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Abstract: Entgegen der �blichen Annahme aufgrund von
Photozerstçrungswegen durch hçher angeregte Zust�nde
zeigen wir, dass eine weitere Verbesserung der Photostabilit�t
mit diffusionsbasierten Photostabilisierungsstrategieren mçg-
lich ist. Einzelmolek�l-Fluoreszenzspektroskopie offenbart,
dass Thiolationen effektiv Triplett-Zust�nde durch photoin-
duzierten Elektronentransfer lçschen. Dabei entsteht selten ein
Radikalanion, sondern der Farbstoff kehrt durch einen nahezu
instantan erfolgenden Elektronen-R�cktransfer (Zwillings-
rekombination) effizient in den Grundzustand zur�ck. F�r
gewçhnlich verwendete Reduktionmittel wie Ascorbins�ure
oder Trolox wird hingegen keine Zwillingsrekombination be-
obachtet. Der Mechanismus vermeidet die Bildung von Radi-
kalkationen und verbessert die Photostabilit�t von Fluoro-
phoren. Wir zeigen, dass eine Kombination aus b-Mercapto-
ethanol und klassischem reduzierenden und oxidierenden
System f�r einige Farbstoffe die besten Resultate liefert.

In den letzten Jahren wurden bedeutende Fortschritte beim
Verst�ndnis von Einzelmolek�l-Photoblinken und -Bleichen
erzielt, woraus sich eine Gruppe von Rezepturen sowohl f�r
Einzelmolek�lmessungen als auch f�r Superauflçsungsmi-
kroskopie entwickelt hat.[1] Konzepte zur Stabilisierung der
Fluoreszenzintensit�t und Photostabilit�t von organischen
Farbstoffen beinhalten �blicherweise Sauerstoffentzug durch
eines von mehreren enzymatischen Sauerstoffentzugssyste-
men[2] und die Entvçlkerung verschiedener reaktiver Zwi-
schenprodukte, wie Triplett- und Radikalionen-Zust�nde.
Triplett-Zust�nde werden zum Beispiel durch Cyclooctatet-
raen entvçlkert oder durch Elektronentransferreaktionen mit
Oxidationsmitteln wie Methylviologen (MV), Nitrobenzylal-
kohol oder Troloxchinon (TXQ), und Reduktionmitteln wie
Trolox (TX) und Ascorbins�ure (AA). Nach dem ROXS-
Prinzip[3] werden durch Photoionisierung oder (Triplett)-
Oxidation gebildete Radikalkationen durch Reduktionsmit-
tel wieder in den Grundzustand zur�ckgef�hrt. Alternativ
werden von reduzierenden Photostabilisatoren verursachte

Radikalanionen durch Oxidationsmittel aus der Lçsung
wieder in den Grundzustand �berf�hrt (Abbildung 1).[3a, 4]

W�hrend solche Photoschutzrezepturen die Photostabili-
t�t f�r manche Fluoreszenzfarbstoffe bis zu 5000-fach erhç-
hen und mehr als 108 Photonen von einzelnen Molek�len
unter biologisch relevanten Bedingungen emittiert werden
kçnnen,[5] wird die Photostabilit�t f�r andere Farbstoffe we-
niger verbessert, insbesondere f�r solche die unterhalb von
600 nm angeregt werden.[3a, 6] Es wurde vorgeschlagen, dass
die Anregung mit Licht k�rzerer Wellenl�ngen mit Photo-
zerstçrungswegen �ber hçher angeregte Zust�nde einher-
geht, die nicht mit den diffusionsbegrenzten Schutzmecha-
nismen �blicher Photostabilisierungsrezepturen blockiert
werden kçnnen.[5, 7] Aber selbst wenn die Absorption zu hçher
angeregten Singulett-Zust�nden der erste Schritt auf dem
Weg zum Photobleichen ist, kçnnte die Ereigniskette dorthin
immer noch l�ngerlebige Zust�nde beinhalten, die mit pas-
senden Zusatzreagentien entvçlkert werden kçnnen.[8]

Wir stellen hier die Reduktion mit effizientem Elektro-
nen-R�cktransfer (Zwillingsrekombination, ZR) als einen
Photoschutzmechanismus vor, der die Photostabilit�t von
Farbstoffe im Wellenl�ngenbereich unter 600 nm deutlich
verbessert. Unsere Messungen deuten darauf hin, dass die
erhçhte Photobleichtendenz bei k�rzeren Wellenl�ngen mit
photooxidierten Zust�nden zusammenh�ngt, die durch ZR
vermieden werden. Dazu wird lediglich eine einzige alipha-

Abbildung 1. Photophysikalisches Modell organischer Farbstoffe in An-
wesenheit von Reduktions- und Oxidationsmitteln. Der Farbstoff wird
wiederholt vom Grundzustand S0 in den ersten angeregten Singulett-
Zustand S1 angeregt (kex) und kann zu S0 unter Emission eines Pho-
tons zur�ckkehren. Gelegentlich verursacht das Intersystem Crossing
(kISC) einen �bergang des Farbstoff in den Triplett-Zustand T1. Von hier
konkurrieren mehrere Wege zur R�ckkehr nach S0 (kt) mit der Redukti-
on zu einem Radikalanion-Zustand A� (kred, rot), von wo der Farbstoff
nach S0 reoxidiert wird (kox’, blau). Diese Elektronentransferreaktionen
kçnnen auch in umgekehrter Reihenfolge ablaufen. Photobleichen
(graue Pfeile) tritt haupts�chlich von Zust�nden mit langer Lebens-
dauer und hçher angeregten Zust�nden (Sn) auf.
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tische Thiolverbindung bençtigt. Diesen Mechanismus leiten
wir aus Messungen an einzelnen Farbstoffmolek�len ab, die
mithilfe von Oligonukleotiden auf einer BSA/Biotin/Neutra-
vidin-Oberfl�che immobilisiert sind.

Aliphatische Thiole, wie b-Mercaptoethanol (ME) oder
b-Mercaptoethylamin, zeigen Photoschutzwirkung, ohne
dabei Fluoreszenz zu lçschen (siehe Lit. [9], zit. Lit.), und
werden daher seit vielen Jahren in der Fluoreszenzmikro-
skopie verwendet. Ihnen werden viele n�tzliche Eigenschaf-
ten, wie antioxidative Eigenschaften, Triplett-Lçschung,
Sauerstoffentzug und Entfernen reaktiver Sauerstoffspezies
zugeschrieben.[4,9b,10] Seit kurzem werden sie auch bevorzugt
in der Superauflçsungsmikroskopie verwendet, da einzelne
Fluoreszenzfarbstoffe in Anwesenheit von Thiolen durch
UV- und sichtbares Licht reversibel an- bzw. ausgeschaltet
werden kçnnen.[11] Obwohl Thiole h�ufig als Photostabilisa-
toren eingesetzt werden, wurden sie noch nicht im Kontext
aktueller Photostabilisierungsstrategien, die sich auf die
Entvçlkerung reaktiver Zwischenprodukte fokussieren, un-
tersucht.

F�r unter 600 nm absorbierende Farbstoffe wie Atto532,
Alexa532 oder Alexa568 ist die nicht zufriedenstellende
Fluoreszenz durch ein Bild einzelner Molek�le und eine In-
tensit�tsspur in Abbildung 2 a veranschaulicht. Alexa568
fluoresziert zwar in Gegenwart von Reduktions- und Oxida-
tionsmitteln (2 mm Mischung aus TX/TXQ;[3b] enzymatischer
Sauerstoffentzug bei allen Messungen) kontinuierlich ohne
zu Blinken, aber bleicht schnell.

Wird ME anstelle der gewçhnlichen ROXS-Reagentien
verwendet, wird eine deutlich erhçhte Photostabilit�t in
Kombination mit h�ufigem Blinken beobachtet (Abbil-
dung 2b, Abbildungen S1 b–d zeigen Fluoreszenzspuren mit
zunehmender ME-Konzentration). Dieses Blinken im Milli-
sekundenbereich tritt auch auf, wenn ein klassisches Reduk-
tionsmittel wie AA eingesetzt wird. Quantitativ erscheint das
Blinken allerdings sehr unterschiedlich (vergleiche Bilder
und Spuren in Abbildung 2b,c) und zudem ist die Photosta-
bilit�t mit ME deutlich hçher als mit AA. Da ME ein Re-
duktionsmittel ist, ordnen wir die Fluoreszenzunterbrechun-
gen (Dunkelzust�nde) Radikalanionen zu, die durch eine
photoinduzierte Reduktion des Triplett-Zustands gebildet
werden.[12] Das Verschwinden der Aus-Zust�nde in Gegen-
wart von Oxidationsmitteln (TX/TXQ-Mischung, Abbil-
dung 2d)[3b] st�tzt diese Interpretation. Eine solche Kombi-
nation eines Thiols mit ROXS-Reagentien optimiert Einzel-
molek�l-Fluoreszenzmessungen, da das Blinken minimiert
wird, aber eine hohe Photostabilit�t erhalten bleibt.

Die Daten werfen die Frage auf, wie sich der Wirkme-
chanismus der Thiolverbindung von dem der klassischen
Reduktionsmittel AA oder TX, die �blicherweise in ROXS-
Rezepturen verwendet werden, unterscheidet.[3a,b] Daher
analysieren wir die Intensit�tsfluktuationen im Detail. Eine
Autokorrelations(AC)-Analyse (Abbildung 2 b, Abbildung
S2; siehe die Hintergrundinformationen f�r Details der AC-
Analyse) offenbart Intensit�tsfluktuationen auf zwei Zeit-
skalen in Gegenwart von Thiolen. Die kurze Komponente
ordnen wir dem Triplett-Zustand zu, der mit zunehmender
ME-Konzentration schneller entvçlkert wird (Abbil-
dung S1b–d). Interessanterweise nimmt dabei die Photosta-

bilit�t immer weiter zu. Das Blinken aufgrund der Bildung
von Radikalanionen (lange Komponente der AC) erscheint
hingegen unabh�ngig von der ME-Konzentration. Ausgehend
von einem biexponentiellen Abfall der AC-Funktion be-
rechnen wir die �bergangsraten und die Zahl der detektier-
ten Photonen, bevor der Farbstoff in einen Triplett- (NT) oder
Radikal-Zustand (Non) �bergeht. Die Triplett-Lebensdauern
tT verschiedener Farbstoffe, einschließlich Atto532, Alexa568
und Atto647N, nehmen gleichermaßen ab (Abbildung 3a).
Ein analoger Effekt der Triplett-Entvçlkerung wird erreicht,
wenn statt der ME-Konzentration der pH-Wert erhçht wird
(Abbildung S3), was darauf hindeutet, dass das Thiolatanion
die aktive Spezies ist (in �bereinstimmung mit Lit. [13]).

�blicherweise nimmt Non mit zunehmender Reduktions-
mittelkonzentration ab, weil die Reduktion mit direkten
Tripett-Singulett-�berg�ngen (kt) konkurriert und bei hçhe-
ren Konzentrationen auch Singulett-Lçschung einsetzt.[12] Bei
Atto647N und Alexa568 nimmt Non aber �berraschender-
weise mit der Thiolkonzentration zu (Abbildung 3b). Im Fall
von Atto532 wird Non zwar leicht reduziert, aber deutlich
weniger, als vom ROXS-Konzept und der effizienten Triplett-
Lçschung in Abbildung 3 a zu erwarten w�re. Dieser Unter-
schied im Einfluss von Thiolen auf die Photophysik vergli-
chen mit dem �blichen Reduktionsmittel AA l�sst sich leicht
mit konfokalen Scans immobilisierter Alexa568-Molek�le

Abbildung 2. Konfokale Bilder (1.2 � 1.7 mm2, 2 mspx�1, 50 nm px�1,
Farbskala 0–150 Photonenpx�1), 1 s Ausschnitte aus Fluoreszenzspu-
ren in Abwesenheit von Sauerstoff und AC-Funktionen (rechts, Offset
abgezogen G’(t) = G(t)�1) mit biexponentieller Anpassung (blau, rot)
f�r Alexa568-Molek�le. a) Im ROXS Puffer (TX/TXQ) emittiert das Mo-
lek�l stabil, aber bleicht schnell. Es kann keine signifikante AC-Ampli-
tude beobachtet werden. b) ME verursacht Blinken des Farbstoffs, wel-
ches im Scan und in der Spur sichtbar ist. Die AC-Analyse offenbart
Intensit�tsfluktuationen auf zwei Zeitskalen: schnelle Triplett-Dynamik
und Dynamik im ms-Bereich (Redox-Blinken). c) Das Reduktionsmittel
AA ruft ebenfalls Blinken hervor, aber die Anzahl detektierter Photonen
vor dem Blinken ist stark reduziert im Vergleich zu (b). d) Das beste
Resultat wird mit einer Kombination aus ROXS und ME erreicht,
womit das Fluorophor ohne signifikant zu blinken emittiert und l�nger
lebt als ohne ME.
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demonstrieren (Abbildung S4). Weil eine Zunahme der AA-
Konzentration die Bildung von Dunkelzust�nden immens
beschleunigt (reduzierte Non), sind die Molek�le in Abwe-
senheit von Sauerstoff kaum zu detektieren. Stattdessen
verbessert eine Zunahme der ME-Konzentration die Sicht-
barkeit der Molek�le, weil sich diese seltener in einem
Dunkelzustand befinden. Daraufhin quantifizieren wir den
Effekt der AA-Konzentration auf Non in Anwesenheit von
1% ME f�r die Farbstoffe Atto647N und Alexa568. Abbil-
dung 3c zeigt, dass Non f�r niedrige AA-Konzentrationen
konstant bleibt und nur beeinflusst wird, wenn die Konzen-
tration hoch genug ist, damit AA mit dem vorhandenen
Thiolat um die Triplett-Lçschung konkurrieren kann. Die
k�rzere Triplett-Lebensdauer von Alexa568 im Vergleich zu
Atto647N (Abbildung 3a) erkl�rt, warum die Abnahme von
Non bei Atto647N schon bei niedrigeren Konzentrationen
einsetzt. Des Weiteren stellen wir fest, dass NT f�r Atto647N
konstant bleibt, w�hrend Non reduziert wird (Abbildung S5).
Dies st�tzt die Annahme, dass die Reduktion vom T1- und
nicht vom S1-Zustand stattfindet.

Aus all diesen Informationen schließen wir, dass Thiolat-
ionen tats�chlich Triplett-Lçscher sind. Allerdings wirken sie,
im Gegensatz zu AA oder TX, nicht nur einfach als Reduk-
tionmittel, sondern sie kçnnen einen zus�tzlichen Triplett-
Lçschmechanismus hervorrufen. Unsere Ergebnisse sind im
Einklang mit einem Mechanismus, bei dem die Reduktion
gefolgt von ZR mit der Reduktion gefolgt vom Verlassen des

Lçsungsmittelk�figs konkurriert (Abbildung 3d), was auch
f�r Alkylsulfide beobachtet wurde.[14] F�r diesen Mechanis-
mus wird eine schwache Abh�ngigkeit von Non von der
Thiolatkonzentration erwartet. In erster N�herung sollte Non,
ebenso wie die ZR-Ausbeute (Fzr, der Anteil der ZR-Ereig-
nisse bezogen auf alle Thiolatreduktionen einschließlich ZR
und Entkommen der Radikale), unabh�ngig von der Thio-
latkonzentration sein. Beachtet man zus�tzlich die intrinsi-
sche Rate kt, die mit der Thiolatreaktion konkurriert, sollte
Non mit zunehmender Thiolatkonzentration etwas abnehmen.
Andererseits zeigen Farbstoffe oft auch ohne redoxaktiven
Reagentien ein Blinken, das langsamer als Triplett-Blinken ist
und durch Photooxidation oder durch Reduktion durch re-
doxaktive Gruppen in der unmittelbaren Umgebung des
Farbstoffs verursacht werden kann (z.B. durch Guanosin in
der zur Immobilisierung verwendeten DNA oder durch
Wechselwirkung mit der BSA-beschichteten Oberfl�che).[3a,4]

Da solche Einfl�sse mit zunehmender Thiolatkonzentration
verringert sind, kann Non auch etwas ansteigen.

Ein Vergleich der Zahl detektierter Photonen vor �ber-
g�ngen in den Triplett-Zustand zur Zahl der Photonen vor
�berg�ngen in den Radikal-Zustand (Fzr = 1�NT/Non) zeigt,
dass die Ausbeute Fzr f�r alle untersuchten Farbstoffe bei
etwa 99 % liegt. Die �hnlichkeit der Ausbeuten ist plausibel,
da das gebildete Thiyl-Radikal ungeladen ist und die Farb-
stoffe eine vergleichbare Grçße haben. Wie f�r einen ZR-
Mechanismus erwartet, nimmt Fzr f�r Atto647N mit zuneh-
mender Viskosit�t von 99.0 auf fast 99.5% zu (Abbildung S6).
Je hçher die Viskosit�t ist, desto niedriger wird die Wahr-
scheinlichkeit, dass die Produkte der anf�nglichen Reduktion
den Lçsungsmittelk�fig verlassen kçnnen. Die Zunahme um
0.5% bedeutet eine Verdopplung der Zahl detektierter
Photonen, bevor ein Radikalion entsteht. Die Tatsache, dass
die Aus-Zeiten mit zunehmender Thiolatkonzentration nicht
abnehmen (Abbildung S7), best�tigt unsere Interpretation
eines Zwillingsrekombinations(ZR)-ROXS-Mechanismus
anstatt eines Zweikomponenten(tc)-ROXS-Mechanismus.[3b]

Der leichte Anstieg der Aus-Zeiten ist im Einklang mit der
berichteten Sauerstoffentzug-Eigenschaft von Thiolen.[10b,13a]

Um das optimale Photostabilisierungssystem f�r blaue/
gr�ne Farbstoffe oder sogar ein generelles System f�r alle
Farbstoffe zu erhalten, untersuchen wir das Photobleichen
von einzelnen Molek�len mithilfe von interner Totalreflexi-
ons-Fluoreszenzmikroskopie. F�r Alexa568 sehen wir, dass
die Photostabilit�t in Gegenwart von Thiolen zunimmt und
das beste Ergebnis mit einer Kombination von ME und tc-
ROXS, durch das verbleibendes Blinken unterdr�ckt wird,
erreicht wird (Abbildung 4a, Abbildung S8 und Video 1).
Dagegen weist Atto647N, obwohl Non zunimmt (Abbil-
dung 3b), ein deutlich abweichendes Verhalten auf (Abbil-
dung 4b). W�hrend Atto647N extrem photostabil mit tc-
ROXS ist,[3a] ist Photobleichen mit Thiolen scheinbar etwa 20-
fach verst�rkt. Allerdings stellt eine Reaktivierung mit UV-
Licht (405 nm) die Fluoreszenz wieder her, was zeigt, dass die
Farbstoffe nicht irreversibel geblichen sind (Abbildung S9).
Es ist bekannt, dass Thiole neben Photoschutzwirkung auch
die reversible Bildung von langlebigen Dunkelzust�nden
hervorrufen, welche wahrscheinlich durch Photoaddition
verursacht werden.[11a,d, 13b] Daher kçnnen die meisten Farb-

Abbildung 3. Analyse des Lçschmechanismus von Thiolen. Fehlerbal-
ken entsprechen den Standardabweichungen von Gauß-Verteilungen
(Abbildung S2). a) Die Triplett-Lebensdauern tT von Atto532 (blaue
Kreise), Alexa568 (schwarze Quadrate) und Atto647N (rote Dreiecke)
sind indirekt proportional zur ME-Konzentration. b) Entsprechende Non

f�r dieselben Farbstoffe zeigen ein deutlich unterschiedliches Verhal-
ten. c) Non in Anwesenheit von 1% ME nehmenab, wenn AA mit ME
um die Triplett-Lçschung konkurriert. Die gestrichelte Linien sind An-
passungen (Non = NT/(1�F0

zr/(1+a [AA] tT))) an die experimentellen
Daten, wobei NT und tT auf die Werte in Abwesenheit von AA festge-
setzt sind. Mit statistischer Gewichtung erh�lt man F0

zr von 99.0%
(Atto647N) und 99.6% (Alexa568) und a von 4.0 mm

�1 s�1 (Atto647N)
und 5.4 mm

�1 s�1 (Alexa568) (siehe Text und die Hintergrundinforma-
tionen). d) ZR-ROXS-Schema, bei dem ZR erfolgreich mit der Bildung
von Radikalionen konkurriert.
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stoffe mit UV-Licht sowohl an- als auch ausgeschaltet
werden, was f�r die Superauflçsungsmikroskopie genutzt
wird.[11b–d] Das erkl�rt, warum die Photostabilit�t von
Atto647N in Gegenwart von Thiolen niedriger erscheint
(Abbildung 4b). Eine st�rkere Stabilisierung kçnnte daher
durch UV-Reaktivierung erreicht werden. Ebenso zeichnet
sich f�r andere Farbstoffe, einschließlich Atto532, Alexa532
und Alexa488, eine verbesserte Photostabilisierung mit tc-
ROXS oder mit ZR-ROXS ab (Abbildung S10). Nichtsdes-
totrotz kann eine UV-Photoaktivierung die Gesamtphoto-
nenzahl in Gegenwart von Thiolen in allen F�llen weiter er-
hçhen.[11c] Eine verbesserte Photostabilit�t mit ZR-ROXS ist
naheliegend, weil die Farbstoffe weniger lange in potenziell
reaktiven Radikalanion-Zust�nden verweilen und insbeson-
dere Radikalkationen-Zust�nde vermieden werden. Die
Verbesserung im Vergleich zu tc-ROXS zeigt auch, dass die
verbliebenen Photozerstçrungswege f�r kurzwellige Farb-
stoffe nicht nur mit hçher angeregten Zust�nden zusam-
menh�ngen. Auch wenn eine aktive Rolle von Redoxmitteln
wie AA und MV beim Photobleichen nicht ausgeschlossen
werden kann, so hat es den Anschein, dass insbesondere se-
mioxidierte Formen als Zwischenstufe f�r Photobleichen
fungieren (Abbildung S11 und Diskussion in den Hinter-
grundinformationen).

Hier stellen wir die Zwillingsrekombination als Photo-
stabilisierungsmechanimus in der Einzelmolek�l-Biophysik
vor. Unsere Daten weisen darauf hin, dass Thiole im Unter-
schied zu klassischen Reduktionsmitteln wie AA und TX eine
ZR-Ausbeute von �ber 99% aufweisen und damit Triplett-
und Redox-Blinken selbst in Abwesenheit von Oxidations-
mitteln verringern. Da Thiole auch langlebige Dunkelzu-
st�nde induzieren kçnnen, kann die Zahl detektierter Pho-
tonen bis zum scheinbaren Photobleichen abnehmen
(Atto647N) oder zunehmen (Alexa568), abh�ngig vom indi-
viduellen Schutz durch ZR im Vergleich zur Tendenz zu
Schalten. Daraus ergibt sich die Mçglichkeit einer besseren
Photostabilisierung durch diffusionsbegrenzte Mechanismen,
da gegenw�rtige Rezepte empfindliche photooxidierte Zu-

st�nde beinhalten.[5, 7] Unsere Ergebnisse erweitern den
ROXS-Mechanismus und stoßen eine (neuerliche) Suche
nach photostabilisierenden Substanzen an, die eine hohe ZR-
Ausbeute aufweisen, ohne Schalten zu verursachen. Der hier
pr�sentierte Photostabilisierungsmechanismus �hnelt dem
Mechanismus selbstheilender Farbstoffe, mit dem Unter-
schied, dass keine kovalente Bindung erforderlich ist und die
Schutzeinheit stetig erneuert wird.[15]

Aus praktischer Sicht verbessert eine Mischung aus tc-
ROXS und ME generell das Verhalten von organischen
Farbstoffen, wenngleich die relativen Konzentrationen in
jedem Einzelfall angepasst werden m�ssen. Den Triplett-
Zustand �ber ZR zu entvçlkern, erscheint insbesondere auch
f�r Einzelmolek�lmessungen an diffundierenden Molek�len
vielversprechend, weil selbst eine geringe Zahl an ZR-Zyklen
die Photonenrate direkt erhçht und die Diffusionszeit gene-
rell so kurz ist, dass seltene und langlebige Radikal-Zust�nde
vernachl�ssigbar sind. Außerdem sind die Substanzen f�r den
ZR-ROXS-Mechanismus biokompatibel. Sie werden h�ufig
in physiologischen Puffern verwendet (z. B. Dithiothreitol
(DTT), siehe ZR-ROXS mit DTT in Abbildung S12) und
kommen in lebenden Zellen vor (z. B. Glutathion).
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