
Organische Fluoreszenzreagentien fur die Untersuchung von Enzymen 
und Proteinen 

Von Yuichi Kanaokar] 

Bei Untersuchungen, die zum Verstandnis von Lebensvorgangen fuhren sollen, miissen mehrere 
naturwissenschaftliche Disziplinen zusammenwirken. Die Anwendung der Fluoreszenzspektro- 
skopie zur Losung biologischer Probleme bietet ein Beispiel : biologische, physikalisch-chemische 
und organisch-chemische Methoden sowie neue technische Verfahren erganzen einander. Dieser 
Aufsatz gibt einen Uberblick iiber die Anwendungsmoglichkeiten von Fluoreszenzsonden, die 
kovalent an spezifische Positionen von Proteinen gebunden werden. Die wichtigsten Verbindun- 
gen fur die Fluoreszenzmarkierung sind in einer Tabelle zusammengestellt. 

1. Einleitung 

Nach der Definition von Edelman und McClure"' sind Fluo- 
reszenzsonden kleine Molekiile, die eine oder mehrere ihrer 
Fluoreszenzeigenschaften andern, wenn sie rnit einem Protein 
oder anderen Makromolekiilen in nicht-kovalente Wechsel- 
wirkung treten. Allgemein kennt man bei Proteinen drei Arten 
von Fluoreszenzchromophoren (Fluorophoren) - arteigene, 
in Coenzymen vorliegende und nachtraglich eingebaute. Als 
arteigene Fluorophore treten die Seitenketten der aromati- 
schen Aminosauren in Erscheinung. Untersuchungen der artei- 
genen und der in Coenzymen vorliegenden Fluoreszenzchro- 
mophore lieferten wertvolle Aufschliisse uber Struktur und 
Funktion von Proteinen. Nur hat, wie Stryer['] bemerkt, die 
Natur nicht immer den richtigen Chromophor an der richtigen 
Stelle eines Proteins vorgesehen. Deshalb wurde eine Fulle 
nachtraglich einzubauender Fluoreszenzmarkierungen ent- 
wickelt, die man inzwischen als Fluoreszenzsonden (,,fluores- 
cence probes") bezeichnet, und zur Untersuchung von Biopoly- 
meren herangezogen. Vor- und Nachteile der Markierungs- 
techniken rnit kovalent oder nicht-kovalent gebundenen, 
nachtraglich eingebauten Verbindungen hangen in komplizier- 
ter Weise von Untersuchungsobjekt und gewunschter Informa- 
tion ab. 

Der vorliegende Aufsatz beschrankt sich im wesentlichen 
auf Reagentien, deren nachtriigliche kooalente Bindung an En- 
zyme und Proteine eine gezielte Fluoreszenzmarkierung er- 
moglicht ; Untersuchungen uber nicht-kovalent gebundene 
und iiber natiirliche Markierungen wurden bereits ausfuhrlich 
behandeltC3]. Anstatt die zahlreichen Veroffentlichungen nach 
Art einer Enzyklopadie abzuhandeln, wollen wir versuchen, 
eine Ubersicht iiber die fluorogenen Gruppen und ihre Anwen- 
dungsmoglichkeiten zu geben, da wir uns rnit der Entwicklung 
neuer Konzepte fur biologische Untersuchungen auf der Basis 
neuartiger organischer Fluoreszenzreagentien befassen. Das 
Hauptinteresse gilt dabei der spezifischen Markierung, insbe- 
sondere von funktionellen Gruppen in Proteinen; daneben 
werden auch einige Beispiele fur unspezifische und coenzymati- 
sche Markierungen aufgefuhrt. 

2. Grundzuge der Fl~oreszenz[~- ''I 

In diesem Abschnitt werden die Grundlagen der Fluores- 
zenzspektroskopie kurz zusammengefafit. Abbildung 1 zeigt 
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die moglichen Ubergange eines Molekiils, das auf ein hoheres 
Singulett-Energieniveau (Sz) angeregt wurde. Zunachst geht 
das Molekiil schnell (in < lO-"s) in den niedrigsten angereg- 
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Abb. 1. Energiestufen eines Fluorophors, schematisch (siehe Text). Gerade 
Linien bedeuten rnit Strahlung verbundene Ubergange, Wellenlinien strah- 
lungslose Ubergange. 

ten Zustand (S,) uber. Aus S1 kann es in jedes Rotations- 
oder Schwingungsniveau des Grundzustandes (So) gelangen, 
und zwar durch Fluoreszenz oder durch innere Umwandlung 
(,,internal conversion"); es kann auch strahlungslos durch Sin- 
gulett-Triplett-Umwandlung (,,intersystem crossing") in den 
Triplett-Zustand T1 iibergehen. Die Lebensdauer eines Mole- 
kuls im S1-Zustand liegt im Bereich von 0.t bis 200 Nanose- 
kunden (10-9s), je nach Art des Chromophors. Diese Zeit 
scheint kurz zu sein, genugt jedoch fur chemische und physika- 
lische Wechselwirkungen wie Rotationsvorgange, Umorientie- 
rungen der Solvenshulle, Komplexbildung, Protonenaustausch 
und Energieubertragung. Fur die Fluoreszenzspektroskopie 
sind die vom S1-Zustand ausgehenden Prozesse wichtig, denn 
sie bestimmen das Fluoreszenzspektrum sowie Quantenaus- 
beute, Lebensdauer und Polarisation der Fluoreszenz. 

Das Fluoreszenzspektrum zeigt die Intensitat der Fluores- 
zenz in Abhangigkeit von der Wellenlange. Die Fluoreszenz- 
quantenausbeute Of gibt an, welcher Anteil der angeregten 
Molekiile fluoresziert ; sie ist mit kinetischen GroRen durch 
GI. (a) verkniipft, in der kf, k, und ki die Geschwindigkeits- 
konstanten der Fluoreszenz aus S1, des strahlungslosen Ener- 
gieverlustes aus S1 bzw. der Singulett-Triplett-Umwandlung 
bezeichnen (siehe Abb. 1). Die Lebensdauer der Fluoreszenz, 
7, wird durch GI. (b) definiert, die die Abnahme der Fluores- 
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zenzintensitat nach der Anregung beschreibt. T ist die Zeit, die 
vergeht, bis die Intensitat vom Ausgangswert Fo auf Fo.e-' 
sinkt. Es gelten die Gleichungen (c) und (d). Damit ein Vorgang 
rnit den Strahlungsprozessen erfolgreich konkurrieren kann, 
mu13 seine Geschwindigkeitskonstante k groaer sein als die 
Zerfallskonstante des zugrundeliegenden angeregten Zustan- 
des [GI. (e)]. 

Wird ein Molekiil rnit linear polarisiertem Licht angeregt, 
so ist auch das emittierte Licht linear polarisiert. Fur ein 
statistisch markiertes, starres ellipsoidisches Protein erhalt 
man Gleichung (0 rnit P und Po als Polarisation rnit bzw. 
ohne Rotation und rnit ph als harmonischem Mittel aus den 
Rotationsrelaxationszeiten. 3 T und Ph sollten moglichst von 
gleicher GroBenordnung sein. Diese Eigenschaften der Emis- 
sion, die sich durch Messung der Fluoreszenzpolarisation un- 
tersuchen lassen, gestatten die Bestimmung der Rotation von 
Makromolekulen in Losung und ermoglichen weitere Studien 
uber GroDe, Form und Starrheit von Proteinen. 

3. Molekulstruktur und Fluoreszenz - Auswahlstrategie 
f i r  Fluoreszenzreagentien 

Damit die Fluoreszenz uberwiegt, mu0 die Geschwindig- 
keitskonstante des Fluoreszenziibergangs (kr) groD gegenuber 
den Konstanten konkurrierender Vorgange sein. Stark fluores- 
zierende Molekiile haben im allgemeinen folgende Eigenschaf- 
ten: a) Die langstwellige Absorption ist intensiv (E,,, ist groo). 
Generell ist das Fluoreszenzspektrum (Ubergang S1 +So) eines 
Molekiils ungefahr ein Spiegelbild seines Absorptionsspek- 
trums (So-Sl). b) Das Molekul enthalt keine Teilstrukturen 
oder funktionelle Gruppen, die strahlungslose Ubergange be- 
gunstigen (kc, ki). 

In Losung fluoreszieren die meisten unsubstituierten Arene, 
da sie infolge bevorzugter n,n*-Ubergange (cmX z lo4) niedrig 
liegende n,n*-Singulettzustande besitzen. In Molekiilen rnit 
anregbaren nicht-bindenden (n-)Elektronen wird gewohnlich 
die Energie des n,n*-Uberganges niedriger als diejenige des 
n,n*-Uberganges sein. Da n,n*-Ubergange weniger intensiv 
sind (E z 10') und zugleich langere Lebensdauern besitzen als 
n,n*-Ubergange, ist ki fur den Ubergang aus dem n,n*-Zustand 
grol3er als fur den Ubergang aus einem n,n*-Zustand. Daraus 
leitet sich die allgemeine Aussage ab, daD ortho-para-dirigie- 
rende Substituenten haufig die Fluoreszenz verstarken, wah- 
rend meta-dirigierende Gruppen sie vermindern" 61. Viele me- 
ta-dirigierende Gruppen besitzen energiearme n,n*-Zustande. 
Zum Beispiel fuhrt die Substitution rnit Nitrogruppen norma- 
lerweise zu vollstandigem Quenching; Substituenten rnit Car- 
bonylgruppen (Keton-, Aldehyd-, Carbonsaure-Derivate) ver- 

ringern die Fluoreszenz nur. Dagegen zeigen einige ortho-para- 
dirigierende Gruppen wie Amino-, Hydroxy- oder Methoxy- 
gruppen eine Tendenz, die Fluoreszenz von Arenen zu verstar- 
ken. Der abschwachende EinfluB groBer Atome wie Brom 
und Iod wird als ,,Schweratomeffekt" beschrieben. Einige unge- 
sattigte Stickstoff-Heterocyclen rnit n,n*-Zustand als niedrig- 
stem angeregtem Zustand fluoreszieren nicht. 

Die Fluoreszenzeigenschaften werden aul3erdem stark von 
der Umgebung beeinflufit, z. B. vom Losungsmittel, vom pH- 
Wert und von der Anwesenheit sonstiger chemischer Spe- 
ziesL4. '1. Die Empfindlichkeit der Fluoreszenzparameter ge- 
genuber Einflussen aus der unmittelbaren Nachbarschaft der 
Chromophore macht die Fluoreszenzmarkierung zu einem 
wertvollen Werkzeug fur das Studium von Konformation und 
dynamischem Verhalten. 

Obwohl unsere Darstellung der Grundzuge der Fluoreszenz 
organischer Molekule stark vereinfacht war, sol1 nun abgeleitet 
werden, welche Gesichtspunkte bei der Auswahl einer Fluores- 
zenzsonde (F) - X fur Proteine zu beriicksichtigen sind [(F) 
und X stehen fur einen Fluorophor (fluoreszierenden Chromo- 
phor) bzw. fur eine reaktive Gruppe]. Erste Voraussetzung 
ist, daB sich die Emissionsmaxima der Sonden von denen 
der Proteine unterscheiden. Die Fluoreszenzeigenschaften sol- 
len entweder auf Struktur und Dynamik der Umgebung emp- 
findlich reagieren - dann kann die Gruppe (F)- als Detektor 
benutzt werden -, oder sie sollen darauf moglichst wenig 
ansprechen, so daD (F) - als Markierung und als analytisches 
Hilfsmittel dienen kann. Die Fluoreszenzlebensdauer sollte 
fur die geplanten Untersuchungen ausreichend sein. Zweitens 
sollte die Struktur der Fluoreszenzsonde die kovalente Bin- 
dung an eine spezifische Position des Proteins ermoglichen. 
Drittens ist eine gewisse Wasserloslichkeit wunschenswert, 
da die Verbindung auf die waBrige Losung des Proteins einwir- 
ken soll. SchlieBlich ware es fur die spektroskopische Auswer- 
tung vorteilhaft, wenn man eine ,,alles-oder-nichts"-Eigen- 
schaft der Art zur Verfugung hatte, daD das Reagens nicht 
fluoresziert, wohl aber sein Umsetzungsprodukt mit dem Pro- 
tein, oder umgekehrt. 

Aus diesen Anforderungen ergibt sich die folgende Strategie: 
a) Als KompromiD zwischen den einander widersprechenden 
Wunschen nach aromatischen - und damit hydrophoben - 
Verbindungen einerseits und Wasserloslichkeit andererseits 
sind aromatische Systeme mit zwei oder drei Ringen als Geriist 
der Fluorophore zu bevorzugen. b) Es sind zusatzliche Chro- 
mophore erforderlich, z. B. Heteroatome im Ring. Eine Modifi- 
zierung mit polaren Gruppen kann auch die Wasserloslichkeit 
verbessern. c) Wird ein ,,Detektor" gewunscht, so muD die 
Fluoreszenz auf Polaritat und andere Faktoren der Umgebung 
ansprechen. d) Gegebenenfalls muB auch beriicksichtigt wer- 
den, daB Donor-Acceptor-Wechselwirkungen rnit den ubrigen 
Chromophoren, auch z. B. Tryptophanresten von Proteinen, 
die Absorptions- und Emissionsmaxima beeinflussen. e) Fur 
die spezifische Markierung mussen besondere strukturelle Vor- 
aussetzungen geschaffen werden (z. B. Substrat- oder Hapten- 
ahnlichkeit). f) Fur die kovalente Bindung miissen organische 
funktionelle Gruppen ausgewahlt werden, die nach beliebigen 
Mechanismen reagieren konnen, z. B. heterolytisch, homoly- 
tisch oder photochemisch. g) Da es weder fur die ,,alles-oder- 
nichts"-Eigenschaften noch fur die Zusammenhange zwischen 
Struktur und Fluoreszenzlebensdauer allgemeingiiltige Regeln 
gibt, muB systematisch gesucht werden (siehe auch Tabelle 
1 in Abschnitt 9). 
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4. Kovalente unspezifische Fluoreszenzmarkierung 

Wird ein kovalent an ein Protein gebundener Fluorophor 
rnit polarisiertem Licht angeregt, so ist das Fluoreszenzlicht 
zum Teil ebenfalls polarisiert, allerdings um so weniger, je 
mehr Brownsche Molekularbewegung zwischen Anregung und 
Emission stattgefunden hat. Seit Webers bahnbrechender Ar- 
beit'"] ist 5-(Dimethylamino)-l-naphthalinsulfonylchlorid 
(DNS-CI oder Dansylchlorid) ( I )  bei den meisten Polarisa- 
tionsexperimenten der Fluorophor der Wahl. Fur die Protein- 
DNS-Derivate wurde, unabhangig von der Art des Proteins, 
stets eine Fluoreszenzlebensdauer 7 von 11 bis 14 ns und eine 
Polarisation Po von etwa 0.4['*] angenommen. DNS-Cl (I)  
ist demnach gut fur Polarisationsuntersuchungen an modifi- 
zierten globularen Proteinen geeignet, die die gleichen hydro- 
dynamischen Eigenschaften wie starre Kugeln rnit Molekular- 
gewichten zwischen IOOOO und 200000 haben. Uber Losungs- 
mitteleinflusse auf die Fluoreszenz von DNS-OH und seiner 
Derivate wurde vor kurzem b e r i ~ h t e t ~ ' ~ ] .  

An Proteinen, die mit (1) und anderen Reagentien modifi- 
ziert waren, erbrachte die Polarisationsmethode zahlreiche Da- 

N(CH,), 

@ sop3 

( I ) ,  DNS-C1 (oder Dansylchlorid) 

ten uber die Rotationsbewegungen und die gegenseitige Orien- 
tierung der Molekule; daraus wurden Aussagen uber ihre 
Starrheit oder Beweglichkeit sowie uber ihre GroDe und Form 
abgeleitet. Zur kovalenten Verknupfung der Proteine rnit den 
Markierungsmitteln gibt es viele Verfahrenrzo2 'll. Sol1 die 
Methode auf sehr gro5e Proteine rnit langen Relaxationszeiten 
angewendet werden, so sind lange Fluoreszenzlebensdauern 
7 erwunscht. Es wurden Anthracen-, Pyren- und Fluoren-Deri- 
vate dargestellt, die in der Tat grol3ere 7-Werte als (1 )-Derivate 
aufweisen. Leider wird dieser Vorteil, wenigstens zum Teil, 
durch die niedrigeren Po-Werte aufgehobenrl 'I. 

Gleichung (f) zur Bestimmung der Rotationsrelaxationszeit 
Ph gilt unter der Annahme, dal3 die Fluorophore statistisch 
auf die Proteine verteilt und fest gebunden sind. In vielen 
Fallen werden Markierungsreagentien jedoch bevorzugt an 
bestimmte Stellen im Molekul gebunden. Auch konnen sich 
die Fluorophore in verschiedenen mikroskopischen Umgebun- 
gen befinden und so eine heterogene Emission ergeben. Zahl- 
reiche Beobachtungen legen nahe, dal3 Seitenketten beweglich 
sind und flexible Segmente und Untereinheiten rotieren kon- 
nen. An Rinderserumalbumin und y-Globulin wurden Fluores- 
zenzspektren, -polarisation, -quantenausbeuten und -1ebens- 
dauern in Abhangigkeit vom Markierungsgrad und von der 
Art der Reagentien untersucht["]. 

5. Gezielte Fluoreszenzmarkierung : Entwicklung von 
Maleinsaureimiden als Reagentien fur ThioleI' 31 

Die Thiolgruppe ist ein uberaus wichtiges funktionelles Zen- 
trum biologischer Systeme. Man nimmt an, dalj viele biologi- 
sche Phanomene in irgendeiner Weise von Thiolen oder Thiol- 
Derivaten abhangenr' 51; fur ihr Studium ist eine umfangreiche 
Methodik ausgearbeitet worden. Maleinsaureimide addieren 

sich leicht an Thiole. Da  Thiole als chemisch aktivste Gruppen 
in der Zelle gelten, kann man wohl davon ausgehen, dal3 
sich bei der Reaktion rnit Maleinsaureimiden bevorzugt oder 
sogar ausschlieljlich die Thiole umsetzen. Wir fanden schon 
fruher, dab einige N-substituierte Maleinsaureimide (21, die 
selbst nicht fluoreszieren, rnit Thiolen leicht zu fluoreszieren- 
den Addukten ( 3 )  reagieren[23a], und bauten diese in Schema 
1 dargestellte Umsetzung zu einem empirischen ,,alles-oder- 
ni~hts"-Verfahren['~~] fur diverse fluorometrische Untersu- 
chungen an Thiolgruppen aus. 

(21 (3)  
f luoresz ie r t  nicht f luoresz ie r t  

CH. 

(Za), BIPM; (26), DACM 

Schema 1. 

Sorgfaltige Untersuchungen der Reaktivitat, des Hydrolyse- 
verhaltens und der Fluoreszenz vieler Maleinsaureimide und 
ihrer Hydrierungsprodukte, der Bernsteins;i~reimide~'~~~, 
fuhrten zur Entwicklung von Thiolreagentien mit verschiede- 
nen Fluorophoren (F), aber etwa gleicher Reaktivitat. Die 
systematische Suche nach Fluorophoren - ausgehend von 
substituierten Naphthalinenrz3"1 als kleinstem bicyclischem 
System - erbrachte schlierjlich N-(7-Dimethylamino-4-methyl- 
2-oxo-3-chromenyl)-maleinsaureimid (DACM) (2 b), das als 
vielversprechendes Reagens dieses Typs bei groDeren Wellen- 
langen fluoresziert und in Wasser besser loslich ist als (l)rz311. 
Einer der Gesichtspunkte bei der Entwicklung von DACM 
war die Verbesserung der Loslichkeit durch Venvendung der 
polaren Gruppen Cumarinyl und Dimethylamino als Auxo- 
chrome. 

Unter den zuerst gepruften Maleinsaureimiden erwies sich 
N-[p-(2-Benzimidazolyl)phenyl]maleinsaureimid (BIPM) 
( 2 a )  als praktisch verwendbar; auf ( 2 a )  grundet sich eine 
sehr empfindliche fluorometrische Bestimmungsmethode fur 
T h i ~ l e [ ~ ~ ' ] .  Die Nachweisgrenze liegt im Bereich von 0.01 pg 
reduziertem Glutathion. BIPM reagiert spezifisch rnit Thiol- 
gruppen des Eialbumins zu fluoreszierenden Addukten ; auch 
dies bestatigt die Eignung von Reagentien dieses Typs zur 
Proteinm~difizierung~'~~~. Aufgrund dieser Befunde wurden 
kinetische Untersuchungen der Reaktivitat von Thiolgruppen 
in Proteinen durchgefuhrt. Durch Vergleich der Parameter 
fur die Thiolgruppen in Takaamylase A und Myosin A wurde 
der Status der Thiolgruppen in diesen Proteinen unter- 
suchtrZ3J]. BIPM verhindert die Bildung von Polyphenylalanin 
in zellfreien E.-coli-Systemen; das ist ein chemischer Beweis 
fur die Beteiligung von Thiolgruppen des ribosomalen Prote- 
i n ~ ~ ~ ~ ~ ~ .  - Wegen seiner gunstigen Fluoreszenzeigenschaften 

( 4 ) ,  ANS (5 ) ,  TNS 

(6) .  ANM 
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kann fur DACM eine umfangreiche Anwendung vorausgesagt 
~erden['~']. 
N-Arylaminonaphthalinsulfonate wie ANS (4) und TNS 

( 5 )  werden als empfindliche Sonden fur die Polaritat ihrer 
Umgebung eingesetzt : Bei fallender Umgebungspolaritat steigt 
die Quantenausbeute, und das Emissionsmaximum verschiebt 
sich nach blau" - 3 *  241. Das Emissionsspektrum scheint beson- 
ders stark durch Umorientierungen der Solvenshiille wahrend 
der Lebensdauer des angeregten Zustandes beeinfluI3t zu wer- 
den. Die Relaxation hangt von den Dipolmomenten der ange- 
regten Zustande dieser Fluoreszenzchromophore ab, die groB 
gegeniiber dem Dipolmoment im Grundzustand sind; daneben 
spielen Dipolmoment und Beweglichkeit des Losungsmittels 
eine R ~ l l e [ ~ .  241. Einer der Nachteile bei Verwendung hydro- 
phober, nicht kovalent an das Protein gebundener Reagentien 
besteht darin, daI3 es haufig unmoglich ist, die beteiligten 
Positionen im Molekul zu bestimmen. Ganz sicher sind die 
kovalent am Protein fixierten Fluorophore wertvollere Hilfs- 
mittel. Die Chloride von (4) und ( 5 )  bilden zwar kovalente 
Bindungen, reagieren aber unspezifisch rnit allen nucleophilen 
Stellen des Proteins. 
N-(4-Anilino-l-naphthyl)maleinsaureimid (ANM) (6) 

vereinigt als Reagens fur Thiolgruppen die selektive Reaktions- 
faigkeit der Maleinsaureimide mit den spektralen Eigenschaf- 
ten der Arylamin~naphthaline['~gI. Wie erwartet erwies sich 
ANM als niitzliches hydrophobes Agens fur Thiolgruppen 
in Proteinen. Die auffallige Losungsmittelabhangigkeit der 
Fluoreszenzspektren der ANM-Derivate wurde in Form von 
Z-Werten nach Kosower beschrieben. Zum Beispiel wurde 
die Hydrophobie in der Umgebung des reaktiven Thiols in 
Eialbumin auf 74 bis 79 Z be~ i f f e r t [ ' ~~ ,~~p] .  Mit dem Reagens 
(6) wurde auch die unterschiedlich hydrophobe Natur 'der 
Thiole in den Elongationsfaktoren der Proteinsynthese aufge- 
zeigt["? Die durch Calcium-Ionen induzierte Konformations- 
anderung in einem kontrahierenden System wie dem Actin- 
Tropomyosin-Troponin-Komplex wurde durch Markieren des 
F-Actins mit ANM ~ntersucht[~~~,'~'~'~"~. Eine neue Technik 
zur Untersuchung der Orientierung von Proteinen in Membra- 
nen, die auf einer Analyse der Winkelverteilung der Polarisa- 
tion beruht, wurde an ANM-markierten Muskelmembranen 
ent~ickelt[ '~"~. 

Die Fluoreszenzlebensdauern der Addukte aus Proteinen 
und den aufgefuhrten Reagentien betragen weniger als 10 ns; 
das ist fur die Untersuchung komplexer biologischer Systeme 
unter Beteiligung groDer Proteine zu k~rz['~']. Auf der Basis 
der empirischen Regel (siehe Abschnitt 5 )  wurde N-(4-Pyrenyl)- 
maleinsaureimid (7 a) dargestellt, dessen Proteinaddukte 
Fluoreszenzlebensdauern urn 100 ns besitzen["I. Durch Scree- 
ning vieler polycyclischer Arene konnten wir der Reagentienli- 
ste ein neues ,,Zeitnormal" im Bereich mittlerer Lebensdauern 
hinzufugen, namlich N-(4-Fluoranthyl)maleinsaureimid 
(FAM) (8), dessen Proteinaddukte Fluoreszenzlebensdauern 
von etwa 20ns haben[23"1. Es wird weiterhin versucht, nutz- 

liche Fluorophore zu finden, wie es z. B. die Acridin-Derivate 
(9) und (10) ~ i n d [ ' ~ ~ ,  "I. 

(9 )  

Bemerkenswerte Fortschritte konnten auch bei der Markie- 
rung von Aminogruppen erzielt werden. Nicht fluoreszierende 
Hydroxyfuranone reagieren rnit Aminen zu den stark fluores- 
zierenden Pyrrolin-4-0nen[~~"~ 29bl (Schema 2). 4-Phenylspiro- 
[furan-2,1'-phthalan]-3,3'-dion (1 1) eignet sich zum fluoro- 
metrischen Nachweis von Proteinen in Nanogrammen- 
gen[29c1, ebenso als empfindliches Arnino~aurereagens[~~~~ 29e1; 

(1 1 a)  wurde zur Fluoreszenzmarkierung von Proteinen ver- 
~ e n d e t [ ' ~ ~ I .  

P 

(11) f luoresz ie r t  (12) f luo resz i e r t  ( I l a )  
nicht 

Schema 2. 

6. Spezifische Fluoreszenzmarkierung : 
Enz ymbestimrnung 

Bei fluoreszierenden Molekiilen fur die Enzymforschung 
(siehe Abschnitt 3) miissen die Fluorophore so in die Substrat- 
molekule eingebaut sein, daI3 diese weiterhin als Substrate 
dienen konnen und die Fluorophore sich spektroskopisch 
nachweisen lassen. Moglichkeiten hierzu bestehen ; viele Enzy- 
me konnen das zusatzliche Volumen unterbringen, ohne daI3 
dadurch das aktive Zentrum blockiert wird, das ja besondere 
strukturelle Bedingungen erfullen m~I3[~'* 311. Hier interessie- 
ren vor allem diejenigen Substrate, die fur Iangere oder kiirzere 
Zeit kovalente Bindungen eingehen ; daneben werden auch 
einige fluoreszierende Gleichgewichtsinhibitoren behandelt, 
die mit den Proteinen in nicht-kovalenten Wechselbeziehungen 
stehen. 

Da fluorometrische Methoden im allgemeinen um Grokn-  
ordnungen empfindlicher sind als Methoden, bei denen sich 
Farbstoffe bilden, ist eine erhebliche Empfindlichkeitssteige- 
rung der Messungen zu erwarten (E lo-' mol/l). Bei vielen 
Enzymbestimmungen wurde die Fluorometrie bereits rnit Er- 
folg angewendetr3' - 'I. Besonders wertvoll sind ,,alles-oder- 
nichts"-Verfahren: Fluorogene Substrate fluoreszieren nicht, 

OCOCH, 
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werden aber durch das Enzym in fluoreszierende Produkte 
uberfuhrt. Die Methode wurde oft zur Bestimmung hydroly- 
tisch wirkender Enzyme benutzt; dabei entsteht aus einem 
nicht fluoreszierenden Ester ein stark fluoreszierender Alkohol. 
Naphthylacetate (13)[35a1 sowie N-Methyl-3-indolylacetat 
(14)[35a1 und Resorufinbutyrat (15)[35a1 wurden zur Bestim- 
mung von Cholinesterasen herangezogen. Dibutyrylfluores- 
cein (16a), R=R'= Butyryl, wurde zum Nachweis von Lipa- 

361, das Bis(P-~-galaktopyranosidY~'] und das 3-0-Me- 
thy lph~spha t [~~*  391 zum Nachweis von Galaktosidase bzw. 
Phosphatasen benutzt. Phosphatasen lassen sich auch rnit den 
Phosphaten (17)[39J und (18)[35d1 bestimmen. Riboflavin- 
5-phosphat diente dem gleichen Zweck bei einem histochemi- 
schen VerfahrenL4']. 

(16a),  X = H 
(16b) ,  X = NCS 

(19) 

In zahlreichen Fluorophoren trifft man das Cumaringerust 
an. Oft wurden Ester des Umbelliferons (7-Hydroxycumarin) 
(1 9) oder seiner 4-Methyl-Derivate (19), R'=CH3, als fluoro- 
gene Substrate fur hydrolytisch wirkende Enzyme verwendet. 
Das Pho~pha t [~~ ' ]  eignet sich hervorragend zur Bestimmung 
von Phosphatasen; viele andere Ester wurden fur Kohlenhy- 
drat-Hydrolasen h e r a n g e ~ o g e n [ ~ ~ . ~ ~ ] .  Ahnlich werden zum 
Nachweis von Peptidasen und Proteasen die miteinander ver- 
wandten Naphthalin- und Cumarinsysteme benutzt. Die p- 
Naphthylamide (20) von Phenylalaninr4'1, ~-Leucin[~*] und 

R = CO-CHR-NR2 

Cy~tin[~']  wurden bei Aminopeptidase-, Leucinaminopeptida- 
se- bzw. Oxytocinase-Bestimmungen angewendet. Nachweis- 
reaktionen auf Carboxypeptidase machten von N-( P-Naph- 
thyloxycarbony1)phenylalanin G e b r a u ~ h [ ~ ~ ,  441. Wir fanden 
kurzlich, daB das L-Leucin-Derivat von (21) das Substrat der 
Wahl fur Leucinaminopeptidase i ~ t [ ~ ~ ] .  Das Benzoyl-L-argi- 
nin-Derivat von (20) wurde fur den Trypsin-Nachweis be- 
n ~ t z t ' ~ ~ " ] .  Weitere Verbesserungen sind vom entsprechenden 
Derivat rnit Cumaringeriist [(21)] zu e r ~ a r t e n ~ ~ ~ ~ ' .  Es folgen 
Beispiele fur den Nachweis oxidierender Enzyme. Die nicht 
fluoreszierende Homovanillinsaure wurde enzymatisch zum 
fluoreszierenden Dimer (22) ~x id ie r t [~~ ' J .  Dehydrogenasen 
konnen uber die Umwandlung von Resazurin (Resorufin-N- 
oxid) zum Resorufin-Anion (23) unter Beteiligung des NAD- 
NADH- oder des NADP-NADPH-Systems bestimmt wer- 
den[35a1. 

CHsC02H CH7COsH 

OH OH 

(221 

Der typische Reaktionsweg einiger hydrolytischer Enzyme 
(E) 1aBt sich rnit dem Acylenzym-Model1 [GI. (g)] formuheren; 
Xe ist die Abgangsgruppe und E-COR das intermediar gebil- 
dete Acylenzym. 

k E +R-COX & E . R-COX+ -x E -CORA + H1O E+R-CO,H (g) 

Bei quantitativen Untersuchungen an Enzymen zeigt es 
sich immer starker, daB es sinnvoll ist, die Konzentration 
der aktiven Zentren zu bestimmen und nicht irgendwelche 
Aktivitatseinheiten zu ~erwenden[~']. Wesentliche Merkmale 
eines brauchbaren ,,Titrationsmittels" sind: groBes kz, kleines 
k3 und kleines K,. In Verbindung (24) ist die protonierte 
p-Amidinobenzoylgruppe, die eine starke Affinitat zum aktiven 
Zentrum des Trypsins bes i t~ t [~ '~] ,  rnit einem 4-Methylumbelli- 
feronrest verknupft. Aus der fluorometrischen Titration der 
Spaltung [Bildung von X- in G1. (g)] und der Kinetik im 
stationaren Zus thd  ergibt sich, daB (24) als Fluoreszenztitra- 
tionsmittel fur Trypsin gut geeignet ist; fur Chymotrypsin 
kann der Zimtsaureester ( 1 5 )  benutzt ~ e r d e n [ ~ ' ~ ] .  Die analo- 
gen Ester der protonierten p-Guanidinobenzoesaure und der 

CHa 

p-trimethylamino-substituierten Zimtsaure sind zur Titration 
von Trypsin bzw. Chymotrypsin ~ e r w e n d b a r ~ ~ ~ ] .  7-(Dimethyl- 
carbamoy1oxy)-1-methylchinoliniumiodid (26) wurde fur Ace- 
tylcholinesterase benut~t[~'I. 

7. Untersuchungen zur Wirkungsweise von Enzymen 

Konformationsanderungen bei der proteolytischen Aktivie- 
rung von Enzymvorlaufern wurden an Chymotrypsinogen mit 
DNS-substituierten Peptiden [siehe (I)] u n t e r s ~ c h t ~ ~ ~ l ,  ferner 
an Pepsinogen mit 6-(N-Methylanilino)-2-naphthalinsulfonyl- 
(MANS)-Peptidenr5'"3 52bl und an Fluorescein-markiertem 
Pro th r~mbin [~~] .  Es wurde vorgeschlagen, daB Chymotrypsi- 
nogen das Bindungszentrum bereits enthaltr5l1. Eine Verande- 
rung der Emission lie13 sich bei der reduktiven Spaltung von 
Disulfidbrucken in DNS-substituierter Takaamylase beobach- 
ten[541. Bei Trypsinogen wurde eine Aminogruppe in einen 
Tyrosinrest eingebaut ; nach ihrer Markierung rnit DNS-CI 
konnte der Aktivierungsvorgang anhand der Fluoreszenz der 
DNS-Gruppe verfolgt werdenC5 '1. Andererseits diente DNS-CI 
auch als Affinitatsmarkierung, rnit der sich das Thyroxin-Bin- 
dungszentrum von Praalbumin lokalisieren lie13[561. 
Anthranilsaure-p-nitrophenylester (27) inhibiert cl-Chymo- 

trypsin irreversibel durch Reaktion rnit dem aktiven Zen- 
trurnc5 '], setzt sich dagegen rnit Chymotrypsinogen nicht um. 
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Die Fluoreszenzspektren zeigen, daD die Umgebung des akti- 
ven Zentrums polar ist. Die Polarisations- und Emissionskine- 

tik der Fluoreszenz im Nanosekundenbereich wies auf ein 
starres aktives Zentrum des Acylenzyms und auf eine einge- 
schrankte freie Drehbarkeit des Chromophors bin[', 571. 4- 
Chlor-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol (28) ,  ein Fluoreszenzrea- 
gens fur T h i ~ l g r u p p e n [ ~ ~ " *  58b1, setzt sich rnit Cystein-25 im 
aktiven Zentrum des Papains Auch bei der Untersu- 
chung der Coenzym-induzierten Strukturveranderungen der 
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Deh ydrogenase wurde (28) ver- 
~ e n d e t ~ ~ ~ ~ l .  Wir fanden kiirzlich, daB einige Ester, deren 
Abgangsgruppe eine kationische Stelle enthalt, von Trypsin 
leicht hydrolytisch gespalten werden, wobei Acyltrypsin ent- 
steht[60a]. Nach dieser Technik des jnversen Substrates" wur- 
de eine DNS-Gruppe spezifisch in das aktive Zentrum des 
Trypsins eingebautI6Ob1. 

Ein fluoreszierendes Nucleotid rnit der Teilstruktur ( 2 9 )  
wurde zur Affinitatsmarkierung der Initiationsstelle der Ribo- 
nucleinsaure-Polymerase aus E .  coli benutzt und kovalent 
an die b-Untereinheit gebunden[611. Das inaktive markierte 
Enzym behalt seine Fahigkeit zur Bindung an DNA und 
an Nucleosidtriphosphate. Aus Energietransfermessungen (vgl. 
Abschnitt 8) weiB man, daD die Initiationsstelle und der Rifam- 
picin-Bindungsort mindestens 37 A voneinander entfernt sind. 

Moglichkeiten zur Verstarkung der Fluoreszenz von Puri- 
nen und Pyrimidinen sind die VergroBerung des konjugierten 
Systems durch Anellierung ungesattigter Ringe und durch 
Quaternierung von Ring-Stickstoffatomen (vgl. Abschnitt 3). 
Eine solche Abwandlung der Fluoreszenz eines nucleotidhalti- 
gen Coenzyms gelang nach Schema 3 bei Adenosintriphosphat 
(ATP) (30), n = 3[62a1, Auf diese Weise wurden mehrere Coen- 
zym-Derivate fur Fluoreszenzuntersuchungen zuganglich. 
Zum Beispiel ist E-ATP ( 3 1 ) ,  n = 3, kein Substrat der Gliih- 
wiirmchen-Luciferase. Synthetisches Luciferyl-&-AMP dage- 
gen wird unter Leuchterscheinung von Luciferase oxidiert[62b1. 
E-ATP verbindet sich zwar mit Aspartat-Transcarbamylase, 

inhibiert im Gegensatz zu ATP jedoch das Enzym; daraus 
IaBt sich schlieSen, daB N' des Purinringes fur die ATP-Akti- 
vierung von entscheidender Bedeutung ist[62c1. Die Adenylylie- 
rung eines Tyrosinrestes in den Untereinheiten der Glutamin- 
Synthetase spielt bei der Regulation dieses Enzyms in E.  coli 
eine wichtige Rolle. E-Adenylylierte Glutamin-Synthetase dien- 
te bei der Untersuchung der Enzymkonformation und der 
Wechselwirkung zwischen den Untereinheiten als ,,interne" 
F luores~enzsonde[~~~.  

Kinetische M e t h ~ d e n ~ ~ ~ ]  werden bei Fluoreszenzuntersu- 
chungen immer haufiger angewendet. Drei ZeitmaSstabe ste- 
hen zur Verfiigung : Elektronenubergange (S l-Lebensdauer), 
Diffusion (Rotationsrelaxationszeiten) und chemische Reak- 
tionen (chemische Relaxati~nszeiten)~~~"~. In Tabelle 1 (Ab- 
schnitt 9) ist versucht worden, Reagentien zur Fluoreszenzmar- 
kierung zusammenzustellen ; obwohl nicht-kovalente Gruppen 
nicht unser eigentlicher Gegenstand sind, wurden auch einige 
neuere Reagentien fur die Stopped-flow- (> s) und die 
Temperatursprungtechnik (> s) aufgefiihrt. Die Art der 
Bindung an allosterische Zentren von Enzymen wurde im 
Hinblick auf Regulationsvorgange ~ n t e r s u c h t [ ~ ~ !  Wie die Be- 
obachtung von Zwischenstufen zeigte, bewirkt die Bindung 
von NAD + an Leber-Alkohol-Dehydrogenase eine Konfor- 
mationsanderung, die moglicherweise mit einer Protonenab- 
spaltung gekoppelt Mit Hilfe der Fluoreszenz der natiir- 

lich vorkommenden Y-Base (32) konnte die Bindung von 
tRNAPhe (Hefe) an die entsprechende Synthetase untersucht 
werdenr6']. Die Kinetik der Gleichgewichtseinstellung bei der 
Aktivierung von L-Isoleucin durch Ile-tRNA-Synthetase wur- 
de rnit TNS [siehe ( 5 ) ]  untersucht; von allen Reaktanden 
setzt sich Isoleucin am langsamsten rnit dem Enzym 
Die Wirkung von Papain wurde rnit N-MANS-Oligopeptiden 
als fluoreszierenden Peptidsubstraten u n t e r s u ~ h t [ ~ ~ ~ ~  
(MANS = 6-(N-Methylanilino)-2-naphthalinsulfonyl). Es han- 
delt sich um eine zweiphasige Reaktion, d. h. der zuerst gebilde- 
te Enzym-Substrat-Komplex wird in einem ProzeS erster Ord- 
nung in einen anderen Komplex umgewandelt, dessen Spal- 
tung die Endprodukte ergibt. 

8. Energieiibertragung und andere Methoden 

Die strahlungslose Ubertragung von Anregungsenergie iiber 
groBere Entfernungen innerhalb eines Molekiils erlaubt 
Abstandsmessungen; von dieser Moglichkeit wurde bei Unter- 
suchungen von Biopolymeren Gebrauch gemacht. Nach For- 
ster findet ein Singulett-Singulett-Ubergang durch Resonanz- 
wechselwirkung des Dipolpaars aus den Chromophoren von 
Energiedonor und Energieacceptor stattrz9 69 8, 39 691. Die Ent- 
fernung R o  (bei der der Wirkungsgrad 50 % betragt) ist rnit 
spektroskopischen und geometrischen Parametern durch 
GI. (h) verkniipft. Darin ist n der Brechungsindex, kf die Ge- 
schwindigkeitskonstante der Fluoreszenz des Donors [GI. (c)], 
J das spektrale Uberlappungsintegral und die Lebensdauer 
des Donors bei Abwesenheit des Acceptors. K ist ein Faktor f~ 
die Orientierung von Donor und Acceptor. Allgemeine Vor- 
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aussetzung fur den Ubergang der Anregungsenergie ist eine 
Uberlappung des Donor-Fluoreszenzspektrums rnit dem Ab- 
sorptionsspektrum des Acceptors. Gleichung (h) gilt fur Ab- 
stande von etwa 10 bis 70 A. Die experimentelle Bestimmung 
der Parameter wurde bereits beschriebenf8* 691. Die Entfernung 
zwischen Donor und Acceptor (r) ergibt sich aus GI. (i); darin 
ist E der Wirkungsgrad des Uberganges. 

Ro=(8.71 x loz3 JKZ krroon-4)"6 [A] (h) 

r - 6  
r 6+R;6 E =  

Die Forstersche Beziehung ist gut gesichert. Mehrere Syste- 
me rnit Donor-Acceptor-Paaren wurden synthetisiert und die 
Entfernung anhand der Theorie bere~hnet[~']. Als flexible Mo- 
delle rnit der Indolgruppe von Tryptophan (Trp) als Donor 
und der DNS-Gruppe als Acceptor dienten N-DNS- 
Trpr69b,711~nd DNS-NH(CH2),-CO-Trp (n= 1 bis 
Der Abstand r wuchs rnit der Kettenlange n. Mehrere experi- 
mentelle Techniken wurden anhand des DNSZ1-ACTH- 
(1-24)tetrakosapeptids, das Trp in Position 9 enthalt, vergli- 
chen[69b. 731. Zur Festlegung der Abstande dienten die substi- 
tuierten starren Oligomere von Poly-L-prolin (33) ,  in denen 
der Donor (a-Naphthyl) und der Acceptor (DNS) Abstande 
zwischen 12 und 46 A a u f w e i ~ e n ~ ~ ~ ] .  Die Ergebnisse stimmten 
rnit den Voraussagen von G1. (i) (Abhangigkeit von r-6) ausge- 
zeichnet uberein. 

X-NHCHCOCHN, (34a ) ,  X = DNS 
I 

CHZCBHS 

Pepsinsubstrat-Analoge vom Typ (34 ) ,  die einen Acceptor- 
Fluorophor enthalten, wurden kovalent an das aktive Zentrum 
von Pepsin geb~nden~ '~] .  AnschlieBend wurden die Energie- 
iibertragungsvorgange untersucht. (35a) lie0 sich als reversible 
Sonde fur das anionische Zentrum der Cholinesterase verwen- 
den, Maretin (36) diente als Sonde fur das esteratische Zen- 

trum; mit dem so modifizierten Enzym wurden Messungen 
der Kinetik und der Abstande au~gefiihrt[~~].  Es wurde eine 
Energieiibertragungskette mit drei Komponenten - Cobalt- 
Carboxypeptidase, DNS-substituierten Peptiden als Substra- 
ten [DNS-(Gly),-Trp; n =  1 bis 31 und Tryptophanresten 
des Enzyms e n t ~ o r f e n [ ~ ~ ] .  Entsprechend Schema 4 diente die 
DNS-Gruppe als Acceptor der Trp-Anregungsenergie und zu- 
gleich als Donor fur das Cobaltatom. Die Energieiibertragung 

zwischen Trp und der DNS-Gruppe zeigt die Bildung und 
den Zerfall der Enzym-Substrat-Komplexe schnell an; der 
anschlieBende Energieiibergang von der gebundenen DNS- 
Gruppe auf das Cobaltatom ermoglicht dann die Berechnung 
des Abstands zwischen diesen Bestandteilen. Dieses interessan- 
te System eroffnet vielfaltige Moglichkeiten, Energieiibertra- 
gungstechniken fur mechanistische Studien an Enzymen 
heranzuziehen. 

Schema 4. 

Die tryptische Spaltung von (37) zwischen Lys und Ala 
1aDt sich anhand der Fluoreszenzverstarkung eines Donors 
(Naphthalin) verfolgen, da durch die Reaktion die Energie- 

CONH(CHz),CO-Lys-Ala-NHCH2 0 f37) 8 
iibertragung auf den Acceptor (Anthracen) unterbrochen 
~ i r d [ ~ ~ ] .  Aspartat-Transcarbamylase wird iiber eine Ruck- 
kopplung durch Nucleotide reguliert. Die Substrate werden 
an sechs katalytische Zentren und die nucleotidischen Effekto- 
ren an sechs regulatorische Zentren je Enzymmolekiil gebun- 
den. Mit den Tryptophanresten der katalytischen Untereinheit 
als Donorgruppen wirken als Acceptoren entweder Pyridox- 
aminphosphat (kovalent an eine Aminogruppe des aktiven 
Zentrums gebunden) oder ANS (nicht-kovalent gebunden) zu- 
~ a m m e n ~ ' ~ ~ ~ .  Die Pyridoxamin-Markierung wirkt ihrerseits als 
Donor, wenn 2-Hydroxy-5-nitroquecksilber(11) (,,Mercurini- 
trophenol"), gebunden an die Thiolgruppe im katalytischen 
Zentrum, der Acceptor ist. Die beobachtete Energieiibertra- 
gung ermoglichte die Bestimmung des Abstandes zwischen 
diesen spezifischen Positionen. 

Die topologischen Methoden auf der Basis der Energieuber- 
tragung in Proteinen werden derzeit noch weiter ~er fe iner t '~~] .  
Die Berechnung von K2-Werten [siehe G1. (h)] aus Messungen 
der Polarisationsabnahme wahrend der Energieiibertragung 
ist in einem Ubersichtsartikel beschriebenfBol (siehe dazu Ab- 
schnitt 9). Circularpolarisation tritt bei konformativer Asym- 
metrie der angeregten Molekiile auf18 'I. AuBerdem wurden 
Wechselwirkungen von Dehydrogenasen rnit E-ADP [vgl. 
(31 )] durch Verfolgung der Strukturanderungen bei der Coen- 
zymbindung erkanntL8 ''3 'Id1. 

Zu den wichtigsten und aussichtsreichsten Methoden bei 
Fluoreszenzuntersuchungen gehoren Messungen im Nanose- 
kunden-Bereich" 31. Es wurde beispielsweise ein Protein-Farb- 
stoff-Komplex aus Rinderserumalbumin und TNS [siehe ( 5 ) ]  
untersucht, ebenso ein Komplex aus Cystathionase und ihrem 
Coenzym mit Pyridoxylaminosauren[821. Vor kurzem erschien 
ein Bericht iiber das Abklingen der Fluoreszen~anisotropie[~~~. 
Mit Hilfe der Nanosekundentechnik kann die Ionisationsge- 
schwindigkeit im angeregten Zustand direkt gemessen werden. 
So wurde die Geschwindigkeit der Protoneniibertragung auf 
Dehydroluciferin (38) und seinen Komplex rnit Luciferase 
u n t e r ~ u c h t ~ ~ ~ ~ ~ .  Neue fluoreszierende und im angeregten Zu- 
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stand ionisierbare Reagentien wurden vorgeschlagen; sie kon- 
nen als Sonden fur Mikro-Umgebungen und als empfindliche 
Detektoren fur konformative Veranderungen dienen[84b1. 

9. Anwendungen der Fluoreszenzmarkierung zur Unter- 
suchung von Antikorpern, Membranen und anderen 
komplexen Systemen 

Fluorometrische Methoden wurden auch zum Studium der 
Immunreaktion herangezogen. Beobachten lieBen sich das 
Quenching der Antikorperfluoreszenz durch Haptene, die Ver- 
anderung der Haptenfluoreszenz durch Antikorper sowie Pola- 
risationserscheinungen[811. Die meisten Versuche zur Antikor- 
per-Hapten-Wechselwirkung wurden allerdings rnit nicht-ko- 
valent gebundenen Fluoreszenzreagentien ausgefuhrt. Zum 
Beispiel wurden Anti-DNS-Antikorper rnit E-DNS-LYS ti- 
triert["]; die Herstellung von Anti-MANS-Antikorpern wurde 
vor kurzem beschrieben[s61. Die Moglichkeiten der Fluores- 
zenzspektroskopie im Nanosekundenbereich beim Studium 
von Systemen mit grol3en Proteinen wurden am Beispiel des 
DNS-Lys/Anti-DNS-Antikorper-Komplexes gepruft [' 3 3  "I. 

Die Experimente zur Emissionsanisotropie der DNS-Gruppe, 
die im aktivierten Zentrum von Immunglobulin G (IgG) sowie 
der F(ab'),- und Fab-Fragmente gebunden war, ergaben eine 
diskrete Beweglichkeit des Antikorpers, die rnit der Vorstellung 
einer flexiblen Verbindung zwischen dem Fab-Fragment und 
der schweren Kette vereinbar i ~ t [ ' ~ , ' ~ ] .  Untersuchungen mit 
circular und linear polarisiertem Licht an einem Komplex 
aus DNS-Derivaten und Anti-DNS-Antikorpern ergaben, daD 
die Asymmetrie durch die Komplexbildung induziert wird["]. 
Kinetische Studien der Reaktionen zwischen Fluorescein und 
dem Anti-Fluorescein-Antikorper wurden mit Hilfe von Mes- 
sungen der Fluoreszenzpolarisation nach der statischen (z 5 s) 
und der Stopped-flow-Methode (z 5 ms) au~gefiihrt['~]. Im 
wesentlichen wird die Stabilitat des Hapten-Komplexes durch 
die Dissoziationsgeschwindigkeit bestimmt. 

Zur Untersuchung der Gestalt des IgG-Molekuls in Losung 
wurde ein hybrider Antikorper hergestellt : Eine Position war 
spezifisch an den Donor E-DNS-LYS gebunden, die andere 
an den Acceptor Fluorescein (FLC)rssb, 901. Mit der Energie- 
iibertragungstheorie wurde der Abstand der beiden Hapten- 
Bindungszentren sowie der Winkel zwischen den Fab-Frag- 
menten berechnet ; danach besitzen die IgG-Molekiile eine of- 
fene Y- oder T-formige Der Acceptor FLC wurde 
durch Disulfidaustausch mit dem FLC-Cystein-Derivat 
(39a)[""' rnit den beiden Thiolgruppen kovalent verbunden, 
die durch selektive Reduktion der Disulfidbrucke zwischen 
den schweren Ketten des Anti-DNS-Antikorpers entstehen. In 

(39a) ,  X = -NHCO-Cys-Cys-CONH- 
(39b) ,  X = -NHCSNH(CH~)~S-S(CH~)ZNHCSNH- 

einem anderen Experiment rnit (Fab)2-Fragmenten wurden 
die Thiolgruppen durch Spaltung der Disulfidbrucke zwischen 
der leichten und der schweren Kette der Fab-Fragmente er- 
zeugt. Abstandsbestimmungen an diesen Systemen rnit Hilfe 
der Abklingkinetik im Nanosekundenbereich ermoglichten die 
Lokalisierung dieser kettenverbindenden Disulfidgruppen und 
fiihrten schlieljlich zu einer Vorstellung der Dimensionen von 
IgG. 

Von den vielen Fluoreszenzreagentien, die bei Untersuchun- 
gen von Membranen und Makrostrukturen eine Rolle spielten, 
werden die meisten nicht-kovalent gebunden. Membranen sind 
aus hochst komplexen chemischen Bestandteilen aufgebaut, 
die sich nicht notwendigerweise auf Proteine beschranken. 
Da bereits etliche Ubersichtsartikel ~orliegen[~, 911, werden 
hier lediglich einige typische Fluorophore angefiihrt. Zum 
Studium der Oberflachenladungen von Membranen wurden 
Anionen verwendet ; fur die Lipide wurden Anionen benutzt, 

(42)  (43)  

die ihren Platz im Lipidteil finden; als ,,Energiesonden" in 
anregbaren Membranen setzte man organische Anionen wie 
ANS (4) und TNS (5)[921 neben Kationen ein[9sb1. Mit (35b)  
wurde der membrangebundene cholinerge Rezeptor unter- 
s ~ c h t [ ~ ~ ] .  Aus einer Serie von Aminoacridinen zeigen wir das 
Chinacrin-Derivat (40)[94a1. Weitere Beispiele kationischer 
Reagentien sind Auramin 0 (41 )[94b1, Ethidiumbromid 
(42)r9'"1 und die Polymethinverbindung (43)l9l"]. 

(44)  

?" 
t : l  

DNS-NHC H, CHZO-P-O 

(46)  R-C-O-FH s F H 2  

R-C-O-CH, 
6 

/ 4 5 a ) ,  R = - 6 ~  I 

'sH13 
(45b), R = Cholesteryl 

Beispiele fur Anionen sind 6-(Octadecylamino)-2-naphtha- 
linsulfonat (44)I9lb, 961, 12-(9-Anthroyl)stearinsaure 
(45a)[91c.91e.961 N-DNS-Phosphatidylethanolamin 
(46)[91b, 961 und 4-Pyrensulfonat (7b)[91d1. 

Neutrale Molekule sind: p-Bis(4-methyl-5-phenyl-2-oxazo- 
ly1)benzol (47)[91c1, das Bisbenzoxazol-Derivat (48)[961, 7,12- 
Dimethylbenz[a]anthracen (49)[97b1 und 2-Methylanthracen 
(50)[97a1. 

Angew. Chem. 89,142-152 (1977) 149 



Auch Fettsaure-Derivate mit einem Polyenfluorophor wur- 
den herangezogen: Retinol (51)[91d1, zwei isomere 9,11,13,15- 
Octadecatetraensauren (52a)  und ( 5 2  b)[95cl und Verbindung 

CH3 

( 4 9 )  

(53 ) ,  ein Lecithin-artiges Derivat von (52~)['~'1. Diese Rea- 
gentien wurden wegen ihrer unterschiedlichen Ladung, Lipo- 
philie, Starrheit, Form und GroBe verwendet. Die Fluoreszenz 
des Pyrenexcimers wurde bei der Markierung von Mi~ellen['~"~ 
und Ve~ike ln[ '~~ .  98cl eingesetzt. 5-(Iodacetylaminoethylami- 
no)-1-naphthalinsulfonat (54)[""3 99b1 und (28)[78c1 sind Bei- 

c,H,(cH=cH),-(cH,),-C-O-CH o~~~ 1 -  
CH~(CHZ)~-$-O-CH, I ( 5 4 )  

0 
(53) 

HO, C-CH (NH-DNS)-C H,-S-S-CH,-CH (N H-DN S)-CO,H 

(55)  

spiele kovalent bindender Reagentien fur Membranen. Bewe- 
gungsvorgange von Proteinen in anregbaren Membranen wur- 
den an der kovalent gebundenen DNS-Gruppe durch Messung 
der Fluoreszenzanisotropie im Nanosekundenbereich . ver- 
folgt[' Ooal, ebenso die Wechselwirkung von Enzymen rnit 
Membranen" Oobl. Ein Multienzymkomplex konnte rnit der 
Energieiibertragungsmethode analysiert ~erden[~ '"] .  Ahnlich 
wurden mit (54) ,  Di-DNS-Cystin ( 5 5 )  und ( 3 9 b )  als kovalent 
gebundenen Fluorophoren, von denen Energie auf Retinal 
iibergeht, Nachbarbeziehungen in Rhodopsin untersucht['O'l. 

In Tabelle 1 sind Strukturen von Fluoreszenzreagentien 
zusammengestellt, auch von solchen, die im Text nicht erwahnt 
wurden. 

Tahelle 1. Reagentien zur Fluoreszenzmarkierung. 

Benzol-Derivate 

(56)  (57)llOlb. 1 0 2 ~ 1  

3-Salicylat und 19-Salicylhydrazon des Strophanthidins [102d] 

Naphthalin-Derivate 

(1)  (41 fS) (61 (13) (18)  (20)  129) (33) (340)  (35) (36) 1441 (46)  ( 5 4 )  ( 5 5 )  

p" 
D N S - N ~  DNS-NH(CHz)z0-(P-O)3H DNS-NHFHCHzS-Hg 

d COzH 

(s8)[103*1 (59)  [103bi (60)11034 

2-(N-DNS-Aminoethyl)-l -thio-p-D-galaktopyranosid (61 a) [I 041 
und sein 2-(N-DNS-Aminohexyl)-Derivat (61 b )  [lo41 

Andere Arene 

Sauerstoff-Heterocyclen 

n A 

10. SchluBbemerkungen 

Unter den Methoden zur Untersuchung von Struktur und 
dynamischem Verhalten von Makromolekiilen ist die Fluores- 
zenzspektroskopie eine der empfindlichsten und vielseitigsten. 
Die Anwendungsmoglichkeiten von Fluoreszenzsonden zum 
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besseren Verstandnis biologischer Systeme wachsen rasch. In 
Verbindung mit den Techniken zur Untersuchung von Gleich- 
gewichtszustanden machten die Fortschritte der Nanosekun- 
den-Fluoreszenzspektroskopie die direkte Messung zeitabhan- 
giger Vorgange moglich; dadurch werden sich wertvolle Infor- 
mationen iiber Struktur und Wirkungsweise von Makromole- 
kiilen gewinnen lassen. Ein erstrebenswertes Ziel ist die Ent- 
wicklung noch besserer Fluoreszenzreagentien, die je nach 
Bedarf an bestimmte Stellen der Proteine gelenkt werden kon- 
nen und dabei speziellen spektroskopischen Bediirfnissen ge- 
recht werden. So besteht zum Beispiel Bedarf an gut definierten 
Systemen wie dem jeweils passenden Donor-Acceptor-Paar, 
einer Palette von Verbindungen mit abgestufter Lebensdauer 
des angeregten Zustandes, Reagentien fur die Fluoreszenzmi- 
kroskopie, multifunktionellen Reagentien der genannten Arten 
sowie biosynthetisch eingebauten Markierungen. 

Ich danke den Professoren T Sekine und M .  Machida sowie 
den anderen Mitarbeitern an den zitierten eigenen Arbeiten. 
Dankbar anerkannt wird die finanzielle Unterstutzirng dieser 
Studien durch das Japanische Ministeriurn f i r  Erziehung, Ws- 
senschaft und Kultur. 
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