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1. Einleitung

Nucleins�uren, vor allem DNA-
Basen, sind ideale Systeme f�r die
Entwicklung von molekularen Sonden
f�r Anwendungen in der Biochemie
und Biomedizin. Die Vorteile von
Nucleins�uren liegen in ihrer einfa-
chen Synthese, der M�glichkeit, ver-
schiedenste Modifizierungen vorzu-
nehmen, und in ihrer hohen Selektivi-
t�t und Affinit�t. Spezifisch modifi-

zierte DNA-Molek�le k�nnen effizient Nucleins�uren und
andere Zielmolek�le wie Proteine und niedermolekulare
Substanzen erkennen. In diesem Kurzaufsatz fassen wir die
aktuellen Fortschritte bei der Entwicklung von DNA-Sonden
f�r eine Reihe von Anwendungen zusammen und betrachten
vornehmlich Sonden, die als Molecular Beacons (MBs) kon-
zipiert sind. MBs werden unter anderem beim genetischen
Screening, zur Entwicklung von Biosensoren, zur Herstellung
von Biochips, zum Nachweis von Einzelmolek�lpolymorphi-
en (SNPs) und beim mRNA-Monitoring in lebenden Zellen
eingesetzt. Erm�glicht wird dieses breite Anwendungsspek-
trum durch die Art und Weise, in der diese Sonden auf DNA-,
RNA- und Proteinmolek�le ansprechen. So erlaubt die be-
sondere Haarnadelstruktur und der Aufbau als Fluorophor-
Quencher-Paar z. B. den Echtzeitnachweis von Nucleins�uren
mit außergew�hnlicher Empfindlichkeit und Selektivit�t.
Dennoch bleibt die Verwendung von MBs mit vielen Her-
ausforderungen verbunden, so z.B. bei der intrazellul�ren
Bestimmung der Genexpression. Wir werden daher nicht nur
den Entwurf und die Anwendungen von MBs in der Bio-

Molecular Beacons (MBs) sind spezifisch entworfene DNA-Haar-
nadelstrukturen, die als Fluoreszenzsonden f�r verschiedenste Zwecke
eingesetzt werden. Die Anwendungen reichen von genetischem
Screening �ber die Herstellung von Biochips und den Nachweis von
Einzelnucleotidpolymorphien bis hin zum mRNA-Monitoring in le-
benden Zellen und der Untersuchung von Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen. Erm�glicht wird dieses breite Anwendungsspektrum
durch die besondere Art, mit der MBs mit DNA-, RNA- und Prote-
inmolek�len wechselwirken. Durch die Haarnadelstruktur der MBs
wird eine enge Nachbarschaft zwischen einem Fluoreszenzdonor und
einem -akzeptor hergestellt, wodurch es zu einem resonanten Ener-
gietransfer kommt. Die Hybridisierung der Schleifenregion mit der
Zielsequenz bewirkt eine Konformations�nderung der Sonden, die
den Donor und Akzeptor auseinanderbewegt und die Fluoreszenz
wieder herstellt. Die aktuelle Forschung zielt auf die Verbesserung der
Sonden, die intrazellul�re Quantifizierung von Genen und die An-
wendung in Studien von Protein-Protein-Wechselwirkungen.
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analytik und Biomedizin besprechen, sondern auch Ans�tze
untersuchen, mit denen bestehende Probleme beim Einsatz
dieser Sonden gel�st werden sollen.

Die Entdeckung der Doppelstrangstruktur der DNA im
Jahr 1953[1] gab klaren Aufschluss �ber die entscheidende
Rolle von Nucleins�uren bei allen Lebensvorg�ngen.[2] Die
Paarung von Nucleins�uren als einer der st�rksten und spe-
zifischsten biomolekularen Erkennungsvorg�nge ist die
Grundlage fast aller molekularer Sonden f�r Nucleins�uren.
Viele Arten von Nucleins�uresonden wurden entworfen, und
seit den fr�hen 60er Jahren in der Biologie, Medizin und
Chemie eingesetzt, wobei jeweils die neuesten Erkenntnisse
der Molekularbiologie und Fortschritte der Synthesechemie
von Nucleins�uren einflossen.[3–5] Heute werden Nuclein-
s�uresonden, vor allem solche auf DNA-Basis, verbreitet
eingesetzt, um die biologischen Prozesse der Nucleins�ure-
replikation, -rekombination, -translation und -expression zu
erforschen. Im Zeitalter der Proteomik gibt es einen st�ndi-
gen Bedarf an hochempfindlichen und selektiven DNA-
Sonden f�r quantitative und Echtzeituntersuchungen an ge-
nomischen und proteomischen Informationstr�gern. Zahl-
reiche molekulartechnische Strategien wurden in den letzten
Jahren zur Entwicklung von DNA-Sonden genutzt, um diesen
Bedarf zu decken.

Ein herausragendes Beispiel f�r solche neu entwickelten
DNA-Sonden sind die Molecular Beacons, die erstmals 1996
von Tyagi und Kramer beschrieben wurden.[6] Der gezielte
Entwurf von MBs erscheint einfach, ist in Wirklichkeit aber
ziemlich kompliziert. Grunds�tzlich bestehen die DNA-Se-
quenzen der MBs aus einer 15 bis 30 Basen langen Erken-
nungsregion f�r die Zielstruktur, die durch zwei kurze kom-
plement�re Stammsequenzen flankiert ist. Dadurch wird die
gesamte Sequenz in Abwesenheit der Zielstruktur in eine
Haarnadelkonformation gezwungen. Dies bringt den Fluo-
reszenzl�scher (Quencher) und den Fluorophor, die an den
entgegengesetzten Enden des MB angekuppelt sind, in un-
mittelbare N�he zueinander, wodurch die Fluoreszenz ef-
fektiv unterdr�ckt wird. Die zu erkennende DNA oder RNA
hybridisiert dann mit der Schleife des MB, und die st�rkere
intermolekulare Hybridisierung �ffnet die schw�chere
Stammhelix. Dadurch werden Fluorophor und Quencher
r�umlich getrennt, und die Fluoreszenz wird wiederherge-
stellt (Abbildung 1).[6–8] Die thermodynamische Stabilit�t der
Haarnadelstruktur, die sehr effiziente Umwandlung des Si-
gnals und die M�glichkeit, verschiedenste Fluorophore zu
verwenden, machen MBs zu einer außergew�hnlichen DNA-

Sonde mit hoher Empfindlichkeit, Selektivit�t und der F�-
higkeit zur Echtzeitdetektion. MBs werden in vielen An-
wendungsbereichen eingesetzt,[6,9–25] z.B. beim DNA- und
RNA-Nachweis,[6, 9–11] beim Monitoring lebender Syste-
me,[12–15] zur Untersuchung enzymatischer Vorg�nge,[16–18,27]

beim Entwurf von Biosensoren,[19, 20] zur Untersuchung von
Protein-DNA-Wechselwirkungen[21–23] und zur Herstellung
von Biochips.[19, 24, 25] Dieser Kurzaufsatz konzentriert sich auf
die Grundz�ge einer gezielten MB-Entwicklung sowie auf
aktuelle Anwendungen von MBs in der Bioanalytik und bei
der Aufzeichnung intrazellul�rer Abl�ufe. Weiterhin disku-
tieren wir die noch bestehenden Probleme auf dem Gebiet
und entsprechende L�sungsans�tze, die in j�ngster Zeit for-
muliert wurden.

2. Grundlagen und Entwurf von Molecular Beacons

Trotz vielz�hliger Berichte �ber die Optimierung der
Sondenstruktur, �ber spezielle Basenmodifikationen und
�ber alternative Verfahren zur Fluoreszenzerzeugung bleibt
das Aufbauprinzip von MBs auf zwei Schl�sselkomponenten
beschr�nkt, die die Eigenschaften und die Funktion bestim-
men: eine Haarnadelstruktur (Stamm und Schleife) und ein
resonanter Fluoreszenzenergietransfer (FRET).[6, 8] Wir wol-
len deshalb kurz betrachten, wie Aspekte der Signal�bertra-

Abbildung 1. Funktionsprinzip eines Molecular Beacon: Das MB
nimmt eine Haarnadelkonformation ein und h�lt damit Fluorophor
(orange) und Fluoreszenzl�scher (blau) in enger Nachbarschaft. Da-
durch wird die Fluoreszenzemission des Fluorophors (in Abwesenheit
der Zielstruktur) stark unterdr�ckt. Der Zielstrang hybridisiert dann
mit der Schleife des MB und �ffnet die Stammhelix. Durch die r�umli-
che Trennung vom Fluoreszenzl�scher wird die Fluoreszenz des Fluo-
rophors wiederhergestellt.
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gung, Thermodynamik, Kinetik und Selektivit�t in den Ent-
wurf von MBs einfließen. Die in diesem Aufsatz besproche-
nen MB-Arten sind in Tabelle 1 aufgef�hrt.

2.1. Energie�bertragung und Entwurf von DNA-Sonden

Viele Nucleins�uresonden, z.B. Sonden mit benachbarten
Sequenzen[28–39] und TaqMan-Sonden,[40, 41] nutzen den FRET
als Signal�bertragungsmechanismus. Die Gegenwart der
Zielsequenz wird hierbei auf verschiedene Weisen angezeigt.
Sonden mit benachbarten Sequenzen bestehen z.B. aus zwei
Oligonucleotiden, die mit der Ziel-DNA oder -RNA in be-
nachbarten Positionen hybridisieren. TaqMan-Sonden, die
komplement�r zur Zielsequenz sind und zwei fluoreszierende
Marker tragen, zeigen die DNA- oder RNA-Zielsequenz
durch die Abnahme des FRET-Signals an, verursacht durch
den Verdau der Sonde durch die 3’,5’-Exonucleaseaktivit�t
der Polymerase.[40, 41] Wegen des unkomplizierten experi-
mentellen Umgangs und der einfachen molekularen Wech-
selwirkungen f�r die Signalerzeugung hat sich FRET als ef-
fizienter Signal�bertragungsmechanismus f�r viele Untersu-
chungen biomolekularer Wechselwirkungen erwiesen.

Bei MBs wird an einem Ende ein fluoreszierender Rest
(Donor) kovalent angekuppelt, am anderen Ende ein Fluo-
reszenzl�scher (Akzeptor). Wenn die beiden Enden �ber die
Stammhelix in unmittelbare Nachbarschaft zueinander ge-
bracht werden, wird die meiste absorbierte Energie als W�r-
me abgegeben, und nur ein kleiner Anteil der Energie wird

als Licht abgestrahlt (das Ph�nomen wird bisweilen als stati-
sche Fluoreszenzl�schung bezeichnet). In Gegenwart des
Zielmolek�ls bildet die Schleifenregion des MB eine Hy-

bridhelix, die l�nger und stabiler ist
als die Stammhelix. Dies zwingt
dem MB eine Konformations�nde-
rung auf, durch die die Stammhelix
aufgetrennt wird. Da sich der
Fluoreszenzl�scher nun nicht mehr
in der N�he des Fluorophors be-
findet, wird die Fluoreszenz wie-
derhergestellt und signalisiert damit
die Bindung des MB an sein Ziel-
molek�l.

Die MBs nutzen unterschiedli-
che Mechanismen der Signaltrans-
duktion. Im Wesentlichen unter-
scheidet man zwei Kategorien: dy-
namische und statische Fluores-
zenzl�schung. Zur ersten Kategorie
geh�ren der F�rster-Transfer (RET
oder FRET) und der Dexter-
Transfer (Kollisionsl�schung oder
Elektronentransferl�schung). Bei
einer dynamischen Fluoreszenzl�-
schung wird kein Photon abge-
strahlt, vielmehr ist die L�schung
das Resultat weitreichender Dipol-
Dipol-Wechselwirkungen zwischen
Donor und Akzeptor. Die Ge-
schwindigkeit der Energie�bertra-
gung h�ngt von der spektralen
�berlappung des Emissionsspek-
trums des Donors mit dem des
Akzeptors ab sowie von der Quan-

tenausbeute des Donors und der relativen Orientierung und
dem Abstand von Donor und Akzeptor. Der Abstand, bei
dem der RET 50 % betr�gt, wird als F�rster-Abstand be-
zeichnet und liegt typischerweise im Bereich von 20–70 �.
Der zweite Fall der statischen Fluoreszenzl�schung erfordert
die Bildung von Komplexen im Grundzustand. Der genaue
Mechanismus h�ngt von der Stammsequenz und den ver-
wendeten Chromophoren und Linkern ab.

Die Funktion der meisten MBs beruht auf einer statischen
oder Kontaktfluoreszenzl�schung (dies ist auch der ur-
spr�ngliche Signalgebungsmechanismus von MBs gewe-
sen).[11] Der Begriff Kontaktfluoreszenzl�schung beschreibt,
dass ein Fluoreszenzdonor sich in unmittelbarer N�he zu ei-
nem nichtfluoreszierenden Akzeptor befindet. Unter diesen
Bedingungen wird der �berwiegende Teil der �bertragenen
Energie nicht als Licht, sondern strahlungslos emittiert.[26,42]

In der Entwicklung von MBs hat man sich dieses Verhalten zu
Nutze gemacht, indem man nichtfluoreszierende Fluores-
zenzl�scher verwendet, um den Wirkungsgrad der Fluores-
zenzl�schung zu verbessern und das Hintergrundrauschen zu
reduzieren, was insgesamt eine verbesserte Nachweisemp-
findlichkeit ergibt. H�ufig eingesetzte nichtfluoreszierende
Fluoreszenzl�scher sind Dabcyl (4-(Dimethylaminoazo)ben-
zol-4-carbons�ure) und die „Black-Hole“-Fluoreszenzl�scher

Tabelle 1: Klassen und Eigenschaften von Molecular Beacons.

MB-Klasse[a] Eigenschaften

2-OMe-modifizierte
MBs

resistent gegen Nucleaseverdau;
hohe Affinit�t zur Zielstruktur;
kein Substrat f�r RNase H;
nicht resistent gegen einzelstrangbindende Proteine (SSBs).

PNA-MBs resistent gegen Nucleaseverdau;
hohe Affinit�t zur Zielstruktur;
schlecht l�slich in w�ssrigem Medium.

LNA-MBs resistent gegen Nucleaseverdau;
h�here Affinit�t zur Zielstruktur als die meisten anderen MBs;
ausgezeichnete Strukturstabilit�t;
kein Substrat f�r RNase H;
niedriger Fluoreszenzhintergrund in lebenden Zellen;
je nach Aufbau resistent gegen SSBs.

QD-markierte MBs helles Signal bei Hybridisierung;
Anregung vieler QDs bei einer einzelnen Wellenl�nge f�r Parallelanalysen.

CP-gekoppelte MBs helles Signal bei Hybridisierung;
kann mit einem einzelnen Fluoreszenzl�scher gel�scht werden.

Gold-NP-MBs sehr effiziente Fluoreszenzl�schung;
sehr gute Selektivit�t.

SQ-MBs sehr hohe Signalverst�rkung (320fach in einer Anordnung mit drei Fluores-
zenzl�schern);
einfache Reinigung.

[a] PNA = Peptidnucleins�ure; LNA = fixierte („locked“) Nucleins�ure; QD = Quantenpunkt; CP =
konjugiertes Polymer; NP = Nanopartikel; SQ = Superquencher.
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BHQ1 und BHQ2. Der typische Wirkungsgrad dieser Ver-
bindungen bei statischer Fluoreszenzl�schung liegt zwischen
85 und 97%. Sie k�nnen mit vielen gebr�uchlichen Fluoro-
phoren kombiniert werden,[26, 42] z. B. wird Dabcyl oft mit
Fluorophoren im nahen Infrarot gekoppelt, obgleich sein
Absorptionsmaximum bei etwa 475 nm liegt.

2.2. Thermodynamische Aspekte

Die Hybridisierung von MBs mit ihren Zielsequenzen
kann im Wesentlichen mit der Thermodynamik des Gesamt-
systems erkl�rt werden. Zur Erkl�rung diente urspr�nglich
ein einfaches „Alles-oder-Nichts“-Modell, das als N�herung
nur den Anfangs- und den Endzustand der Reaktion be-
r�cksichtigt. Dieses Modell wurde durch Experimente ge-
st�tzt, die ergaben, dass die Schmelztemperatur einer feh-
lerfrei passenden Helix aus dem MB und der Zielsequenz
42 8C betr�gt, w�hrend Helices mit einzelnen Fehlpaarungen
Schmelztemperaturen zwischen 28 und 31 8C aufwiesen. Das
Modell sagte korrekt voraus, dass die Position einer Fehl-
paarung in der Ziel-DNA vernachl�ssigbar ist.[12, 49, 50]

Ein Vergleich zwischen der Thermodynamik von MBs
und linearen DNA- oder RNA-Sonden verdeutlicht die Be-
ziehung zwischen Schmelztemperatur und Selektivit�t und
erkl�rt auch, weshalb MBs selektiver sind als lineare Sonden.
Erstens k�nnen lineare DNA- oder RNA-Sonden in zwei
Zust�nden oder Phasen vorliegen, n�mlich frei oder an eine
Zielsequenz gebunden. MBs k�nnen hingegen drei Zust�nde
oder Phasen einnehmen: hybridisiert mit einer Zielsequenz,
frei in der Haarnadelkonformation oder frei als Zufalls-
kn�uel.[48] Das Selektionsverm�gen einer Sonde wird von der
Differenz zwischen den Phasen�bergangstemperaturen der
perfekten Target-Sonden-Helix und der Target-Sonden-Helix
mit Fehlpaarungen bestimmt. Genaue thermodynamische
Messungen haben ergeben, dass die freie Energie der MBs in
der Haarnadelkonformation niedriger ist als die des Zufalls-
kn�uels.[9, 10, 12,47–49] Dies weist darauf hin, dass der Tempera-
turunterschied den Phasen�bergang von der Doppelstrang-
zur Haarnadelkonformation verursacht, bevor sich das Zu-
fallskn�uel bildet, in dem die Hybridisierung am wahr-
scheinlichsten ist. Dies erkl�rt auch, weshalb eine l�ngere
oder stabilere Stammsequenz selektivere MBs ergeben sollte:
Der Grund ist, dass die Differenz in der Phasen�bergangs-
temperatur zwischen der perfekten komplement�ren Helix
und den Doppelstr�ngen mit Fehlpaarungen steigt.[48,49] Ent-
scheidend ist also das dreiphasige thermodynamische Ver-
halten der MBs (im Unterschied zum zweiphasigen Verhalten
der linearen Sonden), das die Differenz der �bergangstem-
peraturen zwischen perfekter Helix und Doppelstr�ngen mit
Fehlpaarungen vergr�ßert und damit die h�here Selektivit�t
verursacht.

MB-Sonden k�nnen an Oberfl�chen oder Grenzfl�chen
angebracht und so zur Entwicklung von Biosensoren genutzt
werden.[19, 25, 51,52] Ihre hohe Empfindlichkeit und ausgezeich-
nete Selektivit�t machen MBs zu hervorragenden Biosen-
sorsonden auf Genchips und Mikroarrays,[24] ebenso wie f�r
optische Nahfeld- und Mikrofasersensoren.[20] Um die Spezi-
fit�t von oberfl�chenimmobilisierten MBs aufzukl�ren, wur-

de mit Rasterkraftmikroskopie (AFM) die Hybridisierung
zwischen MBs und ihrer komplement�ren Ziel-DNA
(cDNA) auf Einzelmolek�lebene untersucht,[46] indem die
zum Bindungsbruch erforderliche Kraft gemessen wurde. Die
Kraftdifferenz zwischen einem „perfekten“ MB-cDNA-Hy-
brid und einem MB-DNA-Hybrid mit einer Fehlpaarung
betrug 0.50� 0.11 nN und war damit deutlich gr�ßer als die
entsprechende Differenz bei Verwendung einer linearen
DNA-Sonde (0.21� 0.08 nN). Diese Ergebnisse belegen, dass
die immobilisierten MBs f�r den Nachweis einzelner Fehl-
paarungen viel spezifischere Sonden sind als lineare DNA-
Sonden.

2.3. Selektivit�t kontra Kinetik

Die ausgezeichnete Selektivit�t von MBs ist ein wesent-
licher Vorteil gegen�ber linearen DNA- und RNA-Sonden.
Die Ursache der Selektivit�t liegt letztlich in der Haarna-
delstruktur der MBs begr�ndet. Die Selektivit�t von MBs
kann leicht durch eine Optimierung ihrer Sequenzen ver-
bessert werden.[49, 53] Thermodynamischen �berlegungen zu-
folge sollte eine l�ngere oder st�rkere Stammsequenz die
Selektivit�t erh�hen, weil die Differenzen zwischen den
Phasen�bergangstemperaturen zwischen der perfekten Helix
und Doppelstr�ngen mit Fehlpaarungen, wie oben erl�utert,
gr�ßer werden.[48,49, 59] Das einfachste Verfahren zur Verbes-
serung der Selektivit�t sollte also in der Verl�ngerung der
Stammregion oder der Erh�hung des G,C-Gehalts bestehen.
Ungl�cklicherweise erh�ht eine st�rkere Stammregion zwar
die Stabilit�t der Haarnadelkonformation, vermindert aber
gleichzeitig die Hybridisierungsgeschwindigkeit. So betr�gt
die kinetische Bildungskonstante einer Helix bei einer 17–19
Basen langen linearen DNA-Sonde etwa 104

m
�1 s�1, w�hrend

die Bildungskonstante bei MBs drastisch von 5000m�1 s�1 auf
40–300m�1 s�1 sinkt, wenn die Stammhelix von vier auf sechs
Basenpaare verl�ngert wird.[49] Bei k�rzeren Stammsequen-
zen erh�lt man andererseits einen h�heren Fluoreszenzhin-
tergrund, was die Nachweisempfindlichkeit vermindert. Da-
her muss man einen Kompromiss zwischen der h�heren Se-
lektivit�t der l�ngeren Stammsequenzen und der schnelleren
Hybridisierung der k�rzeren Stammsequenzen finden. Meis-
tens ist der Stamm 5 bis 7 Basenpaare lang, und die Schleife
umfasst 15 bis 25 Basen.

Eine andere Strategie besteht darin, eine l�ngere
Stammsequenz zu verwenden, die gleichzeitig Teil der Bin-
desequenz f�r die Zielverbindung ist. Dies erm�glicht h�here
Hybridisierungsgeschwindigkeiten, ohne auf die Spezifit�t
der l�ngeren Stammsequenzen verzichten zu m�ssen.[50]

Selektivit�t und Hybridisierungsgeschwindigkeit werden
außerdem entscheidend von der Temperatur beeinflusst.
H�here Temperaturen beg�nstigen bei freien MBs das Zu-
fallskn�uel gegen�ber der Haarnadelkonformation, wodurch
die Fluoreszenz teilweise wiederhergestellt wird. Folglich er-
fordern Anwendungen mit Temperaturen �ber 25 8C (In-vivo-
Bildgebung oder Echtzeit-PCR-Verfahren) stabilere Stamm-
regionen, um MBs mit niedrigem Fluoreszenzhintergrund zu
erhalten.[6, 13] Bei Temperaturen �ber 50 8C beginnt die
Haarnadelstruktur zu einem Zufallskn�uel zu schmelzen, das
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einen so hohen Hintergrund verursacht, dass das MB nutzlos
wird.[48,49] Dies l�sst sich vermeiden, indem man die MBs aus
fixierten Nucleins�uren (LNAs, locked nucleic acids) her-
stellt. Diese tragen eine bicyclische Furanoseeinheit, die in
einer RNA-�hnlichen Zuckerkonformation fixiert ist (Ab-
bildung 2).[54, 55] Die LNA-DNA-Hybridisierung ist st�rker als

die DNA-DNA-Hybridisierung,[56–58] sodass die LNA-MBs
selektiver sind als die DNA-MBs. Messungen der Schmelz-
temperatur deuten darauf hin, dass die LNA-MBs sogar bei
95 8C noch in einer Haarnadelkonformation verbleiben;
DNAs und RNAs w�ren bei dieser Temperatur l�ngst dena-
turiert. Der Nachweis, dass die LNA-MBs bei 95 8C mit Ziel-
DNA hybridisieren, konnte erbracht werden.[54] LNA-MBs
sind daher vielversprechende Sonden f�r spezielle biologi-
sche Anwendungen, f�r die normale DNA-MBs nicht geeig-
net sind. Neben den LNA-MBs gibt es noch andere tempe-
raturstabile Spezies, die zum Aufbau der Stammregion in
Frage kommen und die bei neuen Entw�rfen mit in Betracht
gezogen werden sollten.[143–145]

3. Bioanalytische Anwendungen von Molecular
Beacons

Die oben beschriebenen Eigenschaften machen MBs zu
attraktiven Systemen f�r zahlreiche bioanalytische Anwen-
dungen in der Biomedizin, Biotechnologie und Chemie.[8, 53,60]

Als Zielmolek�le kommen nach DNA- und RNA-Molek�len
inzwischen auch andere Biomolek�le wie Proteine und En-
zyme in Frage. In den n�chsten Abschnitten werden wir die
wichtigsten Anwendungen kurz vorstellen.

3.1. Echtzeit-PCR- und andere Gendetektions-Assays

MBs werden am h�ufigsten in Echtzeit-PCR-Assays
(PCR = Polymerasekettenreaktion) und anderen Assays

zum Gen-Nachweis verwendet.[53, 60] Um die DNA-Amplifi-
kation der Zielsequenz w�hrend der PCR zu verfolgen, kann
die PCR-L�sung mit speziell entwickelten MBs versetzt
werden, die mit dem PCR-Produkt (in Hin- oder R�ckrich-
tung) hybridisieren. Mit zunehmender Zahl der Reaktions-
zyklen wird immer mehr amplifizierte Ziel-DNA produziert,
die im Annealing-Schritt mit dem MB hybridisiert. Dadurch
nimmt die Fluoreszenz des MB zu, wodurch der Fortschritt
der PCR in Echtzeit gemessen werden kann. Im Vergleich zu
den TaqMan-Sonden l�sst sich so eine h�here Empfindlich-
keit und bessere Spezifit�t f�r den Nachweis der amplifi-
zierten Sequenz erzielen,[6, 10] und durch den besonderen
Mechanismus der Signalerzeugung ist außerdem eine paral-
lele Detektion bei h�herem Durchsatz und verbesserter
Pr�zision des Assays m�glich.[9,10]

Auch bei anderen Verfahren zur DNA- oder RNA-Am-
plifikation, wie der Rolling-Circle-Amplifikation (RCA) und
der nucleins�uresequenzbasierten Amplifikation (NASBA),
sind MBs als effektive Reportermolek�le geeignet.[61–63] Beim
Nachweis von RCA-Produkten werden MBs aus 2’-O-Me-
RNA eingesetzt, um den Abbau durch die 3’-Exonuclease-
aktivit�t der Polymerasen zu vermeiden. Wegen der stabile-
ren Hybridisierung der 2’-O-Me-RNA-Basenpaare gen�gt
eine Stammregion mit vier Basenpaaren.[62] Das NASBA-
Verfahren ist eine effiziente, robuste und empfindliche RNA-
Amplifizierungsmethode, allerdings mit dem Nachteil, dass
der Nachweis des Produkts im Anschluss an die Reaktion
arbeitsintensiv und zeitaufw�ndig ist. Mit der Einf�hrung von
MBs, die komplement�r zum Antisense-RNA-Amplikon
sind, k�nnen NASBA-Produkte in Echtzeit quantitativ
nachgewiesen werden.[62, 63]

3.2. Nachweis von Triplex-DNA

MBs sind ideal geeignet, um DNA- und RNA-Wechsel-
wirkungen zu verfolgen.[8,48] Beispielsweise wurden MBs ge-
nutzt, um die Bildungskinetik von Triplex-DNA zu untersu-
chen.[64] Es ist bekannt, dass die Bildung von Triplex-DNAs
das Promotorzentrum krankheitsrelevanter Gene hemmt.
Die Echtzeitanalyse dieser Vorg�nge sollte daher die Ent-
wicklung gentherapeutischer Strategien erleichtern. Als An-
wendungsbeispiel wurden die Schmelzprofile intramolekula-
rer und intermolekularer DNA-Duplexe, -Triplexe und
-Quadruplexe mit DNA-Sonden untersucht, die den Signal-
�bertragungsmechanismus der fluoreszierenden Sonden
nachahmen.[65] Außerdem wurden MBs verwendet, um die
Paarung von DNAs �ber „klebrige“ Enden zu verfolgen
(Abbildung 3).[130] Diese Studien gaben Einblick in die As-
soziation der DNA und die heterogene Paarung an den DNA-
Enden und halfen beim Entwurf von MBs.

3.3. SNP- und genetisches Screening

Einzelnucleotidpolymorphien (SNPs) machen etwa 90%
der genetischen Abweichungen beim Menschen aus und
werden daher als aussagekr�ftige genetische Marker und
wertvolle Indikatoren in der biomedizinischen Forschung

Abbildung 2. Aufbau einer LNA-MB: Das Zuckerr�ckgrat der LNA bil-
det eine starre C3’-Konformation �ber eine 2’-O,4’-C-Methylenbr�cke.
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angesehen.[66–70] Der inh�rente Signalgebungsmechanismus
(durch Energie�bertragung) und die hohe Selektivit�t ma-
chen MBs zu geeigneten Systemen f�r den einfachen,
schnellen und empfindlichen SNP-Nachweis.[10, 71–73] MBs
k�nnen SNPs w�hrend der PCR in homogener L�sung re-
gistrieren, indem MBs mit Sequenzen eingesetzt werden, die
zum Wildtyp bzw. den entsprechenden Allelen komplement�r
sind. Die Schleifenregion des MB wird so gew�hlt, dass sie
eine Schmelztemperatur etwas oberhalb der Annealing-
Temperatur der PCR hat, w�hrend die Stammregion so ge-
w�hlt wird, dass sie 7–10 8C oberhalb der Annealing-Tempe-
ratur der PCR dissoziiert. Die allelische Base liegt meist in
der Mitte der MB-Schleifenregion, wodurch die Empfind-
lichkeit der SNP-Differenzierung verbessert wird. F�r ein
optimales Signal werden die PCR-Primer im Allgemeinen so
gew�hlt, dass ein PCR-Produkt entsteht, das k�rzer als 250
Basenpaare ist; die Nachweisregion sollte etwa 20–30 Basen
von einem Primerende entfernt liegen.[71] Verglichen mit an-
deren FRET-Methoden zum SNP-Nachweis, die ebenfalls mit
homogener Hybridisierung operieren (z. B. TaqMan-Assays),
k�nnen MBs verl�sslichere Genotypisierungsdaten liefern
und eignen sich außerdem zur Paralleldetektion. Damit las-
sen sich SNPs im Hochdurchsatz identifizieren, was f�r An-
wendungen wie etwa den Aufbau einer DNA-Verbrecher-
kartei interessant ist.[74]

3.4. Monitoring von Proteinen und kleinen Molek�len

MBs sind empfindliche Sonden, um Wechselwirkungen
zwischen Proteinen oder Enzymen mit DNA zu erfassen.[7,8]

Die F�higkeit von MBs zur Proteinerkennung wurde erstmals
an einem einzelstrangbindenden Protein (SSB) aus E. coli
gezeigt. Bindungsst�chiometrie und Bindungskonstanten

wurden gemessen, indem man die Fluoreszenzzunahme der
MBs verfolgte, die durch die SSB-induzierten Konforma-
tions�nderungen verursacht wurde (Abbildung 4a).[22]

Wechselwirkungen zwischen Enzymen und DNA, z. B. der
Verdau von ssDNAs durch Nucleasen, k�nnen ebenfalls
mithilfe von MBs untersucht werden (Abbildung 4b).[16]

Hierbei destabilisiert die Spaltung der Schleifenregion den
Doppelstrang des Stamms und stellt die Fluoreszenz wieder
her. Die Spaltungsvorg�nge wurden mit drei Nucleasen (S1-
Nuclease, DNase I, Mungbohnennuclease) verfolgt und un-

Abbildung 3. Paarung zwischen MBs �ber �berh�ngende („klebrige“) Enden: Zwei komplement�re �berh�ngende Enden von zwei MB-Hybriden
k�nnen sich paaren und eine kurze Doppelhelix bilden, sodass die beiden Hybride an einem Ende assoziiert werden. Diese beiden MB-Hybride
k�nnen eine geschlossene Struktur [MB]2 bilden, indem sie sich mit den beiden anderen �berh�ngenden Enden paaren, oder sie polymerisieren
zu einer gr�ßeren Struktur [MB]n (n>3), indem sie sich mit mehreren Hybriden paaren. Durch die Paarung der �berh�ngenden Enden werden
Fluorophor und Fluoreszenzl�scher wieder zusammengef�hrt, und die Fluoreszenz wird unterdr�ckt.

Abbildung 4. Anwendung von MBs in enzymatischen Untersuchungen.
a) Echtzeitmessung einer SSB-DNA-Bindung: Das MB bindet an das
SSB-Protein, wodurch seine Struktur aufgebrochen und die Fluores-
zenz wiederhergestellt wird. b) Nachweis des enzymatischen DNA-
Verdaus: Das Enzym spaltet das MB und zerst�rt die Haarnadelstruk-
tur, wodurch die Fluoreszenz wiederhergestellt wird. c) Bestimmung
der LDH-DNA-Wechselwirkung: Das Enzym LDH bindet ein MB und
st�rt dessen Struktur, wodurch die Fluoreszenz ansteigt.
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tersucht. In �hnlicher Weise wurde die Wechselwirkung zwi-
schen Lactatdehydrogenase (LDH) und ssDNAs mithilfe von
MBs analysiert (Abbildung 4c).[21] F�r verschiedene LDH-
Isoenzyme wurden unterschiedliche Affinit�ten zu ssDNA
bestimmt, z.B. zeigte der Komplex LDH-5/MB eine 1:1-St�-
chiometrie und eine Bindungskonstante von 1.9 � 10�7

m
�1.

Mit zunehmender Entwicklung der MB-Techniken wur-
den immer ausgefeiltere MB-Assays f�r spezifische DNA-
Protein-Prozesse entworfen, z. B. f�r die DNA-Ligation und
-Phosphorylierung (die an der Duplikation, Rekombination
und Reparatur der DNA beteiligt sind).[17, 18, 75, 76] Zur Unter-
suchung der DNA-Ligation wurden MBs eingesetzt, die zwei
ssDNA-Sequenzen �berbr�cken und eine L�cke fixieren
(Abbildung 5a). Die beiden ssDNAs sind komplement�r zu

zwei aufeinanderfolgenden Abschnitten der MB-Schleife.
Die Schmelztemperatur der beiden kurzen Sequenzen ist viel
niedriger als die des MB, sodass die Haarnadelstruktur des
MB erhalten bleibt. Wenn die DNA-Ligase hinzugef�gt wird,
schließt sie die L�cke, sodass letztlich die Schleifenregion des

MB als Matrize zur Bildung einer l�ngeren DNA-Sequenz
dient, die zur gesamten Schleifenregion komplement�r ist.
Dies f�hrt wiederum dazu, dass die Basenpaare in der
Stammregion getrennt werden und die Fluoreszenz wieder-
hergestellt wird (Abbildung 5a). Mit dieser Methode l�sst
sich der Vorgang der DNA-Ligation in Echtzeit verfol-
gen.[17, 75, 76]

Eine Reihe von Ligationen mit verschiedenen DNA-Li-
gasen wurde auf diese Weise untersucht. Beispiele sind die
T4-DNA-Ligase und die DNA-Ligase aus E. coli, von denen
letztere mit weit h�herer Genauigkeit operiert. F�r beide
Ligasen wurde gefunden, dass eine T-G-Fehlpaarung am 5’-
Ende die h�chste Fehlerrate bei der Ligation verursacht.
Dar�ber hinaus konnte auch der Einfluss von Metallionen,
kleinen Biomolek�len und Wirkstoffen auf die Aktivit�t der
DNA-Ligase detailliert untersucht werden. Dieser Assay
k�nnte zur Identifizierung und Entwicklung von Wirkstoffen
gegen eine bestimmte Ligase n�tzlich sein.[76] Da der genaue
Mechanismus der Ligationsreaktion jedoch noch nicht be-
kannt ist, sollten die Ergebnisse der MB-Studien mit Vorsicht
interpretiert werden.

Nach einer �hnlichen Strategie wurden auch DNA-
Phosphorylierungen – ein wichtiger DNA-Reparaturmecha-
nismus – mithilfe von MBs untersucht (Abbildung 5b).[17] In
diesem Fall wird das DNA-Fragment am 5’-Ende der L�cke
so modifiziert, dass es einen Dephosphorylierungsschaden
nachahmt (d.h., eine der Hydroxygruppen am 5’-Ende der
DNA ist nicht phosphoryliert). Die L�cke, die sich am 5’-
Ende der DNA befindet, kann daher erst von der DNA-Li-
gase geschlossen werden, wenn die „besch�digte“ DNA durch
die Polynucleotidkinase (PNK) phosphoryliert wurde. An-
schließend werden die beiden DNA-Fragmente zu der l�n-
geren Oligonucleotidsequenz ligiert, die zur Schleifenregion
des MB komplement�r ist.

In j�ngster Zeit wurde auch versucht, MBs zur Untersu-
chung von Wechselwirkungen mit niedermolekularen Ver-
bindungen einzusetzen.[76,133] Zum Beispiel wurde ein neuar-
tiger Assay zur Aufzeichnung kleiner Molek�le wie Nico-
tinamidadenindinucleotid (NAD) und ATP entwickelt. F�r
den NAD-Test wurden MBs zusammen mit DNA-Ligase aus
E. coli verwendet. Die Schleifenregion wurde so entworfen,
dass sie zwei kurze Oligonucleotide �berbr�cken kann. Unter
diesen Bedingungen katalysiert die DNA-Ligase aus E. coli
die Verkn�pfung der beiden kurzen Oligonucleotide nur in
Gegenwart von NAD. Durch die Verkn�pfung wird die Sonde
ge�ffnet und das Fluoreszenzsignal wiederhergestellt. Die
Methode ist schneller, selektiver und etwa zehnmal emp-
findlicher als �bliche NAD-Assays und kann auch zur Ana-
lyse von NAD in biologischen Proben wie Zelllysaten ver-
wendet werden.

3.5. Biosensoren und Biochips

Es gibt inzwischen zahlreiche Anwendungen von ober-
fl�chenimmobilisierten MBs als Biosensoren.[19, 20,24, 25, 51,77–83]

Zwei wichtige Punkte sind hierbei zu beachten: 1) Die Im-
mobilisierung der MBs auf der Oberfl�che muss effizient sein
und zu stabilen Sensorarchitekturen f�hren. 2) Die MBs

Abbildung 5. Anwendung von MBs zur Untersuchung von Phosphory-
lierungen und Ligationen. a) Echtzeit-Monitoring einer Nucleins�ure-
Ligation: Zwei Oligonucleotide A und B, die zu je einer H�lfte der MB-
Schleife komplement�r sind, hybridisieren mit dem MB und fixieren
die L�cke im Strang, wobei sie die Basenpaarungen in der Stammregi-
on nur geringf�gig �ffnen. Die DNA-Ligase bindet an die L�cke und
katalysiert die Ligation der beiden kurzen Oligonucleotide zu einem
Strang. Das Ligationsprodukt hybridisiert dann mit dem MB, wodurch
die Stammregion gespalten und die Fluoreszenz wiederhergestellt
wird. b) Untersuchung der Nucleins�ure-Phosphorylierung. Das Oli-
gonucleotid A wird zun�chst an der 5’-Hydroxygruppe durch die Poly-
nucleotidkinase phosphoryliert. Die L�cke, die zur�ckbleibt, wenn Oli-
gonucleotid B und das phosphorylierte Oligonucleotid A mit dem MB
hybridisieren, kann durch die DNA-Ligase geschlossen werden. Da-
durch wird die Stammregion des MB ge�ffnet und die Fluoreszenz
wiederhergestellt.
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m�ssen f�r den Einsatz an der Fl�ssig-fest-Grenzfl�che op-
timiert werden. Analog zu den bekannten Immobilisie-
rungsstrategien f�r DNA- oder RNA-Sonden werden zur
Immobilisierung von MBs vor allem drei Arten von Wech-
selwirkungen genutzt: die Biotin-Avidin-Wechselwirkung, die
Thiol-Gold-Bindung und Amidbindungen. Entsprechend den
verschiedenen Immobilisierungsstrategien werden auch un-
terschiedliche Tr�germaterialien wie Glas,[19, 24] Gold,[51,84]

Polyacrylamid[85] oder Agarose[54] eingesetzt. Alle drei Stra-
tegien erm�glichen eine hocheffiziente und stabile Immobi-
lisierung, die Voraussetzung f�r die Reproduzierbarkeit,
Empfindlichkeit und Ansprechgeschwindigkeit von MB-
Biochips und MB-Biosensoren ist.

Die Immobilisierung von MBs auf einer Oberfl�che re-
sultiert oft in einer erh�hten Hintergrundfluoreszenz. Meh-
rere Ans�tze wurden entwickelt, um diesen Effekt zu mini-
mieren. Eine M�glichkeit ist, einen Abstandhalter zwischen
MB und Oberfl�che zu bringen, wodurch das MB von der
Oberfl�che ferngehalten wird und m�gliche Wechselwirkun-
gen zwischen MB und Oberfl�che minimiert werden.[20, 86] In
einem Fall wurde ein Poly(T)-Linker an einem Ende des MB
als Abstandhalter verwendet,[24] allerdings l�sst sich die
Empfindlichkeit auf diese Weise nur geringf�gig verbessern.
Ein anderer Ansatz bestand darin, die MBs an die Oberfl�che
eines funktionalisierten hydrophilen Gelfilms wie Agarose
oder Polyacrylamid zu binden und so in einer homogenen
lokalen Umgebung zu immobilisieren.[25, 85] Das MB-Agarose-
System zeigte einen niedrigeren Hintergrund, h�here Emp-
findlichkeiten und bessere Selektivit�ten als MBs auf Glas-
tr�gern. Die Immobilisierung von MBs auf einer Goldober-
fl�che ist eine andere M�glichkeit, den Hintergrund zu ver-
ringern. Die Ursache ist der stark fluoreszenzl�schende Ef-
fekt der Goldoberfl�che auf Fluorophore in unmittelbarer
Umgebung.[51,84] Nach der Hybridisierung mit der Ziel-DNA
konnte ein Anstieg der MB-Fluoreszenz um das Hundertfa-
che gemessen werden.

Als Ersatz f�r die Fluoreszenzanalyse wurden inzwischen
auch neuartige Strategien der Signalerzeugung entwickelt,
darunter enzymatische Verfahren und elektrochemische
Elektronen�bertragung.[87,88, 131, 138] Bei diesen Nachweisver-
fahren wird die signalgebende Gruppe – ein Enzym oder eine
elektrochemische Verbindung – an das freie Ende eines MB
gekuppelt. Das Signal wird durch die Konformations�nde-
rung des MB als Folge der Hybridisierung mit der Ziel-Nu-
cleins�ure ausgel�st.

MB-funktionalisierte Tr�gerk�gelchen wurden zur paral-
lelen Analytdetektion eingesetzt.[80,86] Die MB-beladenen
K�gelchen wurden hierbei statistisch auf eine Anordnung von
Vertiefungen verteilt, die auf eine optische Faser mit einem
Durchmesser von 500 mm ge�tzt waren.[80] Die Anordnung
kann im Hochdurchsatz betrieben werden und erm�glicht
eine schnelle Ansprechzeit, wodurch z. B. die parallele Ana-
lyse genetischer Mutationen gelang. In Kombination mit der
Durchflusszytometrie wurden MB-funktionalisierte K�gel-
chen zum parallelen Nachweis nichtmarkierter Nucleins�uren
genutzt.[86] Die Signale der MB-funktionalisierten K�gelchen
wurden mithilfe einer Gr�ßen- und Farbcodierung differen-
ziert. Man erwartet, dass die Verwendung MB-funktionali-
sierter Tr�gerk�gelchen schnelle, einfache und genaue Ana-

lysen und Genotypisierungen f�r die klinische Diagnostik und
Therapie erm�glicht.

Eine andere Klasse leistungsf�higer Biosensoren beruht
auf ultrakleinen optischen Fasersonden, die sich durch ex-
treme Empfindlichkeit auszeichnen und zudem eine r�umli-
che Aufl�sung erm�glichen.[89, 90] Mithilfe immobilisierter
MBs wurden Biosensoren aus submikrometerdicken Fasern
hergestellt, um DNA und RNA in kleinvolumigen Proben mit
ungew�hnlicher Empfindlichkeit und Selektivit�t nachzu-
weisen. Die wiederverwendbaren Fasersonden k�nnten zum
Nachweis spezifischer DNA- oder RNA-Sequenzen in le-
benden Zellen eingesetzt werden.

4. Intrazellul�re Echtzeitanalysen mit Molecular
Beacons

Ein entscheidender Vorteil von MB-Verfahren ist, dass
Analyte ohne die vorherige Abtrennung ungebundener
Sondenmolek�le detektiert werden k�nnen, sodass die
M�glichkeit intrazellul�rer Messungen besteht. Zum Beispiel
k�nnen Synthese, Transport und Verteilung von mRNAs in
lebenden Zellen mit guter r�umlicher und zeitlicher Aufl�-
sung verfolgt und wichtige Informationen f�r die funktionale
Genomik erhalten werden.[12,14, 55] Eine Reihe von Sonden f�r
den intrazellul�ren mRNA-Nachweis ist in den letzten Jahren
entwickelt worden, z.B. lineare bin�re FRET-Sonden,[91] der
Nucleins�urefarbstoff SYTO14,[92] mit GFP fusionierte
RNA-Bindeproteine,[93–96] fluoreszenzgel�schte Autoligati-
onssonden[97,98] und MBs.[12, 14,19] Trotz dieser Erfolge befindet
sich das Gebiet aber noch in den Anf�ngen, und es gibt der-
zeit keine universelle Methode, um intrazellul�re Ereignisse
mit allen erforderlichen Parametern zu erfassen.

4.1. MBs zum mRNA-Nachweis in lebenden Zellen

MBs sind dank ihres einzigartigen Signalmechanismus f�r
Genexpressionsstudien in lebenden Zellen pr�destiniert:
1) Der Nachweis der Ziel-RNA erfolgt in Echtzeit, ohne dass
gebundene und freie Sondenmolek�len vorher getrennt
werden m�ssten. Dies ist f�r Messungen in lebenden Zellen
eine entscheidende Voraussetzung, denn es ist unm�glich, die
MB-mRNA-Hybride vom �berschuss nicht gebundener MBs
zu trennen ohne die Zellen zu zerst�ren. 2) Die hohe Emp-
findlichkeit der MBs (mit Nachweisgrenzen im nm-Bereich
und darunter) ist entscheidend, um auch mRNA-Molek�le
mit sehr niedriger Kopienzahl in einer einzigen Zelle nach-
weisen zu k�nnen. 3) MBs zeichnen sich durch eine außer-
gew�hnliche Selektivit�t aus und k�nnen zwischen Sequen-
zen differenzieren, die sich nur in einer Base unterscheiden.

Beim Entwurf von MBs f�r Anwendungen im intrazellu-
l�ren mRNA-Monitoring m�ssen vor allem zwei Punkte be-
achtet werden: Die MBs m�ssen so entworfen sein, dass sie
die Ziel-mRNA in der Zelle finden, und es muss eine Me-
thode entwickelt werden, um die Sonden m�glichst effizient
in die Zellen zu transportieren.

Ein generell schwieriger Aspekt beim Entwurf einer MB-
Sonde ist die Auswahl der passenden Zielsequenz innerhalb
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der mRNA. Das Problem liegt zum einen in der komplexen
Sekund�rstruktur der langen mRNA-Sequenzen und zum
anderen darin, dass die MBs freien Zugang zu ihren kom-
plement�ren Sequenzen haben m�ssen. Die Suche nach einer
geeigneten Zielsequenz beginnt daher gew�hnlich mit der
Vorhersage m�glicher mRNA-Sekund�rstrukturen. Die
Zielregion wird in einem Bereich gesucht, der mit hoher
Wahrscheinlichkeit einzelstr�ngig bleibt. So soll gesichert
werden, dass die native mRNA-Struktur m�glichst wenig mit
der MB-Hybridisierung in Konflikt ger�t. F�r die ausge-
w�hlten Regionen werden Oligonucleotide hoher Affinit�t
und verschiedener L�nge, die komplement�r zu den Zielse-
quenzen sind, als Sequenzen f�r die Schleifenregionen der
MBs ausgew�hlt. Um falsche Hybridisierungen (mit anderen
als den gew�nschten mRNAs) m�glichst zu vermeiden, ist
eine BLAST-Analyse (basic local alignment search tool) ein
notwendiger Schritt.[100]

Der zweite Punkt betrifft den Transport der Sonden in die
Zellen. Die h�ufigsten Verfahren zum Einschleusen von
DNA in lebende Zellen sind Mikroinjektion,[14, 101] Elektro-
poration,[102] reversible Permeabilisierung[15] und peptidver-
mittelte Membranpassage.[103] Die Mikroinjektion hat meh-
rere Vorteile: Sie erm�glicht den DNA-Transport in eine
einzelne Zelle, die Sondenspezies kann in gut reproduzier-
baren Mengen eingeschleust werden, und das Ansprechver-
halten der Sonde l�sst sich sofort messen. Nachteile der Mi-
kroinjektionstechnik sind die relativ aufw�ndige Instrumen-
tierung und der geringe Durchsatz. Weitaus h�here Durch-
s�tze sind mit Elektroporation und reversibler Permeabili-
sierung m�glich. Beide Methoden erzeugen Poren in der
Zellmembran, durch die die Sonden durch passive Diffusion
in die Zellen gelangen.[15,102] Im Gegenzug k�nnen intrazel-
lul�re Molek�le aber auch aus der Zelle diffundieren, und die
Menge an Sondenspezies, die in einzelne Zellen gelangen,
schwankt. Eine weitere Methode – die peptidvermittelte
Membranpassage –, schleust Sonden durch die Membran,
ohne die Integrit�t der Zelle zu st�ren.[103] Dazu muss das
Peptid allerdings an die Sonde gekuppelt werden, was die
Kosten und Komplexit�t der Sondensynthese erh�ht. Au-
ßerdem erfordert der Aufnahmeprozess eine gewisse Inku-
bationszeit, was die Methode zur Analyse schneller Hy-
bridisierungen ungeeignet macht.

4.2. Genexpressionsstudien in lebenden Zellen

Der zunehmende Einsatz von MBs f�r die intrazellul�re
Analyse f�hrte auch zur Entwicklung von MB-Methoden zur
Visualisierung von Lokalisation, Verteilung und Transport
der mRNAs in lebenden Zellen. Die ersten In-vivo-Studien
mit MBs galten lediglich dem Nachweis der Hybridisierung
an die Zielsequenz, w�hrend Lokalisation und Verteilung
noch keine Beachtung fanden.[13, 104] Im Jahr 2003 berichteten
Tyagi et al. , dass MBs auch geeignet sind, um die Verteilung
und den Transport von mRNA zu visualisieren.[12] In dieser
Studie wurde ein MB mit Spezifit�t f�r die Oskar-mRNA in
Oozyten von Drosophila melanogaster untersucht. Um die
Hintergrundfluoreszenz der MBs auszuschalten, wurde eine
Strategie mit zwei MBs entwickelt, die mit benachbarten

Regionen der mRNA hybridisieren. Wenn beide MBs un-
mittelbar nebeneinander hybridisieren, wird das FRET-Si-
gnal sichtbar und zeigt die Gegenwart der Zielsequenz an.
Auf diese Weise ließ sich nicht nur die Verteilung der mRNA
sichtbar machen, sondern auch die Wanderung der mRNA
durch die Zelle und sogar in benachbarte Zellen der Oozyte
verfolgen. Um das Verhalten eines Virus zu untersuchen,
wurde die virale mRNA mithilfe von MBs in der Wirtzelle
sichtbar gemacht. Die Lokalisation der mRNA wurde be-
stimmt und die Diffusion der mRNA mit FRAP (fluorescence
recovery after photobleaching) gemessen. In weiteren Vi-
sualisierungsstudien untersuchten Bao et al. die Colokalisa-
tion von mRNA und intrazellul�ren Organellen in menschli-
chen Haut-Fibroblasten.[15] In dieser Studie wurden MBs in
Kombination mit einer Fluoreszenzf�rbung der Mitochon-
drien genutzt. Die Fluoreszenz der MBs und die des Farb-
stoffs konnten spektral aufgel�st und voneinander unter-
schieden werden, was den Nachweis erm�glichte, dass die
mRNAs von Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase und
von K-ras spezifisch innerhalb der Mitochondrien lokalisiert
sind.

Gew�hnlich beobachtet man, dass MBs nach dem Ein-
schleusen in eine lebende Zelle schnell in den Zellkern
wandern und dann ge�ffnet werden. Dies verursacht einen
hohen Fluoreszenzhintergrund im intrazellul�ren Komparti-
ment und besonders in der Gegend des Zellkerns, wodurch
Untersuchungen der mRNA im Zytoplasma stark beein-
tr�chtigt werden. Um dieses Problem zu l�sen, wurde in vitro
translatierte tRNA an einem Ende mit dem verl�ngerten
Arm eines MB hybridisiert.[99] Die Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die tRNA-gekuppelten MBs eine l�ngere Verweil-
zeit im Zytoplasma hatten und nicht im Zellkern angereichert
wurden. In dieser Form waren sie f�r ein intrazellul�res
mRNA-Monitoring geeignet. Eine �hnliche Strategie, bei der
MBs an Makromolek�le oder Nanopartikel gekuppelt wer-
den, kann ebenfalls dabei helfen, die MBs vom Zellkern
fernzuhalten.[139, 140]

Weitere wichtige Untersuchungen galten der Expressi-
onsh�he von mRNAs in lebenden Zellen. Zwei MB-Metho-
den wurden verwendet, um die relativen Expressionsh�hen
von K-ras und �berlebender mRNA in menschlichen Haut-
Fibroblasten zu bestimmen.[15] Mithilfe von MBs und einer
Referenzsonde als internem Standard f�r eine ratiometrische
Analyse untersuchten wir k�rzlich die stochastischen
Schwankungen der mRNA-Expression der Mangan-Super-
oxiddismutase (MnSOD) in menschlichen Brustkrebszel-
len.[105] In dieser Arbeit wurde die MnSOD-Expression dreier
Zellgruppen analysiert und untereinander sowie mit der Ex-
pression von b-Actin-mRNA verglichen. Um die vielen ex-
perimentellen und instrumentellen Unterschiede auszuglei-
chen, wurden die Ergebnisse durch die ratiometrische Ana-
lyse normiert und damit direkt vergleichbar gemacht. Die
Methode bietet eine neue Strategie f�r den quantitativen
Nachweis von mRNA in lebenden Zellen.

W�hrend Untersuchungen einzelner mRNA-Zielsequen-
zen in Zellen bereits in mehreren Ver�ffentlichungen be-
schrieben wurden, ist die parallele Aufzeichnung verschie-
dener mRNAs in einer einzelnen lebenden Zelle eine expe-
rimentelle Herausforderung. Ein solches Experiment w�rde
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einen direkten Vergleich der Expressionsh�hen verwandter
mRNAs in einer einzelnen Zelle erm�glichen, was f�r die
Untersuchung mancher Krankheiten �ußerst n�tzlich w�re.
Es wurde bereits demonstriert, dass MBs mit unterschiedli-
chen Fluorophoren markiert werden k�nnen, um unter-
schiedliche mRNA-Zielsequenzen anzuzeigen. In einer Stu-
die wurden z.B. MBs f�r MnSOD- und b-Actin-mRNA (zu-
sammen mit einem MB als Negativkontrolle) durch Mikro-
injektion in Zellen eingebracht. Mit einem konfokalen Mi-
kroskop mit mehreren Fluoreszenzmesskan�len wurden dann
die relativen Expressionsh�hen von MnSOD und b-Actin
durch ratiometrische Analyse parallel bestimmt (Abbil-
dung 6).[14, 105, 146] Die ratiometrische Analyse erm�glicht bes-

ser reproduzierbare Messungen als die direkten Intensit�ts-
messungen. Die Fluoreszenz der MnSOD-spezifischen MBs
in den Zellen war nach vier Stunden Inkubation mit Lipo-
polysaccharid (LPS), einem typischen Endotoxin, das die
MnSOD-Expression stimuliert, deutlich erh�ht. In Kontroll-
zellen ohne LPS-Behandlung blieb die Fluoreszenz der
MnSOD-MBs dagegen niedrig. Diese Untersuchung belegt,
dass MBs effektiv zur intrazellul�ren Aufzeichnung von
Analyten geeignet sind und zur Erforschung von Krankheiten
genutzt werden k�nnten, bei denen ein Vergleich der Ex-
pressionsh�hen unterschiedlicher mRBA-Spezies wichtig ist.

4.3. Genomik von Nervenzellen

Wegen der extremen Komplexit�t und Diversit�t des
Nervensystems bleibt die Funktionsweise des Gehirns auch
nach vielen Jahren intensiver Forschung r�tselhaft.[106] Ein
Beispiel ist die Familie der Riechrezeptoren (olfactory re-
ceptors, ORs), die eine der gr�ßten Genfamilien in S�ugern
ist und beim Menschen etwa 900, bei M�usen etwa 1500 Gene
umfasst.[107] Unter den ann�hernd 1000 M�glichkeiten, die im
Genom codiert sind, w�hlt jede olfaktorische sensorische
Nervenzelle genau einen Riechrezeptor und transkribiert ihn

von genau einem Allel, um damit den korrekten olfaktori-
schen Verarbeitungsweg zwischen Nase und Gehirn aufzu-
bauen. Unser Wissen �ber die Gehirnfunktion ist derzeit noch
begrenzt, vor allem weil man bisher nicht in der Lage war, die
vielen Zelltypen zu identifizieren und zu klassifizieren.[108]

Fortschritte in der Genomik und Proteomik erlauben uns
aber, die Entwicklung und Funktion der Nervenzellen und
der neuronalen Schaltkreise auf molekularer Ebene zu un-
tersuchen. Neuartige Methoden der funktionellen Genomik
und Proteomik, z. B. CGH-Profilierung (Profilierung durch
vergleichende genomische Hybridisierung), werden zuneh-
mend eingesetzt, um Einblicke in das neuronale Netzwerk zu
gewinnen.[109]

Einblicke in die Funktion von Nervenzellen k�nnen durch
Echtzeit-Bestimmungen der Expressionsh�he maßgeblicher
Gene in lebenden Zellen gewonnen werden. Mit der gleichen
MB-Methode, die wir zur Untersuchung von Brustkrebszel-
len verwendeten, haben wir versucht, mRNAs in lebenden
Nervenzellen nachzuweisen (Abbildung 7).[14, 105] Leider er-

zeugten die MBs bereits kurz nach der Mikroinjektion in die
Nervenzellen ein starkes Fluoreszenzsignal, was bedeutet,
dass das neuronale Zytoplasma deutlich anders zusammen-
gesetzt ist als das Zytoplasma der fr�her untersuchten Tu-
morzellen. Die hohe Hintergrundfluoreszenz k�nnte auch
durch Nucleaseverdau oder Proteinbindung verursacht wer-
den (zwei h�ufig auftretende Probleme beim Einsatz von
MBs in lebenden Systemen). Um die Stabilit�t der MBs in
Nervenzellen zu erh�hen, haben wir neuartige Sequenzen aus
fixierten Nucleins�urebasen synthetisiert.[54, 55] Nach ersten
Ergebnissen sind die LNA-MBs im Zytoplasma der Zelle
durch die starre Struktur der LNA-Basen sehr viel stabiler als
konventionelle MBs (siehe Tabelle 1 in Abschnitt 2.1).

4.4. Optimierung von DNA-Sonden durch molekulartechnische
Methoden

Eine Reihe von Optimierungen sind erforderlich, bevor
MBs zur Aufzeichnung der mRNA-Expression in lebenden

Abbildung 6. Simultane Aufzeichnung mehrerer mRNAs in einer le-
benden Zelle. Gezeigt ist eine Zeitreihe von Fluoreszenzbildern der
MBs in einer einzelnen MDA-MB-231-Zelle. A: MB f�r b-Actin (gr�n);
B: Kontrollaufnahme (MB-Farbe rot); C: MB auf MnSOD (blau); D:
Referenzsonde Tris(2,2’-bipyridyl)ruthenium(II) (RuBpy) (orange).

Abbildung 7. Lebende Nervenzelle, in die MBs mit Poly(U)-Sequenzen
injiziert wurde. Die gr�ne Fluoreszenz entsteht durch die �ffnung der
MBs im Verlauf neuronaler Vorg�nge.
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Zellen genutzt werden k�nnen. Besonderes Augenmerk gilt
der Empfindlichkeit der Sonden sowie der Vermeidung von
unspezifischen Proteinbindungen und Nucleaseverdau.

4.4.1. Steigerung der Empfindlichkeit von DNA-Sonden

MB-Sonden mit hoher Empfindlichkeit zu erzeugen, ist
eine schwierige und komplexe Aufgabe. F�r Zielsequenzen
mit sehr niedriger Kopienzahl in einer einzelnen Zelle ist die
Empfindlichkeit konventioneller MBs oft unzureichend,
weshalb sich die meisten Anwendungen bisher auf den
Nachweis h�ufiger oder stimulierter Genprodukte beschr�n-
ken.[12,14, 99] Grunds�tzlich kann man die Empfindlichkeit von
MBs steigern, indem man entweder die Fluoreszenzintensit�t
des Fluorophors erh�ht oder die Fluoreszenzl�schung effizi-
enter macht. Der zweite L�sungsansatz wird dadurch einge-
schr�nkt, dass es immer ein gewisses Hintergrundsignal aus
dem Zellinnern und der Umgebung gibt, ganz gleich wie
vollst�ndig die Fluoreszenz des Donors unterdr�ckt werden
kann. Die meisten Strategien verfolgen daher den ersten
L�sungsansatz, also die Erh�hung der Fluoreszenzintensit�t.

Wie erw�hnt liegt der typische Wirkungsgrad der stati-
schen oder Kontaktfluoreszenzl�schung bei 85–97 %.[26,42]

Theoretisch ließe sich mit h�heren Wirkungsgraden ein bes-
seres Signal-Rausch-Verh�ltnis und damit eine gr�ßere
Empfindlichkeit und ein gr�ßerer dynamischer Bereich f�r
den Nachweis der Zielsequenzen erreichen.

K�rzlich wurde eine als Superquenching bezeichnete
Strategie entwickelt, bei der molekulare Assoziate bestehend
aus mehreren Fluoreszenzl�schern eingesetzt werden.[43] Auf
diese Weise lassen sich wesentlich bessere Wirkungsgrade
erzielen; z. B. erh�hte sich der Wirkungsgrad von 92.9 auf
99.7%, wenn ein Konjugat von drei Dabcyl-Molek�len statt
nur eines Molek�ls verwendet wurde (mit einem FAM als
Fluorophor). Das Signal-Rausch-Verh�ltnis stieg außerdem
deutlich von 14 auf 320, sodass die M�glichkeit zur Spuren-
analyse von Zielsequenzen besteht (Abbildung 8). Des Wei-
teren erh�ht sich die Schmelztemperatur des MB um 5 8C
durch die verst�rkte hydrophobe Wechselwirkung zwischen
dem Fluorophor und den Fluoreszenzl�schern. Damit lassen
sich einzelne Fehlpaarungen m�glicherweise besser erken-
nen. Der Wirkungsgrad des Superquenchings kann allerdings
nicht voll zum Tragen kommen, bevor nicht der zellul�re
Hintergrund mithilfe anderer Strategien minimiert wird, z. B.
durch zeitaufgel�ste Messungen oder Wellenl�ngenverschie-
bungen.[124]

4.4.2. Steigerung der Empfindlichkeit von MBs durch konjugierte
Polymere

Eine andere Strategie, die Empfindlichkeit von MBs zu
steigern, ist der Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen. Po-
ly(phenylenethinylen) (PPE)[44] ist ein wasserl�slicher Poly-
elektrolyt mit hoher Quantenausbeute.[45] Eine einzelne PPE-
Kette kann ein viel intensiveres Fluoreszenzsignal erzeugen
als ein einzelner Fluorophor in konventionellen MBs. Mit
einem neu entwickelten Syntheseverfahren, bei dem die Po-
lymerisation direkt an den Oligonucleotiden abl�uft, l�sst sich
PPE an Oligonucleotide kuppeln, die an eine Glasoberfl�che

mit kontrollierter Porengr�ße gebunden sind. Es zeigte sich,
dass PPE weder mit der Haarnadelstruktur des MB interfe-
riert noch dessen Hybridisierungsgeschwindigkeit beeinflusst.
Zur Charakterisierung des PPE-Systems verglichen wir die
erzeugte Helligkeit mit der Fluoreszenzintensit�t gebr�uch-
licher Fluorophore bei den jeweils optimalen Anregungs- und
Extinktionswellenl�ngen. Die Konzentrationen der Fluoro-
phore wurden konstant bei 10 nm gehalten. Die Messungen
ergaben eindeutig, dass PPE eine viel gr�ßere Helligkeit als
herk�mmliche organische Farbstoffe wie Cy3, TMR, FAM
oder Alexa Fluor 488 (ALX488) zeigt (Abbildung 9). Unter
unseren experimentellen Bedingungen (Abbildung 9) strahlt
PPE etwa zwanzigmal heller als z.B. Cy3 und mehr als
sechsmal heller als Alexa Fluor 488. Zudem betr�gt die
Fluoreszenzintensit�t einer einzelnen PPE-Kette etwa 75%
der eines Quantenpunkts, seine Helligkeit ist also mit der
eines Nanopartikels vergleichbar.

Dar�ber hinaus ließ sich f�r Dabcyl als Fluoreszenz-
l�scher ein hoher Wirkungsgrad in Kombination mit PPE
nachweisen. In einem Experiment wurde �berpr�ft, ob ein
Superquenching von PPE durch Dabcyl m�glich ist. Wie in
Abbildung 10 dargestellt, lassen sich 2 mm (Konzentration der
repetitiven Einheiten) PPE durch steigende Konzentrationen
Dabcyl sehr wirkungsvoll l�schen. Die Stern-Volmer-Kon-
stante bei niedrigeren Konzentrationen des Fluoreszenz-
l�schers (< 0.4 mm) betrug etwa 4 � 106

m
�1. Bei h�heren

Konzentrationen des Fluoreszenzl�schers ergibt sich in der
Stern-Volmer-Darstellung eine starke Kr�mmung nach oben,
wodurch eine viel h�here Konstante von etwa 1.4 � 107

m
�1

resultiert. Ein nach oben gekr�mmter Verlauf ist typisch f�r
konjugierte Polyelektrolyte mit gegens�tzlich geladenen
Fluoreszenzl�schern. Diese Erscheinung ist bekannt, und der
Mechanismus wurde bereits diskutiert. In unserem Experi-
ment erzeugte das mit PPE konjugierte MB ein starkes
Fluoreszenzsignal bei der Bindung der Zielsequenz, was f�r
bioanalytische Anwendungen vielversprechend ist.

Die hier vorgestellten, neuartigen Strategien zur Ver-
st�rkung der Fluoreszenzl�schung und Steigerung der Sig-
nalintensit�ten erm�glichen den Nachweis von Zielsequen-
zen mit niedriger Konzentration in lebenden Zellen. Die
Strategien k�nnen auch leicht auf andere Arten von DNA-
oder RNA-Sonden �bertragen werden, um Tests mit hoher
Empfindlichkeit vorzunehmen.

4.4.3. Erh�hung der Stabilit�t von MBs mit abgewandelten DNA-
Basen.

Ein allgemeines Problem bei der Anwendung von MBs ist
die MB-Spaltung durch Nucleaseverdau, mit dem sich Zellen
gegen eindringende heterologe Gene sch�tzen. Im Zellinnern
werden MBs typischerweise in 45 min abgebaut, was sich in
einem starken Anstieg der Fluoreszenz zu erkennen gibt.[14,55]

Mit dem Ziel, die zytoplasmatische Stabilit�t von MBs zu
verbessern, wurden modifizierte DNA-Basen in MBs einge-
baut, darunter 2’-O-Methylderivate,[110–112] Phosphorthioat-
derivate[113, 114] und Peptidnucleins�ure(PNA)-Basen.[115, 116,141]

Die 2’-O-Methyl-modifizierten MBs zeigen gute Nuclease-
resistenz gegen intrazellul�re Spaltung und werden von
RNase H nicht erkannt.[12] Sie verursachen jedoch eine starke
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Hintergrundfluoreszenz in lebenden Zellen, m�glicherweise
verursacht durch unspezifische Proteinbindung.[21, 22, 138] PNA-
MBs sind nucleaseresistent und haben eine gute Affinit�t zu
DNA- und RNA-Zielsequenzen, sind wegen ihrer schlechten
L�slichkeit und gelegentlicher Aggregation aber nicht breit
einsetzbar.

Die bereits erw�hnten LNA-MBs sind ebenfalls nuc-
leaseresistent und gehen zudem kaum unspezifische Wech-
selwirkungen mit Proteinen wie SSB ein, was sie zu hervor-
ragenden Kandidaten f�r intrazellul�re Untersuchungen
machen k�nnte. Um die Vorteile der LNA-MBs in Anwen-
dungen wie der Analyse komplexer Proben und intrazellu-
l�rer Messungen ausnutzen zu k�nnen, synthetisierten Yang
et al. eine Serie von chim�ren DNA/LNA-MBs und unter-

suchten den Einfluss des DNA/LNA-Verh�ltnisses in MBs
auf das thermodynamische Verhalten, die Hybridisierungs-
kinetik, die Proteinbindungsaffinit�t und die Enzymresis-
tenz.[132] Die LNA-Basen in der Stammregion des MB hatten
einen erheblichen Einfluss auf die Stabilit�t der Haarnadel-
konformation. Die Hybridisierungsgeschwindigkeit der
LNA-MBs nahm mit sinkendem DNA/LNA-Verh�ltnis
merklich zu. Außerdem war wichtig, dass auch die Stamm-
region der LNA-MB an die Zielsequenz hybridisierte
(„Shared-Stem“-Form), da so die Paarung �berh�ngender
Enden verhindert wird. Nur MB-Sequenzen mit abwechselnd
aufeinanderfolgenden DNA- und LNA-Basen oder aus-
schließlich LNA-Basen erwiesen sich als resistent gegen un-
spezifische Proteinbindung und Verdau durch DNase I. Es

Abbildung 8. Superquencher-MBs: Signal-Rausch-Verh�ltnis von MBs mit einem (1-Q-MB), zwei (2-Q-MB) oder drei Fluoreszenzl�schern (3-Q-
MB). Die MBs haben die gleiche Sequenz und sind mit Fluorescein als Fluorophor am 3’-Ende markiert. An das 5’-Ende der Oligonucleotide sind
ein, zwei oder drei DABCYL-Molek�le gekuppelt. Das drei Fluoreszenzl�scher enthaltende MB erzeugte eine 320fache Signalverst�rkung bei Hy-
bridisierung, verglichen mit einer 14fachen Verst�rkung beim einfachen MB.
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wurde gezeigt, dass eine Basenfolge von weniger als drei
DNA-Basen zwischen den LNA-Basen die RNase H blo-
ckieren kann.

Insgesamt also verf�gt die optimierte MB-Sonde f�r in-
trazellul�re Anwendungen �ber eine Shared-Stem-Konfigu-
ration mit einer vier Basen langen Stammregion und alter-
nierende DNA- und LNA-Basen. Eine so entworfene Sonde
zeigt vern�nftige Hybridisierungsgeschwindigkeiten, verrin-
gerte Proteinbindung und Resistenz gegen Nucleaseverdau.
Diese Studie hat weitreichende Auswirkungen auf die Ent-
wicklung von molekularen LNA-Sonden f�r intrazellul�re
Messungen, Krankheitserkennung und die biologische
Grundlagenforschung. Durch weitere Modifizierungen wur-
den LNA-MBs erhalten, die f�r Langzeitmessungen in
Echtzeit (von wenigen Stunden bis zu Tagen) im Zellinnern
mit hoher Empfindlichkeit und Selektivit�t geeignet sind.[142]

Die gemischten DNA/LNA-MBs zeichneten sich durch eine

extrem hohe Biostabilit�t aus und wurden z. B. an MDA-MB-
231-Tumorzellen getestet, um die mRNA-Expressionsh�hen
in Echtzeit �ber 5 bis 24 h zu bestimmen. Nach 24 h in le-
benden Zellen waren die MBs noch immer funktional, sodass
die Messung der intrazellul�ren Genexpression �ber ausge-
dehnte Zeitr�ume m�glich ist.

Um das Problem der Ausbreitung der Stammregion in
Haarnadelsonden anzugehen, haben wir vor kurzem ein
modifiziertes MB synthetisiert, das nichtnat�rliche enantio-
mere DNA (l-DNA) in der Stammregion enth�lt und nat�r-
liche d-DNA in der Schleife.[134] Da l-DNA eine spiegel-
bildliche Form der nat�rlich vorkommenden d-DNA ist, ha-
ben beide Doppelstr�nge die gleichen physikalischen Eigen-
schaften bez�glich der L�slichkeit und Stabilit�t. Außer einer
linksdrehenden Doppelhelix kann l-DNA keine stabilen
Doppelstr�nge mit d-DNA bilden. Durch den Einbau von l-
DNA in die Stammregion eines MB wird die intra- und in-
termolekulare Ausbreitung der Stammregion unterdr�ckt,
die Schmelztemperatur der Haarnadelsonde wird angehoben
und die Selektivit�t gegen�ber der Zielsequenz wird verbes-
sert. Insgesamt verleiht dies dem MB eine h�here Stabilit�t in
biologischer Umgebung. Wir glauben, dass die Verwendung
von l-DNA eine n�tzliche Strategie f�r den Entwurf von
funktionellen Nucleins�uresonden ist.

5. Ausblick

Seit der Einf�hrung der Molecular Beacons im Jahr 1996[6]

wurden viele Versuche unternommen, ihren Aufbau zu ver-
bessern und neue Anwendungen zu finden. Heute existiert
eine ganze Bandbreite solcher Sonden, die durch gezielte
Optimierung der einzelnen Komponenten hohe Leistungsf�-
higkeiten erreicht haben. Zu den besonderen Vorz�gen der
MBs z�hlen der sehr effiziente Signal�bertragungsmechanis-
mus durch resonanten Energietransfer, die flexible Modifi-
zierbarkeit und nicht zuletzt die relativ niedrigen Kosten,
sodass sich ein breites Spektrum an Anwendungsm�glich-
keiten in der Biologie, Chemie, Biomedizin und Biotechno-
logie er�ffnet hat. Derweil gehen die Bem�hungen weiter,
Herstellung und Design der MBs noch mehr zu verbessern.
Im Fokus stehen vor allem die weitere Optimierung der Si-

Abbildung 9. PPE-MBs. Oben: Funktionsweise eines konventionellen
MB (a) und eines mit einem konjugierten Polymer markierten MB (b).
Das konventionelle MB verwendet nur einen einzelnen Fluorophor, um
das Bindungsereignis zu signalisieren, w�hrend die polymermarkierten
MBs eine Kette von Fluorophoren verwenden. Unten: Vergleich der
Fluoreszenzintensit�t verschiedener Fluorophore. Die Anregungs-/
Emissionswellenl�ngen von Cy3, TMR, FAM, ALX488, PPE und Quan-
tenpunkten sind (in nm): 543/560, 557/581, 488/514, 488/515, 440/
520 bzw. 400/520. Die Konzentration der Farbstoffe betr�gt jeweils
10 nm.

Abbildung 10. Stern-Volmer-Diagramm der Fluoreszenzl�schung von
PPE durch Dabcyl in 40 mm Glycin-HCl-Puffer (pH 2.3). Der Puffer
dient dazu, Dabcyl als Gegenion zum Polymer PPE zu protonieren.
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gnal�bertragung, die Verwendung modifizierter Basen und
die Suche nach neuen Anwendungen in der biochemischen
und biomedizinischen Forschung.

Ein wichtiger Ansatz zur Verbesserung der Leistungsf�-
higkeit der MBs ist die Entwicklung effizienterer Signal-
�bertragungswege. Neben dem urspr�nglich genutzten Sig-
nal�bertragungsmechanismus der Kontaktfluoreszenzl�-
schung wurde inzwischen eine F�lle neuer Strategien entwi-
ckelt und getestet, darunter FRET,[11] Wellenl�ngenverschie-
bung,[9] Fluoreszenzl�schung an Metalloberfl�chen,[51, 84,118]

enzymatische Verst�rkung[87, 119, 120] und elektrochemische Si-
gnal�bertragung.[88] Neben den gebr�uchlichen Fluorophoren
und Fluoreszenzl�schern wurden auch neue chemische Spe-
zies interessant, z.B. Gold-Nanopartikel,[118] Superquen-
cher,[43] Pyrenderivate,[121, 135] konjugierte Polymere,[44] Gold-
oberfl�chen[51, 84] und Ferrocenmolek�le.[88]

Ein weiterer Vorteil von MBs besteht darin, dass die
Strukturen relativ leicht chemisch modifiziert werden k�n-
nen, was sehr flexible Synthesen erm�glicht. So wurden
diverse Basenmodifikationen entwickelt, z. B. 2’-O-Me-
thyl-[110–112] und Phosphorthioatderivate,[113, 114] PNAs,[115,116]

LNAs[54,55] und l-DNAs[134] (siehe Tabelle 1). Mit diesen
Modifikationen erhalten die MBs zus�tzliche Eigenschaften
wie Nucleaseresistenz, bessere Hybridisierungsaffinit�t und
minimierte unspezifische Proteinbindung. MBs k�nnen auch
an Nanor�hren gekuppelt werden.[147]

Die urspr�nglichen Einsatzfelder der MBs (als PCR-Re-
portergruppen und in der Allelanalyse) sind in den letzten
Jahren enorm erweitert worden. In Kombination mit anderen
Systemen und Techniken werden MBs inzwischen in An-
wendungen wie Proteinassays,[21, 22] Enzymmessungen,[16–18]

mRNA-Monitoring in lebenden Zellen,[12,14, 99] Biosenso-
ren[19,20, 80, 82] und molekulares Computing[119, 122] eingesetzt.
MB-Aptamere (MBAs)[123–127] sind ein neuer Typ von Prote-
insonden, die die Vorteile des MB-eigenen Signal�bertra-
gungsmechanismus mit der Spezifit�t der molekularen Er-
kennung von Aptameren verbinden.[128, 129, 136,137] Sie erm�gli-
chen sehr empfindliche und selektive Assays zum Nachweis
von Proteinen und Zellen.

Die Autoren ihren Mitarbeitern, deren Arbeiten in diesen
Kurzaufsatz eingeflossen sind. Die Arbeiten an MBs in unserer
Arbeitsgruppe wurden durch Dr. Fred Kramer und Dr. Sanjay
Tyagi inspiriert. Den NIH (NIGMS GM 66137 und NIH
U54NS058185) und der NSF wird f�r langj�hrige Unterst�t-
zung gedankt. Diese Arbeit wird außerdem durch das NSFC-
Projekt „Major International (Regional) Joint Research Pro-
gram of Natural Science Foundation of China (20620120107)
unterst�tzt.
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