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1. Einleitung

Zellen sind die fundamentalen Funktionseinheiten jeder
Lebensform, und Zellorganellen sind unverzichtbar fgr ihre
Funktion.[1] Unter den unterschiedlichen Organellen in eu-
karyotischen Zellen sind die Mitochondrien, die Lysosomen/
Endosomen, das endoplasmatische Retikulum (ER), der
Golgi-Apparat und der Zellkern, angeordnet von der Peri-
pherie hin zum Innenbereich. Jede Organelle spielt seine je-
weilige Rolle bei der Unterstgtzung der normalen Zellfunk-
tionen.

Im Inneren der Zellen l-uft ein breites Spektrum an un-
terschiedlichen Reaktionen ab. Zahlreiche chemische Spezi-
es, einschließlich Metallionen/Anionen,[2] reaktiver Sauer-
stoff-/Stickstoffspezies (ROS/RNS),[2, 3] Thiolen,[2] Peptide
und Enzyme[4] nehmen entweder gber Signalwege oder
Stressantworten aktiv an physiologischen und pathologischen
Vorkommnissen teil.[5] Ob Biomolekgle eine Signalwirkung
oder Stress auslçsen, h-ngt nicht nur von ihren Konzentra-
tionen ab, sondern auch vom jeweiligen subzellul-ren Auf-
enthaltsort.[1a] Eine falsche Anordnung chemischer Spezies
kann die Zellfunktionen beeintr-chtigen. Beispielsweise sind
mitochondriales H2O2 und NO als wichtige Signalmolekgle
an zahlreichen Transduktionsprozessen beteiligt.[3, 6] Zu viel
lysosomales H2O2 und NO fghren hingegen zu lysosomalen
Fehlfunktionen, denen Bedeutung bei Autophagozytose oder
Zelltod zugemessen wird.[7] Daher kann eine differenzierte
Betrachtung der chemischen Prozesse innerhalb einzelner
Organellen zellphysiologische und -pathologische Studien
erleichtern und unser Wissen um die grundlegenden Zell-
funktionen und die Behandlung von Krankheiten bereichern.

Jgngste Entwicklungen in der analytischen Chemie lehr-
ten die Forscher, dass Sonden zur 3berwachung von Zellen
1) spezifisch in die Zielorganelle lebender Zellen/von leben-
dem Gewebe eingeschleust werden sollten, 2) vor Erreichen
der Zielorganelle inert sein sollten und 3) selektiv auf den
interessierenden Analyten reagieren sollten. Bis heute

wurden mithilfe von Hochleistungsflgssigkeitschromatogra-
phie (HPLC), Massenspektrometrie, Isotopenmarkierungen
usw.[8] wertvolle zellchemische Informationen erhalten.
Solche Methoden sind allerdings ressourcen- und zeitauf-
w-ndig. Außerdem sind sie entweder fgr die 3berwachung
lebender Biosysteme in situ ungeeignet (HPLC und Mas-
senspektrometrie), oder sie stellen ein potentielles Risiko dar
(Isotopenmarkierung). Daher ist die eindeutige Erkennung
der Zellchemie noch immer eine der grçßten Herausforde-
rungen fgr Chemiker und Biologen.

Die Fluoreszenzbildgebung hat sich zu einem leistungs-
starken Verfahren zur 3berwachung der Menge, der Lokali-

Ohne genau durchdachte Fluoreszenzmarker/-sonden kann auch das
fortschrittlichste hochauflçsende Mikroskopieverfahren keinen Ein-
blick in subzellul-re Matrizes geben. Die Entwicklung der Biologie
wurde in zunehmendem Maße durch Fortschritte im Bereich der
Chemie vorangetrieben. Ein prominentes Beispiel hierfgr sind nie-
dermolekulare Fluoreszenzsonden, die nicht nur die Bildgebung auf
zellul-rer Ebene ermçglichen, sondern auch subzellul-re Abbildun-
gen. Die meisten chemischen/biologischen Ereignisse finden innerhalb
von Zellorganellen statt, sodass diese Substrukturen zunehmend mit-
hilfe von Fluoreszenzverfahren untersucht wurden. Dieser Aufsatz
fasst die vorhandenen Fluoreszenzsonden zusammen, die auf chemi-
sche/biologische Geschehnisse innerhalb einzelner Organellen zielen.
Dargber hinaus werden Strategien zur Verankerung an den Organel-
len vorgestellt, um das Design neuer Fluoreszenzsonden anzuregen.
Abschließend werden die Zukunftsaussichten fgr weitere Entwick-
lungen in der chemischen Biologie diskutiert.
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sierung und der Bewegung von Biomolekglen auf zellul-rer
Ebene entwickelt.[9] Von Bedeutung ist, dass niedermoleku-
lare Fluoreszenzsonden in diversen Bereichen verbreitet zum
Einsatz kamen, einschließlich der chemischen Biologie, der
klinischen Diagnose und der Wirkstoffentwicklung.[10] Bisher
wurden etliche Fluoreszenzsonden entwickelt, die in vitro als
Reaktion auf den interessierenden Analyten ein stark ver-
-ndertes Emissionsprofil aufwiesen.[9, 11] In praktischer Hin-
sicht verliert der Forscher allerdings die Kontrolle gber die
Lokalisierung der Sonden, sobald diese in die Zellmatrix
eindringen, da nicht genau konzipierte Verbindungen frei
innerhalb der Matrix diffundieren. Demzufolge sollten auf
Organellen zielende aktivierbare Fluoreszenzsonden
(OTAFPs), die nicht nur auf einen bestimmten Analyten
reagieren, sondern auch auf Organellen zielen, die diesen
Analyten beherbergen, besser geeignet sein.

Idealerweise befindet sich ein OTAFP vor dem Erreichen
der Organelle im ausgeschalteten Zustand, um Hinter-
grundreaktionen zu minimieren. Beim Erreichen der Zielor-
ganelle lçst der interessierende Analyt die Aktivierung des

OTAFPs aus, und es wird ein Fluoreszenzsignal fgr den an-
geschalteten Zustand beobachtet. Diese Eigenschaften bieten
eine praktische Vorgehensweise zur Verbesserung der sub-
zellul-ren Darstellung von Biospezies sowie zur Steigerung
sowohl der Empfindlichkeit als auch der Selektivit-t von
Fluoreszenzsonden. In Anbetracht all der Vorteile von
OTAFPs ist fgr ngtzliche OTAFPs allerdings das Design se-
lektiver und potenter auf Organellen zielender Strukturele-
mente erforderlich, was aufgrund der Unvorhersehbarkeit
des Verhaltens chemischer Verbindungen innerhalb einer
Zelle deren limitierender Faktor ist.[12] Außerdem sollten fgr
praktische Anwendungen beim Design von OTAFPs auch
noch andere Kriterien bergcksichtigt werden: Die Sonden
sollten 1) minimale Zytotoxizit-t aufweisen, 2) den endoge-
nen Metabolismus nicht ver-ndern, 3) die Plasmamembran
und die Membran der Organellen (sofern vorhanden) rasch
durchdringen kçnnen, 4) im Inneren der Zielorganelle ver-
bleiben sowie selektiv und effizient mit dem interessierenden
Analyten reagieren, 5) gut synthetisierbar und chemisch
stabil sein und 6) messbare Signal-nderungen hervorrufen.
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Glgcklicherweise kann die Selektion effizienter auf Or-
ganellen zielender Strukturelemente von den Fortschritten
bei Studien zur Wirkstofffreisetzung profitieren.[6, 13] Bei-
spielsweise wurde in der pharmazeutischen Industrie zum
Zielen auf Mitochondrien fgr lange Zeit Triphenylphospho-
nium (TPP) eingesetzt und in unterschiedliche Wirkstoffe zur
Therapie mitochondrialer Fehlfunktionen eingebunden.[13d–f]

Mehrere Aufs-tze konzentrieren sich auf Fluoreszenzsonden,
die auf Mitochondrien zielen.[14, 19] Die Nachfrage nach einem
systematischen 3berblick gber das gesamte Gebiet der
OTAFPs wurde allerdings noch nicht gedeckt. Um ein um-
fassendes Bild des gegenw-rtigen Fortschritts wiederzugeben,
haben wir so viele niedermolekulare OTAFPs gesammelt wie
mçglich und diese gem-ß den Organellen kategorisiert, auf
die sie zielen: die Mitochondrien, die Lysosomen/Endoso-
men, die Plasmamembran und den Zellkern sowie das ER/
den Golgi-Apparat. Außerdem geben wir eine kurze Ein-
fghrung in die entsprechenden Funktionen der Organellen.
Zus-tzlich befassen wir uns mit den OTAFPs, die auf Ana-
lyten von Organellen, einschließlich diverser Metallionen,
Anionen, Aminos-uren und reaktiver Spezies, sowie zellul-re
Abl-ufe antworten und stellen ihre reagierenden Struktur-
elemente heraus. Diese OTAFPs ermçglichen eine Visuali-
sierung der Zellchemie und liefern einen tieferen Einblick in
die fundamentale Zellbiologie. Insgesamt bemghen wir uns,
einen allgemeinen 3berblick gber die Grundlagen des De-
signs von OTAFPs zu geben, der hervorhebt, wie das Zielen
auf eine Zielorganelle mit der Antwort auf einen Analyten
vereint werden kann. Proteinbasierte Fluoreszenzmarker
(z. B. das grgn fluoreszierende Protein (GFP))[15] und nano-
partikelbasierte Fluoreszenzsonden (z. B. Quantenpunkte)[16]

stellen komplement-re Vorgehensweisen zur Entwicklung
von Fluoreszenzsonden fgr die subzellul-re Bildgebung dar,
die jedoch in diesem Aufsatz nicht bergcksichtigt werden.

2. Allgemeine Methoden ffr den Transport zu
Organellen

Grunds-tzlich wurden bisher zwei Strategien zur 3ber-
tragung von Fluoreszenzsonden auf Organellen eingesetzt:
die direkte einstufige und die indirekte zweistufige Vorge-
hensweise. Die einstufige Strategie nutzt OTAFPs, die ent-
weder kovalent an Ankermotive fgr Organellen gebunden
sind oder strukturell dahingehend modifiziert wurden, dass
die Ankerelemente fgr die Organelle in den Fluorophor
eingearbeitet sind (Abbildung 1A). Die 3berlegungen beim
Design solcher OTAFPs sind einfach: Der Fluorophor muss
mit einem Anker ausgestattet werden, der das Molekgl in die
gewgnschte Organelle lenkt; beispielsweise akkumulieren
Molekgle, die TPP enthalten, im Inneren der Mitochondrien,
w-hrend nichtprotonierte Aminbasen lysosomotrop sind.[17]

Bei der Begegnung zwischen dem antwortenden Struktur-
element und dem Analyten -ndert sich das Emissionsprofil
des zun-chst maskierten Fluorophors, was zu einem An-/
Abschalten der Fluoreszenz fghren kann oder zu einem ra-
tiometrischen Muster. Es wurden unterschiedliche auf Or-
ganellen zielende Strukturelemente beschrieben, einschließ-
lich aus Proteomikstudien abgeleiteter natgrlicher und syn-

thetischer Peptide,[17a,18] ebenso wie kleine organische
Marker, die zumeist aus der Pharmaindustrie gbernommen
wurden.[17a, 19] Tats-chlich haben pharmazeutische Forschun-
gen einen enormen Beitrag zu dem Bereich der Fluores-
zenzsonden geliefert, der weiterhin von den Fortschritten bei
Untersuchungen zur gezielten Wirkstofffreisetzung profi-
tiert.[13a, 17b, 20] Außerdem wurden Fluoreszenzsonden durch
den Aufbau und das Screening von Bibliotheken entdeckt,
wobei Methoden des Wirkstoff-Screenings imitiert wurden.[21]

Die direkte einstufige Strategie wird detailliert in den fol-
genden Abschnitten diskutiert.

Neben der direkten einstufigen Strategie wurde auch gber
eine indirekte zweistufige Strategie zur Entwicklung von
OTAFPs berichtet (Abbildung 1B). Herausragende Beispiele
hierfgr sind unter anderem HaloTag- und SNAP-AGT-Bio-
konjugationen.[22] Im Prinzip wird zun-chst ein Rezeptor mit
hoher Affinit-t oder ein Enzym an einem subzellul-ren
Kompartiment exprimiert; unterdessen kann eine Fluores-
zenzsonde mit einem auf Rezeptoren zielenden Strukturele-
ment oder einem enzymatischen Substrat mit dem Rezeptor/
Enzym reagieren und mit dem interessierenden Protein eine
kovalente Bindung bilden, wodurch sie selektiv innerhalb der
Zielorganelle festgehalten wird. Bei dem SNAP-AGT-Ver-
fahren sind die Proteine im Inneren der Zielorganelle mit O6-
Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase (AGT) vereinigt, und
die das Guaninsubstrat enthaltenden Sonden binden unter
Abspaltung des Guaninrests kovalent an das Enzym. Außer-
dem enth-lt die Fluoreszenzsonde ein auf den Analyten
reagierendes Strukturelement, das die Emission des Fluoro-
phors maskiert, und sobald eine Reaktion mit dem Analyten
stattfindet ruft die Sonde ein ver-ndertes Fluoreszenzsignal
hervor. Die indirekte zweistufige Strategie ist ein allgemeiner
Ansatz, der insbesondere die 3bertragung von Fluoreszenz-

Abbildung 1. A) Auf der direkten einstufigen Strategie basierende
OTAFPs. B) Auf der indirekten zweistufigen Strategie basierende
OTAFPs.
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sonden auf Organellen ohne auf kleine Molekgle zielende
Strukturelemente vereinfacht. Allerdings behindert die
proteingebundene Form die freie Verteilung der Sonden. Fgr
Signalmolekgle, die im Zellinneren treiben, ist diese Strategie
unter Umst-nden weniger geeignet. In den folgenden Ab-
schnitten werden wir uns mit der einstufigen direkten Stra-
tegie auseinandersetzen und mehrere elegante Beispiele fgr
die zweistufige Strategie vorstellen.

3. Auf Mitochondrien zielende aktivierbare
Fluoreszenzsonden (MiTAFPs)

3.1. Chemische Prozesse in Mitochondrien

Mitochondrien sind die wichtigsten Energieerzeuger
nahezu aller Lebewesen.[13d] 3ber eine Reihe chemischer und
biologischer Prozesse, die als oxidative Phosphorylierung
bekannt sind, produzieren Mitochondrien Adenosintriphos-
phat (ATP), das als Coenzym wirkt und diverse Zellaktivi-
t-ten antreibt, einschließlich der Biomolekglsynthese, der
Zellteilung und des Metabolismus.[23] Um den Ablauf der
komplizierten Funktionen sicherzustellen, nutzen Mitochon-
drien eine teilisolierte Doppelmembrankonfiguration. Ein
Mitochondrium wird von zwei Membranschichten umhgllt,
der porçsen, permeablen -ußeren Membran sowie der stark
gewundenen inneren Membran (Abbildung 2).[24] Unterteilt

durch die zwei Schichten nutzt der Intermembranraum eine
-hnliche chemische Umgebung wie das Cytoplasma, da die
-ußere Membran fgr Molekgle kleiner als 6 kD permeabel
ist, was einen raschen chemischen Austausch zwischen dem
Cytoplasma und den Mitochondrien ermçglicht.[1a] Dagegen
befindet sich in der inneren Membran die isolierte Matrix, in
der die meisten mitochondrialen Aktivit-ten ablaufen. Die
innere Membran der Mitochondrien enth-lt zahlreiche Pro-
teine, einschließlich Transportern, Oxidoreduktasen, die fgr
Redoxreaktionen und den Transfer von Elektronen zust-ndig
sind, sowie Synthasen fgr die Synthese von Biomolekg-
len.[1a, 25]

Die oxidative Phosphorylierung findet gber synergistische
Effekte zwischen etlichen Proteinen in der inneren Membran
statt.[26] In der mitochondrialen Matrix l-uft der Citratzyklus
ab, durch den reduziertes Nikotinamidadenindinucleotid
(NADH) und Succinat aus den von den Zellen absorbierten
N-hrstoffen und Wasser hergestellt werden.[27] NADH und
Succinat werden gber den Komplex I, die NADH-Dehydro-
genase und Komplex II, die Succinat-Dehydrogenase, die
beide in die innere Membran eingebettet sind, separat zu
NAD und Fumarat oxidiert.[28] Die Elektronen von NADH
und Succinat reduzieren Ubichinon zu Ubichinol, in dem der
Chinonrest zu Hydrochinon umgewandelt wurde. Der Kom-
plex III, die Cytochrom-c-Reduktase, gbertr-gt dann die
Elektronen vom Ubichinol auf die H-mprotein-Eisenspezies
(Fe3+ wird zu Fe2+ reduziert) von Cytochrom c.[29] Der Elek-
tronentransfer wird durch den Komplex IV beendet, die Cy-
tochrom-c-Oxidase, die die H-mprotein-Eisenspezies reoxi-
diert und die Elektronen unter Bildung von Wasser auf Sau-
erstoff gbertr-gt.[30]

Es ist anzumerken, dass 1) bei allen Elektronentransfer-
reaktionen Energie freigesetzt wird und 2) mit Ausnahme von
Komplex II, bei den drei anderen Komplexen Protonen-
pumpen involviert sind, die die Protonen in den Intermem-
branraum leiten. Unter synergistischer Zusammenwirkung
erfolgt die 3bertragung der freigesetzten Energie auf die
ATP-Synthase und die Chemiosmose der herausgepumpten
Protonen. Das Herauspumpen von Protonen ruft einen Pro-
tonengradienten hervor, der zu einem leicht basischen Milieu
im Inneren der Matrix fghrt. Außerdem induziert der Abfluss
positiver Ladungen ein Membranpotential, das deutlich
grçßer ist als das jeder andere Organelle.[31] Infolge des
Membranpotentials und des Anteils isolierter Matrix werden
wichtige Stoffe, wie ADP und Phosphatmonomere, von
Phosphattransportern und ATP/ADP-Transportern impor-
tiert und zu der ATP-Synthase geleitet, wo ADP, Phosphat
und Protonen mithilfe der durch die chemiosmotisch weiter-
geleiteten Protonen gbertragenen Energie unter Bildung von
ATP reagieren.[32] Die gesamte oxidative Phosphorylierung,
zusammen mit der Produktion von ATP, wird als mito-
chondriale Atmung verstanden, da sie die normalen Funk-
tionen einer lebenden Zelle – und damit eines lebenden
Kçrpers – aufrecht erh-lt.[33] In diesem hochempfindlichen
System erfordert es zur Auslçsung jedes Reaktionsschritts
rechtzeitiger und genau abgestimmter Signale. Zu den wich-
tigen Signalmolekglen z-hlen unterschiedliche Metallionen
(Ca2+, Fe2+/3+, Zn2+ und Cu+)[34] sowie reaktive Sauerstoff-/
Stickstoff-/Schwefelspezies (ROS/RNS/RSS)[35] zur Koordi-
nation der normalen Funktionen der mitochondrialen
Atmung. Die mitochondriale Temperatur[36] und die Visko-
sit-t der Matrix[37] beeinflussen ebenfalls den Transport und
die Funktion von Biomolekglen.

Trotz der entscheidenden Rolle der mitochondrialen
Atmung entweichen im Laufe des Elektronentransfers suk-
zessiv Elektronen, welche die mitochondrialen Funktionen
gef-hrden. Infolge des Elektronenverlusts wird eine Reihe
von ROS und RNS gebildet, beginnend mit der Erzeugung
von Superoxidradikalen aus Sauerstoff und Elektronen.[38]

Zus-tzlich reagieren die Radikale entweder mit Stickstoff-
monoxid unter Bildung von Peroxynitrit oder mit Mangan-

Abbildung 2. Grundlegende Bestandteile und chemische Prozesse von
Mitochondrien.
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Superoxid-Dismutase (MnSOD) unter Erzeugung von Was-
serstoffperoxid, das weiter zu hochgiftigen Hydroxylradika-
len reduziert wird. Die schwersten von der reaktiven Spezies
verursachten Sch-den sind die Lipidperoxidation und die
Stçrung der ionischen/biomolekularen Mechanismen, ein-
schließlich des mitochondrialen Permeabilit-tsgbergangs.
Eine Fehlfunktion der Membran und der Reaktionswege
fghrt zur Freisetzung signalgebender Metallionen (Ca2+) oder
sogar apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktoren, was auf
den programmierten Zelltod hinausl-uft. Um den durch die
Atmung hervorgerufenen unvermeidbaren oxidativen Stress
zu unterbinden, betreiben Mitochondrien eine Reihe von
Reduktionsmechanismen, die von Glutathion (GSH) und
Thioredoxin (Trx) durchgefghrt und beide durch ihre ent-
sprechenden Reduktasen vermittelt werden.

3.2. Allgemeine Methoden zum Design von MiTAFPs

Es ist allgemein anerkannt, dass das durch die mito-
chondriale oxidative Phosphorylierung ausgelçste Protonen-
pumpen ein stark negatives Membranpotential von 180–
200 mV innerhalb der Matrix zur Folge hat.[39] Angetrieben
von dem Gradienten des Membranpotentials neigen stark
lipophile Kationen daher dazu, sich durch die Phospholipid-
Doppelschicht der inneren Membran hindurch zu bewegen
und in der mitochondrialen Matrix in einem Verh-ltnis von
gber 10:1 gegengber anderen Organellen zu akkumulie-
ren.[6, 40] Die meisten Fluoreszenzsonden mit lipophilen Kat-
ionen akkumulieren innerhalb der mitochondrialen Matrix
lebender Zellen, und entsprechend gben die Mitochondrien
eine starke Anziehungskraft auf viele intrinsisch lipophile
kationische Farbstoffe, wie Rhodamine, Indole und Cyanine,
aus.[31, 41] Solche Fluorophore wurden zur Anpassung an bio-
logische Studien optimiert und kommerzialisiert. Beispiels-
weise kçnnen die MitoTracker (1 und 2, Schema 1A),[42] die
entlang des lipophilen Gergsts insgesamt positiv geladen sind,
einfach von den Mitochondrien lebender Zellen aufgenom-
men werden. Sie bieten zahlreiche Optionen fgr die Emissi-
onswellenl-nge und f-rben andere Organellen nur unterge-
ordnet.

Im Unterschied zu den intrinsisch kationischen und lipo-
philen Fluorophoren sind die meisten anderen fluoreszie-
renden Molekglgergste, n-mlich BODIPY, Fluorescein und
Cumarin, im unmodifizierten Zustand neutral. Diese Fluo-
rophore zeichnen sich zwar durch herausragende photophy-
sikalische Eigenschaften und diverse Emissionswellenl-ngen
aus, die sich von denen der Rhodamine und Cyanine unter-
scheiden, sie akkumulieren aber nicht bevorzugt in Mito-
chondrien. Dieses Problem kann durch Modifikation einer
neutralen Fluoreszenzsonde mit einem universellen lipophi-
len kationischen Rest gelçst werden, der ihren selektiven
Transport in die Mitochondrien steuert (Schema 1B). Inspi-
riert durch die pharmakologischen Untersuchungen wurde
berichtet, dass es sich unter anderem bei TPP,[20a] Flupirtin-
Derivaten[43] und MKT-077-Derivaten[44] um die potentesten
auf Mitochondrien zielenden Agenzien handelt. TPP, eine
große kationische organische Phosphoniumeinheit mit drei
lipophilen Phenylgruppen, die ursprgnglich zur 3bertragung

von Wirkstoffen auf Mitochondrien eingesetzt wurde, wurde
sp-ter in Fluorophore eingebaut und entwickelte sich auf-
grund ihrer einfachen Einfghrung und Anwendbarkeit zu der
am h-ufigsten genutzten lenkenden Einheit fgr den Transport
zu Mitochondrien. TPP kann rasch die mitochondriale
Membran passieren und sich mehrere hundertfach innerhalb
der mitochondrialen Matrix anreichern.[20a, 45] Durch Anh-n-
gen von TPP an g-ngige Fluorophore wurden etliche die
Mitochondrien f-rbenden Reagentien entwickelt.[46] Die po-
sitive Ladung am TPP kann jedoch das Membranpotential
beeinflussen, was zu Membranruptur und einer Stçrung der
Mikroumgebung fghrt.[47a, 108] Somit sind weitere Verbesse-
rungen der auf Mitochondrien zielenden Strategie erforder-
lich.

Außer lipophilen kationischen Vektoren wurden auch
natgrliche oder synthetische Peptide mit auf Mitochondrien
zielenden Eigenschaften beschrieben. Beispiele, die den mi-
tochondrialen Importmechanismus nutzen, n-mlich Signal-
peptide mit einer positiv geladenen amphiphatischen am N-
Terminus gebildeten a-Helix, erkennen die Translokase der
inneren mitochondrialen Membran und ermçglichen den
Transport von Frachtmolekglen, fgr gewçhnlich fluoreszie-
rende Proteine.[18] Inspiriert durch das natgrliche System
verfeinerten Forscher die langkettigen Polypeptide, um die
funktionellen Strukturelemente herauszuarbeiten, bei denen
es sich zumeist um entweder kationische (z. B. Arginin, Lysin)
oder hydrophobe (z.B. Phenylalanin, Cyclohexylalanin)

Schema 1. A) Repr-sentative Strukturen kommerzieller MitoTrackers.
B) Design der auf Mitochondrien zielenden auf Ankergruppen basie-
renden Fluoreszenzsonden. C) repr-sentative Struktur einer mito-
chondrialen Prozessierungspeptidase (MPP).
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Peptide mit auf Arginin basierenden funktionellen Gruppen
handelt (Schema 1C).[18,47] Die zahlreichen positiven Ladun-
gen werden durch die lange amphiphile Kette aus Amino-
s-uren ausgeglichen, und somit ist sowohl die Lipophilie zur
Durchquerung der Phospholipid-Doppelschicht als auch die
Biokompatibilit-t sichergestellt.

3.3. MiTAFPs ffr Metallionen und den pH-Wert

Es gibt zunehmend Belege dafgr, dass Metallionen in den
Mitochondrien einen tiefgreifenden Einfluss ausgben, was
bedeutet, dass es sich bei Kupfer, Eisen, Mangan und Zink um
Cofaktoren in Metalloenzymen und Metalloproteinen inner-
halb der Mitochondrien handelt.[48] Eine Stçrung des Me-
tallhaushalts fghrt zu einer Unterbrechung der Signalgebung,
zur Erzeugung von ROS und mitochondrialer Lipidmem-
branperoxidation, was die wahrscheinlichsten Beitr-ge zu
verschiedenen Krankheiten wie der Parkinson- und der Alz-
heimer-Krankheit bei gberhçhten Konzentrationen an Me-
tallionen (z. B. Fe3+, Cu2+ und Zn2+) darstellen kçnnte.[49]

Allerdings ist immer noch weitgehend unbekannt, wie Zellen
einen optimalen Vorrat an Metallionen zur Aufrechterhal-
tung mitochondrialer Funktionen konstant halten. Daher
besteht dringender Bedarf an Fluoreszenzsonden, die auf
Mitochondrien zielen und Metallionen-Konzentrationen in
lebenden Zellen messen.

Die frghen Arbeiten zu auf Mitochondrien zielenden
Fluoreszenzsonden fgr Metallionen liegen mehr als zwanzig
Jahre zurgck, als Tsien et al. 1989 gber eine Reihe von Ca2+-
Fluoreszenzsonden, die „Rhod–Serie“, berichteten.[50] Nach-
folgende Studien deuteten darauf hin, dass die „Rhod-
Sonden“, wie Rhod 2 (3a, Schema 2), bevorzugt in Mito-

chondrien akkumulieren, w-hrend ihre Acetoxymethyl-
(AM)-Ester-Derivate (z. B. Rhod 2-AM) bei der Quantifi-
zierung der mitochondrialen Calciumkonzentrationen zur
Anwendung kamen.[51]

Inspiriert durch ihre wegweisenden Arbeiten wurden ba-
sierend auf demselben Konzept intrinsisch lipophiler katio-
nische Fluorophore zahlreiche auf Mitochondrien zielende
Fluoreszenzsonden fgr Metallionen beschrieben. Beispiels-
weise ist das von Gee et al. publizierte RhodZin-3 (3b,
Schema 2) mittlerweile kommerziell erh-ltlich.[52] Vor
kurzem beschrieben Taki et al. eine auf Rhodamin basierende
Fluoreszenzsonde RosHg (4, Schema 2) fgr die Hg2+-Bild-
gebung in Mitochondrien.[53] In Abwesenheit von Hg2+ wird
die Emission von RosHg durch den photoinduzierten Elek-
tronentransfer (PeT) von dem elektronenreichen Rezeptor
(Amin oder Schwefel) auf den Xanthenrest effizient gelçscht
(F< 0.005), beim Binden an Hg2+ wird eine bemerkenswerte
Fluoreszenzsteigerung von RosHg beobachtet. Konfokalmi-
kroskopische Experimente veranschaulichten, dass diese
Sonde in den Mitochondrien akkumulierte und inderungen
des Hg2+-Gehalts in den Mitochondrien lebender Zellen an-
zeigen konnte. Erst kgrzlich berichteten Meldrum et al. gber
einen potenten Mitochondrien-spezifischen K+-Sensor KS6
(5, Schema 2) zur Verfolgung der K+-Dynamik.[54] KS6 of-
fenbarte in Gegenwart von K+ eine 130-fache Fluoreszenz-
steigerung, die zur Untersuchung des Kaliumstroms in le-
benden Zellen eingesetzt wurde.

Eisen spielt bei zahlreichen physiologischen und patho-
logischen Prozessen eine wichtige Rolle. Zuviel Eisen fghrt
etwa zur gberm-ßigen Bildung von ROS und dadurch zu
mitochondrialen Fehlfunktionen.[55] Frghe Arbeiten zur in-
direkten Verfolgung von mitochondrialem labilem Eisen be-
zogen sich auf dessen F-higkeit zur Erzeugung von ROS, die

mithilfe der Sonde DHR gemessen werden konnte.[55b,56]

Petrat et al. pr-sentierten 2002 die auf Rhodamin ba-
sierende Sonde RPA (6, Schema 2) als selektive Fluo-
reszenzsonde fgr mitochondriales Fe2+.[57] RPA besteht
aus Rhodamin B als auf die Mitochondrien zielender
Reporter und dem Eisen chelatisierenden 1,10-Phe-
nanthrolin als Rezeptor. Die Emission von RPA wird
stçchiometrisch von Fe2+ gelçscht. Experimente zur
Zellbildgebung deuteten darauf hin, dass RPA selektiv
in den Mitochondrien kultivierter Ratten-Hepatozyten
akkumuliert. Außerdem ermçglicht die erhebliche Ab-
schw-chung der Emission der Sonde die Quantifizie-
rung von mitochondrialem chelatisierbarem Eisen.
Sp-ter entwickelte dieselbe Gruppe zwei weitere
Sonden fgr mitochondriales Eisen, RDA (7) und PIRO
(8, Schema 2) mit ausgepr-gter Bindungsaffinit-t zu
Eisen.[58] Diese Sonden wurden auch zur Untersuchung
chelatisierbarer Eisenvorr-te in den Mitochondrien
isolierter Rattenleberzellen eingesetzt. Alle zuvor ge-
nannten Fluoreszenzsonden fgr mitochondriales Fe2+

beruhten aufgrund der paramagnetischen Beschaffen-
heit von Fe2+ auf Fluoreszenzlçschung.[11o]

Intrinsisch kationische lipophile Fluoreszenzsonden
wurden weniger verbreitet angewendet als Sonden mit
externen mitochondrialen Zielvektoren wie TPP, da
solche Zielvektoren universell an alternative Sonden

Schema 2. Auf Rhodamin basierende Fluoreszenzsonden ffr mitochondriale
Metallionen.
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angeh-ngt werden kçnnen.[6] Hier werden einige Sonden fgr
Zn2+-, Cu+- und Fe2+-Ionen vorgestellt. Kim et al. berichteten
2011 gber eine Zwei-Photonen-Sonde (SZn-Mito (9),
Schema 3) fgr mitochondriales Zn2+.[59] Die Sonde nutzte 6-
(Benzo[d]thiazol-2’yl)-2-(N,N-dimethylamino)naphthalin
(BTDAN) als Zwei-Photonen-Reporter, mit TPP als mito-
chondrialem Vektor und N,N-Di-(2-picolyl)ethylendiamin

(DPEN) als hochselektivem Zn2+-Chelator. DPEN und die
TPP-Gruppen wurden zur Minimierung ihrer Kreuzwechsel-
wirkungen getrennt an den beiden Enden des BTDAN posi-
tioniert. ihnlich dem Fall von RosHg (4) maskiert der PeT
vom DPEN die Emission von BTDAN. Bei Zugabe von Zn2+

wurde eine siebenfache Steigerung der Emission beobachtet.
Außerdem kann SZn-Mito sowohl in Zellen als auch in
Hippocampus-Gewebeschnitten von Ratten bei einer Tiefe
von 100–200 mm mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie (TPM)
mitochondriales Zn2+ detektieren.[59] Nachfolgend beschrieb
dieselbe Gruppe eine empfindlichere Zwei-Photonen-Sonde
(SZn2-Mito (10), Schema 3) fgr mitochondriales Zn2+, die auf
genau demselben Reporter, Vektor und Zn2+-Chelator ba-
siert, bei der aber die Positionen von Vektor und Chelator am
Reporter vertauscht sind.[60] Tats-chlich werden durch die
vertauschten Positionen von DPEN und TPP die HOMO-
und LUMO-Niveaus umgestaltet, sodass die Sonde emp-
findlicher auf den Analyten reagiert. Bei der Zugabe von

Zn2+ ist eine 70-fache Steigerung der Fluoreszenz von SZn2-
Mito zu beobachten, was eine empfindlichere Zellbildgebung
(Abbildung 3) und die Darstellung von mitochondrialem
Zn2+ in tieferen Bereichen von Rattenhippocampus-Gewe-
beschnitten ermçglichte.[60]

Mehrere andere Gruppen untersuchten ebenfalls mito-
chondriale Zn2+-Sonden. Die Gruppe von Jiang pr-sentierte

2012 mit DQZn2 (11, Schema 3) eine ratiometri-
sche Zn2+-Sonde, die auf dem Chinolin-Fluoro-
phor basiert.[61] Bei der Zugabe von Zn2+ verhin-
derten die Kationen durch Chelatisierung mit den
Aminogruppen, dass die Sonde ihre ursprgngliche
Resonanzstruktur einnimmt, und verursachten
dadurch eine Blauverschiebung der Emission um
46 nm und eine fgnffache ratiometrische Variation
unter physiologischen Bedingungen. Der TPP-
Vektor lenkte DQZn2 wie gewgnscht zu den Mi-
tochondrien in lebenden NIH3T3-Zellen, wo die
große ratiometrische Variation die Visualisierung
der inderung des mitochondrialen Zn2+-Gehalts
erleichterte. Mithilfe einer Intensit-ts-Konzent-
rations-Standardkurve konnte ungebundenes mi-
tochondriales Zn2+ quantifiziert werden, was fgr
die 3berwachung von Zn2+-Spezies in lebenden
Zellen wichtig ist.[61] He und Guo et al. wiederum
vereinigten ein Sulfamoylbenzoxadiazol-Fluoro-
phor mit einer TPP-Gruppe und dem starken
Zn2+-Rezeptor TPEA (N,N,N’-Tri(pyridin-2-yl-
methyl)ethan-1,2-diamin) zu einer auf Mitochon-
drien zielenden ratiometrischen Zn2+-Sonde mit
doppelter Anregung (Mito-ST, 13, Schema 3),62]

deren Empfindlichkeit es vereinfachte, die mito-
chondriale Freisetzung von Zn2+ und das Zell-
verhalten unter Stimulierung durch H2O2 und
SNOC zu untersuchen.[62] Davidson und Zhu et al.
erhielten die -hnliche ratiometrischen Sonde 12
(Schema 3) fgr Zn2+ in Mitochondrien, indem sie
einen TPP-Rest an ein diaminosubstituiertes
Naphthalindiimid anh-ngten.[63]

Kupfer, insbesondere dessen monovalente
Form, Cu+, dient als entscheidendes Signalele-

ment in Zellen und kann in zahlreichen Organellen vorliegen.
Die Funktionen von Cu+ sind jedoch noch immer weitgehend
ungekl-rt, doch selektive auf Organellen zielende Cu+-Fluo-
reszenzsonden kçnnten Abhilfe schaffen. Die Gruppe von
Chang entwickelte 2011 die auf Mitochondrien zielende Cu+-
Sonde Mito-CS1 (14 a, Schema 3) zur Untersuchung aus-

Schema 3. Auf Mitochondrien zielende Fluoreszenzsonden ffr Metallionen mit TPP
als Zielvektor.

Abbildung 3. Abbildung von mit A) SZn2-Mito (1 mm ; Zwei-Photonen-
Mikroskopie) und (B) Mitotracker Red FM (1 mm ; Ein-Photonen-Mikro-
skopie) comarkierten HeLa-Zellen. C) Colokalisierte Abbildung. Maß-
stab: 20 mm. Die Abbildung wurde mit Erlaubnis der Royal Chemical
Society fbernommen.
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tauschbarer mitochondrialer Kupfervorr-te in lebenden
Zellen durch den Einbau des TPP-Vektors in eine bekannte
Cu+-Sonde.[64] Photophysikalische Untersuchungen zeigten
eine selektive (zehnfach gesteigerte) Signalantwort, w-hrend
ein Cof-rbungsexperiment darauf hinwies, dass Mito-CS1 in
HEK-293T-Zellen an den Mitochondrien lokalisiert ist (Ab-
bildung 4). Weitere Untersuchungen zur molekularen Bild-

gebung deuteten darauf hin, dass Mito-CS1 sowohl in HEK-
293T-Zellen als auch in menschlichen Fibroblasten Konzen-
trations-nderungen von labilem mitochondrialem Cu+ de-
tektieren konnte. Außerdem konnte Mito-CS1 angewendet
werden, um Mutationen der Cytochrom-c-Oxid-
ase 1 und 2 (SCO1 und SCO2) in menschlichen
Fibroblasten anzuzeigen, die Schwankungen des
Cu+-Gehalts verursachen.[64] In einem anderen
Beispiel kam eine Entschgtzungsstrategie unter
Verwendung eines spirocyclischen Rhodamins
zur Entwicklung von auf Mitochondrien zielen-
den Cu+-Sonden zum Einsatz (14 b,
Schema 3).[65]

Erst kgrzlich entwarfen Chen et al. auf der
Grundlage des FRET-Mechanismus die ratio-
metrische Sonde RNP1 (15, Schema 3) fgr mi-
tochondriales Fe3+, in der ein TPP-konjugierter
Naphthalin-Chromophor gber einen Hydrazin-
Linker in eine Rhodamin-Plattform mit einem
Spirolactamring eingegliedert wurde.[66] Bei
Zugabe von Fe3+ wechselwirkte das Hydrazin
mit den Metallspezies, çffnete so den Ring und stellte die
konjugierte Struktur des Rhodamin-Gergsts wieder her. Es
erfolgte ein FRET vom Naphthalin auf das Rhodamin, was zu
einer Rotverschiebung der Emission fghrte. In Bildgebungs-
experimenten an lebenden Zellen konnte diese Sonde auf
empfindliche und selektive Weise mitochondriales Fe3+ de-
tektieren.[66]

3.4. MiTAFPs ffr ROS/RNS und Redoxgleichgewichte

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind eine Gruppe von
radikalischen oder nichtradikalischen sauerstoffhaltigen
Spezies, die eine wichtige Rolle bei vielen physiologischen
und pathologischen Prozessen spielen.[2, 3,67] Mitochondrien
setzen die meisten ROS durch oxidative Phosphorylierungen
frei. Bei bestimmten ROS (z. B. H2O2) handelt es sich um
Signalmolekgle, die mit diversen physiologischen Funktio-
nen, wie Transduktionsprozessen, in Zusammenhang stehen,
um Marker fgr oxidativen Stress bei Krankheiten und beim
Alterungsprozess sowie um Abwehrstoffe gegen eindringen-
de Pathogene.[68] Eine gberm-ßige Produktion und Akku-
mulation von ROS in Mitochondrien tr-gt jedoch zu Fehl-
funktionen der Organellen bei, die bis zum Zelltod fghren
und unterschiedlichste Krankheiten zur Folge haben
kçnnen.[2, 3, 141] Die Aufrechterhaltung eines Gleichgewichts
zwischen der Produktion und dem Abfangen von ROS ist
demnach von entscheidender Bedeutung fgr das 3berleben
der Zellen; infolgedessen liegt ein wesentliches Forschungs-
interesse auf der Bestimmung des ROS-Gehalts innerhalb der
Mitochondrien, was mithilfe von MiTAFPs erreicht wird.

Frghe ROS-Sonden machten sich die Vielseitigkeit des
TPP-Strukturelements zu Nutze. Robinson et al. berichteten
2006 gber MitoSOX zur Messung von ROS, fgr das sie TPP in
die kommerziell verfggbare ROS-Sonde Hydroethidin (HE)
einfghrten.[69] Seitdem wurden verschiedene MiTAFPs fgr
spezifische ROS/RNS wie H2O2, HClO, NO und hochreaktive
Sauerstoffspezies (hROS) bekanntgegeben. Ein herausra-
gendes Beispiel von Dickinson und Chang war auf mito-
chondriales Wasserstoffperoxid ausgerichtet. Sie h-ngten
TPP an einen Boronat-maskierten Rhodol-Farbstoff mit ge-
schlossenem Ring an und entwarfen so MitoPY1 (16,
Schema 4) fgr die Abbildung von mitochondrialem H2O2 in

lebenden Zellen.[70] Nach der Reaktion mit H2O2 çffnete der
Rhodol-Farbstoff seinen Ring und setzte das fluoreszierende
Produkt 16’ frei, was zu „Turn-On“-Antworten fghrte. Die
Colokalisierung von MitoPY1 mit MitoTracker Red deutete
darauf hin, dass MitoPY1 sich spezifisch in den Mitochon-
drien verschiedener S-ugetierzelltypen anordnet, einschließ-
lich HeLa (Abbildung 5), HEK293, Cos-7 und CHO.K1.
Konfokalmikroskopische Experimente best-tigten, dass die

Abbildung 4. Mito-CS1 colokalisiert mit Mitochondrien in lebenden
HEK293T-Zellen. Mit A) 500 nm Mito-CS1, B) 50 nm MitoTracker Deep
Red und C) 2.25 mm BODIPY FL C5-Ceramid-BSA-Komplex ffr 15 min
bei 37 88C in DPBS angef-rbte HEK-Zellen. D) 3berlagerung von (A)
und (B) mit Hoechst 33342. Die Abbildung wurde mit Erlaubnis der
American Chemical Society fbernommen.

Schema 4. Mechanismus der Detektion von H2O2 durch die Verbindungen 16 und 17.
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Sonde die Beurteilung sowohl der endogenen Produktion als
auch von inderungen des H2O2-Gehalts in den Mitochon-
drien lebender Zellen ermçglichte.[70]

Nachfolgend setzten Kim et al. ein -hnliches Konzept zur
Entwicklung einer auf Mitochondrien zielenden ratiometri-
schen Zwei-Photonen-Sonde (SHP-Mito, 17, Schema 4) zur
Messung von H2O2 ein.[71] Diese Sonde enth-lt 6-(Benzo-
[d]thiazol-20-yl)-2-(N,N-dimethylamino)naphthalin als Zwei-
Photonen-Fluorophor, eine Boronat-Gruppe als reaktives
Zentrum fgr H2O2 und ein das Fluorophor maskierendes
Strukturelement mit TPP als Mitochondrien-Vektor. SHP-
Mito zeigte als Reaktion auf H2O2 eine ratiometrische Ver-
schiebung der Emissionswellenl-nge von Blau zu Gelb sowie
eine selektive Lokalisierung der Mitochondrien im Vergleich
zu anderen Organellen in Raw-264.7-Zellen. Das Zwei-Pho-
tonen-Merkmal ermçglichte SHP-Mito den Nachweis von

Ver-nderungen des mitochondrialen H2O2-Gehalts in leben-
den Zellen und lebendem Gewebe bei einer Tiefe von 90–
190 mm.[71] Dasselbe auf H2O2 antwortende Strukturelement
wurde auch in einem positiv geladenen Styryl-Farbstoff
gbernommen, der wegen der Bindungsf-higkeit zwischen der
Sonde und DNA-Ketten zum Nachweis von Wasserstoffper-
oxid in der N-he von mitochondrialer DNA verwendet
wurde.[72]

Erst kgrzlich wurde von Peng et al. eine neuartige auf
mitochondriales HClO zielende BODIPY-Fluoreszenzsonde
entwickelt (MitoClO, 18, Schema 5), deren Wirkung auf einer

HClO-katalysierten C=N-Isomerisierung basiert. Als Loka-
lisierungsgruppe fgr die Mitochondrien wurde TPP einge-
setzt, w-hrend die Oximfunktion in Position 2/6 von
BODIPY als reaktives Zentrum fgr HClO diente
(Schema 5).[73] Bei Zugabe von HClO reagierte die Sonde
rasch mit einer starken Fluoreszenzsteigerung. Durch Expe-
rimente zur Fluoreszenzbildgebung wurde nachgewiesen,
dass MitoClO selektiv innerhalb der Mitochondrien lebender
MCF-7-Zellen akkumuliert und auf endogenes HClO rea-
giert. Dargber hinaus beschrieb die Gruppe von Ma eine
„Turn-On“-Fluoreszenzsonde fgr mitochondriales HClO
(RSTPP, 19 a, Schema 5), die auf der Reaktivit-t von Thio-
spirolacton gegengber Hypochloriger S-ure beruhte.[74] Bei
der Reaktion lçste die Ringçffnung des Spiro-Rhodamins
eine erhebliche Steigerung der Fluoreszenz aus, die zur
3berwachung der HClO-Bildung in Makrophagen im Laufe
bakterieller Infektionen zur Anwendung kam.[74] Außerdem
wurden mehrere weitere Beispiele fgr HClO-Sonden be-
schrieben, die geladene Pyridinreste oder TPP als auf Mito-
chondrien zielende Strukturelemente enthalten (z.B. 19b und
19c, Schema 5).[75]

Obwohl HClO sowohl als Signalmolekgl als auch fgr die
oxidative Zellabwehr endogen produziert wird, wird der tat-

Abbildung 5. Konfokalmikroskopische Fluoreszenzabbildungen leben-
der HeLa-Zellen unter Verwendung von MitoPY1 bei steigendem mito-
chondrialen H2O2-Gehalt. Mit 5 mm MitoPY1 ffr 60 min bei 37 88C inku-
bierte und mit MitoPY1 (A), MitoTracker Red und Hoechst (3berlage-
rung, B) sowie MitoPY1 mit Mito-Tracker Red (3berlagerung, C) abge-
bildete HeLa-Zellen. Mit 5 mm MitoPY1 ffr 60 min bei 37 88C unter
Zugabe von 100 mm H2O2 ffr die letzten 40 min inkubierte HeLa-
Zellen, abgebildet mit MitoPY1 (G), Mito-Tracker Red und Hoechst
(3berlagerung, H), MitoPY1 und MitoTracker Red (3berlagerung, I).
Mit 5 mm MitoPY1 ffr 60 min bei 37 88C inkubierte und mit MitoPY1
(D), MitoTracker Red und Hoechst (3berlagerung, E) sowie MitoPY1
mit MitoTracker Red (3berlagerung, F) abgebildete HeLa-Zellen. Ffr
24 h mit 1 mm Paraquat inkubierte, dann gewaschene und ffr 60 min
bei 37 88C mit 5 mm MitoPY1 inkubierte und mit MitoPY1 (J), MitoTra-
cker Red und Hoechst (3berlagerung, K), MitoPY1 und MitoTracker
Red (3berlagerung, L) abgebildete HeLa-Zellen. Maßstab: 20 mm. Mit
Erlaubnis fbernommen von der American Chemical Society.

Schema 5. Vorgeschlagener Mechanismus ffr die Erkennung von
HOCl durch MitoClO und Strukturformeln von RSTPP, PZ-Py und
RMClO-1.
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s-chliche Produktionsort noch immer diskutiert. Um diese
Problematik anzugehen, entwarfen Yuan et al. zwei Fluores-
zenzsonden mit demselben Mechanismus zur Wahrnehmung
von Hypochloriger S-ure aber unterschiedlichen auf Orga-
nellen zielenden Strukturelementen (20 und 21, Schema 6).[76]

Durch Anbringen einer Mercaptoethanol-Schutzgruppe
maskierten sie die Emission des Acedan-Fluorophors, die
sp-ter durch die Reaktion mit HClO wieder hergestellt
werden kann. Die auf Mitochondrien und Lysosomen zie-
lenden Strukturelemente wurden ohne Schwierigkeiten an
das andere Ende des Fluorophors angefggt, was somit eine
leichte Strategie zum Design von OTAFPs repr-sentierte.
Mithilfe dieser Sonden gelang es, Spuren an HClO im Inneren
beider Organellen der stimulierten Makrophagen zu detek-
tieren (Abbildung 6). Mithilfe -hnlicher Designstrategien

wurden andere mitochondriale ROS-Fluoreszenzsonden
weiterentwickelt, beispielsweise MitoPerOx (22 a) fgr die
Lipidperoxidation,[77] 23 fgr freie Radikale sowie Mito-
Bodipy-TOH (24) fgr Lipidperoxylradikale (Schema 6).[78]

Wie von der Gruppe von Xiao berichtet wurde, konnte das
reaktive Strukturelement von MitoPerOx mghelos an die
3berwachung des lysosomalen Peroxidstatus angepasst
werden, indem das auf die Organelle zielende Strukturmotiv
abge-ndert wurde (Foam-LPO, 22 b, Schema 6).[79]

Mit Ausnahme der zahlreichen auf Mitochondrien zie-
lenden Fluoreszenzsonden fgr ROS gab es wenige Berichte
zur Detektion reaktiver Stickstoffspezies (RNS) in Organel-
len, bis vor kurzem eine auf Mitochondrien zielende „Turn-
on“-Fluoreszenzsonde (Mito-Rh-NO, 25, Schema 7) fgr NO

von der Gruppe von Xiao entwickelt wurde.[80] Nach Veran-
kerung von TPP an einer Fluoreszenzsonde (mit o-Pheny-
lendiamin (OPD) „verriegeltes“ Rhodamin-Spirolactam) fgr
NO mithilfe einer Klick-Reaktion konnte Mito-Rh-NO auf
einfache Weise zu den Mitochondrien lebender MCF-7-
Zellen befçrdert werden, was konfokalmikroskopisch belegt
wurde.[80] Außerdem war Mito-Rh-NO in der Lage, die NO-
Produktion in Mitochondrien in Echtzeit zu gberwachen, und
somit dessen Anwendungsbreite fgr Studien in der chemi-
schen Biologie deutlich auszuweiten. Angeregt durch diese
Strategie gbernahm die Gruppe von Guo dasselbe OPD-
Strukturelement zum Design von Fluoreszenzsonden fgr mi-
tochondriale NO-Spezies.[81] Angesichts der Tatsache, dass
das OPD-Strukturelement von Aminos-uren, Ascorbins-ure
oder sogar pH-Schwankungen beeintr-chtigt werden kann,
nutzten sie außerdem das in den Mitochondrien reichlich
vorhandene Cystein und Glutathion aus (26, Schema 8).[81]

Nach der Reaktion bilden NO und OPD eine Benzotriazol-
funktion, die ohne weiteres durch die Thiole ersetzt wurde.
Ein solcher Mechanismus blockiert die Reaktivit-t der Sonde
und gew-hrleistet ihre herausragende Selektivit-t. Zur De-
monstration verwendeten die Autoren diese Sonde fgr die
3berwachung der NO-Erzeugung in lebenden Zellen. Dar-
gber hinaus wurde basierend auf einer -hnlichen Design-
strategie eine Fluoreszenzsonde fgr mitochondriale Peroxy-
nitritspezies bekanntgegeben.[82]

Abgesehen von TPP wurden auch einige lipophile katio-
nische Farbstoffe, einschließlich Rhodamin- und Cyanin-De-
rivaten, zur Detektion von ROS im Inneren von Mitochon-
drien eingesetzt. Nagano et al. nutzten diese Vorgehensweise
zum Design der Sonden Mito-HR (27) und Mito-AR (28,
Schema 9).[83] Beide Sonden fluoreszierten infolge des PeT
von der 4-Aminophenyl/4-Hydroxyphenylether-Funktion auf

Schema 6. Auf Mitochondrien zielende Fluoreszenzsonden ffr ROS
mit TPP als Zielvektor.

Abbildung 6. Auf Mitochondrien und Lysosomen zielende Mito-TP
und Lyso-TP. Mit Erlaubnis fbernommen von der American Chemical
Society.[76]

Schema 7. Reaktion von Mito-Rh-NO mit NO.
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den Xanthenrest in Natriumphosphatpuffer (pH 7.4, 0.1%
DMF) schwach. Hochreaktive Sauerstoffspezies (hROS) wie
COH, ONOO@ und ClO@ konnten die Etherbrgcken der
Sonden jedoch spalten und das stark fluoreszierende
HMTMR freisetzen, sodass die Emission in Gegenwart von
hROS deutlich gesteigert war. Bildgebungsstudien zeigten,
dass MitoAR im Inneren der Mitochondrien lebender HeLa-
Zellen akkumulierte (Abbildung 7) und die Erzeugung von
mitochondrialen hROS in Echtzeit anzeigen konnte.

Yuan und Lin et al. beschrieben 2012 einen neuartigen
Merocyanin-Farbstoff (HuDa) fgr den Nahinfrarotbereich
mit verbesserten photophysikalischen Eigenschaften im Ver-
gleich zu anderen NIR-Molekglgergsten. Basierend auf dem
neuen Farbstoff wurde NIR-H2O2 (30, Schema 10) fgr die
hochselektive Detektion von H2O2 in Gegenwart anderer
ROS gestaltet.[84] Nach der Modifizierung der Hydroxygrup-
pe der HuDa-Farbstoffe mit einem H2O2-spezifischen Boro-
nat zeigte NIR-H2O2 bei einer Anregung bei 690 nm in
Phosphatpuffer (pH 7.4, 1% DMSO) eine vernachl-ssigbare
Emission, da das Maskieren der Hydroxygruppe den elek-
tronischen Push-Pull-Effekt der Farbstoffstruktur stçrte. Die
Zugabe von H2O2 veranlasste die Bildung der freien Ver-

bindung 30’ und fghrte zu einer gesteigerten NIR-Fluores-
zenzintensit-t. Basierend auf den Bildgebungsexperimenten
behaupteten die Autoren, dass NIR-H2O2 nicht nur endoge-
nes H2O2 in Mitochondrien lebender RAW-264.7-Makro-
phagen detektieren konnte, sondern auch im Peritonealraum
von M-usen bei LPS-induzierten Entzgndungsreaktionen.[84]

Allerdings kann eine Stçrung durch ONOO@ nicht ausge-
schlossen werden, da der Fluoreszenzantwort von NIR-H2O2

auf ONOO@ in dieser Publikation nicht nachgegangen wurde.
Zeitgleich wurde gber diverse lipophile kationische Fluores-
zenzsonden (z. B. PTZ-Cy2, 31;[85] His-Cy, 32 ;[86] Trp-Cy, 33,[87]

Schema 11) fgr andere mitochondriale ROS berichtet.
Zur Bew-ltigung von oxidativem Stress entwickelten

Zellen effektive Maßnahmen zum Ausgleich von ROS in den
Mitochondrien, bei denen Reduktionsmittel wie Glutathion
(GSH) und Thioredoxin (Trx) die wichtigste Rolle spielen.
Folglich ist die mitochondriale Redoxhomçostase eng mit
einer Vielzahl physiologischer und pathologischer Prozesse
assoziiert. Vor kurzem wurden mehrere OTAFPs beschrie-
ben, die den mitochondrialen Redoxstatus abdecken.[88] Die
Gruppe von Han pr-sentierte 2013 eine auf Mitochondrien
zielende Nahinfrarot-Fluoreszenzsonde Cy-NTe (34,
Schema 12), die auf einem kationischen Heptamethin-
Cyanin-Gergst basierte.[88b] Cy-NTe kann durch die Reaktion
mit ONOO@ im reduzierten Zustand und die reversible Re-
aktion mit GSH im oxidierten Zustand den ONOO@/GSH-
Redoxstatus evaluieren. Diese Sonde zeichnet sich bedingt
durch den Te-induzierten PeT durch eine vernachl-ssigbare
Emission im reduzierten Zustand aus und kann leicht durch
ONOO@-Spezies angeschaltet werden. Demzufolge deutet

Schema 8. Unter Mitwirkung von Cystein und Glutathion erfolgende
selektive Antwort auf NO-Spezies.

Schema 9. Vorgeschlagener Mechanismus zur hROS-Erkennung.

Abbildung 7. Mit MitoAR (1 mm) und MitoTracker Green FM (250 nm)
beladene Hela-Zellen: A) Fluoreszenzbild von MitoTracker Green FM;
B) MitoAR; C) Hellfeld-Abbildung; D) zusammengesetzte Abbildung.
Mit Erlaubnis fbernommen von der American Chemical Society.[83]

Schema 10. Erkennung von H2O2 mithilfe eines Hemicyaninfarbstoffs.
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die Fluoreszenzintensit-t von Cy-NTe auf das Gleichgewicht
zwischen ihrem reduzierten und oxidierten Zustand hin, was
wiederum das Verh-ltnis zwischen ONOO@ und GSH wi-
derspiegelt. Diese Sonde wurde erfolgreich zur Echtzeit-
Bildgebung der ONOO@/GSH-Redoxhomçostase in leben-
den RAW264.7-Zellen und lebenden M-usen angewendet.[88b]

Ein weiteres wichtiges Redoxpaar, die GSH/H2O2–Ho-
mçostase, wurde 2013 von der Gruppe von Tang behandelt. In
ihren Untersuchungen wurde eine auf Cy7 basierende Sonde
(Cy-O-Eb, 35) zur 3berwachung der GSH/H2O2-Gehalte
in vivo entworfen, die auf der Oxidation/Reduktion eines
Selen-haltigen fgnfgliedrigen Rings beruhte. Auf -hnliche,
aber CyNTe entgegengesetzte Weise wurde die intrinsische
Emission von Cy-O-Eb bedingt durch den PeT-Mechanismus
im oxidierten Zustand gelçscht, und nach der Reduktion
durch GSH wurde dessen Emission angeregt. Dieser Prozess
kann durch Zugabe von H2O2 umgekehrt werden (Sche-
ma 13).[88c] Die Colokalisierung von Cy-O-Eb mit MitoTra-
cker Green FM deutete darauf hin, dass sich das lipophile

kationische Cy-O-Eb speziell in den Mitochondrien anordnet
(Abbildung 8). Zus-tzlich wurde diese Sonde erfolgreich zur
3berwachung des Redoxstatus w-hrend der Apoptose und
der H2O2-Produktion am Wundrand in Zebrafischlarven
verwendet.[88c]

Neben auf lipophilen kationischen Farbstoffen oder TPP-
Vektoren beruhenden MiTAFPs wurde auch gber einige
ausgefallene MiTAFPs fgr ROS basierend auf neutralen
Molekglen berichtet.[89] Beispielsweise entwickelte die
Gruppe von Takeoka die TEMPO-konjugierte Fluoreszenz-
sonde Mito-RP (36, Schema 14)[89a] zur 3berwachung des

mitochondrialen Redoxstatus in lebenden Zellen. Die Co-
f-rbung von Mito-RP mit MitoTracker Red deutete darauf
hin, dass diese Sonde selektiv in den Mitochondrien akku-
muliert. Bei der Reduktion des Nitroxid-Radikals der
TEMPO-Gruppe zu Hydroxylamin in einer reduktiven Um-
gebung wurde eine deutliche Emissionssteigerung beobach-
tet. Weitere Experimente legten nahe, dass in den Mito-
chondrien MitoRP haupts-chlich durch gberschgssige Pro-
tonen reduziert wurden, die gber den Komplex-I-vermittelten

Schema 11. Erkennung von ROS mithilfe von Cyaninderivaten.

Schema 12. Untersuchung der mitochondrialen Redoxhomçostase mit
Cy-NTe.

Schema 13. Untersuchung der mitochondrialen GSH/H2O2-Homçosta-
se.

Abbildung 8. Mit 10 mm Cy-O-Eb bei 37 88C ffr 5 min, dann mit 50 nm
MitoTracker Green ffr 10 min inkubierte Zellen. A) 633 nm He-Ne-
Laser ffr Cy-O-Eb, B) 488 nm Argon-Laser ffr MitoTracker Green,
C) fberlagerte Abbildung. Mit Erlaubnis fbernommen von der Royal
Society of Chemistry.[88c]

Schema 14. Eine neutrale Sonde ffr den mitochondrialen Redoxstatus.
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Reaktionsmechanismus beschafft wurden.[89a] Inwiefern diese
Sonde auf Mitochondrien zielen kann, ist jedoch noch unklar.

3.5. MiTAFPs ffr reaktive Schwefelspezies (RSS)

Die Funktion der intrazellul-ren RSS, wie Cystein (Cys)
und Homocystein (Hcy), Glutathion (GSH), Hydrogenpoly-
sulfide (H2Sn, n> 1), Schwefeldioxid (SO2) und Thioredoxin
(Trx), ist die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Redox-
homçostase. Infolgedessen fghrt ein anormaler Gehalt an
mitochondrialen Thiolen direkt zu Fehlfunktionen von Zellen
und verschiedenen Krankheiten.[2,90] Indes ist zum Verst-nd-
nis der biologischen Rolle von Thiolen deren 3berwachung
und Quantifizierung auf der Ebene von Organellen von ent-
scheidender Bedeutung. Lim et al. beschrieben die ratiome-
trische Zwei-Photonen-Sonde SSH-Mito (37a, Schema 15)

zur Detektion von mitochondrialen Thiolen,[91] fgr die sie eine
gegengber Thiolen reaktive Disulfidfunktion und eine TPP-
Gruppe an die beiden Enden des BTDAN-Fluorophors an-
fggten. Diese Sonde zeichnet sich durch einen signifikanten
Zwei-Photonen-Querschnitt aus sowie durch eine deutliche
Verschiebung der Emissionswellenl-nge von Blau zu Gelb in
Reaktion auf RSH und die F-higkeit zur Visualisierung mi-
tochondrialer Thiole in lebenden Zellen und lebendem
Gewebe bei Tiefen von 90–190 mm.[91] Unter Verwendung
desselben auf Thiole antwortenden Strukturelements fand die
Gruppe von Kim heraus, dass die Disulfidfunktion selektiver
und schneller auf Trx reagierte als auf andere Thiole (GSH,
Cys und Hcy). Von dieser Entdeckung ermutigt, beschrieben
sie die mitochondriale Trx-Sonde Mito-Naph (38,
Schema 15), die selektiv mitochondriales Trx anf-rbte.[92]

Das BTDAN-Fluorophor wurde ebenfalls zur Untersu-
chung von mitochondrialem H2S eingesetzt (37 b,
Schema 15).[93] Bei der Reaktion von SHS-M2 mit H2S ent-
steht als einziges Produkt die Verbindung 37’. Dies fghrt zu
einem Rgckgang der Emission bei 425–470 nm und einer
Steigerung bei 525–575 nm, woraus eine ratiometrische
Fluoreszenzantwort resultiert. Dargber hinaus wurde SHS-
M2 zur Bestimmung der Konzentrationsschwankungen von
H2S verwendet, das durch inderungen des Expressionsni-
veaus von Cystathionin-b-Synthase (CBS) in Astrozyten/
Gehirnschnitten beeinflusst wurde.[93] Die Gruppe von Chen
hingegen beschrieb basierend auf einer -hnlichen Thiol-in-
duzierten Abspaltungsstrategie Mito-SS (39, Schema 15) fgr
mitochondriales H2Sn, das sowohl in Zellen als auch in vivo
Polysulfide anzeigen konnte.[94]

Lipophile kationische Farbstoffe wurden außerdem zur
3berwachung mitochondrialer RSS eingesetzt.[95] Chen et al.

berichteten gber die auf Mitochondrien zielende ratio-
metrische H2S-Fluoreszenzsonde CouMC (40,
Schema 16) mit Merocyanin-Gergst.[95a] Eine selektive
nucleophile Addition von HS@ an das C2-Atom der
Indolenium-Funktion ver-ndert das konjugierte System
von CouMC, was zu einer blauverschobenen Emission
fghrt. ihnliche Strategien dienten zur Entwicklung
anderer auf Mitochondrien zielenden Sonden fgr SO2-
Derivate.[95b,c] Tang et al. wiederum gestalteten die ra-
tiometrische Nahinfrarotsonde HS-Cy (41a,
Schema 16) auf der Grundlage eines kationischen
Cyanins.[95d] Eine nucleophile Tandem-Addition-Cycli-
sierung von HS@ setzt das hydroxysubstituierte Cyanin
frei, das gber eine Keto-Enol-Tautomerisierung wei-
terreagiert. Infolgedessen wird HS-Cy bei 780 nm rasch
gelçscht, und es entsteht allm-hlich eine neue Emission
bei 625 nm. Auf der Grundlage desselben Gergsts ent-
wickelten Chen et al. außerdem eine Cystein-Sonde
(41 b, Schema 16).[95e,f]

Basierend auf der Reaktion zwischen H2S und
Alkinestern, bei der eine Spirocyclisierung stattfindet,
befasste sich die Gruppe von Han mit einer Reihe
neuartiger H2S-Sonden (RB-PEs; beispielsweise RB-
PE-2, 42, Schema 16).[95g] Diese Sonden wurden auf der
Grundlage kationischer Rhodamine als auf Mitochon-
drien zielende Fluorophore und Propargyls-ureestern

als reaktives Zentrum fgr H2S entworfen. RB-PEs wies in-
folge der Bildung eines nichtfluoreszierenden Rhodamin-B-
Thiospirolactams einen dosisabh-ngigen Lçscheffekt gegen-
gber H2S auf. Konfokalmikroskopische Experimente veran-
schaulichten, dass alle Sonden selektiv in den Mitochondrien
akkumulierten. Mittels Durchflusszytometrie gelang die
Quantifizierung des mitochondrialen H2S-Gehalts. Ein letztes
in diese Kategorie gehçrendes Beispiel ist ein NIR-Cyanin,
das an einen Nitroazorest konjugiert wurde, der als selektives
Reaktionszentrum fgr GSH dient (MitoGP, 43, Schema 16).
Diese Verbindung wurde zur 3berwachung von mitochond-
rialem GSH mit geringer Eigenfluoreszenz eingesetzt.[95h]

Schema 15. Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus von Sonden ffr mito-
chondriale RSS mit TPP als Zielvektor.
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3.6. MiTAFPs ffr andere Analyten

Nucleosidpolyphosphate (NPPs) sind
in allen Zelltypen verbreitet und wirken
als Energiequelle, Signalelemente und
Cofaktoren fgr Enzyme.[96] Adenosintri-
phosphat (ATP) ist das h-ufigste NPP (2–
3 mm) und wird haupts-chlich in den
Mitochondrien produziert.[97] Zum bes-
seren Verst-ndnis von Erzeugung,
Transport und Verbrauch von ATP ist
daher eine einfache 3berwachung klei-
ner Schwankungen des ATP-Gehalts
wichtig. Die Gruppe von Hamachi be-
schrieb 2012 die „Turn-on“-Fluoreszenz-
sonde 3-2 ZnII (44, Schema 17) fgr die
subzellul-re Abbildung von mitochond-
rialem ATP.[98a] 3-2ZnII leitet sich von
einem kationischen Rhodamin ab, das
sowohl als Zielelement als auch als Re-
porter dient. Die Zink-chelatisierte Pyr-
idylgruppe nahm eine sterisch an-
spruchsvolle Konformation ein, die die
Konjugation mit dem Xanthenring auf-
hebt. Die Wechselwirkung mit ATP ent-
lastete die Konformation und stellte die
Konjugation wieder her, und demzufolge
auch die Fluoreszenz. Bildgebungsexpe-
rimente deuteten darauf hin, dass 3-2ZnII

ATP-Schwankungen in Mitochondrien w-hrend der Wirk-
stoff-induzierten Apoptose detektieren kann.[98a] Erst kgrz-
lich berichteten Yuan und Chang et al. zudem gber eine
weitere Fluoreszenzsonde, die die Schwankungen des mito-
chondrialen ATP-Gehalts im frghen Stadium des Zelltods
erfassen kann.[98b]

Die Viskosit-t der mitochondrialen Matrix bestimmt die
Flussgeschwindigkeiten aller Proteine und Signalmolekgle,
und moduliert damit direkt die Diffusion von Metaboliten
und beeinflusst die zellul-ren Vorg-nge. Zwei Gruppen be-
fassten sich gleichzeitig mit diesem Thema, wobei Kim et al.
sich TPP zunutze machten,[99] w-hrend Peng et al. das katio-
nische Hemicyanin fgr die Ansteuerung der Mitochondrien
einsetzten.[100] In der selbstkalibrierenden zweiteiligen Vis-
kosit-tssonde 45 der Gruppe von Kim war ein Cumarin-De-
rivat gber einen starren Phenyl-Spacer mit dem BODIPY-
Fluorophor verkngpft (Schema 17).[99] Die Emission des Cu-
marinrests blieb bei verschiedenen Viskosit-ten unver-ndert,
w-hrend der BODIPY-Substituent aufgrund der rotierenden
Bindung zwischen dem Phenyl-Spacer und BODIPY in einer
Umgebung hçherer Viskosit-t st-rker fluoreszierte. Fluores-
zenzmessungen deuteten auf eine lineare Beziehung zwischen
dem Verh-ltnis von BODIPY- zu Cumarin-Emission/Le-
bensdauer und der Viskosit-t des Mediums hin. Die Zell-
bildgebung demonstrierte, dass die Sonde die durchschnittli-
che mitochondriale Viskosi-t maß und Viskosit-ts-nderun-
gen der durch Monensin und Nystatin induzierten Mito-
chondrien-zentrierten Apoptose detektieren konnte.[99] Da-
gegen nutzt die von der Gruppe von Peng entworfene Zwei-
Photonen-Fluoreszenzsonde 46 a die Rotation des Hemicya-
nin-Linkers (Schema 17).[100] In einer viskoseren Umgebung
ist die Rotation eingeschr-nkt, und die Sonde emittiert auf-

Schema 16. RSS-Fluoreszenzsonden basierend auf lipophilen kationi-
schen Fluorophoren.

Schema 17. Auf Mitochondrien zielende „Turn-on“-Fluoreszenzsonden zur Bestimmung von
ATP, Viskosit-t, pH-Wert und Polarit-t.
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grund der ausgedehnteren Konjugation bei einer hçheren
Wellenl-nge. In einer weniger viskosen Umgebung ist die
Emission wegen der unterbrochenen Konjugation blauver-
schoben. Die ratiometrische Antwort dieser Sonde ermçg-
licht eine genaue Bestimmung der mitochondrialen Viskosit-t
nicht nur in lebenden Zellen, sondern auch in lebendem
Gewebe.[100] Im Anschluss beschrieb die gleiche Gruppe
Mito-V (46b), das gber den dualen Fluoreszenzmodus
(Fluoreszenzverh-ltnis und -lebensdauer) mitochondriale
Viskosit-ts-nderungen w-hrend der Apoptose abbilden
konnte.[101]

Mitochondriale Funktionen sind zudem auf einen genau
aufrechterhaltenen pH-Wert und ein Polarit-tsgleichgewicht
innerhalb der Matrix angewiesen. Mitochondrien weisen
aufgrund der Protonenausfuhr durch die oxidative Phos-
phorylierung einen leicht basischen pH-Wert auf.[102] Die
Gruppen von Tang[102a] und Sessler/Kim et al.[102b] berichteten
2014 unabh-ngig voneinander gber die Verbindungen 47 a
und 47b als auf Mitochondrien zielende pH-Wert-empfind-
liche Sonden (Schema 17). 47 b besteht aus einem Piperazin-
verkngpften Naphthalinimid als pH-Wert-empfindlichem
Reporter und auf Mitochondrien zielendem TPP.[102b] Die
Zellbildgebung best-tigte eine wgnschenswerte „Turn-on“-
Antwort von 47 b in Echtzeit auf die mitochondriale An-
s-uerung, die durch mitochondriale Makrophagie infolge
eines N-hrstoffmangels bedingt wird.[102b] Weitere Untersu-
chungen fghrten zu zwei weiteren ratiometrischen pH-Fluo-
reszenzsonden (47c[103] und 47d).[104] Das von Guo und He
et al. beschriebene Mito-pH (47d, Schema 17) nutzt eine
FRET-Strategie, um den mitochondrialen pH-Wert ratiome-
trisch zu gberwachen.[104] Diese Sonde kombiniert Hemicya-
nin und Fluorescein: Im sauren Milieu liegt das Fluorescein in
der nichtkonjugierten Spirolactonform vor, wodurch die
3bertragung seiner Energie auf das Hemicyanin blockiert ist:
im basischen Milieu invertiert das Fluorescein hingegen zu
der konjugierten Xanthenform, was eine FRET-Kopplung
ermçglicht. Entsprechend gelang den Forschern mithilfe der
Fluoreszenzmikroskopie mit doppelter Anregung und Emis-
sion die 3berwachung der pH-Wert-Schwankungen in le-
benden Zellen (Abbildung 9).[104]

Mitochondriale Aktivit-ten wie der Proteintransport und
molekulare Wechselwirkungen werden hingegen von der
Polarit-t der Organellen beeinflusst. Zur Untersuchung der
mitochondrialen Polarit-t setzten Peng und Fan et al. eine
Sonde ein, die Hemicyanin- und Cumarin-Elemente kombi-
nierte (BOB, 48, Schema 17).[105] Mit seinen stark elektro-

nenschiebenden und elektronenziehenden Substituenten
weist BOB einen betr-chtlichen intramolekularen Ladungs-
transfer auf, der auf Schwankungen in der Polarit-t reagiert.
Vergleichbar mit Mito-pH weist BOB zwei Anregungspeaks
und zwei Emissionspeaks auf, was eine 3berwachung mittels
Fluoreszenzmikroskopie mit doppelter Anregung und Emis-
sion ermçglicht. Unter Verwendung dieser Sonde fanden die
Forscher heraus, dass Krebszellen eine geringere Polarit-t
aufweisen als normale Zellen, was eine mçgliche Methode
zur Unterscheidung von Zelllinien zur Verfggung stellt (Ab-
bildung 10).[105] Dargber hinaus wurden auch Sonden fgr die
mitochondriale Temperatur[106] und Fluoridionen[107] vorge-
stellt.

3.7. Herausforderungen ffr MiTAFPs

Die selektive Akkumulation lipophiler kationischer
Farbstoffe im Inneren von Mitochondrien ausnutzend,
wurden diverse MiTAFPs entwickelt und umfassend zur
Abbildung mitochondrialer Vorg-nge angewendet. Obwohl
tiefgreifende Fortschritte auf diesem Gebiet erreicht wurden,
gibt es gewiss noch viele Herausforderungen, denen sich
Forscher stellen sollten:
1) Zwar kçnnen lipophile kationische Farbstoffe Mitochon-

drien anf-rben, sie kçnnen aber immer noch aus der Or-
ganelle ausgewaschen werden, sobald das mitochondriale
Membranpotential infolge einer medikamentçsen Be-
handlung oder anderer Prozesse eingebgßt wird. Bei-
spielsweise beeinflusst die Behandlung von Zellen mit
aldehydischen Fixativen den energetischen Zustand der
mitochondrialen Membran, weswegen lipophile kationi-
sche Farbstoffe in diesen F-llen nicht funktionieren
kçnnen.[42]

2) Obwohl TPP und andere Vektoren umfangreich als auf
Mitochondrien zielende Strukturelemente eingesetzt
wurden, ist deren Zelltoxizit-t besonders bei der Lang-
zeitgberwachung von Zellen noch immer problematisch.
Die Akkumulation von Kationen in den Mitochondrien
kann sich ebenfalls auf das Membranpotential auswir-
ken.[47a, 108a,b]

3) Es gibt zahlreiche Analyten in den Mitochondrien, von
denen ein großer Teil nur in nanomolaren Mengen vor-
liegt. Demzufolge muss die Empfindlichkeit von MiTA-
FPs deutlich gesteigert werden. MiTAFPs stehen indes
haupts-chlich fgr Metalle und reaktive Spezies zur Ver-
fggung, vielen anderen Analyten, wie verschiedenartigen

Abbildung 9. In den Kompartimenten der Mitochondrien angesiedel-
tes Mito-pH. Mit Erlaubnis fbernommen von der Royal Chemical
Society.

Abbildung 10. Lokalisation der Polarit-tssonde innerhalb von Mito-
chondrien. A) Mito Tracker Green; B) BOB; C) zusammengesetzte
Abbildung von (A) und (B). Mit Erlaubnis fbernommen von Wiley.
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NPPs, Anionen und Peptiden, wurde jedoch noch nicht die
erforderliche Beachtung geschenkt. Abgesehen von nie-
dermolekularen Sonden gelang es alternativ mit fluores-
zierenden Proteinen und Nanopartikel-basierten Sonden,
Fortschritte im Hinblick auf mitochondriale Analyten zu
erzielen, dennoch sind weitere Forschungen noch immer
gefragt.[108c–e]

4) Die meisten beschriebenen MiTAFPs basieren auf in-
derungen in der Fluoreszenzintensit-t, diese Signal-nde-
rungen kçnnen allerdings unter mangelnder Empfind-
lichkeit oder Interferenzproblemen leiden. Ratiometri-
sche Fluoreszenzsonden kçnnen sich selbst kalibrieren,
was Ungenauigkeiten beseitigt. Zukgnftige Forschungen
zur Detektion mitochondrialer Analyten kçnnten von
ratiometrischen Fluoreszenzsonden profitieren.

4. Auf das zellul-re Verdauungssystem zielende
aktivierbare Fluoreszenzsonden

4.1. 3berblick fber das zellul-re Verdauungssystem

Ab und zu hemmen Fremdsubstanzen, obsolete Biomo-
lekgle und nicht richtig arbeitende Organellen das Zell-
wachstum und die Zellfunktionen. Um mit diesen Abnormi-
t-ten umzugehen, haben Zellen ein vollst-ndiges Einschluss-
und Verdauungssystem entwickelt, das die Fremdsubstanzen
in niedermolekulare Nahrung umwandelt. Die wichtigsten
Bestandteile des zellul-ren Verdauungssystems sind die En-
dozytose und die Autophagozytose.[109] Der zuerst genannte
Prozess beinhaltet Endosomen und Lysosomen, die auf
Fremdsubstanzen zielen, wohingegen der zuletzt genannte
Prozess Autophagosomen und Autolysosomen in der

Hauptrolle hat, die obsolete Zellbestandteile verdauen (Ab-
bildung 11).

Der Mechanismus der Endozytose hilft bei der Beseiti-
gung von Fremdsubstanzen, bei denen es sich haupts-chlich
um Proteine handelt oder, im Fall der Phagozytose, um Pa-
thogene.[109a] Beim Kontakt mit fremden biomolekularen
Fremdsubstanzen internalisiert die Plasmamembran aktiv,
um die Biomolekgle in Form von Vesikeln einzuhgllen, die
dann auf die schwach sauren frghen Endosomen mit einem
pH-Wert von 6.5 gbertragen werden. In den frghen Endoso-
men, die abgesondertes Zellmaterial sammeln, werden die
Biomolekgle kategorisiert und bezgglich ihres jeweiligen
Bestimmungsorts markiert. Beispielsweise werden einige Si-
gnalmolekgle gber die Vesikel-vermittelte Exozytose aus der
Zelle exportiert, w-hrend andere Spezies weiter zu den sau-
reren sp-ten Endosomen befçrdert werden. Die sp-ten En-
dosomen wirken als 3bergabestationen, die sowohl obsolete
Biomolekgle von den frghen Endosomen als auch S-urehy-
drolasen von dem Trans-Golgi-Netzwerk und dem Golgi-
Apparat gbernehmen.[110] Erw-hnenswert ist, dass die S-u-
rehydrolasen von der Kern-DNA genetisch kodiert, in den
Ribosomen auf dem rauhen endoplasmatischen Retikulum
produziert und zum Golgi-Apparat transportiert werden, wo
sie selektiv wirken. Die S-urehydrolasen werden in dem Cis-
Golgi-Apparat mit Mannose-6-phosphat(M6P)-Rezeptoren
versehen und weiter durch ein M6P-Rezeptor(M6PR)-Pro-
tein in dem Trans-Golgi-Apparat geschgtzt, da die S-urehy-
drolasen, sobald sie einmal freigesetzt wurden, Zellsch-di-
gungen hervorrufen kçnnen. Von dem Trans-Golgi-Netzwerk
werden die mit M6PR markierten S-urehydrolasen selektiv
auf die sp-ten Endosomen gbertragen. In dem sauren
Medium der sp-ten Endosomen mit einem pH-Wert um 5.5
wird M6PR von dem Hydrolase enthaltenden Vesikel gelçst

Abbildung 11. Chemische und biologische Prozesse des zellul-ren Verdauungssystems. Bei den Schlfsselbestandteilen handelt es sich um Lysoso-
men, Endosomen und Phagosomen.
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und in das Vesikel gefgllt, das zur Wiederverwertung zu dem
Trans-Golgi-Apparat zurgckgeleitet wird.[111]

Von den sp-ten Endosomen werden die obsoleten Bio-
molekgle und die S-urehydrolasen auf die Lysosomen, den
Zellmagen, gbertragen.[112] Lysosomen sind kugelfçrmige
katabolische Organellen, die in nahezu allen eukaryotischen
Zellen vorkommen und haupts-chlich fgr die Zersetzung
biologischer Makromolekgle durch Organellen zust-ndig
sind.[113] Der niedrige pH-Wert (ca. 4.5) in den Lysosomen,
ebenso wie den Endosomen, wird von einer Reihe von Pro-
tonenpumpen herbeigefghrt, wie der vakuol-ren H+-ATPase,
die zur Unterstgtzung des Imports von Protonen in die
Membran von Lysosomen oder Endosomen die Energie von
ATP nutzt. Diesem Protonenimport wird von anderen Ka-
n-len entgegengewirkt, einschließlich dem Cl@/H+-Antipor-
ter, der bei gleichzeitigem Protonenexport Chloridionen im-
portiert. Beim Eintritt der S-urehydrolasen in die Lysosomen
werden sie durch den niedrigen pH-Wert aktiviert und zer-
setzen die Biomakromolekgle zu niedermolekularen Mate-
rialien fgr die Biosynthese, die dann aus den Lysosomen ex-
portiert werden.[114] Die Prozesse in den Lysosomen werden
von diversen Signalelementen reguliert, einschließlich Me-
tallionen. Der lysosomale labile Metallvorrat ist gber Katio-
nenkan-le mit dem cytosolischen Metallvorrat verbunden,
und alle Metallspezies spielen entscheidende Rollen bei der
zellul-ren Signalgebung und der Redoxregulierung.[115] Bei-
spielsweise werden bei Fehlfunktionen des Eisen-Redoxsys-
tems hochreaktive Hydroxylradikale erzeugt, die die Lyso-
somenmembran zerstçren, was das Austreten von Protonen
und S-urehydrolasen zur Folge hat und letztendlich zum
Zelltod fghrt.[113b]

Neben der Endozytose hilft die Autophagozytose bei der
Verdauung von obsoleten Zellbestandteilen oder Zelltrgm-
mern, wie anormalen Mitochondrien. Es gibt drei verschie-
dene Arten der Autophagozytose: die Makroautophagozy-
tose, die Mikroautophagozytose und die Chaperon-vermit-
telte Autophagozytose.[109b] Bei der Chaperon-vermittelten
Autophagozytose handelt es sich um einen spezifischen Me-
chanismus unter Beteiligung des Hitzeschockproteins 8
(hsc70) von 70 kDa. Biomolekgle mit einer Erkennungsstelle
fgr hsc70 kçnnen an Chaperon binden, das auf die Lysosomen
zielt, und anschließend internalisiert und verdaut werden.[116]

Dagegen sind die Makroautophagozytose und die Mikroau-
tophagozytose h-ufiger ablaufende Mechanismen, von denen
sich die Makroautophagozytose durch die Bildung von Au-
tophagosomen auszeichnet und sich die Mikroautophagozy-
tose haupts-chlich auf Lysosomen und Autophagosomen
beschr-nkt, die die obsoleten Biomolekgle direkt aufneh-
men.[117] S-urehydrolasen enthaltende Vesikel hgllen die
Zielorganellen oder -biomolekgle ein und bilden Autopha-
gosomen mit einer Doppelschichtmembran.[118] Die Auto-
phagosomen fusionieren dann mit Lysosomen zu Autolyso-
somen, w-hrend die Proteine der Lysosomen die Hydrolasen
aktivieren und die Verdauung erfolgt.[119] ihnlich der Endo-
zytose liefert die Autophagozytose als Endprodukt nieder-
molekulare N-hrstoffe fgr die Biosynthese und das 3berle-
ben der Zelle. Tats-chlich wird in Hungerphasen zum Un-
terhalt der Zellen eine nichtselektive Makroautophagozytose
vollzogen. Demzufolge ist das gesamte zellul-re Verdau-

ungssystem von entscheidender Bedeutung fgr die Viabilit-t
von Lebewesen. Fehlregulierungen ihrer Funktionen verur-
sachen diverse Krankheiten, einschließlich auf einen Hydro-
lasemangel zurgckzufghrender lysosomaler Speicherkrank-
heiten und durch die fehlerhafte Entfernung sch-dlicher
Proteinaggregate bedingte neurodegenerative Erkrankun-
gen.[120] In Anbetracht der wichtigen biologischen Funktionen
und der zahlreichen am Verdauungssystem beteiligten Ana-
lyten ist die Entwicklung niedermolekularer Fluoreszenz-
sonden fgr deren selektive Bildgebung unabdingbar.

4.1. Allgemeine Methoden zum Design von auf
Verdauungsorganellen zielenden Fluoreszenzsonden

Verdauungsorganellen enthalten hydrolytische Enzyme,
die ausschließlich unter sauren Bedingungen funktionieren.
In Endosomen, Autophagosomen und Lysosomen herrscht
aufgrund des Protonenimportmechanismus der ATPasen vom
V-Typ ein niedrigerer pH-Wert vor als im Cytoplas-
ma.[113b,d, 121a] Daher -hneln sich die zugrundeliegenden De-
signstrategien fgr auf Lysosomen zielende aktivierbare
Fluoreszenzsonden (LyTAFPs) und auf Endosomen zielende
aktivierbare Fluoreszenzsonden (EndTAFPs) fgr zahlreiche
Analyten stark. Die meisten der beschriebenen LyTAFPs und
EndTAFPs machen sich den charakteristischen pH-Wert
dieser Verdauungsorganellen zunutze:

Kleine Molekgle unter 1 kDa bewegen sich frei durch das
Zellmembransystem.[121b] Ankersonden fgr Lysosomen oder
andere saure Organellen tragen lipophile schwach basische
Reste, sprich lipophile Amine. Sobald solche Sonden in das
Innere der sauren Organelle gelangen, werden die Amino-
gruppen protoniert und die Sonden positiv geladen und auf-
grund der Undurchl-ssigkeit der Membran innerhalb der
Organelle festgehalten. Forscher bezeichnen die Anker der
Lysosomen als lysosomotrope Mittel, von denen einige eine
Anreicherung um das 100-fache in Organellen erreichen
kçnnen. Diese Agenzien eignen sich fgr eine Fglle von Ver-
wendungszwecken, beispielsweise als Arzneimittel, zur pH-
Messung und, wie hier diskutiert, als Fluoreszenzsonden.[13b]

Sonden fgr Endosomen und Autophagosomen haben -hnli-
che Designmerkmale wie Sonden fgr Lysosomen, sie erfor-
dern wegen der unterschiedlichen pH-Werte dieser Umge-
bungen aber eine spezielle Anpassung.

Basierend auf diesem Mechanismus wurden diverse
Fluoreszenzsonden entworfen, wie LysoTracker Red und
LysoTracker Green, die die gleichen lipophilen Aminoreste,
aber unterschiedliche Emissionswellenl-ngen aufweisen
(Schema 18).[42]

Schema 18. Die Strukturen von LysoTracker Red und LysoTracker
Green. Das auf Lyosomen zielende Strukturelement ist markiert.
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3blicherweise ist das Design einer Fluoreszenzsonde
unter Verwendung lysosomotroper Mittel oder anderer An-
kerelemente fgr saure Organellen einfach: Ein maskierter
Fluorophor wird mit einer schwachen Base als Zielelement
und einer durch den interessierenden Analyten aktivierbaren
Funktion verkngpft. Sobald das Aktivierungselement auf den
Analyten trifft, wird der Fluorophor durch die Wechselwir-
kung demaskiert, und das Fluoreszenzsignal tritt in Erschei-
nung. Bei den meisten LyTAFPs handelt es sich in Wirk-
lichkeit um UND-Logikgatter, die nur dann fluoreszieren,
wenn sie sowohl von Protonen (H+) als auch vom interes-
sierenden Analyten aktiviert werden.

Es wurden auch Fluoreszenzsonden beschrieben, die nicht
auf lysosomotropen Mitteln oder schwach basischen Ankern
beruhen, sondern auf Wechselwirkungen, die nur unter
sauren Bedingungen erfolgen. Im Idealfall verbleibt die
Sonde zur Minimierung der Hintergrundreaktionen und zur
Erhçhung des Signal-Rausch-Verh-ltnisses vor dem Errei-
chen der Zielorganellen im ausgeschalteten Zustand. Beim
Erreichen der sauren Zielorganellen wird das Aktivierungs-
element von dem interessierenden Analyten protonenkata-
lysiert aktiviert, wobei der unmaskierte Fluorophor entsteht.
Außerdem gibt es Berichte, in denen die Endozytose oder die
Autophagozytose fgr den selektiven Transport von OTAFPs
genutzt werden.

4.2. LyTAFPs und EndTAFPs ffr Metallionen

Lysosomen sind an verschiedenen Aspekten des Metall-
metabolismus beteiligt. Metalle vermitteln beispielsweise die
Regulierung der lysosomalen ATPase vom V-Typ, einem
wichtigen Protonenpumpenkanal, der das saure Milieu der
Lysosomen aufrechterh-lt.[120,122] Außerdem wirken Metalle
an Transport und Aktivierung der lysosomalen Enzyme
mit.[123] Daher ist es wgnschenswert, LyTAFPs zu entwickeln,
die Metallionen in lebenden Zellen visualisieren. Einige
Forschungsgruppen haben gber elegante Untersuchungen zu
LyTAFPs fgr Metallionen, einschließlich Fe3+, Zn2+ und Cu2+,
berichtet.

Lysosomen spielen eine wichtige Rolle bei der intrazel-
lul-ren Regulierung und der Eisen-Homçostase.[123a, 124] Zu-
nehmende Belege deuten darauf hin, dass sich der wesentli-
che intrazellul-re Vorrat an labilen redoxaktiven Eisenspe-
zies im Inneren von Lysosomen befinden kçnnte.[125] Außer-
dem kontrolliert das lysosomale Eisen die Oxidationsemp-
findlichkeit der Zelle; so verursacht ein zu hohes Aufkommen
an labilem Eisen Zellsch-den.[125, 126] Fakih et al. synthetisier-
ten 2008 eine „Turn-off“-Fluoreszenzsonde (51, Schema 19)
fgr endosomales/lysosomales Eisen, indem sie einen basi-
schen 1-Dimethylethylamin-Substituenten in eine Fe3+-Sonde
einbauten.[127] Konfokalmikroskopische Abbildungen offen-
barten, dass diese Sonde die hochempfindliche Bestimmung
des lysosomalen Eisenzustands ermçglichte, und zwar als
Antwort auf klinisch angewendete Chelatoren wie Deferi-
pron, Desferrioxamin und Deferasirox.[64] Die daraus her-
vorgegangene und 2009 von derselben Gruppe synthetisierte
Sonde SF34 (52, Schema 19)[128] erwies sich als noch emp-
findlicher. ihnlich ihrem Vorg-nger gberwacht SF34 labile

Eisenvorr-te in den Endosomen/Lysosomen. Mittels Durch-
flusszytometrie und konfokalmikroskopischer Experimente
wurde demonstriert, dass diese Sonde die inderung intra-
zellul-rer Eisenkonzentrationen beim Einsatz von Eisenche-
latoren wahrnehmen kann.[128]

Aufgrund der paramagnetischen Beschaffenheit von
Fe2+/3+, die zur Fluoreszenzlçschung fghrt, gab es keine auf
Lysosomen zielenden „Turn-on“-Fluoreszenzsonden fgr
Fe2+/3+, bis vor kurzem der Ringçffnungsprozess von Rho-
damin zum Design von Eisensonden genutzt wurde. Bei-
spielsweise war die Fluoreszenz der freien Sonde 53 in der
Molekglstruktur mit geschlossenem Ring vernachl-ssigbar. In
Gegenwart von Fe3+ koordinierten die Eisenspezies an den
Diacetohydrazid-Substituenten, was die Umwandlung der
Sonde in die komplexierte Form mit geçffnetem Ring be-
ggnstigte.[129] Der an dem Xanthengergst h-ngende Phenyl-
aminrest ermçglicht dieser Sonde die Lokalisierung in den
Endosomen oder Lysosomen lebender HeLa-Zellen. Von den
Autoren selbst wurde allerdings eingestanden, dass die in-
trazellul-re „Turn-on“-Fluoreszenzantwort sowohl von en-
dogenem labilem Fe3+ als auch vom H+-3berschuss in den

Schema 19. Die Strukturen der auf Lyosomen zielenden Fluoreszenz-
sonden ffr Metallionen.
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sauren Organellen (Lysosomen/Endosomen) stammen
kçnnte, da Messungen in vitro offenbarten, dass schon ein
niedriger pH-Wert die Ringçffnung auslçsen kann. Sp-ter
berichteten Guo et al. gber die „Turn-on“-Fluoreszenzsonde
RPE (54, Schema 19) zur Abbildung von labilem lysosoma-
lem Fe3+ bei subzellul-rer Auflçsung.[130] Nach Kontrollex-
perimenten behaupteten die Autoren, dass RPE nur normale
Lysosomen mit reichlich Fe3+ anf-rbten, aber keine mit zell-
permeablen Fe3+-spezifischen Chelatoren behandelten
Zellen.

Zus-tzlich zum Eisenmetabolismus sind Lysosomen auch
an der Physiologie und Pathologie des Kupfers beteiligt.[115,131]

Eine gberm-ßige Akkumulation von Kupfer in den Lysoso-
men fghrt zur lysosomalen Lipidperoxidoxidation, dem Ab-
fluss von S-urehydrolasen und dann weiter zur Nekrose von
Hepatozyten.[132] Tang et al. entwarfen 2011 basierend auf
dem Gergst von Cy7 eine „Turn-on“-NIR-Fluoreszenzsonde
(55, Schema 19) zur Detektion und Abbildung von Cu2+.[133]

Die Aminoreste von 55 lenkten die Sonde haupts-chlich in
die Lysosomen lebender Zellen. Außerdem war die Sonde in
saurem Milieu optisch stabil und reagierte sowohl in Zell- als
auch Gewebeproben empfindlich auf Cu2+. Nachfolgend be-
richtete dieselbe Gruppe gber eine weitere Lysosomen-spe-
zifische Cu2+-Fluoreszenzsonde, RHAT (56, Schema 19), mit
Rhodamin als auf Lysosomen zielendem Fluorophor und
unter der Bergcksichtigung, dass der pKa-Wert der N,N-
Diethylaminophenyl-Gruppe in der spirocyclischen Form
(mit geschlossenem Ring) des Fluorophors zu dem pH-Wert
von Lysosomen passt.[134] Der Thiophen-substituierte Hydra-
zidrest ermçglichte eine selektive Antwort auf Cu2+, und
Bildgebungsexperimente demonstrierten, dass RHAT effizi-
ent in Lysosomen normaler Leber- und Hepatomzelllinien
akkumulierte. Die hohe Empfindlichkeit der :ffnung des
Rhodaminrings ermçglichte die Abbildung von Wirkstoff-
induzierten Schwankungen des Cu2+-Gehalts in lebenden
Zellen.

Zinkionen vermitteln die Autophagozytose/den autoly-
sosomalen Mechanismus, w-hrend eine 3berladung mit Zink
die enzymatischen Funktionen der Lysosomen stçrt, was zur
Akkumulation von Proteinen mit Fehlfunktionen fghrt.[135]

Typische Erkrankungen sind die Alzheimer-Krankheit und
die Parkinson-Krankheit. Demnach kçnnte die 3berwachung
des Zinks in Lysosomen dem Verst-ndnis diverser patholo-
gischer Prozesse zugutekommen. Jiang und Mitarbeiter
stellten 2012 die auf Lysosomen zielende Fluoreszenzsonde
DQZn4 zur Detektion von Zn2+ vor (57, Schema 19).[136]

Bestehend aus einem Chinolingergst als Fluoreszenzreporter
und einer Dimethylaminogruppe als Lysosomen-Anker ant-
wortet DQZn4 auf Zn2+ und bewirkt sowohl eine Fluores-
zenzsteigerung aufgrund des photoinduzierten Elektronen-
transfers als auch ein ratiometrisches Signal mit einer Blau-
verschiebung um 47 nm wegen der inderung der intramole-
kular angeregten Zust-nde. DQZn4 war in saurem w-ssrigen
Milieu stabil (pH 5.2), und konfokalmikroskopische Experi-
mente belegten, dass DQZn4 bereitwillig in Lysosomen lo-
kalisierte und eine ratiometrische Reaktion auf lysosomale
Zn2+-inderungen in Gegenwart von exogenem oder endo-
genem Zn2+ ergab.[136]

Erst kgrzlich berichtete die Gruppe von Peng gber eine
auf Lysosomen zielende ratiometrische Fluoreszenzsonde fgr
Zn2+, LysoZn-1 (58a, Schema 19).[137] Diese Sonde wurde
durch Anh-ngen einer auf Lysosomen zielenden 2-Morpho-
linoethylamin-Funktion an ein Styryl-BODIPY-DPA-Gergst
(eine bekannte Zn2+-Sonde) konstruiert. Beim Binden von
Zn2+ lçste LysoZn-1 eine offensichtliche Steigerung der
Fluoreszenz bei 578 nm aus sowie eine Verschiebung der
Wellenl-nge von 680 nm auf 578 nm. Dargber hinaus konnte
LysoZn-1 das infolge einer Stimulation durch H2O2 freige-
setzte Zn2+ detektieren, was deren enormes Potenzial fgr
weitere Untersuchungen von lysosomalem Zn2+ widerspie-
gelt. Sp-ter wurden zudem die Zwei-Photonen-Sonde 58b[138]

und die FRET-basierte Sonde 58 c[139] zur Abbildung von
Zinkionen in Lysosomen beschrieben. 58b wurde erfolgreich
zur Abbildung endogener Zinkionen in Lysosomen von NIH-
3T3-Zellen sowie hippocampalen Gewebeschichten von
M-usen mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie bei einer An-
regung von 900 nm verwendet.[138]

Tats-chlich nutzt die Mehrheit der beschriebenen Metall-
Fluoreszenzsonden einen photoinduzierten Elektronen-
transfer (PeT), um eine Fluoreszenz einzuschalten. Obgleich
es sich um eine ausgereifte Methode handelt, neigen die
Elektronendonoren der am PeT beteiligten Strukturelemente
zur Wechselwirkung mit Protonen, was zu einem Einschalten
der Fluoreszenz fghrt und falsch-positive Ergebnisse verur-
sacht. Solche Probleme sind in den sauren Lysosomen noch
gravierender. Lippard et al. berichteten jedoch vor kurzem
gber eine auf einer Chelatisierung beruhende Zn2+-Sonde
(SpiroZin2, 59, Schema 20), die nicht auf Protonen antwor-

tete.[140] SpiroZin2 bildete im ungebundenen Zustand einen
Spirocyclus, wobei ein Hydroxy-Arm des Chelators an dem
Spirocyclus beteiligt war. Aufgrund der schwachen Wechsel-
wirkung konnten Protonen die Hydroxygruppen nicht an-
ziehen, um den Ring zu çffnen; dagegen konnte Zn2+ starke
Chelate mit den Armen bilden, und infolgedessen setzte das
SpiroZin2 sein Hemicyanin-Fluorophor frei. Die langwellige
Emission von SpiroZin2 ermçglichte nicht nur die Untersu-
chung endogener Zn2+-Spezies in lebenden Zellen (Abbil-
dung 12), sondern auch von Zink-reichen Faserstrukturen
lebender hippocampaler Gewebeproben.

4.3. LyTAFPs ffr reaktive Spezies und Thiole

Es wurde festgestellt, dass Stickstoffmonoxid (NO) die
autophagozytotischen Prozesse in Lysosomen beeinflusste.[141]

Schema 20. Der Zn2+-Antwortmechanismus von SpiroZin2.
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Zur Echtzeit-3berwachung der lysosomalen NO-Aktivit-ten
entwickelte die Gruppe von Xiao die aktivierbare Zwei-
Photonen-Fluoreszenzsonde Lyso-NINO (60, Schema 21) fgr
die lysosomale Abbildung von NO.[142] Diese Sonde wurde
durch den Zusammenschluss von o-Phenylendiamin zum

Abfangen von NO, auf Lysosomen zielendem (Amino-
ethyl)morpholin und dem Zwei-Photonen-Fluorophor
Naphthalinimid gestaltet. Die chemische Transformation
wurde deshalb gew-hlt, weil aromatische vicinale Diamine
auch in Gegenwart von Disauerstoff mit NO reagieren. Lyso-
NINO wies aufgrund des PeT von der o-Diaminophenyl-
Gruppe auf die Naphthalinimid-Funktion bei dem pH-Wert
der Lysosomen eine vernachl-ssigbare Fluoreszenz auf, of-
fenbarte aber eine selektive „Turn-on“-Antwort auf NO ge-
gengber anderen reaktiven Sauerstoffspezies. Durch diese
hohe Reaktivit-t erzielte Lyso-NINO eine nanomolare
Nachweisgrenze, sodass es sich zum Abfangen von endoge-
nem NO in makrophagischen Lysosomen eignete.

Als weitere wichtige reaktive Spezies h-ngt lysosomales
H2O2 eng mit der Autophagozytose und der Apoptose in
normalen und pathologischen Prozessen zusammen.[143] Zur
Untersuchung ihrer zellul-ren Funktionen beschrieben Jing
und Zhang J-S (61, Schema 22) als eine neue Zwei-Photonen-
Sonde zur Abbildung von lysosomalem H2O2 in lebenden
Zellen basierend auf der Reaktivit-t zwischen J-S und H2O2

unter sauren Bedingungen.[144] In Gegenwart von Myelo-
peroxidase (MPO) offenbarte J-S eine selektive „Turn-on“-
Fluoreszenzantwort auf H2O2, die nur unerheblich durch
andere h-ufige biologische ROS beeintr-chtigt wurde. Die
Colokalisierung von J-S in Lysosomen wurde durch MPO
ebenfalls unterstgtzt. Ohne das Enzym verteilte sich die

Sonde im Cytosol. Die schnelle Reaktion auf Thiomorpholin
ermçglichte der Sonde die Visualisierung von in den Lyso-
somen eingeschlossenem exogenem oder endogenem
H2O2.

[144] Song et al. wiederum berichteten gber die in den
Lysosomen lokalisierte „Turn-on“-Fluoreszenzsonde ZP1Fe2

(62, Schema 22) fgr H2O2, fgr die sie eine Bioredoxreaktion
zur Spaltung des Eisenkomplexes am Xanthenring einfghr-
ten.[145] Bei der auf die Lysosomen zielenden Gruppe handelt
es sich wahrscheinlich um den Aminochelator und die
schwach basischen Phenols-urereste, was allerdings weiterer
Abkl-rung bedarf. Erst vor kurzem entwarf die Gruppe von
Yoon eine auf Naphthalinimid basierende H2O2-Sonde mit
(Aminoethyl)morpholin als Lysosomen-Anker und einem
Boronat-Rest als auf H2O2 reagierendes Strukturmotiv (63,
Schema 22).[146] Diese Sonde wurde zur Detektion von sowohl
exogen zugefghrten als auch endogen erzeugten reaktiven
Spezies genutzt, wobei durch die Zugabe eines H2O2-Abf-n-
gers die Fluoreszenz gelçscht wurde.

Hypochlorige S-ure (HOCl) ist eines der Endprodukte
des H2O2-Metabolismus und wirkt sowohl als Signalmolekgl
und als Abf-nger von Zelltrgmmern. W-hrend die wahre
Identit-t von HOCl noch immer diskutiert wird, ist dessen
Detektion ohne Zweifel von großer Bedeutung ihrer Aufga-
ben in Zellen. Li et al. berichteten 2015 gber eine Fluores-
zenzsonde (64 a, Schema 23) fgr lysosomales HOCl auf der
Grundlage eines Selenid-Schalters.[147] Konfokalmikroskopi-
sche Untersuchungen deuteten darauf hin, dass 64a in Lyso-
somen akkumulierte und exogenes HOCl abbilden konnte.
Ein anderes Beispiel stammt von Yuan et al. : Ihre Verbin-
dung 21 (Schema 6) konnte endogenes lysosomales HOCl in
stimulierten Makrophagen abbilden (Abbildung 6).[76]

Erst vor kurzem entwarfen Zhang und Yuan eine auf
einem Ruthenium(II)-Komplex basierende Sonde (Ru-Fc,

Abbildung 12. Untersuchung der Lokalisierung von SpiroZin2 in der
Zelle. A) Mit 2 mm Lyso Tracker Green, B) 5 mm SpiroZin2 und 30 mm
Zinkpyrithion behandelte HeLa-Zellen; C) 3berlagerung von (A) und
(B). Mit Erlaubnis fbernommen von der Royal Chemical Society.

Schema 21. Mechanismus der Reaktion von Lyso-NINO mit NO.

Schema 22. Veranschaulichung des Mechanismus der Reaktion von
LyTAFPs mit H2O2.
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64b, Schema 23), die pr-zise auf lysosomale HOCl-Spezies
zielte.[148] Ohne Wechselwirkung mit HOCl fluoreszierte die
Sonde aufgrund des PeT von dem Ferrocen-Fluoreszenzlç-
scher auf den Rutheniumkomplex schwach; indes konnte
HOCl den Linker zwischen Ferrocen und Ruthenium bre-
chen und somit die Emission des Komplexes wieder herstel-
len. Von Bedeutung ist, dass Ru-Fc aufgrund seiner relativen
Grçße nicht durch freie Diffusion in den Lysosomen lokali-
sierte, sondern durch die von Caveolae vermittelte Endozy-
tose, was anhand von Assays zur Inhibierung der Endozytose
best-tigt wurde. Ein solches Design stellt eine praktische und
neuartige Vorgehensweise zum Zielen auf Lysosomen zur
Verfggung, die keine liphophilen schwach basischen Anker
bençtigt. Dargber hinaus wurde Ru-Fc erfolgreich zur Vi-
sualisierung endogener HOCl-Spezies in lebenden Makro-
phagen sowie in lebenden Großen Wasserflçhen und Zebra-
fischen eingesetzt. Zudem wurden auch Anstrengungen un-
ternommen, andere Prozesse unter Beteiligung lysosomaler
ROS, wie die Lipidperoxidation,[79] und Nitroxyls-ure
(HNO)[149] zu untersuchen.

Zwar handelt es sich bei H2S um einen fgr zahlreiche
physiologische Prozesse wichtigen Transmitter und einen mit
mehreren Krankheiten zusammenh-ngenden Indikator, seine
Verteilung in den Organellen und dessen zellul-re Funktio-
nen werden aber noch immer diskutiert.[150] Zur Kl-rung der
Rolle von H2S in Lysosomen fghrten Xu et al. 2013 die auf
Naphthalinimid basierende Sonde Lyso-NHS (65a,
Schema 24) ein, die quantitativ H2S-Spezies in Lysosomen
lebender Zellen bestimmen konnte. Lyso-NHS lokalisiert
Lysosomen gber die Morpholin-Funktion und antwortet
unter physiologischen Bedingungen basierend auf einer ra-
schen Thiolyse des Dinitrophenylethers, bei dem es sich um
einen starken Fluoreszenzlçscher handelt, auf H2S.[151] Sp-ter
beschrieb dieselbe Gruppe eine andere auf Lysosomen zie-
lende Sonde (Lyso-AFP, 65b, Schema 24) auf der Grundlage
der durch H2S gefçrderten Reduktion eines Azidrests.[152]

Außerdem wurden andere auf Lysosomen zielende H2S-
Sonden (65c[153a] und 65d,[153b] Schema 24) separat behandelt.

4.4. LyTAFPs ffr die lysosomale Viskosit-t, die Temperatur,
Esterasen und pH-Wert-Messungen

Die lysosomale Viskosit-t h-ngt eng mit dem Gesund-
heitszustand sowie den Funktionen von Lysosomen zusam-
men und beeinflusst den molekularen Transport sowie En-
zymaktivit-ten.[120] Vor kurzem berichtete die Gruppe von
Xiao gber Lyso-V (66, Abbildung 13) als eine neue Sonde zur
3berwachung der lysosomalen Viskosit-t in lebenden Zel-
len.[154a] Diese Sonde bestand aus einem typischen moleku-
laren BODIPY-Rotor, der mit einem auf Lysosomen zielen-
den Morpholin-Rest verkngpft war. Die freie Rotation um
die das BODIPY-Gergst und die Phenylgruppe verbindende
Einfachbindung reagiert empfindlich auf Viskosit-ts-nde-
rungen, und der PeT-Prozess von dem Morpholin- auf den
BODIPY-Rest sorgt dafgr, dass die Sonde zudem auf inde-
rungen des pH-Werts reagiert. Lyso-V steigerte bei sinken-
dem pH-Wert und/oder zunehmender Viskosit-t die Fluo-
reszenz und ist demzufolge fgr eine direkte optische Fluo-
reszenzbildgebung ungeeignet.[154a] Fgr eine uneingeschr-nk-
te Anwendbarkeit dieser Sonde fghrten Xiao et al. Messun-
gen zur Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer durch und
stellten fest, dass der PeT die Lebensdauer nicht beeinflusste.
Infolgedessen und obwohl Lyso-V aufgrund der Beeintr-ch-
tigung durch inderungen des pH-Werts fgr eine direkte op-
tische Quantifizierung der lysosomalen Viskosit-t nicht ge-
eignet war, reagierte die Fluoreszenzlebensdauer von Lyso-V
nur auf inderungen der Viskosit-t empfindlich und war vom
pH-Wert und der Polarit-t unabh-ngig. Daher wurde diese
Sonde erfolgreich zur Echtzeit-Quantifizierung der lysoso-
malen Viskosit-t mittels Abbildung der Fluoreszenzlebens-
dauer angewendet.[154a] Zus-tzlich wurde basierend auf einer
-hnlichen Strategie von Wang et al. gber ein auf Lysosomen
zielendes Fluoreszenzthermometer berichtet.[154b]

Als wichtigste Verdauungsorganelle in Zellen enth-lt ein
Lysosom mehr als 50 verschiedene Enzyme, die unter sauren
Bedingungen aktiv funktionieren.[120,122] Zur 3berwachung

Schema 23. Auf Lysosomen zielende Fluoreszenzsonden zur Detektion
von HOCl.

Schema 24. Reaktion von lysosomalem H2S mit H2S-Sonden.
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lysosomaler Enzyme entwarfen Tang und Liu et al. eine ein-
fache Fluoreszenzsonde (AIE-Lyso-1, 67, Schema 25), die
unter sauren Bedingungen spezifisch mit Esterasen reagieren
konnte.[155] Die Sonde besteht aus Morpholin als Anker fgr
Lysosomen und nutzt einen durch Aggregation induzierten

Emissionsprozess als fluorogenen Mechanismus. In Abwe-
senheit von Esterasen konnte die Sonde frei rotieren und baut
auf diese Weise die Anregungsenergie ab, w-hrend in Ge-
genwart von Esterasen die an der Sonde befindlichen Acet-
oxygruppen abgespalten wurden; dieser Prozess hinterließ

Hydroxyfunktionen, die Wasserstoffbrg-
cken zu der Hydrazinfunktion bilden und
somit die Struktur verriegeln konnten.
Auf diese Weise wurde die Sonde in
Lysosomen Kompartiment zum Leuchten
gebracht, was anhand von Abbildungen
lebender Zellen demonstriert wurde.
W-hrend die meisten Enzyme in Lyso-
somen zum einwandfreien Funktionieren
ein saures Milieu bençtigen, sind
Schwankungen des lysosomalen pH-
Werts in der Regel das Ergebnis von Er-
krankungen. Demzufolge kçnnte eine
Echtzeit-3berwachung des lysosomalen
pH-Werts die Diagnose von Krankheiten
unterstgtzen.[155]

Der pH-Wert von Lysosomen ist ein
lebenswichtiger Parameter zur Aufrecht-
erhaltung von deren normalen Verdau-
ungsfunktionen, und geringe Schwan-
kungen des pH-Werts kçnnen viele phy-
siologische Prozesse beeinflus-
sen.[120, 122,156] Daher wurde eine Reihe an
LyTAFPs fgr pH-Werte abgedeckt.[157]

Ein herausragendes Beispiel aus der
Gruppe von Ma ist eine auf den pH-Wert reagierende Sonde
basierend auf einer Hemicyanin-Xanthen-Kombination
(Lyso-pH, 68, Schema 25).[157a] Bei hçherem pH-Wert wurde
die Xanthen-Funktion deprotoniert, was zu einer l-ngeren
Konjugation und somit einer Emission bei hçherer Wellen-
l-nge fghrte, und umgekehrt. Daher konnte diese Sonde auf
einfache empfindliche ratiometrische Weise den lysosomalen
pH-Bereich (Abbildung 14) bestimmen.[157a] Unter Verwen-
dung dieser Sonde veranschaulichten die Forscher, dass sich,
wahrscheinlich aufgrund der Permeabilisierung der lysoso-
malen Membran, der lysosomale pH-Wert w-hrend eines
Hitzeschocks deutlich erhçhte.

Abbildung 13. Colokalisierung von mit 5.0 mm Lyso-V und 5.0 mm NR ffr 3 min bei 37 88C ange-
f-rbten MCF-7-Zellen. A) Hellfeld-Abbildung. B) Konfokale Abbildung von Lyso-V auf Kanal
1 (lex =488 nm, lem =515–545 nm). C) Konfokale Abbildung von NR auf Kanal 2 (lex =559 nm,
lem =585–610 nm). D) Zusammengesetzte Abbildung der Kan-le 1 und 2. E) Intensit-tsprofil
der interessierenden Bereiche kreuzen MCF-7-Zellen. F) Struktur von Lyso-V. Mit Erlaubnis
fbernommen von der American Chemical Society.

Schema 25. Mechanismus der auf AIE-Lyso-1 zielenden lysosomalen
Esterasen und die Struktur von Lyso-pH.

Abbildung 14. Auf Lysosomen zielende Auswirkungen von Lyso-pH in
MCF-7-Zellen. A) Abbildungen der Colokalisierung von mit DND-99
(50 nm, roter Kanal) und B) Lyso-pH (50 nm, blauer Kanal) angef-rb-
ten MCF-7-Zellen; C) zusammengesetzte Abbildung von (A) und (B);
D) Korrelation der Intensit-ten von Lyso-pH und DND-99. Mit Erlaub-
nis fbernommen von Wiley.
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4.5. Auf Endosomen, Phagosomen und Autolysosomen zielende
Fluoreszenzsonden

Das Zielen niedermolekularer Sonden auf Endosomen
hat sich als schwierig erwiesen, da Endosomen -hnliche Ei-
genschaften wie Lysosomen aufweisen. Der geringfggig
hçhere endosomale pH-Wert hat zur Folge, dass diese deut-
lich weniger lipophile Basen anziehen als Lysosomen, wes-
wegen g-ngige lysosomale Sonden fgr Endosomen ungeeig-
net sind. Endosomen spielen allerdings eine unerl-ssliche
Rolle fgr das zellul-re Verdauungssystem, was ihre einfache
3berwachung zu einem entscheidenden Ziel macht. Erst vor
kurzem berichteten Costa und Rotger gber eine Endosomen-
spezifische Sonde (C2-BDP, 69, Schema 26), die selektiv in

den sp-ten Endosomen lokalisiert.[158] Anstatt nach Sonden
zu suchen, die die endosomale Matrix erkennen, nutzten die
Forscher auf elegante Weise die Endozytose aus, indem sie
ein makrocyclisches Di(quadrats-ureamid) entwarfen, das an
negativ geladene Phosphatrezeptoren der Zellmembran
band. Die Wechselwirkung lçste dann eine endozytotische
Internalisierung aus, und das Di(quadrats-ureamid)-Struk-
turelement blieb in den sp-ten Endosomen eingelagert, was
durch konfokalmikroskopische Abbildung mit BODIPY als
Reporter an dem Di(quadrats-ureamid) nachgewiesen wurde
(Abbildung 15).[158] Obwohl es sich hierbei nicht um eine auf
spezifische Analyten zielende Sonde handelt, glauben wir,
dass diese Strategie ein perfektes Beispiel fgr zukgnftige auf
Endosomen ausgerichtete Forschungen setzt.

Auf die Verteidigung des Kçrpers spezialisierte Zellen
wie Neutrophile und Makrophagen greifen eindringende
Mikroben an, indem sie diese einhgllen und verdauen. Bei
diesem Prozess bilden sich im Inneren der Verteidigerzellen
mit Hydrolasen und reaktiven Spezies gefgllte Phagosomen,
die auf die Mikroben antworten. Der n-chste Schritt der
Autophagozytose besteht aus der Zusammenfghrung von
Phagosomen und Lysosomen zu Autolysosomen, in denen die
F-higkeit zur Verdauung weiter erhçht ist. Demzufolge
kçnnte die Detektion reaktiver Spezies in den Phagosomen
und den Autolysosomen zum besseren Verst-ndnis dieser
Zellverteidigungssysteme fghren, dennoch fehlen spezifische
auf Phagosomen/Autolysosomen zielende Strukturelemente.
Vor kurzem gestalteten Sumimoto et al. eine Phagosomen-
spezifische Fluoreszenzsonde basierend auf der Markierung
mit einem SNAP-Tag. Sie exprimierten ein SNAP-Tag auf der
Oberfl-che von Makrophagen und inkubierten die Zellen mit

ihrer H2O2-Sonde NBzF-BG (70, Schema 27).[159a] W-hrend
der Aktivierung visualisierten die Autoren eindeutig Fluo-
reszenzsignale in den Zellen, die durch Zugabe von Ebselen,
einem H2O2-Abf-nger, und Diphenyleniodonium, einem
NADPH-Oxidase-Inhibitor, verringert werden konnten.

Schema 26. Struktur der auf Endosomen zielenden Fluoreszenzsonde.

Abbildung 15. Konfokale Abbildung von ffr 1 h mit 10 mm C2-BDP be-
handelten U87MG-Zellen und BacMam-RFP-spezifische Sonden ffr
A) frfhe Endosomen, B) sp-te Endosomen, C) Lysosomen und D) den
Golgi-Apparat. Linke Spalte: C2-BDP (grfn), mittlere Spalte: RFP-
Sonden (rot) und rechte Spalte: 3berlagerung (orange) mit DAPI-ge-
f-rbten Zellkernen (blau). Mit Erlaubnis fbernommen von der Ameri-
can Chemical Society.

Schema 27. Strukturen der auf Phagosomen zielenden und auf der
SNAP-Tag-Technologie basierenden H2O2-Sonde sowie der auf Auto-
lysosomen zielenden Sonde ffr die Autophagozytose.
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Diese Vorgehensweise konnte auf andere Organellen erwei-
tert werden, fgr die spezifische Sonden fehlen. Weiterhin
entwarfen Zhang und Xu et al. eine metallgebundene Fluo-
reszenzsonde (ZnG4, 71a, Schema 27), die spezifisch inner-
halb der sauren Vakuolen lokalisierte.[159b] ZnG4 fluoreszierte
nur in Hungerphasen oder w-hrend der chemisch induzierten
Autophagozytose. Untersuchungen mit Cof-rbungen deute-
ten darauf hin, dass diese Sonde haupts-chlich in saure Va-
kuolen eindrang, wie Autolysosomen oder mçglicherweise
das Netzwerk aus sp-ten Endosomen/Lysosomen. Diese
Sonde konnte als ngtzliches Hilfsmittel zur 3berwachung der
Autophagozytose in Krankheitsmodellen dienen.[159b] Sp-ter
wurde auch eine ratiometrische Fluoreszenzsonde (71 b,
Schema 27) zur Abbildung der Bildung von Autolysosomen
eingesetzt, die einfach die vorhandenen H2O2-Spezies unter
sauren Bedingungen detektierte.[159c]

4.6. Herausforderungen ffr auf das zellul-re Verdauungssystem
zielende Sonden

Obwohl gewisse Fortschritte bei LyTAFPs erzielt wurden,
die diverse Analyten in den Lysosomen basierend auf ihrer
einzigartigen sauren Matrix abdecken, gibt es im Zusam-
menhang mit vier Gesichtspunkten noch immer Herausfor-
derungen:
1) Aufgrund fehlender geeigneter auf Analyten antworten-

der Strukturelemente oder dem Konflikt zwischen dem
reagierenden Molekglrest und der auf Lysosomen zie-
lenden Funktion, gibt es fgr zahlreiche reaktive Biomo-
lekgle (z. B. Ca2+, Mg2+ und verschiedene Hydrolasen)
keine LyTAFPs. Bei diesen Biomolekglen handelt es sich
um Schlgsselelemente fgr die Funktionen von Lysosomen
und das 3berleben der Zellen, und demnach kçnnten
entsprechende LyTAFPs Aufschluss gber diese Spezies
geben. Abgesehen von LyTAFPs sind einige Versuche zur
Entwicklung von fluoreszierenden Proteinen und Nano-
partikeln zum Zielen auf Verdauungssysteme, insbeson-
dere die Autophagozytose, zu verzeichnen. Diese kçnnten
sicherlich die fehlenden niedermolekularen Sonden er-
g-nzen.[159d–f]

2) Die meisten beschriebenen LyTAFPs zielen mithilfe der
freien Diffusion und des Einfangens lipophiler basischer
Anker auf Lysosomen. Die Langzeit-Inkubation dieser
basischen Reste im Inneren von Lysosomen kçnnte jedoch
einen Anstieg des pH-Werts hervorrufen und gber eine
Alkalisierung der Lysosomen zum Zelltod fghren.[42]

Dargber hinaus verhalten sich auf dieser Strategie basie-
rende LyTAFPs eher „selektiv“ als „spezifisch“, da basi-
sche Reste auch mit anderen sauren Bereichen des Or-
ganismus wechselwirken kçnnen.[159g] Außerdem belegen
frghere Studien, dass LyTAFPs sogar anf-llig fgr Zerset-
zung durch in Lysosomen erheblich vorhandenen Hydro-
lasen sind. Somit sind sie fgr Anwendungen in lebenden
Zellen unzul-nglich.[159h]

3) Die meisten der beschriebenen LyTAFPs reagieren emp-
findlich auf inderungen des pH-Werts, da die amino-
funktionalisierten schwach basischen Zielelemente gber
PeTs mit den Fluorophoren wechselwirken.

4) Entscheidend ist, dass es, außer fgr Lysosomen, fgr keine
weiteren Bestandteile des zellul-ren Verdauungssystems,
einschließlich der (frghen, sp-ten) Endosomen, Auto-
phagosomen und Autolysosomen, Fluoreszenzsonden
gibt. Das Design solcher Sonden kçnnte sich von der
einzigartigen Endozytose oder Autophagozytose ableiten.

5. Auf Membranen zielende aktivierbare
Fluoreszenzsonden (MemTAFPs)

5.1. 3berblick fber die Zellmembran und das Design von
MemTAFPs

Bei der -ußeren Zellmembran oder Plasmamembran
handelt es sich um eine biologische Glycerophospholipid-
Doppelschicht, die das Zellinnere von dem extrazellul-ren
Milieu trennt (Abbildung 16). Sie fungiert innerhalb eines

umfangreichen Endomembransystems, das die Endosomen/
Lysosomen, das Endoplasmatische Retikulum, den Golgi-
Apparat und den Zellkern umfasst. Die Plasmamembran ist
jedoch einzigartig, da sie anstelle spezifischer Organellen die
gesamte Zelle umschließt und deren Bestandteile schgtzt.[1a]

Die Glycerophospholipid–Molekgle bilden das Gergst der
Plasmamembran: In ihnen bildet Glycerol das Rgckgrat, das
das hydrophile Phosphat mit den lipophilen Fetts-ureketten
verkngpft und somit der Plasmamembran amphipathische
Eigenschaften verleiht.[37a] Die amphipathische Beschaffen-
heit stgtzt die Zellstrukturen innerhalb des w-ssrigen Milieus
und erlaubt gleichzeitig den Durchtritt wasserlçslicher Ma-
terialien. Tats-chlich wirkt die Plasmamembran als Haupt-
portal fgr die zellul-re Kommunikation.[160] Die Konzentra-
tions-nderungen vieler Biomolekgle in der Membran oder in

Abbildung 16. Allgemeine Bestandteile und die chemischen/biologi-
schen Prozesse in der Zellmembran.
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der N-he der Plasmamembran sind fgr viele Signalprozesse
und Krankheiten von entscheidender Bedeutung.[161]

Die passive Diffusion von niedermolekularen wasserlçs-
lichen Verbindungen und Gasen durch die Plasmamembran
h-lt das Gleichgewicht zwischen dem Cytosol und der extra-
zellul-ren Matrix aufrecht und dient als grundlegende zellu-
l-re Kommunikationsstruktur.[162] Der Molekglaustausch er-
folgt osmotisch, das heißt, die Plasmamembran dient als
Filter, durch den Spezies von der Seite hçherer Konzentration
auf die Seite niedrigerer Konzentration fließen kçnnen. Eine
passive Diffusion reicht jedoch nicht zur Versorgung mit allen
N-hrstoffen und Biomaterialien fgr zellul-re Aktivit-ten aus,
weswegen diverse Transmembrankan-le und -transporter die
Versorgung der Zellen unterstgtzen.[163] Her-
ausragende Beispiele umfassen die Aquapo-
rine, die den raschen Import von Wasser ver-
einfachen, sowie Metallionenkan-le, die zur
Vermittlung zahlreicher Signal- und Gestal-
tungsprozesse die cytosolischen Metallvorr-te
mit der extrazellul-ren Matrix verkngpfen. Im
Fall von Aminos-uren, Peptidketten und
Kohlenhydraten, die die Plasmamembran
nicht passieren kçnnen, setzen Transporter
ATP fgr die Befçrderung dieser unabdingba-
ren Spezies in die Zelle ein. Im Unterschied zu
Transportern und Kan-len kçnnen Rezepto-
ren und Enzyme kovalent an die Membran
binden.[164] Wichtig ist, dass es sich bei diesen
Proteinen um Schlgsselelemente der zellul--
ren Signalgebung und Funktionen handelt.
Viele von ihnen existieren in den Lipid-Rafts,
Mikrodom-nen der Plasmamembran aus
hochglycolysierten Lipiden und Proteinen, die
Molekgldurchtritt und Signalprozesse vermit-
teln.[165]

Es wurden zahlreiche Fluoreszenzsonden
beschrieben, die auf die verschiedenen Be-
standteile der Plasmamembran zielen. Da Li-
piddoppelschichten die Hauptkomponente
der Plasmamembran darstellen, besteht die
allgemeinste Methode zum Design von Mem-
TAFPs aus der Eingliederung eines Mem-
branankers, fgr gewçhnlich eine lipophile
Kohlenstoffkette wie eine Fetts-urekette, in
eine bekannte Fluoreszenzsonde gber einen
Linker. Gem-ß dieser Methode wurden viele
MemTAFPs entworfen und synthetisiert.[42,166]

Außer der lipophilen Kohlenstoffkette kçnnen
auch spezifische Bestandteile der Plasma-
membran, wie Rezeptoren, als Zielelemente
beim Design von Sonden verwendet werden.

5.2. MemTAFPs ffr Metallionen

Die unterschiedlichen Metallionen (Ca2+, Zn2+, K+ und
Mg2+, usw.) diffundieren entweder frei durch die Plasma-
membran oder werden selektiv durch Transmembranprotein-
Kan-le transportiert und wirken dabei als Signalelemente

oder enzymatische Cofaktoren. Zunehmende Belege deuten
darauf hin, dass in der N-he der Membran eine hçhere Ca2+-
Konzentration vorliegt als im Cytosol. Da der Import und
Export von zellul-rem Ca2+ als Signal fgr zahlreiche zellul-re
Prozesse dient, einschließlich der Endozytose/Exozytose,
Aktivit-ten von Ionenkan-len und sensorischen Transduk-
tionen usw.,[167] ist die Entwicklung von auf Membranen zie-
lenden Bildgebungssonden fgr die Ca2+-Aktivit-ten von
großer Bedeutung. In den frghen 1990er Jahren wurde gber
mehrere Membran-assoziierte Fluoreszenzsonden berichtet
(z. B. C18-Fura-2, Verbindung 72, und Calcium Green-C18,
73, Schema 28), fgr die eine lipophile Alkylkette an die Ca2+-
Sonden Fura-2 oder Calcium Green-1 konjugiert wurde.[168]

Experimente zur Zellbildgebung deuteten darauf hin, dass
diese Sonden in der Plasmamembran lokalisieren und emp-
findlich auf Schwankungen der Ca2+-Konzentration reagie-
ren.[168, 169]

Um die Schwierigkeiten bezgglich der Eindringtiefe der
Ein-Photonen-Mikroskopie zu umgehen und Ca2+ in tiefen
Gewebeschichten gberwachen zu kçnnen, entwickelte die
Gruppe von Cho 2009 die Zwei-Photonen-Fluoreszenzsonde
ACaL (74, Schema 28) zur Visualisierung von membran-
nahem Ca2+ in lebenden Zellen und lebendem Gewebe.[170]

Schema 28. Strukturen von MemTAFPs ffr Metallionen.
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Diese Sonde besteht aus BAPTA-5-Me als Ca2+-Chelator, 2-
Dimethylamino-6-laurylnaphthalin (Laurdan) als Zwei-Pho-
tonen-Chromophor und einer Dodecanoyl-Gruppe als
Membrananker, wobei BAPTA-5-Me und die Dodecanoyl-
Gruppe zur Vermeidung von Kreuzwechselwirkungen sepa-
rat an den beiden Enden von Laurdan angeordnet wurden.
Als Antwort auf Ca2+ wurde der PeT vom BAPTA auf das
Laurdan blockiert, und ACaL zeigte eine 10-fache TPEF-
Steigerung mit einer Dissoziationskonstante von 0.041:
0.005 mm.[170] Abgeleitet von ACaL entwickelten Cho et al.
anschließend eine weitere Zwei-Photonen-Fluoreszenzsonde
fgr membrannahes Ca2+, fgr die sie einen Amid-Linker zwi-
schen BAPTA und Laurdan anbrachten (ACaCL, 76,
Schema 28).[171] Dieselbe Gruppe berichtete 2011 basierend
auf ACaL gber eine verbesserte Zwei-Photonen-Sonde
(ACaLN, 75, Schema 28).[172] Diese Sonde zeigte als Antwort
auf Ca2+ eine 13-fache Steigerung der Fluoreszenz nach Zwei-
Photonen-Anregung (TPEF) mit einer Dissoziationskon-
stante von 1.9: 0.2 mm, was im Vergleich zu ACaL ein deut-
lich besseres Ergebnis darstellte. Mittels Zwei-Photonen-
Mikroskopie wurde gezeigt, dass alle drei Sonden zur Lang-
zeit-Visualisierung von membrannahem Ca2+ in lebenden
Zellen fgr mehr als 1500 Sekunden und in lebendem Gewebe
bei einer Tiefe von 120 mm verwendet werden konnten, re-
pr-sentiert durch ACaL (Abbildung 17), ohne von anderen
Metallionen gestçrt zu werden.[170]

Cho et al. wiederum erforschten auf anderen Fluoropho-
ren und Rezeptoren basierende Ca2+-Sonden. 2010 berichte-
ten sie gber BCaM (77, Schema 28) als eine auf Membranen
zielende Zwei-Photonen-Sonde fgr Ca2+. Diese Sonde leitete
sich von MOBHA als Ca2+-Rezeptor und 6-(Benzo[d]oxazol-
2’-yl)-2-(N,N-dimethylamino)naphthalin als Reporter ab.[173]

Zwei-Photonen-Mikrographen von HeLa-Zellen deuteten
darauf hin, dass BCaM trotz fehlender lipophiler Alkylketten
ausschließlich die Plasmamembran f-rbte. Diese Sonde
wurde nicht nur allein zur 3berwachung der Ca2+-Verteilung
in der Plasmamembran eingesetzt, sondern auch in Verbin-
dung mit anderen Metallsonden zur Untersuchung der
Funktion von Metallen in der Membran. Beispielsweise er-

mçglichte die Verwendung von BCaM in Kombination mit
ANa1 (78)[173] oder FMg2 (79)[174] die zweifarbige Abbildung
der Aktivit-ten von Na+/Ca2+ oder Mg2+/Ca2+ in lebenden
Zellen und der Na+/Ca2+- oder Mg2+/Ca2+-Verteilungen in
lebendem Gewebe. Solche Sondenkombinationen haben sich
fgr die chemische Biologie als sehr ngtzlich erwiesen.

Außer fgr Ca2+ entwickelten Taki et al. 2011 die Fluo-
reszenzsonde LF-Chol (80 a, Schema 28) zur ortsspezifischen
Detektion von Zn2+-Ionen an der Plasmamembran. LF-Chol
basierte auf der Fluorescein-Plattform mit einer auf die
Membran zielenden in das Fluorophor eingegliederten TEG-
Cholesterol-Markierung.[175a] Die freie Sonde fluoreszierte
aufgrund des effizienten Lçschens durch den Chelator mittels
eines PeT-Mechanismus sehr schwach (F< 0.005). In Ge-
genwart von Zn2+ inhibierte die Komplexbildung zwischen
dem Chelator und Zn2+ den PeT, was zu einer starken „Turn-
on“-Fluoreszenzantwort (bis zu 45-fach) und einer starken
Emission der Sonde fghrte (F = 0.18). Konfokalmikroskopi-
sche Experimente demonstrierten, dass diese Sonde spezi-
fisch an der Zellmembran lokalisierte und als Antwort auf
extrazellul-res Zn2+ in der N-he der Plasmamembran fluo-
reszierte. Zus-tzlich beschrieb die Gruppe von Cho auch eine
Zn2+-Zwei-Photonen-Sonde FZn-mem (80b, Schema 28) zur
3berwachung des membrannahen Zinkflusses, basierend auf
der Schlussfolgerung, dass aufgrund des Effluxes durch die
Membrankan-le das membrannahe Zn2+ hçher konzentriert
sein sollte als das cytosolische Zn2+.[175b] Diese Sonde wurde
zur 3berwachung von Zn2+-Spitzen und Zn2+-Exportprozes-
sen in der N-he der Membran eingesetzt.

5.3. MemTAFPs ffr Lipid-Rafts

Bei Lipid-Rafts handelt es sich um in die Plasmamembran
eingebettete Strukturen, die reich an Cholesterol- und
Sphingolipid-Dom-nen sind, ebenso wie an glycosylierten
Proteinen und Lipiden. Es wird angenommen, dass Lipid-
Rafts an diversen zellul-ren Prozessen beteiligt sind, ein-
schließlich der Homçostase von Cholesterol, der Signal-
transduktion, dem Membrantransport und der Invasion von
Pathogenen, dem Sortieren von Proteinen, neurodegenerati-
ven Erkrankungen und der Angiogenese, ihre eindeutigen
Funktionen werden aber noch immer diskutiert.[165a, 176] Daher
ist die Entwicklung von Fluoreszenzsonden, die mittels opti-
scher Bildgebung die Funktionen von Lipid-Rafts entr-tseln
kçnnen, von entscheidender Bedeutung. Vor 2000 wurden in
der Literatur einige Ein-Photonen- und Zwei-Photonen-
Fluoreszenzsonden fgr Lipid-Rafts beschrieben (z. B. Laur-
dan (81, Schema 29)[177] und BODIPY-GM1),[178] fgr die eine
lange Kohlenstoffkette als Membrananker in lçsungsmittel-
empfindliche Farbstoffe zur Detektion von Lipidstrukturen
und Raft-Dom-nen eingefghrt wurde, deren Polarit-t sich
eindeutig von der anderer Membranbereiche unterschei-
det.[179] Diese Strukturen sind allerdings stark lipophil und
folglich schlecht wasserlçslich, was ihre Anwendungsmçg-
lichkeiten einschr-nkt.

Cho et al. berichteten 2007 gber C-Laurdan (CL, 82,
Schema 29), eine Zwei-Photonen-Sonde fgr die Membran-
polarit-t zur Detektion von Lipid-Rafts. Sie fghrten dazu eine

Abbildung 17. Abbildungen von mit 10 mm ACaL markierten frischen
Hippocampus-Schichten von Ratten. A) Die CA1- und CA3-Bereiche
sowie den Gyrus dentatus (DG) bei 10-facher Vergrçßerung zeigende
Hellfeld-Abbildungen. Weiß gepunktete Linien kennzeichnen die pyra-
midalen Neuronschichten. B) Zwei-Photonen-Mikrographen des rot
markierten Bereichs bei einer Tiefe von ca. 120 mm bei 100-facher Ver-
grçßerung. C) Zwei-Photonen-Mikrographen desselben Bereichs nach
Zugabe von 200 mm EGTA zu (B). Die Abbildungen wurden bei 360–
620 nm nach Anregung bei 780 nm mit fs-Pulsen gesammelt. Maßst--
be: 300 mm (A), 30 mm (B, C). Mit Erlaubnis fbernommen von der
Royal Society of Chemistry.
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Carbons-urefunktion in Laurdan ein, die dessen Wasserlçs-
lichkeit deutlich verbesserte (3.0 mm in Wasser).[180] Spektro-
skopische Messungen deuteten darauf hin, dass die Emissi-
onswellenl-nge entsprechend der Lçsungsmittelpolarit-t in
der Reihenfolge Cyclohexan < DMF < EtOH < H2O einen
bathochromen Effekt aufwies, der auf den ICT-Mechanismus
zurgckzufghren war. Von Bedeutung ist, dass die Erg-nzung
von CL durch die Carbons-urefunktion dessen Empfind-
lichkeit gegengber der Polarit-t des Lçsungsmittels im Ver-
gleich zu Laurdan steigerte, wohingegen Zwei-Photonen-
Mikroskopie zeigte, dass CL zur Visualisierung von Lipid-
Rafts auf der Zelloberfl-che genutzt werden konnte. An-
schließend modifizierte dieselbe Gruppe den Membrananker
von CL und entwickelte eine weitere Zwei-Photonen-„Turn-
on“-Sonde, CL2 (83, Schema 29), zur Abbildung der Lipid-
Rafts. Diese Sonde zeichnete sich durch einen grçßeren Zwei-
Photonen-Wirkungsquerschnitt und eine grçßere Empfind-
lichkeit gegengber der Polarit-t der Umgebung aus als CL,
das heißt, sie ließ in den Lipid-Raft-Dom-nen eine hçhere
Zwei-Photonen-Fluoreszenz erkennen als in den Nicht-Raft-
Dom-nen.[181] Als Nachweis hierfgr wurde CL2 erfolgreich
fgr die selektive Visualisierung der Lipid-Rafts auf lebenden
Zellmembranen und den pyramidalen Neuronenschichten in
lebendem Gewebe bei einer Tiefe von 100–250 mm eingesetzt.
Leider neigte CL2 dazu, nach einer l-ngeren Inkubation in
das Cytoplasma zu internalisieren, was unscharfe Bilder mit
vermindertem Kontrast verursachte. Um dieses Problem zu
lçsen, entwarfen Cho et al. eine neue Zwei-Photonen-„Turn-
on“-Sonde (SL2, 84, Schema 29), in der sie die Carbons-ure-
Kopfgruppe von CL2 durch eine wasserlçsliche Natriumsul-
fonatgruppe ersetzten.[182] Eine solche Modifikation resul-
tierte in der stabilen Akkumulation von SL2 innerhalb der
Plasmamembran und einer helleren Emission in den Lipid-
Raft-Dom-nen. Zukgnftige Untersuchungen kçnnten sich
eher auf die innerhalb der Lipid-Rafts ablaufenden chemi-
schen Prozesse konzentrieren. Außerdem kçnnten zus-tzli-
che Rezeptoren fgr weitere Analyten in die Lipid-Raft-
Sonden eingegliedert werden.

5.4. MemTAFPs ffr die Membranviskosit-t

Die Membranviskosit-t ist ein Schlgsselfaktor der Zell-
physiologie. Sie beeinflusst die zellul-re Signalgbertragung,
den Transport von Biomolekglen und die Funktion von Pro-
teinen.[183–185] Zur Bestimmung der Membranviskosit-t ent-

warfen Forscher eine Reihe von Indikatoren. Beispielsweise
handelt es sich bei molekularen Rotoren um eine Gruppe
fluoreszierender Molekgle, die bei Anregung verdrillte in-
tramolekulare Charge-Transfer(TICT)-Zust-nde bilden; au-
ßerdem nimmt ihre interne Rotation in einem viskoseren
Milieu ab. Demzufolge h-ngen die Emissionseigenschaften
molekularer Rotoren stark von der Viskosit-t des Lçsungs-
mittels ab, was deren Verwendung als empfindliche Viskosi-
t-tssonden ermçglicht.[186] Von diesen wurde 9-(Dicyan-
vinyl)julolidin (DCVJ, 85, Schema 30) umfassend zur Detek-

tion der biologischen Viskosit-t in unterschiedlichen Milieus
eingesetzt, einschließlich der Messung der Membranviskosi-
t-t in Liposomen und Mizellen.[187] Allerdings kann DCVJ in
das Cytoplasma diffundieren, was seine Empfindlichkeit re-
duziert und zu unzuverl-ssigen Daten bei der Bestimmung
der Viskosit-t der Zellmembran fghrt.[188, 189]

Zur Steigerung der Zuverl-ssigkeit von DCVJ berichte-
ten Haidekker et al. 2001 gber eine Serie an Fluoreszenz-
sonden (z. B. FCVJ, 86, Schema 30), fgr die sie Kohlenwas-
serstoffketten unterschiedlicher L-ngen (z.B. Farnesylester)
an DCVJ anfggten. Die Fluoreszenzbildgebung deutete
darauf hin, dass FCVJ in der -ußeren Plasmamembran lo-
kalisierte, und als Antwort auf eine biomechanische Stimu-
lierung (Schubspannung) war die relative Emission 20-fach
hçher.[188] Weitere Untersuchungen veranschaulichten, dass
FCVJ inderungen in der Membranviskosit-t mittels fluo-
reszenzspektroskopischer Echtzeit-Messungen genau wie-
dergeben konnte.[189] Die Farnesylester-Funktion am FCVJ
konnte dessen Migration in das Zellinnere allerdings nicht
vollst-ndig verhindern.[190a] Zur weiteren Steigerung der Ka-
pazit-t des Membranankers entwarfen dieselbe Gruppe sowie
andere Wissenschaftler 2002 mehrere neue molekulare Ro-
toren (87–91, Schema 30). So gelang die Synthese der Ver-
bindungen 87 und 88 durch Anh-ngen von DCVJ an das hy-
drophobe Ende von Phosphatidylcholin gber einen Polyme-
thylen-Linker.[190a–d] Die Zellbildgebung ließ erkennen, dass
diese Sonden ausschließlich in der Plasmamembran lokali-

Schema 29. Strukturen von MemTAFPs ffr Lipid-Rafts.

Schema 30. MemTAFPs ffr die Membranviskosit-t.
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sieren und empfindlich auf Viskosit-tsschwankungen reagie-
ren.

5.5. MemTAFPs ffr ATP und NO

ATP ist die Hauptenergiequelle fgr zellul-re Aktivit-ten
und unterstgtzt diverse an der Plasmamembran befindliche
Proteinkan-le und Enzyme. Zunehmende Belege deuten
zudem darauf hin, dass die Calcium-ATPase auf der Plas-
mamembran fgr die Erzeugung von NO verantwortlich sein
kçnnte.[191] Daher kçnnte eine 3berwachung dieser beiden
Spezies an der Plasmamembran einen tieferen Einblick in
zellul-re Aktivit-ten bringen. Kojima et al. gaben 2006 eine
als Membrananker wirkende Fluoreszenzsonde (DAF-PIPA,
92, Schema 31) zur Detektion von NO bekannt.[192] Diese

Sonde wurde durch die Einfghrung einer langen Kohlen-
stoffkette als das Membrananker-Strukturmotiv in eine NO-
Sonde, Diamino-Fluorescein, gber einen Phospholipid-
Linker konstruiert. Die freie Sonde fluoreszierte nur
schwach, emittierte nach der Reaktion mit NO aber stark.
Konfokalmikroskopische Experimente deuteten darauf hin,
dass die Sonde an den Zellmembranen lokalisierte und of-
fenbarten eine deutliche Steigerung der Emission in Gegen-
wart eines NO-Donors.

Die Gruppe von Hamachi wiederum beschrieb 2012 eine
„Turn-on“-Fluoreszenzsonde (2-2ZnII, 93, Schema 31) fgr
ATP-Spezies der Plasmamembran und publizierte in dersel-
ben Arbeit eine Sonde fgr mitochondriales ATP (siehe Ab-
schnitt 3.6).[98] Durch die Einfghrung eines biokompatiblen
BAM-Rests als Lipidanker in eine bekannte Sonde fgr ATP
gelang es, die F-rbung in die Richtung der Plasmamembran
zu steuern, was mittels konfokalmikroskopischer Verfahren
zur Fluoreszenzbildgebung best-tigt wurde. 2-2ZnII konnte
zur Visualisierung von ATP auf Plasmamembran-Oberfl--
chen eingesetzt werden, w-hrend eine zweifarbige Bildge-
bung der intrazellul-ren ATP-Verbreitung in sowohl den
Mitochondrien als auch der Plasmamembran unter gleich-
zeitiger Verwendung von 2-2ZnII und der roten, auf Mito-
chondrien zielenden Sonde 3-2ZnII gelang (Schema 17), was
die Produktion und die Nutzung von ATP offenlegte.[98]

5.6. MemTAFPs ffr Membranenzyme

Auf der Plasmamembran existieren zahlreiche Protein-
kan-le, die die Zellstrukturen und die Schlgsselaktivit-ten
unterstgtzen. Unter ihnen sind die Rezeptor--hnlichen Pro-
tein-Tyrosin-Phosphatasen (RPTPs), die fgr die meisten Ak-
tivit-ten der in der N-he der Plasmamembran lokalisierten
Proteinphosphatasen verantwortlich sind.[193] Fehlregulierun-
gen der RPTPs wurden mit verschiedenen menschlichen
Krankheiten in Verbindung gebracht.[194] Erst vor kurzem
beschrieb die Gruppe von Yao ein FRET-Sondensystem be-
stehend aus einer Kombination aus Flu7 und Q12 (94 und 95,
Schema 32) zur Abbildung der membranassoziierten RPTP-

Aktivit-t.[195] In diesem System f-rbte Flu7, das quart-re
Ammonium-Kopfgruppen mit einer sechsgliedrigen Kohlen-
stoffkette enthielt, spezifisch und mit deutlicher Zwei-Pho-
tonen-Fluoreszenz (eingeschalteter Zustand) die Plasma-
membran. Q12 wiederum war mit einem starken Fluores-
zenzlçscher und einer lichtaktivierbaren Einheit ausgestattet,
die beide an eine Phosphatgruppe gebunden waren. Bei der
Zugabe von Q12 zu den Zellen wechselwirkte Flu7 gber die
Anziehung zwischen dem Ammonium- und dem Phosphat-
rest elektrostatisch mit Q12. Die Fluoreszenz von Flu7 in der
gef-rbten Membran wurde somit gber einen intermolekula-
ren FRET mit Q12 nahezu vollst-ndig gelçscht (ausgeschal-
teter Zustand). Anschließend wurden die Zellen mit UV-
Strahlung behandelt und die desaktivierende 2-Nitrobenzyl-
Gruppe unter Freilegung des Tyrosin-Phosphat-Rests ent-
fernt. In Gegenwart Membran-assoziierter RPTPs wurde der
Fluoreszenzlçscher gespalten und die Emission von Flu7
wiederhergestellt. Ein solches kombiniertes FRET-System
wurde erfolgreich zur Quantifizierung des Gehalts an endo-
genen RPTPs in unterschiedlichen S-ugetierzellen ohne
physikalische Abtrennung der Plasmamembranen angewen-
det.

Schema 31. Strukturen von MemTAFPs ffr ATP und NO.

Schema 32. MemTAFP ffr die Tyrosin-Phosphatase.
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Erst vor kurzem berichteten Liu und Xing et al. gber eine
weitere FRET-Sonde (MFP, 96, Schema 33) fgr membran-
gebundene proteolytische Enzyme.[196a] Auf -hnliche Weise
kombinierten sie ein gber eine Peptidkette mit dem Fluo-
reszenzlçscher Dabcyl verkngpftes Fluorescein. Der Lipid-

membrananker konnte die Sonde einfach auf die Zellober-
fl-che gbertragen, wo proteolytische Enzyme die Peptidkette
spalteten und das freie Fluorescein freisetzten. Unter Ver-
wendung dieser Sonde gelang den Forschern die Visualisie-
rung enzymatischer Aktivit-ten in lebenden Zellen.

5.7. Herausforderungen ffr MemTAFPs

Im Vergleich zu MiTAFPs und LyTAFPs sind Mem-
TAFPs aufgrund der mangelnden Spezifit-t bei der Veran-
kerung der Sonden an der Plasmamembran deutlich weniger
erforscht. Die Funktionen und der Aufbau der Plasmamem-
bran sind nach wie vor ungekl-rt, und die Optimierung von
MemTAFPs muss dringend verfolgt werden. Einige Heraus-
forderungen, denen sich Forscher stellen mgssen, werden hier
aufgefghrt:
1) Es stellte sich heraus, dass viele MemTAFPs bei einer

l-ngeren Inkubation aufgrund der eingeschr-nkten Was-
serlçslichkeit in das Cytoplasma internalisieren, was ihr
Leistungsvermçgen bei der Bildgebung beeintr-chtigt.
Fgr hervorragende MTAFPs spielen somit sowohl die
Grçße der Kohlenwasserstoffkette als auch die fgr die
Wasserlçslichkeit zust-ndige funktionelle Gruppe eine
wichtige Rolle.

2) Schlgsselelemente der Plasmamembran, wie die ver-
schiedenartigen Proteinkan-le, die Enzyme und die Lipid-
Rafts wurden nicht ausreichend erforscht. Anstatt sich auf
die membrannahen Metallionen (z. B. Na+, K+ und Mg2+)
zu konzentrieren, kçnnte weniger intensiv verfolgten Be-
reichen grçßere Aufmerksamkeit gewidmet werden. Auf
fluoreszierenden Proteinen basierende Sensoren konnten
auf einfache Weise an der Membran angebracht werden
und erwiesen sich als leistungsstarker Ansatz zur Be-
stimmung der Membranspannung und anderer Vorg-n-
ge.[196b,c]

3) Anders als MiTAFPs und LyTAFPs, die sich frei innerhalb
der Organellen ausbreiten, sind die meisten beschriebe-
nen MemTAFPs in der Lipiddoppelschicht verankert, was

zu einer lokalen Akkumulation von Fluorophoren fghren
kçnnte und deren optische Eigenschaften beeinflusst.
Hiergegen kçnnte mithilfe ratiometrischer Sonden ange-
gangen werden, die selbstkalibrierende Strukturelemente
enthalten. Außerdem sind MemTAFPs mit einer Anre-
gung und Emission bei hçherer Wellenl-nge erforderlich,
um den durch die Autofluoreszenz zahlreicher Bioma-
kromolekgle verursachten Hintergrund zu reduzieren.

6. Auf den Zellkern zielende aktivierbare
Fluoreszenzsonden (NuTAFPs)

6.1. 3berblick fber die Funktionen des Zellkerns und die
Strategie zum Zielen auf den Zellkern

Der Zellkern ist das Herz der Zelle. Er ist von einer
Doppelschichtmembran umhgllt, die zu dem Endomem-
bransystem gehçrt. Die prim-re Organelle enth-lt die Erb-
information, oder DNA, und kontrolliert Proteinexpression
sowie Zellwachstum und -reproduktion (Abbildung 18).[160]

Es wurden zahlreiche Untersuchungen zur Enthgllung der
Struktur und des Aufbaus des Zellkerns unternommen. Auf
der -ußeren Membran des Zellkerns, der Kernhglle, sind
hunderte Kernporen verteilt, sowie ein spezifisches Proteine
synthetisierendes Element, das als Ribosom bezeichnet
wird.[197] Eng mit dem Zellkern verkngpft ist das ER, das
ebenfalls Teil des Endomembransystems ist. Die von dem
Zellkern produzierten Ribosomen werden auf das ER gber-
tragen und fghren dort die Proteinsynthese aus. Die Kern-
poren bestehen aus mehreren Proteinen, den Nucleoporinen.
Die komplexe Struktur der Kernporen ermçglicht den un-
gehinderten Durchgang kleiner wasserlçslicher Spezies, wie
Calciumionen und Wasserstoffperoxid, die wichtige Signal-
funktionen erfgllen. Anders als kleine Molekgle bençtigen
große Biomolekgle, einschließlich Nukleins-uren, Proteinen

Schema 33. Struktur und Mechanismus der Fluoreszenzsonde ffr pro-
teolytische Membranenzyme.

Abbildung 18. Allgemeine Bestandteile und die chemischen/biologi-
schen Prozesse innerhalb des Zellkerns.
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und Ribosomen, Energie und Transporter zur Durchquerung
der Kernhglle. Alle Transporter zusammengenommen sind
als Karyopherin-Familie bekannt, wobei die Proteine, die die
Einfuhr von Biomolekglen aus dem Cytoplasma in den
Zellkern ermçglichen als Importine bezeichnet werden und
die umgekehrt wirkenden als Exportine.

Die Kernhglle ummantelt alle Bestandteile des Zellkerns,
einschließlich des Nucleolus und verschiedenen genetischen
Materialien.[5] Der Nucleolus belegt das Zentrum des Zell-
kerns und produziert Ribosomen, die fgr die Proteinsynthese
zum ER transportiert werden. Ein Nucleolus besteht aus
Proteinen und RNA mit unbedeutenden Mengen an DNA.
Die Transkription von pr-ribosomaler RNA ist fgr die An-
ordnung der Ribosomen verantwortlich, w-hrend andere
RNA-Molekgle an der Produktion von Signalerkennungs-
partikeln mitwirken, wie denjenigen, die zellul-ren Stress
wahrnehmen. Dagegen liegen die genetischen Materialien,
haupts-chlich verschiedene DNA-Ketten, im Ruhezustand
der Zelle – der Interphase – in lockeren Strukturen vor. Die
beweglichen Ketten werden Chromatin genannt und ermçg-
lichen den Zugang von RNA- und DNA-Polymerasen zur
Transkription und Replikation von DNA-Sequenzen. Im
Laufe der Metaphase und der Anaphase der Zellteilung
verdichten sich die DNA-Ketten und nehmen eine scheren-
fçrmige Konformation um die Knotenpunkte der Zentro-
mere herum an. Die gepackte genetische Struktur, die als
Chromosom bezeichnet wird, ist durchmischt und rekombi-
niert, um die genetische Vielfalt w-hrend der Zellteilung zu
gew-hrleisten. Eine Stçrung des genetischen Materials kann
zum Zelltod oder zur Entwicklung von Krebs fghren.

Zur Visualisierung des Zellkerns geeignete Fluoreszenz-
sonden sind von enormem Interesse. Da der Zellkern mit
negativ geladener DNA gefgllt ist, die elektrostatisch an
kationische Farbstoffe binden kann, wurden zahlreiche ent-
sprechende Reagenzien zur Abbildung des Zellkerns entwi-
ckelt.[198] Es wird angenommen, dass bekannte Reagenzien,
wie Hoechst 33258 und DAPI (97 und 98, Schema 34), in die
kleine Furche doppelstr-ngiger DNA binden. Allgemeine
physikochemische Merkmale solcher Reagenzien sind ihre
kationische Beschaffenheit, kurze hydrophobe Ketten und
ein planares aromatisches System oberhalb einer Mindest-
grçße, die deren schwache Bindung an Proteine und Lipide
nach sich ziehen und somit deren ungestçrtes Eindringen in
Zellen und den Zellkern ermçglichen.[198, 199] Bis heute
wurden die meisten beschriebenen NuTAFPs fgr doppel-
str-ngige DNA (ds-DNA) entwickelt, und die Mehrheit von
ihnen enth-lt mindestens zwei kationische Zentren.[42, 190,200a]

Außerdem wurden als Kernlokalisierungssignale (NLS) be-
zeichnete Peptidketten als potente Zellkernanker entwickelt,

die auf eine starke Wechselwirkung mit Importin zurgckzu-
fghren waren. Beim Binden an Importin konnten die NLS-
haltigen Vehikel aktiv durch die Kernporen in den Zellkern
transportiert werden.[200b,c] Obwohl viele auf fluoreszierenden
Proteinen basierende Sonden zur Untersuchung enzymati-
scher Aktivit-ten NLS nutzen, gibt es wenige Berichte zu
niedermolekularen Sonden auf der Grundlage von NLS.[200d,e]

6.2. NuTAFPs zur Detektion von Doppelstrang-DNA und
ribosomaler RNA

Seit der Entwicklung der Hoechst-Serie wurden diverse
Fluoreszenzsonden fgr ds-DNA in der Literatur bekanntge-
geben.[200–203] Allerdings gibt es noch immer sehr wenige
Sonden mit niedriger Toxizit-t, und viele durchbringen nicht
den Kern lebender Zellen.[204] Die Gruppe von Popov be-
richtete 2006 gber die zellmembranpermeable Fluoreszenz-
sonde BENA435 (99, Schema 35) zur Detektion der Kern-ds-
DNA in lebenden Zellen.[205] BENA435 zeichnete sich durch
eine bevorzugte Bindung von ds-DNA gegengber RNA aus
sowie eine Absorption und Emission bei maximal 435 und
484 nm nach Chelatisierung mit der ds-DNA. Die Emission
dieser Sonde stand in quantitativer Beziehung zu der Menge
an ds-DNA, mit der sie wechselwirkte, und kann somit zur
Quantifizierung von DNA in Zellen eingesetzt werden.
Nachfolgend entdeckte die Gruppe von Chang durch das
Screening von Bibliotheken aus Fluoreszenzsonden die grgn

Schema 34. Strukturen von Hoechst 33258 und DAPI. Schema 35. Strukturen von NuTAFPs ffr die ds-DNA.
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f-rbende DNA-selektive Sonde
C61 (100, Schema 35) zur De-
tektion von Kern-ds-DNA in le-
benden Zellen.[206] C61 steigerte
beim Binden an ds-DNA die
Fluoreszenz merklich und
konnte sowohl in lebenden als
auch fixierten Zellen Kern-ds-
DNA sichtbar machen, wenn-
gleich die Maxima der Anregung
und Emission noch immer im
relativ kurzwelligen Bereich
liegen (lex/lem = 425/540 nm).

Peng et al. entwickelten 2011 ein TO-3-Analon DEAB-
TO-3 (101, Schema 35, lex/lem = 626/649 nm) mit einem
(Diethylamino)butyl-Substituenten als Rot fluoreszierende
Sonde zur Abbildung und Quantifizierung von DNA in le-
benden Zellen.[207] Diese Sonde steigert beim Binden in die
Furche nativer DNA die Fluoreszenz deutlich (97.3-fach) bei
einer ausgepr-gten Bevorzugung gegengber totaler RNA
(sechsfacher Unterschied) und BSA (vernachl-ssigbare Re-
aktion). Untersuchungen zur Struktur-Wirkungs-Beziehung
deuteten darauf hin, dass der (Diethylamino)butyl-Substitu-
ent der Sonde eine große Rolle fgr die hohe DNA-Selekti-
vit-t und die Permeabilit-t lebender Zellen spielt. Bildge-
bungsexperimente an lebenden Zellen deuteten darauf hin,
dass DEAB-TO-3 sowohl in vitro als auch bei der Zellkern-
spezifischen Bildgebung und der Quantifizierung von DNA
in vivo ein vielversprechender Kandidat fgr die hochemp-
findliche DNA-Detektion sein kçnnte.[207] Außerdem wurde
eine weitere -hnlich gestaltete Phenylcarbazol-Fluoreszenz-
sonde fgr Duplex- und Quadruplex-Konformationen be-
schrieben (102, Schema 35).[201a]

Dargber hinaus berichtete die Gruppe von Schmuck 2012
gber die Pyren-funktionalisierte Sonde 103, die zur Erken-
nung von ds-DNA kationische Oligopeptide enthielt (Sche-
ma 35).[201b] Bei der Wechselwirkung mit ds-DNA -nderte
sich die Konformation von einer gefalteten hin zu einer ge-
streckten Form, was die Fluoreszenz von einer Excimer-
Emission zu einer Monomer-Emission umschaltete. Die
Zellbildgebung demonstrierte, dass diese Sonde einfach von
Zellen aufgenommen werden und Kern-DNA visualisieren
konnte.[201b] Da die Struktur aber eher komplex wirkt, werden
einfachere chemische Sonden bençtigt. Mit einer auf Indol
basierenden positiv geladenen Cyanin-Sonde (MPI, 104,
Schema 36) gelang Wong et al. die hochselektive Abbildung
von ribosomaler RNA (rRNA) im Nucleolus lebender Zellen
mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie.[208] Diese niedermole-
kulare Sonde konnte bedingt durch ihre geringe Grçße und

die relative Hydrophilie tief in den Zell-
kern eindringen, w-hrend die konjugierte
positive Ladung die Wechselwirkung mit
der RNA-Kette ermçglicht. Abbildungen
lebender Zellen weisen eindeutig die
Lokalisierung der Sonde im Inneren des
Nucleolus nach (Abbildung 19). Diese
kleine Sonde ist ein gutes Beispiel fgr ein
einfaches Design, das zu herausragenden
Funktionen fghrt.

6.3. NuTAFPs ffr Signalmolekfle (Ca2+ und H2O2)

Innerhalb des Zellkerns existieren verschiedenartige Si-
gnalmolekgle, die dessen Aufgaben vermitteln, wie die
Mitose und das Kodieren von Proteinen. Vor kurzem be-
richtete die Gruppe von Zhang gber STDBT, eine Fluores-
zenzsonde fgr Ca2+ im Zellkern und im Cytosol lebender
Zellen (105, Schema 37).[209] Diese Sonde setzt sich aus zwei

Benzothiazolium-Hemicyanin-Fluorophoren und einem
BAPTA-Derivat als Chelator zusammen. Bei der Ca2+-Ko-
ordination erfolgt eine deutliche Blauverschiebung der Ab-
sorption/Anregung der Sonde bei einem merklichem Anstieg
der Emissionsintensit-t, da die Wechselwirkung den ICT-
Prozess zwischen BAPTA und dem Fluorophor hemmte.
Experimente zur Zellbildgebung deuteten darauf hin, dass
der Acetoxymethyl(AM)-Ester von STDBT die Zellmem-
bran durchdrang und sich sowohl im Cytosol als auch dem
Zellkern verteilte, mit einer sehr eindeutigen Grenze zwi-
schen den beiden Kompartimenten. Diese Sonde wurde er-
folgreich zur simultanen Abbildung von Ca2+ des Cytoplas-
mas und des Zellkerns angewendet.[209] Außerdem entwarfen
Kamiya und Johnsson eine SNAP-Tag-Hybridsonde fgr Ca2+,
die aus Calcium-empfindlichem BOCA-1-BG (106,
Schema 37) und einem SNAP-Tag-Fusionsprotein bestand,
das in vivo an BOCA-1-BG band und den Guanidinrest ab-
spaltete.[210] Auf -hnliche Weise konnte die Sonde sowohl in
den Zellkernen als auch dem Cytosol lebender CHO-K1-
Zellen Ca2+-Schwankungen messen (Abbildung 20).[210]

Chang et al. wiederum entwickelten 2011 die im Zellkern
lokalisierende H2O2-Fluoreszenzsonde NucPE1 (107 a,
Schema 38).[211] Konfokalmikroskopische Experimente deu-
teten auf eine spezifische Akkumulation der Sonde im Zell-
kern verschiedener S-ugetierzelllinien hin. Dargber hinaus

Schema 36. Struk-
tur der Fluores-
zenzsonde ffr
Kern-rRNA.

Abbildung 19. A) Zwei-Photonen-Abbildung und B) Ein-Photonen-Abbildung der rRNA-Sonde MPI in
HeLa-Zellen. Die MPI-Konzentration betr-gt 23 mm. C) Hoechst-F-rbung; D) Hellfeld-Abbildung; (E)
3berlagerung von (A) bis (D). Maßstab: 10 mm. Mit Erlaubnis fbernommen von der American Chemical
Society.

Schema 37. Strukturen von auf Calcium reagierenden NuTAFPs.
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eignet sich NucPE1 nicht nur zur 3berwachung subzellul-rer
H2O2-inderungen in lebenden Zellen, sondern auch in dem
Modellorganismus C. elegans. Es wurde auch gezeigt, dass
inderungen der Fluoreszenz ihren Ursprung in den H2O2-
Strçmen des Zellkerns hatten, da NucPE1 nach seiner Ent-
schgtzung innerhalb des Cytoplasmas oder anderer Orga-
nellen nicht l-nger im Zellkern lokalisierte. Daher kçnnte
sich diese Sonde als ngtzliches Hilfsmittel zur Visualisierung
der Aktivit-ten von H2O2 im Zellkern erweisen. Beispiels-
weise entdeckten die Autoren mittels Bildgebung mit
NucPE1 in vivo eine Verbindung zwischen Sirtuin – einem
Protein, das eine lange Lebensdauer fçrdert – und einer ge-
steigerten Regulierung nukle-rer ROS-Vorr-te.[211a] S-mtli-
che durchgefghrten Experimente wiesen nach, dass der
Boronatrest in NucPE1 fgr das Zielen auf den Zellkern un-
abdingbar ist, wenngleich der detaillierte molekulare Me-
chanismus noch immer unklar ist. Dargber hinaus konnten
zellg-ngige Peptide und deren Analoga ebenfalls als Alter-
nativen zu kleinmolekularen auf den Zellkern zielenden
Anker-Motiven dienen. Beispielsweise bauten Nakagawa und
Miyata et al. 2010 ein auf den Zellkern zielendes Peptidana-
logon in eine TEMPO-konjugierte Fluorescein-Sonde ein
und benutzten diese zur Visualisierung von oxidativem Stress
im Zellkern (107b, Schema 38).[211b] Erst vor kurzem ver-

wendeten Yi et al. ein im Kern lokalisierendes Signalpeptid
und fghrten erfolgreich eine Naphthalinimid-Sonde fgr H2O2

in den Zellkern ein (107c, Schema 38).[211c]

6.4. Herausforderungen ffr NuTAFPs

Es wurde angenommen, dass NuTAFPs einfach durch
Anh-ngen eines Hoechst-Derivats an Fluoreszenzsonden
verwirklicht werden konnten, dennoch gibt es nur sp-rliche
Berichte zu dieser Vorgehensweise.[212] Die Selektivit-t von
Sonden fgr den Zellkern wird durch deren konkurrenzf-hige
Akkumulation im Zellkern verglichen mit anderen Organel-
len kontrolliert. Indes deuteten viele Berichte darauf hin, dass
tats-chlich sogar geringe inderungen der Struktur auf den
Zellkern zielender Reagenzien deren Selektivit-t vollst-ndig
aufheben konnten und somit die Situation verkomplizie-
ren.[41h, 213] Sowohl Experimente als auch Modelle zur quan-
titativen Struktur-Wirkungs-Beziehung (QSAR) wiesen nach,
dass die Selektivit-t von Reagenzien zur Abbildung des
Zellkerns durch die Zahl positiver Ladungen, die L-nge der
hydrophoben Kette, die Grçße des planaren aromatischen
Systems sowie die Molekglgrçße und -form kontrolliert
wird.[199] Daher sollten die zuvor genannten Schwierigkeiten
bei der Entwicklung hervorragender NuTAFPs bergcksich-
tigt werden. Außerdem sind nicht nur bei den niedermole-
kularen Sonden, sondern auch bei auf den Zellkern zielenden
Fluoreszenzproteinen und Nanomaterialien wesentliche
Fortschritte erzielt worden.[214a–c]

7. Auf das endoplasmatische Retikulum und das
Golgi-System zielende aktivierbare Fluoreszenz-
sonden

7.1. 3berblick fber das ER und das Golgi-System

Diverse Proteine sind essentiell fgr zellul-re Strukturen
und Funktionen. Zwar haben die Proteine ihren Ursprung in
der Kern-DNA, sie werden aber in dem rauhen endoplas-

matischen Retikulum (ER) produ-
ziert und gber den Golgi-Apparat
auf ihre entsprechenden Positionen
verteilt (Abbildung 21).[5] Sowohl
das ER als auch der Golgi-Apparat
weisen geçffnete Strukturen mit
einem Netzwerk aus gekrgmmten
Membranen auf, die als Zisternen
bezeichnet werden. Außer bei der
Synthese großer Mengen an Protei-
nen (z.B. Verdauungsenzymen und
Enzymvorstufen), Kohlenhydraten
und Lipiden spielt das ER eine we-
sentliche Rolle beim Zellmetabolis-
mus.[215] Gem-ß der elektronenmi-
kroskopisch beobachteten Oberfl--
chenmorphologie kann das ER in
zwei Kategorien eingeteilt werden:
das glatte ER und das rauhe ER.

Abbildung 20. SNAP-Tag in Zellkernen exprimierende CHO-K1-Zellen
wurden durch „Bead“-Beffllung und nachfolgender Inkubation ffr
1.5 h mit BOCA-1-BG beladen. Von links nach rechts: Differentialinter-
ferenzkontrast(DIC)-Abbildungen, Cy5-Fluoreszenzabbildungen (CLIP-
GPI dient als Transfektionsmarker) und BODIPY-Fluoreszenzabbildun-
gen vor (@ATP) und nach der Stimulation durch ATP (++ATP). Mit Er-
laubnis fbernommen von der American Chemical Society.

Schema 38. Strukturen von auf H2O2 reagierenden NuTAFPs.
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Die Kernhglle kann als Erweiterung des rauhen ER angese-
hen werden. Das glatte ER wirkt haupts-chlich als Signal-
station, das heißt, eine herausragende Funktion des glatten
ERs ist die Calcium-Signalgebung, da es einen der grçßten
Calcium-Vorr-te innerhalb der Zelle enth-lt.[216] Auf die
Ankunft von Calcium aus den Mitochondrien oder anderen
Organellen reagiert das glatte ER mit dem Prozess der Cal-
cium-induzierten Calcium-Freisetzung (CICR), der einen
Ausgleich des Calcium-Gehalts auslçst oder andere Abl-ufe
einleitet, wie die Bewegung von Muskelzellen. Andere Si-
gnalmolekgle, die das ER entgegennimmt, sind reaktive
Sauerstoffspezies (ROS), Sterine, verschiedene Enzyme und
Nucleotide. Dementsprechend stçßt es Transkriptionsfakto-
ren, Kaskaden ebenso wie Aminos-uren aus.[217]

Dagegen ist das rauhe ER von einer Schicht aus Riboso-
men zur Produktion von Biomolekglen umgeben. Die Ribo-
somen binden gber Translokone, an die Zisternen des rauhen
ERs. Translokone sind lose an Ribosomen bindenden Pro-
teine, die zudem als Transporter zur 3berfghrung von Poly-
peptiden in die Zisternen des rauhen ERs wirken, was die
Proteinsynthese zu einem hochdynamischen Prozess
macht.[1a] Ribosomen bestehen aus einer kleinen und einer
großen Untereinheit, wobei die kleine Untereinheit mRNA-
Signale des Zellkerns wahrnimmt, w-hrend die große basie-
rend auf diesen Signalen aus Aminos-uren Polypeptide syn-
thetisiert. Nach dem Aufbau der Polypeptide werden diese
innerhalb des Ribosoms zu dreidimensionalen Proteinstruk-
turen gefaltet. Sobald die Proteine produziert sind, werden sie
in von einer Doppelschichtmembran umgebene Vesikel ein-
gewickelt und zum Golgi-Apparat befçrdert. Es sei ange-
merkt, dass die Cis-Seite des Golgi-Apparats in die Richtung
des ER zeigt, w-hrend die Trans-Seite davon abgewandt
ist.[218] Sobald die Proteine den Golgi-Apparat erreichen,
durchlaufen sie innerhalb der Zisternen von der Cis-Seite hin
zur Trans-Seite zahlreiche Markierungsmaßnahmen, ein-
schließlich der Glycosylierung der Sulfatierung und der
Phosphorylierung.[219] Bei den Modifikationen handelt es sich
um Positionsmarker, die es den Proteinen ermçglichen, ihre
entsprechenden Bestimmungsorte anzuvisieren. Beispiels-

weise werden die Proteine im Fall lysosomaler S-urehydro-
lasen mit Mannose-6-phosphat (M6P) und dem M6P-Re-
zeptor versehen, was die 3bergabe an Endosomen und dann
Lyosomen erlaubt.[220] Zusammengenommen stellen das
rauhe ER und der Golgi-Apparat somit die Synthese und den
Transport von Biomakromolekglen sicher.

7.2. Auf das ER zielende aktivierbare Fluoreszenzsonden

Wie anhand von ER-Trackern beobachtet, weisen selek-
tive ER-Reagenzien gemeinsame Eigenschaften auf: Es
handelt sich bei ihnen um amphipathische, lipophile kationi-
sche Farbstoffe mit einem konjugierten System m-ßiger
Grçße (z. B. DiOC6 (108), Hexylrhodamin B (109) und der
ER-Tracker Bluewhite DPX (110), Schema 39).[221] Die
Gruppe von Che entwickelte 2010 das neue ER-Reagenz 111,
das aus einem an einen fluoreszierenden Dansylrest konju-
gierten cytotoxischen Artemisinin-Derivat bestand
(Schema 39).[222] Die perinukle-re und retikul-re Fluores-
zenzbildgebung deutete darauf hin, dass diese Sonde am ER
lokalisierte. Ob Artemisinin und dessen Derivate spezifisch
auf das ER zielen kçnnen oder nicht, ist allerdings noch
immer umstritten.

SNAP-Tag enthaltende Fluoreszenzsonden kçnnten das
Problem der Lokalisierung teilweise lçsen. Beispielsweise
berichtete die Gruppe von Chang 2010 gber eine Klasse von
auf Organellen (einschließlich dem ER) zielenden Fluores-
zenzsonden fgr H2O2 auf der Grundlage der SNAP-Tag-
Technologie unter Verwendung von Sonden mit einem des-
aktivierenden Boronat-Einheit.[22d] Von diesen kann SPG2
(112, Schema 40) pr-zise zur Membranstruktur des ER von
HEK293T-Zellen transportiert werden, die fgr die transiente
Expression von SNAP-KDEL kodiert waren. (KDEL ist ein
Signalpeptid zur Zurgckhaltung des Protein im ER.) Infol-
gedessen kann diese Sonde zur 3berwachung lokaler inde-

Abbildung 21. Allgemeine Bestandteile und chemische/biologische
Prozesse des Systems aus ER und Golgi-Apparat.

Schema 39. Repr-sentative ER-Tracker und auf das ER zielende Rea-
genzien.
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rungen des H2O2-Gehalts verwendet werden, wenngleich die
Komplexit-t dieser Technologie und die regionale Begren-
zung von SPG2 weitere Aufmerksamkeit und Untersuchun-
gen erfordern.

Fgr die Funktionen des ER sind Metallionen wie Ca2+ und
Zn2+ erforderlich. Vor kurzem berichteten Lippard et al. gber
eine neue Familie Rot emittierender Fluoreszenzsonden
(ZBR1, 113, Schema 40) zur 3berwachung des mobilen Zn2+

im ER, die auf einem mit Pyridin- und Pyrazin-haltigen Me-
tallchelatoren funktionalisierten Benzoresorufin-Fluorophor
basierte.[223] Die freien Sonden fluoreszierten aufgrund des
PeT der Zn2+-Chelatoren nicht, beim Binden steigerte sich
ihre Emission aber enorm. Ein Vergleich der Colokalisierung
von ZBR1 mit organellenspezifischen Farbstoffen zeigte, dass
das ER der wichtigste subzellul-re Ort fgr die Akkumulation
von ZBR1 in HeLa-, RAW 246.7-Zellen und NSCs war.
Dargber hinaus wurde ZBR1 erfolgreich zur direkten Beob-
achtung des Peroxynitrit-induzierten Abbaus von labilem
Zink innerhalb des ER neuraler Stammzellen eingesetzt.

Erst vor kurzem berichtete die Gruppe von Kim gber eine
auf das ER zielende Fluoreszenzsonde fgr Cu2+-Spezies.[224]

Die Forscher nutzten die F-higkeit lipophiler oder glycosy-
lierter Verbindungen zur spezifischen Lokalisierung im ER,
indem sie eine Ethylenglykolkette in ein Naphthalinimid-
Fluorophor einbauten (114, Schema 41). Cof-rbungen le-
bender Zellen deuteten darauf hin, dass diese Sonde im ER
lokalisierte und nicht in anderen Organellen (Abbil-
dung 22).[224] Außerdem fanden die Forscher mithilfe dieser
Sonde heraus, dass das ER als Cu2+-Reservoir diente, das die
Zellen im Falle einer 3berladung mit Kupfer schgtzte. Zu-
s-tzlich nutzte dieselbe Gruppe die F-higkeit lipophiler
Ketten zum Zielen auf das ER zum Design einer weiteren
Fluoreszenzsonde fgr die Viskosit-t und die Polarit-t des
ER.[225] Die Forscher gbernahmen meso-Phenyl-BODIPY als
molekularen Rotor und Nilrot mit einer konjugierten Push-
Pull-Struktur als Polarit-tssonde und verkngpften diese gber
eine lipophile Kette (115, Schema 41).[225a] Unter Verwen-
dung dieser Sonde mit Doppelfunktion konnten sie auf ein-
fache Weise den Anstieg der Viskosit-t und der Polarit-t bei
induziertem ER-Stress gberwachen. Auf -hnliche Weise
wurden gber dieselbe Strategie der lipophilen Kette zwei
weitere auf das ER zielende ratiometrische Fluoreszenzson-
den fgr ER-Stress entwickelt (116 und 117, Schema 41). Beide
Sonden werden w-hrend der ratiometrischen Reaktion auf
die inderungen der ER-Viskosit-t bei induziertem Stress an
der ER-Membran verankert.[225b,c] Diese Arbeiten stellten

sehr solide Untersuchungen zu auf das ER zielenden Fluo-
reszenzsonden zur Verfggung.

7.3. Auf den Golgi-Apparat zielende aktivierbare
Fluoreszenzsonden

Die Hauptfunktionen des Golgi-Apparats sind die Mar-
kierung und der Transport von Proteinen, es wurde allerdings
auch dessen Vermittlung des intrazellul-ren Transports und
der Aufbewahrung von Metallionen beschrieben.[226] Anfang
2000 berichteten Tsien et al. gber die zellpermeable „Turn-
on“-Fluoreszenzsonde Zinpyr-1 (118, Schema 42), die sich

Schema 40. SPG2 zur Detektion von H2O2 des ERs basierend auf der
SNAP-Tag-Technologie und ZBR1 ffr Zn2+ des ER.

Schema 41. Auf das ER zielende Fluoreszenzsonden ffr Cu2+ und die
Viskosit-t/Polarit-t.

Abbildung 22. Ffr 10 min mit der Sonde 114 (1 mm) und dann mit Or-
ganellen-Markern (0.5 mm LysoTracker Red, 0.1 mm ER Red beziehungs-
weise 0.1 mm MitoTracker Deep Red) angef-rbte HepG2-Zellen. Mit
Erlaubnis fbernommen von der Royal Chemical Society.
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haupts-chlich im Golgi-Apparat oder in dem Golgi-Apparat
zugeordneten Vesikeln ansiedelte.[227] Die Gruppe von Guo
entwickelte 2009 ebenfalls eine Zn2+-spezifische „Turn-on“-
Fluoreszenzsonde, NBD-TPEN (119 a, Schema 42), die sich
selektiv in den Lysosomen und dem Golgi-Apparat verteil-
te.[228] Diese Sonde wurde zur Detektion der subzellul-ren
Zn2+-Verteilung in lebenden Zellen
und Zebrafischen angewendet. Erst
vor kurzem beschrieb die Gruppe
von Kim die Golgi-Apparat-spezi-
fischere ratiometrische Zwei-Pho-
tonen-Sonde SZnC (119 b,
Schema 42) fgr Zn2+.[229] Diese
Sonde kann zur Echtzeit-3berwa-
chung von Schwankungen des
Zink-Gehalts genutzt werden und
zur Erstellung eines dreidimensio-
nalen Verteilungsdiagramms inner-
halb des Golgi-Apparats.

Dargber hinaus entwarf die
Gruppe von Lippard durch die
Kombination mit einer O6-Alkyl-
guanin-DNA-Alkyltransferase-
(AGT)-Markierung die organel-
lenspezifische Zn2+-Sonde ZP1BG
(120, Schema 42), die aus einer
Zn2+-Sonde ZP1 und dem AGT-
Substrat Benzylguanin bestand.[230]

Durch die Expression der Alkyl-
transferase am Golgi-Apparat
gelang es diesem Molekgl-Protein-

Hybridreporter, den Zn2+-Fluss in dem Golgi-Apparat zu
gberwachen.

Andere wichtige Sonden fgr Metalle im Golgi-Apparat
sind die Cu+-Sonde CTAP-1 (121, Schema 42) der Gruppe
von Fahrni[231] und die N-Oxid-basierte Fe2+-Sonde RhoNox-
1 (122, Schema 43) der Gruppe von Nagasawa.[232] Eine zu-
s-tzliche Cof-rbung deutete darauf hin, dass das kçrnige
F-rbungsmuster von RhoNox-1 mit einer Verteilung im
Golgi-Apparat gbereinstimmte (Abbildung 23).[232] Der Me-
chanismus der Lokalisierung von sowohl CTAP-1 als auch
RhoNox-1 bleibt jedoch unklar, und aus den beschriebenen
Sonden fgr den Golgi-Apparat kçnnen keine gemeinsamen
Merkmale abgeleitet werden.

Im Unterschied dazu wurden die lebenswichtigen Funk-
tionen des Golgi-Apparats als Proteine/Enzyme transportie-
rendes und sezernierendes Element seit langem erforscht.
Der Golgi-Apparat erh-lt ohne Zweifel ein subtiles Kon-
zentrationsgleichgewicht aller Biomolekgle aufrecht. Im
Krankheitsfall werden allerdings einige Proteine gberexpri-
miert, was bedeutet, dass die Cyclooxygenase-2 (COX-2) in
Krebszellen gberm-ßig h-ufig vorzufinden ist.[233] Daher wird
eine Echtzeit-3berwachung ausgew-hlter Proteine/Enzyme
im Golgi-Apparat die Forschungen zu entsprechenden
Krankheiten stark unterstgtzen. Vor kurzem entwarf die
Gruppe von Peng die „Turn-on“-Fluoreszenzsonde ANQ-

Schema 42. Auf den Golgi-Apparat zielende Fluoreszenzsonden ffr
Zn2+ und Cu+.

Schema 43. Auf den Golgi-Apparat zielende Fluoreszenzsonde ffr Fe2+.

Abbildung 23. Fluoreszenzmikroskopische Abbildungen von mit RhoNox-1 (5 mm) behandelten und
mit dem BODIPY-FL-Ceramid-BSA-Komplex cogef-rbten HepG2-Zellen. A–D) Nicht mit Fe2+ behan-
delte und E–H) mit Fe2+ behandelte Zellen. A, E) Durch einen Bandbreitenfilter von 500–540 nm bei
einer Anregung von 488 nm erhaltene Abbildungen (Signale des den Golgi-Apparat anf-rbenden Farb-
stoffs). B, F) Durch einen Bandbreitenfilter von 570–650 nm bei einer Anregung von 555 nm erhalte-
ne Abbildungen. C, G) Zusammengesetzte Abbildungen der Kan-le bei 500–540 nm und 570–650
nm. Die weißen K-sten kennzeichnen die in D, H) gezeigten vergrçßerten Bereiche. Die Maßstabs-
balken kennzeichnen 20 mm. Mit Erlaubnis fbernommen von der Royal Society of Chemistry.
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IMC-6 (124, Schema 44) fgr die Abbildung von COX-2 im
Golgi-Apparat von Krebszellen.[234] Das Design war relativ
anspruchsvoll: Sie verkngpften Indomethacin (IMC), einen
starken COX-2-Inhibitor, gber einen Hexandiamin-Spacer
mit dem Fluorophor Acenaphtho[1,2-b]-chinoxalin
(ANQ).[234] Als Ergebnis lag freies ANQ-IMC-6 haupts-ch-
lich in einer gefalteten Konformation vor, da ANQ und IMC
schwache p-p-Wechselwirkungen eingingen, und die Fluo-
reszenz wurde durch den PeT vom IMC auf das ANQ ge-
lçscht. Beim Binden an COX-2 wurde IMC jedoch gebunden,
w-hrend die Konformation der Sonde sich entfaltete und
dadurch den PeTund die Fluoreszenz verhinderte. Angesichts
der Selektivit-t fgr COX-2 lokalisierte ANQ-IMC-6 bevor-
zugt im Golgi-Apparat (Abbildung 24) der verschiedenen
getesteten Krebszelllinien und wurde erfolgreich zur Unter-
scheidung der Krebszellen von normalen Zellen mittels
Durchflusszytometrie oder Ein-/Zwei-Photonen-Fluores-
zenzbildgebung eingesetzt.[234]

7.4. Herausforderungen von auf das ER/den Golgi-Apparat
zielenden aktivierbaren Fluoreszenzsonden

Zwar wurden einige Tracker und Sonden entwickelt,
die auf das ER und den Golgi-Apparat zielen, und es
wurden einige Regeln zusammengefasst, denen diese
Sonden folgen, der molekulare Mechanismus der Lokali-
sierung ist aber noch immer unklar. Fgr das Design zu-
verl-ssiger und reproduzierbarer auf das ER/den Golgi-
Apparat zielender Agenzien sind weitere Studien erfor-
derlich. Im Allgemeinen spielt bei der Entwicklung einer
auf Organellen zielenden Fluoreszenzsonde ein spezifisch
auf die Organelle reagierendes Zielelement die Schlgs-
selrolle bei der Steuerung der Sonde zum Ziel. Im Fall des

ER und des Golgi-Apparats konnten durch Anh-ngen ihrer
bekannten Zielagenzien – ER-Tracker Blue/White DPX und
Golgi-Apparat-Tracker red – keine Erfolge verzeichnet
werden, was teilweise darauf zurgckzufghren war, dass diese
Strukturelemente nach dem Anh-ngen an andere Fluoro-
phore ihre Spezifit-t verloren hatten. Mehrere neue Beispiele
kçnnten einige Hinweise liefern. Beispielsweise berichtete
die Gruppe von Peng gber ein spezifisches ER-Markie-
rungsreagenz, in dem erstmals eine Chloridfunktion zur ER-
Lokalisierung verwendet wurde.[235] Ein solches Gestaltungs-
prinzip kann direkt an das Design von auf das ER/den Golgi-
Apparat zielenden aktivierbaren Fluoreszenzsonden ange-
passt werden. Zus-tzlich wurden Fluoreszenzsonden mit auf
spezifische ER-Esterasen reagierenden Strukturmotiven
eingesetzt, wie vor kurzem anhand einer Arbeit der Gruppe
von Hakamata zu auf Carboxylesterasen des ER zielenden
Fluoreszenzsonden demonstriert.[236a] Eine weitere auf das
ER zielende Cystein-Sonde wurde von der Gruppe von
Zhang zur Untersuchung der Funktionen von Thiolen inner-

halb dieser Organelle vorgestellt.[236b]

Bioorthogonale Chemie wurde ebenfalls zur Golgi-
Apparat-spezifischen Markierung eingesetzt, wobei
die Zellen mit einem auf den Golgi-Apparat zielenden
Ceramid behandelt wurden, gefolgt von der Zugabe
eines Fluorophorderivats, das mit dem Ceramid rea-
giert. Die Gruppe von Schepartz nutzte diese Vorge-
hensweise zur 3berfghrung einer Rhodamin-Verbin-
dung in den Golgi-Apparat und untersuchte die
Strukturen der Organelle im Detail mittels superauf-
lçsender Bildgebung.[237] Solche Gestaltungsprinzipien
kçnnen zukgnftig beim Design von auf das ER/den
Golgi-Apparat zielenden aktivierbaren Fluoreszenz-
sonden genutzt werden. Außerdem entdeckte die
Gruppe von Chang in Verbindungsbibliotheken mit
Tausenden unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen
eine auf das ER zielende Sonde, die Temperatur-
schwankungen innerhalb dieser Organelle wahrneh-
men konnte.[238a] Entsprechend kçnnte das durch die
Wirkstoffentwicklung inspirierte Screening die Ent-
wicklung von Sonden alternativ zu der rationalen
Vorgehensweise ebenfalls vorantreiben. Neben nie-
dermolekularen Sonden bieten auch umfangreiche
Entwicklungen bei auf Fluoreszenzproteinen basie-
renden Sensoren fgr das ER/den Golgi-Apparat eine

Schema 44. Struktur der auf den Golgi-Apparat zielende Fluoreszenzsonde
ffr Enzymaktivit-ten.

Abbildung 24. Fluoreszenzabbildungen von ANQ-IMC-6 (5.0 mm) und BODIPY
TR C5-Ceramid (5.0 mm) in HeLa-Zellen. A und B, angef-rbt mit ANQ-IMC-6.
A) Anregungswellenl-nge = 800 nm, Scanbereich=530–570 nm. B) Anregungs-
wellenl-nge = 488 nm, Scanbereich= 530–570 nm. C) Angef-rbt mit BODIPY
TR C5-Ceramid, Anregungswellenl-nge =543 nm, Scanbereich=600–640 nm.
D) Zusammengesetzte Abbildung von (B) und (C). E) Graphische Darstellung
der Intensit-tskorrelation von angef-rbtem ANQ-IMC-6 und BODIPY TR C5-
Ceramid. Die Maßstabsbalken kennzeichnen 3.0 mm. Bei den Abbildungen und
Daten handelt es sich um repr-sentative Wiederholungsexperimente (n= 5).
Mit Erlaubnis fbernommen von der American Chemical Society.
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ngtzliche Alternative, die weiterer Beitr-ge und Anwendun-
gen harrt.[238b–e]

8. Zusammenfassung und Ausblick

Fluoreszenzsonden und die Fluoreszenzbildgebung haben
sich zu einem der leistungsst-rksten Verfahren zur 3berwa-
chung der Lokalisierung, der Konzentration und der Aktivi-
t-ten von Biomolekglen im Zusammenhang mit lebenden
Systemen entwickelt. OTAFPs bestehen aus einer Klasse von
Sonden-/Sensorsystemen, die eine inderung des Signals fgr
die Fluoreszenzemission/die Verschiebung der Wellenl-nge
ausschließlich innerhalb der Zielorganellen erzeugen. Sie
sollten bestimmte Eigenschaften aufweisen, wie eine hohe
Selektivit-t und Empfindlichkeit gegengber sowohl den Or-
ganellen als auch den Analyten sowie eine rasche Antwort
und Biokompatibilit-t. Signifikante Fortschritte wurden beim
Design diverser OTAFPs erzielt, und es wurden umfangrei-
che Untersuchungen im Bereich der chemischen Biologie auf
der Grundlage von OTAFPs durchgefghrt. In diesem Aufsatz
haben wir die allgemeinen Grunds-tze des Designs von
OTAFPs basierend auf den entsprechenden Strukturen und
Funktionen jeder Organelle vorgestellt. Zudem haben wir die
neuesten Fortschritte bei der Entwicklung von OTAFPs und
ihrer Anwendung zur 3berwachung verschiedener Biomo-
lekgle wie Metallkationen, ROS/RNS, Thiolen und andere
Zellfunktionen in vitro und in vivo zusammengefasst, die von
uns und von anderen Gruppen entwickelt worden sind.

Obwohl diese OTAFPs vielversprechende Fortschritte im
Hinblick auf biologische Studien im Vergleich zu konventio-
nellen Fluoreszenzsonden veranschaulichten, bleiben nach
wie vor große Herausforderungen bestehen. Auf der Grund-
lage der Vor- und Nachteile der pr-sentierten OTAFPs
werden hier mehrere zukgnftige Ausrichtungen aufgelistet,
die zu OTAFPs mit einzigartigen Eigenschaften fghren
kçnnten:
1) Vom pharmakokinetischen Gesichtspunkt aus betrachtet

ist die Entwicklung eines Transporters, der auf einfache
Weise seine Fracht zu der Zielorganelle befçrdert, zur
Maximierung der Anwendbarkeit und Minimierung der
Belastung bei der Entwicklung von Sonden vorteilhaft.
Ein solcher Bedarf wurde teilweise fgr Mitochondrien und
Lysosomen gedeckt, bleibt aber, was andere Organellen
angeht, bestehen. Die Gruppe von Tang entwarf erst
kgrzlich durch eine Abwandlung von lediglich der auf die
Organelle zielenden Gruppe eine Reihe von Fluoridson-
den, die entweder auf Mitochondrien oder Lysosomen
zielen (125 und 126, Schema 45).[239] Sie demonstrierten
ein elegantes Beispiel dafgr, wie wichtig eine potente
Ankergruppe sein kann und wie einfach das gesamte
Design werden kann. Daher sollten nun neue auf Orga-
nellen zielende Strukturelemente mit reduzierter Cyto-
toxizit-t und verbesserter Selektivit-t erforscht werden,
und zwar insbesondere fgr den Zellkern, die Membran,
das ER und den Golgi-Apparat.

2) Ein Hauptproblem bei der biologischen Bildgebung ist das
Signal-Rausch-Verh-ltnis, wobei die Autofluoreszenz in
Zellen reichlich vorhandener endogener Molekgle (z. B.

NADH und FADH2) ein deutliches Rauschen verursacht.
Viele der bisher entwickelten OTAFPs absorbieren und
emittieren bei relativ kleinen Wellenl-ngen, die auch
Biomolekgle anregen kçnnen. Die optimalen Anregungs-
und Emissionswellenl-ngen zum Umgehen der Auto-
fluoreszenz und zur Bildgebung in vivo sollten im tiefro-
ten bis nahinfraroten Bereich liegen (650–950 nm). Dieser
Wellenl-ngenbereich verbindet die Vorteile einer guten
Gewebedurchdringung und einer minimierten Autofluo-
reszenz. Außerdem offenbart die Zwei-Photonen-Fluo-
reszenzmikroskopie, die Nahinfrarotphotonen mit nied-
rigerer Energie als Anregungsquelle nutzt, die -hnlichen
Vorteile einer hçheren Eindringtiefe (> 500 mm) sowie
weitere Vorteile wie eine l-ngere Beobachtungszeit. Eine
ratiometrische Signalantwort wiederum, die vor und nach
der Reaktion mit dem Analyten unterschiedliche Wel-
lenl-ngen fgr die Emission w-hlt, kçnnte die Genauigkeit
der Detektion durch In-situ-Kalibrierung anhand von
zwei Emissionspeaks deutlich steigern, wodurch falsche
Signale von den reinen „Turn-on“-Sonden vermieden
wgrden. Entsprechend kçnnte es sich bei gber die Zwei-
Photonen-Mikroskopie angeregten OTAFPs, die im NIR-
Bereich absorbieren und emittieren und ratiometrische
Signal-nderungen anzeigen, um optimale Ziele handeln.

3) Die meisten OTAFPs waren auf die Bildgebung auf zel-
lul-rer Ebene ausgelegt, und einige erreichten lebendes
Gewebe. Tats-chlich kçnnten sich OTAFPs fgr die Bild-
gebung in lebenden Tieren mit subzellul-rer Auflçsung als
noch aufschlussreicher erweisen. Hierbei handelt es sich
jedoch um noch ungelçste Problemstellungen, da die
meisten OTAFPs im sichtbaren Bereich emittieren, der
von tierischem Gewebe und der Haut blockiert wird.
Entsprechend sollten OTAFPs, die entweder im Nahin-
frarot emittieren oder andere Verfahren zur tiefen Ge-
webedurchdringung bergcksichtigen ngtzliche Hilfsmittel
fgr Forschungen im Bereich der chemischen Biologie in
vivo, in der klinischen Diagnostik ebenso wie beim
Screening und der Entdeckung potentieller Wirkstoffe
bilden.

4) Neben den hier erl-uterten Organellen ziehen zahlreiche
Organellen, die noch nicht vollst-ndig erforscht wurden,
kontinuierlich das Interesse von Forschern auf sich. Zwei
herausragende Beispiele sind die Mikrotubuli und die
Lipidtropfen. Mikrotubuli sind faserartige Bestandteile
des Zytoskeletts, die an der Zellbewegung und anderen

Schema 45. Das einfache Design von auf mitochondriale und lysoso-
male F@-Spezies zielenden Fluoreszenzsonden, die sich einzig in dem
Anker ffr die Organellen unterscheiden.
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Abl-ufen beteiligt sind.[240] Lipidtropfen wiederum setzen
sich aus einem Lipidester-Grundkçrper und einer Phosp-
holipid-Monoschicht zusammen, beherbergen Proteine
und sind am Zellmetabolismus beteiligt.[241] Wegweisende
Forschungen offenbarten die Existenz von Mikrotubuli[242]

und Lipidtropfen[243] in intakten lebenden Zellen. Weitere
Studien sind aber wgnschenswert, und zwar nicht nur zum
Zielen auf diese Organellen, sondern auch zur Untersu-
chung ihrer Physiologie.

Fluoreszenzsonden, die spezifische Organellen erreichen,
haben bereits zum tieferen Verst-ndnis zellul-rer Prozesse
beigetragen, und es ist zu erwarten, dass die Arbeiten auf
diesem Gebiet noch viele Jahre fortgesetzt werden. Chemi-
sche, biologische und pharmazeutische Fortschritte werden zu
Verbesserungen von OTAFPs fghren, die wiederum die
Entwicklung dieser Schlgsselfelder antreiben werden.
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