Energieiibertra-
gungsmessungen schon 5 min ausreichten.

Der Grund fiir die hohere Genauigkeit der Bestimmung
geringer Diffusionskoeffizienten mit unserer Energieiiber-
tragungsmethode liegt in mehreren Vorteilen gegeniiber der
Einzelmolekiilverfolgung. Diese Vorteile konnen am besten

2
mit dem mittleren Verschiebungsquadrat Dy, @ erklirt

werden.

Erstens, ist die Langenskala x;;,, der rdumlichen Genau-
igkeit allein tiber den Forster-Radius festgelegt und hingt
somit nicht von der Lokalisierungsgenauigkeit ab, d.h. sie ist
weder durch das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis der Licht-
punkte noch durch den Hintergrund beschréinkt, solange
ausreichend Intensitdt vom Energiedonor und -akzeptor de-
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tektiert werden kann. Des Weiteren wird x;;,,, und damit auch
Dy, nicht durch Positionierungsfehler aufgrund von Instabi-
lititen des optischen Systems vergroBert. Da die Energie-
iibertragung nur von der relativen Entfernung von Energie-
donor und -akzeptor, nicht jedoch von deren absoluten Ko-
ordinaten abhéngt, ist ein Driften des optischen Systems fiir
die Methode unkritisch, solange die einzelnen Dyaden und
ihre Fragmente in den aufgenommenen Bildern eindeutig
einander zugeordnet werden konnen. Aufgrund der Tatsache,
dass das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis der Lichtpunkte die
Genauigkeit unserer Methode nicht signifikant beschrinkt,
besteht ein weiterer Vorteil der Methode gegeniiber Einzel-
molekiilverfolgung darin, dass geringere Laserintensitidten
benutzt, und eine frithe Photobleichung der Farbstoffe damit
verringert werden konnen. Die geringere Anregungsintensi-
tdt und die Unempfindlichkeit gegen optische Destabilisie-
rung ermoglichen signifikant verldngerte Beobachtungszeiten
t, was zu einer weiteren Verkleinerung von Dy, fiihrt. Ferner
ist zu berticksichtigen, dass die Energietibertragungsmethode
empfindlich gegeniiber 3D-Bewegung ist, wohingegen die
meisten Untersuchungen mit Einzelmolekiilverfolgung die
2D-Projektion einer 3D-Bewegung aufnehmen. Fiir isotrope
Diffusion wird dem Rechnung getragen, indem man fiir das
mittlere Verschiebungsquadrat 4 D¢ anstelle von 6 D¢ ver-
wendet.

Fir FRET hingt die Effizienz auch von der relativen
Orientierung von Energiedonor und -akzeptor ab, was iiber
den Orientierungsfaktor x ausgedriickt wird. Wir fiihrten Si-
mulationen durch, um den Einfluss der Umorientierung der
getrennten Fluorophore auf die Energieiibertragungseffizi-
enz zu bestimmen (siche die Hintergrundinformationen). Es
konnte gezeigt werden, dass in dem betrachteten System
Rotationsbewegungen erkennbare Schwankungen der In-
tensitdtszeitspuren hervorrufen konnen, jedoch nicht in solch
einem Mafe, dass die Bestimmung von D dadurch signifikant
beeinflusst wird.

Zusammenfassend haben wir eine photospaltbare Ener-
gielibertragungsdyade entwickelt, photochemisch charakte-
risiert und ihre Leistungsfiahigkeit fiir die Einzelmolekiil-
Mikrospektroskopie etabliert. Nach Photospaltung ermog-
licht diese Dyade iiber Einzelmolekiil-Energieiibertragungs-
effizienzen oder unabhingige Zwei-Farben-Verfolgung eine
Beobachtung der Abstandsdnderung beider Fragmente von
der nm- bis zur pm-Lingenskala. Die Beobachtung der An-
derungen der Einzelmolekiil-Energieiibertragungseffizienz
zwischen beiden Fragmenten kann zur Bestimmung von
niedrigen Einzelmolekiildiffusionskoeffizienten und deren
Verteilungen mit, im Vergleich zu Einzelmolekiilverfolgung,
hoher Genauigkeit herangezogen werden. In Zukunft wollen
wir uns darauf konzentrieren, die hier vorgestellte Methode
zur Messung langsamer Diffusion in polymeren Systemen
anzuwenden und sie auf andere Fluorophore und photolabile
Gruppen auszuweiten.
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