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Verbesserte hochauflosende Mikroskopie mit Oxazinfarbstoffen in

schwerem Wasser**
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Fortgeschrittene Fluoreszenzmikroskopietechniken wie auch
Einzelmolekiil- und hochauflésende Mikroskopie benétigen
helle und photostabile Farbstoffe, die gezielt an Biomolekiile
gekuppelt werden konnen. Deshalb ist das Interesse an der
Entwicklung von Farbstoffen mit verbesserten Eigenschaften
fir die Biologie groB3, vor allem von solchen, die im nah-
infraroten Wellenldngenbereich absorbieren und emittieren,
in dem die zelluldre Autofluoreszenz und Phototoxizitét ge-
ringer ist.! AuBer der Photostabilitit ist die Helligkeit ein-
zelner Farbstoffe ein Schliisselparameter in hochauflosenden
Methoden wie (F)PALM, STORM, dSTORM, oder
GSDIM,? die auf der Lokalisierung einzelner fluoreszieren-
der Molekiile basieren, um Bilder zu rekonstruieren, in denen
die Genauigkeit der Lokalisierung ¢ von der Zahl N der von
jedem Farbstoffmolekiil detektierten Photonen abhiingt,”!
mit ooc N'?; je heller der Farbstoff, desto genauer kann er
lokalisiert werden und desto hoher ist die Auflosung im
Schlussbild. Trotzdem ist die Helligkeit der meisten kom-
merziellen Fluorophore, die bei 630 nm und hoéher angeregt
werden konnen, mit wenigen Ausnahmen durch Fluores-
zenzquantenausbeuten um 0.3 oder tiefer begrenzt (Tabel-
le S1 der Hintergrundinformationen (SI)).

Hier stellen wir einen einfachen, kostengiinstigen, und
biokompatiblen Ansatz vor, durch den die Quantenausbeute
einer ganzen kommerziellen Familie von geldufigen Farb-
stoffen (Oxazinen) wie ATTO655, ATTO680 oder ATTO700,
die im roten Bereich fluoreszieren, gesteigert wird. Wir
zeigen, dass sich ihre Quantenausbeute in schwerem Wasser
(D,0, Deuteriumoxid) gegeniiber der in Wasser (H,O) ver-
doppelt. Auch wenn erhohte Quantenausbeuten in schwerem
Wasser schon vor langer Zeit beschrieben wurden,” nutzen
wir nun diesen Effekt in Einzelmolekiilmikroskopie und
weisen nach, dass dadurch doppelt so viele Photonen von
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jedem Oxazinmolekiil detektiert werden und dementspre-
chend die Genauigkeit der Lokalisierungen verbessert wird,
was eine hohere Auflosung ermoglicht.

Oxazine wir Cresyl Violet oder Nile Blue sind wohlbe-
kannte Laserfarbstoffe und histologische Marker, die fiir ihre
gute Photostabilitit und hohe Quantenausbeute in organi-
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Abbildung 1. a) Photoschalten von ATTO655 (AA: Ascorbinsiure).!
b) Quantenausbeute von ATTO655, ATTO680 und ATTO700 in H,O
(blau) und in D,O (rot). c) Jablonski-Diagramm von Oxazinen. In H,0O
fithren Wasserstoffbriicken (kyg) zur effizienten strahlungslosen Desak-
tivierung des angeregten Zustands, zusitzlich zu den anderen strah-
lungslosen (k,) und strahlenden (k.q4) Prozessen. In D,O und anderen
Lésungsmitteln mit schwicherer Fahigkeit, Wasserstoffbriicken zu
bilden, verringert sich die Effizienz dieses strahlungslosen Prozesses
stark. d) Fluoreszenzlebenszeit von ATTO655 in verschiedenen L&-
sungsmitteln. e, f) Fixierte CCRS exprimierende CHO-Zellen, die mit
ATTOG655 durch einen Antikérper markiert wurden und unter identi-
schen Bedingungen erst in H,0 (e) und dann in D,O aufgenommen
wurden (f). Beide Bilder werden bei gleichen Kontrasteinstellungen ge-
zeigt. MaRstabsbalken: 5 pm.
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schen Losungsmitteln eingesetzt werden.™ ATTO655,

ATTO680 und ATTO700 gehoren zu einer neuen Generation
von Oxazinen, die dank ihrer erhohten Wasserloslichkeit und
ihrer reaktiven chemischen Gruppen, die eine gezielte ko-
valente Kupplung ermdoglichen, mit biologischer Bildgebung
kompatibel sind. Das Absorptionsmaximum dieser Farbstoffe
liegt bei 650-700 nm, ihre Quantenausbeute zwischen 0.17
und 0.23, und sie zeigen wenig Solvatochromie (Abbildun-
gen S1-S3 (SI)). Sie werden oft fiir Fluoreszenzmikroskopie
eingesetzt, insbesondere fiir SSTORM,P! da sie in Gegenwart
von Reduktionsmitteln wie Cysteamin oder Ascorbinsiure
als effiziente Photoschalter fungieren konnen; das Redukti-
onsmittel setzt sie in einen reduzierten, nichtfluoreszierenden
Zustand, und der im Losungsmittel vorhandene Sauerstoff
bringt sie in einen fluoreszierenden Zustand zuriick (Abbil-
dung 1a).1%

Um besser zu begreifen, warum die Quantenausbeute
dieser Farbstoffe weit unter 1.0 liegt, untersuchten wir ihre
Photophysik in verschiedenen Losungsmitteln. Wir fanden,
dass die Quantenausbeute (Abbildung 1b) und die Fluores-
zenzlebenszeit (Abbildung 1d, Abbildungen S4-S6 (SI)) von
Oxazinen mit abnehmender Fahigkeit des Losungsmittels, als
Wasserstoffbriickendonor zu fungieren, anstiegen: Mit
ATTO655 wechselte die Quantenausbeute von 0.23 in Wasser
zu 0.39 in Methanol, 0.46 in Ethanol und erreichte sogar den
Wert von 0.57 in Losungsmitteln, die keine Wasserstoff-
briickendonoren sind (Tabelle 1). Besonders zu bemerken ist
der Wert der Quantenausbeute in D,0, 0.48 (Abbildung 1b),
der 2.1-mal so hoch liegt
wie in H,O und nahezu
die maximal gemessenen

Immobilisierte Farbstoffe - Photonen Fixierte Zellen - Genauigkeit

Tabelle 1: Photophysikalische Eigenschaften von ATTO655 in verschie-
denen Lésungsmitteln: Quantenausbeute (@), Fluoreszenzlebenszeit
(tq), Stahlungsrate (k.,q) und Summe der strahlungslosen (k,) und
Wasserstoffbriicken-vermittelten strahlungslosen (kg) Desaktivierungs-
raten.

Solvens Dy T Kiaq Ko+ kg
[ns] [x10%s7] [x10%s7
H,O 0.23 1.9 1.2 4.1
PBS in H,0O 0.23 1.9 1.2 4.1
D,0 0.48 3.9 1.2 1.4
PBS in D,O 0.48 3.9 1.2 1.4
Methanol 0.39 33 1.2 1.8
Ethanol 0.46 3.6 1.3 1.5
2-Propanol 0.49 3.8 1.3 1.3
Aceton 0.55 4.5 1.2 1.0
Acetonitril 0.57 4.4 1.3 1.0
DMF 0.56 4.1 1.4 1.1
DMSO 0.56 3.9 1.4 1.1

schrieben, und sie verliert in deuterierten Losungsmitteln
wegen eines kinetischen Isotopeneffekts stark an Effizi-
enz.*”1 Andere Fluorophore wie ATTO0520, ATTO647N,
Alexa Fluor 647 und Rhodaminderivate, die alle oft in der
Einzelmolekiilspektroskopie verwendet werden, jedoch zu
anderen Farbstoffklassen gehoren, wurden auch in D,O
heller; allerdings stieg die Quantenausbeute nur um 5-30 %
an (Tabelle S4 (SI)), im Unterschied zu den mit ATTO655
gemessenen 110 %. Dieser Prozess kann bei Oxazinen durch
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Desaktivierung von an- Abbildung 2. Einzelmolekiilcharakterisierung von ATTO655 in H,0O (obere Reihe) und D,O (untere Reihe). a,
geregten Zustinden d) Zahl der detektierten Photonen von auf Glas immobilisierten einzelnen ATTO655-Molekiilen in H,O (blau) und

wurde bereits als Fluo-

in D,O (rot). b,e) Verteilung der Genauigkeit der Lokalisierungen in H,O und D,0 in dSTORM Experimenten mit

fixierten Zellen, die mit ATTO655 durch einen Antikérper markiert wurden. ¢, f) Gesamtzahl der detektierten Pho-

reszenzloschungsmecha-
nismus vieler Farbstoffe
inklusive Oxazinen be-
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tonen vor Photobleichen einzelner immobilisierter ATTO655-Molekiile in H,O oder in D,O, mit einer Exponential-
funktion angeglichen (Residuum in den Einschiiben). Wenn angebracht, zeigt eine griine, gestrichelte Linie den
Hochstpunkt der Verteilung in H,O an, um dem Auge zu helfen.
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eine Neuverteilung der Ladungen nach Anregung erklért
werden. Rechnungen deuten an, dass die Elektronendichte
im angeregten Zustand besonders am zentralen Stickstoff-
atom und auch etwas am zentralen Sauerstoffatom der Oxa-
zineinheit zunimmt,®! was zu einer Verstirkung der Wasser-
stoffbriicken fiihrt. Die chemische Struktur dieser drei
ATTO-Derivate hat eine gemeinsame zentrale Einheit, und
eine zunehmende Zahl an konjugierten Doppelbindungen in
den duBeren Ringen fiithrt zur Verschiebung der Absorptions-
und Emissionswellenlingen.”! Eine Wasserstoffbriicken-ver-
mittelte strahlungslose Desaktivierung scheint also generell
bei Oxazinen und auch anderen Farbstoffklassen in wéssrigen
Losungen stattzufinden, doch bei Oxazinen kann die Lo-
schung der Fluoreszenz durch das Ersetzen von H,O durch
D,0 stark verhindert werden.

Die Niitzlichkeit dieses Phdnomens wurde an Ovarial-
zellen des chinesischen Hamsters (CHO) demonstriert, die
den C-C-Chemokinrezeptor 5 (CCRS) stabil exprimieren, !
ein zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ge-
horendes Membranprotein. CCRS5 wurde mit einem an
ATTOG655 gekuppelten primédren Antikorper markiert, und
Fluoreszenzbilder wurden mithilfe von Weitfeldmikroskopie
unter gleichen Bedingungen in H,O (Abbildung 1e) und D,0
(Abbildung 1f) aufgenommen. Die Probe war bedeutend
heller in D,0. Kleine Wassermengen hatten keine negative
Auswirkung auf die Helligkeit (Abbildung S7 (SI)), denn
diese nahm stark zu, indem das Losungsmittel einfach ent-
fernt und ersetzt wurde. Ebenso hatten Salze, wie jene die, in
biologischen Puffern geldufig
sind und '"H-Atome enthalten,
keinen Effekt auf die Quan-
tenausbeute wegen des relativ
kleinen Verhiltnisses an 'H-
Atomen zu D im Losungs-
mittel (Abbildung S8 (SI)).

Um zu bestimmen, ob
durch die hohere Quanten-
ausbeute einzelne ATTO655-
Molekiile auch mehr Photo-
nen emittieren, kniipften wir
den Farbstoff kovalent an eine
Glasoberflache und bildeten
einzelne Fluorophore unter
dSTORM-Bedingungen  ab
(Abbildung S9 (SI)). Wie er-
wartet war die Zahl der de-
tektierten Photonen (Abbil-
dung 2a,d) in D,O etwa zwei-
mal hoher als in H,O (wo die
Zahl Literaturwerten ent-
spricht!"!), und die Genauig-
keit der Lokalisierungen ver-
besserte sich dementspre-
chend (Abbildung S10 (SI)).
In fixierten Zellen erhielten
wir dhnliche Ergebnisse (Ab-
bildung 2b,e), doch das kom-
plexe zelluldire Umfeld fiihrte
zu einer breiteren Verteilung
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der gemessenen Intensitdten. Trotzdem waren die Zahl der
detektierten Photonen (Abbildung S11 (SI)) und die experi-
mentell bestimmte Genauigkeit der Lokalisierungen in D,0O
hoher (Abbildung 2e). Eine Analyse der Fluoreszenzar-
beitszyklen in beiden Losungsmitteln zeigte keinen wesent-
lichen Unterschied bei fiir dSSTORM typischen Kamerabe-
lichtungszeiten (Abbildung S12 (SI)). Die Gesamtzahl der
detektierten Photonen vor Photobleichen der Farbstoffmo-
lekiile (ca. 10°) blieb in beiden Losungsmitteln unveréindert
(Abbildung 2¢,f) und erreichte dhnliche Werte wie andere
helle Fluorophore.!""

Zusammen mit den Quantenausbeute- und Fluoreszenz-
lebenszeitmessungen deutet die Tatsache, dass D,O keinen
photoschiitzenden Effekt auf die Farbstoffe hat, darauf hin,
dass die Geschwindigkeit (und nicht die Rate, siehe k.4 in
Tabelle 1), mit der die Photonen emittiert werden, sich in
D,O gegeniiber der in H,O unter konstanten Abbildungsbe-
dingungen verdoppelt.'”! In einfachen Worten bedeutet es,
dass das Photonenbudget konstant bleibt und dass es doppelt
so schnell in D,0O ausgegeben wird.

Schlussendlich zeigen wir, dass hochauflésende Mikro-
skopie in D,O genutzt werden kann, um unter der Beu-
gungsgrenze liegende subzelluldre Strukturen aufzulSsen.
Wir nutzten primére Antikorper, an die ATTO655 gekuppelt
wurde, um CCRS5 in der Membran von stabil transfizierten
CHO-Zellen zu markieren, in denen die hohe Dichte des
Rezeptors in den Filopodien sich bestens fiir strukturelle
hochauflosende Mikroskopie eignete (Abbildung 3). Unter

—»128 nm<—

Abbildung 3. Hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie in D,0. a) dSTORM-Bild des Membranproteins
CCRS (oben) und konventionelle, beugungsbegrenzte Mikroskopie (unten). b) VergréRerter Bereich mit
Filopodien, in dem gut definierte Strukturen zu erkennen sind. Einschub: Das Filopodium hat eine an den
Intensitidtshéchstpunkten gemessene Breite von 128 nm, mit einer Lokalisierungsgenauigkeit von ca. 20 nm
(griine Linie). Diese kann nicht im beugungsbegrenzten Bild aufgelést werden (schwarze gestrichelte
Linie). c) Einzelne Bilder, die isolierte fluoreszierende Molekiile im gleichen Sichtfeld wie in (b) zeigen. Ab-
gesehen von der héheren Quantenausbeute wurde die dSTORM-Bildgebung nicht durch D,O beeinflusst.
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normalen dSTORM-Bedingungent wurden einzelne Fluo-
rophore lokalisiert (Abbildung 3 c), was die Rekonstruierung
eines hochaufgelosten Bildes ermdoglichte (Abbildung 3b).1
Durch die zufillige Anordnung der Rezeptoren und dadurch,
dass die eigentlich dreidimensionale Struktur nur in zwei
Dimensionen aufgenommen wurde, konnte in manchen
Fillen die Distanz zwischen den zwei Riandern von Filopo-
dien gemessen werden (Abbildung 3b), und Abstinde zwi-
schen den Hochstwerten der Intensitidt so klein wie 128 nm
konnten mit ca. 20 nm Genauigkeit der Lokalisierungen
eindeutig aufgelost werden.

Wir haben gezeigt, wie die Helligkeit einer gesamten
Klasse von rot emittierenden und in biologischer Bildgebung
geldufigen Farbstoffen erhoht werden kann, indem H,O
durch D,O im Puffer ersetzt wird. Diese Zunahme an Hel-
ligkeit wird durch eine reduzierte Effizienz der durch Was-
serstoffbriicken-vermittelte strahlungslose Desaktivierung im
deuterierten Losungsmittel verursacht. Dieser Effekt kann im
Prinzip in jeder Art von Bildgebungsverfahren genutzt
werden, das auf der Fluoreszenz von Oxazinen basiert, und
wir zeigen, dass es in hochauflosender Mikroskopie ange-
wendet werden kann, um die Genauigkeit, mit der einzelne
Molekiile lokalisiert werden, zu verbessern. Unsere neue
Methode ist sehr einfach und kosteneffizient, da D,O mit
biologischen Puffern kompatibel ist und erst fiir die Auf-
nahme der Fluoreszenzbilder gebraucht wird. Experimente in
schwerem Wasser wiirden fiir zeitempfindliche Messungen
von Vorteil sein, da die Rate, mit der Photonen detektiert
werden, zweimal hoher ist, was kiirzere Aufnahmezeiten er-
moglicht. Zusétzlich ist unser Ansatz, im Unterschied zu an-
deren vor kurzem eingefiihrten Methoden,™ kompatibel mit
lebenden Zellen.™™ Unsere Befunde deuten an, dass unsere
Strategie, die Photophysik von geldufigen Fluorophoren zu
verstehen und anzupassen, lohnenswert ist, um hochauflo-
sende Mikroskopietechniken bedeutend zu verbessern.
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