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Abstract: Helle und photostabile Rhodamine und Carbopy-
ronine mit Absorptionsmaxima im Bereich von l = 500–
630 nm wurden entwickelt, die nach Anwendung von Halo-
Tag-Technologie, gefolgt von einer F�rbung mit 1 mm Lçsun-
gen der Farbstoff-Ligand-Konjugate, die spezifische Markie-
rung von Zellskelettfilamenten ermçglichen. Die Synthese, die
photophysikalischen Eigenschaften und die Fluorogenit�t
sowie die Struktur-Eigenschafts-Beziehungen der neuen
Farbstoffe werden diskutiert. STED-Fluoreszenzmikroskopie
lieferte Ein- und Zweifarbenbilder von lebenden Zellen mit
einer optischen Auflçsung von 40–60 nm.

Fluoreszierende Farbstoffe finden breite Anwendung als
unverzichtbare Marker in der optischen Mikroskopie von
biologischen Proben.[1] Die selektive, empfindliche und sta-
bile Bildgebung der Zellmikrostruktur h�ngt von der opti-
malen Kombination mehrerer chemischer, biologischer und
physikalischer Faktoren ab. Die Verfîgbarkeit und richtige
Wahl der Fluoreszenzmarker – fluoreszierende Proteine
(FPs) oder synthetische Farbstoffe – sind entscheidende
Faktoren fîr den Erfolg des gesamten Markierungs- und
Abbildungsverfahrens. Synthetische Farbstoffe bieten dank
ihrer besseren Helligkeit und Photostabilit�t eine vielver-
sprechende Alternative zu FPs.

Hier pr�sentieren wir eine Reihe zellg�ngiger Fluores-
zenzmarker fîr lebende Zellen und wenden sie in hochauf-
lçsender Ein- und Zweifarbenfluoreszenzmikroskopie mittels

stimulated emission depletion (STED) an.[2] Fîr eine spezi-
fische Markierung der intrazellul�ren Proteine in lebenden
Zellen verwendeten wir eine g�ngige und zuverl�ssige Me-
thode, die auf HaloTag-Fusionsproteinen basiert.[3] Dabei
wird das Zielprotein genetisch an ein kînstliches Enzym
(modifizierte Dehalogenase aus Rhodococcus rhodochrous)
gebunden (fusioniert). Das Enyzm ist dazu in der Lage, se-
lektiv und schnell eine kovalente Bindung mit dem Substrat
zu bilden.

Die Auswahl geeigneter Farbstoffe fîr intrazellul�re
Markierungen von lebenden Zellen ist aufgrund der Anfor-
derungen an die Zellg�ngigkeit begrenzt. Einige Rhodami-
ne,[4] Carbopyronine[5] und Siliconrhodamine (SiR),[6] deren
Helligkeit vor kurzem verbessert wurde,[1h] kçnnen die �ußere
Plasmamembran intakter Zellen durchdringen.[7] Leider ist
die spektrale Vielfalt photostabiler fluoreszierender Farb-
stoffe, die sich fîr die spezifische Markierung intrazellul�rer
Strukturen und gleichzeitig fîr die hochauflçsende Mikro-
skopie eignen, sehr begrenzt. Weiterhin sind nur wenige
dieser Farbstoffe kommerziell erh�ltlich (siehe Abbildung S1
in den Hintergrundinformationen).

In kommerziellen STED-Mikroskopen kommen Laser in
drei spektralen Bereichen fîr die stimulierte Emission zum
Einsatz: l = 592/595, 660 und 765/775 nm.[8] Ein roter (l�
620 nm) oder sogar IR-Laser ist vorteilhaft, da dieser lebende
Zellen weniger beeintr�chtigt und unerwînschte Autofluo-
reszenz, Photobleichen und Lichtstreuung vermindert. Des-
halb konzentriert sich diese Studie auf die Entwicklung und
Charakterisierung von zellg�ngigen Rhodamin- und Carbo-
pyronin-Farbstoffen fîr die hochauflçsende Mikroskopie mit
dem orangeroten (l = 618 nm) oder IR-STED-Laser (l =

775 nm).
Es stellte sich heraus, dass membrang�ngige Farbstoffe

vorzugsweise elektrisch neutral oder Zwitterionen mit einem
kurzen Abstand zwischen den Ladungen sind. Zudem weisen
sie eine mçglichst kompakte Struktur, ein relativ geringes
Molekulargewicht (M< 700 Da) und einige Heteroatome
auf, die als Wasserstoffbrîckendonoren oder -akzeptoren
wirken kçnnen. Diese Merkmale ermçglichten eine Auswahl
bekannter[4b, 6] sowie die Synthese neuer grîn, gelb und rot
emittierender Rhodamine, Carbopyronine und Siliconrhod-
amine (Schema 1). Die spektralen Eigenschaften der unter-
suchten Farbstoffe dieser Art sind in Tabelle 1 und Abbil-
dung S2 der Hintergrundinformationen zusammengefasst.
Bisher sind lediglich 6’-Carboxyisomere erfolgreich zur
Markierung von Proteinen durch die Halo- oder SNAP-tag-
basierte Selbstmarkierungstechnik eingesetzt worden.[9]

Deshalb wurde hier stets das 6’-Carboxyisomer des Farbstoffs
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isoliert und an das bekannte O2-HaloTag-Amin (siehe Rest R
in Schema 1) gebunden.[3]

Carbopyronine und Si-Rhodamine 1 f–k wurden, wie in
Schema 2 dargestellt, aus Anthronen bzw. 10-Silaanthronen
(Dibenzo[b,e]silin-10(5H)-onen) 2 synthetisiert. Dieser mo-
dulare Ansatz ermçglichte es, das trizyklische Fragment des
Fluorophors und den biscarboxylierten aromatischen Ring
unabh�ngig voneinander auszuw�hlen. Carbopyronin 1e
wurde aus einem geeigneten Carbofluorescein-O,O’-di-
triflat[5f] und BocNHMe[4d] (Boc = tert-Butoxycarbonyl) durch
Buchwald-Hartwig-Amidierung hergestellt (Synthesebe-
schreibung siehe Hintergrundinformationen). Zwei Fluor-
substituenten direkt am Rhodaminfluorophor (515R) verur-

sachten geringfîgige hypsochrome und hypsofluore Ver-
schiebungen (vgl. Daten fîr 515R und 520R in Tabelle 1).
øhnliche Fluorierungen der Carbopyronine 1g,h und des Si-
Rhodamins 1 k fîhrten zu Rotverschiebungen der Absorp-
tions- und Emissionsmaxima, sodass die Spektren der neuen
Vertreter einen Anregungsbereich von l = 600–670 nm auf-
weisen (Tabelle 1). Allerdings haben die fluorierten Farb-

stoffe 1h und 1k niedrige Fluoreszenzquantenaus-
beuten und -lebensdauern.

Fluorogenit�t – ein ausgepr�gter Anstieg der
Fluoreszenz als Ergebnis eines spezifischen intra-
zellularen Vorgangs[10] – wurde vor kurzem fîr das
SiR-Konjugat mit dem HaloTag-Amin sowie den
SNAP-Tag- und CLIP-Tag-Liganden[6h] sowie fîr
SiR-Derivate, die sich in lebenden Zellen an Aktin-
oder Tubulin-Netzwerke binden, berichtet.[6k] Bei
Bindung an die jeweilige Zielstruktur nimmt die
Fluoreszenzemission dieser Konjugate signifikant
zu, weil das Gleichgewicht gegenîber dem unge-
bundenen Zustand (oder gegenîber unspezifischer
Bindung an andere Proteine oder hydrophobe
Strukturen) zur fluoreszierenden Zwitterionenform
verschoben wird (Schema 1). Es war nun von Inter-
esse, wie die Fluorogenit�t der neuen Farbstoffe mit
ihren Eigenschaften als Marker fîr lebende Zellen
korreliert.

Um den Einfluss der Lçsungsmittelpolarit�t auf
das relative Vorhandensein der farbigen Zwitterio-
nenform zu untersuchen, wurden fîr unsere Farb-

stoffe Reihen von Absorptionsspektren in w�ssrigen Dio-
xanlçsungen mit 10–100% Wassergehalt (Dielektrizit�ts-
konstanten D von 5.6–78; Abbildung 1) aufgenommen.[6h]

Wie erwartet, steigt bei Erhçhung des Wassergehalts die
Konzentration der ringgeçffneten, farbigen und damit fluo-
reszierenden Form jedes Farbstoffes. In allen Lçsungen,
außer den stark Dioxan-reichen, liegen die Rhodamine 1b–
d als Zwitterionen vor. Im Unterschied dazu liegen die Car-
bopyronine 1 e–h und das Si-Rhodamin 1 i in w�ssrigen Lç-
sungen mit mehr als 50 % Dioxan (D< 34.3) îberwiegend als
farbloses Lacton vor. Fîr das Thiophenderivat von SiR
(650SiR, 1j)[11] scheint die Zyklisierung zum Lacton sehr
ungînstig zu sein, da die angulare Spannung des mit dem

Schema 1. Zellg�ngige Fluoreszenzfarbstoffe fír die STED-Mikroskopie
lebender Zellen (siehe Tabelle 1 fír spektrale Eigenschaften) im
Gleichgewicht zwischen dem nicht-fluoreszierenden farblosen Spirolac-
ton und dem fluoreszierenden farbigen Zwitterion.

Tabelle 1: Spektrale Eigenschaften zellg�ngiger Farbstoffe in w�ssrigem PBS-Puffer
(pH 7.4) bei Raumtemperatur; STED bei l = 587 (1a), 618 (1b,c) und 775 nm (1d–
k).

Farbstoff Absorption
lmax, nm
(e, M¢1 cm¢1)

Emission
lmax, nm
(Ffl

[a])

Helligkeit
rel. zu
SiR[b]

D0.5
[c] Fluoreszenz-

lebensdauer
t, ns

500R (1a) 501 (88000) 523 (0.93) 2.15 32.5 4.2
515R (1b) 515 (56000) 543 (0.86) 1.26 19.6 4.1
520R (1c) 521 (52000) 546 (0.79) 1.08 7.5 4.0
580R (1d) 581 (58000) 607 (0.95) 1.45 <5.6 3.9
580CP (1e) 582 (90000) 607 (0.69) 1.63 34.6 3.6
610CP (1 f) 609 (100000) 634 (0.59) 1.55 36.4 3.1
620CP (1g) 617 (73000) 647 (0.17) 0.33 62.8 1.0
630CP (1h) 628 (6700) 660 (0.06) 0.01 72.7 0.4
SiR (1 i) 645 (93000) 661 (0.41) 1 (Ref.)[e] 64.5 2.7
650SiR (1 j) 650 (42000) 672 (0.36) 0.40 <5.6 2.5
670SiR (1k) 670 (150) 696 (0.03) 0.0001 – 1.9[d]

[a] Einzelheiten siehe Hintergrundinformationen. [b] Relative
Helligkeit= (e Ö Ffl)Farbstoff/(e Ö Ffl)SiR. [c] Erl�uterungen siehe Abbildung 1 und Text.
[d] In Methanol mit 1% (v/v) von Trifluoressigs�ure. [e] Ref. = Referenz.

Schema 2. Allgemeiner Zugang zu rot emittierenden Carbopyroninen
1 f–h und Si-Rhodaminen 1 i–k mit freier Carboxygruppe fír Biokonju-
gation. PG= Schutzgruppe.
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Thiophenring kondensierten [5,6]-Spirocyclus die Ring-
schlussreaktion verhindert.

Wir definieren den D0.5-Wert eines Farbstoffs als Dielek-
trizit�tskonstante seiner Lçsung in w�ssrigem Dioxan, bei der
die normierte Absorption A/Amax (oder Extinktion e/emax) des
Farbstoffs die H�lfte des Maximalwerts îber den gesamten
Dioxan-Wasser-Gradienten zeigt (Abbildung 1). Auf dieser
Skala entsprechen die niedrigen D0.5-Werte den nicht fluo-
rogenen Farbstoffen (Rhodamine 520R und 580R (1 c,d)
sowie SiR-Thiophen 1j). Die mittleren (20–40 fîr fluorierte
Rhodamine 1a,b und Carbopyronine 1e,f) und hohen D0.5-
Werte (60–70 fîr SiR und 1g[13]) kennzeichnen fluorogenes
Verhalten. 1k (D0.5> 70) liegt in der farblosen Lactonform
vor und ist wahrscheinlich zu dunkel fîr die Mikroskopie. Die
Gegenwart von Fluoratomen (Rhodamin 1 b gegenîber 1c
und Carbopyronine 1g,h gegenîber 1 f) oder von CF3CH2-
Gruppen am Fluorophor (1a gegenîber 1c) begînstigt selbst
in polaren Lçsungen die Verschiebung des Gleichgewichts in
Schema 1 zur Lactonform (Abbildung 1). Dies kann durch
die Destabilisierung der positiven Ladung an der C-9-Position
des Fluorophors erkl�rt werden. Im Unterschied dazu hat der
Austausch der N,N-Dimethylamino- (1 f) gegen N-Methyl-
aminogruppen (1e) keine wesentlichen Auswirkungen auf die
D0.5-Werte. Dies spiegelt sich auch in den geringen Unter-
schieden zwischen den sp-Konstanten der Me2N- und MeNH-
Substituenten (¢0.83 gegenîber ¢0.70 nach Hammett)
wider.[14] Gem�ß dieser Tendenz zeigen die fluorierten Car-
bopyronine 1g,h �hnlich wie SiR starke Fluorogenit�t. Fîr 1g
und 1 h wurden bei kovalenter Bindung an das HaloTag-
Protein mehr als zehnfache Anstiege der Emissionsintensi-
t�ten beobachtet (Abbildung S3). Die Konjugate der Rhod-
amine 1b–d-Halo, des Carbopyronins 1 f-Halo (610CP) und
des Si-Rhodamins 1j-Halo (650SiR) sind weit weniger fluo-
rogen.

Die Fluorogenit�t eines Farbstoffes kann auch auf andere
experimentelle Weise ermittelt werden. Die Grçße der
Emissions�nderung nach der unspezifischen und reversiblen
Bindung eines Farbstoffs mit Rinderalbuminserum (BSA) in
Gegenwart von Natriumdodecylsulfat (SDS; Abbil-

dung S4)[6h,k] korreliert mit der Fluorogenit�t des Farbstoffs in
Gegenwart des HaloTag-Proteins. Interessanterweise fîhrt
die Zugabe von kationischem Cetyltrimethylammoniumbro-
mid statt anionischem SDS zu einer reduzierten Emissions-
intensit�t (Abbildung S4), was darauf schließen l�sst, dass die
Fluorogenit�t von 1 g,h und SiR (zumindest teilweise) durch
die Stabilisierung des positiv geladenen Farbstoffkerns durch
nahe zur Bindungsstelle liegende, negativ geladene Amino-
s�urereste des HaloTag-Proteins verursacht wird.

Die drei Rhodamine 500R (1a), 515R (1b)[4b] und 520R
(1c) emittieren im grînen Spektralbereich. Ihre Fluores-
zenzemission kann mit STED-Lasern im Bereich von l = 590
bis 620 nm unterdrîckt werden, was sie zu mçglichen Alter-
nativen fîr die fluoreszierenden Proteine YFP und Citrin
macht. Um die Anwendbarkeit der Farbstoffe 1a–c in der
optischen „Nanoskopie“ zu demonstrieren, wurden lebende
Zellen mit einem Plasmid, das fîr ein Vimentin-HaloTag-
Fusionsprotein codiert, transfiziert und 20 min in 1 mm Lç-
sungen der Amide 500R-, 515R- und 520R-Halo inkubiert
(500R-, 520R-Halo: HeLa-Zellen; Abbildung 2; 515R-Halo:

HeLa-, U2Os- und Ptk2-Zellen). Nach zehnminîtigem Wa-
schen in farbstofffreiem Zellkulturmedium zeigten die er-
folgreich transfizierten Zellen eine helle und gleichm�ßige
Fluoreszenz der Vimentinfilamente ohne unspezifische Hin-
tergrundemission. STED-Mikroskopie dieser Zellen ergab
fîr 500R (587-nm-STED-Wellenl�nge) und 520R (618-nm-
STED-Wellenl�nge) optische Auflçsungen von ca. 40 nm
sowie fîr 515R (618-nm-STED-Wellenl�nge) ca. 50 nm (Ab-
bildungen S7-S9). Die Photostabilit�ten der Rhodamine 515R
und 520R gegenîber der von Citrin wurden unter konstanten
STED-Bedingungen verglichen (Abbildung S10) und steigen
in der Reihe Citrin< 515R< 520R.

Abbildung 1. Normierte Absorption e/emax bei lmax von 1a–j in w�ssri-
gem Dioxan gegen die Dielektrizit�tskonstante D der Lçsung. Die
Kreuzung einer interpolierten Kurve mit der Geraden e/emax = 0.5 ent-
spricht dem D0.5-Wert.[12] Die Absorbanz von 580CP (1e), 650SiR (1 j)
und den Rhodaminen 1a–d ist nicht monoton, wenn D>65 (vgl.
Lit. [6h])

Abbildung 2. Konfokal- und STED-Aufnahmen (Rohdaten) von Vimen-
tinfilamenten in einer lebenden HeLa-Zelle, die ein Vimentin-HaloTag-
Fusionsprotein exprimiert und mit 520R (1c-Halo; 1 mm fír 20 min) in-
kubiert wurde. a) STED-Bild mit der entsprechenden Konfokalaufnah-
me in der unteren linken Ecke. b) und c) zeigen jeweils Vergrçßerun-
gen der in (a) markierten Region der Konfokal- und STED-Aufnahme.
Die optische Auflçsung betr�gt ca. 40 nm (siehe Abbildung S9). Maß-
stabsbalken: 500 nm; Anregungsleistung: 1.6 mW; STED-Leistung:
14 mW; Pixelverweildauer: 20 ms; Pixelgrçße: 18 nm fír das STED-,
20 nm fír das Konfokalbild. Jede Linie wurde zweimal abgerastert, und
die entsprechenden Pixel wurden aufsummiert.
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Im roten Spektralbereich (775-nm-STED-Wellenl�nge)
wurden das HaloTag-Amid des Rhodamins 580R (1d-Halo)
sowie die Carbopyronin- (1 e–h-Halo) und Si-Rhodamin-
amide (1 i–k-Halo) als fluoreszierende Marker fîr Vimentin-
HaloTag-Konstrukte untersucht. Die drei Farbstoffe 580R,
580CP und 610CP (Abbildung 3) lieferten gleichm�ßig helle
Bilder ohne Hintergrund. Die STED-Mikroskopie ergab
optische Auflçsungen von< 70,� 60 und ca. 50 nm fîr 580CP,
580R bzw. 610CP (Abbildungen S11–S13). Bei den Farbstof-
fen 620CP und 650SiR war die Helligkeit der Bilder deutlich
niedriger (Abbildungen S15 und S16). Die difluorierten
Farbstoffe 630CP und 670SiR lieferten keine ausreichend
hellen Bilder.

Die beiden Farbstoffe 580R und 580CP kçnnen mit SiR
(1 i)[6h,k] im Zweifarben-STED-Verfahren kombiniert werden,
da die Emissionen aller drei Farbstoffe mit einem einzigen
STED-Laser bei l = 775 nm ausgeschaltet werden kçnnen.
Damit wird eine perfekte �berlagerung der beiden Farbka-
n�le gew�hrleistet.[4e] W�hrend SiR bei l� 640 nm angeregt
und seine Fluoreszenz im Bereich von l = 650–700 nm se-
lektiv detektiert wird, werden 580R und 580CP bei l

� 560 nm oder l� 590 nm angeregt und im Bereich von l =

605–625 nm detektiert und ermçglichen damit eine klare
Farbtrennung (Abbildung S5) mit geringer Farbîberlagerung
in den Detektionskan�len im Fall von 580R. Die Abbildun-
gen 4 und S17 zeigen Zweifarben-STED-Bilder lebender
HeLa-Zellen (Vimentinfilamente entsprechend mit 580R
oder 580CP markiert; Tubulin mit SiR-Tubulin gef�rbt).[6k]

Aus beiden Abbildungen wird deutlich, dass der hçhere
Wirkungsquerschnitt fîr STED im langwelligeren „roten“
Farbkanal zur besseren optischen Auflçsung des SiR-Farb-
stoffes fîhrt. Eine getrennte Regelung der STED-Leistung
fîr jeden Farbkanal wîrde die Auflçsung im „grînen“ Kanal
verbessern und die Signalintensit�t im „roten“ Farbkanal
verst�rken.

Zusammenfassend entspricht ein D0.5-Wert (Schema 1,
Tabelle 1) der Fluorogenit�t und dem Anteil des fluoreszie-
renden Zwitterions eines Farbstoffs. Diese Eigenschaften
kçnnen durch die elektronischen Effekte der Substituenten
erkl�rt und fîr neue Farbstoffe vorhergesagt werden. Das
fluorogene Verhalten eines Farbstoffs kann durch die Ver-
wendung von Fluoratomen in den Alkylketten (z. B. in 500R)
oder direkt am Farbstoffkern (515R, 620CP) sowie am
Arenring beim meso-C-9-Kohlenstoffatom[15] begînstigt
werden. Die hier dargestellten Grundlagen des Farbstoffbaus
sind auch fîr die Entwicklung neuer fluorogener Farbstoff-
typen (z.B. Rhodole, Ge-[6c] und P-Rhodamine[16]) nîtzlich.
Wir erwarten, dass die Farbstoffe 500R, 515R, 520R, 580R,
580CP, 610CP, 620CP und 650SiR und die strukturell �hnli-
chen Vertreter bei Verwendung mit SNAP- und CLIP-Tags
�hnlich gute oder sogar bessere Eigenschaften zeigen werden,
da die Erkennungseinheiten dieser Tags hydrophiler als der
HaloTag-Ligand sind.

Auch wenn die Fluorogenit�t fîr fluoreszierende Marker
vorteilhaft ist, stehen die D0.5-Werte der Rhodamine 1a–
d (Tabelle 1) nicht im Zusammenhang mit ihren Bildge-
bungseigenschaften, da alle diese Farbstoffe spezifisch binden
und Bilder ohne Hintergrund ergeben. Das hervorragende
Verhalten von 580R in lebenden Zellen trotz der voluminçsen
und rigiden Struktur des polyzyklischen Gerîsts zeigt, dass
die Hydroxylierung des Fluorophors eine vielversprechende
Methode zur Herstellung eines wasserlçslichen, zellg�ngigen
und spezifisch bindenden Farbstoffs ist.

Die Auswahl der fluoreszierenden Farbstoffe fîr die
„Nanoskopie“ an lebenden Zellen h�ngt oft von den verfîg-
baren Ger�ten ab. Die grîn emittierenden Rhodamine 500R
(1a), 515R (1b) und 520R (1 c) lieferten herausragende Bilder
mit den 587-nm- (1a) oder 618-nm-STED-Lasern (1b,c). Das
Rhodamin 520R ist îberragend bezîglich seiner erreichbaren
optischen Auflçsung und Photostabilit�t. Diese Eigenschaf-
ten sind besonders vorteilhaft bei mehreren, sich wiederho-

Abbildung 3. Konfokal- und STED-Aufnahmen (Rohdaten) von Vimen-
tinfilamenten in einer lebenden HeLa-Zelle, die ein Vimentin-HaloTag-
Fusionsprotein exprimiert und mit 610CP (1 f-Halo; 1 mm fír 20 min)
inkubiert wurde. a) STED-Bild mit der entsprechenden Konfokalaufnah-
me in der unteren linken Ecke. b) und c) zeigen jeweils Vergrçßerun-
gen der in (a) markierten Region der Konfokal- und STED-Aufnahme.
Die optische Auflçsung betr�gt ca. 50 nm (siehe Abbildung S13). Maß-
stabsbalken: 500 nm; Pixelverweildauer: 20 ms; Pixelgrçße: jeweils
20 nm. Jede Linie wurde zweimal abgerastert, und die entsprechenden
Pixel wurden aufsummiert.

Abbildung 4. Zweifarben-STED-Aufnahme (Rohdaten) von Vimentin
(grín) und Tubulin (rot) einer lebenden HeLa-Zelle. Die Vimentinfila-
mente wurden mit 580R in der Form 1d-Halo (1 mm) mittels HaloTag-
Fusionsprotein angewendet, w�hrend endogenes Tubulin direkt mit
dem SiR-Tubulin-Marker[6k] (0.5 mm) gef�rbt wurde. a) STED-Bild mit
der entsprechenden Konfokalaufnahme in der unteren linken Ecke. b)
und c) zeigen jeweils Ansichten der in (a) markierten Region der Kon-
fokal- und STED-Aufnahme der beiden Farbkan�le. Maßstabsbalken:
2 mm; Pixelverweildauer: 40 ms fír den SiR-Tubulin-Kanal (rot), 20 ms
fír den 580R-Vimentin-Kanal (grín); Pixelgrçße: jeweils 20 nm. Die
Farbkan�le wurden pixelweise aufgenommen; jede Linie wurde zwei-
mal abgerastert, und die entsprechenden Pixel wurden aufsummiert.
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lenden STED-Aufnahmen. Somit ist das Rhodamin 520R ein
wertvoller Marker fîr die zeitaufgelçste Verfolgung von dy-
namischen Vorg�ngen. Die grîn oder gelb emittierenden FPs
sind lichtbest�ndiger als die rot emittierenden und ermçgli-
chen eine hçhere optische Auflçsung in der STED-Mikro-
skopie. Deswegen bieten die neuen synthetischen Farbstoffe
im gesamten spektralen Bereich eine bessere Alternative zu
den FPs. Rhodamin 580R (1d) sowie die Carbopyronine
580CP (1e) und 610CP (1 f) sind besonders gut fîr die STED-
Mikroskopie an lebenden Zellen mit einem 775-nm-Laser
geeignet. Hçhere STED-Wellenl�ngen bieten den Vorteil,
weniger mit biologischer Materie in Wechselwirkung zu
stehen. Dadurch erlaubt die Kombination von SiR mit 580R
oder 580CP hochqualitative „Nanoskopie“ an lebenden
Zellen in zwei Farben und ist die natîrliche Wahl fîr den am
h�ufigsten verwendeten 775-nm-STED-Laser.
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