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rische oder ellipsoide Nanopartikel, SO;Na
auch bekannt als Quantum Dots
(qdots) oder Quantenpunkte, haben
groflenabhingige optische Eigen-
schaften mit extrem hohen Absorpti-
onsquerschnitten."! Durch eine um-
schlieBende Hiille vom umgebenden
Medium abgeschirmt, zeigen sie
schmale und symmetrische Emissi-
onsbanden mit Quantenausbeuten bis
nahezu 100 % .”! AuBerdem bieten die
anorganischen Kerne der qdots eine
hohere Photostabilitét als organische
Farbstoffe oder lumineszierende Pro-
teine.** Aktuelle Beitrige berichten
iiber die mogliche Derivatisierung der
qdot-Oberflichen,™ was einen breiten
Anwendungsbereich fiir chemische
und biologische Wechselwirkungen
eroffnet.® All diese besonderen Eigenschaften machen gdots
zu ausgezeichneten Sonden fiir die analytische Fluoreszenz-
spektroskopie, wobei Nachweisgrenzen bis zum einzelnen
Partikel erreicht werden konnen."! Bei der Absorption von
Photonen mit Energien, die hoher als die Bandliicke des
Halbleitermaterials sind, zeigen qdots extrem hohe Extink-
tionskoeffizienten iiber einen breiten Wellenldngenbereich.
Die dadurch entstehenden Excitonen (Elektron-Loch-Paare)
rekombinieren unter Abgabe von Photonen mit schmalen
Emissionsbanden. Mit diesen Eigenschaften sind qdots her-
vorragende Donoren fiir den resonanten Fluoreszenzener-
gietransfer (FRET)!"! - eine ideale Technik zur Untersuchung
von Vorgédngen im Nanometerbereich, wie etwa zahlreichen
biologischen Prozessen. Unter anderem wurde ein homoge-
ner Maltosesensor beschrieben, der die Maltosekonzentrati-
on durch die Messung der steigenden qdot-Lumineszenz de-
tektiert, welche mit der Verdridngung eines FRET-Acceptor-
farbstoffes durch Maltose einhergeht.®!

Auf der anderen Seite wird die Verwendung von qdots als
FRET-Acceptoren durch signifikante direkte Anregung er-
schwert, die das Ausmaf3 des resonanten Energietransfers
begrenzt und die Fluoreszenzemission verfélscht. Quanten-
punkte wurden als Acceptoren in einigen Festkorpersyste-
men auf der Basis von Halbleiterquantentopfen,”” mit kleinen
qdots!' oder mit blau emittierenden Polymeren'! als Ener-
giedonoren eingesetzt, eine Verwendung in diskreten mole-
kularen Systemen in Losung wurde allerdings nur selten be-
schrieben.['>13] Mattoussi et al. begriindeten die mangelnde
Effizienz beim Energietransfer von organischen oder anor-
ganischen Donoren auf qdot-Acceptoren damit, dass der
fluoreszente Resonanzenergietransfer langsamer ist als der
strahlende Zerfall der Donoren.

Hier berichten wir tiber CdSe/ZnS-Kern-Schale-Quan-
tenpunkte als Energieacceptoren in einem zeitaufgelosten
Fluoroimmuntestsystem, das einen Terbium-Chelatkomplex
mit langer Lumineszenzlebensdauer als Energiedonor und
die starke Biotin-Streptavidin-Bindung als Erkennungspro-
zess nutzt.

Der TbL-Chelatkomplex besteht aus einem Terbium-
kation und einem Liganden mit zwei an einem Glutamatge-

TbL*
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+ Biot-QD

Chemie

(Biot-QD)—(TbL-Strep)-

TbL-Strep Komplex

riist angebrachten 6-Carboxybipyridin-Armen (Abbildung 1).
Die terminale Carboxygruppe des Glutamats wurde mit dem
Natriumsalz von N-Hydroxysulfosuccinimid in Gegenwart
von EDC-HCl (EDC = N-Ethyl-N'-(3-dimethylaminopro-
pyl)carbodiimid-hydrochlorid) nach einer bereits beschrie-
benen Methode aktiviert.'¥ Der aktivierte Ester, TbL*,
wurde mit Streptavidin in PBS-Puffer (pH 7.4) ca. 12 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Nichtumgesetzter Komplex
wurde durch umfassende Dialyse des Proteins entfernt. Das
Absorptionsspektrum von TbL-Strep ist eine nahezu perfekte
Linearkombination der Spektren von Streptavidin und 3,5-
TbL-Komplexen (Abbildung2). Das Material mit diesem
Markierungsverhiltnis wurde in allen weiteren Experimenten
verwendet (in Abbildung 1 vereinfacht dargestellt durch vier
TbL-Marker an Streptavidin).
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Abbildung 2. UV/Vis-Absorptionsspektren von Streptavidin (se«--,
c=4.25x10""m), TbL* (=+—+, c=2.27x10"°m), TbL-Strep (—,
¢=1.55x10""M) und einer Linearkombination von Streptavidin und
TbL* (e).

Die MALDI-TOF-Massenspektren des markierten
Streptavidintetramers verdeutlichen, dass die Markierung
nicht auf einer Stelle jeder Monomereinheit lokalisiert ist
(Abbildung S1, Hintergrundinformationen). Zwar machen
markierte Proteine mit einem einzelnen Marker pro Mono-
mer den deutlich grofiten Anteil aus, im Spektrum finden sich
aber auch Monomere mit null, zwei oder drei (Spurenmen-
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Abbildung 1. Schema fiir die Bildung des Komplexes (Biotin-QD)—(TbL-Streptavidin); mit TbL markiertes
Streptavidin bindet an Biotin auf der Polymeroberfliche des Quantenpunkts.
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gen) TbL-Komplexen, was auf mindestens zwei unterschied-
liche Umgebungen des Tb-Komplexes schlieen ldsst. Nach
Anregung der auf den Bipyridinchromophoren lokalisierten
n—m*-Uberginge des Liganden bei 308 nm wurde das Lu-
mineszenzspektrum von TbL-Strep mit den typischen Emis-
sionslinien der elektronischen Uberginge von Tb** (°D,—'F,
J=0-6) gemessen (Abbildung 3). Die Anregung des Ligan-
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Abbildung 3. Normiertes Emissionsspektrum (Intensitdt /) von TbL-
Strep (——) und Emissions- (--+-) sowie Absorptionsspektrum (-----)
von Biot-QD.

den resultiert in einem effizienten Energietransfer auf das
Terbium-Ion. Die Markierung storte die molekulare Umge-
bung des Terbium-Zentralatoms nur in sehr geringem MaSe.
In reinem Wasser klingt die Lumineszenzlebensdauer von
TbL-Strep biexponentiell ab, mit einer langlebigen Haupt-
komponente von 1500+ 10 ps (97 %) und einer kurzlebigen
Nebenkomponente von 200430 pus (3%) (Abbildung S2,
Hintergrundinformationen). Die lange Lebensdauer ist mit
dem Wert von reinem TbL in Wasser (1.48 ms)!'"* vergleich-
bar. In einem 2 % Rinderserumalbumin (BSA) enthaltenden
50 mm Boratpuffer bei pH 8.31"% zeigte die Lumineszenzab-
klingzeit von TbL-Strep zwei exponentielle Anteile, wobei
die Hauptkomponente wieder der langlebigen TbL-Ab-
klingzeit mit 1500 £50 pus (60%) entspricht, wihrend der
zweite Anteil von 450+30pus (40%) von unspezifischen
Wechselwirkungen von TbL-Spezies herriihrt, die durch BSA
geloscht wurden. In diesem Puffer, den auch wir in unseren
Experimenten verwendeten, liegen somit zwei Arten von
Donoren vor. Die Gesamtquantenausbeute des Systems in
diesem Puffer betrdgt 14.5% (31% fiir reines TbL in
Wasser!'4)).

Als Energieacceptorkomponente unseres Fluoroimmun-
testsystems verwendeten wir einen mit einer ZnS-Schutz-
schale umgebenen ellipsoiden Multischicht-CdSe-Halbleiter-
kern. Dieser vollstdndige qdot war wiederum von einem Po-
lymer-Biotin-Komplex mit fiinf bis sieben Biotinmolekiilen
pro gqdot umbhiillt (Abbildung 1), sodass sich eine mittlere
Langsachse der biotinylierten Quantenpunkte (Biot-QDs)
von 10 bis 12 nm ergab.” Diese Nanopartikel haben cha-
rakteristische Absorptions- und Emissionsspektren mit einem
Emissionsmaximum bei 655 nm (Abbildung 3). Im Borat-
puffer zeigen sie ein multiexponentielles Lumineszenzab-
klingverhalten im Nanosekundenbereich (Abbildung S3,
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Hintergrundinformationen), das mit der GréBen- und Form-
verteilung zusammenhingt.!”!

Nach Forsters Theorie des resonanten Energietransfers!™
mit einem Brechungsindex von n=1.4 fiir Biomolekiile in
wissriger Losung'” und unter der Annahme, dass die lange
Lebensdauer des angeregten Zustandes des Tb-Donors eine
statistische Verteilung der Donor-Acceptor-Dipole (Orien-
tierungsfaktor x* = 2/3) zulisst, wurde ein Forster-Radius von
R,=81 A berechnet. Dieser Wert entspricht dem mittleren
Donor-Acceptor-Abstand, bei dem die Hilfte der Energie
des Donors auf den Acceptor iibertragen wird. Die besonders
hohen Absorptionen der qdots fithren dazu, dass dieser R~
Wert grofer ist als bei gewohnlichen Donor-Acceptor-Paaren
(mit Abstinden zwischen 21 und 61 A)P” oder bei Paaren, die
qdots als Donoren enthalten (47-65 A)."”

Um den Erkennungsprozess zu induzieren und den Ener-
gietransfer zu messen, wurde eine Losung von TbL-Strep (c =
1x107°m) mit steigenden Mengen Biot-QD versetzt. Jede
Probe wurde mit einem Xe-Cl-Excimerlaser bei 308 nm an-
geregt, und anschlieBend wurden die Emissionen bei 545 und
665 nm detektiert. Diese Banden sind die optimalen spek-
tralen Bereiche zur Messung der Emissionen von TbL-Strep
bzw. Biot-QD. Biot-QD wurde bei 665 nm anstatt am Maxi-
mum bei 655 nm gemessen, um der schwachen Hintergrund-
lumineszenz von TbL-Strep auszuweichen, die bei 655 nm
noch prisent ist (Abbildung 3). Emissionsmessungen wurden
im zeitaufgelosten Modus durch Integration in einem Zeit-
fenster von 250 bis 1000 ps nach dem Anregungspuls aufge-
nommen, sodass sich zwei langlebige Intensitidten I und Isys
ergaben. Durch diese Methode wurden die Autofluoreszenz
der Probe und des Puffers sowie Storungen durch Licht-
streuung in der Messapparatur drastisch reduziert.”!) Abbil-
dung 4 zeigt den Intensitdtsquotienten R, aufgenommen in
den beiden Detektionskanidlen (R = I445/1545), als Funktion des
Konzentrationsverhiltnisses [Biot-QD]/[TbL-Strep] bei un-
terschiedlichen Inkubationszeiten.

Die Zugabe von Biot-QD zu TbL-Strep fiithrt zu einem
starken Anstieg von R bei kleinen gqdot-Konzentrationen
([Biot-QD]/[TbL-Strep] < 0.2), der bei hoheren qdot-Kon-
zentrationen abflacht. Dieses Phdnomen entwickelt sich
zeitlich langsam (Abbildung 4 a), und ein Gleichgewicht wird
nach 4.5 Stunden erreicht (Abbildung 4b).”? Der deutliche
Anstieg im ersten Teil der Kurve, der kleinen qdot-Konzen-
trationen entspricht ([Biot-QD]/[TbL-Strep] <0.1), ist
hauptséchlich auf die starke Zunahme der langlebigen qdot-
Emission zuriickzufiihren. Bei [Biot-QD]/[TbL-Strep] > 0.4
wird die Emission nahezu konstant. Eine Extrapolation des
linearen Anstiegs bei kleinen Konzentrationen fiihrt zu einem
Schnittpunkt mit der Plateaulinie bei [Biot-QD]/[TbL-Strep]
~ 0.13-0.16. Dieser Wert stimmt hervorragend mit der vom
Hersteller angegebenen Zahl von Biotinmolekiilen pro qdot
(5-7) tiberein, was darauf hindeutet, dass alle Biotinmolekiile
auf der Nanopartikeloberfldche erreichbar bleiben.

In einem Kontrollexperiment konnte ein dynamischer
Energietransfer zwischen TbL und den qdots ausgeschlossen
werden, da der schwache lineare Anstieg von R mit [Biot-
QD]/[reines TbL] auf einen stirkeren Abfall von I gegen-
tiber Iy zuriickzufiihren war (Abbildung S4a, Hintergrund-
informationen). Somit ziehen wir den Schluss, dass der starke
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Abbildung 4. a) Intensititsquotient R als Funktion des Konzentrations-
verhiltnisses [Biot-QD]/[TbL-Strep] von 0 bis 0.5 bei Inkubationszeiten
von 20 min bis 4.5 h. b) R nach 4.5 h (Gleichgewicht) fiir Konzentrati-
onsverhiltnisse von 0 bis 2. Ausgangskonzentration: [TbL-Strep] =
1x107°M. In beiden Diagrammen wurde R fiir [Biot-QD]/[TbL-Strep] =
0 (d.h. ohne Zusatz von Biot-QD) auf 1 normiert.

Anstieg von R mit [Biot-QD]/[TbL-Strep] (Abbildung 4b)
ein klares Anzeichen fiir einen resonanten Fluoreszenzener-
gietransfer von TbL auf qdots durch den Streptavidin-Biotin-
Komplex ist.

Einen weiteren Nachweis dafiir, dass die qdot-Emission
durch Energietransfer vom Terbium ausgelost wird, lieferten
die Lumineszenzabklingzeiten bei 665 nm fiir unterschiedli-
che Konzentrationsverhiltnisse [Biot-QD]/[TbL-Strep] (Ab-
bildung 5). In Gegenwart von TbL-Strep zeigt das qdot-
Emissionsprofil zwei neue langlebige Komponenten mit
560 £+40 pus und 170420 ps, die durch Energietransfer aus
den beiden Tb-Donorspezies entstehen. Geht man davon aus,
dass die intrinsische Abklingzeit von Biot-QD sehr kurz ist,"”!
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Abbildung 5. Intensititsabklingverhalten bei 665 nm (4,,=308 nm) fur
unterschiedliche Konzentrationsverhiltnisse [Biot-QD]/[TbL-Strep] (0,
0.014, 0.034, 0.071 und 0.25, durchgehende Linien von oben nach
unten, [Biot-QD]=0-2.0x10"""m) und fiir reines Biot-QD (gepunktete
Linie, [Biot-QD]=1.0x10"""m).
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konnen die langlebigen Komponenten, die man fiir Biot-QD
in Gegenwart von TbL-Strep ermittelt, als Lumineszenzab-
klingzeiten des Donors in Gegenwart des Acceptors (Tpa;)
betrachtet werden.”™ Die Berechnung der Energietransfer-
geschwindigkeit und des mittleren Abstandes r zwischen
Donor-Acceptor-Paaren mit multiexponentiellen Donor-
lumineszenzabklingzeiten ergab einen mittleren Abstand von
r=72-76 A, je nach der Menge von hinzugegebenem Biot-
QD (Abbildung S5 und theoretische Behandlung, Hinter-
grundinformationen).’”’ Diese Abstinde spiegeln den ange-
nommenen Aufbau des Komplexes aus Abbilung 1 sehr gut
wider und resultieren in Energietransfergeschwindigkeiten
von ke =(1.1£0.3)x10°s™" und kg, =(3.9+£0.6) x10°s™!
sowie einer Effizienz von E =63 +4 %. Es soll an dieser Stelle
angemerkt werden, dass diese Berechnung fiir aus Punktdi-
polen bestehende sphérisch symmetrische Systeme gilt und
weder geometrische Anisotropien der ellipsoiden qdots noch
die nichtstatistische Verteilung der Tb-Acceptoren um den
Nanokristall beriicksichtigt.*¥

Zusammenfassend belegen unsere Ergebnisse, dass TbL-
qdot ein sehr vielversprechendes Donor-Acceptor-Paar fiir
FRET-Experimente ist. Die Verwendung von Donoren mit
langlebigen angeregten Zustdnden hat vor allem zwei Vor-
teile: Zum einen ermoglichen sie einen effizienten Energie-
transfer zu den qdots, der iiber die konkurrierende strahlende
Desaktivierung des Donors dominiert."? Zum anderen lisst
die verlidngerte Abklingzeit des qdot-Acceptors (bis zu
mehrere hundert ps) die Anwendung zeitaufgeloster Mess-
methoden zu, woraus stark verbesserte Detektionsempfind-
lichkeiten resultieren. Die Nachweisgrenze liegt bei unseren
experimentellen Bedingungen bei ca. 3.3 x 10~2M. Der groBe
Ry-Wert, der aus der sehr hohen qdot-Absorption resultiert,
erweitert den Anwendungsbereich von Energietransferexpe-
rimenten auf sehr grofle Proteine, ohne dass ebenfalls grof3e
fluoreszierende Proteine als Energiedonoren oder -accepto-
ren verwendet werden miissen. Weitere Arbeiten zu diesem
Thema werden zurzeit durchgefiihrt.

Experimentelles
TbL wurde nach Literaturangaben hergestellt."*! Synthese und Cha-
rakterisierung von TbL*: [TbL]Na-4H,O (45 mg, 55 umol) wurde in
10 mL Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost und mit N-Hydroxy-
sulfosuccinimid-Natriumsalzhydrat (14 mg, 60 umol) und EDC-HCI
(12 mg, 63 umol) versetzt. Die Losung wurde 92h bei Raumtempe-
ratur geriihrt, bis der Startkomplex vollstindig aufgelost war. Zur
Fillung des Produktes wurde THF hinzugegeben. Nach Zentrifu-
gieren und Trocknen unter Vakuum wurde [TbL*]-5H,O (45 mg,
81%) in Form eines gelben Pulvers isoliert. Elementaranalyse: ber.
fiir C;3HNgNaO3STb-5H,0 (%): C 38.99, H 3.37, N 8.27; gef.: C
39.20,H 3.56, N, 8.39; FAB*-MS: m/z: 682.2 ([TbL*—CsH;NNaO,S]*,
95%), 727.2 ([TbL*—C,H;NNaOsS+H]*, 55%); IR (KBr): 7=23447
(s), 1735 (W), 1624 (m), 1388 (w), 1231 (w), 1043 (w) cm™".

TbL-Strep-Markierung: 0.5 mg TbL* wurden in 2 pL DMSO
vorgelost und mit 1 mg Streptavidin in 200 uL PBS-Puffer (pH 7.4)
gemischt. Nach 24 Stunden Inkubation auf dem Schiittler bei
Raumtemperatur wurde die Losung mit Millipore-Wasser verdiinnt
und dialysiert.

Biotinylierte qdots (Qdot 655 Biotin Conjugate-Trial Size Lot No.
0603-0050) wurden von Quantum Dot Corp. (Hayward, USA) be-
zogen. Die FRET-Messungen wurden mit einem modifizierten
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Kryptor-Analysator (Fa. Cezanne, Nimes, Frankreich) fiir zeitaufge-
loste integrierte Einzelphotonenzidhlung in zwei Kanilen (545 nm
und 665 nm; filterbasierte Wellenldngentrennung) mit 2 us Integra-
tionsschritten iiber 8 ms mit OPTex-XeCl-Excimerlaser (Fa. Lambda
Physik AG, Goéttingen) als Anregungsquelle mit 20 Hz Wiederho-
lungsrate durchgefiihrt. Qdot-Lebenszeitmessungen wurden an
einem Andor-iStar-ICCD-System mit Monochromator und spektro-
graphischer Wellenldngentrennung (Fa. LOT-Oriel, Darmstadt) mit
XeCl-Excimerlaser-Anregung durchgefiihrt.

Eingegangen am 6. Mai 2005,
verdnderte Fassung am 8. August 2005
Online veroffentlicht am 25. Oktober 2005
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