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Abstract: Reversibel photoschaltbares 1,2-Bis(2-ethyl-6-
phenyl-1-benzothiophen-1,1-dioxid-3-yl)perfluorcyclopenten
(EBT) mit fluoreszierender , geschlossener* Form wurde mit
vier oder acht Carboxygruppen versehen und an Antikorper
gebunden. Die carboxylierten Derivate wiesen geringe Aggre-
gation, effizientes Photoschalten in wissrigen Puffern, geziel-
tes Firben von zelluliren Strukturen und gute photophysika-
lische Eigenschaften auf. Abwechselnde Bestrahlung mit UV
und blauem Licht relativ geringer Intensitdt fithrte zu reversi-
bler photochemischer Isomerisierung zwischen zwei stabilen
Strukturen iiber mehrere dutzend Schaltzyklen. Dies ermdg-
lichte die Verwendung der Farbstoffe fiir hochauflosende RE-
SOLFT-Mikroskopie (,reversible switchable optical linear
fluorescence transitions*). Hierbei konnte eine optische Auf-
losung von 75 nm an zelluliren Tubulin-Filamenten erzielt
werden.

Die optische ,,Nanoskopie®“, sowie die hierfiir benotigten
fluoreszierenden Proteine und synthetischen Farbstoffe,
haben die Fluoreszenzmikroskopie als eine der leistungsfi-
higsten Methoden der Biowissenschaften wieder aufleben
lassen. Durch das lichtinduzierte Schalten fluoreszierender
Molekiile zwischen einem dunklen und einem leuchtenden
Zustand wurde die Beugungsgrenze itiberwunden und die
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raumliche Auflosung in der optischen Mikroskopie grundle-
gend erhoht.! Beispielsweise konnte mit reversibel pho-
toschaltbaren  fluoreszierenden Proteinen (Dreiklang,
rsEGFP), die mehrere tausend E/Z-Isomerisierungen voll-
fithren, in der Fluoreszenzmikroskopie und unter Verwen-
dung des RESOLFT-Prinzips!" eine optische Auflésung von
3040 nm demonstriert werden.”” Aufgrund der thermischen
Stabilitét des nichtfluoreszierenden und des fluoreszierenden
Zustandes und einer ausreichend hohen Quantenausbeute
der Photoisomerisierung kann zwischen diesen beiden Zu-
stinden mit geringen Lichtintensitidten und relativ geringem
Photobleichen wiederholt hin- und hergeschaltet werden. In
der Regel eignen sich die photoschaltbaren fluoreszierenden
Proteine fiir die RESOLFT-Mikroskopie sehr viel besser als
synthetische Farbstoffe. Kiinstliche photochrome fluoreszie-
rende Farbstoffe,” die in Silicagel-Nanokiigelchen eingebet-
tet sind, vollfithren ca. 10-30 Schaltzyklen und verbessern die
optische Auflosung.! Kiirzlich wurde ein thiolunterstiitztes
Photoschalten eines Cy3-Alexa647-Konjugates in Gegenwart
von Kaliumiodid (KI) unter RESOLFT-Bedingungen reali-
siert. Dabei war es zum Beispiel méglich, Tubulin-Filamente
mit einem Abstand von 130 nm getrennt voneinander abzu-
bilden.”! Bisher war es allerdings noch nicht moglich, RE-
SOLFT-Mikroskopie mit nennenswert verbesserter Auflo-
sung an biologischen Proben unter Verwendung synthetischer
organischer Fluorophore, die eine reversible photochemische
Transformation vollfilhren und zwischen zwei stabilen
Strukturen schalten, zu verwirklichen.

Die benotigten Eigenschaften fiir einen RESOLFT-
Schalter — ausreichende Photostabilitit, thermische Stabilitat
der fluoreszierenden und nichtfluoreszierenden Formen,
hohe Variation der Fluoreszenz beim Schalten (Kontrastver-
héltnis >90%), hohe Helligkeit [Produkt aus Fluoreszenz-
quantenausbeute (®;) und Extinktionskoeffizient (¢)], zu-
friedenstellende Schaltkinetik, klare Trennung der Absorp-
tionsbanden der beiden Isomere — wurden bereits fiir syn-
thetische photochrome Farbstoffe in organischen Losungs-
mitteln gezeigt.** Allerdings waren diese Eigenschaften in
wissrigen Losungen (auch in Gegenwart von 16slichkeitsver-
bessernden Resten und polaren ionischen Gruppen)® nur
schwach ausgeprédgt. Oft wurden diese enttduschenden Er-
gebnisse mit Dichromophor-Verbindungen mit separaten
photochromen und fluoreszierenden Einheiten erhalten. In
diesem Fall wird kein Licht emittiert, da ein resonanter
Energietransfer (RET) von der fluoreszierenden Einheit
(RET-Donor) zur farbigen Form der photochromen Einheit
(RET-Akzeptor) stattfindet.”] Alternativ wurde gezeigt, dass
auch beim Elektronentransfer (vom angeregten Zustand des
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Fluorophores zur ,,geschlossenen Form* der photochromen
Einheit) ein Photoschalten der Emission ohne schiadigendes
Auslesen durch das Anregungslicht moglich ist.®’! In jedem
Fall ist es aber schwierig, die inhdrente Hydrophobie des re-
lativ groBen und komplexen molekularen Schalters durch
Hinzufiigen polarer oder geladener Gruppen zu kompensie-
ren.

Grofle Erwartungen auf diesem Gebiet wurden mit den
neuen photochromen Sulfonen verbunden, die von 1,2-Bis(2-
alkyl-6-aryl-1-benzothiophen-3-yl)perfluorcyclopenten abge-
leitet sind (Schema 1).’) Bei Beleuchtung mit UV-Licht
wandelt sich die ,,offene” Form in die fluoreszierende gelbe
,.geschlossene Form* um.['”! Eine Bestrahlung mit sichtbarem
(blauem) Licht stellt das ,,offene” Isomer wieder her. Be-
merkenswerterweise emittiert die fluoreszierende ,,geschlos-
sene” Form griines Licht mit Quantenausbeuten bis 0.92,111
wobei die photochrome (Schalt-) und die fluoreszierende
(Signal-)Funktion in einer Einheit kombiniert sind. Ausge-
hend von diesen Sulfon-Derivaten entwarfen wir photoche-
misch schaltbare Fluorophore mit einer reaktiven Gruppe,
deren Funktion in wéssrigen Puffern erhalten bleibt. Diese
Schalter sollten in kommerziell erhiltlichen RESOLFT-Mi-
kroskopen mit geringen Lichtintensititen von 1-10 kW cm >
in Form von Biokonjugaten eingesetzt werden, wobei die
Schaltzeiten idealerweise im Mikrosekunden- bis Milli-
sekundenbereich liegen sollten.
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sichtbares
Licht
"offene" Form fluoreszierende
(antiparallele Konformation) "geschlossene" Form
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HO OH Oﬁ) Kfo
0 o OH R=1 OH
1: "Tetraséure" 2: "Octasaure”

Schema 1. Photoschaltbare EBT 1 und 2, ausgestattet mit vier bzw.
acht Carbonsiuregruppen. Siehe Tabelle 1 fiir die spektralen Eigen-
schaften der ,offenen“ (OF, nichtfluoreszierenden) und der ,geschlos-
senen“ (CF, fluoreszierenden) Formen.'? Fiir die Herstellung und Ei-
genschaften der Verbindungen mit R=H und R=Ph siehe Lit. [9a, b, ]
bzw. [9d, €].

Nach einer Musterung vieler Substituenten, die an die
Positionen C2(2') und C6(6') von 1,2-Bis(1-benzothiophen-
1,1-dioxid-3-yl)perfluorcyclopenten gebunden wurden, haben
wir uns fiir einen symmetrischen Kern mit 2(2')-Ethyl- und
6(6')-Phenyl-Substituenten entschieden (Schema 1, Farbstof-
fe 1 und 2).'" Diese Gruppen und das Fehlen starker Elek-
tronendonoren an der Positionen C6,6' gewihrleisten eine
relativ geringe (jedoch nicht zu geringe) Quantenausbeute
der Ringoffnungsreaktion (Tabelle 1). Dies war ausreichend,
um eine grofe Zahl an Anregungs- und Emissionszyklen des
geschlossenen Isomers in einem Ausleseprozess zu erreichen,
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Tabelle 1: Photophysikalische Eigenschaften der freien Farbstoffe 1 und 2
in wassrigem PBS-Puffer (pH 7.4).

1 2

Ainax abs [NM]/€ M~ cm™] OF#! 340/12400 337/16500

D abs [NM]/€ [M ™ cm ™| CF 450/35000 448/45000

Amax em [NM] CF 534, 558 522, 550

@t CF 0.48 0.57

7 [ns] CF 1.7240.05 2.04-+0.05

Do 0.194+0.04 0.234+0.04

D o 1.2x1073 2.0x10°°
+3x107* +3x107*

[a] Absorptionsmaximum niedrigster Energie. [b] Fluoreszenzquanten-
ausbeute; Fluorescein in 0.1 m wiss. NaOH wurde als Standard ver-
wendet. [c] Bei 365 nm. [d] Bei 470 nm (siehe die Hintergrundinforma-
tionen).

bevor die Riickisomerisierung zur offenen Form stattfindet
(Loschung/Wiederauffrischung). Starke Elektronendonoren
an den C6,6’-Positionen verlangsamen dagegen die Ringoff-
nungsreaktion drastisch™*<) und begiinstigen moglicherweise
den photochemischen Abbau der geschlossenen Form.
Ethylgruppen (nicht Methylgruppen) an den C2(2')-Positio-
nen sind essenziell, um die Fluoreszenzquantenausbeute in
hochpolaren Losungsmitteln zu erhohen.!"® Die photophy-
sikalischen Eigenschaften der neu synthetisierten Farbstoffe
1 und 2 in wissrigen Puffern sind in Tabelle 1 zusammenge-
fasst (die Absorptions- und Emissionsspektren sind in Ab-
bildung S6 dargestellt). Die Unterschiede zwischen den ge-
messenen Eigenschaften in wassriger Losung und Methanol
(Tabelle S2) sind nicht gro. Zum Beispiel sind die Emissi-
onseffizienzen und die Fluoreszenzlebensdauer in PBS mit
pH 7.4 nur um 20-30% verringert, wobei fiir Verbindung
1 geringfiigig stirkere Abweichungen beobachtet wurden.
Es war eine schwierige Aufgabe, die hydrophilen Reste zu
iberpriifen, auszuwidhlen und die am besten geeigneten
Substituenten an den Farbstoffkern zu binden, um die Ag-
gregation des freien Farbstoffes und der Biokonjugate in
wiassriger Losung zu verhindern. Eine Vielzahl von Ansitzen
wurde bereits beschrieben, um hydrophile, wasserlosliche
Diarylethene mit Sulfon-,"*! Carbonssure-""'* und Hydro-
xygruppen oder Inositolresten™ sowie Polyethylenglykol-
Ketten!*] herzustellen. Die polaren Gruppen sind not-
wendig, da die Kerne der besten synthetischen Schalter
immer hydrophob sind und diese Verbindungen Nanoaggre-
gate bilden,"™ schlecht wasserldslich sind!* oder Cyclo-
dextrine als Zusatzstoff benotigen, um die Loslichkeit zu er-
hohen.™ Des Weiteren fehlt den meisten dieser Verbin-
dungen die reaktive Gruppe zur Biokonjugation. Wir haben
festgestellt, dass die Prdsenz mehrerer Carbonsduregruppen
den Farbstoffen 1 und 2 die erforderlichen Eigenschaften
verleihen, obwohl nach allgemeiner Ansicht die Carbonséure
schlechtere Loslichkeitseigenschaften aufweist als die ent-
sprechende Sulfon- oder Phosphor-(Phosphon-)Séure. In der
Tat liefern vier oder acht Carboxylgruppen eine recht gute
Loslichkeit bei pH > 5 in Wasser und hemmen die Aggrega-
tion (in mikromolarer Konzentration) sogar nach Photocycli-
sierung (das geschlossene Isomer aggregiert leichter).>* Im
Unterschied zu den meisten anderen polaren Gruppen kann
die Carbonsdure relativ einfach in eine reaktive Gruppe
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umgewandelt werden. Wir haben Mono-N-hydroxysuccin-
imidester hergestellt und die herkommlichen Kupplungsbe-
dingungen verwendet. Damit konnten wir die beiden neuen
hydrophilen Diarylethene 1 und 2 erfolgreich an sekundire
Antikorper binden. Bemerkenswerterweise bleiben die pho-
tochromen und fluoreszierenden Eigenschaften der freien
Farbstoffe 1 und 2 in den Biokonjugaten erhalten. Diese
wurden in konventioneller (konfokaler) und in hochauflo-
sender RESOLFT-Mikroskopie verwendet.

Die Diarylethene 1 und 2 wurden iiber drei verschiedene
Wege gewonnen: durch eine Suzuki-Miyaura-Reaktion des
C6(6')-Diiodids!"' (Schema S2,S3) entweder mit (3,5-Di-
formylphenyl)boronsdure (Weg A; 23% Ausbeute iiber 2
Syntheseschritte), mit 5-(Dihydroxyboryl)isophthalsdure
(Weg B; 46 % Ausbeute) oder mit dem Pinakolester der 3,5-
Di(tert-butoxycarbonyl)phenylboronsdaure (Weg C; 13%
Ausbeute iiber 2 Schritte).'®! Zusitzlich wurde eine Jones-
Oxidation in Weg A bzw. eine Sdurebehandlung (mit
CF;COOH in CH,Cl,) in Syntheseweg C verwendet. Um die
Hydrophilie zu erhohen und die Aggregation noch besser zu
verhindern, haben wir Diarylethen 2 mit acht Carboxygrup-
pen hergestellt. Dies wurde durch eine dhnliche Strategie mit
einer Ausbeute von 41% erreicht, indem eine Suzuki-Miy-
aura-Reaktion gefolgt von der Spaltung von fert-Butylestern
unter sauren Bedingungen verwendet wurde.'"! Die amino-
reaktiven Mono-NHS-Ester dieser Farbstoffe wurden durch
sukzessive Zugabe abgemessener Mengen an N,N’-Di-
cyclohexylcarbodiimid (DCC) oder 1-Ethyl-3-(3-dimethyl-
aminopropyl)carbodiimid (EDC) zu den Lodsungen von
1 oder 2 und N-Hydroxysuccinimid in DMF mit katalytischen
Mengen an N,N-Dimethylpyridin-4-amin (DMAP) bereitge-
stellt."® Der stabile Mono-NHS-Ester von 1 wurde durch
priaparative RP-HPLC isoliert, der Mono-NHS-Ester von 2
konnte hingegen nur in Losung erzeugt und nicht isoliert
werden. Die sekundédren Antikorper wurden mit diesen
Mono-NHS-Estern markiert und mittels Gelfiltration gerei-
nigt.®! Mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie und UV-
VIS-Spektroskopie wurde der Markierungsgrad bestimmt
(,,degree of labeling“, DOL; Tabelle S1). Wir haben den
DOL-Wert variiert, um die beste Immunfluoreszenzfarbung
und die bestmoglichen Bildaufnahmen sowohl unter konfo-
kalen als auch unter RESOLFT-Bedingungen zu erhalten.

Die erhaltenen Konjugate mit sekunddren Antikdrpern
waren hoch fluoreszierend und photochrom. Wir haben sie
zur Immunmarkierung von Tubulin-Filamenten und Zell-
kernporen in Vero-Zellen verwendet. Konfokale Messungen
(Abbildung S1) zeigten ihre selektive Bindung an den pri-
miren Antikorper und somit eine Firbung des Tubulin-
Netzwerk in der gesamten fixierten Zelle. Zellen die mit den
Farbstoffen 1 und 2 immunmarkiert wurden, wurden fiir
Pump-Probe-Fluoreszenzmessungen in einem modifizierten
konfokalen Mikroskop mit Weitfeldbeleuchtung verwendet
(Abbildung S2). Dazu wurden die gefirbten Zellen auf einem
Objekttrager mit einer Vertiefung, die mit PBS (pH 7.4) ge-
fullt war, fixiert. Mit Laserlicht der Wellenldngen 375 nm
beziehungsweise 491 nm wurde zwischen der offenen und
geschlossenen Form geschaltet. Die Messungen wurden durch
einen 10-ms-Puls von 491-nm-Licht (17 kW cm?) initialisiert,
um alle Fluorophore in der Beobachtungszone in den dunklen
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Zustand zu versetzen. Danach wurde eine Pulssequenz be-
stethend aus einem 20-ps-Puls von  375-nm-Licht
(0.8 kWem?), einer 500-ps-Beleuchtungspause, einem 10-
ms-Puls von 491-nm-Licht (17 kW cm2) und einer weiteren 2-
ms-Beleuchtungspause verwendet. Diese Pulssequenz wurde
200 Mal wiederholt (in Abbildung 1 und S3 werden 100 bzw.
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Abbildung 1. Die Fluoreszenzemission von Zellen, die mit Farbstoff

1 (oben) und 2 (unten) immunmarkiert wurden, zeigt die An-/Aus-
schaltzyklen bei der im Text beschriebenen Lichtpulssequenz (graue
Kurve). Die rote Linie zeigt die maximal detektierte Fluoreszenz im je-
weiligen Zyklus, wahrend die schwarze Linie die gesamte Fluoreszenz
pro Zyklus darstellt. Das Einschaltbild zeigt einen Schaltzyklus als Mit-
telwert von 100 Zyklen (blau). Alle Messungen wurden mit 20-ps-Zeit-
schritten aufgenommen. Die gezeigten Fluoreszenzintensitéten
wurden beziiglich der Totzeit der Sensoren korrigiert.

200 Zyklen gezeigt). Diese Messungen haben gezeigt, dass die
Halfte der Ausgangsfluoreszenz nach 11 Schaltzyklen im Fall
von Farbstoff 1 und nach 21 Schaltzyklen im Fall von Farbstoff
2 geblichen ist. Eine biexponentielle Anpassung an die er-
haltene Abklingkurve der Ringoffnungsreaktion (Ausschal-
ten) ergab die Zeitkonstanten 7, =241 ps und 7, = 1.31 ms fiir
1(79 % der Amplitude sind 7, zugeordnet und 21 % t,). Unter
den gleichen Beleuchtungsbedingungen ergaben sich fiir 2
Abklingzeiten von 7, =126 ps (77 %) und 7, =674 ps (23%).
Die verbleibende Fluoreszenz pro Zyklus wurde durch Ver-
gleich der maximalen Fluoreszenz in einem Zyklus und dem
mittleren Wert der verbleibenden Fluoreszenz, die in den
letzten 100 ps der Beleuchtung mit 491-nm-Licht aufgenom-
men wurde, ermittelt (Mittelwert aus 100 Zyklen). Die ver-
bleibende Fluoreszenz wurde mit 4.3 % fiir 1 und 1.7 % fiir 2
bestimmt.

Um die Anwendbarkeit der Farbstoffe 1 und 2 fiir die
RESOLFT-Mikroskopie zu demonstrieren, wurden fixierte
immunmarkierte Vero-Zellen mit einem modifizierten 1C-
RESOLFT-QUAD-Rastermikroskop (Abberior Instruments,
Gottingen) aufgenommen. Fiir die Bildaufnahmen wurde
folgende Pulssequenz verwendet: Schalten der Diarylethene
in die fluoreszierende geschlossene Form mit 355-nm-Licht
(130 Wem ) fiir 50 ps, 200-ps-Beleuchtungspause, Beleuch-
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tung mit einem ringférmigen 488-nm-Strahl (36 kW cm ) fiir
1.2 ms, um die Diarylethene in der Peripherie des Fokus in
den dunklen, offenen Zustand zu schalten. Zuletzt wurde die
verbleibende Fldche mit dem fluoreszierenden Isomer fiir
80us mit einem GauB-formigen 488-nm-Lichtstrahl
(9.7 kWcem™2) ausgelesen. Die gleiche Pulssequenz wurde
verwendet, um die konfokalen Bilder aufzunehmen, jedoch
wurde das Ausschalten ausgelassen. Unter Verwendung
dieser Pulssequenz war es moglich, RESOLFT-Bilder mit
einer Auflosung von 74 nm FWHM!" und konfokale Bilder
mit einer Auflésung von 175 nm FWHM!"! aufzunehmen. Die
konfokalen und RESOLFT-Aufnahmen sind den Abbildun-
gen 2, S4 (Tubulin-Filamente) und S5 (Kernporen) zu ent-
nehmen. Die relativ hohe konfokale Auflosung (Abbildung 2
und S4) resultiert daraus, dass der Fokus der 355-nm-Akti-
vierung deutlich kleiner ist als der Fokus der 488-nm-Anre-
gung. Dieser zweistufige Prozess aus Aktivierung und Anre-
gung fiihrt zu einer effektiven Punktspreizfunktion (PSF), die
als Produkt aus den PSFs der Aktivierung, Anregung und
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Abbildung 2. RESOLFT-Aufnahmen von fixierten Vero-Zellen, die mit
primiren Antikérpern gegen a-Tubulin und mit Diarylethen 2, gebun-
den an einen sekundaren Antikérper, immunmarkiert wurden. Alle
Bilder zeigen Rohdaten. Die RESOLFT-Aufnahmen erfolgten vor den
konfokalen Aufnahmen. Maf3stabsbalken: 1 um. Die Linienprofile A-D
(gemittelt tiber 10 nebeneinanderliegende Linien) zeigen die Regionen,
die in den RESOLFT-Aufnahmen eingezeichnet sind. Eine Lorentz-
Funktion (durchgezogene Linie) wurde jeweils an die Daten (Punkte)
fiir das RESOLFT- (rot) und das konfokale Bild (blau) angepasst. Die
FWHM wurden an den Kurven A und B ermittelt, angedeutet durch
den kleinen schwarzen Pfeil.
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Detektion beschrieben werden kann.'¥ Beide Diarylethene
zeigen einen hohen Schaltkontrast in den Pump-Probe-Mes-
sungen. Obwohl die Ausschaltrate des freien Farbstoffes 2 nur
doppelt so hoch ist wie die Rate von Farbstoff 1 (Tabelle 1),
zeigte sich in den RESOLFT-Aufnahmen, dass 2 (gebunden
an ein Protein) deutlich schneller ausschaltet als 1 (1.5 ms fiir
2 im Vergleich zu 7 ms fiir 1). Dies ist womoglich der Grund
fiir das stidrkere Bleichen von 1 und die dadurch schlechtere
Auflosung (85 nm) in der RESOLFT-Mikroskopie. Die Auf-
l6sung, die in den RESOLFT-Aufnahmen erzielt wurde,
wurde hauptsdchlich durch das Photobleichen und nicht
durch die verbleibende Fluoreszenz nach dem Ausschalten
begrenzt.

Bisher bieten reversibel photoschaltbare fluoreszierende
Proteine eine deutlich hohere Zahl an Schaltzyklen (ca. 100 x
mehr Zyklen)."” Trotzdem konnten wir zeigen, dass es
moglich ist, reversibel photoschaltbare organische Farbstoffe
zu synthetisieren, die in reiner wéssriger Losung funktionie-
ren und in der biologisch relevanten RESOLFT-Mikroskopie
Anwendung finden. Das einfache EBT-Grundgeriist bietet
eine vielversprechende Kernstruktur, an die vier oder acht
Carbonsduregruppen gebunden wurden. Die Verbindungen
1 und 2 zeigten reversible photoschaltbare Transformationen
und schalteten zwischen zwei stabilen Zustdnden mit defi-
nierten Strukturen in wissrigem PBS-Puffer ohne Stabilisie-
rungsreagenzien oder andere Zusidtze. Das Ergebnis der
vorliegenden Studie ermdglicht erstmals einen Vergleich von
photoschaltbaren synthetischen Farbstoffen mit photoschalt-
baren fluoreszierenden Proteinen. Obwohl die Leistung der
kiinstlichen Farbstoffe in der RESOLFT-Mikroskopie derje-
nigen von photoschaltbaren fluoreszierenden Proteinen (in
Bezug auf Photobleichen, Anzahl der moglichen Schaltzyklen
und phototoxischer Effekte der UV-Bestrahlung) unterlegen
ist, ist die Einfachheit der EBT-Strukturen ermutigend und
anregend. Tatsédchlich konnten geringe Aggregation, effizi-
entes Photoschalten in wissrigen Puffern und chemische
Reaktivitit durch Hinzufiigen mehrerer frei rotierender
Carbonséduregruppen zu einem hochsymmetrischen Kern re-
lativ einfach erzielt werden. Diese Ergebnisse konnen fiir die
zukiinftige Forschung sehr hilfreich sein. Wir haben vor,
weitere reversibel photoschaltbare und bleichstabile Farb-
stoffe zu entwickeln, die durch Beleuchtung mit Licht von
405 nm und ldngeren Wellenldngen in eine stabile fluores-
zierende Form isomerisieren. Des Weiteren sollte ihre An-
wendbarkeit zur Markierung von lebenden Zellen (unter
Nutzung der SNAP-tag- und HaloTag®-Technologien) iiber-
priift werden.
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