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Wie bei vielen analytischen Methoden ist auch bei der
Fluoreszenzmikroskopie das Signal/Rausch-Verh�ltnis ent-
scheidend f�r den Erfolg eines Experiments. Im Idealfall
sollte vor Beginn des Experiments keine Fluoreszenz detek-
tierbar sein, nach gezielter Manipulation der Sonde sollte die
Emission jedoch stark ansteigen. Dieses Szenario wird z. B.
erreicht, wenn Biolumineszenz verwendet wird, da hier der
Hintergrund auf Autofluoreszenz begrenzt ist. Die Verwen-
dung von Biolumineszenz in Einzelzellexperimenten ist al-
lerdings kaum mçglich, einfach weil zu wenige Photonen
emittiert werden, um ein aussagekr�ftiges Bild zu erzeugen.
Eine Alternative bieten fluorogene Farbstoffe, und es sind
bereits zahlreiche Fluoreszenzsonden entwickelt worden,
deren Fluoreszenzintensit�t als Antwort auf eine zellul�re
Zustands�nderung ansteigt.

Ein fr�hes Beispiel ist der h�ufig verwendete Calcium-
sensor Fluo-3, dessen Fluoreszenz im Calcium-freien Zustand
durch photoinduzierten Elektronentransfer (PET) gelçscht
wird, der aber stark fluoresziert, wenn Calcium gebunden
ist.[1] Wie wir sp�ter sehen werden, wurde das gleiche Prinzip
in einer aktuellen Arbeit von Bertozzi et al. eingesetzt, in der
durch eine chemische Markierungsreaktion PET eliminiert
wurde, was zu einem massiven Anstieg der Fluoreszenz
f�hrte.[2] Fr�he genetisch kodierte Calciumsensoren sind
ebenfalls fluorogen.[3] Ein weiterer Ansatz, fluorogene fluo-
reszierende Proteine zu generieren, sind sog. „split GFPs“,
bei denen die intakte fluoreszierende Proteinstruktur erst
durch die Bildung des intakten b-Barrels gebildet wird. „Split-
Proteine“ werden oft eingesetzt, um Protein-Protein-Wech-
selwirkungen zu untersuchen, und der Anstieg der Fluores-
zenz ist ein Indikator f�r die erfolgreiche Proteinkomplex-
bildung.[4] Fluorogenit�t ist besonders beim Markieren von
Molek�len in einer komplexen biologischen Umgebung ge-
w�nscht. Daher wurde k�rzlich eine Reihe von Methoden
entwickelt, bei denen spezifisch einzelne k�nstliche Amino-
s�uren mit einem fluorogenen Farbstoff reagieren.[5] Beson-
ders bei der Fluoreszenzmarkierung in lebenden Zellen ist es

erw�nscht, bioorthogonale reaktive Gruppen direkt am
Lçschprozess des Fluorophors zu beteiligen (Abbildung 1a).
Die erfolgreiche Markierungsreaktion ergibt schließlich das
vollst�ndig fluoreszierende Zielmolek�l. 3+2-Cycloadditio-
nen mit und ohne Kupferkatalyse sowie Diels-Alder-Reak-

tionen mit umgekehrtem Elektronenbedarf liefern fluores-
zierende Farbstoffe, bei denen die reaktiven Gruppen am
Farbstoff (Azid oder Tetrazin) gleichzeitig die Fluoreszenz
der Fluorophore lçschen (Abbildung 2 a–c).[6] �hnliche Re-
sultate werden mit sog. FlAsH-Markierungen erzielt, bei
denen die Reaktion und gleichzeitige Fixierung der beiden
Bisarsenitgruppen einen starken Anstieg der effektiven
Fluoreszenz des Xanthenfarbstoffs, dessen Fluoreszenz zuvor
gelçscht war, hervorruft (Abbildung 2d).[7] Eine alternative
Methode des In-vivo-Proteinmarkierens basiert auf der Fu-
sion einer Selbstalkylierungs- oder Selbstacylierungseinheit
mit dem Zielprotein.[8] Die kleinen Proteine SNAP-Tag und
CLIP-Tag reagieren spontan mit Benzylguanin- oder Ben-
zylcytosin-Fluorophor-Konjugaten. Auch wenn Benzylguanin
selbst oft ein moderater Fluoreszenzlçscher ist, erzeugt die
Konjugation mit einem geeigneten Fluoreszenzlçscher (Ab-
bildung 1 b) volle Fluorogenit�t (Abbildung 2e).[9] Auf �hn-
liche Weise acyliert sich das b-Lactamase-basierte TEM-Tag
selbst. Dabei wird von einem b-Lactamsubstrat unter b-Eli-

Abbildung 1. Die beiden popul�rsten Methoden, Biomolek�le fluoro-
gen zu markieren. a) Die f�r die Markierungsreaktion verwendete Mo-
lek�lgruppe agiert als Fluoreszenzlçscher, und die Fluoreszenz steigt
sprunghaft an, wenn die photophysikalischen Eigenschaften dieser
Gruppe durch die Reaktion ver�ndert werden. b) Ein Fluoreszenzlç-
scher ist kovalent mit der reaktiven Gruppe am Fluorophorkonjugat
verkn�pft und wird durch die Markierungsreaktion entfernt.
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Abbildung 2. Beispiele f�r Biomolek�lmarkierung mit fluorogenen Farbstoffen. a) Kupfer-katalysierte Alkin-Azid-Cycloaddition. b) Durch Ringspan-
nung induzierte Alkin-Azid-Cycloaddition. c) Durch Ringspannung induzierte Alken-Tetrazin-Cycloaddition vom Diels-Alder-Typ. d) FlAsH-Markie-
rung eines Tetracysteinmotivs. e) SNAP-Tag-Markierung mit einem Fluorophor-Benzylguanin-Konjugat, dessen Fluoreszenz gelçscht ist. f) TEM-
Tag-Markierung mit einem Fluorophor-b-Lactam-Konjugat, dessen Fluoreszenz gelçscht ist.
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minierung ein geeigneter Fluoreszenzlçscher entfernt (Ab-
bildung 2 f).[10]

F�r das PET-Lçschen der Fluoreszenz von Fluorophoren
sind stark delokalisierte Elektronensysteme besonders ge-
eignet. Einfache, aber wirkungsvolle Beispiele sind Azido-
gruppen, die direkt an Farbstoffen wie Cumarinen oder Lu-
cifer Yellow angebracht sind (Schema 1 a).[6b, 11] Im Falle von
Xanthenfarbstoffen ist dies allerdings schwierig zu erreichen.

Bisher wurde nur das Beispiel eines fluorogenen Oregon-
Green-Tetrazin-Konjugats publiziert, das f�r In-vivo-Mar-
kierungsreaktionen mithilfe einer Diels-Alder-Reaktion mit
trans-Cycloocteneinheiten eingesetzt werden kann.[6c] Die
Bertozzi-Gruppe nahm sich dieses Problems k�rzlich an, in-
dem sie einen rationellen DFT-basierten (DFT= Dichte-
funktionaltheorie) Ansatz von Nagano et al. anwendete.[12]

Kurz zusammengefasst wurde die Korrelation zwischen der
EHOMO-Energie (HOMO = hçchstes besetztes Molek�lorbi-
tal) eines an den Farbstoff konjugierten Arens mit der je-
weiligen Quantenausbeute des Farbstoffs theoretisch und
experimentell untersucht. Arylringe mit niedrigem EHOMO-
Wert wiesen dabei eine stark fluoreszenzlçschende Wirkung
auf. Diesem Ansatz folgend postulierten Bertozzi und Mit-
arbeiter, dass Azidoarylxanthenderivate wegen des niedrigen
EHOMO-Werts fast vçllig nichtfluoreszierend, die entspre-
chenden Triazolprodukte der [2+3]-Cycloaddition mit einem
Alkin jedoch hochfluoreszierend sein sollten.

Die Autoren synthetisierten einen Satz von Azidoaryl-
xanthenen (Schema 1b) und analysierten die �nderungen
der photophysikalischen Eigenschaften infolge der Klick-
Reaktion. Nach Triazolbildung wurde ein bis zu 34-facher
Anstieg der Fluoreszenz gemessen, ein Wert, der hoch genug
ist, um einen starken Kontrast bei In-vivo-Experimenten zu

erzielen. Bemerkenswert ist, dass die Reduktion des Azids
zum Amin keine fluoreszierenden Spezies generiert. Damit
ist diese stark stçrende Nebenreaktion im reduzierenden in-
trazellul�ren Milieu hier kein Problem. Ferner erzielten die
Autoren mit ihrem rationellen Ansatz um die 50% fluoro-
gene Verbindungen – eine wesentlich bessere Quote als beim
typischen Zufalls-Screening.

Als experimentelle Anwendung der Azidoarylxanthene
wurden fluorogene Proteinmarkierungen sowie waschfreies
Markieren von Alkin-modifizierten Glycoproteinen von
oberfl�chenfixierten Zellen demonstriert. Der neue Satz
fluorogener Xanthenfarbstoffe erweitert die verf�gbare
Farbpalette f�r In-vivo-Markierungen erheblich. Es w�re
w�nschenswert, diese Farbstoffe in Zukunft auch innerhalb
intakter Zellen einsetzen zu kçnnen. Dies sollte wegen der
intrinsischen Zellpermeabilit�t der neuen Azidoarylxanthene
ohne weiteres mçglich sein. Dabei wird insbesondere die
negative Ladung der Farbstoffe helfen, diese im Zytosol zu
halten und die bei den meisten anderen fluorogenen Farb-
stoffen vorhandene Tendenz zur Membranabsorption zu
vermeiden. In intakten Zellen wird die Fluorogenit�t helfen,
das Problem der unspezifischen F�rbung durch unvollst�n-
dige Markierungsreaktionen zu umgehen.

Trotz dieser Fortschritte ist die Wunschliste von Mikro-
skopieanwendern immer noch recht umfangreich. Bessere
Photostabilit�t, fehlendes Blinken und Membranpermeabili-
t�t sind die meistgew�nschten Eigenschaften. Das ultimative
Ziel ist die Entwicklung fluorogener Farbstoffe, die f�r die
hochauflçsende Mikroskopie geeignet sind.
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