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F luoreszenzsonden mit Anregungswellenldingen im fernen
roten bis in den nahinfraroten Bereich (NIR; > 600 nm) sind
fiir biologische Anwendungen attraktiv, weil diese Wellen-
langen an biologischen Proben nur minimale Photoschidden
verursachen, tief in das Gewebe eindringen und mit der
Hintergrundfluoreszenz lebender Systeme kaum interferie-
ren."! Betrichtliche Anstrengungen werden unternommen,
um NIR-Sonden fiir bioanalytische Anwendungen zu entwi-
ckeln."®¥ Leider zeigen nur wenige Fluorophore geniigend
hohe Quantenausbeuten im NIR, vor allem in wéssrigen
Umgebungen. Die einzigen breit eingesetzten NIR-Fluoro-
phore sind Cyaninfarbstoffe, z.B. Cy5 und Cy7, die zum
Entwurf von NIR-Fluoreszenzsonden vielfach genutzt wur-
den.”! Allerdings haben auch Cyaninfarbstoffe einige Nach-
teile; z. B. unterliegen sie in manchen Fillen Photobleichung.
AuBlerdem haben Cyaninfarbstoffe relativ hohe besetzte
Molekiilorbitale (HOMOs), wodurch das An- und Ausschal-
ten der Cyaninfluoreszenz durch photoinduzierten Elektro-
nentransfer (PET) weniger effizient wird.®) Aus diesen
Griinden ist die Entwicklung von NIR-Farbstoffen mit hohen
Fluoresezenzquantenausbeuten, geringer Photobleichung
und leicht regulierbarer Fluoreszenz ein wichtiges For-
schungsziel.

Unter den verschiedenen Fluorophoren haben die Rhod-
aminfarbstoffe aufgrund ihrer exzellenten photophysikali-
schen Eigenschaften, wie z.B. hohen molaren Extinktions-
koeffizienten, ausgezeichneten Fluoreszenzquantenausbeu-
ten und hoher Photostabilitit, ein betrdchtliches Interesse
gefunden. Infolgedessen finden Rhodamine breite Anwen-
dung als Fluoreszenzsonden und molekulare Markierungen in
der Chemie und Biologie.! Allerdings liegen die Absorp-
tions- und Emissionswellenldngen der meisten Rhodamin-
derivate unterhalb 600 nm, was fiir biologische Anwendungen
oft ungeeignet ist. Viele Anstrengungen wurden unternom-
men, um Rhodaminderivate mit ldngeren Absorptionswel-
lenldngen zu erhalten, z. B. durch Erweitern der Konjugation
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des Xanthenrings, Austausch des zentralen Kohlenstoffatoms
gegen ein Stickstoffatom oder eine Cyanogruppe oder Aus-
tausch des Sauerstoffbriickenatoms durch andere Elemente
wie N, C, S oder Se.’! Allerdings haben die Rhodaminderi-
vate, die durch diese Strategien entwickelt wurden, auch ei-
nige Nachteile. Sie sind schwierig zu synthetisieren und zeigen
verringerte Absorptions- und Fluoreszenzintensitdten und
sind daher weit davon entfernt, gegenwirtige Anforderungen
zu erfiillen. Vor kurzem berichteten die Forschungsgruppen
von Qian, Nagano und Lin unabhéngig voneinander iiber Si-
Pyronin-, Si-Rhodamin-, Te-Rhodamin- und Changsha-NIR-
Farbstoffe. Diese Farbstoffe zeigen exzellente Eigenschaften
und haben grof3es Potenzial fiir biologische Anwendungen. In
diesem Highlight werden diese wichtigen Entdeckungen zu-
sammengefasst.

Aufbauend auf Arbeiten iiber Silole und Silaanthracene!
berichteten Qian et al. 2008 tiber den ersten rot emittierenden
Si-Pyronin-Fluorophor (TMDHS) (Schema 1a)."! Die Emis-
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Schema 1. Molekiilstrukturen von a) TMDHS und b) Gruppe-14-Rhod-
aminen.

sionswellenldnge von TMDHS ist auf iiber 650 nm verscho-
ben, und die Fluoreszenzquantenausbeute ist hoch (0.39 in
CH,Cl,, 0.18 in Wasser). Elektrochemische Messungen wei-
sen darauf hin, dass der Austausch von Sauerstoff gegen Si-
licium die HOMO- und LUMO-Niveaus gleichzeitig beein-
flusst, sodass eine kleinere Energieliicke einhergehend mit
einer grofen Rotverschiebung resultiert. Ahnlich wie bei den
Silolen wird das niedrige LUMO-Niveau des TMDHS durch
die spezielle o*-m*-Konjugation mit den Beitrdgen der o*-
Orbitale der Si-C(Methyl)-Bindungen und dem st*-Orbital
der benachbarten Kohlenstoffatome verursacht. Die Anhe-
bung des HOMO von TMDHS wird dem induktiven elek-
tronenschiebenden Effekt der Dimethylsilylgruppe relativ
zum Sauerstoff zugeschrieben.
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2011 erweiterten Nagano etal. dieses Konzept durch
Entwicklung der Rhodamine Si-Rhodamin (SiR), Ge-Rhod-
amin (GeR) und Sn-Rhodamin (SnR) (Schema 1b).®! SiR
und GeR sind unter Umgebungsbedingungen stabil, wihrend
SnR leicht zerfillt. Ahnlich wie bei TMDHS sind die Ab-
sorption und Emission von SiR und GeR stark rotverschoben
bis in den NIR-Bereich. SiR und GeR behalten die Vorteile
der urspriinglichen Rhodamine bei, einschlieBlich der hohen
Quantenausbeute in wissrigen Medien (@;=0.31 fiir SiR
und 0.34 fiir GeR), der Unempfindlichkeit gegen Photoblei-
chung und der guten Wasserloslichkeit. Bedeutsam ist, dass
die Fluoreszenz von SiR und GeR im Unterschied zu den
meisten NIR-Fluoreszenzfarbstoffen durch PET-Mechanis-
men reguliert werden kann. Die Autoren verwendeten diesen
Mechanismus, um SiR-basierten NIR-Sonden zur Messung
des pH-Werts® sowie von Zn?*-®l und Ca®*-Konzentratio-
nen zu entwerfen.

Bei der In-vivo-Bildgebung werden oftmals zwei Wel-
lenldngenfenster bei 700 nm und 800 nm als Emissionskanéle
genutzt.'”! Durch Erweiterung des Silaanthracenrings er-
zeugten Nagano et al. kiirzlich drei neue NIR-Fluoreszenz-
farbstoffe, bezeichnet als SiR680, SiR700 und SiR720 (Sche-
ma2).Y Alle drei Farbstoffe zeigen Absorptions- und
Emissionsmaxima im NIR-Bereich (670-740 nm). SiR680
und SiR700 zeigen dariiber hinaus anwendungstaugliche
Fluoreszenzquantenausbeuten (@, =0.35 und 0.12). Die Au-
toren stellten auch Amin-reaktive Succinimidylester mit
SiR700 her und demonstrierten deren Anwendung in der In-
vivo-Bildgebung von Tumoren.
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Schema 2. Molekiilstrukturen von SiR680, SiR700 und SiR720.

Neben dem PET-Mechanismus nutzten Nagano et al.
auch das Ein- und Ausschalten der Fluoreszenz bei einer
Spirocyclisierung, um eine SiR-basierte Fluoreszenzsonde
(MMSIiR) fiir hypochlorige Sdure zu entwickeln (Sche-
ma 3)."” In Gegenwart von HOCI wird die Thioethergruppe
in MMSiR zum Sulfonat oxidiert, begleitet von einer Ring-
offnung der Spirocyclus unter Bildung des stark fluoreszie-
renden SMSiR. Mit MMSIiR demonstrierten die Autoren eine
Echtzeit-Bildgebung der Phagocytose mittels Fluoreszenz-
mikroskopie. AuBlerdem wurde das hydrophilere Derivat
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Schema 3. Si-Rhodamin-basierte NIR-Sonde fiir HOCI.
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wsMMSIR genutzt, um eine nichtinvasive In-vivo-Bildgebung
der HOCI-Bildung in einem Mausmodell durchzufiihren.
Vor kurzem beschrieben ebenfalls Nagano et al. ein Te-
Rhodaminderivat (2-Me TeR) als eine reversible NIR-Fluo-
reszenzsonde fiir reaktive Sauerstoffspezies (ROS), deren
Wirkung auf dem Schweratomeffekt und den Redoxeigen-
schaften des Te-Atoms basiert (Schema 4).1% Als ein Resultat
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Schema 4. Te-Rhodamin(2-Me TeR)-basierte Fluoreszenzsonde fiir re-
aktive Sauerstoffspezies.

des Schweratomeffekts zeigt 2-Me TeR sehr niedrige Fluo-
reszenz (@ < 0.001). Dagegen zeigt das oxidierte Produkt 2-
Me TeOR, in dem der Schweratomeffekt des Te-Atoms durch
die Bindung eines Sauerstoffatoms geschwicht ist, starke
Fluoreszenz bei 690 nm (P;=0.18). 2-Me TeR wird in Ge-
genwart verschiedener ROS zum fluoreszierenden 2-Me
TeOR oxidiert, das wiederum durch Glutathion (GSH) rasch
wieder zu 2-Me TeR reduziert wird. 2-Me TeR zeigt damit ein
grof3es Potenzial fiir die kontinuierliche Verfolgung der ROS-
Bildung in vivo.

Tatséchlich wird das Rhodamin-Spirolacton/Spirolactam-
System als eines der geeignetsten Systeme fiir die Entwick-
lung von Chemosensoren angesehen. Fiir die Entwicklung
von Sensoren basierend auf Gruppe-14-Rhodaminen wurde
dieses System bisher jedoch nicht eingesetzt. Dies ldsst ge-
niigend Spielraum fiir die weitere Entwicklung dieser Art von
Farbstoffen.

Durch Kombinieren des auf Spirocyclisierung basieren-
den An- und Ausschaltmechanismus von Rhodamin mit den
optischen NIR-Profilen von Merocyanin entwickelten Lin
et al. eine Serie von NIR-Fluoreszenzfarbstoffen, bezeichnet
als Changsha-NIRs (CS-NIRs) (Schema 5).'Y Bei diesen
Farbstoffen liegt sowohl die Absorption (688-728 nm) als
auch die Emission (721-763 nm) im NIR-Bereich, mit hohen
Fluoreszenzquantenausbeuten (@;=0.29-0.56) in EtOH.
Ahnlich wie klassische Rhodamine kénnen auch die CS-NIRs
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Schema 5. Molekiilstrukturen von a) NIR-Farbstoffen und b) einer CS-
NIR-basierten Sonde fiir HOCI.
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zum Entwurf von NIR-Fluoreszenzsonden genutzt werden.
Zum Beispiel wurde mit CS2 (einem der CS-NIRs) der
Fluoreszenzsensor 1 hergestellt, der endogen erzeugtes HOCl
in lebenden Tieren abbilden kann.

Neben den oben beschriebenen Rhodamin-inspirierten
NIR-Farbstoffen wurden in den letzten Jahren auch viele
exzellente NIR-emittierende Bordipyrromethen(Bodipy)-
Farbstoffe entwickelt, darunter Styryl-Bodipys und Azo-
Bodipys. Informationen hierzu kénnen mehreren Uber-
sichtsartikeln von Ziessel,* Burgess'™ und Dehaen!"™
entnommen werden.

In diesem Highlight haben wir mehrere bemerkenswerte
Berichte tiber Rhodamin-inspirierte NIR-Farbstoffe zusam-
mengefasst: Si-Pyronin-, Si-Rhodamin-, Te-Rhodamin- und
Changsha-NIR-Farbstoffe. Es wird erwartet, dass die hier
beschriebenen Designstrategien zur Entwicklung neuartiger
und verbesserter NIR-Farbstoffe beitragen werden. Es wird
aullerdem erwartet, dass diese Farbstoffe als molekulare
Werkzeuge in zahlreichen biologischen Anwendungen dienen
konnen, z.B. zur Markierung von kiinstlichen Aminosiduren
in Proteinen und als Quelle zur Erzeugung von Singulett-
Sauerstoff fiir die photodynamische Therapie. Eine weitere
mogliche Entwicklung sind ratiometrische Fluoreszenzfarb-
stoffe auf der Basis von resonantem Fluoreszenzenergie-
transfer (FRET).
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