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2008 war ein aufregendes Jahr f�r die „Imaging-Commu-
nity“, wurde doch der Chemie-Nobelpreis f�r die Entdeckung
und Weiterentwicklung eines Fluoreszenzproteins vergeben,
das Vorg�nge in lebenden Zellen sichtbar macht. K�rzlich
sorgte nun auch noch ein Bericht von Chang et al.[1] f�r Fu-
rore, der eine neue Fluoreszenzsonde zur Visualisierung von
mitochondrialem Wasserstoffperoxid (H2O2) in lebenden
Zellen beschreibt.

H2O2 entfaltet in der Zelle sowohl sch�dliche als auch, wie
in j�ngerer Zeit entdeckt, f�rderliche Aktivit�ten.[1–5] Auf-
grund dieses doppeldeutigen Charakters wurde H2O2 des-
wegen auch als ein „notwendiges �bel“ f�r Zellen bezeich-
net.[2] Als eine der wichtigsten reaktiven Sauerstoffspezies
(reactive oxygen species, ROS) in lebenden Organismen kann
�berproduziertes mitochondriales H2O2 die Entwicklung von
schweren Krankheiten wie Krebs oder Neuropathien wie der
Parkinson- und Alzheimer-Krankheit f�rdern.[1,3] Einer j�n-
geren Studie zufolge soll H2O2 f�r die Antikrebs-Aktivit�t
von Vitamin C ausschlaggebend sein.[5] Als sekund�rer Bo-
tenstoff beeinflusst H2O2 die Lebenserwartung[4] und spielt
bei der intrazellul�ren, auf Redoxprozessen beruhenden Sig-
nalweitergabe eine wesentliche Rolle.[2,4] Als „ROS der Sig-
nalwege“ entfaltet H2O2 seine spezifische biologische Akti-
vit�t in doppelter Weise sowohl als Mediator beim Zell-
wachstum als auch in der Apoptose. Wie Giorgio et al.[4]

ausf�hren, kann die Spezifit�t von H2O2 auf drei Arten be-
stimmt werden: Erstens durch die Untersuchung der Pro-
oxidans-Intensit�t, zweitens durch die Lokalisierung von in-
trazellul�r gebildetem H2O2 und drittens durch die Bestim-
mung der lokalen Schwankungen der H2O2-Konzentration,
die f�r die Aktivierung spezifischer Zielstrukturen entschei-
dend sein k�nnten. Die Autoren vertraten allerdings die
Meinung, dass eine genaue Lokalisierung von H2O2 und eine
Quantifizierung des H2O2-Flusses in lebenden Zellen mit den
verf�gbaren Techniken nicht m�glich sei.[4] Jetzt aber, nach
dem Durchbruch von Chang et al.[1] und der Entwicklung
neuer multifunktioneller Fluoreszenzsonden, k�nnte das

Geheimnis der H2O2-Spezifit�t in den Mitochondrien bald
gel�ftet werden.

Seit der Entdeckung von H2O2 im Jahr 1818 sind in un-
z�hligen Studien Fluoreszenzonden f�r dieses Molek�l ent-
wickelt worden, angefangen bei den klassischen Dihydro-
Verbindungen wie Dihydrorhodamin und 2’,7’-Dichlordihy-
drofluorescein[1,6] bis zu den j�ngsten Nanomaterialien wie
Kohlenstoff-Nanor�hren.[7] Die klassischen Fluoreszenzson-
den sind zum fluorometrischen Nachweis von H2O2 weit
verbreitet, sie sind aber nicht spezifisch f�r H2O2 und spre-
chen merklich auf andere ROS an. In j�ngster Zeit wurden
einige neue Fluoreszenzsonden entwickelt, die selektiv auf
H2O2 ansprechen, z. B. Pentafluorbenzolsulfonylfluorescein,
Peroxyfluor-1, mit dem Butandiolester eines Dihydroxybo-
rylbenzyloxycarbonyl-Derivats maskiertes Aminocumarin, 7-
Hydroxy-2-oxo-N-(2-(diphenylphosphanyl)ethyl)-2H-chro-
men-3-carboxamid und ein Eu3+-Tetracyclin-Komplex.[6] Ei-
nige dieser Sonden wurden bereits zur �berwachung von
intrazellul�ren H2O2-Konzentrationen verwendet.[6]

Keine der genannten Fluoreszenzsonden ist aber in der
Lage, mitochondriales H2O2 in lebenden Zellen spezifisch zu
detektieren. Chang und Mitarbeiter synthetisierten eine
ganze Reihe von Sonden auf der Basis von Borons�ure, z. B.
das rot fluoreszierende Peroxyresorufin-2, das gr�n fluores-
zierende Peroxyfluor-1 und das blau fluoreszierende Peroxy-
anthon-1,[6] deren Selektivit�t f�r H2O2 auf einer ausschließ-
lich durch H2O2 vermittelten Umwandlung einer Arylboro-
natgruppe in eine Phenolgruppe beruht (Abbildung 1). Eine
j�ngste Studie ergab, dass diese Boronat-Fluoreszenzsonden
die einzigen Kontrastmittel sind, die Wasserstoffperoxid
hochspezifisch in physiologischen Konzentrationen nachwei-
sen k�nnen.[8] Wegen der geringen Gewebeg�ngigkeit der
Sondenmolek�le war eine In-vivo-Bildgebung bislang aber
nur sehr begrenzt m�glich.[8] Das Molecular Probes Hand-
book[9] nennt neun im Handel verf�gbare molekulare Fluo-
reszenzsonden f�r H2O2 und dreißig mitochondriale Fluo-
reszenzsonden, von denen jedoch keine spezifisch f�r mito-
chondriales H2O2 ist.

Um diese L�cke zu schließen, entwickelten Chang und
Mitarbeiter die Fluoreszenzsonde „Mitochondria peroxy
yellow 1“ (MitoPY1), mit der mitochondriales H2O2 in le-
benden Zellen selektiv nachgewiesen werden kann.[1] Es
handelt sich um einen difunktionellen Farbstoff, der zwei
besondere Strukturmerkmale aufweist: eine lipophile katio-
nische Triphenylphosphonium-Kopfgruppe, die selektiv Mi-
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tochondrien erkennt (in Abbildung 1 rot markiert), und eine
Borons�ureeinheit als das Peroxid-responsive Element (gr�n
in Abbildung 1). Die Einf�hrung der lipophilen kationischen
Phosphoniumgruppe l�st das Problem der Membrang�ngig-
keit. Das Molek�l erh�lt dadurch eine niedrige Aktivie-
rungsenergie zur �berwindung der hydrophoben Schranke
zur inneren Mitochondrienmembran und kann sich leicht
durch die Phospholipid-Doppelschicht bewegen. F�r den
Transport werden keine zus�tzlichen Ionentransporter be-
n�tigt, und infolge des membran�ren Potentialgef�lles akku-
muliert die Sonde in den Mitochondrien.[10] Gleichzeitig rea-
giert die chemospezifische Boronatgruppe selektiv mit H2O2,
nicht aber mit anderen ROS wie Superoxid, Hydroxylradikal
und Stickoxid.[1,6] Die selektive Reaktion mit mitochondria-
lem H2O2 l�st die Umwandlung des MitoPY1 in MitoPY1ox
aus (Abbildung 1), die mit einer Fluoreszenzverst�rkung
einhergeht. Bei Anregung mit l = 510 nm steigt das Fluores-
zenzsignal bei l = 528 nm an.

Chang et al. testeten die synthetische MitoPY1-Sonde in
vier Zelllinien (Geb�rmutterhalskrebs-HeLa, Cos-7, HEK-
293 und CHO.K1).[1] Um zu pr�fen, ob die Sonde die Mito-
chondrien erreicht, wurde der kommerziell erh�ltliche mito-
chondriale Indikator MitoTracker Deep Red 633 als Kon-
trolle eingesetzt. Ein zweiter, lysosomaler Indikator, Lyso-
Tracker Red, demonstrierte, dass die neue Sonde selektiv f�r
Mitochondrien ist. Dass die Zellen im Experimentverlauf
lebten, zeigten Chang et al. durch Hellfeldmessungen und
Kernf�rbung mit Hoechst 33342. Kontrollexperimente mit
der Produktspezies MitoPY1ox, die bei Zugabe von H2O2

keinen Fluoreszenzanstieg in lebenden Zellen hervorrief,
belegten die Spezifit�t von MitoPY1 als selektive Sonde f�r
mitochondriales H2O2.

Um die Spezifit�t von MitoPY1 f�r Mitochondrien noch
deutlicher zu machen, wurde als Kontrolle eine Fluores-
zenzsonde ohne das Mitochondrien-spezifische Kation Cont-
PY1 hergestellt (Abbildung 2). Dazu wurde die Phosphoni-

um-Kopfgruppe gegen eine Acetylgruppe ausgetauscht. Die
Sonde zeigte eine positive Fluoreszenzreaktion in lebenden
Zellen, weil der Boronat-Schalter funktionierte, allerdings
wurde keine besondere Spezifit�t f�r die Mitochondrien be-
obachtet. Eine weitere Best�tigung der Selektivit�t von Mi-
toPY1 f�r mitochondriales H2O2 erbrachten komplement�re
Durchflusszytometriestudien an einer gr�ßeren Population
lebender Zellen.

Chang et al.[1] setzten die neue Sonde ein, um die durch
das Pestizid Paraquat (1,1’-Dimethyl-4,4’-bipyridinium; Ab-
bildung 2) ausgel�ste endogene Produktion von mitochon-
drialem H2O2 in lebenden HeLa-Zellen nachzuweisen. Pa-
raquat ist ein potenzielles Nervengift, das mit der Parkinson-
Krankheit in Zusammenhang gebracht wird und in seiner
chemischen Struktur dem 1-Methyl-4-phenylpyridinium-Ion
(MPP+; Abbildung 2) �hnelt. MPP+ ist das eigentliche toxi-
sche Stoffwechselprodukt, das f�r die Wirkung der Parkin-
sonismus verursachenden Substanz 1-Methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) verantwortlich ist. Aus der
chemischen �hnlichkeit zwischen Paraquat und MPP+ l�sst
sich schließen, dass Paraquat als potenzielles Umweltgift auch
an der Enstehung der Parkinson-Krankheit beteiligt sein
k�nnte.[11] Chang et al. zeigten, dass MitoPY1 empfindlich
genug ist, um in lebenden HeLa-Zellen nach Exposition von
1 mm Paraquat – das ist eine niedrigere Paraquat-Konzen-
tration als die halbmaximale inhibitorisch wirkende Kon-
zentration von 1.02 mm – den Anstieg von mitochondrialem
H2O2 nachzuweisen. Anhand dieser Ergebnisse sollte die
MitoPY1-Sonde zur Untersuchung von oxidativem Stress
geeignet sein, der bei H2O2-verursachten Krankheiten durch
Umweltgifte entsteht.

Zur Frage der biologischen Spezifit�t von H2O2
[4] wird

durch die vorliegende Arbeit eine M�glichkeit geschaffen, in
lebenden Zellen H2O2 exakt zu lokalisieren und sein Fluss-
verhalten zu quantifizieren. Dies besorgen Fluoreszenzson-
den mit gezielt ausgew�hlten funktionellen Gruppen, die zu
einer spezifischen und pr�zisen Erkennung subzellul�rer
Bereiche bef�higt sind. H2O2 hat als „ROS der Signalwege“

Abbildung 1. Struktur der multifunktionellen Fluoreszenzsonde Mito-
PY1. Das Molek�l tr�gt eine Phosphoniumgruppe f�r die Erkennung
von Mitochondrien und einen Peroxid-responsiven Boronatschalter.
Durch selektive Reaktion mit mitochondrialem H2O2 wird MitoPY1 in
MitoPY1ox umgewandelt und ein Fluoreszenzanstieg ausgel�st.

Abbildung 2. Chemische Strukturen von ContPY1, Paraquat und MPP+.
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ein Reduktionspotential von 0.32 V, womit es in der O2-Re-
duktionskette unter den biologisch relevanten ROS am we-
nigsten reaktiv ist. Es besitzt mit einer Halbwertszeit von
10�5 s jedoch die h�chste Stabilit�t und kommt in der h�chs-
ten intrazellul�ren Konzentration vor, die vier Gr�ßenord-
nungen �berstreichen kann, n�mlich von 10�8

m w�hrend der
Proliferationsphase bis 10�4

m w�hrend der Apoptose.[4] Da-
her wird dringend nach einer empfindlichen und spezifischen
Sonde gesucht, mit der dieses Signalmolek�l nicht nur
quantitativ, sondern auch dynamisch erfasst werden kann.[2]

Die momentan verf�gbaren Sonden konnten bislang nur
einzelne Voraussetzungen bez�glich Photostabilit�t, Selekti-
vit�t, Spezifit�t und Stabilit�t unter physiologischen Bedin-
gungen erf�llen. Auf der Basis des hier beschriebenen
Durchbruchs k�nnten nun neue Sonden entwickelt werden,
die zus�tzlich ein schnelles Ansprechverhalten haben, einen
großen dynamischen Konzentrationsbereich abdecken und
reversibel sind.
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