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Citrat ist ein wichtiges Zwischenprodukt im Citrat-Zyklus,"!
der eine zentrale Bedeutung im Zellmetabolismus hat und
Ausgangspunkt fiir die Synthese von Biomolekiilen ist. Citrat
kann Chelatkomplexe bilden und spielt daher eine essenzielle
Rolle bei der Eliminierung von Schwermetallionen (die von
Bakterien aufgenommen und transformiert werden); auBer-
dem wird es als Antikoagulans bei der Hemmung der
Blutgerinnung® und als Zusatzstoff in der Nahrungsmittel-
und pharmazeutischen Industrie® eingesetzt. Dariiber hinaus
kann die Citratkonzentration im Urin tiber diverse Erkran-
kungen Aufschluss geben.!

Das Fluoreszenz-Imaging ist eine wirkungsvolle Methode
zur bildhaften Darstellung der Analytverteilung in einer
Probe, wenn eine der folgenden drei Voraussetzungen erfiillt
ist: 1) Der Analyt zeigt intrinsische Fluoreszenz (z.B. NADH,
Flavine, Porphyrine);! 2) der Analyt kann an eine Fluores-
zenzsonde gekuppelt werden;” 3) spezifische und sensitive
Sondenmolekiile sind fiir den gesuchten Parameter (z.B. pH-
Wert oder Sauerstoff-Konzentration) verfiigbar.®! Da Citrat
und die anderen Zwischenprodukte im Citrat-Zyklus keine
signifikanten physikalischen oder chemischen Eigenschaften
haben, die ihren direkten Nachweis ermoglichen, miissen sie
entweder durch Enzyme in ,sichtbare Produkte® umgewan-
delt oder durch synthetische Rezeptoren erkannt werden.”)
Die Entwicklung einer geeigneten fluoreszenten molekularen
Sonde fiir Citrat wére eine elegante Alternativlosung.

Wir berichten hier iiber einen Europium(iir)-Komplex als
molekularen Fluoreszenzsensor fiir Citrat. Die Visualisierung
von Citrat und weiteren Zwischenprodukten im Citrat-Zyklus
beruht darauf, dass der schwach fluoreszierende Europi-
um(11)-Tetracyclin-Komplex (EuTc) eine reversible Bindung
mit Citrat eingeht, wobei ein stark fluoreszierender ternérer
Europium-Tetracyclin-Citrat-Komplex (EuTc-Cit) entsteht.
EuTc und EuTc-Cit weisen die typischen Vorziige von
Europium-Komplexen auf:'"! eine groBe Stokes-Verschie-
bung (&~ 210 nm), eine scharfe Emissionsbande, eine Abkling-
zeit im ps-Bereich und eine mit dem blauen Diodenlaser
(405 nm) kompatible Anregungswellenldnge. Dariiber hinaus
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kann der Komplex einfach hergestellt werden und ist im
gelosten wie im festen Zustand photostabil.

Die optischen Eigenschaften von EuTc wurden bereits
untersucht und beschrieben,'!! ebenso seine Anwendung als
molekularer Sensor zum Nachweis von Wasserstoffperoxid.
Die Absorptionsbande von EuTc-Cit hat zwei Maxima bei
Wellenldngen von 381 und 408 nm und &hnelt damit der von
EuTc.™® Hingegen ist die Fluoreszenz von EuTc-Cit, auf-
genommen bei einer Emissionswellenldnge von 615 nm, 22-
mal so intensiv wie die von EuTc. Der Emissionsbande von
EuTc-Cit liegt der elektronische Ubergang °D,—'F, zu-
grunde. Es treten mehrere Nebenbanden bei Wellenldngen
von 580, 590, 651 und 697 nm auf.

Die Stochiometrie von EuTc-Cit betrégt, wie bei anderen
Metallion-Tetracyclin-Komplexen,'*"! 1:1:2  (Eu:Tc:Cit),
wie sowohl die Methode nach Job als auch die Molverhalt-
nismethode ergaben.!"! Citrat als mehrzihniger Ligand kann
das Eu*™-Ion iiber die freien Elektronenpaare der Sauerstoff-
atome der Carboxy- und Hydroxygruppen binden.['*"! Es ist
anzunehmen, dass Citrat die Wassermolekiile aus der Koor-
dinationssphire des Eu**-lons verdringt, die 8-9 mogliche
Bindungsstellen fiir Liganden aufweist, und deren Anwesen-
heit die Fluoreszenz des Metallions desaktiviert. Die Disso-
ziationskonstanten des Systems (EuTc)-(Citrat), wurden
niherungsweise mit den Benesi-Hildebrand-Gleichungen!'®
berechnet. Es ergaben sich pK-Werte um 4.2-4.9.

Die Fluoreszenz-Quantenausbeuten'” betragen 0.4 % im
Falle von EuTc und steigen auf 3.2% bei EuTc-Cit
(Tabelle 1). Dies zeigt, dass die absolute Quantenausbeute

Tabelle 1: Mittlere Fluoreszenz-Abklingzeiten t,, [us] und Quantenaus-
beuten QY von EuTc-L-Komplexen

Ligand L 7, QY™ Ligand L 7, QY™
EuTc 44 0.004 EuTc-Succinat 38 0.004
EuTc-Citrat 83 0.032 EuTc-Fumarat 63 0.005
EuTc-Isocitrat 66 0.007 EuTc-Malat 77 0.008
EuTc-Ketoglutarat 37 0.004 EuTc-Oxalacetat 56  0.014

[a] L ist das entsprechende Zwischenprodukt im Citrat-Zyklus als Ligand
an Eu**. EuTc: 50 umolL™", L: 150 umolL™". Bei dieser Liganden-
konzentration wird EuTc nur durch Citrat vollstindig komplexiert, nicht
durch die anderen Liganden. [b] Quantenausbeute relativ zu der von
Ruthenium (11)-tris (2,2'-dipyridyl)dichlorid-hexahydrat."”!

nicht um den gleichen Faktor zunimmt wie die Intensitét der
Emissionsbande bei 615 nm. Wie bei den meisten Eu**-
Komplexen sind auch bei EuTc die Fluoreszenz-Abklingzei-
ten verhéltnismiBig lang. Das Abklingprofil 14sst sich mithilfe
eines Drei-Komponenten-Modells beschreiben. Die gemittel-
ten Abklingzeiten betragen 44 ps fiir EuTc und 83 ps fiir
EuTc-Cit. Diese annidhernde Verdopplung der mittleren
Abklingzeit kann, wie im Folgenden beschrieben, fiir eine
zeitaufgeloste Detektion und fiir entsprechende Imaging-
Methoden genutzt werden.

Anders als bei EuTc und anderen ternidren Tetracyclin-
komplexen'™®'? jst die Fluoreszenzemission des EuTc-Cit-
Systems im Bereich zwischen pH 7 und 9.2 pH-unabhéngig.
Die besten Ergebnisse wurden in einem 10 mmol L' HEPES-
Puffer bei pH 8 erhalten. In unserer Studie untersuchten wir
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auch mogliche Storungen durch iiber 40 in Korperfliissig-
keiten hidufig vorkommende Kationen, Anionen, geloste
Gase und andere Biomolekiile. Die meisten beeinflussen
die Emission von EuTc-Cit um weniger als 10%. Nur Ni*",
Co?*, Cu’*, Phosphat und ATP stéren nennenswert, wenn
ihre Konzentrationen iiber 16 (Ni, Co), 2 (Cu), 280 (Phos-
phat) und 8 (ATP) umol L™! liegen. Die Wechselwirkung mit
Phosphat bedeutet unzweifelhaft eine Einschrinkung der
Methode, da dieses Anion in vielen biologischen Proben
prasent und dariiber hinaus eine gebrduchliche Puffersub-
stanz ist.

Wasserstoffperoxid wirkt sich tiberraschenderweise nicht
messbar auf die Fluoreszenzintensitidt des EuTc-Cit-Systems
aus, obwohl ein EuTc-Komplex mit der Stochiometrie 3:1 als
fluoreszierende Molekiilsonde fiir H,O, eingesetzt werden
kann."! Dieser Umstand beruht offensichtlich auf einer
geringeren Bindungsstirke von H,O, zu Eu*t und auf der
abweichenden Stochiometrie des EuTc-Cyt-Systems.

Durch zeitaufgeloste Detektion kann Citrat in einem
Konzentrationsbereich  zwischen 1.6x1077 und 5.6x
10 molL™" mithilfe der Sonde FEuTc nachgewiesen
werden.'s! Die Fluoreszenzintensitit wurde 100 us nach
Abschalten der Anregungsquelle aufgenommen. Es ergab
sich ein Detektionslimit (30/Steigung) von 6 x 10~® molL~".
Die lange Fluoreszenz-Abklingzeit des EuTc-Cit-Systems
ermoglicht neben der optischen Bestimmung von Citrat
mithilfe von kommerziell erhiltlichen zeitauflosenden
Mikrotiterplatten-Lesern auch ein zeitaufgelostes Imaging™
von Citrat durch CCD-Kameras. Das Fluoreszenz-Lifetime-
Imaging (FLIM)®<'?! jst wegen der Unterdriickung von
dufleren Storungen und Inhomogenititen die Methode der
Wahl fiir bioanalytische Anwendungen. Als ratiometrische
Methode hat sich das Rapid-Lifetime-Imaging (RLI)
bewihrt.®! Die resultierenden Aufnahmen sind in Abbil-
dung 1a dargestellt. Zum Vergleich zeigt Abbildung 1b das
Ergebnis der reinen Intensitdtsmessung ohne Zeitauflosung.
Hier sind starke Schwankungen der Signalintensitdten inner-
halb eines Probenspots zu beobachten, die durch Fluktuatio-
nen oder Inhomogenitéten im Lichtfeld der Anregungsquelle
(LED-Array) und durch Lichtstreu-Effekte bedingt sind.
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Abbildung 1. Fluoreszenz-Imaging von Citrat in einer 96er-Mikrotiter-
platte mit EuTc als fluoreszierender Molekiilsonde. a) Zeitaufgel6ste
ratiometrische Messung einer Konzentrationsreihe. b) Intensititsmes-
sung an der gleichen Konzentrationsreihe ohne zeitliche Auflésung.
Die Konzentration von EuTc betrug 50 umol L™, die Citratkonzentratio-
nen waren (von links nach rechts): 0, 0.16, 0.4, 1.0, 1.6, 4.0, 10.0, 16.0,
60.0 und 80.0 pmol L™".
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Andere Zwischenprodukte des Citrat-Zyklus wie Isocit-
rat, a-Ketoglutarat, Succinat, Fumarat, L-Malat und Oxal-
acetat wurden ebenfalls untersucht. Es ergaben sich grofie
Unterschiede in der Fluoreszenzintensitdt nach der Zugabe
von EuTc (Abbildung2a). Die meisten dieser Substanzen
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Abbildung 2. a) 2D-Fluoreszenzbilder von Folgeprodukten des Citrat-
Zyklus; b) normierte Fluoreszenzintensitaten der resultierenden EuTc-
L-Komplexe nach unterschiedlichen Zeitintervallen zwischen dem LED-
Anregungspuls (4,.,=405 nm) und der Aufnahme der Signale mit der
CCD-Kamera. EuTc: 50 pmol L™, L (Citrat, Isocitrat, o-Ketoglutarat,
Succinat, Fumarat, L-Malat und Oxalacetat): 150 umol L™". F: Fluores-

zenzintensitit der EuTc-L-Komplexe, Fy: Fluoreszenzintensitit der
Sonde EuTc.

konnen analog zum Citrat mehrzdhnige terndre Komplexe
mit EuTc bilden. Lediglich die Anionen a-Ketoglutarat und
Succinat koordinieren nicht effektiv an Eu®* und konnten
somit keine wesentliche Fluoreszenzverstarkung bewirken.
Das Fluoreszenz-Abklingverhalten und die Quantenaus-
beuten der Komplexe sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
Durch die Aufnahme nach unterschiedlichen Wartezeiten
konnen die unterschiedlichen Zwischenprodukte selektiv
herausgefiltert werden. Durch Variation der Zeitfenster und
der Aufnahmelédngen erzielt man somit eine Feinabstimmung
der Nachweismethode. Dabei geht allerdings eine hohere
Selektivitdt immer zu Lasten der Empfindlichkeit. Durch
Erhohung der zeitlichen Verzogerung der Emissionsauf-
nahme von 0 auf 100 ps nach Beendigung des LED-Pulses
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nimmt die normierte Intensitit [(F—F,)/F,] der Signale aller
Spezies bis auf a-Ketoglutarat zu (Abbildung 2b). Bei einem
noch groBeren Zeitintervall zwischen LED-Puls und Emis-
sionsaufnahme von 250 ps wird das Signal von Oxalacetat fast
vollstandig ausgeblendet, das von Citrat nimmt um 40 % ab,
und die Signalintensitdten von Isocitrat, Fumarat und Malat
dandern sich nur wenig. Somit lassen sich durch Messungen
nach unterschiedlichen Zeitintervallen L-Malat und Oxalace-
tat sowie Citrat und Isocitrat unterscheiden.

Ein besonderer Vorzug dieser Nachweismethode besteht
darin, dass keine Enzyme oder gar Multienzymsysteme zur
Detektion zugegeben werden miissen. Allerdings sollte zur
selektiven Bestimmung und Visualisierung der Folgepro-
dukte im Citrat-Zyklus kein Citrat in der Probe vorhanden
sein. Die Anwendbarkeit, Spezifitdit und Reversibilitiat des
EuTc-Cit-Systems kann anschaulich an der Visualisierung
von Oxalacetat, L-Malat und Fumarat demonstriert werden.
Diese Folgeprodukte wurden durch die enzymatischen Reak-
tionen (1)—(3) schrittweise hergestellt. In den Gleichungen

Citrat-= Oxalacetat + Acetat 1)
MDH

Oxalacetat + NADH + H*==1-Malat + NAD" 2)

L-Malat™,Fumarat + H,0O (3)

steht CL fiir Citrat-Lyase, MDH fiir Malat-Dehydrogenase
und FM fiir Fumarase.”” Abbildung 3 zeigt die resultierende
Anderung der Fluoreszenzintensitit des EuTc-Systems. Das
Ausgangssignal einer NADH-haltigen EuTc-Losung ist zeit-
lich konstant. Nach der Zugabe von Citrat nimmt die
Emission durch die Bildung des EuTc-Cit-Komplexes stark
zu. Danach werden nacheinander CL, MDH und FM zuge-
geben. Die Signalintensitdt nimmt entsprechend schrittweise
ab. Das Citrat wird dabei fast vollstindig umgesetzt, wobei
sich die unterschiedlich stark fluoreszierenden Produkte
EuTc-Oxalacetat, EuTc-Malat und EuTc-Fumarat bilden.
Dieses Experiment zeigt deutlich, dass die Bindungen von
Citrat und den Folgeprodukten des Citrat-Zyklus an EuTc
reversibel sind.

T T T
0 25 50 75 100 125
t/min ——

Abbildung 3. Kinetische Untersuchung der Bildung und des Abbaus
des EuTc-Citrat-Komplexes. Ausgangslésung: 0.5 mmol L' EuTc

(200 pL) und 4.8 mmolL™" NADH (60 puL) in 1.7 mL HEPES-Puffer.
Nacheinander wurden 2 mmol L™' Citratlésung (40 uL), 3.4 UmL™' CL
(70 pL), 1588 UmL™" MDH (50 pL) und 618 UmL™' FM (80 pL) zuge-
geben und der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzintensitit verfolgt.
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Wir haben somit erstmals gezeigt, dass Citrat und die
Folgeprodukte des Citrat-Zyklus durch bildgebende Verfah-
ren detektiert werden kénnen, wobei sowohl direkte als auch
zeitlich aufgeloste ratiometrische Imaging-Methoden einge-
setzt werden konnen. Das EuTc-System konnte ein grofes
Potenzial als fluoreszierende Molekiilsonde zur Untersu-
chung biologischer Stoffwechselprozesse sowohl in vitro als
auch in vivo haben.

Eingegangen am 28. Oktober 2003,
verdnderte Fassung am 22. Dezember 2003 [Z53169]
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Messung zeitaufgeloster Fluoreszenzintensitédt: Wassrige Citrat-
16sungen (100 pL) unterschiedlicher Konzentration (0.32—
112 umolL ") werden zu 100 uL einer 100 umolL™' EuTec-
Stammlosung in den Vertiefungen einer Mikrotiterplatte gege-
ben. Nach 30 min Inkubationszeit wurde die Intensitdt der
Emissionsbande bei einer Filterwellenlidnge von 612 nm (Anre-
gungswellenlidnge 405 nm) ermittelt. Es wurde 100 ps nach Ende
des Anregungspulses 40 ps lang gemessen (GENios+ Micro
Plate Reader, Tecan, Salzburg-Grodig, Osterreich).

Der Begriff , Imaging” wird in unterschiedlichen Zusammen-
héngen verwendet. Urspriinglich wurde mit Imaging die Visua-
lisierung rdumlich aufgeloster Analytverteilungen in biologi-
schen Proben oder rdumlich aufgeloster physikalischer Parame-
ter wie Druck oder Temperatur bezeichnet. In den letzten Jahren
wurde der Ausdruck Imaging auch fiir die parallele Erfassung
und Visualisierung einer grofen Menge an Probenspots ver-
wendet, z. B. bei der Auswertung von DNA- oder Protein-Arrays
mithilfe von CCD-Kameras. Die von uns hier anhand von
Mikrotiterplatten demonstrierte Imaging-Methode kann auch
zur raumlichen Auflosung der untersuchten Analyte in bio-
logischen Proben verwendet werden.

Das zeitaufgeloste Fluoreszenz-Imaging wurde geméif bereits
beschriebener Verfahren durchgefiihrt.® Die auf Intensitits-
messungen beruhenden Bilder wurden mit einer Anregungs-
dauer von 50 ps aufgenommen. Das RLI-Schema bedarf der
Aufnahme in zwei Zeitfenstern (Bild 1: 100-180 ps, Bild 2: 200
240 ps nach Beendigung des LED-Anregungspulses). Die Pro-
zessierung der Daten (Pulsprogramm, Subtraktion der zugeho-
rigen Dunkelbilder von den Rohbildern, Referenzierung durch
Quotientenbildung aus Bild1 und Bild 2, Auswertung der
Messsignale) wurde mithilfe eines Software-Moduls basierend
auf Matlab 6.1 (Mathwork, Natick, MA, USA) durchgefiihrt.
CL (EC: 4.1.3.6, aus Enterobacter aerogenes), mitochondriale
MDH (EC: 1.1.1.37, aus Schweineherz) und FM (EC: 4.2.1.2,
aus Schweineherz) wurden von Sigma bezogen und ohne weitere
Reinigung eingesetzt.
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