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Schwefelwasserstoff kennt man als toxisches Gas mit dem
unangenehmen Geruch von faulen Eiern. Dies �ndert jedoch
nichts an der Tatsache, dass es auch im menschlichen Kçrper
und in anderen biologischen Systemen vorkommt, und zwar
mit einer typischen Konzentration von 10–100 mm im Blut.[1]

Dies l�sst auf eine biologische Funktion schließen. So gilt H2S
inzwischen neben Stickstoffmonoxid (NO) und Kohlenmon-
oxid (CO) als drittes gasfçrmiges Signalmolek�l im Kçrper.[2]

Dass dem endogen produzierten Schwefelwasserstoff eine
große Bedeutung zukommt, wurde in einer Reihe von phy-
siologischen und pathologischen Prozessen wie der Regulie-
rung des Zellwachstums,[3] dem kardiovaskul�ren Schutz,[4]

der Stimulierung der Angiogenese[5] und im Zusammenhang
mit antioxidativen Effekten aufgekl�rt.[6] Eine Deregulierung
von H2S wurde dagegen mit verschiedenen Symptomen wie
der Alzheimer-Krankheit,[7] dem Down-Syndrom,[8] Diabe-
tes[9] und Leberzirrhose[10] in Verbindung gebracht. Weil wir
von einem genauen Verst�ndnis der biologischen Funktionen
enorm profitieren w�rden, findet die j�ngere Forschung an
H2S derzeit große Beachtung.[11] Dementsprechend wertvoll
sind daher empfindliche und selektive Methoden, mit denen
die Verteilung und die Funktion von H2S in komplizierten
biologischen Systemen erfasst werden kçnnen.

Zu den derzeit verf�gbaren Nachweismethoden f�r H2S
gehçren kolorimetrische,[12] elektrochemische[13] und gas-
chromatographische Verfahren.[14] Diese sind jedoch nicht auf
eine zeitliche und r�umliche Nachverfolgung von reaktivem

und kurzlebigem H2S ausgelegt; zudem erfordern sie eine
langwierige und komplizierte Probenvorbereitung. Bildge-
bende Fluoreszenzverfahren standen wegen ihrer hohen
Empfindlichkeit und der Mçglichkeit zur Echtzeitbeobach-
tung deshalb ganz oben auf der Wunschliste, aber bis vor
Kurzem wurde noch keine entsprechende Fluoreszenzsonde
entwickelt (eine bereits beschriebene Sonde konnte die An-
forderungen bei Weitem nicht erf�llen[15]). Nun haben drei
Forschungsgruppen um Chang,[16] Wang[17] und Xian[18] un-
abh�ngig voneinander und nahezu zeitgleich wichtige neue
Ergebnisse verçffentlicht, zu denen dieses Highlight eine
Zusammenfassung geben wird.[19, 20]

Die Funktionsweise der drei Sonden beruht auf einer
Ver�nderung ihrer Fluoreszenzeigenschaften (z. B. der In-
tensit�t) entweder durch Reduktion mit H2S oder durch eine
nukleophile Reaktion mit H2S. In den ersten beiden Ans�t-
zen[16,17] reduziert H2S jeweils ein mit einem Fluorophor ver-
bundenes Azid zu einem Amin und lçst so einen Fluores-
zenzanstieg aus. Chang und Mitarbeiter verwenden als Sonde
ein mit einer Azidgruppe maskiertes Rhodaminanalogon, das
in der Form mit geschlossenem Lactonring nicht fluoresziert
(Schema 1).[16] In der Gegenwart von H2S wird das Azid se-
lektiv und unter gleichzeitiger �ffnung des Lactonrings zum
Amin reduziert, wodurch eine stark fluoreszierende konju-
gierte Form entsteht. Eine tert-Butoxycarbonyl(Boc)-Gruppe
oder ein Morpholincarbamat sch�tzt die zweite Aminogrup-
pe dieses Rhodaminderivats. Durch dieses bildgebende Ver-
fahren kann H2S in w�ssriger Lçsung und in lebenden Zellen

Schema 1. Azid-maskierte Fluorophore als Sonden f�r H2S.
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nachgewiesen werden. In vitro ließen sich noch H2S-Kon-
zentrationen bis zu 5–10 mm detektieren. Nachteilig ist jedoch
zum einen die Zeitdauer von einer Stunde, die bis Erreichen
der maximalen Fluoreszenz bençtigt wird. Echtzeitmessun-
gen von H2S kçnnten daher problematisch werden, denn das
Molek�l wird sehr rasch metabolisiert. Zum anderen kçnnen
bei Messungen �ber eine l�ngere Zeit hinweg auch andere
reaktive Spezies mit dem Azid reagieren, was sich deutlich
auf die Selektivit�t auswirkt. So spricht die Sonde z. B. auch
auf Superoxid (O2

�) an. Durch Modifizierungen an der Sonde
kçnnte jedoch ein n�tzliches bildgebendes System entwickelt
werden, das auch in der Praxis anwendbar ist.

Nahezu zeitgleich berichteten Wang und Mitarbeiter von
einer interessanten Sonde zum Nachweis von H2S, deren
Wirkungsprinzip ebenfalls die Reduktion eines Azids zu ei-
nem Amin ist (Schema 1),[17] nur dass sich hier die Azidein-
heit direkt an der Sulfonylgruppe eines Dansylfluorophors
befindet. Das Dansylazid selbst fluoresziert nicht. W�hrend
des Nachweises wandelt H2S selektiv und hochspezifisch 2 in
das stark fluoreszierende Dansylsulfonamid um (Schema 1).
Bemerkenswert ist, dass die Sonde nicht mit anderen g�ngi-
gen Biothiolen wie Cystein und Glutathion reagiert. Weder
kommmt es zu Austauschreaktionen mit Aminogruppen oder
anderen nucleophilen Anionen, noch wird die Sonde von
reduzierenden Spezies angegriffen, selbst bei hohen Kon-
zentrationen (1.0 mm). Zudem ist der Fluoreszenzanstieg
betr�chtlich. Bei 25 mm H2S wird in phosphatgepufferter Lç-
sung eine 40-fache Verst�rkung der Fluoreszenz beobachtet.
Die Sonde erfasst H2S bis hinunter zu Konzentrationen von
1 mm mit messbarer �nderung der Fluoreszenzintensit�t (bei
einem Signal/Rausch-Verh�ltnis von 3:1). Anders als 1 rea-
giert 2 auf H2S prompt. In Rinderserum wurde bei 30 mm H2S
eine maximale Fluoreszenzverst�rkung innerhalb von Se-
kunden beobachtet. Grund f�r die hohe Geschwindigkeit ist
wahrscheinlich eine Verringerung der Elektronendichte am
Azid durch die benachbarte, elektronenziehende Sulfonyl-
gruppe, die die Reaktivit�t gegen H2S erhçht. Zwischen der
Verst�rkung des Fluoreszenzsignals und der Konzentration
von H2S besteht zudem eine gute Linearit�t sowohl in Puf-
ferlçsung als auch in Rinderserum. In beeindruckender Weise
wies die Sonde die H2S-Konzentration in Mausblut quanti-
tativ und in guter �bereinstimmung des Ergebnisses [(31.9�
9.4) mm] mit Daten aus anderen Methoden nach.[20] Diese
Merkmale und dazu die einfache Probenvorbereitung ma-
chen die Sonde f�r die Bestimmung der Verteilung und
Funktion von H2S in biologischen Systemen sehr interessant.
Das Potenzial f�r praktische Anwendungen ist enorm.

Die dritte Sonde (3 ; Schema 2), die von Xian und Mitar-
beitern entwickelt wurde, folgt in ihrer Funktionsweise einem
anderen Reaktionsmechanismus.[18] Bei diesem Verfahren

wird H2S als Nukleophil eingesetzt, um eine S-S-Pyridin-
Einheit mit einer S-SH-Gruppe zu substituieren. Durch
Cyclisierung entsteht anschließend ein fluoreszierendes Mo-
lek�l. In Schema 2 ist der Fluorescein-Fluorophor dargestellt,
der durch eine Esterfunktion mit benachbarter Disulfidbr�-
cke maskiert ist und in dieser Form nicht fluoresziert. Durch
nukleophile Substitution von H2S an der Disulfidbindung
entsteht eine Zwischenstufe, die spontan unter Spaltung des
Esters und Freisetzung von Fluorescein cyclisiert. Zwischen
der Fluoreszenzintensit�t und der H2S-Konzentration (sofern
diese < 10 mm ist) besteht eine gute Linearit�t. Die Sonde 3
wurde bereits zum Nachweis von H2S in komplexen biologi-
schen Medien wie Rinderblutplasma und zur Visualisierung
von H2S in lebenden Zellen eingesetzt. Leider wurden aber
mit 3 keine Experimente durchgef�hrt, um endogen produ-
ziertes H2S r�umlich und zeitlich nachzuverfolgen. Gr�nde
hierf�r sind wahrscheinlich die begrenzte Empfindlichkeit
und die eher lange Reaktionszeit (eine Stunde bis zum Er-
reichen der maximalen Fluoreszenzintensit�t). Ein ganz we-
sentlicher Nachteil bei diesem System sind auch Nebenreak-
tionen von Biothiolen (Cysteinderivaten) mit 3. Durch �hn-
liche nukleophile Substitutionen bilden sich Nebenprodukte,
die zwar selbst nicht fluoreszieren, aber kompetitiv zu H2S
mit 3 reagieren. Damit sinkt die Empfindlichkeit, und zum
Erreichen des gew�nschten Signals muss die Konzentration
von 3 erhçht werden. Außerdem kann in biologischen Sys-
temen die Labilit�t der Esterbindung, die von Proteasen und
Esterasen ebenfalls unter Bildung von Fluorescein gespalten
wird, zu einem starken Hintergrundrauschen f�hren. Letzt-
lich setzt also die Komplexit�t der nukleophilen Substitution
die Empfindlichkeit von 3 herab. In Tabelle 1 sind die Ei-

Schema 2. Wirkungsweise einer H2S-Sonde durch Demaskierung von
Fluorescein mit H2S.

Tabelle 1: Fluoreszenzsonden zum Nachweis von H2S.[a]

Sonde Mechanismus, Zeit Medium,
Nachweisgrenze

Fluoreszenz-
verst�rkung

Nachweis in
lebenden Zellen

Nachweis von
endogenem H2S

1 Reduktion von Azid, 1 h HEPES, 5–10 mm 7–9-fach bei 100 mm ja nein
2 Reduktion von Azid, Sekunden Rinderserum, 1 mm 40-fach bei 100 mm N/A ja
3 nukleophile Substitution, 1 h PBS/MeCN, ca. 2.5 mm 55–77-fach bei 50 mm ja nein

[a] HEPES= 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansulfons�ure, N/A= keine Angabe, PBS = phosphatgepufferte Kochsalzlçsung.
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genschaften der Fluoreszenzsonden 1–3 einander gegen-
�bergestellt.

Diese drei Studien haben Mçglichkeiten aufgezeigt, H2S
durch Fluoreszenz nachzuweisen. Wichtiger noch als der
bloße Nachweis von H2S ist jedoch die Aussicht, mit den
neuen Techniken die biomedizinischen Funktionen und Ei-
genschaften von H2S in biologischen Systemen zu untersu-
chen. Es darf erwartet werden, dass ausgehend von den hier
beschriebenen Strategien bald neue und verbesserte Sonden
f�r spezifische Forschungszwecke und praktische Anwen-
dungen entwickelt werden.
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