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Strategien zur Entwicklung molekularer Sensoren und Re-
portersysteme haben Wissenschaftler seit Jahrhunderten in
ihren Bann gezogen. Diese molekularen Sonden haben bei
vielen bahnbrechenden Entdeckungen in der Chemie, der
Biologie und der Medizin entscheidend mitgewirkt. Bis vor
kurzem waren die meisten erhéltlichen Farbstoffe im sicht-
baren Wellenldngenbereich photoaktiv, und analytische In-
strumente wurden fiir ihre Anwendung in diesem Bereich hin
optimiert.

Obwohl sichtbare Farbstoffe weiterhin eine gewichtige
Rolle in den verschiedensten Forschungsfeldern spielen, fiihrt
das Aufkommen der optischen Bildgebung molekularer
Prozesse in lebenden Organismen zu einem steigenden In-
teresse an molekularen Sonden, die im nahinfraroten (NIR)
Bereich arbeiten (typischerweise zwischen 700 und 900 nm).
In diesem Spektralfenster weisen viele intrinsische Gewebe-
chromophore, Makromolekiile und Organellen niedrige
Lichabsorption, Autofluoreszenz und Lichtstreuung auf. Dies
bedeutet, dass Nahinfrarotlicht viel tiefer in Gewebe ein-
dringen kann als sichtbares Licht, sodass molekulare und
physiologische Vorginge mehrere Gewebeschichten tief un-
tersucht werden konnen. Um die Vorteile von NIR-Techni-
ken nutzbar zu machen, wurden im letzten Jahrzehnt ver-
mehrt Anstrengungen zur Entwicklung neuer NIR-Bildge-
bungsverfahren und molekularer Sonden unternommen
(Schema 1).

Der Farbstoff Indocyaningriin (ICG) wurde wegen seiner
herausragenden spektralen Eigenschaften im NIR-Bereich
und seiner Eignung fiir die Applikation im Menschen zum
Standard fiir die optische Lebendbildgebung. Zur Erfor-
schung spezifischer molekularer Prozesse wurde eine Reihe
von ICG-Derivaten hergestellt, die mit Peptiden, Antikor-
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Schema 1. a,b) Die NIR-fluoreszierenden Farbstoffe Indocyaningriin
(ICG, a) und Diketopyrrolopyrrolcyanin (b); c) chromophorbildende
Peptidreste von NIR-fluoreszierenden Proteinen (mNeptun, Katushka,
Katushka-9-5, eqFP650 und eqFP670).1

pern und anderen biologisch relevanten Molekiilen konju-
giert werden konnen."?) Ein groBes Problem bei rezeptor-
gerichteten molekularen Sonden ist die Zeitverzogerung
zwischen der Aufnahme in das Zielgewebe und der Clearance
aus dem umgebenden Gewebe. Um dieses Manko auszu-
gleichen, hat man aktivierbare NIR-Sonden zur Verwendung
in vivo entworfen,”! die idealerweise nur ein Fluoreszenz-
signal als Reaktion auf ein bestimmtes molekulares Ereignis
emittieren. Allerdings bestanden frithe aktivierbare Sonden
aus polymeren Materialien, die nur schwer an intrazellulidre
Enzyme herangelangen. Zudem gab es Bedenken beziiglich
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der Reproduzierbarkeit der Produkte und der langsamen Si-
gnalerzeugung. In der Folge wurden einfachere Sonden ent-
wickelt, die auf resonantem Fluoreszenzenergietransfer
(FRET) anstelle von Selbstloschungsmechanismen basieren.
Die Effizienz der Fluoreszenzloschung dieser einfachen
FRET-Sonden ist immer noch nicht optimal, und es gibt Be-
miihungen zur Optimierung der Fluoreszenzléschung und der
spezifischen Aktivierung durch Enzyme.

Obwohl stetig neue NIR-Fluoreszenzfarbstoffe, Quan-
tenpunkte und fluoreszierende Nanopartikel entwickelt wer-
den, bleibt das ganze grole Thema der optischen Bildgebung
die Zielspezifitdt der Sonden. Hier beginnt sich nun eine neue
Generation von fluoreszierenden und biolumineszierenden
molekularen Sonden abzuzeichnen, die durch eine nahtlose
Einbindung von Reportergenen in die Wirtzelle eine bei-
spiellose Spezifitit aufweisen. Die transfizierten Zellen wer-
den entweder direkt fiir die zelluldre Bildgebung verwendet
oder in lebende Tiere injiziert, um spezifische molekulare
Vorginge und deren Dynamik abzubilden. Natiirlich haben
fluoreszierende und biolumineszierende Proteine unter-
schiedliche Signalerzeugungsmechanismen — sie emittieren
aber beide Licht im sichtbaren Bereich. Die Erkenntnis, dass
spektrale NIR-Signaturen fiir die nichtinvasive In-vivo-Bild-
gebung niitzlich sind, schuf einen Bedarf fiir die Entwicklung
neuartiger NIR-emittierender Proteine. Bisherige Arbeiten
in diese Richtung konzentrierten sich hauptséchlich auf die
Mutation des Fluorophors in Proteinen und fiihrten kiirzlich
zur Entwicklung von NIR-fluoreszierenden Proteinen mit
Emissionen > 650 nm.*® Bei biolumineszierenden Proteinen
andererseits beruht die Signalerzeugung auf biochemischen
Reaktionen zwischen einem Enzym und seinem Substrat.
Deshalb héngt die Emissionswellenldnge — anders als bei
fluoreszierenden Proteinen — nicht vom Chromophorsystem
des Enzyms ab. Versuche, die Emission durch Modifizierung
des Substrats hin zu ldngeren Wellenldngen zu verschieben,
sind weitgehend erfolglos geblieben, weil Strukturdnderun-
gen die Enzym-Substrat-Erkennung storen.

Der Durchbruch fiir NIR-biolumineszierende Proteine
kam mit der Entwicklung einer resonanten Biolumineszenz-
energietransfer(BRET)-Methode basierend auf der Verwen-
dung von Quantenpunkten (QDs).”! BRET wurde urspriing-
lich eingefiihrt, um molekulare Wechselwirkungen zu beob-
achten.’!l Hierbei wird die Biolumineszenzenergie auf ein
fluoreszierendes Protein oder einen organischen Farbstoff mit
guter spektraler Uberlappung, aber rotverschobener Fluo-
reszenz iibertragen. Allerdings erschwert die geringe Stokes-
Verschiebung der organischen Proteinfluorophore die Da-
tenanalyse, weil die Biolumineszenz von der resultierenden
Fluoreszenz separiert werden muss. Demgegeniiber sind QDs
ideal fiir diese Srategie, weil sie breite Absorptionsspektren
und grof3e Stokes-Verschiebungen aufweisen. Da zahlreiche
QDs mit NIR-Emission zur Verfiigung stehen, steht einer
Erforschung von BRET-Verfahren mit NIR-emittierenden
QDs fiir die In-vivo-Bildgebung nichts im Wege. Ein Ansatz
bestand darin, QDs mit einem biolumineszierenden Protein
(Luciferase) zu markieren, sodass nach Zugabe des Lucife-
rasesubstrats BRET erzeugt wird. Die Luciferase-gekoppel-
ten QDs wurden z.B. fiir das Zelltracking in Nagern einge-
setzt.”! Der Vorteil dieses Ansatzes ist, dass sich die GroBe
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und optischen Eigenschaften der QDs unabhéngig vonein-
ander optimieren lassen, bevor sie mit dem Enzym konjugiert
werden.

Ma et al.”! berichteten vor kurzem iiber eine neue raffi-
nierte Methode fiir die Synthese von QDs, die sich die Tat-
sache zunutze macht, dass Proteine wie Albumin in der
Herstellung von QDs verwendet werden. In diesem unkon-
ventionellen Ansatz wurde Luciferase in die QD-Synthese
integriert (Abbildung 1), wobei das Enzym einen doppelten

+ Coelenterazin

cyanfarbenes Licht
+ Coelenterazin

Lucs-PbS

Abbildung 1. Luciferingestiitzte Synthese von Quantenpunkten mit re-
sonantem Biolumineszenzenergietransfer.”’!

Zweck erfiillt: Erstens vermittelt es das Wachstum der QDs
und stabilisiert diese (wie es auch fiir andere, nichtlumines-
zierende Proteine gezeigt wurde). Zweitens dient die Luci-
ferase als Lichtquelle fiir den BRET. Beeindruckenderweise
behielt das Enzym seine katalytischen Fahigkeiten auch nach
der QD-Synthese bei. Dies wurde dadurch moglich, dass die
Autoren Luc8, eine stabilere Luciferasemutante aus Renilla
reniformis, verwendeten. QDs mit einem mittleren Durch-
messer von 4nm und einem mittleren hydrodynamischen
Durchmesser von 20 nm zeigten eine ausgezeichnete NIR-
Lumineszenz. Die kleinen BRET-QDs konnen extravasieren
und in Zielgewebe auflerhalb der BlutgefidBe gelangen. Die
Studie zeigt das Potential funktionell aktiver Biomolekiile fiir
die Nanopartikelsynthese auf. Die Synthesemethode macht
nachfolgende Konjugationen entbehrlich und ermoglicht eine
gezielte Einfithrung von biologischen Funktionen, optischen
Eigenschaften und Stabilitdtseigenschaften. Dariiber hinaus
bietet die Stategie einzigartige Perspektiven fiir die Anwen-
dung anderer Biomolekiile wie Antikorper, diagnostische
Enzyme und Proteinrezeptoren in der Nanopartikelherstel-
lung.

Eine offensichtliche Einschriankung der Methode ist der
vergleichsweise hohe Bedarf an Enzym. Der Ansatz be-
schréankt sich daher auf Biomolekiile, die in groSen Mengen
und zu vertretbaren Kosten verfiigbar sind. Ein weiteres
Problem konnte sein, dass die weitere Funktionalisierung der
QDs nach der enzymgestiitzten Synthese mit Schwierigkeiten
verbunden ist. Werden Verdnderungen an der Nanopartikel-
oberfliche vorgenommen, um zusitzliche Funktionalisie-
rungsschritte zu ermoglichen, kann dies die Enzymaktivitét
beeinflussen. Aulerdem sind manche bioaktiven Molekiile
sehr empfindlich, z. B. gegen hohe Temperaturen, bestimmte
Reaktanten und das Reaktionsmedium, wie sie fiir die Her-
stellung der Nanopartikel benotigt werden. Sofern keine
stabileren Mutanten zur Verfiigung stehen, kann deshalb ein
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Wildtyp-Protein seine biologische Aktivitdt im BRET-Pro-
dukt verlieren. Fiir die In-vivo-Bildgebung molekularer Pro-
zesse konnen zusitzliche Modifikationen erforderlich sein,
um ein Ansprechverhalten auf bestimmte biologische Pro-
zesse zu erzielen. Anders als bei BRET-Verfahren mit fluo-
reszierenden Proteinen konnen QDs nicht in zellulire DNA
integriert werden, sodass ein grofer Vorteil von biolumines-
zierenden und fluoreszierenden Proteinen verloren geht.
Gliicklicherweise konnte die jiingste Entwicklung eines NIR-
fluoreszierenden Proteins zu einem BRET-Verfahren fiir die
NIR-Fluoreszenzbildgebung genetisch kodierter molekularer
Systeme fiihren.

Die Studie von Ma et al.”) hat eine neue Richtung in der
Synthese von biologisch aktiven proteingestiitzten Nanopar-
tikeln aufgezeigt. Sie zeigt fiir den Fall der Luciferase, dass ein
Biomolekiil, das zunédchst nur als Stabilisator fiir einen QD
verwendet wird, auch seine biologische Funktion beibehalten
kann. Zweifelsohne eroffnen sich neue Moglichkeiten fiir die
Gestaltung raffinierter Nanopartikel, die Komponenten mo-
lekularer Reportersysteme fiir spezifische zelluldre und phy-
siologische Prozesse integrieren. Die Suche nach den per-
fekten molekularen NIR-Sonden wird sich in nichster Zu-
kunft fortsetzen. Hierbei ist zu vermuten, dass ein einzelner
Ansatz oder ein einzelnes molekulares Sytem den vielféltigen
Anforderungen an eine In-vivo-Bildgebung nicht gerecht
werden kann. Kiinftige Entwicklungen bei molekularen NIR-

Sonden werden sich an spezifischen biologischen Anforde-
rungen orientieren und bediirfen gleichermafen dem Ein-
fallsreichtum von Chemikern, Biochemikern, Materialwis-
senschaftlern und Molekularbiologen.
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