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Ein weit verbreiteter Weg zur optisch-
sensorischen Erfassung vonMetallionen
ist die Verwendung metallochromer
molekularer Indikatoren (auch als
„Sonden“ oder „molekulare Sensoren“
bezeichnet). Binden diese an Ionen, er-
fahren sie eine messbare %nderung ih-
rer Eigenfarbe oder auch der Farbe,
Intensit't oder Abklingzeit ihrer Fluo-
reszenz. Optische Sonden erm*glichen
den (qualitativen) Nachweis bzw. die
(quantitative) Bestimmung von Ionen in
Proben, bei denen elektroanalytische
Methoden nur schwer einsetzbar sind,
z.B. in Zellen und in Gewebe; dies trifft
vor allem auf ortsaufgel*ste oder bild-
gebende Verfahren zu. Wegen der Be-
deutung derartiger Ionen in der Bio-
chemie wird weiterhin intensiv an Me-
thoden zu ihrem Nachweis geforscht.
Aktuelle Ans'tze beruhen auf dem ka-
talytischen Effekt, den manche Ionen
auf bestimmte Reaktionen aus3ben.

So wurde berichtet, dass das Kup-
fer(I)-Ion bereits in mikromolaren
Konzentrationen die vor langer Zeit von
Huisgen entdeckte 1,3-dipolare Cyclo-
addition von Alkinylgruppen an Azido-
gruppen katalysiert, was zur schnellen
Bildung eines Triazols f3hrt (Sche-
ma 1).[1] Konkret wurde die Alkinyl-
gruppe des Eu3+-Tetraazacyclodecan-
komplexes 1 mit der Azidogruppe des

Fluorophors 2 umgesetzt, was zum
Konjugat 3 f3hrte, das infolge eines Li-
gand-Metall-Energietransfers (LMET)
rot fluoresziert. Die katalytische Wir-
kung von Cu+ auf diese Huisgen-Reak-
tion war unabh'ngig voneinander in den
Arbeitsgruppen von Meldal[2] und
Sharpless[3] entdeckt worden und wird
oft als Klick-Reaktion bezeichnet. Be-
merkenswerterweise sind die eingesetz-
ten Reagentien in vergleichsweise we-
nigen Syntheseschritten zug'nglich.

Die Bildung von 3wurde anhand des
Anstieges der Lumineszenzintensit't
des Eu3+-Ions mit einem Maximum bei
616 nm 3ber eine Stunde verfolgt. Die
Signal'nderung kann darauf zur3ckge-
f3hrt werden, dass als Folge der Cyclo-
addition der 5-(Dimethylamino)naph-
thalin-1-sulfonyl(Dansyl)-Fluorophor
(der als optische Antenne fungiert) und
das zentrale Eu3+-Ion einen Abstand
einnehmen, der innerhalb jenes Berei-
ches liegt, in dem ein LMET auftreten

Schema 1. Die Geschwindigkeit der Cycloaddition von Alkin 1 an das Azid 2 wird durch die Kon-
zentration des katalytisch aktiven Cu+-Gluthation(GSH)-Komplexes bestimmt. Das Produkt 8
zeigt bei einer Anregungswellenl5nge von 350 nm eine charakteristische rosafarbene Lumines-
zenz, die bei den Startreagentien nicht gefunden wird.
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kann. Die Reaktion verl'uft unter phy-
siologischen Bedingungen (also in
w'ssriger L*sung, bei ann'hernd neu-
tralen pH-Werten und bei Raumtem-
peratur)[4] und kann deshalb zum
Nachweis von Cu+ in Zellen eingesetzt
werden. Dieses Ion wird (auch in seiner
zweiwertigen Form) in fast 20 bekann-
ten enzymatisch katalysierten Reaktio-
nen als Cofaktor ben*tigt.

Erfreulicherweise f3hrt die Reakti-
on zu einem Anstieg (und nicht zu einer
Abnahme) der Lumineszenzintensit't.
Interessanterweise wurde bei einer
'hnlichen Verbindung[5] eine Lumines-
zenzl*schung (und nicht ein Anstieg)
beobachtet. Dieser Befund unterstreicht
den starken Einfluss, den der Abstand
zwischen zwei Fluorophoren auf die
photophysikalischen und lumineszenz-
optischen Eigenschaften eines solchen
Systems haben kann.

Die in Schema 1 gezeigte Reaktion
wird nicht nur durch freies Cu+, sondern
auch durch glutathiongebundenes Cu+

katalysiert. Damit unterscheidet sich
dieser Ansatz deutlich von Methoden,[6]

die auf der Verwendung von chelatbil-
denden Indikatoren beruhen und die oft
nur Ionen nachweisen k*nnen, die dem
L*sungsmittel ausgesetzt sind, nicht
aber solche, die im Biomolek3l „ver-
graben“ oder an dieses gebunden sind.
Dies ist im Hinblick auf die intrazellul'r
nachweisbaren Ionenkonzentrationen
von großer Bedeutung. So liegt z.B. die
effektive Konzentration von freien
Kupferionen im Cytoplasma unter ei-
nem einzigen(!) Ion pro Zelle, hingegen
jene des gebundenen Kupfers in der
Gr*ßenordnung von 1 mm.

Die LMET-Methode ist ein neuer
Ansatz zur Bestimmung von Cu+; dar-
3ber hinaus ist sie wahrscheinlich auf
alle Ionen 3bertragbar, die eine organi-
sche chemische Reaktion katalysieren
k*nnen und unterscheidet sich damit
grunds'tzlich vonMethoden, die auf der
Verwendung klassischer Indikatoren
beruhen. Sie ist vergleichbar mit einer
von Anslyn und Zhu[7] beschriebenen
Methode einer Signalverst'rkung, die
auf der Ausl*sung eines resonanten
Fluoreszenzenergietransfers (FRET)
beruht. Dabei bestimmt ein „regulatives
Element“ (z.B. ein Katalysator oder ein
Inhibitor) einer chemischen Reaktion
den Umsatz und kann auf diese Weise
analytisch erfasst werden. Wenn die

beiden Partner dieser Reaktion (deren
Geschwindigkeit durch das „regulative
Element“ gesteuert wird) fluoreszenz-
markiert sind, kann die Reaktion zu ei-
nem Produkt f3hren, das einen Fluo-
reszenzdonor und einen Fluoreszenz-
akzeptor enth'lt, was wiederum zu ei-
nem messbaren FRET f3hren kann.
Dies wurde f3r eine Klick-Reaktion
tats'chlich nachgewiesen.[7]

Ein interessanter Aspekt der
LMET- und der FRET-Methode ist der
Umstand, dass beide selbstreferenziert
sind. Dies ist bei Anwendungen in den
Biowissenschaften von besonderem In-
teresse, da solche Methoden die Kali-
brierung wesentlich erleichtern. Die Eu-
basierte LMET-Methode d3rfte sich
auch in zeitaufgel*sten Messungen ein-
setzen lassen, w'hrend das FRET-Sys-
tem wahrscheinlich auch als ratiometri-
sche Zwei-Wellenl'ngen-Methode aus-
gef3hrt werden kann.

Die LMET-Methode wurde f3r den
spezifischen Nachweis des Cu+-Ions
eingesetzt,[8] hat aber im Hinblick auf
die Detektion von Metallionen ein
weitaus gr*ßeres Potenzial. Vorstellbar
ist auch ihre Anwendung auf:
a) alkinylierte Fluorophore mit unter-

schiedlicher Farbe, Abklingzeit, Po-
larisierbarkeit oder Solvatochromie,
die an Donor- oder Akzeptor-Fluo-
rophore gekuppelt werden, die eine
Azidogruppe tragen; dies w3rde die
Einstellung verschiedener Absorp-
tions- und Emissionswellenl'ngen,
Abklingzeiten und Polarisationsgra-
de erm*glichen;

b) andere katalytisch aktive Ionen, die
in den Biowissenschaften von Inter-
esse sind, vorausgesetzt, dass diese
katalytischen Reaktionen unter
physiologischen Bedingungen ab-
laufen;

c) organische Katalysatoren (vorzugs-
weise, wenn sie in sehr niedrigen
Konzentrationen katalytisch aktiv
sind), z.B. Anilin,[9] Harnstoffderi-
vate[10] und andere organische Ver-
bindungen.[11]

Wenn diese Reaktionen unter phy-
siologischen Bedingungen erfolgen, er-
m*glichen sie die In-vivo-Detektion von
Metallionen, vorausgesetzt, die ver-
wendeten Sonden sind zellpermeabel.
Man muss aber im Auge behalten, dass
diese Verfahren irreversibel sind. Dies
steht im Gegensatz zu vielen reversiblen
Methoden, die auf der Verwendung von
Farbindikatoren beruhen. Es sei an
dieser Stelle auch vermerkt, dass viele
der „alten“ T3pfeltests, die von Feigl[12]

beschrieben wurden und oft auf kataly-
tischen Reaktionen beruhen, eine Wie-
derbelebung und eine Erweiterung ihres
Anwendungsbereiches erfahren k*nn-
ten.

Die LMET-Methode k*nnte auch
eine Reihen von Anwendungen im Be-
reich der Biokonjugation und Oberfl'-
chenmodifizierung finden. So k*nnen
Klick-Reaktionen z.B. eingesetzt wer-
den, um fluoreszenz- oder anderweitig
markierte Biomolek3le herzustellen. Da
in den meisten Zellen so gut wie keine
Azide und Alkine vorhanden sind, kann
eine solche Verkn3pfung sehr selektiv
sein. Erste entsprechende Arbeiten
wurden bereits ver*ffentlicht: Wang
et al.[13] haben z.B. einen Marker (der
eine Alkinylgruppe tr'gt) kovalent an
ein Protein (das mit einer Azidogruppe
versehen ist) konjugiert (Abbildung 1).
Die Reaktion wurde durch Zugabe von
katalytischen Mengen an Cu+-Ionen
bewirkt. Die Autoren merkten aller-
dings an, dass der zur Stabilisierung des
Cu+ verwendete chelatisierende Ligand
eine entscheidende Rolle spielt. Auf der
Grundlage dieses Ansatzes sind auch
noch andere Markierungsmethoden
denkbar.[14]

Bertozzi et al.[15] demonstrierten,
dass man Zelloberfl'chen genetisch so
modifizieren kann, dass sie Saccharid-
Einheiten mit daran h'ngenden Azido-
gruppen enthalten. Link und Turell[16]

haben weiterhin gezeigt, dass man
Zelloberfl'chen mithilfe der Klick-Re-
aktion markieren kann, wenn die re-
kombinante, 'ußere Zellmembran von
E. coli in Gegenwart der unnat3rlichen

Abbildung 1. MCglichkeiten zur Biokonjugation auf der Grundlage der Klick-Reaktion. Wahr-
scheinlich ist ein Einbau von Abstandhaltern zwischen dem Biomolek>l und den Alkinyl- oder
Azidogruppen sinnvoll. Die Art des Markers ist nicht auf Fluoreszenzmarker beschr5nkt.
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Aminos'ure Azidohomoalanin expri-
miert wird, die als Ersatz f3r die nat3r-
liche Aminos'ure Methionin fungiert.
Die Azidogruppen auf der Oberfl'che
wurden danach mithilfe der Klick-Re-
aktion an Biotin konjugiert, und die
Biotineinheit konnte schlussendlich mit
fluoreszenzmarkiertem Streptavidin an-
gef'rbt werden.

In einer weiteren Modifizierung der
Methode konnten Zhou und Fahrni[17]

die Elektronendonoreigenschaften des
in der Klick-Reaktion gebildeten Tri-
azolringes zur Steuerung der Fluores-
zenzintensit't eines Cumarin-Fluoro-
phors verwenden – die Intensit't steigt
stark, wenn der Fluorophor 3ber die
Klick-Reaktion an ein Azid konjugiert
wird. Die Arbeitsgruppe von Tirrell[18]

nutzte die Klick-Chemie zur Fluores-
zenzvisualisierung eines synthetischen
Proteins durch seine Markierung mit
einem Azidocumarin. Carell et al.[19]

demonstrierten, dass Alkin-modifizierte
DNA-Oligomere postpr'parativ durch
die Klick-Reaktion mit einem leicht
zug'nglichen Azido-modifizierten Fluo-
rescein markiert werden k*nnen. Das
Potenzial der Klick-Reaktion zur Mo-
difizierung von Oberfl'chen und f3r die
Materialwissenschaften wurde k3rzlich
zusammengefasst.[20] Ein weiteres aus-
sichtsreiches Anwendungsgebiet sind
der Mikrokontaktdruck und die Mus-
tergestaltung fester Array-Oberfl'-
chen.[21]

Aus den vorgestellten Arbeiten er-
geben sich neuartige und aussichtsreiche
M*glichkeiten zur Markierung (und
damit zur Visualisierung) von Biomole-
k3len, Zelloberfl'chen und Partikeln,
wie k3rzlich f3r den Fall von Goldna-
nopartikeln gezeigt wurde,[22] deren
Oberfl'che durch Klick-Reaktion mit
Enzymen[22] bzw. mit funktionellen che-
mischen Gruppen[23] Klick-modifiziert
wurde. Signalverst'rkung und Signal-
3bersetzung kann auch durch photoka-
talysierte fluorogene Reaktionen be-
wirkt werden, die wiederum eine Klick-
Reaktion ausl*sen.[24]

Die Fluoreszenzmarkierung ist nur
eine (wenngleich sehr wichtige) Me-
thode der Markierung. Weitere M*g-
lichkeiten bieten radioaktive Marker,
NMR-Kontrastmittel (aus denen sich

neue Ans'tzen in der Magnet-
resonanztomographie ergeben k*nnen),
Isotope (die in der massenspektrosko-
pischen Bioanalytik von Bedeutung
sind) sowie enzymatische Markierungs-
verfahren, die in Enzyme-Linked-Im-
munosorbent-Assays (ELISAs) von
Bedeutung sind.

Zuk3nftige Verfahren zum Fluores-
zenznachweis intrazellul'rer Ionen
werden folgende Kriterien erf3llen
m3ssen:
1) Es muss eine ausreichende Spezifit't

f3r das jeweilige Ion gegeben sein,
2) die Helligkeit der Sonde (Bs ; defi-

niert als das Produkt der molaren
Absorbanz bei der Wellenl'nge der
Anregung und der Quantenausbeu-
te) muss ausreichend hoch sein, um
in Biowissenschaften von prak-
tischem Nutzen zu sein (der Bs-
Wert liegt idealerweise bei 3ber
30000m�1 cm�1),

3) die Sonden m3ssen zellpermeabel
sein,

4) es m3ssen Anregungswellenl'ngen
gefunden werden, bei denen die in-
trinsische Hintergrundlumineszenz
des biologischen Systems nicht so
st*rend ist wie bei Anregung im na-
hen und – st'rker noch – im Fern-
UV-Bereich.
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