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Fluoreszenz-Bioassays dienen dem sensitiven Nachweis biomolekularer Wechselwirkungen zwischen
Rezeptor und Ligand, Antikdrper und Antigen oder DNA und DNA. Fir den Nachweis der spezifischen
Bindung von einem Protein an ein anderes eignet sich der Fluoreszenz Resonante Energie Transfer
(FRET). Der Energietransfer erfolgt zwischen zwei fluoroforen Gruppen, die an das jeweilige Protein
gekoppelt sind, wenn eine biomolekulare Erkennung erfolgt. Der FRET ist stark abstandsabhangig (1-
10 nm) und héngt nicht wie andere homogene Nachweisverfahren (die Fluoreszenz Korrelations-

spektroskopie oder die Fluoreszenz Anisotropie) vom Unterschied des Molekulargewichts ab.

Das FRET-Nachweisverfahren beruht auf der Grundlage der Forster-Theorie, die einen strahlungslo-
sen Energielibertrag eines fluoreszierenden Donor-Molekils auf ein Akzeptor-Molekll durch Dipol-
Dipol-Wechselwirkungen voraussagt, wenn beide Chromophore nur wenige Nanometer entfernt sind.
Als eine weitere Bedingung fiir den Energielibertrag ist der optimale Uberlapp zwischen dem Fluores-

zenzspektrums  des  Donor- Abb. 1: Fluoreszenzldschung von Dy630 in Abhédngigkeit
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Nahe Infrarot-Fluoreszenzfarbstoffe eignen sich sehr gut als Proteinmarker. Sie sind Uber billige
Laserdioden im langwelligen Bereich (633nm) anregbar, deren geringe Energie die Proteine vor
photochemischen Reaktionen schitzt. Ein weiterer Vorteil dieser Farbstoffe ist die geringe
Hintergrundsfluoreszenz im Bereich der Detektionswellenlange (>600 nm). Hauptsachlich wird dies
durch die Fluoreszenz von Biomolekilen und Lichtstreuung im Bereich von 400-600 nm

hervorgerufen.

Bisher wurden im homogenen FRET-Assay die Cyanin-Farbstoffe Cy5 und Cy5.5 als Forster Paar
eingesetzt. Als neuer Donor-Farbstoff wurde in dieser Arbeit der neue langwellige Fluoreszenzfarbstoff
Dy630 der Firma Dyomics (Jena)
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sind (Abbildung 2).
Abb. 2: Fluoreszenzanstieg durch Energietransfer im Vergleich zur
direkten Anregung von Cy5.5 bei 600 nm

Der Fluoreszenzfarbstoff Dy630 lag als Aktivester vor und konnte direkt zum Markieren von Proteine
Uber die Aminogruppen verwendet werden. Das fluoreszenzmarkierte Protein wurde charakterisiert.
Es wurden die spektroskopische Parameter (Extinktionskoeffizient, maximale Anregungswellenlange
und maximale Emissionswellenlange), Fluorszenzquantenausbeute und der optimale Markierungsgrad
an Protein bestimmt. Zudem wurde der Einsatz als Donor-Fluorophor in einem homogenen
Fluoreszenz-Bioassay untersucht. Dazu wurde der Foérster-Radius ermittelt, der den molekulareren

Abstand des Forster-Paars bei halbmaximaler Effektivitat des Energielibertrags definiert.

Zum Nachweis von Protein-Protein-Wechselwirkung eignet sich der Anstieg der Akzeptor-Fluorszenz,
wenn die Bindungspartner nahe genug beieinander sind und ein strahlungsloser Energietransfer
erfolgen kann. Das Erkennungsprotein ist mit dem Donorfarbstoff Dy630 markiert, das zu
untersuchende Proteine mit dem Akzeptorfarbstoff Cy5.5. Das Fluoreszenzsignal steigt in
Abhangigkeit zur Konzentration an Protein in Losung an. Der Bioassay kommt ohne Waschschritte
aus und ist deshalb fur eine parallele Detektion im Mikrotiterplattenformat geeignet. Im Fluoreszenz-

Bioassay sind die Proteine im nanomolaren Bereich nachweisbar.
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