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I n diesem Kurzaufsatz fassen wir eine Reihe neuerer Studien iiber
Bio- und Chemosensoren im Rahmen einer einzigen Signaliibertra-
gungsstrategie zusammen: der Signalamplifizierung iiber allosterische
Katalyse (SAAC). Die SAAC-Strategie imitiert biologische Signal-
transduktionsprozesse, bei denen die molekulare Erkennung zwischen
einem externen Signal und einem Proteinrezeptor allosterisch in eine
katalytisch verstirkte chemische Information (normalerweise sekun-
diire Botenstoffe) umgewandelt wird. Dazu werden modifizierte al-
losterische Enzyme, Ribozyme oder regulierbare organische Kataly-

satoren eingesetzt. Die wesentlichen Faktoren, die zu hoher Emp-

findlichkeit und Spezifitit in den SAAC-Strategien fiihren, werden
analysiert. Diese frithen Studien ercffnen einen neuen Zugang zu
Nachweisverfahren, in denen molekulare Erkennung und Katalyse

miteinander gekoppelt werden konnen.

1. Einleitung

Das Gebiet der Messtechnik umfasst allgemein alle Me-
thoden, mit denen unbekannte Informationen (Identitét,
Quantitit, Chiralitdt, Reaktivitit usw.) in chemischen oder
biologischen Proben in messbare Signale umgewandelt wer-
den konnen. Diese Signale konnen durch vielféltige Trans-
duktionsverfahren erzeugt werden, wobei die unbekannte
Information in optische,!™ elektrische,*” oder mechani-
schel® Anzeigewerte iiberfiihrt wird. Um z.B. die Empfind-
lichkeit einer optischen Messung zu verbessern, nutzen her-
kommliche Verfahren die Erhohung des Extinktionskoeffi-
zienten (¢) in einem colorimetrischen Assay oder die Erho-
hung der Quantenausbeute (¢) in einem Fluoreszenzas-
Say.[&loj
Bei der Entwicklung hoch empfindlicher und selektiver
Messverfahren kann auch die Natur die Inspiration liefern.!'!
Biologische Systeme erkennen externe Signale (z.B. Photo-
nen) oder Stimulanzien (z.B. Hormone) und reagieren auf
diese lber eine Folge von Signaltransduktionsprozessen,
wobei das urspriingliche Signal iiber wohlorganisierte kata-
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lytische Reaktionen in eine amplifi-
zierte chemische Information iibertra-
gen wird. Solche Prozesse konnen
entweder allosterisch verlaufen, wenn
die Aufnahme des externen Signals
fern vom aktiven Zentrum stattfindet,
oder intrasterisch, wenn die Wechsel-
wirkung mit einem externen Signal
direkt die Struktur am katalytischen Zentrum verindert.!'?!
Bei einer typischen biologischen Signalerkennung (Sche-
ma la) wird das externe Signal (,first messenger®) durch
seine  Wechselwirkung mit spezifischen, membran-
gebundenen Rezeptoren erkannt. Dieses Erkennungsereignis
wird amplifiziert, indem eine Kaskade katalytischer Reak-
tionen ausgelost wird, die wiederum eine grofle Zahl sekun-
didrer Botenstoffe (,,second messengers®) erzeugt. Um die
Integration des urspriinglichen, externen Signals abzuschlie-
Ben, kommunizieren die sekundidren Botenstoffe mit anderen
Proteinen (oft ebenfalls {iber katalytische Reaktionen), wobei
die amplifizierte chemische Information in (hdufig elektri-
sche) Signale tiberfiihrt wird, die vom Zentralnervensystem
verarbeitet werden konnen. Fine derartige Strategie be-
zeichnen wir als Signalamplifizierung tiber allosterische Ka-
talyse (signal amplification via allosteric catalysis, SAAC).
Als Beispiel wollen wir die Ubertragung visueller Signale
beim Wirbeltier betrachten. Hier werden Photonen durch
Photorezeptoren, das sind Transmembranproteine wie Rho-
dopsin (R), in Retinazellen aufgefangen (Schema 1b).'*! Ein
Photon wird zunéchst von 11-cis-Retinal, dem Cofaktor von
Rhodopsin, absorbiert, wodurch 11-cis-Retinal zu all-trans-
Retinal isomerisiert. Diese Isomerisierung veridndert die
Rhodopsinstruktur und fiihrt zur allosterischen katalytischen
Aktivierung des intrazelluliren Proteins Transducin (T-
GDP), das die erste Stufe der Signalamplifizierung ab-
schlieBt. Das aktivierte Transducin (T,-GTP) schaltet das

Angew. Chem. 2006, 118, 1208 —1215



Sensoren

a) -
.- Signal
¥
inaktiver aktiver
R t
ezeptor Erkennung Rezeptor
b)

- T-GDP

‘// hv
E —— E erste Amplifizierung

Angewandte

Amplifizierung

sekundérer Integration

Botenstoff

cGMP

Erkennung

T,-GTP |— | PDE

zweite Amplifizierung

Integration

Kanal-
schlieBung

Schema 1. a) Allgemeiner biologischer Signaltransduktionsweg. b) Typische visuelle Signaliibertragung beim Wirbeltier. R =Rhodopsin, R* =akti-
viertes Rhodopsin, T=Transducin, PDE =Phosphodiesterase, cGMP = cyclisches Guanosinmonophosphat.

Enzym Phosphodiesterase (PDE) an, indem es dessen Inhi-
bitoruntereinheit freisetzt. PDE setzt nun den Signalamplifi-
zierungsvorgang fort, indem es mit auBlergewohnlichem
Umsatz  (4200s™')  cyclisches Guanosinmonophosphat
(cGMP) zu 5-GMP hydrolysiert. Diese Hydrolyse bewirkt
die SchlieBung cGMP-gesteuerter kationenspezifischer Ka-
ndle. Wenn eine ausreichende Zahl an Kanilen geschlossen
ist, wird die Membran hyperpolarisiert. Dadurch wird ein
Nervensignal erzeugt, das sich durch das Nervensystem aus-
breitet, bevor es schlieflich durch das Gehirn aufgearbeitet
und analysiert wird. Ein einziges Photon, das von einer Re-
tinazelle absorbiert wird, kann so durch eine Kaskade kata-
Iytischer Reaktionen zu einer Membranhyperpolarisation
von etwa 1 mV verstarkt werden. Dieses Aktionspotential
wird von den Synapsen aufgenommen und vom Zentralner-
vensystem verarbeitet.

Die Signalamplifizierung durch Katalyse wurde in der
Biochemie und klinischen Chemie erstmals vor drei Jahr-
zehnten zum Nachweis und zur Messung von Stoffen in bio-
logischen Fliissigkeiten eingesetzt.'Y Es wurden Enzymim-
munassays (EIAs) entwickelt: Ein Antigen oder Antikorper
wird durch ein Enzym markiert, um eine Katalyse-getriebene
Signalamplifizierung zu erzielen.'>” Ein bemerkenswertes
Beispiel fiir ein klinisch erfolgreiches EIA ist der enzymge-
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bundene Immunassay (ELISA, enzyme-linked immunosor-
bent assay, Abbildung 1).1'¥!
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Abbildung 1. ELISA: schematische Darstellung. SS=fester Triger,

1gG = analytspezifischer Antikérper, A=Analyt, Enz=Enzym, S=Sub-
strat, CP = colorimetrisches Produkt. Die Absorbanz von CP (AAbs) ist
eine Funktion der Analytkonzentration ([A]).

ELISA - obwohl selbst keine allosterische Methode —
inspirierte sicher viele der hier diskutierten allosterischen
Strategien. Im ELISA-Test wird der Analyt (A) zunichst
durch einen analytspezifischen Antikorper (IgG) abgefangen,
der an einer festen Oberfliche immobilisiert ist. Ein zweiter,
enzymgebundener Antikorper kuppelt iiber ein anderes
Epitop an den jetzt oberflichengebundenen Analyten — oder
wird von diesem rekrutiert. SchlieBlich wird ein chromogenes
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Substrat (S) des Enzyms (Enz) zugegeben, sodass die Farbe
des Produkts (CP) der enzymkatalysierten Reaktion, auch als
Indikatorreaktion bezeichnet," mit der Menge des Analyten
korreliert. Obwohl der heterogene ELISA-Test zwischen je-
der Bindungsreaktion ausgiebige Waschschritte erfordert und
nur Analyten mit mehreren Epitopen dafiir geeignet sind,
erfreut er sich wegen seiner allgemeinen Verwendbarkeit und
der voneinander unabhéngigen Detektions- und Signalam-
plifizierungsstufen (giinstig fiir das modulare Design von
Messverfahren) noch groen Zuspruchs.

Im ELISA-Test werden Signalerkennung, Amplifizierung
und Integration getrennt durch ausgiebige Waschschritte
vollzogen. Das stufenweise Vorgehen hat gewisse Vorteile:
Das Design ist modular, da alle Schritte unabhéngig vonein-
ander ausgefithrt werden konnen. Der Anwendungsbereich
wird jedoch durch dieses oft zeitraubende und miihsame
Analyseverfahren eingeschrinkt.” Das von einem Organis-
mus verwendete Detektionsschema in Echtzeit ist deutlich
uberlegen: Es umfasst eine empfindliche, durch ein externes
Signal aktivierte allosterische katalytische Reaktionskaskade
und verbindet Signalerkennung, Amplifizierung und Inte-
gration zu einem homogenen, autonomen Transduktionsvor-
gang. Zwar entstanden schon kurz nach der Entwicklung der
Enzymimmunnachweistechnik auch homogene EIAs,*! die
den biologischen Signaltransduktionsprozessen mit allosteri-
schen Eigenschaften dhnlicher sind, aber die SAAC-Strategie
wurde erst seit kurzem auch auflerhalb des Gebiets der Im-
munchemie eingesetzt. Groen Auftrieb erhielt die SAAC-
Strategie durch die Erfindung der Polymerasekettenreaktion
(polymerase chain reaction, PCR).” PCR und ihre Varianten
sind heute unentbehrliche Methoden zur Amplifizierung und
Detektion spezifischer DNA-Sequenzen.”?!! Die Entwick-
lung von EIA-Varianten wird ebenfalls noch aktiv weiterbe-
trieben, wie jiingere Beispiele zeigen,™>! darunter die Im-
mun-PCR-Technik, die das Leistungsvermogen von PCR und
EIA in sich vereint.?>*!

Neben den Antikorper-Antigen-Wechselwirkungen sind
noch andere Muster der molekularen Erkennung erforscht
worden, um diese mit Katalysereaktionen zu kombinieren
und auf diese Weise ultraempfindliche Nachweismethoden zu
entwickeln. In den folgenden Abschnitten werden neuere
bio-BY und chemosensorische Beispiele, die der SAAC-Stra-
tegie folgen, diskutiert. Dieser Kurzaufsatz konzentriert sich
auf Strategien zur Signalamplifizierung, die auf analytakti-
vierten, d. h. allosterischen katalytischen Vorgéngen beruhen.
Viele andere kreative Sensoranwendungen, bei denen die
Analyten selbst als Katalysator fiir die Signalamplifizierung
fungieren, werden nicht besprochen.’*3¥! Diese Techniken
sind den herkommlichen kinetischen Methoden der chemi-
schen Analyse zuzuordnen.”

2. Signalamplifizierung iiber Biokatalyse

2003 berichtete Ghadiris Arbeitsgruppe, dass eine intra-
sterisch regulierte Protease™ zu einem Signalamplifizie-
rungsmodul fiir die sequenzspezifische DNA-Detektion mo-
difiziert wurde.*”! Eine Zink-Metalloprotease — neutrale
Protease von B. cereus (CNP) — wurde als Basis fiir den
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katalytischen Signalamplifizierungsschritt gewéhlt. Dieses
Enzym kann durch einen Phosphoramidat-basierten Inhibi-
tor, der ein Analogon des Ubergangszustands darstellt,
wirksam inaktiviert werden.!! Die Allosterie wurde in dieses
Enzym eingefiihrt, indem ein Konjugat aus einer Einzel-
strang-DNA(ssDNA)-Sonde und einem Phosphoramidat-
inhibitor mit einer CNP-Mutante verkniipft wurde (Sche-
ma 2). Diese CNP-Mutante enthielt anstelle des Glul51-
Rests, der in der nativen Struktur auf der Oberfldache expo-
niert ist, einen Cysteinrest als kovalenten Bindungsanker.

Substrat

~— Inhibitor DNA-Target

Erkennung

ssDNA-Sonde

Amplifizierung

Schema 2. Detektionsschema fiir sequenzspezifische DNA-Molekiile
mit einer modifizierten allosterischen Protease als katalysierendes
Signalamplifizierungsmodul. Bearbeitet nach Lit. [40].

War keine komplementire DNA-Sequenz (das Target)
vorhanden, dann konnte die Inhibitoreinheit infolge der
Flexibilitdt der ssDNA-Sonde das aktive Zentrum der CNP-
Mutante erreichen,”” wodurch war das Enzym inaktiviert
wurde (Schema2). War ein DNA-Target vorhanden und
wurde es durch Anlagerung an die komplementéire ssDNA-
Sonde erkannt, dann verursachte die Bildung einer starren
Duplexstruktur die Ablosung der Phosphoramidat-Inhibitor-
einheit vom aktiven Zentrum. Das Enzym wurde damit
,angeschaltet“ und konnte ein fluorogenes Peptidsubstrat!*’!
in ein fluoreszierendes Produkt iiberfiihren. In diesem Sta-
dium war die Detektion eines DNA-Analyten mittels Kata-
lyse durch ein allosterisches, durch den Analyten aktiviertes
Enzym in eine amplifizierte chemische Information tibertra-
gen worden. Als Folge konnten 100 pm DNA-Targets inner-
halb von drei Minuten nachgewiesen werden. Die Spezifitét
dieses Assays wurde dabei durch die Komplementaritit von
Target- und Sondensequenz bestimmt.

Neben den allosterischen Enzymen sind allosterische
Ribozyme (,,Aptazyme*)* Beispiele fiir SAAC-Strategien
in der Biosensorik. So wurde ein induzierbares Haarnadel-
ribozym (iHP-let7), das als allosterisches Enzym ein spezifi-
sches RNA-Substrat spaltet, fiir den Nachweis des micro-
RNA(miRNA)-Strangs let-7 von Drosophila melanogaster
entworfen.””! In Abwesenheit des miRNA-Analyten wurde
die Substraterkennungsdoméne (A) des Ribozyms durch
Bildung einer Stammschleifenstruktur mit der allosterischen
C-Domine physikalisch blockiert (Schema 3). Die Sequenz
der Schleife in der C-Doméne war als Sonde fiir die miRNA-
Zielsequenz entworfen. Durch komplementéire Paarung der
miRNA mit der Schleifensequenz (Doméne C) wurde die
Stammstruktur aufgebrochen. Dadurch war die A-Doméne
zuganglich, sodass die fluorogenen Substrate angelagert und
gespalten werden konnten. Da das Substrat an seinem 3’- und
5’-Ende mit einem Fluorophor bzw. einem Loscher modifi-
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Schema 3. Reaktion des Haarnadelribozyms iHP-let7 als Antwort auf
miRNA let-7 (roter Strang). Blaues Quadrat: Fluorophor; rotes Drei-
eck: Léscher; E.T.: Energietransfer. Bearbeitet nach Lit. [47].

ziert war, lieferte die Spaltung fluoreszierende Produkte, weil
dabei der resonante Fluoreszenzenergietransfer (FRET)M!
innerhalb der intakten Substrate unterbrochen wurde. Es
wurde ein Fluoreszenzsignal erzeugt, dessen Intensitdt mit
der Konzentration der miRNA-Targets korrelierte. Diese
Methode zeigte wegen ihrer Leistungsfahigkeit bei der kata-
lytischen Signalamplifizierung eine hohere Nachweisemp-
findlichkeit fiir spezifische miRNA-Sequenzen als die her-
kommlichen Techniken mit solchen fluorogenen Substraten
(,,molecular beacons*).*>!

3. Der Amplifizierungsfaktor

Beim Entwurf einer SAAC-Strategie miissen mehrere
kinetische und thermodynamische Aspekte beriicksichtigt
werden. In erster Linie sollte die Geschwindigkeit der Indi-
katorreaktion vernachlissigbar sein, wenn das Enzym oder
der Katalysator in Abwesenheit des Analyten inaktiviert ist.
Ist dies sichergestellt, besteht die weitere SA AC-Strategie aus
zwei chemischen Stufen: erstens aus der Bildung eines akti-
vierten Katalysators (Enz,), die von einem Analyten (A)
durch ein kompetitives Gleichgewicht ausgelost wird (Sche-
ma 4a); zweitens aus der katalytischen Indikatorreaktion, die
ein amplifiziertes, messbares Signal erzeugt ([P], Schema 4b).
Die Katalysatorgesamtkonzentration ([Enz];) sollte bedeu-
tend groBer sein als die wahrscheinliche maximale Analyt-
konzentration ([A];), sodass keine Enzymsittigung erreicht
wird. Die Geschwindigkeit der Gleichgewichtseinstellung
zwischen den inaktiven (Enz;) und den aktiven Katalysatoren
(Enz,) sollte sehr viel hoher sein als die Geschwindigkeit der
Indikatorreaktion (k./Ky, Ky =Michaelis-Konstante), so-
dass das amplifizierte iibertragene Signal ([P]) zuverléssig mit
der Analytkonzentration ([A];=f([P])) korreliert werden
kann. Anders ausgedriickt: Der katalytische Schritt sollte
geschwindigkeitsbestimmend sein. Im Idealfall sollte das
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a) Enzj+ A =—=Enz,
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[Enz,] = K[Enz][A] = K[Enz)]([A]; - [EnzA]) (1)

K = klk,

(IAlr - [Enz,)) = ([Enz,J[Enz])(1/K) ~ 0 (2)
b) s Enz, P
[P] = Vinax - At = keu[Enz,]At (3)

Schema 4. Zwei chemische Schritte der katalytischen Amplifizierungs-
strategie. Enz,: inaktives Enzym; A: Analyt; Enz,: aktiviertes Enzym.
[Enz] + [Enzs=[Enz]; (Enzymgesamtkonzentration); K (k,/kg):
Gleichgewichtskonstante; [A];: Analytgesamtkonzentration; S: Sub-
strat; P: Produkt; v, Maximalgeschwindigkeit; At: Reaktionsdauer;
kea: Wechselzahl.

Gleichgewicht (Schema 4a) die Bildung von Enz, (k,> k)
stark begiinstigen. In solch einem Fall wird der Wert von 1/K
niedrig sein. Weil [Enz,] und [Enz;] aufgrund ihres Designs
dhnlich grof sind, wird die Konzentration an gebildetem Enz,
([Enz,]) sehr dicht bei der Analytkonzentration [[A], Sche-
ma 4, Gl. (2)] liegen. Daher wird ein Analytmolekiil iiber ein
schnelles Gleichgewicht in ein Molekiil des aktivierten Ka-
talysators iiberfiihrt (Schema 4a). Derartige Uberlegungen
waren auch Teil der beiden bisher vorgestellten Biosensor-
beispiele, und sie wiederholen sich bei den Assays, die auf
Signalamplifizierung tiber supramolekulare und metallorga-
nische Katalyse beruhen (siche Abschnitt 4).

Im katalytischen Schritt (Schema 4b) ist das amplifizierte
Signal [P] proportional zur Konzentration des aktivierten
Katalysators ([Enz,]), wenn die Reaktion einer Michaelis-
Menten-Kinetik folgt [Schema 4, Gl. (3)]. Ist [Enz,] ~[A]p
wie im Idealfall, dann ist [P] proportional zu [A]; mit einem
Amplifizierungsfaktor von kAt — dem Produkt aus Wech-
selzahl und Reaktionszeit ([P] = k., Af[Alr).

4. Signalamplifizierung iiber supramolekulare und
metallorganische Katalyse

Die Entwicklung biosensorischer Messmethoden auf der
Basis von SAAC-Strategien ist sehr schnell vorangegangen.
In den meisten Fallen sind jedoch allosterische Enzyme oder
Ribozyme beteiligt, die auf bestimmte Analyten zugeschnit-
ten sind. Diese Bioassays sind auf den Nachweis nucleotid-
haltiger Molekiile wie DNA 51 RNAM" oder ATP be-
schrinkt.® Im Unterschied zu Enzymreaktionen sind su-
pramolekularel®-®? und metallorganische Katalysen!® ein
noch unerschlossenes Gebiet voller Moglichkeiten fiir die
Entwicklung von Sensoranwendungen mit Kkatalytischer
Amplifizierung.

Eine groB3e Zahl synthetischer Rezeptoren und Liganden
wurde bereits verwendet, um vielfdltige katalytische Reak-
tionen zu modulieren. Diese Diversitit liefert reichliche
Moglichkeiten zur Bildung ,,allosterischer* supramolekularer
und metallorganischer katalytischer Systeme,® die in glei-
cher Weise wie allosterische Biokatalysatoren fiir Sensor-
zwecke eingesetzt werden konnen. Nachfolgend werden
mehrere Beispiele beschrieben.
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Die erste metallorganische Katalyse, die im Zusammen-
hang mit SAAC beschrieben wurde, ist die Cu'-katalysierte
Huisgen-Cycloaddition eines Kohlenstoffazids mit einem
terminalen Alkin."*>%! In einem gingigen Verfahren wird die
katalytisch aktive Cu'-Spezies in situ durch Reduktion von
Cu'-Sulfat mit Natriumascorbat erzeugt.® Folglich bietet
diese In-situ-Methode zwei Bestandteile — das Cu**-Ion und
Natriumascorbat —, aus denen sich allosterische Systeme
aufbauen lassen. In einer Studie unserer Arbeitsgruppe®’!
wurde ein Aquivalent EDTA in das katalytische System
eingefithrt, um dort an Cu** zu koordinieren und dessen
Reduktion zum katalytisch aktiven Cu' zu verhindern.[*®*!
Ausgehend von diesem inaktiven Katalysator (Schema 5)
verschob anschlieend die Zugabe von Metallionenanalyten
wie Pb** das Gleichgewicht von [Cu"(edta)]*” so, dass eine

Pb(OAC),
Na,[Cu'(edta)] Na,[Pb'(edta)] + cu*
Erkennung
e A
HO__ o AEM(Dj
- o} D
HO\/ﬁ / —
— lEX
HO OH
Cu' | Amplifizierung
Signallibertragungsschritt
',N N N, -7
N j'EM(A)

ey
/AEF/

Schema s. Eine durch Ubergangsmetallionen vermittelte ,allosteri-
sche" Huisgen-Cycloaddition. D: Energiedonor; A: Energieacceptor;
EX: Anregung; EM: Emission.
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bestimmte Menge an Cu®*-Ionen freigesetzt und dann durch
Ascorbat zum aktiven Katalysator im Cu'-Zustand reduziert
wurde. Dieser Schritt entspricht dem Erkennungsschritt bei
einer biologischen Signaliibertragung, wo die Wechselwir-
kung zwischen ,first messenger” (dem externen Signal) und
ruhendem Transmembranprotein proportional in aktives
Enzym tiibertragen wird (siche Schema 1 a).

Die Cu'-Spezies katalysierte schlieBlich die Huisgen-Cy-
cloaddition des Kohlenstoffazids mit dem Alkin, die mit
Fluorophoren (in dieser Studie Anthracen und Cumarin)
funktionalisiert waren, um ein Produkt mit effizientem FRET
zu erhalten. In diesem Schritt wurde das urspriingliche Signal
(das Pb**-Ion in einer bestimmten Konzentration) katalytisch
verstirkt in eine andere chemische Spezies (das FRET-Pro-
dukt, das einem ,;second messenger® entspricht) umgewan-
delt. Die Menge des FRET-Produkts wurde iiber die Fluo-
reszenzintensitdt in Abhéngigkeit von der Zeit aufgezeichnet
und kann mit der Pb**-Analytkonzentration korreliert wer-
den. Diese Untersuchung zeigte, dass ein Analyt durch eine
metallorganische Katalysereaktion prinzipiell zu einer gro-
Beren Zahl sekundérer, mit optischen Methoden nachweis-
barer Molekiile vervielfacht werden kann.

Als weitere Bestdtigung fiir die Eignung metallorgani-
scher SAAC-Prozesse wollten wir ein empfindliches und
spezifisches Nachweisverfahren fiir Cu**-Tonen entwickeln.[™
Die Heck-Reaktion zum fluoreszierenden 3-Methylindol
wurde durch Zugabe eines Aquivalents eines Cyclamliganden
unterbunden (Schema 6a). Durch Zugabe einer Cu**-Probe
zu diesem desaktivierten Katalysatorsystem wurde die Si-
gnaliibertragung ausgelost: Das Cu**-Ion wurde vom Cy-
clamliganden koordiniert, wodurch proportional Pd" freige-
setzt wurde. In der Praxis wurde der Cu**-Analyt zunéchst
mit dem desaktivierenden Liganden gemischt; anschlieBend
wurde ein Aquivalent Pd" zugegeben, um den verbleibenden
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SignalUbertragungsschritt
o
N
H
b) //\'T|
H\N\ JN’B
H [ Cd=—N-H
Y 7
i Y aoN
N ¢ CU(OAC)2 \\/N EtzN (@] (0]
e e T
~N Erkennung A
H + |
LN O
H P Pq° Amplifizierung

Signaltbertragungsschritt

Et:N 0.0
|0@f

Schema 6. a) Nachweis von Cu®*-lonen (iber eine Heck-Reaktion; b) Nachweis von Cd**-lonen.
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Liganden aufzunehmen. Das iiberschiissige Pd" wurde rasch
in situ zu Pd’ reduziert, das die Heck-Reaktion anschaltete
und als Produkt katalytisch das fluoreszierende 3-Methylin-
dol lieferte. Das fiir dieses Produkt charakteristische Fluo-
reszenzsignal wurde zeitabhingig bestimmt, um die Menge
des Cu**-Analyten zu erhalten. Mit dieser Methode konnen
Cu’*-Ionen in einer Konzentration von 30 nM nachgewiesen
werden. Im Unterschied zu anderen Beispielen steht die ka-
talytische Amplifizierung von 3-Methylindol in einem linea-
ren Verhiltnis zur Analytkonzentration, was sich in einem
linearen Anstieg der Fluoreszenzintensitdt mit zunehmender
Cu**-Konzentration widerspiegelt. Daher ist der Umsatz von
3-Methylindol pro Cu**-Ion unabhingig von der Cu?*-Kon-
zentration. Die Selektivitét fiir das Cu’*-Ion wurde durch die
Wahl des desaktivierenden Cyclamliganden festgelegt, der
eine hohere Affinitit zu Cu** als zu anderen Metallionen
aufweist.

Als eine direkte Erweiterung dieser SAAC-Strategie
wurde ein fiir Cd**-Ionen selektives System entwickelt. Die
Allosterie wurde hier in eine andere fluorogene Heck-Re-
aktion implementiert, die zu 7-Diethylaminocumarin fiihrt
(Schema 6b)."Y Der Cd**-selektive Ligand 1,4,7,10,13-Pen-
taazacyclopentadecan wurde als desaktivierender Ligand fiir
das Katalysesystem gewihlt. Die Heck-Reaktion wurde
durch die Einfiihrung einer Cd**-Probe initiiert, um wie im
vorherigen Beispiel eine proportionale Menge des desakti-
vierenden Liganden abzusondern. Die Fluoreszenzintensitét
des 7-Diethylaminocumarinprodukts nach der katalytischen
Amplifizierung konnte mit der Cd**-Konzentration der Probe
korreliert werden. Die vorteilhafteren optischen Parameter (&
und ¢) von Cumarin und die hohere Geschwindigkeit der
Indikatorreaktion (k) — verglichen mit der 3-Methylindol-
bildung im fritheren Beispiel — machen dieses Verfahren

A\ I\
PR S oMo~ S>—~< s
Rh XN =7 Rh
/ \ N y / \
PhZP\_/SO:ZF\i(N)— Q S\_/

Erkennung CI/cCO

Angewandte

empfindlicher. Die Initiilerung des Pd-Katalysators wurde
hier jedoch geschwindigkeitsbestimmend, wodurch sich die
praktischen Moglichkeiten dieses Systems verringern.™!

Mirkin et al. machten kiirzlich aus einem supramoleku-
laren allosterischen Katalysesystem!”” ein System fiir den
Chloridnachweis (Schema 7)."*! Der supramolekulare allo-
sterische Katalysator war dabei ein Zn"-Salen-Dimer, das
iiber die in Mirkins Arbeitsgruppe entwickelte Weak-Link-
Methode™ hergestellt wurde. In Abwesenheit der allosteri-
schen Effektoren CO oder CI” nahm der Katalysator eine
geschlossene Form an, die nicht in der Lage war, die Katalyse
der Acyliibertragung™! von Acetanhydrid auf Pyridylcarbinol
durchzufithren, fiir die ein zweikerniges Katalysezentrum
erforderlich ist. CO und CI~ fiihrten dagegen zum Bruch der
relativ schwachen Thioether-Rh'-Bindungen, sodass der Ka-
talysator in eine offene Form iiberging, die die Acyltransfer-
reaktion iiber zwei Metallzentren katalysieren konnte und
dabei 4-Acetoxymethylpyridin und Essigsdure lieferte (Si-
gnalamplifizierung). Die Essigsdure protonierte schlieBlich
einen pH-empfindlichen Fluorophor — (Diethylamino)me-
thylanthracen —, sodass die verstédrkte chemische Information
in einem optischen Signal zusammengefasst wurde, das flu-
orimetrisch schnell analysiert werden konnte und die Cl -
Konzentration lieferte (mit dem CO-Druck als festem Para-
meter). Die Empfindlichkeit fiir Cl™-Ionen erreichte nach
einer Laufzeit von sechs Stunden den submikromolaren Be-
reich.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Die Entwicklung von SAAC-Strategien hat der Bio- und
Chemosensorik neue Impulse gegeben. Die Chemiker fangen

Ph/‘ﬁ P\ QW

|’\
Ph,P.

C?

IV I NEt,

PPh,
\CO Amplifizierung

N
NHEt,

PPh2

Integration

lg o

Schema 7. Ein supramolekularer allosterischer katalytischer Signalverstarker. Die Rh-S-Bindungen in der geschlossenen Struktur sind die schwa-
chen Bindungen, die durch Versetzen mit CI~ und CO gebrochen werden; auf diese Weise wird die offene Struktur erhalten.
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gerade an, das umfangreiche Repertoire an katalytischen
Reaktionen zu erforschen, das bisher ausschlieBlich fir pra-
parative Zwecke verwendet worden ist. Die enorme Zunah-
me von supramolekularen’®”” und metallorganischen Kata-
lysen in den letzten Jahrzehnten bietet uns reichliche Mog-
lichkeiten, regulierbare katalytische Reaktionen fiir die
Messtechnik zu verwenden.

Wie bei allen Messmethoden sind Empfindlichkeit, Spe-
zifitdit und Analysedauer wichtige Kriterien. Nach unserer
einfachen theoretischen Analyse (Schema4) werden die
Empfindlichkeit und die Anwendbarkeit solcher Methoden
primér durch den Amplifizierungsfaktor (k.Af) der Indika-
torreaktion bestimmt. Grundsitzlich kann die Empfindlich-
keit immer durch die Erhohung der Analysendauer At ge-
steigert werden, aber eine langwierige Detektion ist bei
praktischen Anwendungen nicht erwiinscht. Natiirlich strebt
man schnelle Reaktionen mit groen Umsédtzen an. Das
Ausmal} des katalytischen Umsatzes héngt nicht nur von der
Reaktion selbst, sondern auch von den Substratstrukturen ab.
In zukiinftigen Studien sollten daher spezifische Substrate
gesucht werden, um einfache Indikatorreaktionen zu erhal-
ten. Da sich viele Messverfahren auf optische Anzeigewerte
stiitzen, sind katalytische Reaktionen, die Fluorophore oder
Luminophore mit ausgezeichneten optischen Parametern (e
und ¢) liefern, hochst erstrebenswert.

Studien zur molekularen Erkennung haben eine um-
fangreiche Liste spezifischer kleiner molekiilgestiitzter Li-
gand-Rezeptor-Wechselwirkungen ergeben, die fiir die Ent-
wicklung von Sensoren erschlossen werden konnen. Weiter-
hin sind supramolekulare und metallorganische Katalyse
mittlerweile ausgereifte Forschungsgebiete; die Zeit ist nun
giinstig, diese beiden chemischen Leistungen des 20. Jahr-
hunderts (anerkannt durch Nobelpreise in Chemie 1987, 2001
und 2005) zu vereinen, um ihr gemeinsames Potenzial fiir die
Entwicklung von Messtechniken im neuen Jahrtausend ein-
zusetzen.

Wir danken Joy Wu und Ron Houk, die in unserer Arbeits-
gruppe neue SAAC-Strategien entwickelt haben. Unsere For-
schung wird durch das National Institute of Health (EB-00549-
5) unterstiitzt.
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