dte

Highlights

Biolumineszenz

DOI: 10.1002/ange.201203565

D-Luciferinanaloga: eine vielfarbige Palette fiir die
Biolumineszenzbildgebung**
Yuan-Qiang Sun, Jing Liu, Pi Wang, Jingyu Zhang und Wei Guo*

Luciferasen - Luciferine - Lumineszenz -
Mehrfarbenbildgebung

8554

Das Leuchten der Gliihwiirmchen ist ein wunderschones
Beispiel fiir die Biolumineszenz, die Umwandlung chemi-
scher Energie durch einen lebenden Organismus in Licht. Die
Glithwiirmchen-Luciferase (Fluc) macht sich die chemische
Energie von ATP und Sauerstoff zunutze, um ihr Substrat, b-
Luciferin, in angeregtes Oxyluciferin zu iiberfiihren. Beim
Ubergang dieses Molekiils in den Grundzustand wird ein
Photon im gelbgriinen Lichtbereich emittiert (Schema 1).M"
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Schema 1. Bei der Luciferase-katalysierten Oxidation von p-Luciferin
wird sichtbares Licht abgegeben. Die Lichtemission erfolgt aus dem
angeregten Zustand von Oxyluciferin.

Da Zellen und Gewebe normalerweise keine signifikanten
Mengen sichtbarer Photonen emittieren, ist das Signal-
Rausch-Verhiltnis bei der Biolumineszenz auf3erordentlich
hoch, wodurch sie sich fiir empfindliche Bildgebungsanwen-
dungen empfiehlt.” In der Tat ist die Biolumineszenz eine der
beliebtesten Methoden zur Visualisierung biologischer Pro-
zesse in vitro, in lebenden Zellen und in gesamten Organis-
men.P! Die nichtinvasive Biolumineszenzbildgebung in le-
benden Organismen wurde beispielsweise zu einer Stan-
dardtechnik in der biologischen Krebsforschung zur Beob-
achtung von Genexpression, Gentransfers, Tumorwachstum,
Enzymaktivitdt, Reaktionen auf neuartige medikamentose
Behandlungen und Protein-Protein-Wechselwirkungen.>*
Obwohl die Biolumineszenz eine bemerkenswerte Viel-
seitigkeit aufweist, kann sie bislang nur auf jeweils einen
Zelltyp oder eine biologische Eigenschaft angewendet wer-
den. Diese Einschriankung ergibt sich aus der Tatsache, dass
nur einige wenige Luciferasen fiir die biologische Forschung
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geeignet sind; erschwerend kommt hinzu, dass fast alle diese
Luciferasen auf demselben Substrat basieren (D-Luciferin).
Um diese Einschrankungen zu iiberwinden, braucht es eine
groBe Auswahl lichtemittierender Luciferine mit unter-
schiedlichen Biolumineszenz-Wellenldngen. Zugleich wiren
Luciferinanaloga, die im Fern- bis Nah-IR-Bereich
(> 600 nm) emittieren und somit Lichtabsorption und Licht-
streuung durch das Gewebe verhindern, fiir Tiefengewebe-
analysen sehr niitzlich. Die Arbeitsgruppen von Miller,"
Moerner™® und Prescher” legten jiingst unabhingig vonein-
ander Studien iiber Alkylaminoluciferine, Aminoselenoluci-
ferin und Luciferine mit Benzimidazolgeriist vor. Die drei
Klassen von Luciferinanaloga wurden durch einfache Ver-
anderungen des Hydroxyrests oder des Schwefelatoms im
urspriinglichen D-Luciferin erhalten (Abbildung 1). Dabei

v X = OH, NH,, NR,
Y =S, NH, NMe
N/ Z=S,Se

Abbildung 1. Die Komponenten der Luciferinanaloga.

wurde auf Erfahrungen aus der Entwicklung von Fluores-
zenzfarbstoffen zuriickgegriffen.’! Die drei Analoga weisen
sowohl ausgezeichnete Biolumineszenzeigenschaften als auch
ein enormes Potenzial fiir die Biolumineszenzbildgebung auf.
Im Folgenden werden diese wichtigen Erkenntnisse zusam-
mengefasst.

Obwohl an Aminoluciferinen erst in den letzten Jahren
aktiv geforscht wurde, haben White, McElroy et al. schon
1966 festgestellt, dass die 6'-Hydroxygruppe von p-Luciferin
durch eine Aminogruppe ersetzt werden kann.”) Aminoluci-
ferin emittiert mit der Gliihwiirmchen-Wildtyp-Luciferase
Licht bei einer groBeren Wellenldnge als p-Luciferin (593
gegeniiber 557 nm).""" Miller et al. entwickelten kiirzlich auf
diesem Konzept aufbauend vier Alkylaminoluciferine (1-4,
Schema 2).! Deren Emission mit der Glithwiirmchen-Wild-
typ-Luciferase ist noch weiter rotverschoben (Tabelle 1), al-
lerdings ist damit eine signifikante Verringerung der Licht-
leistung verbunden. Nach Meinung der Autoren ist die ge-
ringe Intensitdt der Lichtemission auf kinetische Griinde
(geringerer enzymatischer Umsatz oder Produktinhibierung)
oder auf eine inhdrent geringere Effizienz der Lichterzeugung
(geringere Quantenausbeute oder es wird kein Oxyluciferin
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Schema 2. Strukturen von Aminoluciferin und den Luciferinanaloga
2-5.

Tabelle 1: Emissionsmaxima der Luciferinsubstrate mit Wildtyp-Lucife-
rase und Ultra-Glo sowie ihre Anwendung in der Biolumineszenzbild-
gebung.

Substrat Amax [NM] Detektion in vivo
Wildtyp Ultra-Glo

d-Luciferin 557 551 ja
Aminoluciferin 594 576 ja

1 609 590 nein
2 623 601 nein
3 599 583 nein
4 607 600 nein
5 600 nicht bestimmt ja

6 578 nicht bestimmt ja

7 460 nicht bestimmt ja

erzeugt) oder auf beides zuriickzufiithren. Mit Ultra-Glo-Lu-
ciferase (einer stark mutierten Luciferase-Form, die entwor-
fen wurde, um eine hohere Stabilitdt und Widerstandsfahig-
keit gegeniiber Inhibierung wiahrend Hochdurchsatzverfah-
ren zu erreichen) in P450-Glo-Puffer wiesen 3 und 4 aller-
dings eine drastisch erhohte Leistung iiber einen weiten
Konzentrationsbereich  (1-100 um) auf! Beispielsweise
emittierte 3, bei einer Konzentration von 1 pum, 5.7-mal so viel
Licht wie Aminoluciferin und 3.2-mal so viel wie D-Luciferin.
Leider ist Ultra-Glo aber nicht als genetisches Konstrukt er-
héltlich, das in lebende Organismen zur Biolumineszenz-
bildgebung eingefiihrt werden konnte.

Durch Kombination des Elektronendonoreffekts einer
Aminogruppe mit dem polaren Effekt eines Selenatoms!'!
gelangten Moerner et al. zu einem Selen-Analogon von D-
Luciferin (5, Schema 2) mit einer relativ zum Schwefel-Ana-
logon rotverschobenen Biolumineszenz.!! In Gegenwart von
ATP, Mg”" und Sauerstoff emittiert 5 mit gereinigtem nativem
Fluc ein rotes Biolumineszenzsignal. Dieses Signal kann
problemlos vom gelbgriinen Biolumineszenzsignal von D-
Luciferin und vom orangfarbenen Biolumineszenzsignal von
Aminoluciferin unterschieden werden. Der Anteil integrier-
ter Biolumineszenzemission iiber 600 nm (ein wichtiges Kri-
terium fiir das Durchdringen von Gewebe bei der In-vivo-
Biolumineszenzbildgebung) betrigt 55% fiir 5 und ist damit
hoher als fiir p-Luciferin und Aminoluciferin (23% bzw.
41%). Das Analogon 5 wurde zur Biolumineszenzbildgebung
in humanen Brustadenokarzinomzellen (MDA-MB-468) und
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in Nacktméusen mit einer subkutanen xenotransplantierten
Tumorzelllinie (MDA-MB-468) verwendet, die beide FLuc
konstitutiv exprimieren.

Jiingst haben Prescher et al. zwei Arten von Luciferin-
analoga beschrieben, die Luciferine 6 und 7 mit Benzimida-
zolgeriist sowie 8 und 9 mit Imidazolingeriist, in denen die
Benzothiazol- oder die Thiazolineinheit von bD-Luciferin
durch eine Benzimidazol- bzw. Imidazolineinheit ersetzt ist
(Schema 3)." Werden 6 und 7 bei pH 7.4 mit dem Enzym,

HO. H N-_»COH HO N/ N-_»COH
T~ 7 TLo—~<r
N S N S

6 7
HO s N_COH HO B N_COH
T~y OL<T
N N N N
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Schema 3. Strukturen der Luciferinanaloga 6-9.

ATP und Coenzym A (um die Produktinhibierung zu ver-
ringern) inkubiert, resultiert eine starke Emission. Dagegen
wurde keine Lichtemission bei 8 und nur eine sehr geringe bei
9 beobachtet. Dies kann auf eine schlechte Bindung an Fluc,
eine geringere Effizienz bei der Lichterzeugung oder eine
Kombination dieser beiden sowie weiterer Faktoren zuriick-
gefithrt werden. Es ist bemerkenswert, dass 7 unter den be-
kannten Fluc-Substraten die intensivste Blaulichtemission
aufweist, was darauf hindeutet, dass sich 7 als niitzlich in
Mehrkomponentenbildgebungsverfahren erweisen konnte,
da seine Emission problemlos von denen anderer Luciferine
durch den Einsatz geeigneter Filter unterschieden werden
kann. Experimente in Fluc exprimierenden HEK-293-Zellen
ergaben, dass die Benzimidazolgeriiste ausreichend kompa-
tibel fiir bildgebende Untersuchungen an Zellen sind.

Wihrend die oben erwédhnten hydroxy- oder aminosub-
stituierten Luciferinanaloga starke Emitter sind, wurde kein
Licht emittiert, sobald die 6’-Hydroxy- bzw. 6'-Aminogruppe
durch Methoxy-, Ethoxy- oder N-Acetylaminogruppen er-
setzt war."! Diese Befunde ermoglichen die einfache Ent-
wicklung einer Vielzahl von Anschalt-Biolumineszenzson-
den.

Abbildung 2 zeigt den allgemeinen Aufbau einer An-
schalt-Biolumineszenzsonde. Durch die Modifizierung von
(Amino)luciferin mit einem Schalter an der 6'-Hydroxy- oder
6’-Aminogruppe wird die Lichtemission unterbunden. Sobald
der Schalter entfernt wird, steht (Amino)luciferin fiir Folge-
reaktionen mit Glithwiirmchen-Luciferase zur Verfiigung,
und ein Photon wird erzeugt. Dieser Ansatz sollte es er-

Abspaltung des

Schalt
A ? Luciferase

X=0,NH

Abbildung 2. Allgemeiner Mechanismus modularer Anschalt-Biolumi-
neszenzsonden.
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moglichen, mithilfe der Erfahrungen aus der Entwicklung
von Fluoreszenzsonden niitzliche Biolumineszenzsonden zu
erhalten."¥ So berichteten die Gruppen von Kindermann,['#
Rao!"! und Chang"*! unabhingig voneinander iiber lucife-
rinbasierte Biolumineszenzsonden zur Abbildung der Cas-
pase-1-Aktivitdt, der f-Lactamase-Aktivitdt bzw. der Was-
serstoffperoxiderzeugung.

Neben der oben erwidhnten einfachen Auswechslung
einzelner Atome des urspriinglichen D-Luciferins bietet der
Ersatz des gesamten Benzothiazolkerns von bD-Luciferin
durch eine Chinolin-, Naphthalin- oder Cumarineinheit einen
alternativen Weg zu Luciferinanaloga.l* In einer 2010 ver-
offentlichten Arbeit berichten Nagano et al. iiber eine Klasse
von Luciferinanaloga, die eine Aminogruppe an ihrem Ben-
zothiazol-, Chinolin-, Naphthalin- oder Cumaringeriist tra-
gen.® Diese Analoga emittieren Biolumineszenz in unter-
schiedlichen Farben: rot, orange, gelb und griin. Die Autoren
verwendeten eines dieser Analoga, Cumarylaminoluciferin,
als energielieferndes Substrat und das gelb fluoreszierende
Protein (YFP) als energieaufnehmendes Fluorophor, um ein
Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer(BRET)-System
mit der roten Luciferase des Schnellkifers (CBRluc) zu
schaffen, wobei ein deutlich bimodales Biolumineszenzspek-
trum erhalten wurde.

In diesem Highlight fassten wir die jlingsten Fortschritte
bei stark emittierenden Luciferinanaloga zusammen. Diese
Analoga diirften bei der Entwicklung von Biolumineszenz-
sonden fiir eine Vielzahl biologischer Anwendungen, wie der
Detektion wichtiger Spezies und der Abbildung biologisch
wichtiger Prozesse, zum Einsatz kommen.
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