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Materialien, deren chemische und physikalische Eigenschaf-
ten lichtinduziert moduliert werden k�nnen, kommen f�r
Anwendungen in optischen Aufnahmesystemen, hologra-
phisch beschreibbaren Speichermedien, Biosensoren und

mikroskopischen Verfahren in Frage.[1] Insbesondere bieten
sich photochrome Verbindungen an, die durch Licht zwischen
zwei Zust)nden mit unterschiedlichen spektroskopischen
Eigenschaften umgewandelt werden k�nnen.[2] Dies kann
genutzt werden, um sekund)re Funktionen auf der moleku-
laren oder supramolekularen Ebene lichtinduziert zu modi-
fizieren oder sogar umzuschalten.

Das reversible optische Schalten von Fluoreszenz bildet
die Grundlage eines neuen physikalischen Konzepts der
Fernfeldlichtmikroskopie, das die beugungsbedingte Aufl�-
sungsgrenze von etwa einer halben Lichtwellenl)nge durch-
bricht.[3] Eine Aufl�sung von 16 nm, entsprechend 1/46 der
Lichtwellenl)nge, wurde bereits durch STED-Mikroskopie
erreicht (STED = stimulated emission depletion; Abregung
durch stimulierte Emission). Bei diesem Verfahren wird die
Fluoreszenz molekularer Marker mit ultraschnellen Laser-
pulsen ein- und ausgeschaltet, wobei das Ausschalten mit
einem intensiven Laserpuls erfolgt, der die Fluoreszenz des
Markers durch stimulierte Emission l�scht.[3a] Eine Verallge-
meinerung des Konzepts – als RESOLFT (reversible satu-
rable optical fluorescent transitions) bezeichnet[3b,c] – hat er-
geben, dass der Einsatz intensiver ultraschneller Laserpulse
vermieden werden kann, wenn zur Fluoreszenzumschaltung
photochrome, fluoreszierende Marker verwendet werden.[3d]

Dieses vielversprechende Verfahren erm�glicht Ortsaufl�-
sungen in der Fluoreszenzmikroskopie von einem Bruchteil
der Lichtwellenl)nge sowie das Schreiben von Nanostruktu-
ren schon mit sehr niedrigen Lichtintensit)ten. Allerdings
erf�llt keine der bisher synthetisierten photochromen Sub-
stanzen alle Anforderungen an die optischen Eigenschaften –
d.h. ausgepr)gte Fluoreszenzmodulation, hohe Photostabili-
t)t und schnelle Schaltzeiten. Hohe Fluoreszenzquantenaus-
beuten (FFl) sind ebenso erw�nscht, da sie kurze Bildauf-
nahmen und Empfindlichkeiten bis hinunter zu einzelnen
Molek�len zulassen.

Eine M�glichkeit, die Fluoreszenzeigenschaften eines
Farbstoffs zu modulieren,[4] besteht darin, eine photochrome
Substanz[5] mit einem Fluorophor zu verkn�pfen. Diese Ein-
heiten k�nnen entweder direkt[6] oder �ber einen Linker[7]

zusammengef�gt werden. In diesem Fall wird die Fluores-
zenzmodulation durch einen resonanten Energietransfer
(RET) gesteuert,[8] der vom Fluorophor (RET-Donor) zu
einem der Isomere des photochromen Schalters (RET-Ac-
ceptor) stattfindet. Um eine hohe RET-Ausbeute sicherzu-
stellen, muss das Absorptionsband des RET-Acceptors mit
dem Emissionsband des Donors �berlappen.

Dihetarylethene haben exzellente photochrome Eigen-
schaften, lassen sich oft schalten und sind chemisch und
thermisch weitgehend stabil. Sie k�nnen durch Licht zwi-
schen einer farblosen offenen Form (OF) und einer farbigen
geschlossenen Form (CF)[5a] reversibel ineinander �berf�hrt
werden. Die Hinreaktion wird mit UV-Licht ausgel�st, die
R�ckreaktion durch sichtbares Licht (Schema 1). Daher kann
die Fluoreszenz eines Farbstoffes „ausgeschaltet“ werden,
wenn dessen Emissionsbereich mit dem Absorptionsbereich
der geschlossenen Form eines Dihetarylethens �berlappt, das
als RET-Acceptor fungiert.

Um die photochromen Reaktionen und besonders die
Fluorophoraktivierung zu steuern, wird eine deutliche Tren-
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nung der drei Absorptionsbereiche der offenen und ge-
schlossenen Form sowie der Fluoreszenzanregung angestrebt.
Allerdings erf�llen die meisten der bisher beschriebenen
Schalter diese Bedingung nicht.[9] Die meisten Verbindungen
mit hoher Fluoreszenzmodulation (FM) haben nur mittlere
oder niedrige FFl-Werte;

[6d–f,h,j,n] in einigen F)llen wurden
diese Werte nicht mitgeteilt.[6a–c,i,k,l, 7a,b,d] Andere Verbindun-
gen haben eine relativ niedrige Fluoreszenzmodulation, be-
sonders wenn die Ringschlussreaktion nicht bei kurzen Wel-
lenl)ngen (254 nm oder 313 nm) ausgel�st wird.[6c,d,7b] Ihr
Einsatz in der biologischen Mikroskopie ist wegen des hohen
Autofluoreszenzhintergrundes und der zu erwartenden Pho-
tozerst�rung fraglich. Außerdem sind Mikroskopobjektive
mit hoher numerischer Apertur (1.35–1.45) nur f�r Wellen-
l)ngen �ber 360 nm optisch gut korrigierbar. Unser Ziel war
daher die Synthese von optisch schaltbaren fluoreszierenden
Verbindungen mit bedeutend verbesserten Eigenschaften im
sichtbaren und nahen UV-Bereich. Besonderer Wert wurde
auf hohe Fluoreszenzmodulationen bei l)ngeren Schaltwel-
lenl)ngen und zugleich hohen FFl-Werten gelegt. Zu diesem
Zweck mussten wir eine stabile photochrome Einheit und
einen chemo- und photostabilen Fluorophor finden und beide
Einheiten mit einem Linker verkn�pfen, der einen effektiven
RET zwischen Donor und Acceptor erm�glicht.

Rhodamin-Farbstoffe sind gute Fluorophore mit hoher
Absorption und Fluoreszenzquantenausbeute und zeichnen
sich außerdem durch hohe Photostabilit)t und niedrige Tri-
plett�bergangsgeschwindigkeiten aus. Sie werden in biologi-
schen Anwendungen h)ufig eingesetzt, da ihr Anregungsbe-
reich von 550–600 nm verglichen mit einer Anregung im
blauen oder UV-Bereich nur wenig Autofluoreszenz verur-
sacht. Wegen seines hohen Substitutionsgrades ist das flache
Molek�l Rhodamin101 (Rh101) eine der stabilsten fluores-
zierenden Verbindungen mit FFl� 1.[10a] Seine Carboxygrup-
pe ist sterisch abgeschirmt, weshalb Additionsreaktionen mit
Aminen eine besondere Aktivierung erfordern (die Amino-
gruppe ist eine g)ngige funktionelle Gruppe des Linkers zur
Kupplung an den Farbstoff).[10b] Die Acylierung von Piperidin
(ausgew)hlt als Linker-Prototyp) mit Rh101 unter Bildung
von Rh-NC5H10 resultiert in einer Rotverschiebung des Ab-
sorptionsmaximums von 560 nach 583 nm und des Emissi-
onsmaximums von 589 nach 604 nm ohne bedeutende Ver-
)nderung von FFl (Tabelle 1). Diese Verbindung wurde her-
gestellt, um den Einfluss der Amidierung zu untersuchen und
um die Fluoreszenz von Rh-NC5H10 in Abwesenheit eines
RET absch)tzen zu k�nnen. Der Emissionsbereich von Rh-
NC5H10 erfordert ein photochromes System mit einem Ab-
sorptionsmaximum der geschlossenen Form von 620–640 nm.

Als Ausgangspunkt haben wir eine von Lehn und Mitar-
beitern[11] beschriebene Verbindung gew)hlt. Dieses besteht
aus 1,2-Bis(2-methyl-3-thienyl)perfluorcyclopenten als
Kernstruktur mit einer 4-Hydroxyphenylgruppe in Position 5
eines der Thiophenringe und einem 4-Pyridylsubstituenten in
Position 5’ des anderen Thiophenrings. In Benzol absorbieren
die offene und geschlossene Form bei 296 bzw. 602 nm. Der
Umwandlungsgrad zur geschlossenen Form im photostatio-
n)ren Zustand (aPS) wurde mit > 98% angegeben (in
Benzol). Um die photochemische Stabilit)t zu erh�hen, blo-
ckierten wir alle unsubstituierten Thiophenpositionen mit
einer Methylgruppe[12] und synthetisierten so die photochro-
me Verbindung 1 (Schema 2). Die wichtigsten Absorptions-
maxima der offenen und geschlossenen Form liegen bei 277
und 578 nm (in EtOH). Um die Absorption der geschlossenen
Form zu l)ngeren Wellenl)ngen zu verschieben, f�gten wir
einen Thiophenring zwischen dem Pyridinring oder der

Schema 1. Photochromes Verhalten von 1,2-Bis(thiophen-3-yl)cyclo-
penten.

Tabelle 1: Photochemische und photophysikalische Eigenschaften der
Bausteine 1–3 und von Rh-NC5H10.

[a]

Verb. lmax/eH10�4 [b] aPS
[c] F R0 [I]

OF CF OF!CF[c] CF!OF

1 277/3.0 578/1.4 0.88 0.28 8.2H10�3 [d] 44
2 342/2.4

308/2.3
605/1.5 0.95 0.065 7.3H10�4 [d] 49

3 345/4.1 640/1.9 0.96 0.10 2.5H10�4 [e] 51
Rh-NC5H10 583/10 (Emissionsmaximum: 604)

[a] Absorptionskoeffizienten (e) wurden der Abbildung 1 entnommen,
der Umwandlungsgrad im photostationAren Zustand (aPS) wurde durch
HPLC gemessen, und die Quantenausbeuten der photochromen Reak-
tionen (FOF!CF undFCF!OF) wurden aus den Beleuchtungsexperimenten
berechnet.[14] Die F6rster-Radien (R0) f/r den RET zwischen den ge-
schlossenen Formen und der Fluoreszenzeinheit Rh-NC5H10 wurden aus
den spektroskopischen Eigenschaften der Komponenten berechnet
(siehe Abbildung 1).[16] Die Fehler betragen 10% f/r die Quantenaus-
beuten und die Absorptionskoeffizienten und 2% f/r die Konvertierung
im photostationAren Zustand. [b] l in nm, e in m

�1 cm�1. [c] Bestrah-
lungslicht: 313 nm. [d] Bestrahlungslicht: 577 nm. [e] Bestrahlungslicht:
610 nm.

Schema 2. Photochrome Bausteine 1–4 und ihre Addukte mit Rhod-
amin101 (5–7). Boc = Butoxycarbonyl.
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Phenoxygruppe und dem Hauptkern ein und gelangten damit
zu den Verbindungen 2 bzw. 3 mit einem verl)ngerten p-
System. Ein verl)ngertes p-System erh�ht gew�hnlich den e-
Wert des geschlossenen Isomers sowie den Umwandlungs-
grad zur geschlossenen Form, was auf einen R�ckgang in der
Quantenausbeute der Ring�ffnungsreaktion zur�ckzuf�hren
ist.[13] Die Linker wurden durch Mitsunobu-Reaktion ver-
f�gbarer N-Boc-4-(hydroxymethyl)piperidine mit 4-Iodphe-
nol synthetisiert.[14] Der Vorl)ufer mit einer k�rzeren Bin-
dung wurde aus 2-Phenoxyethylamin erhalten.[14] Die
Carboxygruppe von Rh101 wurde mit dem Peptidkupp-
lungsreagens HATU aktiviert, und die Addukte 5–7 wurden
in guter Ausbeute isoliert. Falls erforderlich, wurden die
Endprodukte zus)tzlich durch HPLC gereinigt.

Die spektroskopischen und photochromen Eigenschaften
der molekularen Schalter 5–7 und der Bausteine 1–4 sowie
von Rh-NC5H10 wurden durch Belichten verd�nnter L�sun-
gen (ca. 10�5m) mit Licht unterschiedlicher Wellenl)ngen in
Ethanol untersucht.[14] Die Eigenschaften der Bausteine sind
in Abbildung 1 und Tabelle 1 zusammengefasst.

Bei der photochromen Stammverbin-
dung 1 bleibt die Umwandlung unvollst)n-
dig (aPS= 88% bei 311 nm), was von
großem Nachteil ist, da die maximal er-
reichbare Fluoreszenzmodulation vom
Umsatz der Photoreaktion abh)ngt. Wir
definieren die Fluoreszenzmodulation als
1�FPS/F0, wobei F0 und FPS die Fluores-
zenzsignale des Anfangszustands bzw. des
photostation)ren Zustands (PS) sind. Das
Einf�gen eines oder mehrerer Thiophen-
ringe erh�ht aPS auf fast 100%. Die Photo-
cyclisierung (OF!CF) wurde mit Licht der
Wellenl)ngen 313, 366 und 375 nm unter-
sucht, wobei keine Wellenl)ngenabh)ngig-

keit der aPS-Werte festgestellt wurde. Die Zahl der Thio-
phenringe beeinflusst die Absorptionsspektren der geschlos-
senen Form, wobei mit steigender Zahl eine Rotverschiebung
sowie ein leichter Anstieg des Absorptionskoeffizienten be-
obachtet wird. Bei der offenen Form f�hrt das Einf�gung
eines Thiophenrings zu einer spektralen Aufspaltung in zwei
Absorptionsbanden (2), die gegen�ber dem Spektrum von 1
beide rotverschoben sind. Verbindung 3 hat nur eine Haupt-
bande bei ungef)hr der gleichen Wellenl)nge wie die Ne-
benbande von 2 (345 nm). Das Einf�gen von Thiophenein-
heiten verringerte erwartungsgem)ß die Quanteneffizienz
der Ring�ffnungsreaktion (FCF!OF), w)hrend bei der Pho-
tocyclisierung kein klarer Trend zu erkennen war. Die spek-
troskopischen und photochromen Eigenschaften der Verbin-
dungen 3 und 4 waren trotz der unterschiedlichen Linker
gleich; daher wurde die Verbindung 4 in Tabelle 1 und Ab-
bildung 1 nicht aufgenommen.

Die photochromen Bausteine 2–4 wurden an Rh101 ge-
bunden, w)hrend der Baustein 1 wegen seines niedrigen aPS-
Wertes (< 0.9) unber�cksichtigt blieb. Außerdem wurde ein
k�rzerer Linker verwendet (4), um die Auswirkungen eines
geringeren Abstandes zwischen Donor und Acceptor zu un-
tersuchen. Die Eigenschaften der Verbindungen 5–7 sind in
Tabelle 2 zusammengefasst. Alle Absorptionsspektren
weisen auf das Fehlen von Wechselwirkungen zwischen
Donor- und Acceptoreinheiten hin. Als Beispiel sind in Ab-
bildung 2 die Spektren von 6 abgebildet. Die blaue Linie
markiert die spektrale Mberlappung der Bausteine 3-OF und
Rh-NC5H10. Innerhalb der Messgenauigkeit ist sie identisch
mit dem Spektrum von 6-OF (Abbildung 2, schwarze Linie).
Weiterhin sind die Emissionsspektren der Verbindungen 5–7
und Rh-NC5H10 gleich, und gegen�ber den entsprechenden
photochromen Bausteinen 2–4 wurde in allen F)llen ein
verringerter FOF!CF-Wert beobachtet. Dies kann damit er-
kl)rt werden,[7c] dass ein Teil des Bestrahlungslichts vom
Fluoreszenzfarbstoff absorbiert wird und damit nicht zur
Photocyclisierung beitragen kann. Verglichen mit den ent-
sprechenden photochromen Bausteinen 2–4 sind die Aus-
beuten der R�ckreaktionen (FCF!OF) beinahe unver)ndert.
Die f�r aPS erhaltenen Werte sind leicht erh�ht und liegen f�r
alle Verbindungen 5–7 nahe bei 100%.

Fluoreszenzmodulation, Fluoreszenzquantenausbeuten,
Fluoreszenzlebensdauern (t) und RET-Ausbeuten beider
Isomere (EOF und ECF) wurden in verd�nnten L�sungen

Abbildung 1. Absorptionsspektren (linke Achse) der photochromen
Verbindungen 1–3 ; geschlossene Formen (CF) sind mit gepunkteten
Linien, offene Formen (OF) mit durchgehenden Linien dargestellt (1:
schwarz, 2 : blau, 3 : violett). Ebenfalls gezeigt sind das Absorptions-
spektrum (durchgehende rote Linie) und die Fluoreszenzemission
(rote gepunktete Linie, rechte Achse) f/r den fluoreszierenden Bau-
stein Rh-NC5H10.

Tabelle 2: Photochemische und photophysikalische Eigenschaften der fluoreszierenden Schalter 5–7.[a]

Verbindung F FFl aPS
[b] FM tFl [ns] ERET

[12]

OF!CF[b] CF!OF[c] EOF ECF

Rh-NC5H10 – – 0.97 – – 4.5 – –
5 0.032 5.5H10�4 0.72 0.98 0.86 3.3 0.26 0.91
6 0.063 2.2H10�4 0.72 0.98 0.94 3.3 0.26 0.97
7 0.061 2.2H10�4 0.29 0.98 0.92 1.3 0.72 0.98

[a] Die Fluoreszenzmodulation (FM) sowie FCF!OF und FOF!CF wurden aus Bestrahlungsexperimenten
berechnet. aPS wurde durch HPLC gemessen[14] und FFl mithilfe stationArer Methoden bestimmt.[16] Die
Fluoreszenzlebensdauern (tfl) sind f/r die offene Form angegeben.[14] Details zur Berechnung der RET-
Ausbeuten (EOF und ECF) sind in den Hintergrundinformationen zu finden.[14] Die Fehler der Quanten-
ausbeuten und der Absorptionskoeffizienten betragen 10%, die der Fluoreszenzlebensdauern 5% und
die der Umwandlungsgrade im photostationAren Zustand 2%. [b] Bestrahlungslicht: 313 nm. [c] Be-
strahlungslicht: 660 nm.
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(optische Dichte� 0.05) gemessen, um Selbstabsorptionsef-
fekte zu vermeiden.[15] Aus den Ergebnissen (Tabelle 2) re-
sultieren zwei wichtige Schlussfolgerungen: Zum einen zeigt
ein Vergleich der Verbindungen 5 und 6 eine Verst)rkung der
Fluoreszenzmodulation und eine Erh�hung von ECF an. Dies
ist in Einklang mit dem berechneten R0-Wert (Tabelle 1), der
f�r 3, den Baustein von 6, etwas gr�ßer ist. Zweitens zeigt ein
Vergleich der Verbindung 6 und 7, dass ein k�rzerer Linker
einen nur wenig h�heren ECF-Wert f�r 7 bewirkt, den EOF-
Wert aber stark vergr�ßert. Dies resultiert auch in der nied-
rigen Fluoreszenzmodulation von 7. Daraus folgt, dass ohne
Einbußen in der Fluoreszenzmodulation ein l)ngerer Linker
genutzt werden kann, um EOF zu verringern und ECF unver-
)ndert zu lassen. Mit anderen Worten kann der Linker pro-
blemlos verl)ngert werden, um das gesamte Konstrukt als
Marker an ein Substrat zu kuppeln.

Zusammenfassend haben wir umschaltbare fluoreszie-
rende Verbindungen mit verbesserten Eigenschaften im
sichtbaren Wellenl)ngenbereich hergestellt, die sich f�r An-
wendungen in der Datenspeicherung und Fluoreszenzmi-
kroskopie eignen sollten. Die Photocyclisierung, die f�r das
Verschwinden des fluoreszierenden Signals ausschlaggebend
ist, kann mit Licht ausgel�st werden. Die synthetisierten
Verbindungen 5–7 zeigen selbst bei einer Wellenl)nge von
375 nm, bei der viele der photostabilen Diarylperfluorcyclo-
pentene nicht absorbieren, eine hohe Fluoreszenzmodulation
(� 85%).[5a] Die Photocyclisierung dieser Schalter kann mit
Laserdioden erreicht werden. Hohe RET-Ausbeuten f�r den
Energietransfer zwischen dem Fluorophor und den ge-
schlossenen Formen der photochromen Einheiten erkl)ren
die beobachteten starken Fluoreszenzmodulationen. Alle
Verbindungen haben gute Fluoreszenzquantenausbeuten (�
30%), besonders 5 und 6 (70%). Das Fluoreszenzsignal kann
bei 550–600 nm angeregt und zwischen 600 und 700 nm de-
tektiert werden (ein Bereich, in dem nur schwache st�rende

Hintergrundsignale auftreten). Der n)chste Schritt w)re, eine
reaktive Gruppe in 6 einzuf�gen, um eine Kupplung mit
Monomeren, Nanoteilchen oder Biomolek�len zu erm�gli-
chen. Interessant wird es auch sein zu untersuchen, ob diese
oder )hnliche Verbindungen in einem RESOLFT-Verfahren
die Aufl�sung der Fernfeldmikroskopie erh�hen k�nnen.
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erreicht. In beiden F)llen betrug die verbleibende Fluoreszenz
10–11%. Wenn Anthracen durch eine CH2-Gruppe mit einem

Abbildung 2. Absorptionsspektrum (linke Achse) von 6 (schwarze
durchgehende Linie: offene Form, schwarze gepunktete Linie: ge-
schlossene Form) und die Summe der Absorptionsspektren von 3 und
Rh-NC5H10 (blaue Linie). Fluoreszenzemission von 6 (rechte Achse) in
offener Form (rote durchgehende Linie) und im PS-Zustand unter Be-
leuchtung mit 375 nm (rote gestrichelte Linie, 98% geschlossene
Form); die unterschiedliche IntensitAt der Emission verdeutlicht die
Fluoreszenzmodulation.
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Acceptor verbunden wurde, resultierte im photostation)ren
Zustand bei 355 nm ein Umwandlungsgrad von 82% f�r die
nichtfluoreszierende geschlossene Form.[7a] Irie et al.[7c] nutzten
die 1,3-Adamantan-Br�cke und untersuchten die molekularen
Eigenschaften des stark fluoreszierenden 2,5-Dimethoxy-
bis(9,10-phenylethinyl)anthracens. Rhnliche Anthracenderivate
zeigten ca. 80% Fluoreszenzmodulation und 83% FFl,

[6g] nach-
dem sie mit zwei Acceptorteilen verbunden wurden. In einer
anderen Studie,[7b] in der relativ lange und flexible, mit Bern-
steins)ure oder Butters)ure acylierte Cadaverin-Br�cken zur
Verkn�pfung von Lucifergelb mit unterschiedlichen Acceptoren
genutzt wurden, wurde ein Fluoreszenzr�ckgang auf 65% oder
84% im photostation)ren Zustand beobachtet (in MeOH, bei
313 oder 320 nm).

[10] a) T. Karstens, K. Kobs, J. Phys. Chem. 1980, 84, 871 – 872; b) T.
Nguyen, M. B. Francis, Org. Lett. 2003, 5, 3245 – 3248.

[11] a) S. H. Kawai, S. L. Gilat, R. Ponsinet, J.-M. Lehn,Chem. Eur. J.
1995, 1, 285 – 293; b) S. H. Kawai, S. L. Gilat, J.-M. Lehn, Eur. J.
Org. Chem. 1999, 2359 – 2366.
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