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Die Fluoreszenzmikroskopie erm�glicht die dreidimensio-
nale Bildgebung von lebenden Zellen und Geweben und ist
aus der biologischen und biomedizinischen Forschung nicht
mehr wegzudenken. Ihr entscheidender Vorteil gegen�ber
anderen bildgebenden Verfahren wie der Elektronenmikro-
skopie liegt in der M�glichkeit, dynamische Prozesse in le-
benden Zellen beobachten zu k�nnen, ein Schwachpunkt
bleibt aber die Begrenzung der r�umlichen Aufl�sung in der
Bildebene auf etwa 200 nm.[1] Um dieses Problem zu umge-
hen, sind in der Vergangenheit unterschiedliche Methoden
zur hochaufl�senden Mikroskopie unterhalb der Beugungs-
grenze entwickelt worden, die photoschaltbare oder photo-
aktivierbare fluoreszierende Proteine oder organische Farb-
stoffe einsetzen.[2] Zurzeit nutzen die meisten hochaufl�sen-
den Methoden das kontrollierte Schalten von Fluoreszenz-
farbstoffen zwischen einem fluoreszierenden („An“-) und
einem nichtfluoreszierenden („Aus“-)Zustand, um die Auf-
l�sung zu erh�hen.[2–10]

Die Anwendung kommerzieller Farbstoffe f�r die hoch-
aufl�sende Mikroskopie war bisher jedoch stark einge-
schr�nkt. Hier stellen wir einen neuen Ansatz vor, der den
Einsatz einer Vielzahl an Fluoreszenzfarbstoffen zur hoch-
aufl�senden Mikroskopie erm�glicht. Wir zeigen, dass die
h�ufig verwendeten Alexa-Fluor- und ATTO-Farbstoffe, die
den gesamten Bereich des sichtbaren elektromagnetischen
Spektrums abdecken, unter �hnlichen Bedingungen reversi-
bel zwischen einem „An“- und einem „Aus“-Zustand ge-
schaltet werden k�nnen. Das von uns entwickelte Prinzip
erfordert lediglich die Zugabe von Thiolen wie b-Mercap-
toethylamin (MEA), Dithiothreitol (DTT) oder Glutathion
(GSH) als Reduktionsmittel, die einen langlebigen nicht-
fluoreszierenden Zustand der Farbstoffe erzeugen. Da ins-
besondere Sauerstoff nicht aus der L�sung entfernt werden
muss und Reduktionsmittel wie Glutathion in mm- bis mm-
Konzentrationen im Zellplasma vorkommen, kann diese
Methode zur hochaufl�senden Mikroskopie in lebenden

Zellen mit nahezu molekularer Aufl�sung (um 20 nm) ein-
gesetzt werden.

Die pr�zise Lokalisierung einzelner Molek�le, verbunden
mit der Photoaktivierung oder dem reversiblen Photoschal-
ten einzelner Fluoreszenzsonden, erm�glicht die Rekon-
struktion hochaufgel�ster Fluoreszenzbilder.[5–15] Photo-
schaltbare Molek�le werden auf diese Weise in verschiedenen
hochaufl�senden Methoden eingesetzt, z.B. f�r PALM
(„photoactivated localization microscopy“),[5] FPALM
(„fluorescence photoactivation localization microscopy“),[6]

STORM („stochastic optical reconstruction microscopy“)[8]

und dSTORM („direct STORM“).[10] Das zugrundeliegende
Prinzip ist �hnlich: Zun�chst wird die zu mikroskopierende
Probe durch Immunfluoreszenz oder durch Coexpression
eines fluoreszierenden Proteins sehr dicht mit einem pho-
toschaltbaren Fluoreszenzfarbstoff markiert. Im n�chsten
Schritt werden nahezu alle Fluorophore ausgeschaltet, und
nur ein sehr kleiner Anteil wird im fluoreszierenden Zustand
belassen. Die Position dieser einzelnen Farbstoffmolek�le
wird durch Anpassen einer Gauß-Funktion an das Fluores-
zenzsignal auf wenige Nanometer genau bestimmt. Die Ge-
nauigkeit der Lokalisierung h�ngt von der Zahl der detek-
tierten Photonen ab, sowie von dem Hintergrundsignal, das
durch Autofluoreszenz oder benachbarte Sonden im „Aus“-
Zustand verursacht wird.[16] Daraus leiten sich die Schl�ssel-
eigenschaften f�r geeignete Photoschalter ab: ein hoher
Kontrast zwischen „An“- und „Aus“-Zustand, ein hoher Ex-
tinktionskoeffizient sowie eine hohe Quantenausbeute im
„An“-Zustand. Durch wiederholtes Anschalten, Lokalisieren
und Ausschalten solcher Photoschalter k�nnen Fluoreszenz-
bilder mit einer Aufl�sung von 20 nm rekonstruiert
werden.[8–10, 12–14]

Im Vergleich zu fluoreszierenden Proteinen zeigen orga-
nische Farbstoffe eine h�here Fluoreszenzausbeute in ihrem
„An“-Zustand – ein entscheidender Vorteil f�r die hochauf-
l�sende Mikroskopie. Dar�ber hinaus ist eine sehr große
Auswahl an organischen Farbstoffen mit unterschiedlichen
spektralen Eigenschaften oder chemischen Modifikationen
kommerziell erh�ltlich. Die Kupplung an Peptide oder Pro-
teine, an DNA- oder RNA-Fragmente sowie Haarnadel-
strukturen oder an kleine organische Molek�le gelingt mit-
hilfe einfacher chemischer Reaktionen. Durch Proteinmar-
kierungstechniken[17, 18] k�nnen organische Farbstoffe spezi-
fisch an Zielproteine in lebenden Zellen gebunden werden.
Aus diesen Gr�nden stellen organische Farbstoffe und Stra-
tegien zur gezielten genetischen Markierung einen vielver-
sprechenden Ansatz f�r die hochaufl�sende Fluoreszenz-
mikroskopie dar.

In der hochaufl�senden Mikroskopie mit organischen
Fluoreszenzfarbstoffen m�ssen die meisten Molek�le in
einen nichtfluoreszierenden „Aus“-Zustand mit einer Fluo-
reszenzquantenausbeute nahe Null gebracht werden. Da-
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durch wird das zeitlich getrennte Auslesen des Fluoreszenz-
signals einzelner Farbstoffmolek�le m�glich, die sich noch im
„An“-Zustand befinden, sowie die anschließende Lokalisie-
rung der einzelnen Emitter. Erreicht werden kann dies, indem
durch lichtinduzierte Prozesse langlebige „Aus“-Zust�nde
erzeugt werden, deren Lebensdauer deutlich l�nger ist als die
der fluoreszierenden „An“-Zust�nde. Beispielsweise wurden
durch UV-Anregung photoaktivierbare Rhodaminamid-De-
rivate[11] oder langlebige Triplettzust�nde in Rhodamin-De-
rivaten[9] zur hochaufl�senden Mikroskopie eingesetzt.
Hierzu wurden die Proben in einer Polyvinylalkohol-Matrix
mit geringem Sauerstoffgehalt eingebettet, um die Lebens-
dauer des Triplettzustands zu verl�ngern. Dar�ber hinaus
mussten sehr hohe Anregungsintensit�ten eingesetzt werden
(> 10 kWcm�2). Auf �hnliche Weise wurde gezeigt, dass
langlebige Radikalanionen von Carbocyanin-Farbstoffen in
der hochaufl�senden Mikroskopie eingesetzt werden
k�nnen.[14] Jedoch bleibt der Einsatz organischer Farbstoffe
eingeschr�nkt, da zur Erzeugung langlebiger „Aus“-Zust�nde
Sauerstoff aus der L�sung entfernt und farbstoffspezifische
Reduktions- und Oxidationsmittel zugef�gt werden m�ssen,
was mit der Mikroskopie in lebenden Zellen nicht vereinbar
ist.[8, 10,14, 19, 20]

In fr�heren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass manche
rot fluoreszierende Farbstoffe in Gegenwart von Sauerstoff
und b-Mercaptoethylamin reversibel zwischen einem fluo-
reszierenden und einem nichtfluoreszierendem Zustand ge-
schaltet werden k�nnen.[12] Da auch die Fluoreszenz der
meisten Rhodamin- oder Oxazin-Farbstoffe sehr effizient
durch St�ße mit Elektronendonoren, beispielsweise Trypto-
phan oder Guanosin, gel�scht werden kann,[21–26] haben wir
eine allgemeine Methode zur hochaufl�senden Mikroskopie
mit kleinen organischen Farbstoffen unter physiologischen
Bedingungen entwickelt.

Mit Ausnahme einiger Carbocyanin-Farbstoffe, z.B. Cy3,
Cy5 und Alexa-Fluor 647, geh�ren nahezu alle kommerziell
erh�ltlichen Fluoreszenzfarbstoffe mit Absorptionsmaxima
zwischen 480 und 700 nm zu den Rhodaminen oder Oxazinen.
Sie teilen somit die gleiche grundlegende Struktur des
Chromophors[27] und weisen �hnliche Redoxeigenschaften
auf.[21, 23, 28] Somit sollte es m�glich sein, die Fluoreszenz-
l�schung von Rhodamin- und Oxazin-Derivaten f�r das re-
versible Photoschalten einzusetzen.

Das Ziel erster Experimente zur Fluoreszenzl�schung von
Alexa-Fluor- und ATTO-Farbstoffen mit verschiedenen
Elektronendonoren war es, ein Reduktionsmittel zu finden,
das den etwas energie�rmeren Triplettzustand l�scht, jedoch
nicht den Singulettzustand. Wir fanden heraus, dass Reduk-
tionsmittel mit Thiolgruppen, wie MEA, DTT und GSH, den
Triplettzustand von Rhodamin- und Oxazin-Derivaten in
w�ssriger L�sung selektiv und in Abh�ngigkeit vom pH-Wert
l�schen. Da die meisten Thiole (RSH) einen pKS(SH)-Wert um
8–9[29–31] besitzen und die reduzierende Spezies das Thiolat-
anion (RS�) ist, weist die Reduktionseffizienz dieser Sub-
stanzen oberhalb von pH 9, ab dem die Thiolgruppe ionisiert
ist, ein Plateau auf. F�r pH> 9 wird zus�tzlich der Singlett-
zustand von ATTO655 gel�scht, und es findet ein Elektro-
nentransfer von den Thiolen statt (Abbildung 1a). Der etwas
energie�rmere Triplettzustand wird bereits bei pH 7–8 durch

RSH/RS� gel�scht. Des Weiteren kommt es zu einer Kon-
kurrenzreaktion der Thiolationen (RS�) mit molekularem
Sauerstoff, der Triplettzust�nde entv�lkert[20] und in w�ssri-
gen L�sungen unter Standardbedingungen in Konzentratio-
nen um 250 mm auftritt.[32] Aus diesen Gr�nden sind der pH-
Wert der L�sung und die Thiolkonzentration wichtige expe-
rimentelle Parameter. F�r die selektive und effiziente L�-
schung des Triplettzustands unter physiologischen Bedin-
gungen (pH 7–8) werden Thiolkonzentrationen von 10–
100 mm ben�tigt (Abbildung S1a).

Die im ersten Reaktionsschritt gebildeten Radikalanio-
nen k�nnen durch molekularen Sauerstoff wieder oxidiert
werden, oder sie reagieren weiter zu stabileren nichtfluores-
zierenden Spezies mit einer Lebensdauer von hunderten von
Millisekunden in Gegenwart von Sauerstoff (Abbildung 1b
und S3a,b). Durch Bestrahlung werden ATTO655-Molek�le
in w�ssriger L�sung mit 100 mm MEA bei pH 9.3 innerhalb
weniger Minuten in einen stabilen „Aus“-Zustand gebracht
(Abbildung 1c, rote Kurve). Die urspr�ngliche Farbe der
L�sung kann durch kurzes Sch�tteln nahezu vollst�ndig
wiederhergestellt werden (Abbildung 1c, gr�ne Kurve). Aus
dieser Beobachtung ziehen wir zwei Schl�sse: 1) Sauerstoff
(oder andere Oxidationsmittel, Abbildung S1b) ist f�r den
�bergang in den „An“-Zustand notwendig und wird w�hrend
der Reaktion in der L�sung verbraucht, 2) der „Aus“-Zu-
stand ist thermisch sehr stabil. Diese Schl�sse werden gest�tzt

Abbildung 1. Prinzip des Photoschaltens am Beispiel von ATTO655.
a) L�schung der Fluoreszenz von ATTO655 in Gegenwart von 100 mm

MEA, GSH und DTT mit zunehmendem pH-Wert (Zugabe von KOH).
Die gr�ne Kurve wurde ohne Zugabe eines Thiols gemessen, in PBS
(pH 7.4) oder 100 mm Kaliumboratpuffer (pH 9.0 und 12.5), und zeigt
eine leichte Abnahme des Fluoreszenzsignals von ATTO655 aufgrund
einer nucleophilen Addition bei h�herem pH-Wert. b) �berg�nge und
Reaktionen beim reversiblen Photoschalten von Alexa-Fluor- und
ATTO-Farbstoffen. Auf die Anregung der Farbstoffmolek�le (kexc) in den
ersten angeregten Singulettzustand S1 wird die Energie entweder durch
Fluoreszenzemission wieder abgegeben (kf ), oder das Molek�l geht in
einen Triplettzustand �ber (kISC). Der Triplettzustand T wird entweder
entv�lkert (kISC’) oder durch RS� zum Radikalanion TC� reduziert (kRED),
das durch molekularen Sauerstoff oxidiert wird (kOX) oder zu anderen
nichtfluoreszierenden Spezies weiterreagiert. c,d) Absorptionsspektren
von ATTO655 in Gegenwart von 100 mm MEA bei pH 9.3 unter Be-
strahlung bei 658 nm mit 140 mWcm�2 (Details siehe Text).
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durch die Beobachtung, dass die farbige L�sung nicht zu-
r�ckgewonnen werden kann, wenn der Sauerstoff in der
L�sung vor der Bestrahlung durch Stickstoff ersetzt wurde
(Abbildung 1d).

Aus diesen Ergebnissen schließen wir, dass das Thiolation
RS� zun�chst mit einem Farbstoffmolek�l im Triplettzustand
reagiert und dabei ein Radikalanion sowie ein Thiylradikal
bildet (T + RS�!TC� + RSC). Diese Thiylradikale reagieren
in w�ssriger L�sung mit Thiolen oder Thiolaten, oder sie di-
merisieren zu Disulfiden oder reagieren mit molekularem
Sauerstoff.[30, 33] Bei diesen Reaktionen k�nnen Superoxid-
radikale sowie Wasserstoffperoxid entstehen. Abh�ngig von
den experimentellen Bedingungen entstehen aus den Farb-
stoff-Radikalanionen durch Folgereaktionen stabile Spezies,
die nicht fluoreszieren. Sowohl die Radikalanionen als auch
Folgeprodukte werden durch molekularen Sauerstoff oxi-
diert, und der fluoreszierende Zustand wird hoch effizient
wiederhergestellt. Da die Bildung von Superoxidradikalen
und Wasserstoffperoxid weniger effizient ist, wird haupt-
s�chlich Sauerstoff aus der L�sung verbraucht. Sowohl die
Oxidation der Thiole als auch der Verbrauch von Sauerstoff
verlaufen leichter bei h�heren pH-Werten und einer h�heren
Konzentration an Thiolationen.[30,33]

Der Mechanismus des reversiblen Schaltens kann mit
einfachen Fluoreszenzexperimenten in einer K�vette studiert
werden. Abbildung 2a zeigt, wie die Fluoreszenzfarbstoffe in

einer L�sung vielfach reversibel zwischen einem „An“- und
einem „Aus“-Zustand geschaltet werden k�nnen, wobei nur
minimale Verluste der gesamten Fluoreszenzintensit�t auf-
treten. F�r diese Experimente wurde eine 10�6

m L�sung von
ATTO655 in Wasser mit 100 mm MEA versetzt und mit

110 mW (entsprechend 140 mWcm�2) bei 658 nm bestrahlt.
Die Geschwindigkeitskonstante f�r die Bildung des „Aus“-
Zustands, koff, kann aus dem nahezu exponentiellen Abfall
der Fluoreszenzintensit�t durch eine monoexponentielle
Anpassung (rote Kurve, Abbildung 2b) bestimmt werden.
Hierbei ist zu beachten, dass die gemessene Abnahme der
Fluoreszenzintensit�t eine �berlagerung der Bildung des
„Aus“-Zustands mit Diffusionsprozessen darstellt und dass
w�hrend der Reaktion Sauerstoff und Wasserstoffperoxid
gebildet werden.

Obgleich diese Nebenreaktionen nur in geringem Maß
ablaufen, tragen sie zum Abklingen der Fluoreszenz bei und
erschweren die Bestimmung der Kinetik, sodass wir nur einen
Teil der Kurve zur Anpassung herangezogen haben. Werden
keine Thiole zugegeben, bleibt die Fluoreszenzintensit�t
hingegen konstant (blaue Kurve in Abbildung 2a,b). Wird die
K�vette ge�ffnet, l�st sich frischer Sauerstoff, und der fluo-
reszierende Zustand kann durch leichtes Sch�tteln innerhalb
von wenigen Sekunden wiederhergestellt werden. Dieses
Photoschalten zwischen einem „An“- und einem „Aus“-Zu-
stand ist in hohem Maße reversibel (Abbildung 2b): Mehr als
95% der Farbstoffmolek�le k�nnen nach zehn Schaltzyklen
noch in ihren fluoreszierenden Zustand gebracht werden.
Diese Tatsache belegt, dass so reaktive Verbindungen wie
Superoxidradikale und Wasserstoffperoxid selbst in Ensem-
bleexperimenten nur in niedrigen Konzentrationen gebildet
werden.

Wie f�r einen lichtinduzierten Prozess zu erwarten, wird
die Bildung der Radikalanionen und der Folgeprodukte bei
ausreichender Konzentration an RS� haupts�chlich durch die
Bestrahlungsintensit�t bestimmt. In Gegenwart von 100 mm

MEA bei pH 9.3 h�ngt die Bildungsgeschwindigkeit des
„Aus“-Zustands im Bereich von 6–140 mWcm�2 linear mit
der Bestrahlungsintensit�t zusammen (Abbildung 2c). Dar-
�ber hinaus steigt koff f�r ATTO655 in Gegenwart von 100 mm

MEA, DTT und GSH drastisch mit steigendem pH-Wert
(Abbildung 2d). Hierbei wurde der Bereich pH> 10.2 nicht
mehr ber�cksichtigt, da ATTO655 und einige andere Fluo-
reszenzfarbstoffe – vermutlich durch eine nucleophile Addi-
tion von OH� – irreversibel zerst�rt werden (auch zu sehen an
der fallenden Fluoreszenzintensit�t von ATTO655 in Abwe-
senheit von RS� bei pH> 10, Abbildung 1a). Um eine
schnelle Bildung von Radikalanionen in Ensembleexperi-
menten zu erreichen, wurden diese bei pH 9.3 ausgef�hrt
(Abbildung 1c und Abbildung 1d). W�hrend Verbindungen
mit einer Thiolgruppe, wie MEA und GSH, eine nahezu li-
neare Abh�ngigkeit f�r koff vom pH-Wert zeigen, beobachten
wir f�r DTT einen komplizierteren Zusammenhang (Abbil-
dung 2d). Auf diese Weise l�sst sich �ber den pH-Wert der
L�sung elegant die Lebensdauer des „An“-Zustands der
Farbstoffe einstellen. Die Lebensdauer des „Aus“-Zustands
ist abh�ngig von den Redoxeigenschaften des Farbstoffs, der
Sauerstoffkonzentration und der Zug�nglichkeit des Farb-
stoffmolek�ls f�r Sauerstoff.

Die einfache Steuerung des reversiblen Schaltprozesses
von kleinen organischen Farbstoffen mithilfe von Thiolen in
w�ssriger L�sung nutzten wir in der hochaufl�senden Mi-
kroskopie des Cytoskeletts fixierter Zellen. Exemplarisch
haben wir acht solche Fluoreszenzfarbstoffe ausgew�hlt

Abbildung 2. Photoschalten von ATTO655. a) Bestrahlung von
ATTO655 bei 658 nm mit 140 mWcm�2 in Gegenwart (schwarz) und
Abwesenheit (blau) von 100 mm MEA bei pH 7.4. Das Fluoreszenz-
signal wurde durch leichtes Sch�tteln der L�sung wiederhergestellt.
b) Die Abnahme des Fluoreszenzsignals kann in einem großen Bereich
mit einer monoexponentiellen Funktion angen�hert werden, um koff zu
bestimmen. c) koff h�ngt im Bereich von 6 bis 140 mWcm�2 linear von
der Anregungsintensit�t ab (100 mm MEA, pH 9.3). d) Zusammen-
hang von koff mit dem pH-Wert f�r MEA, GSH und DTT (140 mWcm�2,
658 nm).
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(Abbildung 3). F�r die Immunfluoreszenzmikroskopie des
Mikrotubulin-Netzwerks von COS-7-Zellen wurden diese
zun�chst mit einem Prim�rantik�rper und anschließend mit
einem farbstoffmarkierten Sekund�rantik�rper behandelt.
Sekund�rantik�rper mit jeweils 3–6 Molek�len der Farbstoffe
Alexa-Fluor 488, Alexa-Fluor 532 und Alexa-Fluor 568 sind
kommerziell erh�ltlich. Die Farbstoffe ATTO520, ATTO565,
ATTO590, ATTO655 und ATTO700 wurden an Fab-Frag-
mente gekuppelt, wobei ein Markierungsgrad von 1 bis 2 er-
reicht wurde. Die Fluoreszenzbilder wurden mit Totalrefle-
xionsfluoreszenzmikroskopie aufgenommen. Entsprechend
den Absorptionsmaxima der Farbstoffe wurden diese ange-
regt mit den Wellenl�ngen 488 nm (Alexa-Fluor 488), 514 nm
(ATTO520 und Alexa-Fluor 532), 568 nm (ATTO565,
ATTO590, und Alexa-Fluor 568) und 647 nm (ATTO655 und
ATTO700). Die gleichen Sekund�rantik�rper k�nnen prin-
zipiell auch f�r die Markierung jeder anderen zellul�ren
Struktur eingesetzt werden (Abbildung S2).

Die Anregungsintensit�t wurde so gew�hlt, dass die Le-
bensdauer des „Aus“-Zustands wesentlich l�nger ist als die
des „An“-Zustands (Abbildung S3a,b), um sicherzustellen,
dass nur ein kleiner Anteil der Farbstoffmolek�le aktiviert ist.
Die Punktabbildungsfunktionen jedes dieser Farbstoffmole-
k�le wurde mit einer Gauß-Funktion angen�hert; somit
wurde die Position des Molek�ls mit hoher Genauigkeit be-
stimmt. Nach mehreren tausend Positionsbestimmungen
wurden aus den einzelnen Koordinaten hochaufgel�ste Bilder

rekonstruiert (Abbildung 3d), die eine deutlich bessere
r�umliche Aufl�sung zeigen als in Abbildung 3c. Um eine
optische Aufl�sung von ungef�hr 20 nm zu erhalten, wurden
zwischen 10000 und 20 000 Einzelbilder mit einer Frequenz
von 10 bis 33 Hz aufgenommen (Abbildung S3c). H�here
Aufnahmefrequenzen k�nnen mit schnellen EMCCD-Ka-
meras und h�herer Anregungsintensit�t erzielt werden.
Unter den gew�hlten experimentellen Bedingungen wurde
f�r alle Fluorophore eine Fluoreszenzz�hlrate von 10–30 kHz
erhalten. Mit einem Signal von 500 bis 3000 Photonen wurden
die Fluorophore lokalisiert; die theoretische erwartete Ge-
nauigkeit liegt hierbei bei 5 bis 15 nm.[16]

An dieser Stelle muss erw�hnt werden, dass die erreich-
bare Aufl�sung nicht nur durch die Zahl der detektierten
Photonen und die mechanische Stabilit�t des Mikroskops
bestimmt ist, sondern auch durch die Markierungsdichte.
Gem�ß dem Nyquist-Shannon-Theorem[34] muss der Abstand
zweier lokalisierter Molek�le mindestens halb so groß sein
wie die gew�nschte Aufl�sung. Um also eine optische Auf-
l�sung von 20 nm zu erreichen, m�ssen die farbstoffmar-
kierten Antik�rper in einem Abstand von h�chstens 10 nm an
der Zielstruktur binden, was durch die Gr�ße von etwa 7 nm
f�r einen IgG-Antik�rper erschwert wird. Ferner ist zu be-
r�cksichtigen, dass bei der Immunfluoreszenz h�ufig ein
Prim�r- und ein Sekund�rantik�rper eingesetzt werden. In
diesem Zusammenhang ist der Einsatz der kleineren fluo-
reszierenden Proteine von Vorteil, da h�here Markierungs-

Abbildung 3. Hochaufl�sende Fluoreszenzaufnahmen des Cytoskeletts eukaryotischer Zellen nach dem dSTORM-Prinzip[10] f�r acht Alexa-Fluor-
und ATTO-Farbstoffe aus dem gesamten sichtbaren Spektrum. a,b) Emissionsmaxima und Strukturformeln von Alexa-Fluor 488, ATTO520, Alexa-
Fluor 532, ATTO565, Alexa-Fluor 568, ATTO590, ATTO655 und ATTO700 ([*] Strukturformel nicht verf�gbar). c) Immunfluoreszenzaufnahmen
(TIRF-Mikroskopie) der Mikrotubuli von COS-7-Zellen (Maßstab 2 mm) und d) rekonstruierte Bilder mit h�herer Aufl�sung. Die Experimente
wurden in PBS mit 10–200 mm MEA ausgef�hrt, die Aufnahmefrequenz betrug 10–20 Hz, und die Anregungsintensit�ten lagen bei 1–4 kWcm�2

(angepasst f�r die unterschiedlichen Extinktionskoeffizienten der Fluoreszenzfarbstoffe bei den jeweiligen Anregungswellenl�ngen). Alexa-
Fluor 488: 488 nm, 3 kWcm�2, 100 mm MEA; ATTO520: 514 nm, 3 kWcm�2, 100 mm MEA; Alexa-Fluor 532: 514 nm, 1.5 kWcm�2, 100 mm MEA;
ATTO565: 568 nm, 1.5 kWcm�2, 100 mm MEA; Alexa-Fluor 568: 568 nm, 1.5 kWcm�2, 100 mm MEA; ATTO590: 568 nm, 4 kWcm�2, 200 mm

MEA; ATTO655: 647 nm, 1.5 kWcm�2, 10 mm MEA; ATTO700: 647 nm, 4 kWcm�2, 100 mm MEA.
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dichten erreicht werden k�nnen. Allerdings sind fluoreszie-
rende Proteine in der Regel weniger photostabil als organi-
sche Farbstoffe. Auch ist nicht auszuschließen, dass die
Kupplung mit einem fluoreszierenden Protein (z. B. GFP, mit
einem Molekulargewicht von 27 kDa) durchaus die Funktion
des Zielproteins beeinflussen kann. In dieser Hinsicht bieten
kleine organische Farbstoffe mehr Variabilit�t.

Wie in Abbildung 2 d gezeigt, ist die hochaufl�sende Mi-
kroskopie mit kleinen organischen Farbstoffen nicht auf das
Reduktionsmittel MEA beschr�nkt, es k�nnen auch andere
Thiole wie GSH in physiologischer Umgebung eingesetzt
werden. Das Tripeptid GSH ist ein niedermolekulares Anti-
oxidans, das in eukaryotischen Zellen weit verbreitet ist und
in diesen eine Schutzfunktion �bernimmt. Die Thiolgruppen
von GSH liegen in reduzierter Form und in millimolarer
Konzentration vor.[35] Aufgrund dieser Tatsache untersuchten
wir die hochaufl�sende Mikroskopie in lebenden Zellen mit
ATTO655, ATTO680, ATTO700 und ATTO520 (Abbil-
dung 4 und S4). Diese organischen Farbstoffe wurden ge-

w�hlt, weil sie leicht reduzierbar sind, sodass niedrige milli-
molare Konzentrationen an Thiolen bereits ausreichen, um
sie in den langlebigen „Aus“-Zustand zu versetzen.

Die In-situ-Hybridisierung von RNA ist eine g�ngige
Methode zur Lokalisierung von RNA-Molek�len in fixierten
Zellen, jedoch gibt es einen großen Bedarf f�r die Visuali-

sierung von RNA in lebenden Zellen, um zu pr�fen, ob das
Verteilungsmuster der RNA in fixierten Zellen auch die Si-
tuation in lebenden Zellen widerspiegelt. Die Behandlung
von Zellen bei der Fixierung kann nicht nur Muster st�ren,
sondern auch die Morphologie der Zelle ver�ndern.[36, 37]

Um RNA in lebenden Zellen zu detektieren, wird eine
komplement�re Oligonucleotidsequenz mit einem Farbstoff-
molek�l markiert. In unseren Experimenten wurden A549-
Zellen mit Oligo-dT (43-mer) transfiziert, und nach mehrfa-
chem Waschen im Zellkulturmedium wurden Fluoreszenz-
bilder aufgenommen (Abbildung 4). Da Oligo-dT-Sequenzen
an Poly-A-Sequenzen der RNA binden, gelingt es mithilfe
von markierten Oligo-dT-Sequenzen, die RNA durch Fluo-
reszenzmikroskopie zu lokalisieren und ihre Mobilit�t zu
messen. Nach erfolgreicher Transfektion der Zellen mit den
markierten Oligo-dT-Sequenzen ist bei sehr niedrigen Anre-
gungsintensit�ten (um 0.1 kWcm�2) das Fluoreszenzsignal
gleichm�ßig �ber den Zellkern verteilt. Wird die Anre-
gungsleistung auf 1.5 kWcm�2 erh�ht, so werden die meisten
Farbstoffmolek�le �ber eine Reduktion des Triplettzustands
durch GSH ausgeschaltet. Ferner beobachten wir das rever-
sible An- und Ausschalten einzelner Farbstoffmolek�le in der
Zelle, sodass auf diese Weise eine Untersuchung der mRNA
in lebenden Zellen mit hochaufl�sender Mikroskopie m�g-
lich ist. Das hochaufgel�ste Fluoreszenzbild zeigt einige Si-
gnale und Cluster im Kern, die f�r die Dauer der Messung
(ca. 500 s) unbeweglich erscheinen. Das Vorliegen immobiler
RNA im Kern ist auf die Bindung zu Kernproteinen zu-
r�ckzuf�hren oder auf Wechselwirkung mit anderen Hin-
dernissen.[38,39] Dar�ber hinaus berichten einige Arbeiten,
dass Oligo-dT-Sequenzen zumindest kurzzeitig mit „nuclear
speckle domains“[36, 37] oder unbeweglichen Elementen der
Transkriptions-, Spleiß- oder Polyadenylierungsmaschinerie
wechselwirken.[40]

Unsere Ergebnisse stellen ein universelles Rezept dar, um
kommerziell erh�ltliche organische Farbstoffe zur hochauf-
l�senden Mikroskopie in Zellen einzusetzen. Dieses Konzept
ist �bertragbar auf alle g�ngigen Rhodamin- und Oxazin-
farbstoffe im sichtbaren Spektrum. Der zugrundeliegende
Mechanismus ist ein effizienter �bergang zwischen einem
fluoreszierenden und einem nichtfluoreszierenden Zustand
der Farbstoffmolek�le in Gegenwart millimolarer Konzen-
trationen von Thiolen. Die Lebensdauer des „An“-Zustands
kann durch die Anregungsintensit�t gesteuert werden. Dabei
muss sichergestellt sein, dass die Konzentration des reduzie-
renden Thiolats ausreicht, um den Triplettzustand zu entv�l-
kern und �ber die Bildung eines Radikalanions und weitere
Reaktionsschritte einen stabilen „Aus“-Zustand zu erhalten.

Die Lebensdauer des „Aus“-Zustands, d. h. die ben�tigte
Zeit, um die reduzierte Spezies durch Sauerstoff zu oxidieren
und somit zum Singulettzustand zur�ckzukehren, h�ngt
direkt von der Sauerstoffkonzentration ab. Die durch-
schnittliche Lebensdauer des „Aus“-Zustands kann weiter
verringert werden, indem Antik�rper mit h�herem Markie-
rungsgrad eingesetzt werden. In diesem Fall ist der „Aus“-
Zustand eines Antik�rpers statistisch durch der Zahl der an
diesen gekuppelten Farbstoffmolek�le bestimmt. Um eine
schnellere Bildaufnahme zu erreichen, k�nnen h�here Be-
strahlungsintensit�ten eingesetzt werden, sodass die Lebens-

Abbildung 4. Hochaufl�sende Fluoreszenzaufnahme von mRNA in le-
benden A549-Zellen durch Zugabe von Oligo-dT (43-mer), markiert
mit ATTO655. a) Die Fluoreszenzaufnahme (TIRF-Mikroskopie) des
Zellkerns einer lebenden A549-Zelle zeigt ein gleichm�ßiges Fluores-
zenzsignal der markierten Oligonucleotide. b) Rekonstruiertes Fluores-
zenzbild mit h�herer Aufl�sung aus einer Messung bei 647 nm mit
1.5 kWcm�2 und einer Aufnahmefrequenz von 20 Hz. c) Das Fluores-
zenzsignal eines einzelnen Punkts aus dem vergr�ßerten Ausschnitt in
(b) setzt sich vermutlich aus mehreren Farbstoffmolek�len zusammen.
Die zeitliche Ver�nderung des Fluoreszenzsignals demonstriert, dass
ATTO655 und andere organische Farbstoffe (Abbildung S3) als reversi-
ble Photoschalter in lebenden Zellen eingesetzt werden k�nnen.
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dauern von „An“- und „Aus“-Zustand verk�rzt werden.
Hierbei muss beachtet werden, dass zu hohe Intensit�ten zu
Sch�den an Zellen f�hren k�nnen.

Obgleich der pH-Wert und die GSH-Konzentration in
unterschiedlichen Zelltypen und Zellstadien stark variieren,
ist das vorgestellte Konzept f�r Experimente in lebenden
Zellen mit ausgew�hlten Farbstoffen geeignet (z. B.
ATTO520, ATTO655, ATTO680 und ATTO700; Abbil-
dung 4, S3 und S4). Besonders erw�hnenswert ist, dass ge-
eignete Farbstoffe f�r Lebendzellexperimente durch Mes-
sungen in K�vetten gefunden werden k�nnen. Die Einfach-
heit dieser Methode und der Einsatz kleiner organischer
Farbstoffe er�ffnen der hochaufl�senden Mikroskopie mit
mehreren Farben damit v�llig neue Bereiche. Dar�ber hinaus
bietet sich dieser Ansatz, in Verbindung mit spezifischen
Markierungstechniken f�r kleine organische Farbstoffe, als
vielversprechende Methode f�r die zuk�nftige hochaufl�-
sende Mikroskopie und hochpr�zise Colokalisationsmikro-
skopie an.

Eingegangen am 17. April 2009,
ver�nderte Fassung am 29. Mai 2009
Online ver�ffentlicht am 7. August 2009
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