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�bergangsmetallkomplexe mit freien Koordinationsstellen
haben in der molekularen Erkennung breite Anwendung als
Bindungsstellen gefunden und werden in molekularen
Sonden und Chemosensoren genutzt.[1] Derartige Sonden
sind �blicherweise aus Gast-Bindungsstellen und lumines-
zierenden Reportergruppen aufgebaut, durch die Bindungs-
vorg�nge angezeigt werden. Die Lumineszenzmarkierung
kann dabei entweder ein Bestandteil des molekularen Che-
mosensors sein, �blicherweise in unmittelbarer N�he zur
Bindungsstelle,[2] oder ein Indikatorfarbstoff, der erst rever-
sibel gebunden und anschließend durch Analytmolek�le
wieder verdr�ngt wird (Indikatorverdr�ngungsassay).[3] Beide
Strategien haben jedoch Nachteile, da sich das rationale
Design von lumineszenzmarkierten Chemosensoren einer-
seits oft als schwierig erweist und langwierige Synthesearbeit
nach sich zieht, w�hrend Verdr�ngungsassays andererseits
nicht reversibel einsetzbar sind. Wir beschreiben hier einen
neuen Ansatz, um Analyt-Rezeptor-Bindungen zu detektie-
ren, indem wir amphiphile nichtfluoreszierende Bindungs-
stellen[4] und fluoreszierende Reporterfarbstoffe gemeinsam
in die Lipidmembranen unilamellarer Vesikel einlagern. Die
Analytbindung an die entsprechenden Rezeptoren beein-
flusst durch die Membran die eingelagerten Farbstoffe,[5] die
daraufhin ihre Emissionseigenschaften �ndern. Wir zeigen
damit einen einfachen und vielseitigen Weg auf, um eine
Vielzahl von Bindungsstellen mit fluoreszierenden Repor-
tergruppen in Lipiddoppelschichten nichtkovalent zu kop-
peln.[6]

Drei verschiedene amphiphile Bindungsstellen, der ZnII-
1,4,7,10-Tetraazacyclododecan(Cyclen)-Komplex 1 f�r die
Phosphationenerkennung,[7] der CuII-Nitrilotriessigs�ure-
(NTA)-Komplex 2 f�r die Erkennung von Imidazol-Deriva-
ten[1a] und ein Benzoazakronenether-Derivat (BACE) 3 f�r
Ammoniumionen[8] sowie zwei amphiphile Fluorophore auf
Basis von Carboxyfluorescein (4) und Cumarin (5) wurden
f�r die Herstellung lumineszierender Rezeptorvesikel einge-
setzt (Abbildung 1). Die Verbindungen 1 und 5 wurden be- reits von uns beschrieben,[4c,9] die Synthesen von 2, 3 und 4

sind in den Hintergrundinformationen zu finden. Der weit-
verbreitete Fluoreszenzfarbstoff Carboxyfluorescein (CF)
wurde aufgrund seiner Empfindlichkeit gegen�ber �nde-
rungen des elektrostatischen Potentials[10] sowie seiner ein-
fachen Derivatisierung mit Alkylaminen ausgew�hlt. Die
Empfindlichkeit der Emission des Cumarin-Derivats 5 ge-
gen�ber �nderungen seiner lokalen Umgebung haben wir
bereits in einer fr�heren Studie genutzt.[11]

Lumineszierende Rezeptorvesikel (LVRs; Abbildung 2)
mit membrangebundenen Rezeptoren und Farbstoffen

Abbildung 1. K�nstliche amphiphile Rezeptoren auf Basis von ZnII-
Cyclen (1), CuII-NTA (2), BACE (3) und fluoreszierende Reporterfarb-
stoffe auf Basis von Carboxyfluorescein (4) und Cumarin (5).
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wurden nach unserem etablierten Protokoll hergestellt.[4c] Die
Vesikel LVR-1,5, mit dem ZnII-Komplex 1 und dem Cumarin-
Derivat 5, zeigen eine starke Fluoreszenzemission mit einem
Maximum bei 408 nm. In Gegenwart zunehmender Konzen-
trationen an Phosphationen, wie Pyrophosphat (PPi) oder
Phosphoserin (pSer), sinkt die Emissionsintensit�t deutlich
(Abbildung 3, oben). Die eingelagerten ZnII-Cyclen-Kom-
plexe behalten ihre bekannte Selektivit�t f�r Phosphationen –
die Zugabe anderer Anionen erzeugte keine Emissions�n-
derung (siehe die Hintergrundinformationen). Wir erkl�ren
die Intensit�ts�nderungen durch eine Umordnung der
Membranstruktur, die durch die Koordination der Phosphat-
ionen an die eingebetteten Rezeptoren ausgel�st wird:
Werden der Farbstoff 5 und der k�nstliche Rezeptor 1 zu-
sammen in die Lipiddoppelschicht eingelagert, so nehmen wir
an, dass sich beide nicht gleichm�ßig in der Membran ver-
teilen, sondern dass sich relativ dicht gepackte, gemischte
Aggregate in der Membran bilden, da ihre Struktur durch die
relativ sperrigen eingelagerten Molek�le gest�rt wird. Durch
diese Ungleichverteilung haben die Farbstoffmolek�le in der
Membran verschiedene Umgebungen. W�hrend ein Teil der
Molek�le frei emittieren kann, befindet sich ein anderer Teil
in der N�he der Rezeptoren und wird durch die Rezeptor-
Farbstoff-Wechselwirkung gel�scht. Diese Wechselwirkungen
werden durch die dicht gepackte Membranstruktur hervor-
gerufen und sind in homogener w�ssriger L�sung nicht zu
beobachten.[12] Die Bindung der großen Phosphationen an die
Rezeptoren ver�ndert die Solvatisierung und Ladung der
Bindungsstellen und damit auch die Mischbarkeit der Re-

zeptoren und Farbstoffe. Diese Phasenzustands�nderung hat
wiederum eine Auftrennung der Aggregate und letztlich eine
Verdr�ngung der Farbstoffmolek�le aus der gemischten
Phase in die umgebende Zone zur Folge. �hnliche, wenn auch
weitaus komplexere Ph�nomene, liegen der Reaktion von
biologischen Zellmembranen, die im Wesentlichen aus Lipi-
den und eingebetteten aktiven Zentren bestehen, auf �ußere
Reize und Substrate zugrunde.[13] Umgebungsempfindliche
Farbstoffe wie Cumarine sind bekannt daf�r, auf ver�nderte
Bedingungen, wie sie durch die Analytbindung entstehen,
anzusprechen[14] – in diesem Fall durch ihre verminderte
Fluoreszenzemission.

Aus den Bindungsisothermen von Emissionstitrationen
wurden Bindungskonstanten ermittelt (Tabelle 1). Die er-
haltenen Affinit�ten f�r PPi und pSer liegen im mikromolaren
Bereich und sind in guter �bereinstimmung mit den Affini-
t�ten, die bereits mit anderen Methoden bestimmt wurden.[4c]

Um die spezifische Anion-Metallkomplex-Wechselwirkung
als Ursache der Emissions�nderung zu best�tigen und un-
spezifische Adsorptionseffekte auszuschließen, wurden die
Messungen mit Vesikeln wiederholt, die keine ZnII-Cyclen-

Abbildung 2. Lumineszierende Rezeptorvesikel und ihre Fluoreszenz-
antwort in Gegenwart von Analytmolek�len: Die Selbstorganisation
von Phospholipiden und k�nstlichen amphiphilen Rezeptoren sowie
amphiphilen Fluoreszenzfarbstoffen erzeugt oberfl�chenmodifizierte
Vesikel, die auf Rezeptor-Analyt-Wechselwirkungen mit einer �nderung
ihrer Emissionsintensit�t reagieren.

Abbildung 3. Oben: Bindungsisothermen aus Fluoreszenztitrationen
von LVR-1,5 gegen PPi (lex = 349 nm, lem = 405 nm). Unten: Bindungs-
isothermen aus Fluoreszenztitrationen von LVR-1,4 gegen PPi

(lex = 495 nm, lem = 520 nm).
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Bindungsstellen enthalten. Solche Partikel zeigten ebenfalls
blaue Fluoreszenz, erzeugten jedoch keine Fluoreszenzant-
wort auf die Zugabe eines �berschusses (50–100 �quiv.) an
PPi oder pSer.

Verschiedene Reporterfarbstoffe k�nnen verwendet
werden, um die optischen Eigenschaften der Rezeptorvesikel
zu modifizieren: LVR-1,4 mit dem ZnII-Cyclen-Komplex 1
und dem amphiphilen Carboxyfluorescein 4 zeigt gr�nliche
Fluoreszenz mit einem Emissionsmaximum bei 520 nm (bei
einer Anregung bei 495 nm). Da die �nderung des Emissi-
onsverhaltens der umgebungsempfindlichen Farbstoffe von
ihrer Struktur, von ihren Eigenschaften sowie von ihrer
Mischbarkeit mit den freien/besetzten Rezeptoren abh�ngt,
kann sie entsprechend variieren. LVR-1,4 reagiert entspre-
chend auf die Zugabe eines �berschusses an Phosphationen
mit einer starken Steigerung der Emission bei 520 nm (Ab-
bildung 3, unten). Die Assoziationskonstanten aus den er-
haltenen Bindungsisothermen von LVR-1,4 und LVR-1,5 sind
jedoch identisch f�r pSer und PPi (innerhalb der Fehler-
grenze, siehe Tabelle 1). Dies st�tzt unsere Hypothese und
gibt Grund zu der Annahme, dass eine Vielzahl von Farb-
stoffen eingesetzt werden kann, sofern deren optische Ei-
genschaften von ihrer lokalen Umgebung abh�ngig sind. Da
Vesikel mit dem eingelagerten Farbstoff 4 durch Analytbin-
dung eine Intensit�tssteigerung zeigen („einschaltbare“
Fluoreszenz), die f�r die meisten analytischen Anwendungen
einer Intensit�tsabnahme („ausschaltbare“ Fluoreszenz)
�berlegen ist, wurde Verbindung 4 f�r alle folgenden Studien
verwendet.[15]

Um unsere mechanistische Hypothese mit mehr experi-
mentellen Daten zu st�tzen, wurde LVR-1,4 mit verschiede-
nen Konzentrationen von Rezeptoren und Farbstoffen her-
gestellt. Damit konnte gezeigt werden, dass die Fluores-
zenzantwort f�r eine definierte Analytzugabe mit abneh-
mender oder zunehmender Menge an Rezeptor-Farbstoff-
Paaren ebenfalls ab- bzw. zunimmt (siehe die Hintergrund-
informationen), was eindeutig f�r ein Modell mit gemischten
Rezeptor-Farbstoff-Phasen spricht.

Als weitere Bindungsstelle wurde der amphiphile CuII-
Nitrilotriessigs�ure-Komplex 2 untersucht. CuII-NTA-Kom-
plexe koordinieren Imidazol-Derivate und werden immobi-
lisiert weithin in der Affinit�tschromatographie verwendet

(IMAC),[16] z. B. f�r die Aufreinigung von Biomolek�len mit
Histidin(His)-Markierung.[17] LVR-2,4 mit dem CuII-Komplex
2 und dem Farbstoff 4 emittiert nach der Herstellung mit
einem Fluoreszenzmaximum bei 520 nm analog zu LVR-1,4.
Bindungsstudien zeigten, dass sich diese Emissionsintensit�t
nun in Gegenwart von Imidazolen betr�chtlich verringerte,
wohingegen andere Additive – egal ob kationisch, anionisch
oder ungeladen – keinen Effekt erzielten (siehe die Hinter-
grundinformationen). Die Analytselektivit�t der funktiona-
lisierten Vesikel ist hier also rein durch den eingelagerten
CuII-NTA-Komplex bedingt.

Um den Einsatzbereich der Vesikel auszudehnen, wurden
weiterhin zwei verschiedene Bindungsstellen in einer Vesi-
kelmembran kombiniert: LVR-1,2,4 enth�lt sowohl den kat-
ionischen[18] ZnII-Cyclen-Komplex 1 als auch den anioni-
schen[14] CuII-NTA-Komplex 2 als Bindungsstellen sowie
Carboxyfluorescein 4 als Reportergruppe. Die erhaltenen
Partikel zeigen wiederum gr�nliche Fluoreszenz bei 520 nm,
die nun in Gegenwart von sowohl Phosphat- als auch von
Imidazol-Derivaten deutlich ansteigt (Abbildung S5 der
Hintergrundinformationen). Die Affinit�ten f�r PPi und pSer
sind dabei �hnlich derer f�r LVR-1,4, wohingegen die logK-
Werte f�r 4-Methylimidazol (4-Me-Im) und His bis zu einer
Gr�ßenordnung niedriger waren als bei LVR-2,4. Ungeachtet
dessen liegen die Werte jedoch immer noch im mikromolaren
Bereich und sind damit h�her als f�r CuII-NTA-Komplexe in
homogener w�ssriger L�sung.[19] Die Selektivit�ten der ein-
zelnen Bindungsstellen bleiben weiterhin auch nach der
Einlagerung in die Vesikelmembran erhalten. Partikel mit
beiden Metallkomplexen zeigten keine Fluoreszenz�nderung
in Gegenwart von anderen Analyten wie Ammonium- oder
Sulfationen (Abbildung S5 in den Hintergrundinformatio-
nen). Wir gehen daher davon aus, dass unser vorgeschlagenes
Modell f�r ein bin�res System (mit einem Rezeptor und
einem Farbstoff) ebenfalls f�r tern�re (zwei Rezeptoren und
ein Farbstoff) oder sogar noch komplexere Systeme gilt.[20]

Weiterhin erzeugen bei einer aufeinanderfolgenden Zugabe
von Phosphaten und Imidazolen beide Analyte einen inkre-
mentellen Fluoreszenzanstieg, was ebenfalls unsere Hypo-
these von gemischten (Multi-)Rezeptor- und Farbstoff-Do-
m�nen in der Membran, die sich durch die Analyt-Rezeptor-
Bindungen zu einem gewissen Grad neu anordnen, st�tzt.

Um den modularen Charakter unserer Chemosensoren zu
demonstrieren, wurde die Membran des Rezeptorvesikels
LVR-1,2,4 schließlich noch mit einer dritten Bindungsstelle
dotiert. F�r diesen Zweck wurde das amphiphile Benzoaza-
kronenether-Derivat 3[8] mit den Verbindungen 1, 2 und 4 zu
LVR-1,2,3,4 kombiniert, das nun drei grundlegend verschie-
dene Bindungsstellen auf der Oberfl�che tr�gt. Benzoaza-
kronenether sind etablierte Bindungsstellen f�r Ammoni-
umionen mit niedriger Affinit�t. In den lumineszierenden
Vesikeln l�sst sich die Bindungsselektivit�t des Kronenethers
mit den optischen Eigenschaften der membrangebundenen
Farbstoffe kombinieren. Die Emissionseigenschaften von
LVR-1,2,3,4 sowie die Bindungsaffinit�ten gegen�ber Phos-
phationen und Imidazol stimmen erneut gut mit den Werten
f�r LVR-1,2,4 �berein (Tabelle 1). Allerdings zeigt LVR-
1,2,3,4, anders als LVR-1,2,4, auch eine deutliche Zunahme
der Emissionsintensit�t in Gegenwart von Ammoniumionen,

Tabelle 1: Bindungsaffinit�ten der lumineszierenden Rezeptorvesikel
(LVRs) gegen�ber verschiedenen Analyten (erhalten aus Fluoreszenz-
titrationen).

Rezeptor(en) Reporter Analyt logK (�0.1)
LVR-1,4 1 4 PPi 6.2
LVR-1,4 1 4 pSer 5.9
LVR-1,5 1 5 PPi 6.0
LVR-1,5 1 5 pSer 5.9
LVR-2,4 2 4 4-Me-Im 7.1
LVR-2,4 2 4 His-OMe 7.1
LVR-1,2,4 1 + 2 4 PPi 6.0
LVR-1,2,4 1 + 2 4 pSer 5.8
LVR-1,2,4 1 + 2 4 4-Me-Im 6.2
LVR-1,2,4 1 + 2 4 His-OMe 6.1
LVR-1,2,3,4 1 + 2 + 3 4 PPi 6.1
LVR-1,2,3,4 1 + 2 + 3 4 4-Me-Im 6.0
LVR-1,2,3,4 1 + 2 + 3 4 Gly-OMe 5.8

Zuschriften

7282 www.angewandte.de � 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2010, 122, 7280 –7284

http://www.angewandte.de


wie in Form der C-terminal gesch�tzten Aminos�ure Glycin,
Gly-OMe. Die Affinit�t f�r Gly-OMe wurde mit log K = 5.8
bestimmt, was die typischen Ammoniumionen-Affinit�ten
f�r Benzoazakronenether in w�ssriger L�sung um drei bis
vier Gr�ßenordnungen �bertrifft. Wie bereits f�r �hnliche
F�lle beschrieben wurde,[9,21] kann diese Affinit�tssteigerung
durch die speziellen Einfl�sse auf intermolekulare Wechsel-
wirkungen an der Grenzfl�che zwischen der hydrophoben
Membran und der w�ssrigen Phase erkl�rt werden. Der De-
tektionsmechanismus �ber den membrangebundenen Farb-
stoff erm�glicht hier außerdem einen empfindlicheren
Nachweis.

Um schließlich auch die Reversibilit�t der Rezeptor-
Analyt-Bindung auf der Vesikeloberfl�che zu demonstrieren,
wurden die Vesikel mit Analytmolek�len ges�ttigt und an-
schließend von diesen durch Gr�ßenausschlusschromatogra-
phie abgetrennt. Bindungsstudien mit den zur�ckgewonne-
nen lumineszierenden Rezeptorvesikeln lieferten nahezu
identische Ergebnisse (siehe Abbildung S7 in den Hinter-
grundinformationen).

Zusammenfassend wurden neuartige Lumineszenz-Che-
mosensoren f�r die Erkennung biologisch relevanter Ionen
und Molek�le entwickelt. Ihr Bauprinzip beruht auf der
Selbstorganisation von Phospholipiden, amphiphilen Rezep-
toren und umgebungsempfindlichen Reporterfarbstoffen.
Um das Konzept zu illustrieren, wurden in die Membran
unilamellarer Vesikel drei verschiedene amphiphile Bin-
dungsstellen, auf Basis ZnII-Cyclen (1), CuII-NTA (2) und
Benzoazakronenethern (3), sowie zwei Fluoreszenzfarbstof-
fe, auf Basis von Cumarin und Carboxyfluorescein, eingela-
gert. Obwohl die Fluoreszenzfarbstoffe weder kovalent noch
koordinativ an die Rezeptoren gebunden sind, wie in klassi-
schen Lumineszenz-Chemosensoren oder Indikatorverdr�n-
gungsassays, reagieren die Farbstoffe auf Rezeptor-Analyt-
Wechselwirkungen mit �nderungen ihrer optischen Eigen-
schaften. Wir erkl�ren diese Fluoreszenzantwort mit einer
Analyt-induzierten Umstrukturierung der dotierten Lipid-
membran. Die Einlagerung sperriger Bindungsstellen und
Farbstoffe f�hrt zu einer Phasentrennung und zur Bildung
von Aggregaten aus Rezeptoren und Farbstoffen. Die Ana-
lytbindung an die freien Rezeptoren �ndert die Oberfl�-
chenbedingungen, wie Solvatation und Ladung in der n�he-
ren Rezeptorumgebung, was letztlich zu einer Freisetzung der
umgebungsempfindlichen Farbstoffmolek�le und deren
Emissions�nderung f�hrt. Der auf dem Wechselspiel von
Bindungsvorg�ngen und Phasenverhalten in der n�heren
Rezeptorumgebung beruhende Detektionsmechanismus
bietet die M�glichkeit zur Feinabstimmung der Fluoreszenz-
antwort durch einfache Variation des Rezeptor-Farbstoff-
Verh�ltnisses oder der Vesikelzusammensetzung. Die funk-
tionalisierten Vesikel zeigen additive Antworten bez�glich
aller eingelagerten Bindungsstellen, Analyte wie pSer, His-
OMe und Gly-OMe werden reversibel und in mikromolaren
Konzentrationen gebunden. Ein wesentlicher Vorteil unserer
selbstorganisierten Nanopartikel ist die nichtkovalente An-
ordnung einer Vielzahl (unterschiedlicher) Bindungsstellen
und fluoreszierender Reportergruppen und damit die drasti-
sche Reduktion des Syntheseaufwands bei der Herstellung
von Lumineszenz-Chemosensoren. Es ist davon auszugehen,

dass eine Vielzahl weiterer Bindungsstellen und Fluores-
zenzfarbstoffe in der demonstrierten Weise eingesetzt werden
kann, womit der Weg zu analytischen Nanopartikeln geebnet
ist, deren optische und Bindungseigenschaften nach Belieben
und auf einfachste Weise modifiziert werden k�nnen.
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