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Kohlenmonoxid (CO) wurde lange Zeit auf seine Rolle als
Gift, Abfallstoff oder Umweltschadstoff reduziert, dessen
Giftwirkung auf seiner hohen Affinit�t f�r H�moglobin be-
ruht.[1, 2] Als Umweltgift kçnnen pathologische Mengen an
CO sowohl akute wie chronische Gesundheitsprobleme ver-
ursachen.[3] Andererseits deuten neuere Studien darauf hin,
dass CO – ebenso wie Stickstoffmonoxid (NO) und Schwe-
felwasserstoff (H2S) – ein essentieller, gasfçrmiger Sekun-
d�rbotenstoff (second messenger) im menschlichen Stoff-
wechsel ist.[4] Es ist bekannt, dass CO Signalgebungsprozesse
bei physiologischen Vorg�ngen wie der Gef�ßerweiterung
(Vasodilatation), der Apoptosehemmung, der Entz�ndungs-
hemmung und der Zellteilungshemmung sowie der Nerven-
reizleitung (Neurotransmission) vermittelt.[5] Die Haupt-
menge des endogenen Kohlenmonoxids (86%) im Kçrper
wird durch oxidativen Katabolismus des H�ms mittels H�m-
oxygenasen (HOs) gebildet (Schema 1).[3, 4, 6] Die Wirkungs-
weise von CO in biologischen Systemen ist weitgehend un-

klar, und es besteht somit ein Bedarf an empfindlichen und

selektiven Nachweismethoden, die es erlauben, CO in kom-
plexen biologischen Systemen zu verfolgen.

Zu den gegenw�rtig zur Verf�gung stehenden Methoden
zum CO-Nachweis gehçren die chromogene Detektion,[7] die
Lasersensor-Infrarotabsorption,[8] elektrochemische Assays,[9]

die Gaschromatographie[10] und andere mehr.[11] Diese Tech-
niken sind jedoch f�r die nichtinvasive Echtzeit-Detektion
physiologischer CO-Mengen in lebenden Zellen nicht oder
wenig geeignet. In j�ngerer Zeit haben sich Fluoreszenz-
messungen und die Fluoreszenz-Bildgebung als leistungsf�-
higste Methoden zur Analyse der Menge, Lokalisation und
Ortsver�nderung von Biomolek�len in lebenden Systemen
etabliert. Obschon eine Vielzahl von Fluoreszenzsonden f�r
Sekund�rbotenstoffe wie H2S,[12] NO und H2O2

[13] entworfen
und mit Erfolg in biologischen Systemen eingesetzt wurde,
hinkt die Entwicklung solcher Sonden f�r CO in biologischen
Umgebungen hinterher. In j�ngster Zeit wurden nun von den
Arbeitsgruppen um He[14] und Chang[15] entscheidende Fort-
schritte erzielt. Die Autoren berichteten unabh�ngig von-
einander �ber zwei unterschiedliche Arten fluoreszierender
CO-Sonden: einen Biosensor und eine niedermolekulare
Sonde. In diesem Highlight werden diese bedeutenden Ent-
deckungen zusammengefasst.

Obwohl die von He[14] und Chang[15] entwickelten Fluo-
reszenzsonden sehr verschieden scheinen, ist die zugrunde-
liegende Designstrategie relativ �hnlich: Beide bedienen sich
der einzigartigen Bindungsf�higkeit von CO an �bergangs-
metallionen. He und Mitarbeiter konstruierten die Fluores-
zenzsonde COSer zum Nachweis von CO mithilfe eines ge-
netischen Ansatzes (Scheme 2). Der Biosensor besteht aus
einem zirkul�r permutierten gelb-fluoreszierenden Protein
(cpYFP) als fluoreszierender Reportereinheit und CooA,
einem dimeren H�mprotein aus Rhodospirillum rubrum, als
Erkennungseinheit f�r CO. Nach 10 min Inkubation mit
10 mm CO zeigt die Sonde eine Fluoreszenzverst�rkung bei
l = 528 nm um das Zweifache. Verursacht wird die Fluores-
zenzverst�rkung durch eine Konformations�nderung von
CooA durch die Bindung von CO. Die Sonde zeigt eine gute
Selektivit�t f�r CO gegen�ber anderen H�mliganden wie
H2S, GSH, NO, O2, CN� und Imidazol. Mittels der COSer-
Sonde gelang es schließlich auch, CO-Fluktuationen in le-
benden HeLa-Zellen bildgebend darzustellen. Da COSer die
erste Fluoreszenzsonde f�r CO darstellt, sind naturgem�ß
noch einige Verbesserungen notwendig, bevor ein Einsatz zur

Schema 1. HO-katalysierter H�m-Stoffwechselweg.[3]
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Untersuchung lebender Systeme mçglich ist. Zum Beispiel
muss das Signal/Rausch-Verh�ltnis durch Minimierung der
Hintergrundfluoreszenz verbessert werden.

Die genetische Codierung fluoreszierender Proteine ist
eine sehr verbreitete Vorgehensweise bei der biologischen
Bildgebung mittels Fluoreszenz. Allerdings kann die relativ
hohe Molek�lgrçße fluoreszierender Proteine mit der
Struktur oder Funktion des Proteins, mit dem es fusioniert
wird, interferieren. Niedermolekulare Fluoreszenzsonden
bieten demgegen�ber die Vorteile der geringen Grçße, der
Membrang�ngigkeit, einer geringen Hintergrundfluoreszenz
und der Einfachheit der Anwendung.

Fast gleichzeitig zur Verçffentlichung von He und Mitar-
beitern[14] beschrieben Chang und Mitarbeiter die erste nie-
dermolekulare Fluoreszenzsonde, COP-1, zum optischen
Nachweis von CO in lebenden Zellen (Schema 3).[15] Die
Funktion von COP-1 beruht auf einer Palladium-vermittelten
Carbonylierung. Bei der Entwicklung der Sonde wurde von
der Annahme ausgegangen, dass die unbeladene Sonde auf-
grund von elektronischen Effekten des schweren Palladium-
atoms eine niedrige intrinsische Fluoreszenz aufweist. Durch
Reaktion mit CO w�rde COP-1 dann in die Verbindung
1 �berf�hrt werden, die stark fluoresziert, weil das Palla-
diumatom freigesetzt wird. Tats�chlich zeigt COP-1 in Dul-
beccos phosphatgepufferter Salzlçsung (DPBS) bei pH 7.4

(lem = 503 nm, F = 0.01) fast keine intrinsische Fluores-
zenz,[15] w�hrend in Gegenwart von CO ein zehnfacher
Fluoreszenzanstieg beobachtet wurde. Der Fluoreszenzan-
stieg ist konzentrationsabh�ngig, und die Sonde kann CO bis
zur Konzentration von 1 mm nachweisen. COP-1 zeigt keine
Reaktivit�t mit anderen biologisch relevanten Sauerstoff-,
Stickstoff- und Schwefelverbindugnen wie H2O2, tert-Butyl-
hydroperoxid (tBuOOH), Hypochlorit (OCl�), Superoxid
(O2C

�), NO, Peroxynitrit (ONOO�) und H2S. Bedeutsam ist
weiterhin der Umstand, dass die palladiumhaltige Sonde un-
giftig und biokompatibel ist und sich daher zur CO-Messung
in lebenden Zellen eignet. Eine Einschr�nkung dieser nie-
dermolekularen Sonde besteht darin, dass die Ansprechzeit
vergleichsweise lang ist. Es dauert etwa eine Stunde, bis der
Maximalwert der Fluoreszenzverst�rkung erreicht wird. Dies
l�sst den Einsatz bei Echtzeit-Messungen transienten Koh-
lenmonoxids in lebenden Zellen schwierig erscheinen.

Die Eigenschaften der genetisch codierten Fluoreszenz-
sonde COSer und der niedermolekularen Sonde COP-1 sind
in Tabelle 1 zusammengefasst. Obwohl beide Sonden in der
Lage sind, CO in lebenden Zellen zu verfolgen, haben sie
jeweils spezifische Vor- und Nachteile. Die niedermolekulare
Fluoreszenzsonde COP-1 weist gegen�ber der genetisch co-
dierten Fluoreszenzsonde COSer eine grçßere Fluoreszenz-
verst�rkung auf (10-fach bzw. 2-fach). Hingegen besitzt CO-
Ser gegen�ber COP-1 eine viel k�rzere Ansprechzeit. Ein
weitere signifikanter Unterschied liegt darin, dass COSer
nach einem reversiblen Mechanismus arbeitet, wohingegen
die Funktion von COP-1 auf einer irreversiblen Reaktion
beruht. Die reversible COSer-Sonde ist daher f�r die Echt-
zeit-Detektion von CO besser geeignet, w�hrend sich die ir-
reversible COP-1-Sonde eher f�r die Messung geringer CO-
Mengen anbietet, weil sich das Signal �ber die Zeit akku-
muliert.

Schema 2. Die Funktionsweise der Sonde COSer f�r CO. Durch Bin-
dung von CO zerbricht die lange C-Helix des CooA-Molek�ls in zwei
Teile (C-Helix a und b), die durch die Reste 132 bis 134 verbunden
sind.

Schema 3. Struktur der Sonde COP-1 und Mechanismus der CO-
Erkennung.

Tabelle 1: �bersicht �ber Fluoreszenzsonden zur Detektion von CO.

Sonde Sondentyp Detektionsmechanismus/
Nachweisgrenze

Fluoreszenzverst�rkung in vitro/
Zeitspanne

Fluoreszenzverst�rkung
in der lebenden Zelle

COSer Genetisch codiert Reversible Bindung an
CooA/0.5 mm

2-fach bei 10 mm CO bei pH 7.4 in MOPS/10 min 58% nach Inkubation mit 5 mm CO-
RM2 (einem CO-Donor)

COP-1 Niedermolekulare
Verbindung

Irreversible Carbonylie-
rung/1 mm

10-fach bei 50 mm CORM-3 (einem CO-Donor) bei
pH 7.4 in DPBS bei 37 8C/60 min

1.8 (2.5)-fach nach Inkubation mit 5
(50) mm CORM-3
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Ungeachtet der hier vorgestellten Fortschritte verbleiben
signifikante Herausforderungen f�r die Entwicklung von
Fluoreszenzsonden f�r endogenes CO in lebenden Zellen,
Geweben oder gar im Tiermodell. Die n�chste Generation
von Fluoreszenzsonden f�r CO sollte verbesserte Eigen-
schaften wie k�rzere Ansprechzeiten, grçßere dynamische
Messbereiche, hohe Selektivit�t und Reversibilit�t aufweisen.
Nicht zu vergessen ist ferner auch die Entwicklung von
Fluoreszenzsonden f�r den Nachweis von CO-Gas in anderen
Umgebungen wie Automobilen und Industrianlagen.
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