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Die auBerordentliche Selektivitdt, Empfindlichkeit und
rdumliche Auflosung der Fluoreszenzspektroskopie und der
Fluoreszenzmikroskopie haben zu einer grofen Zahl von
Anwendungen gefiihrt. Mit der Entwicklung von Detektoren,
die in der Lage sind, einzelne Photonen mit nahezu 100 %
Quantenausbeute nachzuweisen, und der Verfiigbarkeit
hochwertiger Optik liegt die Beschrinkung der heutigen
Fluoreszenzmikroskopie bei den verwendeten Fluorophoren,
die blinken und rasch ausbleichen. Die meisten der grundle-
genden Farbstoffstrukturen, die heutzutage in der Fluores-
zenzmikroskopie verwendet werden, sind bereits bekannt,
seit sie fiir die Entwicklung von Farbstofflasern genutzt
wurden.!! Die steigenden Anforderungen, die die Fluores-
zenzmikroskopie bei Anwendungen auf Einzelmolekiilebene
und bei hochauflosenden Anwendungen stellt,*! haben dazu
gefiihrt, dass neue Arten von Emittern entwickelt wurden,
wie Halbleiter-Nanokristalle, Silber-Nanocluster oder neue
Derivate fluoreszierender Proteine.”! Demgegeniiber besteht
in der Weiterentwicklung von klassischen organischen Farb-
stoffen wie Rhodamin- oder Cyanin-Derivaten ein Nachhol-
bedarf, trotz einiger Fortschritte im Bezug auf die Markie-
rungschemie, die Wasserloslichkeit und die Verfiigbarkeit
heller und photostabiler nah-infraroter Farbstoffe. Ansitze
fiir Verbesserungen umfassen erhohte Helligkeit von Multi-
chromophorsystemen, intramolekulares Triplett-Loschen und
verringerte Anfilligkeit fiir Reaktionen mit Singulett-Sauer-
stoff.”] Aus verschiedenen Griinden ist bisher keiner dieser
Ansitze nachhaltig in der Fluoreszenzmikroskopie etabliert
worden.

Hier stellen wir einen neuen Ansatz vor, Photozerstorung
und Blinken zu reduzieren, indem wir reaktive Zwischenzu-
stinde schnell entvolkern. Die Methode basiert auf dem
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Entzug von Sauerstoff und der Loschung von Triplett- wie
ladungsseparierten Zustinden durch Elektronentransferre-
aktionen. Dafiir werden Umgebungsbedingungen gewdihlt,
die sowohl reduzierende als auch oxidierende Komponenten
enthalten, d.h. ein reduzierendes und oxidierendes System
(ROXS). Der Erfolg dieses Ansatzes wird mithilfe der Ein-
zelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie von Oligonucleotiden,
die mit unterschiedlichen Fluorophoren wie Cyaninen,
(Carbo-)rhodaminen und Oxazinen markiert sind, demon-
striert. In wissriger Losung kénnen so einzelne Fluorophore
bei moderater Anregungsleistung minutenlang und mit ver-
besserter Fluoreszenzhelligkeit beobachtet werden. Ther-
modynamische Betrachtungen der zugrunde liegenden Re-
doxreaktionen stiitzen das Modell und geben ein umfassendes
Bild vom Blinken und von der Photozerstérung organischer
Fluorophore.

Ublicherweise wird die Photophysik eines Fluorophors
durch ein Dreizustandsmodell beschrieben, das neben dem
Grundzustand (S,) und dem ersten angeregten Singulett-Zu-
stand (S;) auch den tiefsten Triplett-Zustand (T,) enthilt.
Aufgrund seiner lingeren Lebensdauer ist der T, der photo-
chemisch aktivste Zustand. Beim Loschen des T, durch mo-
lekularen Sauerstoff kann reaktiver Singulett-Sauerstoff
entstehen. Deshalb wird bei Anwendungen mit hohen An-
forderungen der Sauerstoff z.B. durch Zugabe eines sauer-
stoffverbrauchenden Enzyms entfernt./! Die Entfernung des
Sauerstoffs hat allerdings den Nachteil, dass die Lebensdauer
des Triplett-Zustands erhoht wird, was sich negativ auf die
Helligkeit des Fluorophors auswirkt. Zusétzlich steigt die
Wahrscheinlichkeit von anderen Nebenreaktionen, die den
Triplett-Zustand entvolkern. Alternativ dazu wurden Re-
duktionsmittel wie Ascorbinsdure (AA), N-Propylgallat, {3-
Mercaptoethanol oder Trolox (TX) verwendet, um photoio-
nisierte Fluorophore zuriickzufithren und den Singulett-Sau-
erstoff zu entfernen. Der Erfolg dieser Strategie hiangt aller-
dings stark vom verwendeten Fluoreszenzfarbstoff ab, und
manchmal wird die Photozerstérung sogar verstirkt.")

Dieses ambivalente Verhalten wird veranschaulicht durch
Einzelmolekiil-Fluoreszenzspuren von immobilisierter DNA,
an die entweder MR121 oder ATTO647N gebunden ist. Die
Messungen wurden in Phosphatpuffer (PBS, pH 7.4) mit und
ohne Zugabe von 2 mm TX durchgefiihrt (Abbildung 1) (ex-
perimentelle Details sind in den Hintergrundinformationen
verfiigbar). Das Oxazin-Derivat MR121 zeigt unter diesen
Bedingungen einige Sekunden lang stabile Fluoreszenz und
seltene Aus-Zustdnde (Abbildung 1a). Das Carborhodamin-
Derivat ATTO647N weist dagegen unter identischen Bedin-
gungen lange Aus-Zustdnde von einigen hundert Millise-
kunden auf (Abbildung 1¢). Die Zugabe von TX fiihrt zu
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Abbildung 1. Einzelmolekiil-Fluoreszenzspuren an farbstoffmarkierter,
immobilisierter DNA, gemessen in PBS (a, c) und in PBS mit 2 mm
Trolox (b, d). Fluoreszenzspuren von MR121 sind in (a) und (b) darge-
stellt, die von ATTO647N in (c) und (d).

stabiler Emission von ATTO647N (Abbildung 1d), wohin-
gegen MR121 verstéarktes Blinken und eine geringere Pho-
tostabilitdat aufweist (Abbildung 1b). Um diese Ambivalenz
aufzuheben, gehen wir nach dem folgenden Gedankengang
vor: Zuerst muss der Sauerstoff entfernt werden, da er in
Abhingigkeit vom verwendeten Farbstoff die Photostabilitét
beeinflusst und generell oxidative Eigenschaften hat. Als al-
ternativen Triplett-Loschmechanismus schlagen wir die Ver-
wendung von Elektronentransferreaktionen vor. Die Lo-
schung des Triplett-Zustands durch Elektronentransfer er-
zeugt jedoch radikal-anionische oder -kationische Farbstoffe
(hinsichtlich eines als neutral angenommenen Grundzu-
stands). Derart ionisierte Farbstoffe konnen genauso gut tiber
andere Wege, wie z.B. Photoionisation erzeugt werden und
bieten zusitzliche Moglichkeiten eines reaktiven Zwischen-
zustands auf dem Photozerstérungsweg.®!”) Abhingig vom
vorherrschenden Photozerstorungsweg konnen redoxaktive
Zusitze die Photozerstérung verzogern oder sogar be-
schleunigen, abhingig davon, ob der reaktivste Zwischenzu-
stand fiir einen bestimmten Fluorophor der Triplett-, der re-
duzierte oder der oxidierte Zustand ist.

Wir stellen hier eine allgemein anwendbare Methode vor,
die die Photostabilitédt verbessert und das Blinken der Fluo-
reszenzfarbstoffe verringert, wobei sowohl ein Oxidations-
mittel als auch ein Reduktionsmittel verwendet wird, um
sowohl Triplett- als auch ionisierte Zustdnde schnell wieder in
den Grundzustand zuriickzufithren. Das Prinzip, das der
Entwicklung des reduzierenden und oxidierenden Systems
(ROXS) zugrunde liegt, ist in Abbildung 2 schematisch dar-
gestellt. Nach dem Ubergang in den T, kann der Fluorophor
durch das Reduktionsmittel reduziert werden, wobei ein
Radikalanion F*~ entsteht. Durch das Oxidationsmittel wird
das Radikalanion dann schnell reoxidiert, um den Grundzu-
stand wieder zu bevolkern. Alternativ dazu kann der Fluo-
rophor durch das Oxidationsmittel aus dem T,; oxidiert
werden, was zur Bildung eines Radikalzustands F** fiihrt.
Anschlieend wird der Fluorophor mithilfe des Reduktions-
mittels wieder in den Grundzustand zuriickgefiihrt. Die
schnelle Riickfiihrung in den Singulett-Grundzustand ist es-
senziell, um erfolgreich Nebenreaktionen zu unterbinden, die
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Abbildung 2. Photoinduzierte Prozesse geldufiger organischer Fluoro-
phore. Nach der Anregung in den ersten angeregten Singulett-Zustand
(Sy) findet Fluoreszenz mit der Geschwindigkeit kq statt (unter Ver-
nachlissigung strahlungsloser Prozesse). Interne Uberginge, die mit
der Fluoreszenz in Konkurrenz stehen, fiihren mit der Geschwindigkeit
kisc zur Bildung von Triplett-Zustidnden (T,). Mit ROXS wird der Tri-
plett-Zustand durch Elektronentransfer rasch entvélkert. Dies ge-
schieht entweder durch Oxidation, z.B. durch Methylviologen (MV),
wodurch ein Radikalkation F** gebildet wird, oder durch Reduktion,

z. B. mithilfe von Ascorbinsiure (AA), was zu einem Radikalanion F*~
fiihrt. Die zwei méglichen Radikalionen werden durch Reduktion (im
Falle eines Radikalkations wird dieses durch AA reduziert) bzw. Oxida-
tion (im Falle eines Radikalanions wird dieses durch MV oxidiert)
schnell in den Grundzustand (S,) zurtickgefiihrt. Diese schnelle Riick-
fiihrung durch ROXS beugt der Bildung eines photozerstérten Produk-
tes P vor. Hoher angeregte Zusténde, die hier grau dargestellt sind,
kénnen ebenfalls bevolkert werden und zu weiteren Zwischenzustan-
den fuhren B3

zu einem photogebleichten Zustand P fithren. Wie in Abbil-
dung 2 grau dargestellt, gibt es weitere Moglichkeiten, ein
Radikalion zu erzeugen, diese werden aber in diesem Zu-
sammenhang nicht explizit diskutiert.

Fluoreszenzspuren von ATTO647N, die in wissriger
Pufferlosung aufgenommen wurden, verdeutlichen das Kon-
zept (Abbildung 3). Ohne Sauerstoff haben Dunkelzustinde
von ATTO647N, die Triplett-Zustdnden oder aus dem Triplett
ionisierten Zustidnden zugeordnet werden konnen, eine Le-
bensdauer von (28+8)ms (Daten nicht gezeigt). Abbil-
dung 3 a zeigt eine Fluoreszenzspur von ATTO647N nach der
Entfernung von Sauerstoff und dem Zusatz von 1 mwm des
Oxidationsmittels 1,1’-Dimethyl-4,4’-bipyridinium-dichlorid-
hydrat (Methylviologen, MV). Deutliches Blinken auf der
Millisekundenskala ist in der vergroferten Ansicht erkennbar
(Abbildung 3a, links oben). Die Autokorrelation (Abbil-
dung 3 a, rechts oben) und ihre mono-exponentielle Anpas-
sung zeigen einen Aus-Zustand mit einer Lebensdauer von
To= (8 £ 1) ms. Wir fithren diesen Aus-Zustand auf photo-
induzierte Oxidation und die Bildung eines Radikalkations
zuriick. Die Bildung von Radikalkationen bei Cyaninen und
Rhodaminen mit Lebensdauern im Millisekundenbereich ist
bereits seit den 70er Jahren bekannt, als diese durch Blitz-
lichtphotolyse bestimmt wurden,'¥ und wird auch auf der
Ebene einzelner Molekiile diskutiert.""! Hier wird jedoch
gezeigt, dass Blinken aufgrund reversiblen Elektronentrans-
fers zu einer mono-exponentiellen Kinetik fiihrt."“'®! Analog
dazu weist ATTO647N nach Entfernung von Sauerstoff und
Zusatz von 1mMm des Reduktionsmittels AA &hnliches
Blinkverhalten auf, jetzt verursacht durch die reversible Bil-
dung von Radikalanionen (7= (28 +7) ms). Die Riickfiih-
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Abbildung 3. Fluoreszenzspuren von an immobilisierter DNA gebun-
denem ATTOG647N in wissriger Umgebung: a) Sauerstoff entfernt plus
1 mM MV; b) Sauerstoff entfernt plus 1 mm AA; c) Sauerstoff entfernt
plus 1 mm MV und 1T mm AA. Die Integrationszeit der unteren Spur
betragt 10 ms. Die Spur links oben zeigt eine vergréferte Ansicht mit
1 ms Auflésung, rechts oben ist die Autokorrelationsfunktion zweiter
Ordnung G(z) mit einer mono-exponentiellen Anpassung dargestellt.
Die Proben wurden bei 635 nm mit einer mittleren Anregungsintensi-
tdt von ca. 2 kWcm™2 angeregt.

rung des Aus-Zustands auf die jeweiligen Radikalionen wird
durch die Spur in Abbildung 3¢ belegt. Diese Fluoreszenz-
spur von ATTO647N nach Entfernung von Sauerstoff und
Zugabe sowohl von AA (1 mm), als auch von MV (1 mm)
zeigt nahezu kein Blinken wéhrend der 100 s Aufnahmezeit.

Durch spektral aufgeloste Messungen wurden die beiden
Zustdnde leicht unterschiedlicher Fluoreszenzintensitét
(Abbildung 3c) seltenen Ubergiingen zwischen zwei spektral
verschiedenen, aber anderweitig photophysikalisch dhnlichen
Zustinden des Fluorophors zugeordnet (Daten nicht ge-
zeigt). Der Eindruck, dass iiber das Hintergrundrauschen
hinaus keine weiteren Intensititsfluktuationen auftreten,
wird sowohl durch die vergroflerte Fluoreszenzspur als auch
durch die Autokorrelationsfunktion der Intensitdt gestiitzt.
Diese weist bis hinab zu 1 ps keine charakteristische Zeit-
konstante auf (Abbildung 3¢). Einhergehend mit dem redu-
zierten Blinken wechselt das Molekiil effizienter zwischen
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den Zustidnden S, und S, hin und her, was zu einer hGheren
Fluoreszenzhelligkeit einzelner ATTO647N-Molekiile fiihrt.
Die Tatsache, dass sich die Photostabilitdt durch die Anwe-
senheit von ROXS verbessert, stiitzt die Annahme, dass die
Aus-Zustédnde eng mit dem Photozerstorungsweg verbunden
sind."”

Ahnliche Ergebnisse werden auch fiir andere Fluoro-
phore verschiedener Klassen und Spektralbereiche, z.B. Cy5,
Alexa647, Cy3B und ATTOS565, erzielt (siche Abbildung S1
in den Hintergrundinformationen). Diese Fluorophore zeigen
ahnliches Blinkverhalten bei Anwesenheit von entweder dem
Reduktionsmittel oder dem Oxidationsmittel. Durch die
gleichzeitige Anwesenheit von Reduktionsmittel und
Oxidationsmittel kann das Blinken dagegen effizient ver-
mieden werden.

Das simultane Verwenden von Reduktionsmittel und
Oxidationsmittel mag paradox und unintuitiv erscheinen.
Deshalb diskutieren wir im Folgenden die zugrunde liegen-
den thermodynamischen Prinzipien. Trotz der Tendenz von
Reduktionsmittel und Oxidationsmittel, Elektronen abzuge-
ben oder aufzunehmen, ist fiir den photoinduzierten Elek-
tronentransfer die Energie des absorbierten Photons zwin-
gend notwendig. Aufgrund ihrer Redoxpotentiale reagieren
Reduktions- und Oxidationsmittel nicht in einer Grundzu-
standselektronentransferreaktion. Aus Sicht der Thermody-
namik muss die Energie aus der Photonenabsorption ausrei-
chen, um den vollen Zyklus iiber T}, einen ladungsseparierten
Zustand und zuriick zum Grundzustand anzutreiben. Die
Absorption liefert die Null-Null-Ubergangsenergie E,,, die
im Fall von Cy5 bei ungefidhr 1.88 eV liegt. 280 meV gehen
beim Ubergang in den Triplett-Zustand verloren, der fiir Cy5
bei 1.60 eV liegt.” Mithilfe der Rehm-Weller-Gleichung®!!
lasst sich die Anderung der freien Enthalpie fiir die La-
dungstrennung abschitzen: AGyy = e[Ey—E.q] — Eog + C,
wobei E,, und E.4 das erste Einelektronenoxidationspoten-
tial des Donors bzw. das erste Einelektronenreduktionspo-
tential des Akzeptors sind, die cyclovoltammetrisch bestimmt
wurden.!” ¢ ist die Elementarladung. Die 16sungsmittelab-
hingige Coulomb-Wechselwirkungsenergie C kann in An-
betracht der hohen Polaritdt des Wassers vernachléssigt
werden. Im Fall einer Reduktion des T, von Cy5 durch AA
erhilt man mit E,.4(Cy5 gegen SCE)=—-0.45 V und E,(AA
gegen SCE)=0.06 V! den Wert AG;r=—0.70 eV. In glei-
cher Weise ist die Oxidation des Cy5-Triplett-Zustands
ebenfalls exergonisch (E (CyS5) = 097V, E. «(MV) =
—0.45 V)®PI mit AG = —0.18 eV. Diese Ergebnisse stiitzen die
Annahme, dass der Triplett-Zustand bei Cy5 durch AA ge-
nauso wie durch MV durch Elektronentransfer geloscht wird.

Im néchsten Schritt schétzen wir ab, ob bei Cy5 der la-
dungsseparierte Zustand durch ROXS effizient in den
Grundzustand zuriickgefiihrt werden kann. Dafiir verglei-
chen wir das Reduktionspotenzial von Cy5 mit dem Reduk-
tionspotenzial von MV und erhalten so die freie Enthalpie der
Ladungsrekombination AG;y =—0.39 eV fiir das Cy5-Radi-
kalanion. Analog erhalten wir aus den Oxidationspotentialen
von Cy5 und AA den Wert AG zx=-0.93 eV fiir das Cy5-
Radikalkation. Die Tatsache, dass alle berechneten Reakti-
onsschritte sowohl fiir Ladungstrennung, als auch fiir La-
dungsrekombination exergonisch sind, ist in Ubereinstim-
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mung mit den in Abbildung 3 und Abbildung S1 in den
Hintergrundinformationen dargestellten Ergebnissen. Ana-
loge Rechnungen fiir ATTO647N fiihren ebenfalls zu nega-
tiven Werten der freien Enthalpie fiir die verschiedenen Re-
aktionsschritte (mit E,,=1.0eV, E, =111V, E. =
—0.64 V"1 E, als ca. 1.6-1.7 eV angenommen). Interessan-
terweise fiihrt dieselbe Rechnung bei dem Oxazin-Derivat
MRI121, das ein sehr hohes Reduktionspotential von E, 4=
—0.45 V hat, zu einem positiven Wert der freien Enthalpie.
Dementsprechend sollte sich reduziertes MR121 nicht von
MV (E,q=-0.45V) in den Grundzustand zuriickfithren
lassen. In der Tat weisen Einzelmolekiil-Fluoreszenzspuren
von an DNA gebundenem MR121 unter ROXS-Bedingungen
héufiges Blinken auf, das von ROXS nicht vollsténdig ver-
hindert wird (Abbildung S2). AuBerdem konnten wir fest-
stellen, dass das Blinken von Alexa532 zwar reduziert, aber
nicht vollstdndig unterbunden wird, wobei es groe Unter-
schiede von Molekiil zu Molekiil gibt (Daten nicht gezeigt).

Um den Effekt der verbesserten Photostabilitdt zu
quantifizieren, verwendeten wir Fluoreszenz-Bildgebung mit
Anregung iiber totale interne Reflexion (TIRF) an einzelnen
immobilisierten Molekiilen. Die parallele Detektion von
etwa 100 Molekiilen pro Film ermoglicht die schnelle Er-
zeugung einer Photozerstorungsstatistik. Im Standardproto-
koll wurde eine Anregungsintensitit von 150 Wem™ bei 647
bzw. 531 nm verwendet, und Filme von bis zu 20 Minuten
wurden aufgenommen (siehe Hintergrundinformationen). In
den meisten Fillen konnten die Photozerstorungskurven fiir
kleine Zeiten gut mit einer mono-exponentiellen Anpassung
angendhert werden (Abbildung S3a). Aus der Zeitkonstanten
der Anpassungen und der Helligkeit der Molekiile wurde die
mittlere Anzahl Photonen bestimmt, die pro Molekiil de-
tektiert wurden. Um die ROXS-Bedingungen zu optimieren,
variierten wir bei den Messungen mit Cy5 die Konzentratio-
nen von Reduktions- und Oxidationsmittel (sieche Abbil-
dung S3b,c). Dabei fanden wir ein Stabilititsmaximum bei
1 mMm Reduktionsmittel und 1 mm Oxidationsmittel. Obwohl
das Stabilitdtsmaximum von den spezifischen Photozersto-
rungswegen der unterschiedlichen Farbstoffe abhéngen sollte,
verwendeten wir diese Konzentrationen als ROXS-Referenz.
Danach verglichen wir die Photostabilitidten fiir verschiedene
Fluorophore bei unterschiedlichen Bedingungen: 1) in PBS-
Puffer sowie nach der Entfernung von Sauerstoff und zu-
sétzlich 2) nach Zugabe von 1 mm AA, 3) nach Zugabe von
1 mMm MV und 4) nach Zugabe von ROXS (1 mmM AA und
1 mM MV). Die mittlere Gesamtzahl an Photonen der ver-
schiedenen Fluorophore ist in Abbildung4a und b darge-
stellt. In den Fillen, in denen kein Balken sichtbar ist, liegt
die Photonenzahl unter 1000 (z.B. Cy5 in PBS). Fiir alle
Fluorophore, mit Ausnahme des Oxazin-Derivats MR121,
fanden wir bei der Verwendung von ROXS hohere Photo-
stabilitdten als in PBS-Losung. Dariiber hinaus verbessert
sich die Photostabilitit aller Fluorophore bei der gleichzeiti-
gen Verwendung von Reduktions- und Oxidationsmittel ge-
geniiber der Verwendung von entweder nur dem Reduktions-
oder nur dem Oxidationsmittel. In Abwesenheit von Sauer-
stoff werden im Mittel weniger als 1000 Photonen fiir einzelne
ATTO647N-Molekiile gemessen. Mit 1 mm MV oder 1 mm
AA alleine ist die mittlere Photonenzahl immer noch kleiner
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Abbildung 4. Mittlere Photonenzahl pro Molekiil fiir a) die roten Fluo-
rophore Alexa647, MR121, ATTO647N und Cy5 sowie b) die griinen
bzw. gelben Fluorophore Cy3B, ATTO565 und Alexa532. Die Daten
wurden mit TIRF-Mikroskopie aus je mindestens drei Photobleichfil-
men gewonnen. Die Messungen wurden in PBS (schwarze Balken)
oder mit sauerstoffentzogenem PBS mit 1 mm AA (rot), 1 mm MV
(dunkelblau), ROXS (1 mm AA plus 1 mm MV (griin) oder 2 mm TX
plus T mm MV (hellblau)) oder 2 mm TX (magenta) durchgefiihrt.

als 1000. Nach der Zugabe von sowohl MV als auch AA wird
jedoch ein synergetischer Effekt beobachtet, und die Photo-
nenzahl steigt auf (8.40+0.13)x 10°. Dies belegt, dass die
Photostabilitdt von Fluorophoren durch die Beigabe der
richtigen Kombination aus Reduktions- und Oxidationsmittel
stark erh6ht werden kann (z. B. um einen Faktor von tiber 800
bei ATTO647N). Einen dhnlichen Effekt beziiglich der Ver-
ringerung des Blinkens fanden wir auch fiir Fluorophore mit
kiirzerem Wellenldngenbereich, z.B. Cy3B und ATTOS565,
der photostabilisierende Effekt war aber nicht so stark aus-
geprigt (Abbildung 4b). Bisher beschriebene photophysika-
lische Eigenschaften hingen dagegen eher von der Farbstoff-
klasse des Fluorophors ab.'>"*l Bei ROXS scheint die Null-
Null-Energie des niedrigsten elektronischen Ubergangs die
Photostabilitdt zu dominieren. Das konnte mit der Tatsache
zusammenhéngen, dass hoher angeregte elektronische Zu-
stande, die durch kiirzere Anregungswellenldngen bevolkert
werden, alternative Photozerstorungswege eroffnen.

Es ist wichtig, die Verringerung von Blinken und Photo-
bleichen mit den erfolgreichsten und empirisch gefundenen
Konzepten zu vergleichen, die in der Einzelmolekiil-Fluo-
reszenzspektroskopie verwendet werden. Rasnik et al. wiesen
nach, dass TX die Photostabilitidt verbessert und dabei auch
die Dunkelzustinde 16scht, was es von anderen Reduktions-
mitteln wie AA oder Propylgallat abhebt.”) Wir fiihrten
konzentrationsabhingige Messungen durch, um das Blink-
verhalten bei TX, AA und ROXS zu vergleichen (Abbil-
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dung 5). Um die Wechselwirkung mit Aus-Zeiten, die durch
cis-trans-Isomerisierung verursacht sind, zu vermeiden, ver-
wendeten wir fiir diese Messungen das Carborhodamin
ATTOG647N. Wie in Abbildung 5 dargestellt, haben ver-
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Abbildung 5. Abhingigkeit der Lebensdauer 7,4 des Aus-Zustands von
ATTO647N von der Konzentration von Elektronentransferléschern in
sauerstoffbereinigter Lésung. AA (griin), MV (hellblau), TX (magenta),
AA plus MV (dunkelblau) und TX plus MV (rot) wurden als Triplett-
Loscher verwendet.

schiedene Konzentrationen von AA oder MV alleine keinen
signifikanten Einfluss auf die Aus-Zeiten von ATTO647N,
was gemiBl dem ROXS-Modell auch zu erwarten war (Ab-
bildung 2). Mit ROXS dagegen sinkt die Dauer der Aus-
Zeiten bereits bei einer Konzentration von 10 pm deutlich.
Bei einer Konzentration im millimolaren Bereich ldsst sich bis
zu 1 ps hinab kein Aus-Zustand detektieren. Diese Ergeb-
nisse stiitzen ferner die These, dass Radikalionen gebildet
werden, die bei Anwesenheit von Reduktions- und Oxida-
tionsmittel schnell wieder zuriickgefiihrt werden. Es ist all-
gemein akzeptiert, dass TX auch den Triplett-Zustand durch
Elektronentransfer 16scht (siehe z.B. Lit. [22]). Interessan-
terweise kann TX auch die Aus-Zeiten von ATTO647N
(sieche Abbildung 5) und anderen untersuchten Fluorophoren
verkiirzen. Die Effizienz dieser iiberraschenden Fahigkeit ist
jedoch um den Faktor 4 bis 6 geringer als bei ROXS. Es ist
also eine fiinffach hohere Konzentration von TX notwendig,
um das Unterbinden des Blinkens mit gleicher Effizienz zu
erreichen wie bei ROXS. Da die Geschwindigkeit der Dun-
kelzustandsloschung von TX plus MV (rote Datenpunkte in
Abbildung 5) hoher ist als mit TX allein oder mit AA plus
MYV (tatsdchlich ist es die Summe der letzten beiden Ge-
schwindigkeiten), vermuten wir, dass die Loscheigenschaften
bei TX nach einem dhnlichen Mechanismus ablaufen wie bei
ROXS. In Ubereinstimmung damit erhsht TX auch die
Photostabilitdt der meisten Fluorophore (Abbildung 4, rosa
Balken). Eine Kombination mit MV ist in einigen Fillen
ebenfalls erfolgreich (Abbildung 4, hellblaue Balken).

Fiir Anwendungen des ROXS-Konzepts konnte es niitz-
lich sein, anstatt TX eine Kombination aus AA und MV zu
verwenden, da der blinkverringernde Effekt bereits bei
niedrigeren Konzentrationen eintritt, bei einigen Fluoro-
phoren eine hohere Photostabilitét erreicht wird und sowohl
AA als auch MV eine bessere Wasserloslichkeit aufweisen.
Dabei ist es wichtig, dass die Zusétze, insbesondere das giftige
Oxidationsmittel MV, nicht mit der biomolekularen Funkti-
onsweise in Wechselwirkung treten. Wie in jedem anderen
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hochwertigen Experiment muss der Einfluss von ROXS fiir
jede spezifische Anwendung durch entsprechende Kontroll-
experimente abgesichert werden. Das mogliche Immobili-
sieren auf der Oberfldche, der erfolgreiche enzymatische
Sauerstoffentzug sowie das Untersuchen der Dynamik von
Holliday-Junctions,”" die unabhiingig von der MV-Konzen-
tration ist (siche Abbildung S4), zeigen jedoch, dass viele
biologische Funktionen nicht von ROXS in millimolarer
Konzentration beeinflusst werden.

Photozerstorung ist eine der schwerwiegendsten Ein-
schrinkungen moderner Fluoreszenzspektroskopie und
Bildgebungstechniken. Die neuartige ROXS-Strategie weist
klare Vorteile auf: Die Photostabilitdt organischer Fluores-
zenzfarbstoffe unterschiedlicher Klassen kann in wissriger
Umgebung betrichtlich verbessert werden. Gleichzeitig wird
das Blinken deutlich reduziert, was Fluoreszenzspektroskopie
und Bildgebung bei hoheren Fluoreszenzraten iiber lange
Zeiten ermoglicht. Das zugrunde liegende vereinheitlichende
Konzept ist ein neuartiger Ansatz fiir die Vermeidung des
Photobleichens und ein Schritt weg von der rein empirischen
Suche nach photostabilisierenden Rezepten. Das Modell, den
Triplett-Zustand und die oxidierten und reduzierten Zustén-
de schnell zu entvolkern, wird durch Ergebnisse aus der
Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie genauso gestiitzt
wie durch thermodynamische Uberlegungen. Da ROXS eine
Reihe von unterschiedlichen Photozerstorungswegen auf
einmal unterbinden kann, ist die Methode allgemein an-
wendbar und sollte breite Anwendung in moderner Fluores-
zenzspektroskopie und der Fluoreszenzbildgebung finden,
z.B. in Ansidtzen zur Auflosungserhéhung in der Fernfeld-
mikroskopie.”!
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