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Nanoskopische Bildgebung weicher Materie mittels fluoreszierender

Diarylethen-Photoschalter

Oleksii Nevskyi, Dmytro Sysoiev, Alex Oppermann, Thomas Huhn und Dominik Woll*

Abstract: Die In-situ-Bildgebung weicher Materie ist grund-
legend fiir ein tieferes Verstindnis von Funktionalitiit auf na-
noskopischer Ebene. Wiihrend superhochauflosende Fluores-
zenzmikroskopiemethoden mit ihren bis dahin unerreichten
Moglichkeiten der Bildgebung die Lebenswissenschaften re-
volutionierten, wurde dieses Potenzial in den Materialwissen-
schaften bisher kaum ausgeschopft. Dabei stellt die begrenzte
Verfiigbarkeit an geeigneten Farbstoffen zur Uberwindung des
Beugungslimits eines der wesentlichen Hindernisse fiir einen
breiteren Einsatz superhochauflosender Mikroskopieverfah-
ren dar. Hier berichten wir iiber einen neuartigen Diarylethen-
basierten Photoschalter mit einer stark fluoreszierenden ge-
schlossenen und einer nicht-fluoreszierenden offenen Form.
Seine photophysikalischen Eigenschaften, sein Schaltverhalten
und seine hohe Photostabilitit machen den Farbstoff zum
idealen Kandidaten fiir photoaktivierte Lokalisationsmikro-
skopie (PALM). Anhand von aus amphiphilen Blockkopoly-
meren aufgebauten zylindrischen Mizellen belegen wir, wie
damit apolare Strukturen mit einer Auflosung jenseits des
Beugungslimits optischen Lichts abgebildet werden konnen.

Die Eigenschaften weicher Materie werden durch deren
nanoskopische Struktur bestimmt."! Folglich sind Methoden
zur direkten Abbildung von Strukturen im Nanometerbereich
fir die fortwdhrende Entwicklung neuer Materialen mit
speziellen und adaptiven Eigenschaften fiir komplexe An-
wendungen von herausragender Bedeutung. Oberfldchenei-
genschaften wie Topologie und Weichheit kénnen durch
Rastersondenmikroskopie bestimmt werden,>? wihrend
moderne Elektronenmikroskopiemethoden wie z. B. Raster-
elektronenmikroskopie (SEM)**! und Transmissionselektro-
nenmikroskopie (TEM)® bei hinreichend hohem Elektro-
nendichtekontrast Strukturen sogar bis in den Subnanome-
terbereich auflosen konnen. Allerdings sind diese erfolgrei-
chen Methoden oft technisch anspruchsvoll und relativ zeit-
aufwendig. Des Weiteren besitzen Proben weicher Materie
oft nur geringen Elektronenkontrast, und die Moglichkeit
einer nicht-invasiven, direkten In-situ-Beobachtung der Dy-
namik jenseits der Oberfliche wire wiinschenswert. In den
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letzten Jahren revolutionierte die superhochauflosende
Fluoreszenzmikroskopie die optische Bildgebung.”'! Hier-
bei wird in Kombination mit moderner Optik das photophy-
sikalische oder photochemische Schalten von Fluoreszenz-
farbstoffen auf intelligente Art ausgenutzt. Bisher profitier-
ten insbesondere die Lebenswissenschaften von den neuen
Moglichkeiten, Strukturen klar jenseits des Beugungslimit
optischen Lichts auflosen zu konnen. Fiir die Anwendung der
superhochauflosenden Fluoreszenzmikroskopie in den Ma-
terialwissenschaften gibt es nur wenige Beispiele,™* da
Konzepte, die beispielweise einen Zusatz von (polaren)
Schaltpuffern erfordern, hier meist fehlschlagen. Ein limitie-
render Faktor fiir den breiteren Einsatz superhochauflosen-
der Bildgebung ist somit die Verfiigbarkeit schaltbarer Farb-
stoffe mit geeigneten (photo-)physikalischen und (photo)-
chemischen Eigenschaften. Hierzu zdhlen insbesondere eine
hohe Photostabilitit, anpassbare Schaltraten, moglichst ge-
ringe Beeintrachtigung des zu untersuchenden Systems sowie
eine einfache Herstellung mit der Méglichkeit der vielfdltigen
Derivatisierung, um Strukturen und Kompartimente spezi-
fisch zu markieren."”!

Diarylethene verkorpern eine leistungsfiahige Klasse or-
ganischer Photoschalter fiir Anwendungen wie Datenspei-
cherung und chemische Sensorik.?*??! Trotz ihrer breiten
Vielfalt weisen nur die wenigsten Derivate starke Fluoreszenz
der geschlossenen Form im sichtbaren Bereich auf, was ihren
direkten Einsatz fiir superhochauflosende Mikroskopie
bisher signifikant behinderte. Erfolgreich wurden Strategien
zur kovalenten Verkniipfung von Diarylethen-Photoschaltern
mit geeigneten Fluorophoren und die Ausnutzung von
Energie-! bzw. Elektronentransferprozessen®! des daraus
resultierenden multichromophoren Systems entwickelt.
Diese erfordern allerdings aufwendige Synthesen und fiithren
zu relativ grofen Sonden. Die Markierung von Strukturen mit
solch ausgedehnten Sonden kann die abzubildenden Struk-
turen signifikant verindern.”>?) Daher zielten wir auf eine
geeignete Modifikation des Diarylethen-Photoschalters
selbst ab, um zu den gewiinschten Eigenschaften zu gelangen.
Dabei inspirierten uns die Arbeiten von Uno et al.”! und
Gillanders et al.,”" die berichten, dass photochrome Diaryl-
ethen-Derivate in der geschlossenen Form fluoreszieren,
wenn sie Sulfongruppen enthalten.

Hier stellen wir einen neuartigen photochromen Diaryl-
ethen-Photoschalter mit hoher Photostabilitdt und starker
Fluoreszenz in seiner geschlossenen Form fiir die super-
hochauflosende Fluoreszenzmikroskopie vor. Wir untersu-
chen seine photophysikalischen und photochemischen FEi-
genschaften in Losung und in Polymeren. Seine herausra-
gende Eignung fiir photoaktivierte Lokalisationsmikroskopie
(PALM) an Strukturen weicher Materie demonstrieren wir
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Abbildung 1. a) Chemische Struktur der offenen und geschlossenen
Form des Photoschalters. b) Absorptionsspektren der offen (blaue ge-
strichelte Linie) und der geschlossenen Form (blaue durchgezogene
Linie) sowie Fluoreszenzspektrum der geschlossenen Form (rot).

c) Photos der offenen (links) und geschlossenen Form (rechts) des in
1,4-Dioxan gelosten Photoschalters. d) Photos der offenen (links) und
geschlossenen Form (rechts) des in 1,4-Dioxan gel6sten Photoschal-
ters bei Belichtung mit 488 nm.

anhand der Bildgebung von selbstorganisierenden Block-
kopolymeren. In dicht gepackter Umgebung kann das
Schaltverhalten dazu benutzt werden, um freies Volumen auf
molekularer Basis zu untersuchen.

Der Photoschalter (siche Abbildung 1a) wurde iiber
Suzuki-Miyaura-Kupplung mit dem 6,6'-Diiod-Derivat von
1,2-Bis(2-ethyl-1,1-dioxidobenzothiophen-3-yl)perfluorcyclo-
penten und Naphthalen-2-ylboronsdure entsprechend der in
den Hintergrundinformationen beschriebenen Synthese her-
gestellt. Im Folgenden zeigen wir, dass der Photoschalter alle
Anforderungen eines idealen Farbstoffs fiir superhochauflo-
sende Fluoreszenzmikroskopie erfiillt :?**" spektral getrennte
An- und Aus-Zustidnde, hohe Absorptionskoeffizienten, hohe
Fluoreszenzquantenausbeute der An-Zustinde, hohe Photo-
stabilitdt, niedrige Quantenausbeute fiir das Ausschalten und
eine akzeptable Quantenausbeute fiir das Anschalten, mit der
Moglichkeit, die Anschaltrate iiber die Intensitdt des Akti-
vierungslasers zu steuern. Wie weiter unten gezeigt, zeichnet
sich das Naphthyl- gegeniiber dem Phenylderivat® insbe-
sondere durch seine niedrigere Quantenausbeute des Aus-
schaltens fiir seine Anwendung in der superhochauflosenden
Fluoreszenzmikroskopie aus.

Die chemische Struktur unseres Diarylethen-Photoschal-
ters und das Absorptionsspektrum der offenen und ge-
schlossenen Form sind in Abbildung 1 dargestellt. Die offene
Form absorbiert nicht im sichtbaren Bereich und erscheint
daher farblos. Im Gegensatz dazu absorbiert die geschlossene
Form bis zu einer Wellenldnge von 550 nm und besitzt ihr
Maximum bei 475 nm. In apolaren Medien fluoresziert die
geschlossene Form stark mit einer Fluoreszenzquantenaus-
beute von 0.65 (bestimmt in 1,4-Dioxan) in einem Wellen-
langenbereich zwischen 500 und 650 nm (siche Abbil-
dung 1b). In polareren Losungsmitteln fillt die Quanten-
ausbeute signifikant ab, und die Fluoreszenz der geschlosse-
nen Form verschiebt sich bathochrom (siehe Tabelle S2 in den
Hintergrundinformationen). Der Wellenldngenbereich lasst
sich iiber geeignete Substitution einstellen.
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Die offene und geschlossene Form kénnen durch Belich-
tung mit geeigneter Wellenldnge ineinander umgewandelt
werden (siche Abbildung 2). UV-Bestrahlung fiihrt haupt-
sdchlich zur Bildung der geschlossenen Form, wohingegen mit
Wellenldngen zwischen 400 und 550 nm wieder die offene
Form entsteht. Nach hinreichend langer Belichtung stellt sich
ein photostationédres Gleichgewicht ein, das von den Ab-
sorptionskoeffizienten beider Spezies bei der entsprechenden
Wellenlinge und ihren Quantenausbeuten fiir das Offnen
bzw. SchlieBen abhingt. Fiir die superhochauflosende Loka-
lisierungsmikroskopie sollte ein Photoschalter tausende von
Photonen aussenden, bevor er in seinen dunklen Zustand
zuriickschaltet, um eine hinreichend groB3e Zahl an detek-
tierten Photonen fiir eine gute Lokalisierungsgenauigkeit zu
erméglichen.P”! Daher sollte die Quantenausbeute fiir das
Ausschalten deutlich kleiner als 0.0001 sein. Andererseits ist
ein effizientes Anschalten des Dunkelzustands vorteilhaft, da
in diesem Fall nur eine geringe UV-Aktivierungsintensitét
benotigt wird. Wie unten gezeigt, erfiillt unser neuartiger
Photoschalter beide dieser Anforderungen exzellent.

Die Quantenausbeute ¢,_. des Ringschlusses in 1,4-
Dioxan betrdgt 0.045 (zur Berechnung siehe die Hinter-
grundinformationen). Daher kann die fluoreszierende (ge-
schlossene) Form des Photoschalters leicht durch niederin-
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Abbildung 2. Zeitlicher Verlauf der Absorptionsspektren (gemessen in
einer 1-cm-Kuvette) und der Kinetik des Photoschaltens in 1,4-Dioxan
wihrend des An- bzw. Ausschaltens: a) Anschalten der offenen zur ge-
schlossenen Form unter UV-Belichtung (366 nm) bis zum Erreichen
des photostationiren Zustands (fast ausschliefRlich die geschlossene
Form). b) Zeitlicher Verlauf der Absorbanz bei 475 nm (griine Kreise)
und bei 342 nm (blaue Kreise) bei Belichtung mit 366 nm. c) Ausschal-
ten der geschlossenen zur offenen Form unter 488 nm-Belichtung bis
zum Erreichen des photostationdren Zustands (fast ausschlieflich die
offene Form). d) Zeitlicher Verlauf der Absorbanz bei 475 nm (griine
Kreise) und bei 342 nm (blaue Kreise) bei Belichtung mit 488 nm. Die
Datenpunkte in (b) und (d) wurden mit einer monoexponentiellen Ki-
netik angepasst, woriiber auch die angegebene Quantenausbeute des
Schaltens berechnet wurde. Auf der Abszisse ist die Lichtdosis in Ein-
stein (d.h. mol Photonen) pro cm?, angegeben. Die Berechnung der
Quantenausbeuten ¢,, und ¢y ist in den Hintergrundinformationen
beschrieben.
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tensive UV-Belichtung erzeugt werden. Entsprechend konnte
die Quantenausbeute ¢,_, von 6.9 x 10 fiir die Ringoffnung
mittels einer High Power 488 nm LED bestimmt werden. Die
dulerst niedrige Quantenausbeute fiir das Ausschalten ist von
entscheidendem Vorteil fiir PALM, da hierdurch hinreichend
viele Photonen fiir eine hochgenaue Bestimmung der Position
einzelner Photoschalter emittiert werden kdnnen, bevor diese
wieder dunkel schalten. Ahnliche Quantenausbeuten wurden
auch auf Einzelmolekiilniveau fiir in diinne Polymerfilme
eingebettete Photoschalter erhalten (siche unten). Uber diese
Messungen konnten wir auerdem belegen, dass das Ver-
schwinden von Molekiilen hauptsichlich durch Schalten und
nicht durch irreversibles Photobleichen verursacht wurde,
denn in den meisten Féllen lie sich die Fluoreszenz der
Molekiile mit UV-Licht reaktivieren. Im Falle des Photo-
schalters in PS konnten im Schnitt 1.96 x 10° Photonen pro
Schaltzyklus detektiert werden (sieche Hintergrundinforma-
tionen). Damit kann laut Mortensen et al.*”! eine Lokalisie-
rungsgenauigkeit von 20 nm abgeschitzt werden. Weitere
Details zur Bestimmung der Photokinetik sind in den Hin-
tergrundinformationen aufgefiihrt.

Die Schaltkinetik des Photoschalters hidngt von seiner
Umgebung ab. Diese Abhingigkeit ist in dicht gepackten
Medien mit relativ hoher Viskositdt besonders ausgepragt.
Dabher ist in solchen Umgebungen die Wahl geeigneter Be-
dingungen wie die zeitliche Abfolge und die Intensitédt der
Belichtung wichtig fiir die Aufnahme guter superhochaufge-
loster Bilder. Diese Abhdngigkeit kann dazu genutzt werden,
um neben der Struktur auch Informationen iiber die Umge-
bung zu erhalten. Wir untersuchten das Schaltverhalten der in
drehschleuderbeschichtete Polymerfilme eingebetteten Pho-
toschalter. Als Polymere verwendeten wir Poly(ethylacrylat)
(PEA), Poly(n-butylmethacrylat) (PBMA), Polystyrol (PS)
und Poly(methylmethacrylat) (PMMA). In Abbildung 3 ist
solch ein typisches Schaltverhalten in einem PBMA-Film
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Abbildung 3. Schaltzyklen des in einem diinnen PBMA-Film eingebet-
teten Photoschalters bei Belichtung mit 488 nm (0.20 kWcm™?) und
UV-Aktivierung alle 5 s. Die Vergréferung zeigt die ersten 17 s, in
dieser Phase tritt das exponentielle Ausschalten charakteristisch zu
Tage.
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gezeigt (das Schaltverhalten in anderen Polymeren ist in den
Hintergrundinformationen beschrieben). Wir zihlten die
Anzahl an fluoreszierenden Molekiilen innerhalb einer 40 x
40 um?® Fliche eines Weitfeldmikroskopiebildes wihrend
488 nm-Laseranregung (ca. 0.20 kWcm™) und schalteten
dabei alle 5's Molekiile mit einem 380 nm-Laser an (Belich-
tungsdauer 1s, Intensitit ca. 0.62 kWem™2). Das Schaltver-
halten kann iiber die Auswertung der zeitlichen Entwicklung
der Anzahl an angeschalteten Molekiilen innerhalb eines
Schaltzyklus ermittelt werden (siche Abbildung 3). Die
Anzahl an fluoreszierenden Molekiilen nahm mit einer Ki-
netik erster Ordnung mit einer Geschwindigkeitskonstante
von 1.02s7! ab, was einer Quantenausbeute ¢, , fiir das
Ausschalten von 2.7 x 10~° entspricht (fiir die anderen Poly-
mere siche Abbildung S4 in den Hintergrundinformationen).
Wir fanden, dass die Ausschaltrate von der Glasiibergangs-
temperatur (7,) des einbettenden Polymers abhingt und fiir
Polymer mit niedrigem T, groBer ist. Die Quantenausbeute
variiert von 5.3 x107% in PS bis 2.7 x 10~° in PEA. Zusitzlich
zur unterschiedlichen Kinetik konnte ein signifikanter Anteil
an Molekiilen in Polymeren mit hohem 7, nicht ausgeschalten
werden (sieche Hintergrundinformationen). Dies deutet auf
eine heterogene Verteilung von freiem Volumen hin, wie es
bereits tiber Messungen der Einzelmolekiilrotation,®'! und,
fiir Polymere mit unterschiedlichen Glasiibergangstempera-
turen, mittels photoinduziertem Elektronentransfer auf Ein-
zelmolekiilebene beobachtet wurde.>*!

Neben der Kinetik des Photoschaltens bestimmt die
Photostabilitdt der Sonden ihre Eignung fiir superhochauf-
losende Fluoreszenzmikroskopie. Wie in Abbildung 3 darge-
stellt, kann unser Photoschalter viele An-Aus-Zyklen durch-
laufen bevor er durch Photobleichen zerstort wird. Fiir die
Aufnahme unbeweglicher Strukturen ist dies von unterge-
ordneter Bedeutung, da hier pro Fluorophor eine Lokalisa-
tion vor dem Photobleichen ausreicht. Zur Bestimmung von
Dynamik ist eine schnell abnehmende Zahl an aktivierbaren
Schaltern jedoch nicht wiinschenswert. Vielmehr sind Pho-
toschalter mit vielen Zyklen hier von enormem Vorteil. Wir
konnten die meisten unserer Photoschalter-Molekiile iiber
100-mal schalten bevor sie irreversibel bleichten.

Im Folgenden demonstrieren wir die Einsatzfahigkeit
unseres Photoschalters fiir die Visualisierung apolarer
Strukturen mit einer Auflosung weit unterhalb des Beu-
gungslimits optischen Lichts. Selbstassemblierende Struktu-
ren wurden mit amphiphilen Polystyrol-Polyethenoxid-
Blockkopolymeren (PS-b-PEO, M, ps =38 kgmol™', M, ppo =
11 kgmol™") hergestellt, wobei eine kleine Menge unseres
Photoschalters zugegeben worden war. Unter geeigneten
Bedingungen kann die Morphologie der hergestellten Nano-
strukturen gut kontrolliert werden.®*3! Wie in den Hinter-
grundinformationen beschrieben, wihlten wir die Bedingun-
gen so, dass sich zylindrische Mizellen mit einem hydropho-
ben, mit unserem Diarylethen-Photoschalter markierten PS-
Kern und einer hydrophilen, aus dem PEO-Block bestehen-
den Hiille bildeten. Nach dem Trocknen der so entstandenen
Zylinderstrukturen wurden mit geeigneten Laserintensitéten,
die fiir eine passende Kinetik des Blinkens einzelner Photo-
schalter sorgten, Fluoreszenzmikroskopie-Filme aufgenom-
men (Details sind in den Hintergrundinformationen ge-
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nannt). Wie bereits oben erwéhnt, schalteten einige Farb-
stoffmolekiile in PS nicht. Diese wurden vor den Messungen
mit dem 488 nm-Laser durch Photobleichen zerstort. Eine
Analyse mit ThunderSTORMP® fiihrte zu superhochaufge-
losten PALM-Bildern, wie in Abbildung 4 a gezeigt. Im rechts
dargestellten superhochaufgelosten Bereich des Bildes sind
strukturelle Details erkennbar, die im linken beugungslimi-
tierten Bereich nicht aufgelost werden konnen. In Abbil-
dung 4b zeigen wir als Beispiel eine superhochaufgeloste Y-
formige Struktur, anhand derer wir veranschaulichen, inwie-
weit Strukturen jenseits des Beugungslimits aufgelost werden
konnen. Intensitétsprofile entlang verschiedener vertikaler
Schnitte belegen, dass wir Zylinder mit einem Abstand von
84 nm leicht auflosen konnen. Dabei soll betont werden, dass
die Auflosung hier jedoch nicht durch die Eigenschaften des
Farbstoffs, sondern durch die Breite des markierten Zylin-

Intensitat

Intensitat
Intensitat

200 400 600 800 1000

y/nm y/nm

Abbildung 4. a) Konventionelle (linker Teil) und superhochaufgeléste
Abbildung (rechter Teil) von Fadenstrukturen-bildenden zylindrischen
Blockkopolymer-Mizellen mittels PALM. b) Auflésung der Y-férmigen
Strukturen in den PALM-Bildern: Intensititsprofile entlang der vertika-
len y-Achse sind an drei verschiedenen x-Positionen dargestellt.
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derkerns beschrédnkt ist. Dieser besitzt einen Kerndurch-
messer von ca. 50 nm, der aus der iiber AFM bestimmten
Breite der Zylinder von 62 nm abgeschitzt wurde (siche
Abbildung S6 in den Hintergrundinformationen). Unter Be-
riicksichtigung der Tatsache, dass die Zylinder mit einer
Halbwertsbreite (FWHM) von ca. 70 nm abgebildet wurden,
und dass diese Breite aus einer Faltung der wahren Grof3e des
markierten Kerns mit der Lokalisierungsgenauigkeit einzel-
ner Molekiile hervorgeht, schitzen wir die Auflosung auf ca.
50 nm bezogen auf die Halbwertsbreite oder 21 nm beziiglich
der Standardabweichung. Damit ermdglicht unser Photo-
schalter PALM-Messungen mit einer 10-fach héheren Auf-
losung als das Beugungslimit.

Zusammenfassend benutzten wir erstmalig ein fluores-
zierendes photochromes Diarylethen-Derivat fiir superhoch-
auflosende photoaktivierte Lokalisationsmikroskopie. Die
Eignung fiir superhochauflosende Bildgebung kann auf seine
Photoschaltkinetik zurtickgefiithrt werden. Diese wiederum
hingt von der Umgebung ab, was zusétzlich zur Bestimmung
der lokalen Polymerdichte benutzt werden kann. Wir bildeten
den apolaren Kern der Selbstanordnung von aus amphiphilen
Blockkopolymeren aufgebauten Nanostrukturen mit einer
Auflosung weit jenseits des Beugungslimits von Licht mittels
PALM ab. Die Anwendbarkeit des Photoschalters ist jedoch
nicht auf PALM-Messungen beschrénkt, sondern kann auch
fir RESOLFT(reversible saturable optical fluorescence
transitions)-Mikroskopie®®” bzw. SOFI (super-resolution op-
tical fluctuation imaging)®! benutzt werden. Die Synthese
unseres leistungsfihigen Photoschalters ist unkompliziert,
und eine Reihe von Substitutionen zum gezielten Einstellen
der Eigenschaften fiir die Visualisierung verschiedener Sys-
teme iiber C-C-Kupplungsstrategien wird im Moment von uns
verfolgt. Uber geeignete Substitutionen oder Einbettung des
Chromophors in entsprechende Nanopartikel haben wir auch
eine Erweiterung der Einsetzbarkeit der Sonden fiir die
Bildgebung in polaren Medien im Blick. Zusammenfassend
bilden unsere Ergebnisse die Grundlage fiir den Einsatz von
Diarylethen-Derivaten fiir superhochaufléosende Fluores-
zenzmikroskopie an Systemen, die aufgrund fehlender Farb-
stoffe mit geeigneten Eigenschaften bisher nicht zugénglich
waren.
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