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Die Redoxchemie der Zelle ist fiir deren Funktionstiichtigkeit und
Gesundheit von entscheidender Bedeutung. Dementsprechend ist es
wichtig, chemische Hilfsmittel fiir die Untersuchung der Redoxbiolo-
gie zu entwickeln. Wihrend Verdnderungen im oxidativen Zustand fiir
eine gesunde Zellfunktion wesentlich sind, wird eine chronisch erhohte
oxidative Kapazitit mit Krankheiten in Verbindung gebracht. Es ist
daher entscheidend, dass Sonden biologischer Redoxzustinde zwi-
schen diesen beiden Bedingungen unterscheiden konnen, indem sie
Verinderungen reversibel iiber die Zeit erfassen. In diesem Kurzauf-

satz diskutieren wir die gegenwidrtigen Fortschritte bei solchen Sonden
und ermitteln die Hauptrichtungen fiir zukiinftige Forschungen auf
diesem aufstrebenden Gebiet, das von grundlegendem biologischem

Interesse ist.

1. Einleitung

Redoxreaktionen sind fiir Organismen lebenswichtig. In
einer gesunden Zelle kommt es naturgeméfl zu einer vor-
tibergehenden Zunahme von reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffspezies (ROS und RNS), die eine wichtige Rolle bei
Signalgebungsprozessen und beim Schutz gegen Krankheits-
erreger spielen.'! Wenn jedoch das Gleichgewicht zwischen
oxidierenden und reduzierenden Agentien dauerhaft gestort
ist, konnen die oxidierenden Spezies die Struktur und/oder
die Funktion von Proteinen, DNA und Lipiden irreparabel
schéddigen. Oxidative Schidden werden mit der Entwicklung
von verschiedenen Krankheitsbildern, wie Diabetes,” neu-
rodegenerativen® und Herz-Kreislauf-Erkrankungen! sowie
Krebs,! in Verbindung gebracht. Somit ist es von entschei-
dender Bedeutung, in Echtzeit zwischen voriibergehenden
und dauerhaften Verdnderungen hinsichtlich der oxidativen
Kapazitit in lebenden Organismen unterscheiden zu kénnen.

In den letzten Jahrzehnten wurde eine Vielzahl von
fluoreszenzempfindlichen Sonden zur Untersuchung von
Redoxprozessen entwickelt. Die meisten davon nutzen die
irreversiblen Reaktionen mit einer spezifischen ROS oder
RNS und fithren somit zu einer irreversiblen Wechselwirkung
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zwischen der Sonde und dem Analy-
ten. Sonden dieses Typs wurden in
verschiedenen Artikeln zusammenge-
fasst.l”! Mit solchen Sonden gelingt je-
doch keine Unterscheidung zwischen
voriibergehenden, starken Steigerun-
gen der ROS-Produktion, die fiir phy-
siologische Ereignisse typisch sind,
und einem dauerhaft erhohten ROS-Niveau, das fiir krank-
haften oxidativen Stress charakteristisch ist (Abbildung 1).
Um diesen Unterschied zu erfassen, ist die zeitaufgeloste
Erfassung von Verdnderungen im Redoxzustand der Zelle
unabdingbar. Diese Moglichkeit hdngt einzig und allein von
der Verwendung reversibler Sonden ab, die im Zuge sukzes-
siver Oxidations- und Reduktionsprozesse hin- und zurtick-
reagieren konnen. Gegeniiber der Entwicklung irreversibler
Sonden, zu denen viele Berichte vorliegen, verlief diejenige
von reversiblen Sonden relativ langsam und erfordert sicher
noch weitere Untersuchungen. Das Ziel dieses Kurzaufsatzes

chronische Fehlregulierung:
oxidativer Stress

physiologisch relevanter,
voriibergehender Anstieg

oxidative Kapazitat

basale ROS-Niveaus

Zeit

Abbildung 1. Veranderungen im zelluldren ROS-Niveau. Voriibergehen-
de Erhdhungen sind fiir physiologische Funktionen wie die Signalge-
bung lebenswichtig, wihrend chronische Erhéhungen schidigend wir-
ken und Krankheiten verursachen.
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besteht darin, die bisher entwickelten Ansitze zusammen-
zufassen und vielversprechende Strategien fiir die weitere
Forschung zu ermitteln.

2. Anforderungen an reversible Sonden fiir zellulére
Redoxzustdnde

Die Hauptanforderung an solche Sonden besteht darin,
dass sie reversibel auf wiederholte Oxidations- und Reduk-
tionszyklen reagieren konnen. Fiir die Nutzbarkeit in biolo-
gischen Studien muss jedoch noch eine Reihe anderer wich-
tiger Aspekte betrachtet werden, z. B. die folgenden:

1) Selektivitit versus globale Antwort: Wihrend reaktions-
basierte (irreversible) Sonden, die gegeniiber einer spe-
ziellen ROS oder einem redoxaktiven Paar selektiv sind,
wertvolle Informationen iiber die Redoxsignalgebung bei
einem speziellen biochemischen Reaktionsweg liefern,
geben reversible Sonden, die auf globale oxidative Ver-
danderungen reagieren, Aufschluss tiber die gesamte oxi-
dative Kapazitit einer Zelle und ihre Erholung von Stress
(Abbildung 1). Eine Kombination beider Sondenklassen
wire ideal, um die physiologische und pathologische Rolle
des zelluldiren Redoxzustandes umfassend zu beurteilen.

2) Eine klare Fluoreszenzreaktion, bei der die Sonde eine
hohe Quantenausbeute und ausreichende Stokes-Ver-
schiebungen sowie einen groflen Unterschied zwischen
den Signalen der oxidierten und der reduzierten Form
aufweist. AuBlerdem gewihrleistet eine ratiometrische
Antwort, bei der Verdnderungen der Emissionswellen-
lange statt der Emissionsintensitit gemessen werden, eine
interne Referenz, die alle durch Konzentration, Hinter-
grund und Messgerite bedingten Einfliisse aufhebt.

3) Eine schnelle Reaktionskinetik ist entscheidend fiir eine
sofortige Gleichgewichtseinstellung mit dem stationdren
Zustand der spezifischen ROS/RNS in der lokalen Zell-
umgebung und fiir eine maximale ridumlich-zeitliche
Auflosung des Signals.

4) Eine empfindliche Antwort erfordert es, dass die Fluo-
reszenzdanderung durch biologisch relevante Redoxpo-
tentiale oder durch biologisch bedeutsame Konzentratio-
nen von ROS/RNS und Antioxidantien ausgelost wird.

S) Durch die Steuerbarkeit des Redoxpotentials wird die
Entwicklung von Sonden moglich sein, die die gesamte
Bandbreite der biologisch relevanten Redoxpotentiale
abdecken. Solche Potentiale konnen erheblich differieren.
Dies hédngt nicht nur vom Entwicklungsstadium der Zelle,
vom Zelltyp und der intrazelluliren Lokalisation ab,
sondern auch von dem betrachteten biologisch relevanten
Redoxpaar.

6) Die biologische Kompatibilitit erfordert die Optimierung
von Parametern, z.B. einer ausreichenden zelluldren
Permeabilitdt und einer spezifischen subzelluldren Loka-
lisation, um die Beobachtung von oxidativem Stress auf
Organellenebene zu ermoglichen. AuBerdem miissen
(besonders fiir reversible Sonden, die geeignet sind, Zel-
len zeitabhingig zu verfolgen) die Sonden ungiftig sein
und diirfen nur einen minimalen Einfluss auf die Ho-
moostase der Zelle haben.
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Eine Klasse von Sonden, die viele dieser Anforderungen
an optimale reversible Sonden erfiillt, ist eine Reihe von re-
doxresponsiven fluoreszierenden Proteinen. Diese wurden an
anderer Stelle detailliert zusammengefasst.l” Fluoreszierende
Proteine bieten iiber ihre allgemeinen Vorziige, wie Photo-
stabilitdt, Biokompatibilitdt und leichte intrazelluldre An-
steuerung, hinaus die Moglichkeit, ratiometrische fluoreszie-
rende Proteine zu entwickeln und somit die Eindeutigkeit des
detektierten Signals zu gewéhrleisten. Zum Beispiel reagiert
HyPer selektiv und reversibel auf H,O, mit einer ratiome-
trischen Emissionsinderung.®! Sonden dieses Typs werden in
einer Reihe von In-vivo-Modellen verwendet und liefern In-
formationen, die zuvor nicht zugénglich waren. Solche Son-
den erfordern jedoch oft eine invasive und normalerweise
aufwendige genetische Modifizierung des Systems. Sie kon-
nen somit bei einer Reihe von Beispielen nicht angewendet
werden, noch haben sie das Potential fiir klinische Anwen-
dungen.

In diesem Zusammenhang sind niedermolekulare Sonden
hinsichtlich der Uberwindung der intrinsischen Grenzen von
genetisch kodierten Sonden sehr vielversprechend. Gegen-
iiber der Literatur zu fluoreszierenden Proteinen gibt es nur
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relativ wenige Berichte zu niedermolekularen Redoxsonden,
und es fehlt insbesondere an detaillierten biologischen Un-
tersuchungen unter Verwendung solcher Hilfsmittel. Der
Fokus dieses Kurzaufsatzes liegt auf den noch immer sehr
limitierten Beispielen von reversiblen niedermolekularen
Fluoreszenzsonden fiir Redoxzustdnde in der Biologie (Ta-
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belle 1), wobei das Hauptaugenmerk auf vielversprechenden
Entwicklungsméglichkeiten liegt. Unsere Diskussion ist nach
den redoxresponsiven Gruppen gegliedert und zielt darauf
ab, die weitere Entwicklung auf diesem Gebiet voranzutrei-
ben, indem die wesentlichen Vorziige und Grenzen der bisher
vorgestellten Ansdtze aufgezeigt werden.

Tabelle 1: Fluoreszenz und Redoxeigenschaften von reversiblen Redoxsonden, die in Zell- oder Tiermodellstudien verwendet wurden. Die Sonden sind
entsprechend ihrer redoxresponsiven Bausteine sortiert und in der Reihenfolge ihrer Erscheinung im Text angeordnet.?

Sonde Selektivitit Ex/Em [nm] berichtete Fluoreszenz-  biologisches System — Behandlung oder Stimulus
anderung
Nitroxide
TMB!™! n.a. 491/507 10-fache Zunahme HepG2-Zellen — H,0,
R2cP n.a. 683/ca. 700 2.5- bis 5-fache Zunah-  Hela-Zellen — Ascorbat
me
TEtNO-Anthracen und  n.a. 465/480 70-fache Zunahme CHO-Zellen — H,0,, CellROX tiefrot
TEtNO-Fluorescein®'! 490 (970)™/ 7-fache Zunahme
511
Fluorescein-TEMPO® O, und NO* 492/514 2.2-2.7-fache Zunahme hTERT-immortalisierte Fibroblasten — 2DG und Rotenon
MitoRP23! n.a. 460/495 3-fache Zunahme HelLa-Zellen, isolierte Mitochondrien — NADH, Rotenon,
Succinat und Malonat
ME-TRN®! 0,~ 556/590 N/A Albino-Sprague-Dawley-Ratten — akute retinale Ischamie-
Reperfusion — Lutein
ORCAFluor® Ascorbat und GSH  640/730 2- bis 3.5-fache Zunah-  Miuse — endogene Ascorbatniveaus
me
mCy-TemOH HOBr 445 und 632/550 2.5-fache Ab- RAW 264.7-Zellen — H,0,, EPO, KBr und GST
und 610/ nahme
Cy-TemOH®? 550 und 632 6-fache Abnahme
702/755
Chinone
RF-119 n.a. 490/503 > 50-fache Zunahme HEK29 - H,0,
Rh-Q, Rh-QOMeP n.a. 566/592 6-fache, 4-fache Abnah- Hela-Zellen — keine Reaktion von [Cu(phen)2]*" oder H,0,
me
DA-CyP!! H,0, und "OH/ 630/755 ca. 20-fache Abnahme ~ HL-7702-Zellen — H,0,, NEM; HepG2-Zellen — H,0,
GSH und zelluldre RAW 264.7-Zellen — PMA, GST, a-Liponséure
Thiole Hippocampusgewebe von Ratten — H,0,, NEM, a-Lipon-
sdure
TCAR 0,~ 491 (800)™"/ >1000-fache Zunahme HL7702-Zellen — PMA, Tiron
515 HepG2-Zellen — PMA, GSH, BSO
Zebrafisch, Miuseleber — ischdmische Reperfusionsschiden
PY-CAP? 0, 405 (800)™"/ >1000-fache Zunahme 4T1-Zellen — 2ME, Ascorbinsaure, Tiron,
520 melanomes Tumorgewebe von Miusen
C. elegans — Paraquat, Tiron
Chalkogenide
RSe-NEB4 GSH 525/530- ca. 6-fache Zunahme HepG2, HL7702 — keine
640
Cy-O-Eb™ H,0, 768/794 ca. 8-fache Zunahme HepG2-Zellen — GSH/H,0,-Redoxzyklen
HepG2, HL7702 — BSO-induzierte Apoptose
Zebrafischlarven - Schwanz-Flossen-Verletzung
www.angewandte.de © 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2016, 128, 1630 —1643
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Sonde Selektivitat Ex/Em [nm] berichtete Fluoreszenz-  biologisches System — Behandlung oder Stimulus
anderung
FSeSeFP® GSH 488/514 4-fache Abnahme Hela — H,0,, a-Liponsiure und NEM
Chalkogenoxide
Cy-PSeP” ONOO~ 758/775 23.3-fache Zunahme RAW 264.7 — SIN-1, GST, LPS, IFN-y, PMA, NOC-5 und
TEMPO
MPh-Se-BODP¥! geldl 460/475-  5-fache Zunahme RAW 264.7 — PMA, Taurin, Xanth./Xanth.-Oxidase
650
HCSel! geldl 510/526 138-fache Zunahme RAW 264.7 — NaOCl und GSH
NI-Sel* el 420/523 12-fache Zunahme RAW 264.7 — LPS, PMA und SHA
Maduse — LPS
diMPhSe-BODH!! HOBr 610/635, 230-fache Zunahme RAW 264.7 — H,0,, EPO, KBr und H,S
700
Bis(BODIPY)diselenid* O,~ 504/514 30-fache Zunahme MCF-7/ADR-Zellen — PMA
2MeTeR!! -OCl (‘OH), 600/669 200-fache Zunahme HL-60-Zellen — H,0, und ABAH
(ONOO")
Cy-NTe!* ONOO™ 793/820 ca. 80-fache Zunahme ~ RAW264.7 — LPS, IFN-y, PMA, AG, Paraquat, NOC-5 und
NaOCl
BALB/c-Mause — L-Cystein, LPS, IFN-y, PMA, AG, GST
[Ru(bpy),]*"-PTZ*! HOoCl 450/605 ca. 7-fache Zunahme Miuse — NaOCl, H,S und PABA
FO-PSel*! HOoCl 415 (800)™"/ ca. 40-fache Zunahme  RAW264.7 — PMA, ABAH
520 Zebrafisch — Zymosan und Miuseabdomen
Flavine
CMFL-BODIPY! n.a. 450/512 ca. 9-fache Zunahme Hela — Na,S,0, und H,0,
NpFR11 global 405/545 125-fache Zunahme 3T3-L1 Priadipozyten und differenzierte Adipozyten — Glu-
cose und H,0,
NpFR2!* global 488/545 115-fache Zunahme Knochenmark, Thymus und Milz von Miusen — H,0, und
Mitotracker tiefrot
FCR1EO global 820'7/470,  520/470 6-fache Zunah- Hela — NAC und H,0,
520 me
Verschiedene
RHyCy5P" n.a. (O,-Niveaus)  596/641 7- bis-8-fache Abnahme  A549-Zellen — an der Luft und unter Deckglas
Ox-PS-NPF O,-Niveaus 635/670, 800/670 4-fache Abnah- MH-S-Makrophagen — O, in Atm.;
800 me NMRI-Fox1-Miuse mit AsPC-1-Zellentumor, Na,SO,
Ru-Pyt?! O,-Niveaus 450/595 ca. 10-fache Abnahme ~ A549-Zellen — O, in Atm.;
BALB/cSlc-Miuse — Ligatur im Bein
Resorufin-TFBP n.a. 571/583 11-fache Zunahme Makrophagen — NaSH, dann Glucose + GOx oder NaOH

[a] ABAH =Aminobenzoesaure-Hydrazid, AG =Aminoguanidin, BSO = Buthioninsulfoximin, DETA/NO = Diethylentriamin/Stickoxid-Addukt,
2DG =2-Desoxy-D-glucose, EPO = eosinophile Peroxidase, GSH = Glutathion (reduziert), GST = Glutathion-S-Transferase, HRP = Meerrettichper-
oxidase, IFN-y = Interferon gamma, LPS = Lipopolysaccharid, 2-ME = 2-Methoxyestradiol, NAC = N-Acetylcystein, NEM = N-Ethylmaleimid, NOC-
5 =3-Aminopropyl-1-hydroxy-3-isopropyl-2-oxotriazen, PABA = para-Aminobenzoesiure, PMA = Phorbol-12-mirystat-13-acetat, SHA = Salicylhy-
droxamsaure, SIN-1=3-Morpholinosydnonimin, TP =zwei Photonen, Xanth.=Xanthin.
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3. Sonden auf Nitroxidbasis

Nitroxylradikale sind ungewohnlich langlebige freie Ra-
dikale, die wegen ihres Paramagnetismus schon lange als
Spinmarker fiir die Elektronenspinresonanz/paramagnetische
Elektronenresonanz (ESR/EPR) verwendet werden.” In
biologischen Systemen ist bei Nitroxylradikalen eine Re-
doxschaltung zwischen dem diamagnetischen (geschlossene
Schale) und dem paramagnetischen (Radikal-)Zustand zu
beobachten (Abbildung 2a), und sie wurden als Sonden fiir

a)
foon
e
- e'
Oxoammonium-
kation

N_
&2

(’i e, H* : 3H
-e,-H"

Nitroxylradikal Hydroxylamin

aus an
aus
w
OR Alkoxylamin
®) NO-Naphtalin

Fluorescein-TEMPO
R =Me

mCy-TemOH TEtNO-Fluorescein

Abbildung 2. a) Mégliche Redoxreaktionen von Nitroxylradikalen in
biologischen Medien. Kreise kennzeichnen redoxresponsive Stellen, ge-
strichelte Kreise fluoreszenzléschende Motive und grau hinterlegte
Kreise Motive, die Fluoreszenz erméglichen. b) Ausgewihlte Beispiele
von Nitroxid-basierten redoxresponsiven Fluoreszenzsonden, wobei
das fluoreszenzléschende Nitroxylradikal durch einen gestrichelten
Kreis gekennzeichnet ist.!''27

EPR' und Magnetresonanztomographie (MRI) er-
forscht.'"!" Um die Fluoreszenzdetektion zu ermdglichen,
kann der Nitroxidbaustein iiber ein geeignetes Verbindungs-
element kovalent an einen gewihlten Fluorophor gebunden
werden. Das freie Nitroxylradikal 16scht die Fluoreszenz des
Fluorophors,[12J die entweder durch reversible Reduktion zum
diamagnetischen Hydroxylamin oder durch irreversible Bil-
dung von Alkoxyaminderivaten wiederhergestellt werden
kann (Abbildung 2a). Da die Fluoreszenz mittels Reduktion
aktiviert wird, werden diese Sonden oft als profluoreszie-
rende Nitroxide bezeichnet, in Analogie zu Propharmaka.
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Die erste Machbarkeitsstudie fiir einen Fluorophor auf
Nitroxylbasis wurde mit NO-Naphthalin gefiihrt (Abbil-
dung 2b).%! Dieses zeigt bei Reduktion eine zehnfache Zu-
nahme der Fluoreszenzquantenausbeute. Anfianglich wurden
sowohl Fluoreszenz- als auch Paramagnetismusdaten (EPR)
von NO-Dansyl- und NO-Perylensonden gesammelt.'*! Seit-
dem werden profluoreszierende Nitroxidsonden (PFNs) ver-
wendet, um Radikale in einer Vielzahl von biologischen und
nichtbiologischen Anwendungen zu detektieren,™ sei es fiir
die Untersuchung von Partikelproben!"® oder fiir die Bewer-
tung der Stabilitéit von Polymeren.'”! Sie wurden an anderer
Stelle zusammengefasst."®! Daher werden wir uns in diesem
Kurzaufsatz nur auf einige subjektiv ausgewéhlte Beispiele
konzentrieren, die auf die Detektion des Redoxzustandes in
biologischen Systemen abzielen. Eine der Sonden, mit denen
das Problem der begrenzten Anwendbarkeit von PFNs mit
Anregungen im kurzwelligen Bereich in biologischen Unter-
suchungen gemeistert werden konnte, ist TMB (Abbil-
dung 2b), ein griin emittierender BODIPY-Fluorophor mit
einem Nitroxidbaustein, der bei Reduktion eine sechsfache
Zunahme der Emission zeigt.'”) Diese Sonde konnte H,O,-
induzierten oxidativen Stress in den hepatozelluldren
Hep2G-Karzinomzellen detektieren und war in vitro 60 min
stabil gegen die hydrolytische Aktivitit von Trypsin.*”!

Auch wenn durch Konjugation des TEMPO-Radikals an
ein Styryl-BODIPY, Nilrot oder einen Ruthenium-Polypy-
ridyl-Komplex eine weitere Rotverschiebung der Anregungs-
und Emissionswellenldngen erreicht werden konnte, verhin-
derten geringe Quantenausbeuten (0.002-0.050) und relativ
kleine Dynamikbereiche (zwei- bis achtfache Anderungen)
doch eine Anwendung dieser Sonden in der Biologie.”! In
einer anderen Untersuchung wurde ein wasserunlosliches
profluoreszierendes Nitroxid auf Silicat-Phthalocyanin-Basis
(R2¢) mit einer Emission bei A =700 nm in Liposome einge-
kapselt und zur Quantifizierung des Ascorbinsduregehaltes in
HeLa-Zellen verwendet.")

Es kann auch eine Anregung im Nah-IR-Bereich durch
Zwei-Photonen-Anregung realisiert werden. Zu diesem
Zweck wurde auf Grundlage verschiedener Fluorophore eine
Reihe von profluoreszierenden Radikalen hergestellt, und es
wurden die Fluoreszenzsignale gemessen.”!! Bei der Reduk-
tion war zusitzlich zu einer bis zu 70-fachen Zunahme der
Fluoreszenz auch eine Erhohung der Fluoreszenzlebensdauer
um bis zu zwei Groflenordnungen zu verzeichnen. Die beiden
Radikale TEtNO-Anthracen und TEtNO-Fluorescein (Ab-
bildung 2b) wurden auf der Grundlage ihrer signifikanten
Zwei-Photonen-Absorptionsquerschnitte fiir biologische Ex-
perimente ausgewihlt. Bei Experimenten mit linearer und
Zwei-Photonen-Absorptions-Fluoreszenzmikroskopie an
Ovarialzellen des chinesischen Hamsters (CHO-Zellen)
wurde festgestellt, dass diese Sonden ungiftig sind und dass
exogen zugefithrtes H,O, erfasst werden kann.

Wihrend das Nitroxylradikal/Hydroxylamin-Redoxpaar
reversibel ist, wird fiir Sonden auf Nitroxidbasis im Allge-
meinen keine Reversibilitidt beschrieben. Eine Reversibilitét
der Reaktion konnte fiir Fluorescein-TEMPO (Abbil-
dung 2b) nachgewiesen werden, bei dem die Ein-Elektronen-
Reduktion durch einen Uberschuss an Hydrazin-Hydrat zu
einer Zunahme der Fluoreszenz fiihrte, was sich durch Re-
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oxidation mit Luft umkehren lieB.’” Zwar hielt diese Re-
oxidation iiber drei Redoxzyklen an, allerdings war mit jedem
Zyklus eine leichte Zunahme der Grundfluoreszenzintensitit
zu verzeichnen, was auf eine irreversible Zerstorung eines
Teils des Radikals schlieBen ldsst. Mittels Durchflusszyto-
metrie und molekularer Bildgebung in hTERT-immortali-
sierten menschlichen Fibroblasten wurde das Potential der
Sonde fiir die Echtzeitmessung von globalen Redoxverdnde-
rungen in der Zellumgebung nachgewiesen. Erst kiirzlich
wurde durch ein verwandtes Rhodamin-Nitroxid-Konjugat,
ME-TRN, die Echtzeitmessung von oxidativem Stress auf der
Retina von lebenden Ratten moglich,”” womit ein neuer Weg
fiir eine breitere In-vivo-Anwendung von PFN-Redoxsonden
geebnet wurde. Wiahrend es bislang noch keine Beispiele fiir
Zielstruktur-gerichtete Nitroxidsonden gibt, zeigte die Sonde
MitoRP (Abbildung 2b), die auf Cumarin 343 basiert, eine
bevorzugte Lokalisation in den Mitochondrien.!

Erst kiirzlich wurde iiber MRI-Fluoreszenz-,,Flaschen-
biirsten“-Polymersonden, die Nitroxylradikale enthalten
(ORCAFluors), berichtet.”® Der Einbau eines Cyaninfarb-
stoffes in rdumlicher Néhe zu den Radikalen fiihrte zu einer
partiellen Fluoreszenzloschung. In Gegenwart von Ascorbat
oder Ascorbat/GSH fiihrte eine Reaktion mit Nitroxylradi-
kalen zu einer 2- bzw. 3.5-fachen Zunahme der Nah-IR-
Fluoreszenz. Die Sonden wurden in vivo eingesetzt, um in
Maiusen die gewebeabhingige Inhomogenitidt der Ascorbat-
konzentration zu untersuchen.

Ein interessanter alternativer Nitroxid-basierter Detek-
tionsmechanismus wird anhand von mCy-TemOH (Abbil-
dung 2b) und Cy-TemOH gezeigt, bei denen ein Oxoammo-
niumkation statt eines paramagnetischen Nitroxylradikals
verwendet wird (Abbildung 2a). Diese Sonden gehen eine
Zwei-Elektronen-Umwandlung ein, die selektiv und reversi-
bel ablaufen werden kann, indem statt der globalen Redox-
umgebung das Redoxpaar aus hypobromiger Sédure und
Ascorbinsdure genutzt wird.?! mCy-TemOH zeigt ein ratio-
metrisches Verhalten, mit einem redoxresponsiven Signal bei
A =632 nm und einem redoxunempfindlichen Signal bei 1=
550 nm, und wurde angewendet, um die Zyklen einer Be-
handlung mit Ascorbat und hypobromiger Sédure in
RAW 264.7-Makrophagen zu visualisieren.*"

4. Chinone

Das reversible Redoxpaar Chinon/Hydrochinon wird seit
fast hundert Jahren umfassend erforscht™! und bietet sich
somit fiir die Gestaltung von redoxresponsiven optischen
Sonden an.

Eine der am hiufigsten verwendeten Verbindungen fiir
die Untersuchung von Redoxverdnderungen in biologischen
Systemen ist Dichlorfluorescein (DCF; Abbildung 3a). Es
wurde urspriinglich entwickelt, um H,O, zu detektieren,
reagiert aber auf ROS nicht selektiv und hat vielzéhlige
Einschridnkungen (die an anderer Stelle zusammengefasst
sind).”®¢ Die Oxidation des schwach fluoreszierenden
DCFH fiihrt zur fluoreszierenden semichinoiden DCEF-
Struktur mit einem Push-pull-Fluoreszenzmechanismus, al-
lerdings ist der Prozess irreversibel und wird daher in diesem
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Abbildung 3. a) Oxidierte Form der irreversiblen DCF-Sonde. b) Rever-
sible Redoxsonde RF1 vom Fluoresceintyp.”!

Kurzaufsatz nicht betrachtet. Durch die Einfithrung eines
Naphthyldisulfid-Bausteins in RF1 (Redoxfluor 1; Abbil-
dung 3b) gelang es, die Redoxreaktion eines Fluorescein-ar-
tigen Fluorophors reversibel zu gestalten. Dies war auch das
erste Beispiel fiir eine niedermolekulare fluoreszierende
Redoxsonde, die Reversibilitit in Zellen zeigte, aber es wurde
kein Reduktionspotential veréffentlicht.?!

Bei nachfolgenden Sonden auf Chinonbasis wurde eine
Lumineszenzloschungsstrategie bei einem photoinduzierten
Elektronentransfer vom Luminophor im angeregten Zustand
zum elektronenarmen Chinonbaustein genutzt (Abbil-
dung 4a), wie sie des Ofteren auch fiir Systeme auf Porphy-
rinbasis berichtet wurde.”® Im Zusammenhang mit dieser

a)
2 2e7, 2H* (Ol
aus | e an
[ - 2e,-2H
RO OH
Chinon Hydrochinon
PET-Akzeptor PET-inaktiv

[Ru(bpy),(bpy-Q)1**

aus

OH
RSH RS OH

RS-DA-Cy
OH an

."'HO]@\/\)J\N SN l NJ\/\@OH i E?s\

i : H H { ;

NHOT N OH

Abbildung 4. a) Reversible Redoxreaktivitit des Chinon/Hydrochinon-
Paars. b) Beispiel eines Ruthenium-basierten redoxkontrollierten Lumi-
neszenzschalters.” c) Mechanismus der intrazelluldren Reaktion der

Da-Cy-Sonde mit dem H,0,/Thiol-Redoxpaar.’"! d) Reduzierte nicht-
fluoreszierende Form der TCA-Sonde.”
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Strategie wurde iiber eine Reihe von reversiblen Chinon-
haltigen Redoxsonden auf der Basis von Rutheniumkom-
plexen berichtet. Zum Beispiel fiihrte die rot lumineszierende
Sonde [Ru(bpy),(bpy-Q)]*" (Abbildung 4b; bpy = 2,2'-Bipy-
ridin) bei der elektrochemischen Reduktion in Acetonitril zu
einer vierfachen Erhohung der Lumineszenz (E, 4=
—0.2V).") Wihrend die elektrochemische Reduktion des
[Ru(terpy)]*-artigen (terpy =2,2':6',2"-Terpyridin) Komple-
xes RQ, der ein starr gebundenes Chinon enthélt, nur bei
geringen Temperaturen zu einer Zunahme der Lumineszenz
fithrte,* zeigte [Ru(bpy),(PAIDH)]** (PAIDH = 2-Pyridyl-
1H-anthra[1,2-d]imidazol-6,11-dion) bei Raumtemperatur
eine elektrochemisch induzierte 600-fache Zunahme der
Lumineszenz  (Quantenausbeute (QY)=0.02; E, =
—0.5 V)"l Trotz der elektrochemischen Reversibilitit bei
nahezu biologisch relevanten Potentialen und einer signifi-
kanten Lumineszenzreaktion wurde keiner dieser Komplexe
unter biologisch relevanteren wissrigen Bedingungen unter-
sucht, noch wurde die chemische Reversibilitdt demonstriert.

Um redoxresponsive Sonden fiir die Biologie zu entwi-
ckeln, wurde der Chinonbaustein kovalent an eine Reihe von
organischen Fluorophoren gebunden. Die BODIPY/Chinon-
Gruppe mit einem starren Phenyl-Linker (BD-PQ) weist eine
stabile elektrochemische Reversibilitdt und bei der Redukti-
on eine 2.5-fache Zunahme der Fluoreszenz (E,.q=—0.46 V)
auf®™ Die chemische Reversibilitit wurde durch die se-
quentielle Umsetzung mit H,O, und Ascorbat nachgewiesen,
wobei ein Teil der beobachteten Fluoreszenzdnderung (10—
30%) den irreversiblen Redoxreaktionen am BODIPY-
Farbstoff zugeordnet wurde.

In einem anderen Ansatz wurde Rhodamin an zwei ver-
schiedene Hydrochinone gebunden, um so nachzuweisen,
dass das Redoxpotential gesteuert werden kann.®" 1,4-Ben-
zochinon/Rhodamin(Rh-Q)- und 2-Methoxy-1,4-benzochi-
non/Rhodamin(Rh-QOMe)-Sonden zeigen bei der Oxidation
durch einen Uberschuss von [Cu(phen),]*" (phen=1,10-
Phenanthrolin) eine sechsfache bzw. vierfache Abnahme der
Fluoreszenz. Diese Verdnderungen wurden schnell durch die
Zugabe von Cystein umgekehrt. Wéhrend sie von HeLa-
Zellen effizient internalisiert wurden, konnte in der Zelle
selbst bei oxidativer Anregung keine Oxidation beobachtet
werden, was wahrscheinlich auf die Reduktion der Sonde
durch intrazelluldres GSH zuriickzufiihren ist. Die Autoren
mutmaflen jedoch, dass dem begegnet werden kann, indem
das Redoxpotential der Sonde durch Modifizierung des Hy-
drochinonbausteins verringert wird.

Um in einem biologischen System eine redoxabhingige
Fluoreszenz zu garantieren, wurde ein intrazelluldres redox-
aktives Dopamin direkt an einen Cyaninfarbstoff gebunden
(DA-Cy; Abbildung 4c), woraus eine An-aus-an-Sonde re-
sultierte.’!! Die H,0,-Oxidation des 1,2-Hydrochinonbau-
steins von Dopamin fiihrte zu einer 20-fachen Fluoreszenz-
l6schung. Diesem Effekt konnte in einem irreversiblen Pro-
zess durch die Zugabe von Thiolen entgegengewirkt werden.
Das Verschwinden der DA-Cy-Fluoreszenz bei oxidativem
Stress und die anschlieBende Thiol-abhédngige Regenerierung
in HL-7702-, HepG2- und RAW 264.7-Zellen sowie in Hip-
pocampusgewebeschnitten von Ratten zeigen, dass DA-Cy
fiir die Untersuchung des H,O,/Thiol-Redoxpaars biologisch
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geeignet ist. Aufgrund der irreversiblen Reduktion bei der
Thiolzugabe ist jedoch die Moglichkeit ausgeschlossen, mehr
als einen Oxidations/Reduktions-Zyklus abzubilden.

Die Gruppe um Tang berichtete iiber eine Sonde auf
Triazinbasis, TCA (Abbildung 4d), die durch ein oder zwei
Photonen anregbar ist und die reversibel und selektiv durch
Superoxid (O,7) unter Bildung von TCAO oxidiert werden
kann. Es wurde gezeigt, dass TCAO bei der Ein- und Zwei-
Photonenanregung eine 1000- bzw. 3-mal hohere Fluoreszenz
aufweist.’””) TCAO konnte durch Glutathion reduziert wer-
den und mehr als drei Redoxzyklen durchlaufen. Die Autoren
untersuchten die Reversibilitit der TCA-Fluoreszenz, indem
HepG2-Zellen sequenziell mit dem ROS-Ausloser Phorbol-
12-myristat-13-acetat (PMA) und dem Reduktionsmittel
Glutathion behandelt wurden. Auflerdem verwendeten die
Autoren TCA, um Redoxverdnderungen bei Zebrafischen
und M4iusen bildlich darzustellen. Die Gruppe hat kiirzlich
eine andere Sonde mit einer dhnlichen Strategie veroffent-
licht, und PY-CA kann selektiv durch O, unter Bildung des
fluoreszierenden PY-CAO oxidiert werden.¥ Wie TCA hat
auch diese Sonde nachweislich mehr als drei O, /GSH-Re-
doxzyklen durchlaufen und wurde fiir In-vivo-Bildgebung in
Zellen und Tumoren von Miusen verwendet.

Kiirzlich lieferte der Einbau des redoxresponsiven Re-
sorcinbausteins (1,3-Dihydroxyphenol) in das Hemipor-
phyrazingertist eine Sonde mit Redoxschaltung und Fluores-
zenz im Nah-IR-Bereich. Ihre oxidierte, nah-IR-fluoreszie-
rende, aza-chinoide Form konnte bis zu siebenmal durch ein
NaBH,/2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon(DDQ)-Paar
reversibel zu einer nichtfluoreszierenden Resorcinstruktur
umschalten.[”! Diese fiir optoelektronische Anwendungen
entwickelte Schaltung wurde jedoch nur in Chloroform de-
monstriert und ist somit fiir biologische Systeme nicht nutz-
bar.

5. Fluoreszierende Redoxsonden auf Chalkogenbasis

FEine umfangreiche Klasse von reversiblen Redoxsonden
enthélt Schwefel, Selen und Tellur. Diese Sonden kdénnen
weiter unterteilt werden in jene, bei denen die Oxidation
durch die Bildung einer Disulfid-, Diselenid- oder Ditellu-
ridbriicke (Dichalkogenide: Abschnitt 5.1; Abbildung 5a)
ablduft, und jene, bei denen die Oxidation des Chalkogens
selbst zur Oxidform erfolgt (Abschnitt 5.2; Abbildung 6a).

5.1. Dichalkogenide

Die Sulfid-Disulfid-Oxidation (veranschaulicht durch die
Oxidation von Cystein zu Cystin) steht im Zentrum zahlloser
biologischer Vorginge und Strukturen (Abbildung 5a). Das
Thiol/Disulfid-Verhiltnis (sei es GSH/GSSG oder Cystein/
Cystin) innerhalb der Zellen ist bekanntermalen ein guter
Indikator fiir zelluldren oxidativen Stress,® was bedeutet,
dass Disulfid ein geeigneter Baustein fiir die Entwicklung von
fluoreszierenden Redoxsonden ist. GleichermaBen spielt die
Selenid-Diselenid-Oxidation in der Biologie eine wichtige
Rolle, z.B. am katalytischen Zentrum der Glutathion-Per-

Angew. Chem. 2016, 128, 1630—1643


http://www.angewandte.de

g
a)
X-X [H]
A P — XSR  XxH
Dichalkogenide [0]
Chalkogenid(e)
bl se 2e7, 2H" /SeH
— i H .
@ o,
- 2e, - 2H*
an o fo) aus

HO
/->sn’Gly\Thr
W e
(e] S —
LS SO v
\
DTPA(Tb) HN
i SN N S se)
/ s ~ o .
o aus

Carbostyril-Tb FSeSeF
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Sonden des Dichalkogenidtyps; DTPA = Diethylentriaminpentaessig-
siure. 236661

oxidase (GPx).”! Diese Redoxschalter wurden bei der Ent-
wicklung von einer begrenzten Anzahl von Sonden verwen-
det, die in der Folge diskutiert werden sollen. Bei einer der
ersten veroffentlichten reversiblen Redoxsonden auf Disul-
fidbasis, dem Carbostyril-Tb, ist ein Carbostyrilchromophor
enthalten, der iiber einen Hexapeptid-Linker mit einem
Terbiumkomplex verbunden ist (Abbildung 5¢). Bei der
Oxidation bilden die beiden Cysteinreste im Linker eine
Disulfidbriicke, die das Carbostyril und das Tb nahe genug
zusammenbringt, um eine sensibilisierte Lumineszenz mit
einer konstanten Emissionsintensitit bei A =400 nm und da-
mit ein ratiometrisches Signal zu ermoglichen. Das Redukti-
onspotential dieser Sonde betrdgt —0.243 mV, was sich gut im
biologischen Bereich einordnet. Diese Sonde wurde zwar
nicht in biologischen Systemen getestet, jedoch haben die
Autoren gezeigt, wie leicht das Reduktionspotential durch
Modifikation des Linkers gesteuert werden kann.

Trotz umfassender Forschung zur Entwicklung von Selen-
haltigen Antioxidantien auf Ebselenbasis (Abbildung 5b) ist
die Verwendung von Selen in Fluoreszenzsonden noch relativ
neu. Das erste Beispiel einer solchen Sonde basierte auf
Rhodamin mit einer redoxaktiven Se-N-Bindung (RSe-N)
und wurde, ohne weitere Untersuchung seiner Reversibilitit,
als eine Thiolsonde beschrieben.* Erst kiirzlich berichteten
Tang und Mitarbeiter iiber Cy-O-Eb, eine Redoxsonde mit
einem Ebselenbaustein, der an einen Cyaninfarbstoff ge-
bunden ist.*! In umfassenden Untersuchungen wurde die
Reversibilitit von Cy-O-Eb gegeniiber dem GSH/H,0,-Re-
doxpaar gezeigt, und die Sonde wurde verwendet, um den
Peroxidgehalt in verletzten Zebrafischen zu visualisieren. Die
Selektivitdt fiir Peroxid gegeniiber allen anderen ROS ist
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noch unklar, da Ebselen auch mit Peroxynitrit reagieren
kann.[*”

Im Unterschied dazu kommt bei der Sonde FSeSeF, die
aus zwei iiber eine Diselenbriicke verbundenen Fluorescein-
molekiilen besteht (Abbildung 5¢), ein Ansatz zur Anwen-
dung, welcher der Sulfid-Disulfid-Oxidation zhnelt.F’l Die
Diselenidbindung im schwach fluoreszierenden FSeSeF kann
durch zelluldre Thiole, wie Glutathion und Cystein, reduziert
werden, was zur Spaltung der Diselenidbriicke fiihrt, wobei
zwei separate fluoreszierende Molekiile entstehen: eines, das
eine Selenylsulfidgruppe (FSeSG) enthilt, sowie ein Selenol
(FSeH). Die Antwortreaktion von FSeSeF auf Glutathion
verlief viermal schneller als die der zuvor beschriebenen
Sonden. Die Autoren zeigten, dass die Produkte der redu-
zierten Sonde (FSeSG und FSeH) durch H,O, reversibel
oxidiert werden konnen, sowohl in vitro als auch in vivo, je-
doch ist die Reversibilitét in zelluldren Systemen stark durch
die zufillige Verteilung dieser Molekiile eingeschrinkt, da es
unwahrscheinlich ist, dass sie sich im Fall einer Oxidation
ausreichend nahe beieinander befinden.

5.2. Chalkogenoxide

Eine andere Strategie zur Entwicklung von fluoreszie-
renden Redoxsonden besteht in der Verwendung von Chal-
kogenen (S, Se und Te), die leicht und reversibel zu den
entsprechenden Chalkogenoxiden (Sulfoxiden, Selenoxiden
und Telluroxiden; Abbildung 6a) oxidiert werden konnen.

5.2.1. Selenide

Die Strategie der Chalkogen-Chalkogenoxid-Oxidation
wurde von der Gruppe um Han entwickelt, nachdem die
katalytischen Zentren von GPx entschliisselt worden waren.
Selen reagiert an den katalytischen Zentren mit ROS unter
Bildung von Selenoxiden.” Die erste derartige Sonde, der
Nah-IR-Emitter Cy-PSe, basierte auf einem photoinduzierten
Elektronentransfer (PET) zwischen einem Cyaninsignalgeber
und einem Phenylselenmodulator.’”! Bei der Oxidation zu
Se=0O wird die PET-Loschung abgeschwicht und so die
Fluoreszenz angeschaltet. Es wurde berichtet, dass Cy-PSe
von Peroxynitrit selektiv oxidiert und von Glutathion und
Cystein reduziert wird. Die Sonde wurde dafiir verwendet,
um Peroxynitrit in aktivierten Mausmakrophagen zu messen,
und erwies sich als reversibel in biologischen Systemen. Die
Gruppe entwickelte anschlieBend MPhSe-BOD, das den
BODIPY-Fluorophor enthélt und selektiv fiir die Oxidation
durch OCI™ ist.B¥

Auf der Grundlage dieser Strategie wurde eine Reihe von
zusitzlichen Sonden entwickelt. HCSe enthélt ein BODIPY-
Gertist, an das ein Diphenylselenid gebunden ist, und geht mit
OCI eine reversible Oxidation zum griin fluoreszierenden
HCSeO ein. Es sind jedoch keine Angaben hinsichtlich der
Selektivitit fiir Reduktionsmittel verfiigbar.””) NI-Se enthilt
einen 1,8-Naphthalimidfluorophor und ist gegeniiber dem
OCI/H,S-Redoxpaar reaktiv.*”! Diese Sonde reagiert iiber
einen verdrillten intramolekularen Ladungstransfer (TICT),
bei dem das bei der Oxidation gebildete Selenoxid die interne
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Abbildung 6. a) Reaktivitit des reversiblen Chalkogenid/Chalkogenoxid-Redoxpaars. Ausgewihlte Beispiele von dieser Art Sonde auf der Basis von

Sel”* (b) und entweder Te*! oder S (c).

Rotation des Molekiils einschrinkt, was zu einer erhdhten
Fluoreszenzemission fiihrt.

Han et al. verwendeten die Selenredoxchemie auch zur
Entwicklung von diMPhSe-BOD, einer Sonde fiir hypobro-
mige Siure (HOBr).*! Im Unterschied zu den vorherigen,
intensitédtsbasierten Selenoxidsonden war dies die erste ra-
tiometrische Sonde dieser Art mit einer Blauverschiebung bei
der Oxidation, als Resultat der elektronenziehenden Wir-
kung von Selenoxiden. Im Unterschied zu anderen Sonden
auf Selenbasis, die durch Thiole nichtselektiv reduziert wer-
den, wird diMPhSeO-BOD durch H,S selektiv reduziert. Die
biologische Anwendbarkeit von diMPhSe-BOD wurde in
RAW264.7-Zellen nachgewiesen.

Ein weiterer Beitrag zu Sonden auf Selenbasis wurde von
der Gruppe um Churchill mit der Entwicklung von Bis(BO-
DIPY)diselenid (Abbildung 6b) geleistet, bei dem zwei BO-
DIPY-Geriiste iiber eine Diselenidbriicke verbunden sind.[*!
Es wurde berichtet, dass die Selenide in der Sonde in Ge-
genwart von Superoxid (O,7), im Unterschied zu anderen
ROS, eine selektive Oxidation eingehen, was zur Monooxi-
dation beider Selenzentren und einer Fluoreszenzantwort
fiihrt; diese kann durch Biothiole umgekehrt werden.

Eine weitere Sonde, die auf der Selenstrategie beruht,
wurde von der Gruppe um Tang veroffentlicht, die FO-PSe
entwickelt haben. Die Selenatome von FO-PSe konnen durch
HOCI selektiv zu Se=O oxidiert werden, wobei das griin
fluoreszierende FO-PSeO gebildet wird. Das oxidierte FO-
PSeO kann durch GSH zu FO-PSe reduziert werden, und fiir
den O, /GSH-Redoxzyklus liefen sich drei oder mehr Zy-
klen verfolgen. FO-PSe wurde in umfassenden biologischen
Untersuchungen erprobt, um HOCI-Niveaus in PMA-stimu-
lierten Makrophagen, in zymosanbelasteten Zebrafischen
sowie im Abdomen von Miusen zu untersuchen.*®!

5.2.2. Telluride

Die Verwendung von Tellur in fluoreszierenden Redox-
sonden wurde durch Befunde angeregt, die darauf hindeute-
ten, dass Diaryltelluride in Gegenwart eines Sensibilisators

mit Singulett-Sauerstoff eine selektive und schnelle Oxidati-
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on eingehen.” Die erste versffentlichte Tellur-haltige Re-
doxsonde war 2Me TeR, in dem das Xanthen-O10 von Rho-
damin durch Tellur ersetzt wurde, woraus infolge des
Schweratomeffekts ein nichtfluoreszierendes Molekiil resul-
tiert.*! Es hat sich gezeigt, dass das Organotellurzentrum
durch das Hydroxylradikal (‘(OH), Peroxynitrit (ONOO™)
und Hypochlorit (OCI™) oxidiert wird, wobei das entspre-
chende Telluroxid entsteht, das im Nah-IR-Bereich emittiert.
Diese Oxidation ist bei Umsetzung mit GSH reversibel. Es
wurden interessante biologische Untersuchungen unter Ver-
wendung von 2Me TeR in HL-60-Zellen, die unterschiedliche
Niveaus des antioxidativen Enzyms Myeloperoxidase auf-
wiesen, durchgefiihrt.

Zwei Jahre spiter wurden neue Sonden auf der Basis von
anelliertem BODIPY, das entweder an Selenid oder an Tel-
lurid gebunden war, veroffentlicht.”) Beide Analoga konnten
mittels Hypochlorit zu den jeweiligen Oxiden oxidiert wer-
den, was in einem blockierten PET-Prozess und verbesserten
Fluoreszenzeigenschaften miindete. Bei diesen Sonden wurde
festgestellt, dass die Oxidation des Organotellurids durch
Hypochlorit au3erordentlich empfindlich und schnell ist und
von verschiedenen biologischen Thiolen umgekehrt werden
kann.

Eine neuere Tellur-basierte Redoxsonde, Cy-NTe (Ab-
bildung 6¢), enthélt ein Diaryltellur, das in ein Cyaningeriist
integriert ist.*"! Interessanterweise verlduft die Oxidation bei
der Umsetzung mit Peroxynitrit (ONOO™) selektiv, wobei ein
Produkt entsteht, das im Nah-IR-Bereich fluoresziert und
durch zelluldre Thiole wieder reduziert werden kann. Die
Autoren haben die redoxresponsiven Eigenschaften und die
Reversibilitdt von Cy-NTe in Miusemodellen klar nachge-
wiesen.

5.2.3. Sulfide

Wihrend in den letzten Jahren eine gro3e Zahl an Chal-
kogen-Chalkogenoxid-Sonden auf Selen- und Tellurbasis
entwickelt worden ist, wurde die biologisch relevantere
Schwefel-Sulfoxid-Oxidation bei fluoreszierenden Redox-
sonden nicht richtig ausgeschopft. Bislang ist das einzige
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Beispiel die reversible lumineszierende Redoxsonde [Ru-
(bpy)s*"]PTZ, die Phenothiazin (PTZ) enthilt, einen Schwe-
fel-haltigen Baustein mit reversiblen Redoxeigenschaften,
der an einen luminogenen Rutheniumtris(bipyridyl)-Kom-
plex gebunden ist (Abbildung 6¢).*! Der Schwefel im Phe-
nothiazingeriist wird selektiv durch Hypochlorit (OCI") oxi-
diert, wodurch die Lumineszenz signifikant zunimmt; diese
Oxidation kann in Gegenwart von H,S umgekehrt werden.
Die reversiblen Redoxreaktionszyklen konnten mindestens
12-mal wiederholt werden, und [Ru(bpy);*"|PTZ wurde ver-
wendet, um Redoxzyklen in lebenden Méusen abzubilden.

Es ist anzunehmen, dass die merklichen Selektivitidtsun-
terschiede bei der Oxidation und/oder Reduktion der Selen-,
Tellur- und Schwefelsonden von unterschiedlichen Struktur-
besonderheiten herriihren.”” Die Bestimmung der Struktur-
Aktivitidts-Beziehung wére fiir die zukiinftige Gestaltung von
Sonden mit der erwiinschten Selektivitdt sehr wertvoll.
Dennoch bieten diese Sonden eine interessante Demonstra-
tion dafiir, wie Redoxsonden hinsichtlich verschiedener bio-
logischer Redoxpaare abgestimmt werden konnen.

6. Nicotinamide und Flavine

In biologischen Systemen finden komplexe Mechanismen
zur Redoxregulierung statt, wobei bei der Mehrzahl der Re-
gulierungssysteme Derivate von Mitgliedern der Vitamin-B-
Gruppe zum Einsatz kommen, d.h. Nicotinamide und Fla-
vine. Diese Vitamine, und besonders deren Nucleotidderivate
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD) bzw. Flavin-Ade-
nin-Dinukleotid (FAD)/Flavinmononukleotid (FMN),  fun-
gieren als redoxaktive Cofaktoren und Coenzyme in zelluld-
ren Redoxreaktionen. Solche Gruppen sind naturgeméif
biokompatibel, und ihre Reduktionspotentiale sind auf zel-
lulire Redoxreaktionen eingestellt, weshalb sie geeignete
Kandidaten fiir die Verfolgung von Redoxprozessen sind
(Abbildung 7a,b). Bei der ersten veroffentlichten Verwen-
dung solcher Vitamine in Redoxsonden handelte es sich um
einen PET-basierten molekularen Redoxschalter aus einem
an Nicotinamid gebundenen Perylengeriist, Perylen-NAD
(Abbildung 7¢), der bei der Oxidation eine zehnfache Emis-
sionszunahme zeigt.”!! Dieser molekulare Schalter kann mit
p-Chloranil oxidiert und fiir bis zu drei Zyklen durch
NaBH;CN reversibel reduziert werden, jedoch ist dieser
Prozess fiir diese Oxidations- und Reduktionsmittel nicht
selektiv. Umfassende (spektro)elektrochemische Untersu-
chungen geben einen Einblick in das Reduktionspotential
dieser Sonde sowie die plausiblen Elektronentransferme-
chanismen und unterstreichen den Wert dieser Untersu-
chungen fiir alle Redoxsonden. Leider gibt es keine weiteren
Veroffentlichungen zu fluoreszierenden Redoxsonden auf
Nicotinamidbasis, da Forscher das Potential der reversiblen
Redoxeigenschaften von Nicotinamid zu unterschitzen
scheinen.

Eine der ersten Veroffentlichungen zu den reversiblen
Redoxeigenschaften von Flavinen stammt von Aoki und
Yamada, die Zn*"-Tetraazacyclododecan-Komplexe mit Lu-
miflavin und Tryptophan entwickelten.”? Obwohl diese
Komplexe fiir die Verwendung als DNA-Photolyase-Mime-
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Abbildung 7. Reversible Redoxumwandlungen von a) Nicotinamid und
b) der Flavineinheit. c) Ausgewihlte Beispiele von Sonden, die auf der
Basis dieser redoxresponsiven Gruppen entwickelt wurden 727"

tika entwickelt worden waren, werden in der Untersuchung
die Photochemie und die Redoxeigenschaften des Flavinge-
riistes hervorgehoben. Spiter berichtete dieselbe Gruppe
iber CMFL-BODIPY, das Carboxymethylflavin (Abbil-
dung 7¢) enthilt. Diese Sonde konnte durch Na,S,0, redu-
ziert werden, was mit einer neunfachen Verringerung der
Fluoreszenzemission einherging.!’! Das Reduktionspotential
dieser Sonde betrigt —240 mV, was dem der zelluldren Fla-
vine dhnlich ist. Auch wenn nichts iiber die Reversibilitdt und
Selektivitat der Sonde berichtet wurde, haben Untersuchun-
gen in HeLa-Zellen doch das Potential dieser Sondenstrate-
gie aufgezeigt.

Nachfolgende Untersuchungen mit Redoxsonden auf
Flavinbasis fithrten zu NpFR1; dieses Naphthalimid-Flavin-
Konjugat zeigt eine leicht rotverschobene Fluoreszenz ge-
geniiber derjenigen von intrazelluldren Flavinen, womit die
mit der zelluldren Autofluoreszenz verbundenen Probleme
ausgerdumt sind,**! sowie gegeniiber derjenigen des auf Mi-
tochondrien gerichteten Analogons NpFR2.) Beide Sonden
erfahren bei der Reduktion eine mehr als 100-fache Verrin-
gerung der Fluoreszenz und verhalten sich gegeniiber einer
Reihe von Oxidationsmitteln hervorragend reversibel.
NpFR1 wurde dafiir verwendet, den Einfluss von Glucose auf
den oxidativen Stress in 3T3-L1-Adipozyten zu untersuchen,
wihrend NpFR2 in durchflusszytometrischen Studien An-
wendung fand, um zwischen Zellpopulationen mit verschie-
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denen mitochondrialen oxidativen Kapazitdten innerhalb des
Knochenmarks, des Thymus und der Milz von Miusen zu
unterscheiden. Unsere Gruppe hat auch FCRI, eine ratio-
metrische Redoxsonde der zweiten Generation (Abbil-
dung 7c), veroffentlicht, die aus Cumarin/Flavin, einem Do-
nor-Akzeptor-FRET-Paar besteht.”” In der oxidierten Form
fiihrt ein Forster-Resonanzenergietransfer(FRET)-Prozess
zu einer griinen Emission des Flavinakzeptors, wiahrend bei
der Reduktion der Energietransfer gechemmt ist, was in einer
blauen Donoremission resultiert. FCR1 wurde nicht nur bei
der Fluoreszenzmikroskopie und der Durchflusszytometrie
eingesetzt, sondern lieferte auch Informationen {iiber die
zelluldre oxidative Kapazitdt mittels Fluoreszenz-Lebens-
dauer-Mikroskopie (FLIM).

7. Andere Ansdtze

Eine der am héufigsten verwendeten Sonden fiir zelluldre
Redoxzustinde ist Dihydroethidin (DHE), ein blau fluores-
zierendes Produkt, das durch Zwei-Elektronen-Reduktion
des rot fluoreszierenden DNA-Farbstoffs Ethidiumbromid
gebildet wird.””) DHE und seine Analoga Mito-HE und Mi-
toSOX wurden fiir die Detektion von Superoxid verwendet,
das in einer Reihe von biologischen Systemen gebildet wird,
angefangen von der Abbildung einzelner Zellen bis hin zu der
ganzer Tiere. Seine spezifische Wirksamkeit gegeniiber Su-
peroxid, die Reversibilitdt, Stabilitdt und die Disproportio-
nierungsprodukte sind Gegenstand umfangreicher Diskus-
sionen.”!

Bei einem anderen originellen Ansatz wird ein redoxak-
tiver Kupfer-Thiacyclam-Komplex genutzt, der kovalent an
einen Anthracenbaustein (Cu-Anthracen) gebunden ist,”™
wodurch das elektrochemisch reversible Umschalten zwi-
schen dem fluoreszierenden Cu' und der fluoreszenzlo-
schenden Cu"-Form in MeCN méglich ist. Jedoch verhindern
die nicht bewiesene Stabilitidt der beiden Formen der Sonde in
biologischen Medien und ein Reduktionspotential (>1 V),
das deutlich auBlerhalb des biologisch relevanten Bereichs
liegt, die Anwendbarkeit der Metall-Redoxpaar-Strategie auf
biologische Systeme.

Des Weiteren wurde ein Redoxschalter auf PET-Basis mit
einer an Anthracen gebundenen Tetrathiafulvalen(TTF)-
Einheit veroffentlicht, bei dem die elektronenschiebenden
und -ziehenden Eigenschaften des TTF-Geriistes genutzt
werden.[®! Die Oxidation des Molekiils durch Fe(ClO,); fiihrt
zu einer gesteigerten blauen Fluoreszenz. Auch wenn elek-
trochemische Untersuchungen auf eine reversible Oxidation
in zwei Schritten schlieen lassen, liegen die E,,-Werte von
—660 und —890 mV jedoch auBlerhalb des biologisch rele-
vanten Bereichs. Ahnliche potentielle Sonden unter Ver-
wendung eines an Pyren””! und Perylendiimid”® gebundenen
Ferrocen-Redoxschalters haben ebenso beschriankte An-
wendungsmoglichkeiten. Wenn es jedoch gelingt, die Re-
doxeigenschaften dieser hochreversiblen Schalter abzustim-
men, konnten sie sich zu vielversprechenden biologischen
Sonden entwickeln.

RHyCys5 ist eine reversible Sonde im Nah-IR-Bereich fiir
die Visualisierung von Hypoxie. Bei dieser Sonde werden das
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Cyanin Cy5 als ein FRET-Donor und das Rhodaminderivat
QSY-21 als ein FRET-Akzeptor (Abbildung 8) verwendet.”!
RHyCy5 macht das starke Absorptionsvermogen von QSY-
21 in den Fern-IR- und Nah-IR-Bereichen nutzbar; dieses

HN
\

” u'(bpy),

Resorufin-TFB F \‘

ﬁ@’

Abbildung 8. Strukturen von anderen Sonden, die auf verschiedenen
Strategien basieren.F*=**

verringert sich bei der enzymatischen Ein-Elektronen-Re-
duktion unter hypoxischen Bedingungen. Die Autoren be-
stiatigten die Bildung eines stabilen Radikals bei der enzy-
matischen Reduktion und die Reversibilitdt des Prozesses bei
Normoxie/Hypoxie-Zyklen in menschlichen AS549-Brust-
krebszellen. Bei anderen zur Bildgebung von Hypoxie ge-
nutzten Sonden auf der Basis von Metallchelaten von hy-
drophoben Liganden, z.B. Porphyrinen (Ox-PS-NP)P? und
Phenanthrolinen (Ru-Py; Abbildung 8),**! wird die sauer-
stoffvermittelte Loschung von Lumineszenzeigenschaften der
Komplexe nutzbar gemacht. Aufsehenerregende Ergebnisse
fiir einzelne Zellen und Méiuse zeigen die Moglichkeit auf,
solche Komplexe fiir die Abbildung des Sauerstoffgehalts in
Zellen zu verwenden.

In einer jiingeren Untersuchung wurde eine difunktionale
Sonde beschrieben, die fiir die sequentielle Thioldetektion
und die Redoxhomoostase auf der Grundlage von zwei para-
substituierten Resorufineinheiten an Tetrafluorbenzol (Re-
sorufin-TFB; Abbildung 8) geeignet ist.”¥ Die Thiol-vermit-
telte Spaltung der Tetrafluorphenylgruppe fiihrt zur Freiset-
zung von fluoreszierenden Resorufineinheiten, die anschlie-
Bend reversibel zum nichtfluoreszierenden Dihydroresorufin
reduziert werden konnen. Dieser Bericht ist ein einzigartiges
Beispiel dafiir, dass eine einzige Sonde dafiir verwendet
werden kann, sowohl intrazelluldre Thiole als auch Redox-
homoostase zu visualisieren. Die Anwendbarkeit in Makro-
phagen wurde nachgewiesen, allerdings variiert das Fluores-
zenzsignal in Abhéngigkeit von verschiedenen Thiolen.
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8. Zusammenfassung und Ausblick

Wir haben in diesem Kurzaufsatz die Perspektiven des
aufstrebenden Forschungsgebiets der reversiblen fluoreszie-
renden Redoxsonden aufgezeigt. In den letzten Jahren wurde
eine Reihe von vielversprechenden Strategien erarbeitet, und
es wurden anspruchsvolle Sonden entwickelt, mit denen
biologische Redoxzustidnde selbst in Tieruntersuchungen er-
fasst werden konnen. Jede einzelne hier aufgefiihrte allge-
meine Strategie, unter Verwendung von Nitroxylradikalen,
Chinonen und Thiolschaltern bis hin zu Sonden auf Vit-
aminbasis, hat sich als wertvoller Ansatz fiir die Erfassung
von biologischen Redoxzustinden erwiesen. Dabei ist es
sinnvoll, mehrere Klassen von Sonden parallel zu verwenden,
da jede Sonde eine andere Selektivitidt, Empfindlichkeit und
Elektrochemie aufweist und somit in der Lage ist, verschie-
dene Fragen zu beantworten. Interessanterweise leiten sich
die meisten der hier diskutierten Detektionsmechanismen
von Vorbildern aus der Natur ab, wobei nicht nur die hoch-
entwickelten Redoxdetektionsprozesse aus der Biologie
nutzbar gemacht, sondern auch die biologische Kompatibili-
tdt und die Relevanz der so entwickelten Sonden gewihr-
leistet werden.

Auf Grundlage dieser Ubersicht lassen sich die vielver-
sprechendsten Eigenschaften von derzeit verfiigbaren Sonden
identifizieren und Forschungsfelder mit zukiinftigem Poten-
tial ermitteln. Die aktuelle Entwicklung von Nah-IR-Emit-
tern ermoglicht die Anwendung von Sonden bei In-vivo-
Untersuchungen. Die Natur der Fluoreszenzénderung bei der
Oxidation/Reduktion ist entscheidend fiir die biologische
Nutzbarkeit einer Sonde. Bei (intensitdtsbasierten) Turn-on-
Sonden ist es wichtig zu beriicksichtigen, ob das Signal bei der
Reduktion (wie bei Nitroxid-basierten Sonden) oder bei der
Oxidation (wie bei den meisten anderen Sondenklassen)
verstirkt wird. Im erstgenannten Fall sind die Sonden wahr-
scheinlich am besten fiir die Untersuchung von Hypoxie oder
der Wirksamkeit von Antioxidantien geeignet, wihrend im
zweitgenannten Fall die Sonden Aufschluss iiber neue Mog-
lichkeiten von ROS/RNS geben konnen. Noch vielverspre-
chender sind jedoch ratiometrische Sonden, bei denen sowohl
die oxidierte als auch die reduzierte Form visualisiert werden
konnen. Zusétzlich zur Minimierung von durch Hinter-
grundeffekte, z. B. die Sondenkonzentration, ausgelosten In-
terferenzen bieten ratiometrische Sonden die Moglichkeit,
das relative oder absolute Reduktionspotential zu quantifi-
zieren, auch wenn an der Umsetzung noch gearbeitet werden
muss.

Die bisherigen Sonden sind zwar bereits sehr vielver-
sprechend, jedoch wurde bislang wenig an der Entwicklung
von Sonden fiir spezifische Zelltypen oder subzelluldre Or-
ganellen gearbeitet. Da die Redoxumgebung in Zellen stark
kompartimentiert ist, sind Sonden gefragt, die Aufschluss
iiber ortsspezifische Verdnderungen des Redoxzustandes ge-
ben konnen. Zudem wird die Fahigkeit, das Redoxpotential
einer Sonde abzustimmen, die Entwicklung von einer Aus-
wahl an Sonden ermdéglichen, mit denen sich die Redukti-
onspotentiale innerhalb der Zelle genau ermitteln lassen
(analog zur Verwendung von einer Reihe von pH-Indikatoren
zur Bestimmung der Aciditét). Auch wenn dieses Ziel bisher
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noch nicht erreicht worden ist, sollte doch jede der hier be-
schriebenen redoxresponsiven Einheiten durch Strukturver-
anderungen in ihren Redoxeigenschaften steuerbar sein.

Wir haben hier auch Unstimmigkeiten zwischen Verfah-
ren zur Sondenvalidierung aufgezeigt. Wihrend die Fluores-
zenzantwort routinemifBig erfasst wird, werden in vielen
Untersuchungen nicht die Reversibilitdt der Reaktion, die
biologische Empfindlichkeit und die biologische Kompatibi-
litat bewertet. Diese Informationen sind jedoch essentiell:
Eine reversible Sonde, die nicht in Zellen eindringt, diirfte fiir
die Untersuchung des intrazelluliren Redoxzustandes nicht
hilfreich sein, ebenso wenig wie eine Sonde, deren Redox-
potential auflerhalb des physiologisch relevanten Bereichs
liegt. Es ist ein umfassender Ansatz zur Probentestung notig —
nicht nur, um aussagekriftige Vergleiche zwischen den Son-
den zu ermdéglichen, sondern auch, um Forscher in die Lage
zu versetzen, die am besten fiir ihre Zwecke geeigneten
Sonden zu identifizieren. Wesentliche zu erfassende Daten
sind: Reversibilitdt tiber wiederholte Oxidations-/Redukti-
onszyklen, Reaktion auf eine Reihe von oxidierenden und
reduzierenden Agentien (zur Uberpriifung von Selektivitét
oder globaler Antwort), Stabilitdt des Signals in Gegenwart
von moglichen StérgroBen (z. B. Metallionen, Proteinen oder
pH-Wertdnderungen), Einfliisse auf die Zellviabilitdt, Emp-
findlichkeit gegeniiber biologisch relevanten Redoxverédnde-
rungen sowie die zeitabhingige Stabilitdt, Retention und
Photostabilitdt der Sonde bei Zellstudien. Zudem wird eine
breitere Anwendung von fluoreszierenden Redoxsonden
moglich werden, sobald verifziert ist, dass Sonden nicht nur
mit konfokaler Fluoreszenzmikroskopie, sondern auch mit
anderen Verfahren arbeiten konnen, wie der Durchflusszy-
tometrie und Plattenleser-Assays.

Wenngleich noch viel Arbeit vor uns liegt, werden die
bislang identifizierten, vielversprechenden Strategien
hochstwahrscheinlich zu reversiblen Fluoreszenzsonden fiir
Redoxzustinde fithren und konnen dafiir verwendet werden,
chronischen oxidativen Stress von physiologischen oxidativen
Bursts nicht nur in kultivierten Zellen, sondern auch bei In-
vivo-Untersuchungen zu unterscheiden. Es bleibt die Aufga-
be, diese Sonden bestmoglich zu nutzen und sie nicht nur in
dem Labor zu verwenden, wo sie entwickelt wurden, sondern
sie vielmehr zu wertvollen Hilfsmitteln fiir die Redoxbiologie
zu machen.
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