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Fluoreszenz-Chemosensoren fiir Cu?>*-Ionen:
schnell, selektiv und hochempfindlich

Roland Kramer*

Das Design von Chelatliganden fiir die selektive Komple-
xierung von Metallionen ist seit mehreren Jahrzehnten ein
zentrales Anliegen der Koordinations- und der supramoleku-
laren Chemie. Durch Kombination des Erkennungsprozesses
mit einer leicht quantifizierbaren Signaltransduktion werden
chemische Sensoren fiir Metallionen zuginglich. Zu den
Eigenschaften eines ,,idealen Sensors® zéhlen hohe Selektivi-
tit fiir ein Metallion, hohe Empfindlichkeit, schnelles und
reversibles Ansprechverhalten, In-situ-Funktion bis hinab in
die Mikrometer-Dimension sowie einfache Handhabung.
Signaltransduktion auf Fluoreszenzbasis!!! hat den Vorteil
der auBerordentlichen Empfindlichkeit und der unmittel-
baren Anwendbarkeit in Sensoren mit Glasfaseroptik. Eine
neue Generation von fluoreszierenden Verbindungen, in
denen eine Chelateinheit und ein Fluorophor diskrete Unter-
einheiten eines Molekiils sind,? hat das Potential, den
genannten Anspriichen gerecht zu werden. Versuche, diese
Zweikomponentensysteme zur Detektion von Ubergangs-
metallionen einzusetzen, waren mit Cu?>* besonders erfolg-
reich. Dies iiberrascht nicht, da Kupfer(i1) unter den bedeu-
tenderen Ubergangsmetallionen eine besonders hohe Affini-
tit zu typischen N,O-Chelatliganden hat und gleichzeitig eine
schnelle Kinetik der Metallionenbindung beobachtet wird.
Kupfer ist wegen seiner vielfiltigen technischen Verwendung
ein in der Umwelt verbreitetes Metall und gleichzeitig ein
essentielles Spurenelement in biologischen Systemen. Wih-
rend es im Vergleich zu anderen Schwermetallen fiir den
Menschen nur wenig toxisch ist, werden Mikroorganismen
bereits durch submikromolare Konzentrationen beeintréch-
tigt. Gegeniiber klassischen Fluoreszenzsensoren fiir Cu®*, in
denen die Donoratome Teil des Fluorophor-rt-Systems sind, !
ermoglicht die rdumliche Trennung von chelatbildender
Gruppe und Fluorophor ein viel flexibleres Design. Das
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wiederum ist die Voraussetzung fiir die gezielte Optimierung
der Sensoreigenschaften im Hinblick auf spezielle Anwen-
dungen.

Im Fluoreszenzsensor 1 von Fabrizzi et al. ist eine metall-
bindende Dioxotetraazaeinheit mit einem lichtemittierenden
Anthracenfragment verkniipft (Schema 1). Unter den in
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nicht fluoreszierend
Schema 1. Bindung von Cu?**-Ionen durch 1.

den letzten Jahren beschrieben Kupfer(i)-Fluoreszenzsenso-
ren dieser ArtlPl zeichnet sich 1 durch reversibles Ansprech-
verhalten auf nanomolare Cu**-Konzentrationen bei geringer
Querempfindlichkeit gegeniiber einer Reihe von anderen
Ubergangsmetallionen und Protonen aus. Bei Bestrahlung
mit 372-nm-Licht zeigt 1 eine intensive Emissionsbande bei
415 nm. Die Fluoreszenz wird durch Koordination eines
Kupferions vollstindig geloscht, wahrscheinlich durch einen
lichtinduzierten Elektronentransfer vom Metallzentrum zum
Fluorophor. Die Kupferkonzentration wird durch Messung
der Fluoreszenzintensitdt mit einem Fluorimeter ermittelt.
Metallbindung und Signaltransduktion sind schnell und voll-
stdndig reversibel. Die untere Nachweisgrenze liegt bei einer
Konzentration von 100nm Cu?**. Bei pH 7.1 wird das An-
sprechverhalten durch Mn?*, Co?*, Ni?* und Zn?* in dquimo-
larer Konzentration nicht beeinfluf3t, da diese Metalle nicht
an den Rezeptor binden. Die Selektivitdt beruht auf der
hohen Affinitit von Cu?*-Ionen zu Stickstoffdonoren und auf
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dessen ausgeprégter Tendenz, im Zuge der Komplexbildung
die Deprotonierung von Amid-Stickstoffatomen zu induzie-
ren. Die Metallionen-Selektivitit, die Metallbindungskinetik
und die Querempfindlichkeit gegeniiber Protonen hingen
stark von der der Struktur der chelatbildenden Gruppe des
Fluoreszenzsensors ab.Xl

Noch empfindlicher auf Cu?*-Ionen reagiert ein von
Arnold und Mitarbeitern beschriebener Fluoreszenzsensor
auf Membranbasis.”! Das Lipid 2 ist mit einer fluoreszieren-
den Pyrengruppe und einer Iminodiacetat-Chelateinheit
funktionalisiert. Gibt man 2 bei pH 7.5 zu Disteaorylphos-
phatidylcholin-Vesikeln, so bildet es innerhalb der Membran
Aggregate (Schema?2). Bei Anregung mit 346-nm-Licht
geben die Vesikel zwei Banden im Fluoreszenzspektrum:
eine schwache Emission bei 377 nm, die einer geringen
Menge isolierter Monomere von 2 zugeordnet wird, und eine
breite und intensive Bande bei 470 nm, die Aggregaten von 2
(Pyren-Excimeren) zuzuordnen ist. Die Zugabe von Cu’*-
Tonen hat drastischen Einfluf auf das Fluoreszenzspektrum.
Die Monomerbande nimmt zu und die Excimerbande ab.
Anders als im zuvor beschriebenen Beispiel sind die Kupfer-
ionen nicht unmittelbar am Mechanismus der Fluoreszenzlo-
schung beteiligt. Vielmehr bewirkt die Komplexierung eine
Reorganisation der Lipide (Schema 2) durch Dispersion von 2
in der Matrix, was eine Vergrof3erung des Monomer-Excimer-
Verhiltnisses zur Folge hat. Die metallinduzierten Verin-
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Schema 2. Cu*-induzierte Anderung der Fluoreszenzeigenschaften einer
Phospholipidmembran, die 2 enthalt.

derungen im Fluoreszenzspektrum sind schnell und reversibel
und erméglichen die Quantifizierung von Cu?* noch in einer
Konzentration von 5nm. Der Sensor spricht auf Cu** min-
destens zehnmal empfindlicher an als auf Co**, Ni**, Mn?*
und Ca?*. Wiederum ist die Selektivitidt auf die besondere
thermodynamische Stabilitdt des Iminodiacetatokupferkom-
plexes zuriickzufiihren. Eine Optimierung des Systems im
Hinblick auf analytische Anwendungen ist naheliegend, z. B.
fiir die kontinuierliche Uberwachung der Cu?*-Konzentration
durch DurchfluB3-Fluorimetrie.

Das Rhodamin-B-Hydrazid 3" von Czarnik et al. ist, da die
Transduktion des Fluoreszenzsignals nicht reversibel ist, kein
Sensor im engeren Sinne und wird treffender als ,,Chemodo-
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simeter” bezeichnet. 3 ist eine nichtfluoreszierende Verbin-
dung. Die Zugabe von Cu?*-Ionen fiihrt zur Bildung eines
N,O-Chelatkomplexes mit der Hydrazidgruppe und anschlie-
Bend zu einer Redoxhydrolyse unter Freisetzung des fluores-
zierenden RhodaminB 4 (Schema 3). Stéchiometrische Rea-
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Schema 3. Reaktion von 3 mit Cu?>*-Ionen.

gentien zur fluorimetrischen Bestimmung von Kupfer, meist
auf Basis einer Redoxreaktion, wurden schon vor 30 Jahren
beschrieben!®!, aber Czarniks Dosimeter ist das erste, dessen
Funktion auf einer Hydrolysereaktion beruht.

Der Vorgang wird durch die besondere Eigenschaft von
Cu?*-lonen induziert, effizient Carbonsiurederivate mit An-
kergruppen zu hydrolysieren, z. B. a-Aminoester, Hydroxam-
sduren und Hydrazide. Metallerkennung und Signaliibertra-
gung sind stochiometrische, irreversible Prozesse. In einem
typischen Experiment wird ein UberschuB an 3 zu einer
wiBrigen Cu?*-Probe bei pH 7.5 gegeben und die Menge an
freigesetztem 4 durch Messung der Fluoreszenz (Anregung
bei 510 nm, Emission bei 578 nm) nach zwei Minuten
bestimmt, wenn die Hydrolyse quantitativ ist. Auf diese
Weise kann Kupfer noch in einer Konzentration von 10nm
zuverldssig bestimmt werden. Mit der Chemodosimeter-
Methode konnen zwar keine Realzeit-Konzentrationen er-
mittelt werden, aber die Selektivitét fiir Kupfer ist aufgrund
eines doppelten Auswahlprozesses aullerordentlich hoch: Das
Ansprechen auf ein Metallion setzt einerseits dessen hohe
Affinitdt zum Sensormolekiil und andererseits die hydroly-
tische Reaktivitdt voraus. Viele andere Metallionen (z.B.
Mn“, Fe3+, Cr3+’ COH, Niz+, Zn”, Pb2+7 HgH, Ang7 CaH,
Mg**) in dquimolarer Menge bewirken nach zwei Minuten
keinerlei Zunahme der Fluoreszenzintensitét.

Eine Arbeit von Imperiali und Mitarbeitern®! zeigt das
Potential kombinatorischer Methoden zur Optimierung der
Sensoreigenschaften auf. In Anlehnung an die Cu?*-Bindungs-
stelle des Serumalbumins wurde eine Reihe von Pentapepti-
den synthetisiert. Das Metallion wird iiber die aminotermi-
nale NH,-Gruppe und iiber deprotonierte Amid-N-Atome
gebunden. Als Fluorophor ist in der Seitenkette der N-
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terminalen Aminosdure eine 5-(Dimethylamino)naphtalin-1-
sulfonamid-Gruppe enthalten, die nicht an der Metallkoordi-
nation beteiligt ist. Empfindlichkeit und Selektivitit fiir Cu**
dhneln denen des Fluoreszenzsensors 1. Durch Variation der
Aminosduren konnen die Sensoreigenschaften auf einfache
Weise modifiziert werden; beispielsweise fithrt der Austausch
eines Glycin-Bausteins durch f-Alanin zu einer deutlich
verbesserten Selektivitit fiir Cu’* gegeniiber Ni**. Die Im-
mobilisierung der fluoreszierenden Peptide durch kovalente
Anbindung an eine Polyethylenglycolmatrix ermoglicht eine
kombinatorische Peptidsynthese an fester Phase und ein
schnelles Screening der Metallionen-Selektivitit durche Beob-
achtung der Fluoreszenzloschung direkt in der Polymermatrix.

Die hier beschriebenen Fluoreszenzsensoren fiir Cu?*-
Tonen sind auBergewohnlich empfindlich und selektiv. Fiir
viele andere Metallionen ist die Entwicklung von hoch-
selektiven Reagentien dieser Art noch eine Herausforderung.
Die Kombination von Fluorophoren mit hydrolysierbaren
Gruppen konnte den Zugang zu neuartigen Systemen fiir die
spezifische Bestimmung von Metallionen mit hoher Hydro-
lyseaktivitit (z.B. Lanthanoid(ii)- und Pb**-Ionen, die be-
sonders effizient Phosphatester spalten) eroffnen.

Stichworter: Analytische Methoden - Fluoreszenzsensoren
- Kupfer - Sensoren
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Von D-Arabinose zum marinen Naturstoff Eleutherobin

Thomas Lindel*

Fine vor Westaustralien gesammelte Lederkoralle der
Gattung Eleutherobia erwies sich 1994 als Quelle eines
Naturstoffs bemerkenswerter biologischer Aktivitidt. Fenical
et al. fithrten die cytotoxische Wirkung, die ein Extrakt aus
diesem Meerestier zeigte, auf das glycosylierte Diterpenoid
Eleutherobin 1 zuriick, dessen Struktur durch 2D-NMR-
Spektroskopie und hochauflosende Massenspektrometrie
aufgekliart wurde (Abb. 1).[ 1 enthilt ein bisher ausschlieB-
lich bei Naturstoffen aus Horn- und Lederkorallen beob-
achtetes Eunicellan-Kohlenstoffgeriist. Dieses Strukturele-
ment wurde erstmals 1968 bei Eunicellin 2 aus Eunicella
stricta gefunden.” Im Unterschied zu 2 sind in 1 C-4 und C-7
und nicht C-2 und C-9 durch ein Sauerstoffatom verbriickt.
Zur kleinen Gruppe der Naturstoffe mit einem 4,7-Oxaeuni-
cellan-Geriist gehoren auBerdem die aus verwandten Koral-
len gewonnenen EleuthosideP! sowie die nicht glycosylierten
Sarcodictyinel* und Valdivone.F!
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Abb. 1. Die Korallen-Inhaltsstoffe Eleutherobin 1 und Eunicellin 2.

OAcC
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Eleutherobin 1 konkurriert mit Paclitaxel (ehemals Taxol)
um dessen Bindungsstelle an den Mikrotubuli, hemmt deren
Depolymerisation und hindert damit Krebszellen an der
Teilung.¥! Paclitaxel war bis 1994 trotz intensiver Suche die
einzige Verbindung, fiir die ein derartiger Wirkmechanismus
bekannt war.”! Seitdem zeigten mit den Epothilonen!® und
mit Discodermolid® weitere Naturstoffe diesen Effekt. Die
In-vitro-Cytotoxizitit reinen Eleutherobins 1 gegen verschie-
dene Tumorzellinien betrdgt etwa 10-15nm (ICs,), wobei
gegeniiber bestimmten Brust-, Nieren-, Eierstock- und Lun-
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