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Donor-Acceptor-Paare  

� In den meisten Fällen dienen ver-
schiedene Chromophore als Donor 
und Acceptor, so daß ein FRET-Sig-
nal entweder als Auftreten Donor-
stimulierter Fluoreszenz des Accep-
tors oder als Löschung der Fluores-
zenz des Donors aufgezeichnet wer-
den kann. Alternativ setzt man aber 
auch als Donor und Acceptor den-
selben Farbstoff ein und detektiert 
dann die resultierende Depolarisation 
der Fluoreszenz. Gelegentlich ist es 
sinnvoll, ein unerwünschtes Hinter-
grundsignal durch Nicht-FRET-sti-
mulierte Fluoreszenz des Acceptors 
zu unterdrücken; dies gelingt mit 
nicht-fluoreszierenden Acceptoren. 
Für Übersichten über gebräuchliche 
Donor-Acceptor-Paare siehe Lit.4,5)

Mit den 1997 eingeführten „Big 
Dyes“ als Markierungen von Ketten-
abbruchnucleotiden für die automati-
sche DNA-Sequenzierung6) wurden 
FRET-Fluorophore in kurzer Zeit un-
entbehrlich – vor allem für die gro-
ßen Genomprojekte. Die Popularität 
von FRET-Messungen steigt seitdem 
ständig an, was wiederum die Ent-
wicklung geeigneter Chromophore 
stimulierte. Mittlerweile sind diese 
für den Spektralbereich von 350 – 750 
nm, d. h. von Ultraviolett bis Infra-
rot, verfügbar (z. B. Alexa Fluor Dyes 
von Molecular Probes, oder CyDyes 
von Amersham Pharmacia). Von die-
sen sind insbesondere die IR-Farb-
stoffe von großem Interesse, weil sie 
die direkte Detektion in lebenden 
Organismen nahezu ohne störende 

FRET in der Biochemie 
 

� Eine der vielversprechendsten 
spektroskopischen Techniken für die 
Analyse von Biopolymeren in Aktion 
und in Interaktion analysiert den 
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Trans-
fer, kurz FRET. Die hohe Spezifität des 
FRET-Signals ermöglicht die Beobach-
tung molekularer Wechselwirkungen 
und Veränderungen der Konformati-
on mit hoher zeitlicher (< 1 ns) und 
räumlicher Auflösung (1 – 10 nm)1)

und läßt sich auch mit Einzelmolekül-
Detektionstechniken kombinieren.2)

FRET-Mikroskopie ist darüber hinaus 
eine exzellente Methode, um zelluläre 
Strukturen sowie Proteine unter phy-
siologischen Bedingungen zu lokali-
sieren und abzubilden. Dies bedeutet 
einen signifikanten Vorteil gegenüber 
Röntgenbeugungsmethoden oder 
Elektronenmikroskopie, bei denen die 
zu untersuchenden Proben aus ihrem 
physiologischen Kontext entfernt bzw. 
fixiert werden müssen.  

Was ist FRET?  

� FRET ist ein erstmals 1948 von 
Theodor Förster beschriebener, quan-
tenmechanischer Prozess, bei dem ein 
strahlungsloser Energietransfer von 
einem Donor- zu einem Acceptorchro-
mophor erfolgt, wenn das Emissions-
spektrum des Donors mit dem Anre-
gungsspektrum des Acceptors hinrei-
chend überlappt, die beiden Farbstoffe 
sich in räumlicher Nähe befinden 
(10 – 100 Å) und ihre Übergangsdipol-
momente annähernd parallel orien-
tiert sind. Lubert Stryer und Richard 
Haugland bestätigten 1967 eine wich-
tige Aussage der Theorie Försters, als 
sie demonstrierten, daß die Effizienz 
des FRET-Effekts umgekehrt propor-
tional zur sechsten Potenz des Ab-
stands R0 der beiden Chromophore 
und damit nützlich im Bereich der Di-
mensionen biologischer Makromole-
küle ist.3) Eine Messung des FRET-Ef-
fekts ist vor allem dann wertvoll, 
wenn Phänomene untersucht werden 
sollen, die mit einer Änderung mole-
kularer Abstände einhergehen. FRET

wird deshalb auch als „spektroskopi-
sches Lineal“ bezeichnet.  
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Abb. 1.  Strukturen des FRET-Donors [Ru(bpy)2(dppz)]2+ 

(Gegenion PF6
–) und des FRET-Acceptors BO-PRO-3 

(Gegenion I– ). 



Hintergrundfluoreszenz ermögli-
chen. Aufgrund ihrer hohen Extink-
tionskoeffizienten emittieren rote 
und Nah-Infrarot-Farbstoffe oftmals 
recht stark, weisen als Konsequenz 
aber auch nur geringe Fluoreszenz-
lebensdauern (< 4  ns) auf. Joseph 
Lakowicz arbeitet deshalb an FRET-
Paaren aus einem Donor mit langer 
Fluoreszenzlebensdauer und gerin-
ger Quantenausbeute sowie einem 
rot-emittierenden Acceptor mit kur-
zer Lebensdauer, aber hoher Quan-
tenausbeute (Abbildung 1). Mit einem 
lumineszenten Übergangsmetall-

komplex als Donor machte er nicht 
nur ein relativ breites Spektrum an 
Absorptions-und Emissionswellen-
längen, sondern auch große Fluores-
zenzlebensdauern von 100 ns bis 10 
µs zugänglich.7) An die Stelle von 
Übergangsmetallkomplexen könn- 
ten lumineszente Halbleiter-Quanten- 
punkte (QDs, quantum dots) wie 
CdSe oder CdTe als Donor treten, 
deren Absorptionsspektren größen-
abhängig durchstimmbar und deren 
Emissionsspektren schmal und sym-
metrisch sind.8)

An einer anderen, speziell für die 
FRET-Mikroskopie interessanten 
Entwicklung arbeiten Thomas Jovin 
und Elizabeth Jares-Erijman: Sie be-
schreiben photochrome Acceptoren, 
die erst durch lichtinduzierte Isome-
risierung zu einem stimulierbaren 
Acceptor werden, der thermisch 
oder photochemisch (bei einer an-
deren Wellenlänge als der für die 
Hinreaktion) wieder in die nicht-
fluoreszierende Form überführt wer-
den kann (Abbildung 2). Im Idealfall 
ist diese Reaktion über einen länge-
ren Zeitraum reversibel „schaltbar“ 
und ermöglicht die wiederholte 
Messung des FRET-Effekts (Vermei-
dung des Photobleichens) mit einem 
internen Standard (Acceptorfluores-
zenz-freies Signal des Donors).9,10)

Die Idee des Resonanz-Energie-
Transfers (RET) läßt sich natürlich 
auch auf fluoreszente oder lumines-
zente Proteine als Chromophore über-
tragen (Biolumineszenz-RET, BRET).
BRET ist ein natürliches Phänomen, 
das sich beispielsweise beim See-

Abb. 2. (A) Strukturen des photochromen FRET-Paars LYC-BIPS. Der Donor LYC ist über eine Amidbindung kovalent an 

den photochromen Acceptor 6-Nitro-BIPS gebunden. Dessen Spiroform (SP) geht durch Bestrahlung im Nah-UV in 

die farbige Merocyanin(MC)-Form über, die als Acceptor von LYC fungiert. (B) Weitere Modellverbindungen für 

photochromen FRET. R1 = Me, OMe; R2 = Lucifer Yellow Cadaverine (LYC); X = C(O)NH2, CH2. 

stiefmütterchen (Renilla reniformis;
ein achtstrahliges Blumentier) beob-
achten läßt: Dieser Organismus ist 
mit dem Enzym Luciferase aus-
gestattet, das Coelenterazin (Lucife-
rin) unter Emission von Licht der 
Wellenlänge 480 nm oxidiert. Das 
im Seestiefmütterchen gleichzeitig 
vorhandene „Grün Fluoreszierende 
Protein“ (GFP) wird durch dieses 
Licht direkt angeregt und emittiert 
dann Fluoreszenz bei 509 nm.11,12)

 Die fluoreszente Markierung von 
Proteinen durch Proteine ist schon 
deshalb sehr reizvoll, weil sie bereits 
auf genetischer Ebene erfolgen kann 
– durch Codierung von Fusionspro-
teinen. „Lebende Farben“13) sind al-
so prädestiniert für Untersuchungen 
in vivo.

Verfolgung biochemischer  
Reaktionen – in Echtzeit und  
im Hochdurchsatz  

� In der molekularen Diagnostik 
spielen einfache und reproduzierbar 
durchführbare Assays zum Nach-
weis bestimmter Gene oder be-
stimmter Mutationen wie Basensub-
stitutionen, Duplikationen oder De-
letionen eine große Rolle. In zuneh-
mendem Maße wird für diese Analy-
tik die „Real-time-PCR“, d. h. die 
quantitative Verfolgung der Entste-
hung von Amplifikationsprodukten 
aus der Polymerase-Kettenreaktion 
(PCR) in Echtzeit eingesetzt. Der 
quantitative DNA-Nachweis gelingt 
entweder durch Nucleinsäure-spezi-
fische Farbstoffe oder durch ver-
schiedene FRET-Techniken, bei de-
nen fluoreszierend markierte Primer 
oder molecular beacons („molekula-
re Leuchtfeuer“), eingesetzt werden. 
Als molecular beacons bezeichnet 
man Oligonucleotide, die an einem 
Ende einen Fluoreszenzfarbstoff, 
und am anderen Ende einen Quen-
cher, d. h. einen nicht-fluoreszieren-
den Acceptorfarbstoff, tragen. Die 
Sequenz dieser Oligonucleotide ist 
so gewählt, daß sich eine stabile 
Haarnadelstruktur bildet, in der 
Fluorophor und Quencher aufgrund 
räumlicher Nähe ein nicht-fluores-
zierendes FRET-Paar bilden. Durch 
Hybridisierung dieses Oligonucleo-
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tids mit einer komplementären Se-
quenz, z. B. aus einem PCR-Produkt, 
öffnet sich die Haarnadelstruktur. 
Infolgedessen wird der Fluorophor 
vom Quencher getrennt und die Emis-
sion und Detektion von Fluoreszenz-
licht ermöglicht (Abbildung 3A).  

Quantitative Nucleinsäure-Nach-
weise, die auf der Verwendung von 
molecular beacons basieren, lassen 
sich leicht an spezifische Probleme 
anpassen und werden beispielsweise 
für Virus-Nachweise in klinischen 
Proben, zur Identifizierung und 
Quantifizierung von Bakterien in 
Umwelt- und Nahrungsmittelpro-
ben, aber auch für die kinetische 
Analyse und Bewertung von enzy-
matischen Reaktionen an Nuclein-
säuren (siehe z. B. Lit.14)) benutzt.

Skorpion-Oligonucleotide sind 
gleichzeitig molecular beacon und 
Primer für die enzymatische Synthe-
se eines DNA-Komplementärstrangs 
und können deshalb zum Nachweis 
von PCR-Produkten in einer unimo-
lekularen Reaktion verwendet wer-
den (Abbildung 3B). Mit einem 
„Multiplex-Skorpion-Assay“ konnten 
beispielsweise fünf Mutationen im 
humanen Chromosom 7 nachgewie-
sen werden, die an der Entstehung 
des Krankheitsbilds der Cystischen 
Fibrose beteiligt sind.15)

Eine weit verbreitete Alternative 
zu molecular beacons und Skorpio-
nen ist das TaqMan-Verfahren, in 
dem man sich die 5'-3'-Exonuclease-
Eigenschaft der Taq-DNA-Polymerase 
zunutze macht, durch die in Poly-
merisationsrichtung befindliche, mit 
dem Matrizenstrang hybridisierte 
Fragmente hydrolysiert werden (es 
wird sozusagen „der Weg für die Poly- 
merase freigeräumt“; Abbildung 3C). 
Die an den Matrizenstrang hybri-
disierte, intakte TaqMan-Sonde trägt 
an ihren Enden Fluorophore, die ein 
FRET-Paar bilden, bei dem sich nach 
Anregung des Donors die Fluores-
zenz des Acceptors detektieren läßt. 
Nach Hydrolyse durch die DNA-Po-
lymerase/Exonuclease wird dieser 
FRET-Effekt zerstört; als Konsequenz 
sinkt die Fluoreszenz des Acceptors, 
während die des Donors ansteigt.  

Nach den Nucleinsäuren gewin-
nen in der postgenomischen Ära 

Abb. 3.  (A) Struktur und Funktionsweise eines molecular beacon. In der Haarnadelstruktur 

bildet der Quencher (Q) einen nicht-fluoreszierenden Komplex mit dem Fluorophor (F). 

Nach Hybridisierung mit einer komplementären Matrize öffnet sich die Haarnadelstruktur 

und ermöglicht die Fluoreszenz. (B) Struktur und Funktionsweise eines Skorpions. Nach  

Hybridisierung und Kettenverlängerung wird der gebildete Doppelstrang aufgeschmolzen, 

so daß der Skorpion mit der neu synthetisierten Sequenz hybridisieren kann. (C) Die  

intakte TaqMan-Sonde emittiert Fluoreszenz (rot) nach Anregung des Donors (grün).  

Verlängerung des Primers durch Taq-DNA-Polymerase setzt die hybridisierte Sonde der 

5'-3'-Exonuclease-Aktivität dieses Enzyms aus. Durch die Abspaltung des grünen Fluoro-

phors wird der FRET-Effekt zerstört. 

Proteine, die Produkte der Gen-
expression, zunehmend an Bedeu-
tung: Neue Proteine werden ent-
deckt und charakterisiert, andere be-
reits in biotechnologischen Verfah-

ren eingesetzt. Insbesondere für die 
Klassifizierung und Bewertung von 
Enzymen oder Rezeptoren lassen 
sich Reaktionssysteme derart gestal-
ten, daß die gewünschte Reaktion mit 
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FRET-Donor- und Acceptorpaaren 
quantitativ detektierbar ist: Petra 
Schwille und Kollegen entwickelten 
beispielweise ein Nachweisverfahren 
für Protease-Aktivität, das auf der 
FRET-Analyse fluoreszenter Proteine 
basiert.13) Dazu konstruierten sie ein 
Fusionsprotein aus der GFP-Variante 
rsGFP (FRET-Donor), einer 32 Amino- 
säuren langen Protease-Erkennungs-
sequenz und dem rot fluoreszieren-
den Protein DsRed (FRET-Acceptor).
Mit einer Kombination aus FRET-
Analyse und Zweifarben-Fluores-
zenz-Kreuzkorrelations-Spektrosko-
pie (mit Zwei-Photonen-Anregung) 
konnte diese Gruppe die proteolyti-
sche Spaltung zwischen den beiden 
fluoreszierenden Proteinen direkt 
verfolgen und kinetisch analysieren 
(Abbildung 4).

Tarik Issad und Kollegen benutz-
ten ein ähnliches Schema zur Mar-
kierung des humanen Insulin-Re-
zeptors, um dessen Aktivität quanti-
tativ zu bestimmen12) Dieser Rezep-
tor ist ein Glycoprotein, das aus zwei 
a- und zwei b-Untereinheiten aufge-
baut ist, die durch Disulfidbrücken 
verbunden sind. Bindung von Insu-
lin induziert eine Konformations-
umwandlung des Rezeptors, durch 
die die beiden b-Untereinheiten in 
räumliche Nähe geraten und letzt-
lich eine Tyrosinkinase aktiviert 
wird. Da die Tyrosinkinase-Aktivität 
bei pathologischen Zuständen wie 
Diabetes verändert ist, besteht gro-
ßes Interesse, nach neuen Verbin-
dungen zu suchen, die anstelle von 
Insulin diese Aktivität stimulieren 

können. Durch Fusionierung einer 
humanen Insulinrezeptor-b-Unter-
einheit mit Renilla-Luciferase und 
einer weiteren mit dem „Gelb Fluo-
reszierenden Protein“ (YFP) konstru-
ierten die Autoren ein BRET-Paar, das 
mit der essentiellen, Liganden-indu-
zierten Konformationsumwandlung 
korrespondiert, die der Signaltrans-
duktion vorausgeht. Mit diesem Re-
portersystem gelang es ihnen, die Ef-
fekte von Insulin und Insulin-ähn-
lichen Liganden in Abhängigkeit von 
der jeweiligen Dosis nachzuweisen.

Mit FRET-basierten Assays wie 
den beiden hier vorgestellten lassen 
sich die Effekte neuer Substrate für 
verschiedene Enzyme oder poten-
tieller Rezeptoragonisten schnell 
und quantitativ bewerten. Es liegt 
deshalb auf der Hand, FRET-Detektion
insbesondere in Hochdurchsatz-Scree-
ningverfahren, beispielsweise in der 
Wirkstoffforschung, einzusetzen.  

Analyse von Proteinen und  
Protein-Protein-Interaktionen  

� Die Genomforschung der vergan-
genen Jahre hat eine Vielzahl an 
neuen Proteinen zutage gefördert. 
Jetzt gilt es, ihre Funktionen zu be-
stimmen. FRET-basierte Techniken 
erlauben nicht nur die Co-Lokalisie-
rung von Proteinen in vivo und da-
mit die Zuordnung funktioneller 
Einheiten, sondern ermöglichen 
auch die Beobachtung von Protein-
faltungen oder Konformations-
umwandlungen.16,17) Die zugrunde-
liegende Idee ist einfach: Jede Ände-
rung eines Proteinzustands, bei-
spielsweise durch Assoziation mit 
anderen Proteinen, durch Bindung 
eines Liganden oder durch katalyti-
sche Aktivität, ist mit einer Ände-
rung bestimmter interatomarer Ab-
stände innerhalb des Proteins ver-
bunden. Durch intelligente Markie-
rung beteiligter struktureller Einhei-
ten mit Donor- und Acceptor-Chro-
mophoren können diese Änderun-
gen direkt verfolgt werden.  

Ein Beispiel für die praktische 
Umsetzung dieses Konzepts ist Ste-
phen Benkovics Detektion des Öff-
nens und Schließens des T4-DNA- 
Polymerase-Holoenzyms.18) Das En-

zym besteht aus drei Untereinheiten 
(gp43, gp45 und gp44/62), die sich 
torusartig um ein DNA-Molekül la-
gern. Durch Nutzung eines Trypto-
phanrests in einer der Untereinhei-
ten als FRET-Donor und Coumarin-
Markierung eines Cysteinrests der 
benachbarten Untereinheit als FRET-
Acceptor konnten die Autoren Ver-
änderungen des Abstands der beiden 
Untereinheiten verfolgen und da-
raus sieben Schritte einer Konforma-
tionsumwandlung ableiten. Weitere 
repräsentative Beispiele für die An-
wendung dieses experimentellen 
Ansatzes reichen von Untersuchun-
gen der Architektur der Escherichia 
coli-RNA-Polymerase19) sowie der 
Ca2+-abhängigen Konformations-
umwandlung von Troponin20) bis 
zur Charakterisierung der Tertiär- 
und Quartärstruktur des Neuropep-
tid-Y-Dimers.21)

Ausblick 

� FRET hat sich als ein sehr nützli-
ches Werkzeug für die direkte Beob-
achtung biomolekularer Wechsel-
wirkungen und Reaktionen erwie-
sen – und wird dies mit Sicherheit 
auch weiterhin sein. Die Möglich-

Abb. 4. 

Die fluoreszieren-

den Proteine GFP 

und dsRED sind 

durch eine 32 Ami-

nosäuren lange 

Proteinkette mit-

einander verbun-

den, die gleichzeitig 

eine Protease-Er-

kennungssequenz 

enthält. Durch Ein-

wirkung der Protea-

se wird nicht nur 

der FRET-Effekt,  

sondern auch die 

Kreuzkorrelation 

aufgrund einer  

Separation der  

beiden Proteine  

unterbunden.
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des FRET-Effekts auf sehr niedrigem 
Konzentrationsniveau (bis hin zu Ein-
zelmolekülen) und in den verschie-
densten Lösungsmitteln (einschließ-
lich lebender Zellen) sowie die Auf-
nahme von FRET-Signalen in Echtzeit 
zeigen die Vielseitigkeit dieser Tech-
nik. Die kontinuierliche Weiterent-
wicklung von Fluoreszenz- und 
(Bio-)Lumineszenzsonden sowie neue 
Wege zur Einführung dieser Sonden 
in Nuclein- säuren oder Proteine wer-
den das Anwendungsspektrum von 
FRET stetig erweitern.  
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dieser Zeitschrift berichtet wurde 
[Nachr. Chem. 2002, 50, 327], soll 
nun den Entwicklungen Rechnung 
getragen werden, die zu einer unmit-
telbaren Verbesserung der bereits in 
Gebrauch befindlichen DFT-Metho-
den führen. 

Die unmittelbarsten und wich-
tigsten Kenndaten einer DFT-Rech-
nung sind die durch Optimierung er-
haltene Struktur und die zugehörige 
elektronische Energie eines Systems. 
Übergangsmetall(ÜM)-Verbindungen 
sind in dieser Hinsicht als sehr kriti-
sche Moleküle einzustufen, da sich 

DFT für  
Übergangsmetalle 

� Die Dichtefunktionaltheorie (DFT) 
– im Rahmen des Ansatzes von 
Kohn und Sham für die Darstellung 
der Elektronendichte durch Ein-
Teilchen-Funktionen eines Systems 
nicht wechselwirkender Teilchen – 
hat sich rasant entwickelt und ist zu 
dem Arbeitspferd in der theoreti-
schen Chemie geworden. Während 
über die neuesten Fortschritte der 
formalen Theorie im letzten Jahr in 

Die Dichtefunktionaltheorie zielt auf die Beschreibung von Energieaufspaltungen von Spin-

zuständen und Spin-Spin-Kopplungen in Übergangsmetallkomplexen. Moleküldynamik- 

Simulationen profitieren von verbesserten Referenzdaten und wachsenden Rechen- 

kapazitäten; polarisierbare Kraftfelder sind auf dem Vormarsch. Mit linear skalierenden  

Algorithmen sind nun für große Moleküle korrelierte Elektronenstrukturrechungen möglich.  

Theoretische Chemie 2002 

die allgemeine Zuverlässigkeit der 
verwendeten Funktionale gerade bei 
der Beschreibung der elektronischen 
Struktur der ÜM-Verbindungen zei-
gen muß. So stellen sich die Fragen, 
ob für Multikonfigurationsfälle be-
reits eine Ein-Determinanten-Be-
schreibung durch die Kohn–Sham-
Methode ausreicht, ob die energeti-
sche Lage verschiedener Spinzustän-
de einer ÜM-Verbindung repro-
duziert werden kann und ob elektro-
nische Spin-Spin-Kopplungen in 
mehrkernigen Clustern beschrieben 
werden können. 
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