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Nanoskopische Bildgebung der Vernetzungsdichte in Polymernetz-
werken mittels Diarylethen-Photoschaltern

Eric Siemes®, Oleksii Nevskyi', Dmytro Sysoiev, Sarah K. Turnhoff, Alex Oppermann,
Thomas Huhn, Walter Richtering und Dominik Woll*

Abstract: Die nanoskopische In-situ-Bildgebung weicher Po-
lymerstrukturen ist fiir das Verstindnis der Zusammenhinge
von Struktur, Eigenschaften und Funktionalitit im nm-Bereich
entscheidend. Die Vernetzung von Polymerketten legt die vis-
koelastischen Eigenschaften eines Gels fest, und die Korrela-
tion zwischen mechanischen Eigenschaften und der Verteilung
und Menge an Vernetzern ist fiir Anwendungen und ein ele-
mentares Verstindnis von Polymeren auf der molekularen
Ebene relevant. Hier wird eine auf superauflosender Fluores-
zenzmikroskopie basierende Methodik zur Visualisierung und
Quantifizierung von Vernetzungspunkten in Polymersystemen
vorgestellt. Ein neuartiger Diarylethen-Photoschalter mit stark
fluoreszierender geschlossener und nicht-fluoreszierender of-
fener Form wird als photoschaltbarer Vernetzer in ein Poly-
mernetzwerk eingebaut. Seine photophysikalischen FEigen-
schaften, sein Schaltverhalten und seine hohe Photostabilitiit
machen ihn zu einem idealen Kandidaten fiir photoaktivierte
Lokalisationsmikroskopie. Als Anwendungsbeispiel wurden
PNIPAM-Mikrogele untersucht, die bekanntlich hohe Varia-
tionen in ihrer internen Vernetzungsdichte aufweisen.

Superauﬂﬁsende Fluoreszenzmikroskopiemethoden er-
moglichen eine In-situ-Bildgebung und die Untersuchung
verschiedenartiger biologischer Strukturen auf der Nanome-
terskala.'”! Seit einigen Jahren kann jedoch auch eine zu-
nehmende Zahl von Fragen im Bereich der weichen Materie
und in den Materialwissenschaften generell damit beantwor-
tet werden, indem die typischen in der Biologie angewende-
ten Verfahren an materialwissenschaftliche Systeme ange-
passt werden.® Superauflésende Fluoreszenzmikroskopie
ermoglicht neue Einblicke, die komplementdr zu denjenigen
aus wohlbekannten und leistungsstarken Techniken wie der
Kraftfeldmikroskopie!"” und modernen Elektronenmikro-
skopiemethoden!""! sind. Mit der Erstgenannten kénnen im
Nanometerbereich Weichheit und Oberfldcheneigenschaften,
z.B. Topologie, gemessen werden. Die Elektronenmikrosko-
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pie kann dagegen selbst im Sub-Nanometerbereich Struk-
turinformationen liefern, sofern der Elektronendichtekon-
trast ausreichend ist.'>1¥ Allerdings gibt die Kraftfeldmi-
kroskopie keine Einblicke ins Innere einer Probe, und Elek-
tronenmikroskopie erfordert typischerweise hohes Vakuum
und zusétzlich einen hohen Elektronenkontrast, den viele
Polymersysteme nicht haben. Der Vorteil superauflosender
Fluoreszenzmikroskopieverfahren ist, dass sie die Probe nicht
beeintrichtigen und eine Bildgebung von Strukturen in
Echtzeit ermoglichen.'*!5) Zur Adressierung vieler relevan-
ter Fragen in den Materialwissenschaften sind jedoch weitere
Entwicklungen erforderlich. Diese betreffen Probenvorbe-
reitung, Aufnahmebedingungen und das Design schaltbarer
Farbstoffe mit geeigneten photophysikalischen und chemi-
schen Eigenschaften, und insbesondere die Moglichkeit einer
spezifischen Markierung der Funktionalitdten und Kompar-
timente von Interesse. Eine direkte Bildgebung der Position
einzelner Vernetzungspunkte und deren Verteilung in Poly-
mernetzwerken ist ein Wunschziel von Polymerphysikern und
Polymerchemikern. Bekanntermaf3en weisen die Vernetzer in
vielen Polymernetzwerken und Hydrogelen Heterogenititen
im Nanometerbereich auf,' die iiber die Polymerisations-
bedingungen eingefiihrt werden.'"”! Die hohe Komplexitit
dieser vernetzten Systeme weicher Materie verhindert ihre
quantitative Strukturanalyse mit typischen Spektroskopie-
techniken.['

Stark mit Wasser gequollene Polymernetzwerke sind die
Basis von Hydrogelen.'”! Dies gilt sowohl auf makroskopi-
scher Ebene als auch in ihrer Teilchengestalt als Mikrogele
mit GroBen vom Nanometer- bis zum Mikrometerbereich.’!
Im gequollenen Zustand enthilt ein solches Mikrogel in
vielen Fillen unter 10% Polymeranteil.”"! Durch Wahl ge-
eigneter Monomere wie N-Isopropylacrylamid (NIPAM)
konnen Mikrogele auf Stimuli reagieren und zeigen somit ein
enormes Potenzial fiir vielfdltige Anwendungen — z.B. als
smarte“ Oberflichenbeschichtungen und Membranen,?>%]
zur gezielten Freisetzung von Wirkstoffen oder Gastmole-
kiilen,?**! als Modellsysteme fiir die Kolloidchemie,” als
(Bio)katalysatoren,”?! fiir optische Anwendungen®*"! und
zur Stabilisierung von Emulsionen.F*?) Die physikalischen
Eigenschaften von Mikrogelen werden hauptsédchlich durch
den Anteil und die Verteilung an Vernetzern bestimmt.
Streuexperimente zeigen fiir die innere Struktur solcher Mi-
krogele eine komplexe Morphologie, die oft durch ein so
genanntes Fuzzy-Sphere-Modell,”"! bei dem Ketten von der
Oberflache in die Losung herausragen, beschrieben und von
der Polymerisationskinetik bestimmt wird.*¥ Externe Stimuli
wie Anderungen der Temperatur, der Ionenstirke, des pH-
Wertes, von Druck, externen Magnetfeldern und elektrischen
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Feldern oder Licht erméglichen einen reversiblen Wechsel
der physikochemischen Eigenschaften. Auch dieses Verhal-
ten wird jedoch zu einem grofien Teil von der Netzwerk-
struktur bestimmt. Daher ist eine direkte Visualisierung und
Quantifizierung von Vernetzungspunkten entscheidend fiir
die Charakterisierung komplexer Mikrogelarchitekturen und
das Verstindnis ihrer Eigenschaften.” Es wurde bereits ge-
zeigt, dass sich superauflosende Fluoreszenzmikroskopie sehr
gut fiir die Untersuchung von Mikrogelen mit kovalent ge-
bundenent®>¥ oder frei diffundierenden, das Mikrogelnetz-
werk durchdringenden Farbstoffmolekiilen™ eignet. Aller-
dings waren in all diesen Untersuchungen Schaltpuffer er-
forderlich, um das fiir lokalisierungsbasierte Superauflo-
sungsmethoden erforderliche Blinken der Fluorophore aus-
zulosen. Solche Pufferzusdtze konnen jedoch das
Quellverhalten beeintrichtigen, besonders wenn die Mikro-
gele ionische oder pH-empfindliche Gruppen enthalten.

Hier fithren wir einen photochromen Diarylethen-Pho-
toschalter als Vernetzer in Mikrogele ein, der sich fiir super-
auflosende Fluoreszenzmikroskopie eignet. Diese Farbstoff-
klasse wurde noch nie in Polymernetzwerken und Gelen
eingesetzt. Mit diesem konnen wir Vernetzungsdichten und
Verteilungen von Vernetzern mit noch nie dagewesener Ge-
nauigkeit iiber photoaktivierte Lokalisationsmikroskopie
(PALM) als Nanoskopiemethode bestimmen. Wir demon-
strieren das enorme Potenzial dieser Methode fiir die Bild-
gebung der heterogenen Verteilung von Vernetzern in
pNIPAM-basierten Mikrogelen, die eines der bekanntesten
Mikrogele und (allgemein) Polymernetzwerke darstellen.

Diarylethene hielten — zusétzlich zu ihrem groflen Po-
tenzial in der Datenspeicherung und als chemische Senso-
ren™** sowie ihrer Fihigkeit, andere Chromophore zu
schalten — vor kurzer Zeit auch Einzug als universelle
Hilfsmittel fiir superauflésende Mikroskopie.[**! Sie haben
hohe Absorptionskoeffizienten und sind relativ photostabil,
ihre fluoreszierende Form ist spektral weit von der nicht-
fluoreszierenden Form getrennt und weist eine hohe Fluo-
reszenzquantenausbeute auf, die Quantenausbeute fiir das
Ausschalten ist niedrig und diejenige fiir das Anschalten
ausreichend hoch.

Photoschalter 1oc und 2o0c¢ (Abbildung 1; o =offen, ¢=
geschlossen) wurden iiber eine Suzuki-Miyaura-Kupplung
mit dem 6,6’-Diiod-Derivat von 1,2-Bis(2-ethyl-1,1-dioxido-
benzothiophen-3-yl)perfluorcyclopenten und der entspre-
chenden Boronsédure nach einer von Irie und Mitarbeitern
beschriebenen Prozedur synthetisiert (mehr Details in den
Hintergrundinformationen).[*! Die Absorptions- und Fluo-
reszenzspektren der entsprechenden geschlossenen Formen
1c und 2c¢ sind in Abbildung 1 dargestellt.

Die Absorptionsbande der geschlossenen Form 2¢ ist
gegeniiber derjenigen von 1lc infolge des vergroBerten m-
Systems bathochrom verschoben. Photoschalter 2 oc trigt auf
beiden Seiten zwei Styrolsubstituenten, durch die er bei ra-
dikalischen Polymerisationen als Vernetzer eingebaut werden
kann. Der Diarylethen-Chromophor ist unter radikalischen
Bedingungen duferst stabil.*”! Nach der Polymerisation ver-
hélt sich der Photoschalter 2 oc dhnlich wie das entsprechende
Phenylderivat 1o¢, da die Alkylsubstituenten in para-Position
nur einen minimalen Einfluss auf die Phenylgruppe haben.
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Abbildung 1. Chemische Strukturen der offenen und geschlossenen
Form der Photoschalter 1oc und 2oc; Absorptionsspektren der ge-
schlossenen Form 1c (blaue durchgezogene Linie) und 2c¢ (rote durch-
gezogene Linie) sowie die entsprechenden Fluoreszenzspektren von
1c (blaue gestrichelte Linie) und 2c (rote gestrichelte Linie). Alle Spek-
tren wurden in 1,4-Dioxan aufgenommen.

Die photophysikalischen Eigenschaften von Photoschalter
1oc sind in Tabelle S1 der Hintergrundinformationen aufge-
fithrt. Die offene und geschlossene Form konnen mittels
Bestrahlung bei geeigneter Wellenlénge ineinander tiberfiihrt
werden (mehr Details in Abbildung S1). Bestrahlung mit UV-
Licht fiihrt tiberwiegend zur Bildung der geschlossenen Form,
wihrend durch Bestrahlung mit Wellenlédngen im sichtbaren
Spektralbereich die offene Form zuriickerhalten werden
kann. Die niedrige Ausschalt-(Cycloreversions-)Quanten-
ausbeute des auf Benzothiophen-1,1-dioxid basierenden
Diarylethen-Photoschalters ist fiir die PALM-Bildgebung
unverzichtbar. Sie ermoglicht die fiir eine genaue Lokalisie-
rung einzelner Photoschalter erforderliche Detektion einer
groBen Zahl an Photonen,*! bevor der Photoschalter in den
dunklen Zustand zuriickreagiert. Wie von Irie und Mitar-
beitern schon fiir 1oc gezeigt, kann auch 2 oc mit nur einer
Anregungswellenldnge geschaltet werden. Dies ist von
grolem praktischem Nutzen fiir diverse Anwendungen su-
perauflosender Fluoreszenzmikroskopie.

Mit unserem neuen Diarylethen(DAE)-Derivat 2oc¢ vi-
sualisierten wir die Vernetzer in Mikrogelen, da diese stark
gequollenen Polymernetzwerke laut Streuexperimenten eine
heterogene Verteilung der Vernetzerdichte aufweisen.”!!
pNIPAM-basierte Mikrogele wurden mittels freier radikali-
scher Fillungspolymerisation mit N,N’-Methylenbis(acryl-
amid) (BIS) und 2 oc als Vernetzer hergestellt (Abbildung 2).
Die Menge an DAE-Vernetzer 2 oc relativ zur Menge an BIS
betrug 4 mol %. Somit wurde sichergestellt, dass die Eigen-
schaften der Mikrogele nicht signifikant von den wohlbe-
kannten, nur mit BIS vernetzten Mikrogelen abweichen.
Nach der Synthese wurden die Mikrogele iiber Dialyse und
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Abbildung 2. Synthese der untersuchten pNIPAM-basierten Mikrogele.
KPS = Kaliumperoxodisulfat, SDS = Natriumlaurylsulfat.

Zentrifugation aufgereinigt, um den Gehalt an freien Farb-
stoffen auf eine nicht storende Menge zu minimieren. Details
dazu konnen den Hintergrundinformationen entnommen
werden.

Superaufgeloste PALM-Aufnahmen der 2oc¢ als Vernet-
zer enthaltenden Mikrogele wurden an einem Weitfeldmi-
kroskop erstellt (Details siche Hintergrundinformationen).
Eine dreidimensionale (3D-)Lokalisierung wurde iiber
Astigmatismus erreicht.”” Hierzu wurde eine zylindrische
Linse mit einer Fokusldnge von 1000 mm in eine geeignete
Position des Emissionspfades gesetzt. Als Ergebnis davon
wird die optische Transferfunktion in Abhéngigkeit von der z-
Position entlang zweier Achsen verschieden gestreckt.
Anregt wurde mit einer Wellenlédnge von 488 nm und einer
Lichtleistung von ca.6.25kWcm 2 Diese Bedingungen
fithrten zu angemessenem Blinkverhalten fiir PALM. Zu be-
tonen ist hierbei, dass — im Unterschied zu typischen
dSTORM-Messungen (dASTORM =direct stochastic optical
reconstruction microscopy)®!! — keinerlei Zusitze fiir das
Blinken benoétigt werden. Die blinkenden Molekiile wurden
mit 10 ms Integrationszeit auf einer EMCCD-Kamera (iXon
Ultra 897) aufgenommen und mittels ThunderSTORM-Soft-
warel? analysiert. Die Uberlagerung einzelner 3D-Lokali-
sierungen fiihrt, wie in Abbildung 3 gezeigt, zu einem super-
aufgelosten Bild der Vernetzer in Mikrogelen. Jeder Punkt in
dieser Abbildung entspricht einer einzelnen Lokalisierung.
Zusitzlich wurden zur Verdeutlichung der Vernetzerdichte
die Punkte entsprechend der Anzahl der innerhalb eines
Radius von 30 nm benachbarten Punkte eingefarbt. Die
daraus resultierenden, konstruierten Bilder der Mikrogele
zeigen ein dichtes, hochvernetztes Zentrum und eine weniger
vernetzte Peripherie. Im Zentrum sind viele Positionen von
20 oder mehr Lokalisierungen innerhalb von 30 nm umgeben,
wohingegen in der dufleren Peripherie nur einzelne Lokali-
sierungen gefunden werden konnen.

AuBler der Visualisierung von Vernetzern und ihrem he-
terogenen Auftreten ist auch eine sorgfiltige Analyse ihrer
Verteilung von grofler theoretischer als auch praktischer
Bedeutung. Insbesondere fiir pNIPAM-Mikrogele wurde
mithilfe von Streumethoden eine abnehmende Polymerdichte
vom Zentrum zur Peripherie hin festgestellt.”!! Auch die vor
kurzer Zeit von Bergmann et al. publizierten, superauflo-
senden dSTORM-Aufnahmen mit frei diffundierenden
Farbstoffen weisen darauf hin.*” Im Unterschied dazu
konnten wir die Vernetzerpositionen jedoch direkt beobach-
ten und mit der lokalen Mikrogeldichte korrelieren. Diese
wurde {iiber statische Lichtstreuung (SLS) bestimmt. Wie im
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Abbildung 3. 3D-Verteilung von Vernetzungspunkten eines individuel-
len Mikrogels in seinem hydratisierten, gequollenen Zustand und die
entsprechenden 2D-Projektionen auf drei verschiedene Ebenen. Jeder
Punkt reprasentiert die Lokalisierung eines Diarylethen-Vernetzers. Die
Farbskala verdeutlicht die Anzahl an Lokalisierungen innerhalb eines
Radius von 30 nm, d.h. die Vernetzerdichte. Der grau gestrichelte
Kreis zeigt den mittels dynamischer Lichtstreuung (siehe Abbil-

dung S2) gemessenen hydrodynamischen Radius r,. Eine 3D-Animati-
on kann in den Hintergrundinformationen heruntergeladen werden.

oberen Teil von Abbildung 4 gezeigt, konnen die SLS-Daten
mit dem Fuzzy-Sphere-Modell von Stieger et al.*!! angepasst
werden (Details zu den Parametern finden sich in den Hin-
tergrundinformationen). Im unteren Teil von Abbildung 4
wird die so ermittelte Polymerdichte mit der aus der super-
auflosenden Mikroskopie erhaltenen Vernetzerdichte vergli-
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Abbildung 4. Oberer Graph: Daten aus der statischen Lichtstreuung
an p(NIPAM-co-BIS-co-DAE)-Mikrogelen (schwarze Kreise). Die Punkte
wurde an das Modell einer Kugel mit unscharfer Oberfliche (Fuzzy
Sphere) angepasst (griine Linie, mehr Details in den Hintergrundinfor-
mationen). Unterer Graph: radiale Verteilung der aus der Anpassung
der SLS-Daten erhaltenen Polymerdichte (offene, blaue Rauten) und
tiber 20 Mikrogele gemittelte, radiale Verteilung der aus PALM-3D-Bil-
dern erhaltenen DAE-Vernetzer (gefiillte, orange Kreise). Die Fehlerbal-
ken zeigen die Standardabweichung der aus einzelnen Mikrogelbildern
erhaltenen Dichte. Alle radialen Verteilungen wurden auf ihren Wert im
Zentrum normiert.



chen. Die radialen Verteilungen der Polymerdichte und von
Vernetzer 2 sind signifikant verschieden. Gegeniiber der Po-
lymerdichte, die, wie bereits oben beschrieben, einer Fuzzy
Sphere entspricht, fillt die radiale Dichte des Vernetzers 2
schneller ab, und die Abnahme ist im Bereich von 30 bis
150 nm sogar fast linear. Sowohl die Dichte von Vernetzer 2
als auch die Polymerdichte sind im Zentrum am hochsten. Die
Polymerdichte bleibt jedoch bis ca. 80 nm Entfernung vom
Zentrum recht konstant, wohingegen die Dichte von Ver-
netzer 2 an diesem Punkt bereits auf ca. 50 % abgefallen ist. In
den duBeren Mikrogelregionen, in denen taumelnde Ketten
vorherrschen, sind sowohl die Polymer- als auch die Ver-
netzerdichte von 2 relativ gering. Ein solch detaillierter Ver-
gleich zwischen Polymer- und Vernetzerdichte konnte bisher
nicht durchgefiihrt werden, da im Unterschied zu unseren
hier aufgezeigten Moglichkeiten zuvor keine getrennte Be-
trachtung beider Verteilungen moglich war. Allerdings soll in
diesem Zusammenhang erwidhnt werden, dass sich die Ver-
anderung des Vernetzers auch signifikant auf die Polymeri-
sationskinetik und somit auf die Verteilung des Vernetzers
auswirken kann.” Dies gilt sowohl fiir die Einfiihrung eines
fluoreszierenden Vernetzers als auch fiir die nachtrédgliche
chemische Markierung eines Vernetzers. Allerdings ist mit
typischen Vernetzern wie BIS eine superauflosende Bildge-
bung weder mit Fluoreszenz- noch mit Elektronenmikro-
skopie moglich. Aus diesem Grund bietet der hier vorgestellte
Ansatz die einzige Moglichkeit, einzelne Vernetzer zu vi-
sualisieren, und zukiinftige Forschungen werden darauf ab-
zielen, fluoreszierende mit klassischen Vernetzern zu kom-
binieren, um zu untersuchen, wie die Polymerisationsbedin-
gungen und die Eigenschaften der Vernetzer deren Vertei-
lung in den hergestellten Polymernetzwerken beeinflussen.

Wir haben Diarylethen-Photoschalter mit zwei Styrol-
gruppen, die als Vernetzer fungieren konnen, entwickelt. Dies
ermoglicht die Visualisierung und die Analyse der Verteilung
von Vernetzern mit lokalisierungsbasierter superauflosender
Fluoreszenzmikroskopie bis zur Nanoskala und ohne ir-
gendwelche Zusitze, die den pH-Wert oder die Ionenstédrke
beeinflussen konnten. Die dadurch neu gewonnenen Mog-
lichkeiten wurden anhand von Mikrogelen gezeigt, die be-
kanntermaBen eine inhomogene Polymerdichte aufweisen,
fiir die aber die Vernetzerdichte noch nie experimentell be-
stimmt werden konnte. Es konnte nachgewiesen werden, dass
sowohl Polymer- als auch Vernetzerdichte vom Zentrum zur
Peripherie eines Mikrogels abnehmen. Die radiale Abhin-
gigkeit beider Groflen unterscheidet sich iiberraschender-
weise aber deutlich. Somit ergibt sich die Polymerdichte nicht
automatisch aus der Dichte von Vernetzer 2, und umgekehrt.
Inwieweit die unterschiedlichen Polymerisationsraten der
Vernetzer fiir dieses Verhalten verantwortlich sind, ist Ge-
genstand aktueller Untersuchungen. Die hier vorgestellte
Methode bietet ein enormes Potenzial, neue MaBstibe bei
der Untersuchung von Polymernetzwerken und deren Hete-
rogenitédten zu setzen.
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