HIGHLIGHTS

Blau fluoreszierende Exciplexe aus frans-Stilben und Antikorpern

Herbert Meier*

Stilben und seine Derivate gehéren zu den am besten
untersuchten Molekiilen in der Photochemie und der Photo-
physik organischer Verbindungen.['*! Neben der Vielfalt der
auf die elektronische Anregung folgenden Deaktivierungs-
prozesse haben in den letzten zwei Jahrzehnten vor allem
materialwissenschaftliche Aspektel? das Interesse an stilbe-
noiden Systemen geweckt. Ein ganz neues Anwendungsge-
biet wurde kiirzlich von A. Simeonov et al.l’! erschlossen, die
mit monoklonalen Antikorpern gegen Stilben-Haptene unter-
suchten, wie elektronisch angeregte Zustédnde durch Protein-
Ligand-Wechselwirkungen beeinflusst werden.[%)

In Schema 1 ist ein Uberblick iiber die Stilben-Photoche-
mie gegeben. Die trans/cis-Isomerisierung (E/Z-Isomerisie-
rung) weist im Grundzustand S, eine hohe Aktivierungs-
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Schema 1. Die E/Z-Isomerisierung von Stilben und ihre Konkurrenzprozesse.'*! F =Fluores-

zenz; A = Absorption.

schwelle (E,=180420 kJmol!) auf, die allerdings durch
eine Vielzahl von Katalysatoren stark abgesenkt werden
kann. Wesentlich einfacher ist die Entkopplung der olefini-
schen m-Bindung im elektronisch angeregten Singulettzu-
stand S,. Das erste detaillierte Reaktionsmodell wurde vor
mehr als 30 Jahren von J. Saltiel” vorgeschlagen; alle spiteren
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St konrot,

Modellel'# haben den ,,Schnitt* durch die S,-Energiehyper-
fliche in analoger Weise gelegt — nédmlich so, dass die Torsion
um die C-C-Doppelbindung der entscheidende Parameter auf
der Reaktionskoordinate ist.

Auf der Seite der (E)-Konfiguration gibt es im S,;-Zustand
eine Aktivierungsschwelle E;, die durch das vermiedene
Uberkreuzen mit einem hoher angeregten Singulettzustand
erklart werden kann. Diese Barriere fiihrt zu einer tempera-
turabhingigen Konkurrenz mit der Fluoreszenz. Die Fluo-
reszenzquantenausbeute @ steigt von 4-8 % bei Raumtem-
peratur auf nahezu 100 % bei sehr tiefen Temperaturen.['?]
Auf der Seite der (Z)-Konfiguration gibt es eine sehr kleine
Barriere, und die Deaktivierung durch Fluoreszenz spielt eine
ganz untergeordnete Rolle: @~ 10~ bei Raumtemperatur in
n-Hexan.®l Von beiden Ausgangskonfigu-
rationen fiithrt die Reaktionskoordinate auf
der S;-Energiehyperfldche zu dem um 6=
90° verdrillten Zustand, dessen mittlere
Lebensdauer im Femtosekundenbereich
liegt; durch einen ,Funnel” wird in der
nichtadiabatischen = Photoreaktion  der
Grundzustand S, erreicht,” wobei die Ro-
tationsrelaxationen zur (E)- und zur (Z)-
Konfiguration ungefahr gleich wahrschein-
lich sind.'? Als Konkurrenzreaktion zur
Isomerisierung gibt es auf der trans-Seite
l ol die stereoselektive Dimerisierung {iiber

nichtfluoreszierende Excimere Exc, die be-

6 sonders bei Konzentrationen oberhalb von
Q 10-2m zum beherrschenden Produktkanal
wird; auf der cis-Seite bildet die konrotato-
rische elektrocyclische Reaktion zu 4a,4b-
Dihydrophenanthren eine monomolekula-
re Konkurrenzreaktion. Die Cyclisierung ist in Abwesenheit
von Oxidationsmitteln thermisch und photochemisch reversi-
bel. Internal Conversion (S; —S;) und Intersystem Crossing
(S; —T,) spielen weder bei (E)- noch bei (Z)-Stilben eine
Rolle.l'> ] Die hier gestellte, kritische Frage lautet nun: Wie
verdndern sich die beschriebenen und in Schema 1 zusam-
mengefassten Eigenschaften, wenn Stilbenmolekiile komple-
xiert in monoklonalen Antikorpern vorliegen?

Um die Wasserloslichkeit zu erhohen und eine bessere
Kopplung an das Tragerprotein zu gewihrleisten, haben
Simeonov et al.”! anstelle des unsubstituierten Stilbens das
Glutarsduremonoamid-Derivat 1 verwendet, dessen elektro-
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nische Natur sich nur unwesentlich von der des Grundkérpers
unterscheidet.

Bei der stochiometrischen Zugabe von (E)-1 zu einer Reihe
von monoklonalen Antikorpern (EP2 mAb: 19G2, 20F2,
21C6, 16H10 etc.) trat unter UV-Licht eine intensive Fluo-
reszenz auf, deren Farbton je nach Komplex mAb-(E)-1 von
leuchtendem Blau bis purpurfarben reichte. Aus den Unter-
suchungen mit insgesamt 15 Antikdrpern 2 seien hier zum
Vergleich mit unkomplexiertem Stilben 1 zwei Beispiele
ausgewihlt: der blau fluoreszierende Komplex 19G2-(E)-1
und der purpurn fluoreszierende Komplex 16H10-(E)-1 (Ta-
belle 1).

Tabelle 1. Vergleich ausgewéhlter thermodynamischer und spektroskopi-
scher Daten von 1 und seinen Komplexen mit den Antikorpern 19G2 und
16H10 in einer wissrigen Pufferlosung (10 mm NazPO,, 150 mm NaCl
(pH 7.4) mit 5% DMF als Cosolvens) bei 20-21°C.[> 12

(E)1  19G2-1 19H10-1
Dissoziationskonstanten:
KJ((E)-1) [nm] - 0.16 031
K((2)-1) [pm] - 17 23
UV-Absorption:
Jnax [nm] 320 325 320
10,0, [em '] 332 3.15 2.82
Fluoreszenz:
Anax [nM] 388 410 380
Quantenausbeute @p 0.02 0.78 0.28
Fluoreszenzlebensdauer g [ns] 0.071  22.9,7.6, 0.864, 0.375

1.1, 0.086

intrinsische Lebensdauer® 7 [ns] 3.6 31 43
photostationérer Zustand:"!
EIZ <1 323 22

[a] T=1¢/Dg; [b] A > 300 nm.

Die Dissoziationskonstanten der Komplexe mAb-(E)-1
liegen in der gewihlten Pufferlosung bei Raumtemperatur
im Mittel bei 0.37 um, die der entsprechenden Komplexe
mADb-(Z)-1Dbei 2.16 puMm, wobei mit einer Ausnahme (E)-1 stets
etwas fester gebunden ist als (Z)-1; ein signifikanter Unter-
schied zwischen 19G2-1 und 16H10-1 besteht nicht. Die
Rontgenstrukturuntersuchung von 19G2-(E)-1 bei 4 °C ergab,
dass das nicht kovalent gebundene Hapten ein ebenes (E)-
Stilben ist, dessen Léngsachse in Richtung auf das Zentrum
des monoklonalen Antikorpers weist. Der zur Glutarsiure-
kette distale Phenylrest steht dabei parallel zum Benzolring
des Indolrestes von Tryptophan103 aus der H-Kette des
Antikorpers. Der m,t-Wechselwirkung der beiden Benzolrin-
ge kommt damit eine entscheidende Bedeutung zu.!'3)

Das UV- und das Fluoreszenzanregungs-Spektrum von
19G2-(E)-1 zeigen bei Raumtemperatur gegeniiber freiem
(E)-1 eine Rotverschiebung (Tabelle 1) und eine verinderte
Schwingungsfeinstruktur. Analoge Effekte werden bei der
Fluoreszenzbande gefunden. Wesentlich drastischer ist jedoch
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die Zunahme der Fluoreszenzquantenausbeute @ von 2%
fiir (E)-1 auf 78 % fiir 19G2-(E)-1. Beim Abkiihlen wird die
Fluoreszenzbande des Komplexes 19G2-(E)-1 hypsochrom
verschoben und stirker strukturiert, wobei die wesentliche
Veranderung im Temperaturintervall zwischen —13 und
—33°C eintritt. Die blaue Fluoreszenz nimmt dabei in ihrer
Intensitdt ab und ist bei —60°C vollig verschwunden; beim
Erwirmen kehrt sie zuriick. Dieser Befund ist iiberraschend
und steht im Gegensatz zu dem Verhalten von freiem (E)-
Stilben; wie Schema 1 veranschaulicht, begiinstigt ein Ab-
kithlen die Fluoreszenz, weil die Aktivierungsschwelle des
Isomersierungsweges weniger leicht tiberwunden werden
kann. Die photostationdren Zustdnde von Stilben und dem
Stilbenderivat 1 sind bei langwelliger Bestrahlung (4>
300 nm) durch E/Z-Verhiltnisse kleiner eins gekennzeich-
net,l¥ bei 19G2-(E)-1 tritt schon bei Raumtemperatur die
E —Z-Photoisomerisierung!™ kaum in Erscheinung (Tabel-
le 1). Das im Antikorper komplexierte Stilben 1 verdndert
also sein photophysikalisches und photochemisches Verhalten
grundlegend. Niaheren Aufschluss dariiber gibt die im Pico-
sekundenbereich zeitaufgeloste Emissionsspektroskopie. Die
Fluoreszenz von (E)-1 fillt in der Pufferlosung bei Raum-
temperatur monoexponentiell mit einer mittleren Lebens-
dauer 7 ab, die mit 71 ps gut dem Wert von unsubstituiertem
(E)-Stilben entspricht (Schema 1). Die Abklingfunktion von
19G2-(E)-1 setzt sich dagegen aus vier Komponenten zu-
sammen, wobei die langlebige Komponente mit 7z =22900 ps
weitaus am wichtigsten ist. Die prinzipiell sehr problemati-
sche Anpassung der Abklingkurve mit vier Exponentialfunk-
tionen wird durch vier Emissionsspektren gestiitzt, die sich
auf die unterschiedlichen Zeitfenster beziehen: Die inten-
sitdtsschwachen Emissionen mit Maxima zwischen 380 und
400 nm entsprechen weitgehend der von freiem (E)-1 und
gehen vermutlich auf Komplexe mit etwas unterschiedlicher
Umgebung des Stilben-Chromophors zuriick. Die langlebige
Komponente mit intensiver und bathochrom verschobener
Emission (4, =420 nm) stammt dagegen von einem Exci-
plex, der sich im Nanosekundenbereich auf- und abbaut.
Mafgeblich dafiir scheint die m,m-Wechselwirkung zwischen
dem Stilben- und dem Indol-Baustein (St---In) zu sein
(Schema 2).

Der Exciplex entspricht im Grundzustand einem Zerfalls-
term, d.h., auf der Energichyperfliche des Grundzustandes

(SHS;++(In)S,
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Schema 2. Exciplex-Bildung und Deaktivierung durch Fluoreszenz.
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erfolgt eine spontane Dissoziation. Inwieweit Grundzustands-
komplexe und Exciplexe sich in ihren geometrischen Para-
metern oder aktivierten Schwingungsmoden unterscheiden,
ist spekulativ.’! Entscheidend ist die temperaturabhiingige
Dynamik des Systems, die unterhalb von ca. —30°C eine
Reorganisation zum Exciplex nicht mehr zulésst.

Es bleibt noch den Unterschied zwischen den purpurn
(violett) fluoreszierenden Systemen, wie 16H10-(E)-1, und
den blau fluoreszierenden Antikérpern, wie 19G2-(E)-1, zu
klaren. Die in Tabelle 1 aufgelisteten Daten lassen vor allem
ein Unterscheidungsmerkmal erkennen: 16H10-(E)-1 ist
nicht in der Lage, einen langlebigen Exciplex zu bilden, die
intrinsische Strahlungslebensdauer ist gegeniiber der von
freiem (E)-1 kaum verdndert. Die gegeniiber 19G2-(E)-1
herabgesetzte Quantenausbeute @p entspricht einer Erho-
hung des (Z)-Anteils im photostationédren Zustand.

Von den in Schema 1 aufgefithrten Konkurrenzprozessen
zu Fluoreszenz und Isomerisierung spielt die Photodimerisie-
rung im monoklonalen Antikorper keine Rolle; die elektro-
cyclische Ringschlussreaktion mit nachfolgender Oxidation
durch vorhandenen Luftsauerstoff wird dagegen beobachtet.
Das vollstindige Ausbleiben der Fluoreszenz bei 60 min UV-
Belichtung wird von Simeonov et al. mit der irreversiblen
Phenanthrenbildung erklirt.?!

Wodurch unterscheiden sich Photophysik und Photochemie
von Stilbenchromophoren in Antikérpern von anderen Wirt-
systemen mit Stilben-Gésten wie Cyclodextrinen,!'*! Clathra-
ten,l'”l Einschlussverbindungen in Deoxycholsdurel'®! oder
Fliissigkristallen 2! Sterische Beschriankungen, die Symmet-
rie der Cavitit, die lokale Polaritit, die lokale Viskositdt und
die Energieiibertragung zwischen Gast und Wirt fithren zu
einer Vielfalt von Eigenschaftsdnderungen gegeniiber Stilben
in Losung. Neu ist das ,,Feintuning“, das auf der molekularen
Dynamik der Antikorper-Stilben-Komplexe beruht. Photo-
chemische Sensoren des hier beschriebenen Typs versprechen
interessante Anwendungen, z.B. in der Immunochemie, in
histologischen Untersuchungen und in Genom-Studien.
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