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Luciferine, bioluminescierende Substanzen 

VON T. GOT0 UND Y. KISHIr*] 

Die Bioluminescenz des amerikanischen Leuchtkafers Photinus beruht auf der Reaktion von 
2-(6-HydroxybenzthiazoI-2-yl)-~~-I,3-thiazolin-4-carbons~ure (,,Photinus-Luciferin") 
mit dem Enzym Luciferase in Gegenwart von ATP und Magnesium-ionen. Im Muschel- 
krebs Cypridina wird die Bioluminescenz dagegen durch die Reaktion einer Luciferase 
mit 8-(3-Guanidino-propyl)-6-indol-3-yl-2-(1-methyl-propyl)-3,7-dihydroimidazo[l,2-a]- 
pyrazin-3-on (,,Cypridina-Luciferin") hervorgerufen. Latia-Luciferin ist I ,J,J-Trimethyl- 
2-(4-formyloxy-3-methyl-3-butenyl)-I-cyclohexen. Das Luciferin der Federkoralle Re- 
nilla ist ein noch nicht genau identifiziertes Tryptaminderivat ; die Luciferine anderer 
leuchtender Organismen sind noch unbekannt. - Vorstellungen iiber den Ablauf der 
Luciferin-Luciferase- Reaktion und zahlreiche Spektren runden diese Ubersicht ab. 

1. Die Luciferin-Luciferase-Reaktion [I] 

Vor etwa achtzig Jahren fand Dubois, daR die Bio- 
luminescenz des leuchtenden Schnellkafers Pyrophorus 
auf der Luciferin-Luciferase-Reaktion beruht. Eine 
Bioluminescenz trat auf, wenn ein heiRer waI3riger 
Extrakt des Insektes (,,Luciferin") rnit einem kalten 
waI3rigen Extrakt (,,Luciferase") vermischt wurde, 
nachdem die anfangliche Luminescenz abgeklungen 
war. Dieses Ergebnis gab AnlaR fur umfangreiche 
Untersuchungen der Luciferin-Luciferase-Reaktion 
bei zahlreichen bioluminescierenden Organismen 
(siehe Tabelle 7). Heute weiB man, daR rnit heiRem 
Wasser Luciferin extrahiert und Luciferase zerstort 
wird; der Extrakt rnit kaltem Wasser enthalt Luciferase 
und zunachst auch Luciferin, das sich aber beim Ste- 
hen an der Luft in ein unwirksames Oxidationspro- 
dukt umwandelt. 
Unter der Luciferin-Luciferase-Reaktion versteht 
man die Lichtemission durch Bioluminescenz als Re- 
sultat einer durch ein Enzym (eine Luciferase) kataly- 
sierten Oxidation (gewohnlich rnit SauerstofT) eines 
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[*I Prof. Dr. T. Goto und Dr. Y. Kishi 
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[l] F. H .  Johnson u. E. H.-C. Sie in W. D.  McElroy u. B. Glass: 
A symposium on light and life. Johns Hopkins Press, Baltimore 
1961, S. 206. 

Tabclle 1. 
decker dcr Luciferin-Luciferasc-Reaktion in diesen Organismen. 

Lcuchtcndc Organismen; Jahr dcr Entdeckung und Ent- 

Pyrophorus (SchneIlkBfer) 
Pholas dactylus (Bohrmuschel) 
Photinus (amcrikanischcr 

Luciola Capanischer Leuchtkilfcr) 
Cypridina (Muschelkrcbs) 
Pyrocypris (Muschelkrebs) 
Odontosyllis (Polychaeten- 

Systellaspis (Garncle) 
Laria (SBOwasscrschnccke) 
Achromobacter(Leuchtbakterium) 
Photobacterium 

(Leuchtbaktcrium) 
Heterocarpus (Garnck) 
Gonyaulax (Dinoflagel lat) 
Apogon und Parapriacanthus 

(Knochenfische) 
Renilla (Federkorallc) 
Collybia. Armillaria und 

Omphalia (Pilzc) 
Bolanoglossus (Eichelwurm) 
Octochaetus multiporus 

Hoplophorus (Garnelc) 

LeuchtkBfcr) 

Glicderwurm) 

(Oligochaetcn-Gliedcrwurm) 

- 
1885 
1887 
1916 

1917 
1917 
1921 
1931 

1931 
1950 
1953 
1953 

1955 
1957 
1958 

1959 
1959 

1963 
1966 

1966 

Dubois 
Dubois 
Harvey 

Harvey 
Harvey 
Harvey 
Harvey 

Harvey 
Bowden 
Strehler 
McElroy 

Haneda 
Hustings und Sweeny 
Haneda und Johnson 

Cormier 
Airth und McElroy 

Dure und Cormier [Z] 
Johnson, Shimomura 

und Haneda 131 
Johnson, Stachel. 

Shimomura und 
Haneda 141 

[2) L. S. Dure u. M .  J .  Cormier, J. biol. Chemistry 238, 790 
(1963). 
[3] F. H. Johnson, 0. Shimomura u. Y. Haneda in F. H .  Johnson 
u. Y. Hanedo: Bioluminescence in progress. Princeton Univ. 
Press, New Jersey 1966, S. 385. 
[4] F. H.  Johnson, H.-D. Srachel, 0. Shimomura u. Y.  Haneda 
in [3], S .  523. 
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Substrats (eines Luciferins). ,,Luciferin" bezeichnet 
also Stoffe mit besonderen Eigenschaften und ist nicht 
der Name einer Verbindung oder einer Verbindungs- 
klasse. Beispielsweise sind Luciferin aus dem amerika- 
nischen Leuchtkafer Photinus und aus dem Muschel- 
krebs Cypridina vollig verschiedene Substanzen. Auch 
die Luciferase dieser Organismen ist verschieden. 

2. Isolierung und Struktur des Photinus-Luciferins 

Harvey 151 entdeckte 191 6 die Luciferin-Luciferase- 
Reaktion beim amerikanischen Leuchtkafer Photinus. 
Der Autor stellte zunachst ,,Luciferin"- und ,,Luci- 
ferase"-Losungen aus den Leuchtorganen leuchtender 
und nichtleuchtender Individuen her. Luciferin und 
Luciferase aus leuchtenden Kafern emittierten beim 
Vermischen Licht, ebenso Luciferin aus nichtleuchten- 
den Klfern beim Zusammenbringen mit Luciferase 
aus leuchtenden Kafern. Luciferin und Luciferase aus 
nichtleuchtenden Kafern sowie Luciferin aus leuch- 
tenden und Luciferase aus nichtleuchtenden Kafern 
zeigten beim Vermischen keine Luminescenz. Die 
Lichtemission hing also offenbar von der Herkunft 
der Luciferase ab. 
McElroy wies 1947 nach, daB Harvey kein Luciferin, 
sondern Adenosintriphosphat (ATP) in der Hand 
hatte [5l; das echte Leuchtkafer-Luciferin wurde erst 
1957 aus Photinuspyralis isoliert [61. Es ist in sauerstoff- 
freiem, alkalischem Medium stabil, wird aber leicht 
von Sauerstoff zu Dehydroluciferin oxidiert. Auch 
diese Substanz konnte aus dem Leuchtkafer isoliert 
werden. Das UV-Spektrum des Luciferins zeigt einen 
Benzthiazol-Chromophor an; bei der sauren Hydro- 
lyse wurden 6-Hydroxy-benzthiazol und Cystein nach- 
gewiesen. Dies fuhrte zur Struktur (I) fur das Luci- 
ferin "1 und zur Struktur (2) fur das Dehydroluciferin. 

( I )  R = H ,  R' = OH 

( 4 )  R = R' = OH 
(3)  R = H ,  R' = NH2 

Die Strukturen der Verbindungen wurden durch To- 
talsynthese aus N-@-Methoxypheny1)oxamidsaure- 
athylester gesichert. Nur D-(-)-Luciferin erzeugte 
Licht und war somit mit der naturlichen Verbindung 
identisch; L-( +)-Luciferin blieb unwirksam. UV-, 
Fluorescenz- und Emissionsspektren des Luciferins 
( I )  und Dehydroluciferins (2) sind in den Abbildun- 
gen 1 und 2 wiedergegeben 181. 

[5] E. N .  Harvey: Bioluminescence. Academic Press, New York 
1952. 
[6] B. Eirler u. M. D. McElroy, Arch. Biochem. Biophysics 72, 
358 (1957). 
(71 E. H. White, F. McCapra u. G. F. Field, J. Amer. chem. SOC. 
83, 2402 (1961); 85, 337 (1963). 
[8] M. D.  McElroy u. H. H. Seliger, Advances in Enzymology 
25. 119 (1963). 
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Abb. 1. Spektrum vom Luciferin (1) des amerikanischen Leuchtkalers 
Phofinus. ( - . - a )  Siture, (--- -) Base. (-----I Base. A Absorp- 
tion, F Fluorescenz. L Luminescenz. 

I 3L8 393 

[ ? R E  S(nrn) - 
Abb. 2. Spektrum vom Dehydroluciferin (2) des amerikanischen 
Leuchtkafers Phofinus. ( . -*) SBure, ( - -  --) Base, (----) Base. 
A Absorption, F Fluorescenz. 

Von mehreren synthetisch dargestellten analogen Ver- 
bindungen des Luciferins 191, die auf Bioluminescenz 
gepriift worden waren, zeigten nur ,,Amino-luciferin" 
(3) und ,,4'-Hydroxyluciferin" ( 4 )  eine positive Reak- 
tion. Amino-luciferin beispielsweise luminesciert rot. 
Obwohl verschiedene Spezies des Leuchtkafers ver- 
schiedenfarbiges Licht (von grun bis gelb) emittieren, 
enthielten alle gepruften Spezies das Luciferin (I), 
beispielsweise Photinus, Photuris, Pyrophorus, Diphotus 
und Lecontea [lo]. Auch das Luciferin von Luciola 
cruciata stimmte mit dem von Photinus uberein [111. 

3. Die Luminescenz von Pirotinus 1121 

Fur die Luminescenz des Leuchtkafers Photinus wer- 
den Luciferin (LHz), Luciferase (E), Magnesium- 
Ionen, ATP und Sauerstoff benotigt. Im ersten Schritt, 
einer Dunkelreaktion, wird ein an das Enzym gebun- 
denes Luciferyladenylat gebildet [131. 

LHz+ ATP+ E ,3 E-(LHz-AMP)+ P-P 

[9] E. H. White, H. WGrther. G.  F. Field u. W. D. McElroy, 
J .  org. Chemistry 30, 2344 (1965); E. H. White u. H. Warther, 
ibid. 31, 1484 (1966); E. H. White, H .  WGrther, H. H. Seliger u. 
W .  D. McElroy, J. Amer. chem. SOC. 88,2015 (1966). 
[lo] H. H. Seliger u. W. D.  McElroy, Proc. nat. Acad. Sci. USA 
52, 75 (1964). 
[ll] Y. Kishi, T .  Goto, S. Inoue, 0. Shimomura u. Y. Hirata. 
vorgetragen beim XI. Pacific Science Congress, Tokyo 1966. 
[12] W .  D.  McEIroy u. H ,  H. Seliger in (31, S .  427. 
[13] W .  D.  McElro) u. A .  Green, Arch. Biochem. Biophysics 64, 
257 (1956); W .  E. Rhodes u. W .  D .  McElroy, Science (Washington) 
128, 253 (1958); J. biol. Chemistry 233, 1528 (1958). 
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Diese Reaktion hangt, wie aus Abbildung 3a hervor- 
geht, von der Konzentration des Luciferins und des 
ATPs ab. Im nachsten Schritt reagiert der Enzym- 
komplex E-(LHz-AMP) unter Lichtemission mit 
Sauerstoff das Reaktionsprodukt bleibt danach weiter 
an das Enzym gebunden. Aus dieser Produkthemmung 
ergibt sich fur die lichtemittierende Reaktion auch 
noch eine Abhangigkeit von der Menge der Luciferase 
(vgl. Abb. 3b). 

min 
Abb. 3. 
(a) bei Zugabe von ATP und (b) bei successiver Zugabe von Luciferase. 
L = integrierte Lichteinheiten. 

Luminescenz des amerikanischen Leuchtklfers Phofinus 

Fruher wurde Dehydroluciferin (L) als direktes Folgeprodukt 
der Lichtemission angesehen. Nach neueren Ergebnissen 
entspricht jedoch das Dehydroluciferin nicht dem Grundzu- 
stand des angeregten Zwischenproduktes, sondern ist eher 
ein Alternativprodukt der Oxidation, das weder an der Licht- 
emission beteiligt ist noch als Folgeprodukt der angeregten 
Zwischenverbindung betrachtet werden kann. 

Da ein mol Luciferin ein mol Sauerstoff verbraucht [8J, 
kann die Gleichung (a) nicht den Tatsachen entspre- 
chen. Auch die Alternativgleichung (b) kann nicht zu- 
treffen, weil sie nicht die erforderliche Energie von 

E-(LHz-AMP)+ 1/2 02 + E-(L-AMP)+ H 2 0  + hv (a) 
E-(LHz-AMP)+ 02 + E-(L-AMP)+ HzOz+ hv (b) 

mehr als 60 kcal/mol erbringen wiirde; auBerdem lie13 
sich in der Reaktionsmischung bisher kein H202 nach- 
weisen. Die Fluorescenzspektren des Dehydroluci- 
ferins und seiner Derivate stimmen ebenfalls nicht mit 

cenzausbeute des Zwischenproduktes bei nahezu 
100 % liegen. 
Synthetisches L-Luciferin zeigt keine Bioluminescenz, 
verbraucht keinen Sauerstoff, reagiert aber wie D- 

Luciferin mit ATP unter Freisetzung von Pyrophos- 
phat (P-P), wenn es mit ATP, Luciferase und Magne- 
sium-Ionen behandelt wird “21. Unter Berucksichti- 
gung aller Ergebnisse kann Schema 1 aufgestellt wer- 
den. 

%=+ 
LH2 + A T P  + E E-(LHz-AMP) + P-P 

P2 
+ H2O C E -  L H - A M P  

I 
(Y 1 P-P 

hv + E-  L - A M P  .= L=O?  + E - A T P  

Schema 1. Vorstellungen fiber die Luciferin(LH*)-Luciler~e(E)- 
Reaktion. 

Die Reaktion wiirde mehr als 100 kcal/mol erbringen; 
das Reaktionsprodukt L=O konnte noch nicht nach- 
gewiesen werden. L und moglicherweise L=O inhi- 
bieren die Lichterzeugung; sie konnen durch Zusatz 
von Pyrophosphat oder Coenzym A vom Enzym ge- 
trennt werden. 
Als aktives Zentrum der Photinus-Luciferase wurden zwei 
Thiolgruppen angenommen. Aber entgegen der Erwartung, 
daD die energiereiche Phosphatbindung die Energiequelle 
der Bioluminescenz sei, gibt es keine Anzeichen fur eine Lo- 
sung der Anhydridbindung des Luciferyl-adenylats und fur 
die Bildung einer LH2-S-E-Bindung wahrend der Bio- 
luminescenz “21. 

Eine Chemoluminescenz ohne Anwesenheit des En- 
zyms kann bei synthetischem Photinus-Luciferyl- 
adenylat beobachtet werden, wenn es in Dimethyl- 
sulfoxid mit KOH oder Kalium-terbbutanolat be- 
handelt wird 1161. 

0 

(4c) + hv 

(40). X = OC6HS (4b), X = Adenylat 

den Bioluminescenzspektren iiberein. UV-spektro- 
skopische Untersuchungen weisen auf ein mogliches 
Zwischenprodukt hin, das ein Absorptionsmaximum 
bei 400-410 nm “41 hat. Da die Quantenausbeute der 
Bioluminescenz fast eins betragt, mu13 die Fluores- 

1141 H .  H .  Seliger u. W. D .  McElroy in [3], S .  405. 
[IS] H .  H .  Seliger u. W .  D .  McElroy, Arch. Biochem. Biophysics 
88, 136 (1960). 

Kurzlich berichteten McCapra et al. [ 1 ~  und Seliger 
et al. [16bl uber die Chemoluminescenz des 5,SDi- 
methylluciferin-phenylesters (4a) bzw. des Adenylats 

[I61 H. H. Seliger u. W. D .  McElroy, Science (Washington) 138, 
683 (1962). 
[16a] F. McCapra. Y .  C. Chang u. V .  P .  Francois, Chem. Com- 
mun. 1968, 22. 
[16b] T. A .  Hopkins, H .  H .  Seliger, E. H .  White u. M .  W. Cass, 
J. Amer. chem. SOC. 89. 7148 (1967). 
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(46). Als Reaktionsprodukt identikierten sie das 
Anion (4c), dessen Fluorescenzspektrum mit seinem 
Chemoluminescenzspektrum ubereinstimmt. Die Re- 
aktion sol1 uber ein Peroxid mit viergliedrigem Ring 
verlaufen; ahnliche Zwischenprodukte treten bei der 
Chemoluminescenz von Lophinderivaten und Deriva- 
ten der Acridin-carbonsauren auf. 

Die Chemoluminescenz des Luciferyl-adenylats in Di- 
methylsulfoxid und die Fluorescenz erschopfter Che- 
moluminescenz-Ansatze stimmen rnit der Fluorescenz 
des Anions ( 4 4  uberein. Das Chemoluminescenz- 
produkt war allerdings zu zersetzlich, um isoliert 
werden zu konnen. Die Luciferin-Bioluminescenz ist 
in vitro bei pH = 73 gelbgrun (565 nm), bei pH = 6,O 
dagegen rot (620 nm). Die Chemoluminescenz des 
Luciferyl-adenylats (rote Emission) entspricht der 
Bioluminescenz; uber die gelbgrune bioluminescieren- 
de Spezies ist noch fast nichts bekannt. Seliger  et al. 
vermuten, daR es sich dabei um das Dianion von (4c) 
handeln konnte. 0.96 

0,62 
0.16 
0.27 

4. Isolierung und Struktur des Cypridina-Luciferins 

0.93 
0.38 
0.16 
0.33 

Der Muschelkrebs Cypridina hilgendorfii kommt reich- 
lich an der japanischen Kuste vor. Der ca. 3 mm lange 
Organismus erzeugt ein stark leuchtendes Sekret, das 
in das Meerwasser abgegeben wird. Die Luciferin- 
Luciferase-Reaktion wurde bei Cypridina 191 7 von 
Harvey gefunden [51. Vollstandig getrocknete Cypri -  
dina bewahrt die Luminescenzaktivitat nahezu unbe- 
grenzt; die Luminescenz wird durch Feuchtigkeit 
wiederhergestellt. Versuche, das Luciferin aus getrock- 
neter Cypridina zu isolieren, fuhrten zunachst nur zu 
einem ,,gereinigten", nicht aber zu kristallinem Luci- 
ferin [171. 

Extraktion und Reinigung des Luciferins waren deshalb so 
schwierig, weil die Substanz in getrockneter Cypridina nur in 
minimalen Mengen vorkommt und extrem instabil gegen 
Sauerstoff und Wasser ist. Unter den entwickelten Methoden 
war die von Anderson beschriebene Benzoylierung am erfolg- 
reichsten "81. Ein Butanolextrakt des Luciferins wird dabei 
mit einem groBen UberschuB an Benzoylchlorid ohne basi- 
schen Katalysator benzoyliert. 

Kristallines Luciferin lien sich 1957 "91 aus Andersons 
Benzoyl-luciferin erhalten, das zuerst an Cellulosepulver 
chromatographisch gereinigt wurde. Aus einer waBrig-metha- 
nolischen Lbsung kristallisierte das Luciferin nach dem An- 
sauern rnit konzentrierter Salzsaure als Hydrochlorid aus. 

Seit 1917 haben mehrere Forscher, ausgehend von ,,gereinig- 
tem" Luciferin, Partialstrukturen fur diese Substanz aufge- 
stellt. So sollte Luciferin beispielsweise ein Pepton, ein Phos- 
pholipid, ein Polyhydroxybenzolderivat, eine hydrochinon- 
ahnliche Verbindung mit einer Keto-hydroxy-Seitenkette, 
ein Flavoprotein, ein Pyridinnucleotid oder ein Chromo- 
polypeptid sein [201. 

[17] F. I. Tsuii, A .  M .  Chase u. E. N .  Harvey in F. H. Johnson: 
The Luminescence of Biological Systems. Amer. Assoc. for the 
Advancement of Sci., Washington 1955, S. 127. 
[I81 R. S. Anderson, J. gen. Physiol. 19, 301 (1935). 
[19] 0. Shimomura, T. Goto u. Y. Hirata, Bull. chem. SOC. 
Japan 30, 929 (1957). 
[20] Vgl. S. 130 in [17]. 

0.03 
0.03 
0.98 
0.40 

Obwohl nach Aussage der UV-Spektren ,,gereinigtes" 
Luciferin dem kristallinen nahezu entspricht, enthalt 
das Saurehydrolysat des ,,gereinigten" Luciferins etwa 
20 Aminosauren 1201, das des kristallinen dagegen nur 
wenige [191. Bei der katalytischen Hydrierung wurde 
eine Verbindung (Hydroluciferin) rnit einem fur Indole 
typischen UV-Spektrum erhalten [191. Ungenugende 
Mengen an Untersuchungsmaterial erschwerten die 
Strukturanalyse, und eine zunachst plausibel erschei- 
nende Struktur[211 erwies sich spater als falsch. Die 
quantitative Analyse der Aminosaurezusammenset- 
zung des Luciferins und des Hydroluciferins rnit dem 
Aminosaureanalysator r22.241 hatte das in Tabelle 2 
wiedergegebene Ergebnis. 

0.12 
0.41 
0.96 
0.41 

Tabelle 2. Durch saure Hydrolyse im Vakuum odcr unter SauerstotT 
aus Cypridina-Luciferin und -Hydroluciferin erhaltene Aminosiiuren. 

Glycin (mol) 
Arginin [a] (mol) 
Isoleucin [bl (mol) 
NH3 (mol) 

aus Hydrolucifcrin 
Vakuum 1 0 2  

[a] ZusammengefaOte Anleile an Arginin. y-Guanidino-buttersiure 
und Prolin. 
[bl Zusammengefafite Antcile an Isoleucin und Alloisoleucin; beide 
Siiuren wurden in nahezu gleichen Mengen erhalten. 

1961 gelang es Johnson et al. [23J, Luciferin direkt aus 
lebender Cypridina zu extrahieren. Neben einer g r o k n  
Zeitersparnis wird rnit dieser Methode die Ausbeute 
auf mehr als das zehnfache (ca. 20 mg kristallines 
Luciferin pro kg feuchter Cypridina)  erhoht. 
1966 wurde die vollstandige Struktur des Cypridina- 
Luciferins (11) chemisch ermittelt [241. Bei der Oxida- 
tion von (11) mit Luft, enzymatisch (Luminescenz) 
oder nichtenzymatisch, entstehen zwei fluorescierende 
Substanzen: Oxyluciferin (9) und Atioluciferin (5 )  ; 
(9) laDt sich durch Saurehydrolyse in (5) umwandeln. 
Die Struktur des kioluciferins (5 )  wurde folgender- 
maBen bestimmt: Hydrolyse von (5 )  rnit Ba(OH)2 
unter SauerstoffausschluD gab Atioluciferamin, dessen 
Zusammensetzung sich rnit Hilfe eines hochauflosen- 
den Massenspektrometers zu C I S H I ~ N ~  ergab. (5a) 
tragt statt einer Amino- eine Guanidinogruppe und 
hat die Zusammensetzung C16H19N7. 
Bei der katalytischen Hydrierung von (5) wurde eine 
Verbindung (Hydroatioluciferin) mit einem fiir einen 
Indol-Kern typischen UV-Spektrum erhalten. Die 
pH-Abhangigkeit des UV-Spektrums lieD auf eine (3- 
Aminomethylindol-Struktur (B)  schliekn. Aus dem 
NMR-Spektrum kombiniert mit der Aminosaurezu- 
sammensetzung ergaben sich die Teilstrukturen (A) 
und (D);  die Teilstruktur (C) wurde aus den pK-Werten 
und der Diazo-Kupplungsreaktion von (5 )  abgeleitet. 

[21] Y. Hirara, 0. Shimomura u. S. Eguchi, Tetrahedron Letters 
Nr. 5, S. 4 (1959); 0. Shimomura, J. chem. SOC. Japan 81, 179 
(1960). 
[22] S. Eguchi, J. chem. SOC. Japan 84, 86 (1963). 
[23] Y. Haneda, F. H. Johnson, Y. Masuda, Y. Saiga, 0. Shimo- 
mura, H.-C. Sie, N .  Sugiyama u. I .  Takatsuki, J. cellular compa- 
rat. Physiol. 57, 55 (1961). 
[24] Y.  Kishi, T. Goro, Y.  Hirata, 0. Shimomura u. F. H. Johnson, 
Tetrahedron Letters 1966, 3427; in [3], S. 89. 
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Diese vier Teilstrukturen konnen nur zu den beiden 
Gesamtformeln (Sa) und (56) kombiniert werden. 
(56) wird durch das Massenspektrum von Atiolucifer- 
amin ausgeschlossen; das darin enthaltene Signal bei 
m/e = 141 muB dem Radikal-Ion (6) zugeordnet wer- 
den. 

verbunden gewesen. Somit ergibt sich die fur das 
Oxyluciferin vorgeschlagene Struktur (9). 
Das NMR-Spektrum des Cypridina-Luciferins ent- 
halt kein OH-Signal. Die orange-rote Losung des 
Luciferinhydrobromids in Methanol wird beim Ein- 
leiten von wasserfreiem HBr entfarbt; das UV- 
Spektrum der Losung ist danach dem von (Sa) sehr 
ahnlich. Luciferin hat drei pK,-Werte: t 2 ,  8,3 und 
>11; in basischem Medium ist es gelb. Die drei For- 
men des Luciferins werden am besten als (Ila), (116) 
und (Ilc) formuliert. 

(Iia) R' = H 
(12) 14.' = CO-CGH, 

pk. = 8.3 

NHz ( 6 )  
I 

(5a) R = (CH2),-NH-C=N11, K' = H m/e = 141 

TH2 
(5h)  R = H, 1%' (CHz),-NH-C=NH 

Die Struktur (5a) konnte schlieBlich durch die Total- 
synthese aus (7) und (8) bestatigt werden [251, die 
nacheinander mit Natronlauge, methanolischem KOH 
und HzN-C(=NH)-SCH3 umgesetzt wurden. Die 
Annahmen uber die relativen Stellungen der Amino- 
und Indolgruppen am Pyrazin-Kern wurden durch 
UV- und NMR-Spektren gesichert 1261. 

Oxyluciferin (9) ergibt bei der Behandlung mit Salz- 
saure neben (5a) a-0x0-p-methylvaleriansaure (10). 
Das NMR-Spektrum von (9) enthalt ein scharfes OH- 
Singulett-Signal. Aus Tabelle 2 geht hervor, daB das 
Stickstoffatom, welches als Isoleucin erscheint, nicht 
auch Arginin oder Glycin bildet. Da die Ketosaure 
(10) aus dem Isoleucin-Anteil stammen muB, war also 
C-2 von (10) mit der primaren Aminogruppe von (5a) 

[25] Y.  Kishi, T. GOIO, S. Inoue, S. Sugiura u. H .  Kishimoto, 
Tetrahedron Letters 1966, 3445. 
[26] T. GOIO, unveroffentlichte Ergebnisse. 

R" = 
H 

UV-, Fluorescenz- und Emissionsspektrum des Cypri- 
dina-Luciferins und -0xyluciferins sind in den Abbil- 
dungen 4 bzw. 5 wiedergegeben. 

250 300 350 400 450 500 550 
@g l ( n m )  - 

Abb. 4. Spektrum vom Luciferin ( I I )  des Muschelkrebses Cypridinu. 
(-- -) SLure, (----) Base. A Absorption, F Fluorescenz. L Lu- 
minescenz. 

LBO 
I-\ 

/ 
/ \ 

250 300 350 LOO 450 500 550 
m b(nm)--- 

Abb. 5. Spektrum vom Oxyluciferin (9 )  des Muschelkrebses Cypridino. 
(- -1 SLure. (----I Base. A Absorption, F Fluorescenz. 
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Das nach Anderson erhaltene benzoylierte Cypridina- 
Luciferin hat ein den Verbindungen (5a) oder ( I l a )  
ahnliches UV-Spektrum und vermutlich die Struktur 
(12). 
Die absolute Konfiguration am P-Kohlenstoffatom des Iso- 
leucin-Anteils wurde enzymatisch folgendermaoen bestimmt : 
Die Hydrolyse des Hydroluciferins ergab ein Gemisch aus 
lsoleucin und Alloisoleucin; diese Mischung wurde mit L- 
und D-Aminosaureoxidase behandelt und die Produkte mit 
dem Aminosaureanalysator untersucht. Cypridina-Luciferin 
ist danach aus Tryptamin-. Arginin- und L-Isoleucin-Anteilen 
zusamrnengesetzt, und aus dieser Struktur kann nun auch 
das seltsame Resultat der Aminosaureanalyse (Tabelle 2) ver- 
standen werden 1271. 

Die Totalsynthese des Cypridina-Luciferins gelang aus (IO) 
und ( 5 7 )  durch Umsetzung mit PtOz oder AI/Hg und an- 
schlieoende Reaktion mit Dicyclohexylcarbodiimid. 
Auch die Luciferine der Leuchtfische Apogon und Parapriu- 
canthus sind mit dem Cypridina-Luciferin identisch [*81. 

5. Die Luminescenz von Cypridina 

Bereits 1919 beobachtete Harvey, dalj die in-vitro- 
Luminescenz bei Cypridina eine Reaktion erster Ord- 
nung ist (Abb. 6) 151. Weitere kinetische Untersuchun- 
gen von Chase und Lorenz ergaben, daR zwei Reak- 
tionen erster Ordnung ablaufen: eine lichterzeugende 
und eine Dunkelreaktion [291. Nach Messungen von 
Johnson et al. 1301 verbraucht ein Molekiil Luciferin bei 
der Luminescenz ein Sauerstoffatom; die Quantenaus- 
beute betragt mindestens 0,28. Da lichterzeugende und 
Dunkelreaktion dieselben Produkte, Oxyluciferin (9) 
und kioluciferin (5a), ergaben, kann die Lumines- 
cenzreaktion rnit der Gleichung 

Enzym 
L H 2 + 1 / 2 0 2  --+ ( 9 ) + ( 5 a ) + h v  

28 

2L  

20 

I l6 - 12 

8 
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' 'r- 
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I L  

1 2  

l o  I 
38$ 

06  H 

3 1 ,  

0 2  
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v 

Z 6 m  I (set)  - 
Abb. 6. Bioluminescenz im System Cypridina-Luciferin/Luciferase. 
Kurve A bezieht sich auf die linke Ordinate (L = integrierte Lichtein- 
heiten). Kurve B auf die rechte Ordinate. 

[27) Y. Kishi, T. Goro, S. Eguchi, Y. Hirala, E. Waranabe u. T. 
Aoyama, Tetrahedron Letters 1966, 3437. 
[28] F. H. Johnson, N. Sugiyama, 0. Shimomura, Y. Saiga u. 
Y. Haneda, Proc. nat. Acad. Sci. USA 47,486 (1961); Y. Haneda, 
F. H. Johnson u. 0. Shimomura in [3], S. 533. 
[29] A. M. Chase u. P. B. Lorenr, J. cellular comparat. Physiol. 
25, 53 (1945). 
[30] F. H. Johnson, 0. Shimomura, Y. Saiga, L. C. Gershman, 
G. T. Reynolds u. J.  R. Waters, J. cellular comparat. Physiol. 60, 
85 (1962). 

wiedergegeben werden. Beim Stehenlassen wird eine 
waljrige, orange-gelbe Luciferinlosung an Luft infolge 
Autoxidation nach und nach rot und schlieljlich farb- 
10s (Abb. 7) [191. 

Abb. 7. Nichtenzymatische Oxidation von Cypridina-Luciferin mil 
Luft in phosphatgepufferter wafiriger LOsung bei pH = 5.6. 
( ) Frisch hergestellte Losung. (----) nach I Tag. (...-) nach 
3 Tagen, ( x -) nach 7 Tagen. (6- - a )  nach 52 Tagen. 

Eine ahnliche Anderung wird im Spektrum bei der Bio- 
luminescenz in Gegenwart des Enzyms beobachtet 1311 ; 
die enzymkatalysierte Reaktion ist jedoch extrem 
schnell. Die anfangliche Rotverschiebung im Spek- 
trum weist auf die Bildung einer roten Substanz hin, die 
auch aus der Reaktionsmischung isoliert werden kann. 
In Anwesenheit des Enzyms emittiert diese rote Sub- 
stanz sehr wenig Licht. Durch chemische Reduktion 
kann die Lichtemissionsaktivitat aber wiederherge- 
stellt werden; der Zusatz eines reduzierenden Agens 
wie Ascorbinsaure zur Reaktionsmischung verhindert 
die Bildung der roten Substanz [321. Bereits Harvey, 
Anderson und andere fanden dieses Phanomen und 
diskutierten es als reversible Oxidation des Luci- 
ferins [51. Die Struktur dieser Substanz und ihre Rolle 
in der lichternittierenden Reaktion harren jedoch noch 
der Aufklarung. 
Cypridina-Luciferin zeigt spontane Chemolumines- 
cenz[331, wenn es in Gegenwart von Sauerstoff in Di- 
methylsulfoxid - mit oder ohne Basen - gelost wird; al- 
lerdings ist die Quantenausbeute dieser Chemolumines- 
cenz niedrig (ca. O , l S %  der Quantenausbeute der 
Bioluminescenz). In acetat-gepuffertern Diglyme wird 
die Quantenausbeute auf mehr als 10% der Quanten- 
ausbeute bei der Bioluminescenz erhoht und betragt 
dann etwa das Doppelte der Quantenausbeute bei der 
Chemoluminescenz von Luminol in Dimethylsulfoxid 
mit Kalium-tert.-butanolat [33al. Das einfachste Luci- 

[31] A. M. Chase u. E. H. Brigham, J. biol. Chemistry 190, 529 
(1951). 
[32] A, M. Chase, J. H. Ball, C. E. Cornelius u. R. J. Lederman 
in [I], S. 258. 
[33] F. H. Johnson, H.-D. Stachel, E. C. Taylor u. 0. Shimomura 
in [3], S. 67. 
[33a] T. Goro, S. lnoue u. S. Sugiura, unveroffentlicht. 

422 Angew. Chem. 180. Jahrg. 1968 1 Nr. 11 



ferin-Analoge (13) chemoluminesciert ebenfalls in 
acetat-gepuffertem Dimethylsulfoxid; es verbraucht 
dabei 1 mol 0 2 1 3 3 a l .  McCapra und Changr33bl  stu- 
dierten die Chemoluminescenz des 2,8-Dimethyl-6- 
phenyl-Derivats (14) in Dimethylsulfoxid in Gegen- 
wart von Kalium-tert.-butanolat. Sie isolierten als 
Reaktionsprodukt 2-Acetamino-3-methyl-5-phenyl- 
pyrazin-3-on (als Anion (I 7) gezeichnet), dessen 
Fluorescenzspektrum im Alkalischen dem Chemo- 
luminescenzspektrum entspricht, und schlugen einen 

( 1 3 ) ,  R' = R 2  = RS = H 
( 1 4 ) .  R' = R3 = CH,, R2 = CsH5 
( I S ) ,  R' = CH-CH2-CH3, R2 = C&. 

R3 = (CH2)j-NH-C -NH2 
c! H3 

I1 
H NH 

( 1 6 ) ,  R' = CH-CH2-CH3, K2 = Indolyl, 

R3 = CH2-CH2-NH-C-NH2 

11 

LH3 

I1 
NH 

Reaktionsablauf uber ein peroxidisches Zwischen- 
produkt mit Vierring vor (siehe Abschnitt 3). - Kine- 
tische Messungen zeigen die Teilnahme von Radika- 
len 133al. 

Die Bioluminescenz von Cypridina hangt starker von 
der Struktur des Substrates ab  als die oben besproche- 
ne Chemoluminescenz. Phenyldesindolyl-luciferin (f5) 
bioluminesciert nur sehr schwach; die Bioluminescenz- 
aktivitat von Norluciferin (16) ist dagegen mit der des 
Luciferins vergleichbar [33cl. Ersatz der Alkylseiten- 
kette (R1) des Luciferins durch andere Alkylreste ver- 
ringert die Bioluminescenzaktivitat maRig, wahrend die 
Aktivitat nach hydrolytischer Umwandlung der Gua- 
nidino- in eine Aminogruppe stark abnimmt [25~33d]. 

den 18.351. Trotz umfangreicher Bemuhungen, den 
Ablauf der Luminescenz zu klaren, ist ungewi8, 
welche Substanz als das bakterielle Luciferin ange- 
sehen werden soil. 

7. Renilla-Luciferin 

Renilla-Luciferin wurde in gereinigter Form aus der 
Federkoralle Renilla reniformis von Cormier et al. [361 

isoliert. Es ist in neutraler und basischer Losung stabil, 
in saurem Medium wird es in ein ,,aktiviertes Luci- 
ferin" umgewandelt, das mit Luciferase oder durch 
Autoxidation (ohne Enzym) Licht (A,,, = 485 nm) 
emittiert und dabei in ein oxidiertes Luciferin iiber- 
geht. Aktiviertes Luciferin entsteht auch nach Inku- 
bation des Luciferins mit Luciferase, Calcium-Ionen 
und Adenosin-3',Sf-diphosphat unter anaeroben Be- 
dingungen. 
Das Renilla-Luciferin ist ein Tryptamin-Derivat mit 
einer anionischen Gruppe. Die alkalische Hydrolyse 

I 
I 

300 350 400 450 500 
l ( n r n )  - 

Abb. 8. 
(- ) Neutral, (----) Base, ( . .) SBurc. A Absorption, F Flu- 
orescenz. 

Spektrum vom Luciferin der Federkoralle Renilla. 

6. Bakterielles Luciferin 

Bei der Bakterien-Luminescenz sind reduziertes 
Flavinmononucleotid, ein Enzym, Sauerstoff und ein 
langkettiger aliphatischer Aldehyd essentielle Fakto- 
ren fur die Lichterzeugung. Die Quantenausbeute ist 
sehr gering, die zugehorigen Reaktionen sind kompli- 
ziert. Anfanglich wurde der Aldehyd als das bakterielle 
Luciferin angesehen 1341; seine Roue bei der Reaktion 
konnte aber noch nicht eindeutig ermittelt wer- 

[33b] F. McCapra u. Y. C.  Chang, Chem. Commun. 1967, 
1011. 
[33c] D. A .  Coviello, S. Inoue u. T. Goro, Vortrag vor der Che- 
mical Society of Japan in Nagoya (17. Okt. 1967). 
[33d] Y. Kishi, Dissertation, Nagoya University, 1966. 
[34] W. D. McElroy, J .  W. Hastings, V .  Sonnenfeld u. J .  Cou- 
lombre, J. Bacteriol. 67, 402 (1954). 

362 

des Dehydroluciferins ergibt Tryptamin; wahrend der 
Aktivierung wird die anionische Gruppe - vielleicht 
Sulfat - vom Luciferin abgetrennt. 

Somit verlauft auch hier die zur Lichtemission fuh- 
rende Reaktion in mindestens zwei Schritten. Im 
ersten Schritt, einer Dunkelreaktion, wird wahrschein- 
lich Sulfat vorn Luciferin zum Adenosin-3',5'-di- 
phosphat transferiert und aktives Luciferin gebildet ; 
dieses wird im zweiten Reaktionsschritt enzymatisch 
mit Sauerstoff oxidiert, wobei Licht emittiert wird. 
Absorptions- und Fluorescenzspektrum des Renilla- 
Luciferins sind in Abbildung 8 wiedergegeben. 

[35] J.  W. Hastings, Q.  H. Gibson, J. Friedland u. J.  Spudich in 
[3], S .  151, dort weitere Literatur. 
[36] K .  Hori u. M .  J.  Cormier, Biochim. biophysica Acta 
102, 386 (1965); M .  J.  Cormier, K .  Hori u. P. Kreiss in [3], 
s. 349. 
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8. Odontosyllis-Luciferin 

An der Luminescenz des Polychaeten-Gliederwurms 
Odontosyllis sind ein Luciferin, Luciferase und Sauer- 
stoff beteiligt. McElroy 181 hat bei teilweise gereinigtem 
Luciferin ein Fluorescenzemissionsmaximum um 510 
nm gefunden, das rnit dem wahrend der Luminescenz 
beobachteten ubereinstimmt. Autoxidiertes Luciferin 
kann zur aktiven Form reduziert werden. 
Kurzlich erhielten Shimomura et al. [371 ein gereinigtes 
Luciferin aus Odontosyllis enopla als farblose, nicht- 
fluorescierende Substanz. Nach der Lichtemission 
(A,,, = 507 nm) wurde ein fluorescierendes Produkt 
mit einem Fluorescenzmaximum bei ebenfalls 507 nm 
erhalten. Versuche, dieses Produkt mit reduzierenden 
Agentien zu einem aktiven Luciferin zu reduzieren, 
blieben erfolglos. Absorptions- und Luminescenz- 
spektrum des Odontosyllis-Luciferins und des licht- 
emittierenden Produktes sind in Abbildung 9 wieder- 
gegeben. 

den bei 1745 cm-1 (stark) und 1685 cm-1 (schwach). 
Latia-Luciferin ist maBig fluchtig und hat ein Moleku- 
largewicht von 236 (massenspektrometrisch ermittelt). 
Beim Mischen des Luciferins rnit Luciferase-Losung 
kann in Gegenwart von Sauerstoff eine Luminescenz 
rnit einem Emissionsmaximum bei 520 nm beobachtet 
werden. 

Shimomura und Johnson leiteten kiirzlich die Struk- 
turen des Latia-Luciferins (18) und seines Chemo- 
luminescenzproduktes (19) ab  [38al. (19), Dihydro-F- 
jonon, durfte aber bei der Bioluminescenz nicht auf- 
treten. 

10. Luciferin aus Pilzen 

Kuwabara und Wassink [391 isolierten Pilz-Luciferin 
aus dem leuchtenden Pilz Omphalia Pavida. In Gegen- 
wart von Luciferase oder NaOH und H202 emittiert es 
Licht ; Absorptions-, Fluorescenz- und Emissionsspek- 
trum sind in Abbildung 10 wiedergegeben. 

I 507 

I 490 524 

:162091 l.,(nm) - 
Abb. 9. Spcktrum vom Luciferin des Polychaeten-Gliederwurms. 
Odontosyllis (neutral) (--- --) und der (des) iuminescierenden Reak- 
tionsprodukte(s) (neutral) (---a), (neutral) (----). ( -*.- .-) (neu- 
tral). A Absorption, F Fluorescenz, L Luminescenz. 

Das Odontosyllis-Luciferin 1aBt sich ohne Enzym 
leicht zu einer rosa Substanz rnit Absorptionsmaxima 
bei 260, 330 und 520nm oxidieren. Diese Umwand- 
lung wird durch Zusatz von Jod vervollstandigt. Die 
rosa Substanz bleibt in Gegenwart von Sauerstoff und 
Luciferase unverandert. 

LKmBI h(nm)- 

Abb. 10. Spcktrum vom Luciferin des Pilzes Ompholioflovido bei pH = 
6.5. A Absorption, F Fluorescenz, L Luminescenz. 
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9. Latia-Luciferin 

Das Luciferin der SuBwasserschnecke Latia wurde in 
fast reiner Form isoliert [381. Die Substanz zeigt ein 
Absorptionsmaximum bei 21 2 nm und zwei IR-Ban- 

[37] 0. Shimomura, F. H.  Johnson u. Y. Saiga, J. cellular 
comparat. Physiol. 61, 275 (1963). 
[38] 0. Shimomura, F. H .  Johnson u. Y. Haneda in [3], S. 391. 
[38a] 0. Shimomura u. F. H. Johnson, Biochemistry, im Druck. 
[39] S. Kuwabaru u. E. C. Wassink in [3], S .  233. 
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