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Biosensoren

H albleiternanopartikel (oder Halbleiterquantenpunkte) verfiigen
iiber einzigartige photophysikalische Eigenschaften (z. B. eine gro-
fPenabhingige Fluoreszenz), zeigen hohe Fluoreszenzquantenaus-
beuten und sind gegen photochemische Zersetzung stabil. Dies er-
moglicht ihre Verwendung als Markierungen fiir die optische Paral-
lelanalyse von Immunkomplexen und DNA-Hybridisierungen oder
zur Verfolgung katalytischer biochemischer Umwandlungen. So
konnen die Replizierung oder Telomerisierung von Nucleinsduren, die
Oxidation von Phenolderivaten durch Tyrosinasen oder die Hydrolyse
von Peptiden durch Proteasen anhand des resonanten Fluoreszenz-
energietransfers oder des lichtinduzierten Elektronentransfers analy-
siert werden. Durch Photoanregung von Quantenpunkt-Biomolekiil-
Hybriden, die mit Elektroden verbunden sind, gelingt die photoelek-
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trochemische Ubersetzung biologischer Erkennungsprozesse oder
katalytischer Umwandlungen. Beispiele sind die Erzeugung eines
Photostroms durch CdS-Nanopartikel, die iiber DNA-Doppelstringe
mit einer Elektrode verkniipft sind, oder das Auftreten von Photo-
stromen als Folge biochemischer Umwandlungen. Beim elektroche-
mischen DNA- oder Protein-Nachweis binden mit Nucleinsduren oder
Proteinen funktionalisierte Halbleiternanopartikel an biologische
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Komplexe. Nach der anschlieflenden Zersetzung der Nanopartikel

lassen sich die lonen nachweisen, und der Erkennungsprozess wird

offenkundig.
1. Einleitung

Halbleiter-Nanopartikel (NPs) oder Halbleiter-Quanten-
punkte (QDs) empfehlen sich durch einzigartige photophy-
sikalische Eigenschaften fiir die Anwendung als langlebige
und hoch empfindliche Markierungen in optischen Biosen-
soren. Charakteristisch fiir Halbleiter-QDs sind hohe Fluo-
reszenzquantenausbeuten, die Bestdndigkeit gegen photo-
chemische Zersetzung'!! und eine gréfBenabhingige Lumi-
neszenz.®! Letztere Eigenschaft ermoglicht es, optische
Markierungen aus ein und demselben Material anzufertigen,
indem nur die GréBe der QDs variiert wird — hierin liegt der
grofe Vorteil von QDs als Fluoreszenzmarkierungen fiir
Parallelanalysen. Anders als molekulare Fluorophore, deren
Anregung in einem engen Spektralbereich erfolgen muss,
zeichnen sich Halbleiter-QDs durch breite Absorptionsban-
den aus. QDs unterschiedlicher GroBe lassen sich darum in
einer Parallelanalyse mit einer gemeinsamen Wellenldnge
anregen und geben sich anschlieend durch ihre Fluoreszenz
zu erkennen. Leistungsfihige Synthesemethoden fiir Halb-
leiter-QDs stehen bereits zur Verfiigung, und eine chemische
Modifizierung der QD-Oberfliche durch Aufbringen von
Monoschichten oder diinnen Filmen ist seit einigen Jahren
ebenfalls moglich.”! An der Oberfliche solchermafBen funk-
tionalisierter QDs konnen wiederum Liganden oder Rezep-
toreinheiten fixiert werden. Die Aufgabe der QDs in den
resultierenden Konjugaten besteht darin, auf der Oberfldche
stattfindende Erkennungsprozesse anzuzeigen.>*!

Quantenpunkte sind auflerdem photoelektrochemisch
aktiv.'"! Die Anregung von Halbleiter-QDs resultiert in
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einem Elektronentransfer vom Valenzband in das Leitungs-
band und der Erzeugung von Elektron-Loch-Paaren. Wih-
rend die Lumineszenz der QDs auf der Elektron-Loch-Re-
kombination unter Lichtemission beruht, entstehen durch
Einfang von Leitungsbandelektronen in Energiesenken an
der Oberfldche (,,surface traps®) langlebige Elektron-Loch-
Paare. So wird die Abgabe eingefangener Elektronen an eine
Elektrode (oder an einen Elektronenakzeptor A in Losung)
moglich, was einen Photostrom zur Folge hat. Die Abgabe
der Leitungsbandelektronen an eine Elektrode ergibt in
Kombination mit einer Elektronenaufnahme von einem ge-
losten Elektronendonor D einen anodischen Photostrom
(Abbildung 1 A). Umgekehrt resultiert die Abgabe von Lei-
tungsbandelektronen an einen gelosten Elektronenakzeptor
mit anschlieBender Elektronenaufnahme von der Elektrode
(um die Locher im Valenzband zu fiillen) in einem kathodi-
schen Photostrom (Abbildung 1B). Die Anlagerung von
Halbleiter-QDs auf Oberflichen und die photoelektroche-
mischen Aktivitdten dieser Systeme wurden in zahlreichen
Studien untersucht. Dabei wurden Schichten von ca. 3 nm
groBen Cadmiumsulfid(CdS)-Nanopartikeln auf Goldsub-
straten mit einer selbstorganisierten Monoschicht (SAM) aus
einem Alkandithiol befestigt, indem das Substrat abwech-
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anodischer Photostrom

kathodischer Photostrom

Abbildung 1. An Elektroden gebundene Halbleiter-NPs erzeugen anodi-
sche (A) und kathodische Photostréme (B).

selnd in eine Ethanollosung des Dithiols (im Beispiel 1,6-
Hexandithiol oder 1,10-Decandithiol) und eine Dispersion
der CdS-Nanopartikel in HyO/Heptan mit inversen Micellen
aus Natriumbis(2-ethylhexyl)sulfosuccinat (Aerosol OT,
AOT) eingetaucht wurde.'! Der Photostrom dieser Elek-
troden wurde in Gegenwart von Triethanolamin als Elek-
tronendonor beobachtet. In einem weiteren Beispiel erzielten
CdS-Nanopartikel auf mit Kohlenstoffnanorohren (CNTs)
modifizierten Goldelektroden sehr hohe Quantenausbeu-
ten."? Das photoelektrochemische Verhalten von Elektroden
mit Halbleiter-QD-Filmen wurde auch im Hinblick auf die
Entwicklung von Solarzellen intensiv untersucht.!'31¢

Durch ihre photoelektrochemischen und Fluoreszenz-
eigenschaften bieten sich QDs als Komponenten fiir Sensoren
an. Ein System aus CdSe/ZnS-QDs mit zweierlei GroBe
wurde zum K*-Nachweis in wiissriger Losung genutzt.'”) Ein
32nm groBer Quantenpunkt (4.,=545nm) diente als
Energiedonor, ein 5.6 nm groBes Partikel (4., =635 nm) als
Energieakzeptor. An jedes Partikel war iiber eine Liponsiu-
rebriicke eine [15]Krone-5-Einheit als selektiver K™-Rezep-
tor angebracht. Nach Zugabe des Metallions entstand ein
QD(545 nm):K*:QD(635 nm)-Sandwichkomplex, in dem die
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unterschiedlich groen Quantenpunkte nahe genug fiir einen
Energietransfer zusammenkommen. Beim Erhohen der K*-
Konzentration nahm daher die Emission bei 545 nm zuguns-
ten derjenigen bei 635 nm ab. In einem weiteren Beispiel
wurde ein ratiometrischer pH-Sensor synthetisiert, indem ein
pH-empfindlicher Squarain-Farbstoff an der Oberflache von
QDs befestigt wurde.' QDs sind dariiber hinaus intrinsisch
temperaturempfindlich: CdSe/ZnS-QDs in Poly(lauryl-
methacrylat)-Matrices zeigen eine lineare und reversible
Fluoreszenzinderung zwischen 315 und 100 K.}

QDs sind aussichtsreiche Markierungen fiir die Bioana-
lyse, weil sie von dhnlicher Grofle sind wie Enzyme, Antige-
ne/Antikorper, Proteinrezeptoren oder Nucleinsduren. Bio-
chemische Prozesse konnten nach einer optischen oder pho-
toelektrochemischen Ubersetzung iiber eine elektronische
Kommunikation mit QDs in Hybridnanosystemen verfolgt
werden. Bei der Einfiihrung der Biomaterial-QD-Hybrid-
strukturen in Zellen zur Aufklarung und Steuerung zellularer
Prozesse konnte sich weiterhin die Kombination aus dem
gezielten Transport der Biomolekiile und den photophysika-
lischen Eigenschaften der QDs als vorteilhaft erweisen.

In den vergangenen Jahren wurden durch die Anwendung
von Halbleiter-QDs als optische Markierungen oder zur
(photo)elektrochemischen Ubersetzung beim Nachweis bio-
chemischer Erkennungsprozesse und Transformationen
grof3e Fortschritte erzielt. Die Einsatzmoglichkeiten fluores-
zierender QDs in der Bioanalyse wurden in Ubersichtsarti-
keln dargelegt.”® Hier soll der Schwerpunkt auf QDs
liegen, die entweder als optische Markierungen biochemische
Umwandlungen anzeigen oder die photoelektrochemische
Ubersetzung solcher Prozesse oder Erkennungsphinomene
ermoglichen.

2. Wasserlésliche Quantenpunkte und ihre Funktio-
nalisierung mit Biomolekiilen

Die giinstigen photophysikalischen Eigenschaften von
Halbleiter-QDs — hohe Fluoreszenzquantenausbeuten und
Bestdndigkeit gegen photochemische Zersetzung — zeigen
sich zunéchst in organischen Losungsmitteln; in wéssrigen
Medien werden hingegen deutlich geringere Lumineszenz-
quantenausbeuten erhalten. Vermutlich reagieren die Ober-
flachen mit Wasser, wodurch Energiesenken zum Einfang der
Leitungsbandelektronen entstehen.™ Da biochemische
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Erkennungsprozesse oder Umwandlungen gewohnlich in
wissrigen Medien stattfinden, miissen die vorteilhaften Lu-
mineszenzeigenschaften der zur Verfolgung dieser Prozesse
eingesetzten QDs auch in einer solchen Umgebung erhalten
bleiben. Zur Stabilisierung der Fluoreszenz in wéssrigen
Medien wurde die Oberflache von Halbleiter-QDs mit Pro-
teinschutzschichten passiviert® ! oder mit Siliciumoxid-©22"1
oder Polymerfilmen iiberzogen."®*) Mit diesen Verfahren
lassen sich zwar die photophysikalischen Eigenschaften der
QDs aufrechterhalten, die passivierenden Schichten stehen
aber manchen Anwendungen in der Bioanalyse im Wege.

Quantenpunkte wurden als optische Markierungen ein-
gesetzt, um katalytische Prozesse oder Strukturédnderungen
von Biomolekiilen anhand eines resonanten Fluoreszenz-
energietransfers (FRET) oder einer Elektronentransferlo-
schung zu verfolgen.”*3 Allerdings sprechen diese photo-
physikalischen Verfahren auf den Abstand von Donor-Ak-
zeptor- bzw. Chromophor-Loscher-Paaren an und sind folg-
lich mit dem FEinsatz passivierter fluoreszierender QDs un-
vereinbar, die von dicken Schutzschichten umgeben sind.
Daher muss die Struktur der Schutzschicht so geartet sein,
dass die photophysikalischen Eigenschaf-
ten der Partikel weitestgehend genutzt
werden konnen. Synthesemethoden fiir
wasserlosliche QDs mit hohen Fluores-
zenzquantenausbeuten sind be-
kannt.?*333 Dabei werden wasserlosliche
(makro)molekulare Beschichtungsreagen-
tien in Form von Monoschichten oder
diinnen Filmen durch kovalente oder ko-
ordinative Wechselwirkungen auf der QD-
Oberfliche abgeschieden (Abbildung?2).
CdSe-QDs einheitlicher Grofie mit hohen
Fluoreszenzquantenausbeuten (25%)
wurden durch Aufbringen einer Glutath-
ion(GSH)-Schicht in Wasser stabilisiert."
Mit Glutathion iiberzogene CdTe-QDs
(GSH-CdTe) mit einstellbarer Fluoreszenz
(500-650 nm) und hoher Quantenausbeute
(bis 45%) wurden in wissrigen Medien
synthetisiert und zum Anfarben immobi-
lisierter Zellen verwendet.””! Wasserlosli-
che CdSe/CdS-Kern-Schale-QDs mit einer
Beschichtung aus thioliertem Cyclodextrin
und einer Quantenausbeute von 46 % in
Wasser wurden in einem Schritt syntheti-
siert.l*

Ein weiteres Herstellungsverfahren fiir
wasserlosliche QDs beruht auf dem Aus-
tausch organischer Liganden wie Trioctyl-
phosphinoxid (TOPO) oder Octadecyl-
amin (ODA), die bei der QD-Synthese
eingefiihrt werden, gegen wasserlosliche
Thiolatliganden in einem Zweiphasensys-
tem aus Wasser und einem organischen
Solvens. Fiir Halbleiter-QDs werden dabei
zumeist Derivate aliphatischer Carbon-
sduren wie Mercaptoessigsdure
(MAA),»373 Mercaptopropionsiure
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(MPA) oder Mercaptoundecansidure (MUA) eingesetzt. Di-
hydroliponsdure(DHLA)-Derivate binden als starke zwei-
zahnige Liganden tiber zwei Thiolgruppen fest an die Ober-
fliche wasserloslicher CdSe/ZnS-QDs.”**!' Auch Liponsiu-
rederivate, die Polyethylenglycolbriicken mit Verkniipfungs-
stellen fiir Biomolekiile tragen, wurden an QDs immobili-
siert.“*#l Diese Einheiten verhindern einerseits eine
unspezifische Adsorption und ermoglichen andererseits die
kovalente Anbindung der Biomolekiile. Peptide mit Polycys-
tein-Doménen wurden ebenfalls bei der Synthese wasserlos-
licher QDs einbezogen.*>*! Durch Austausch von ODA-Li-
ganden gegen Dendrone erhielt man wasserlosliche QDs mit
Quantenausbeuten von 36 %.1*! Interessanterweise lieferten
Dendrone mit Carboxylatgruppen als Hafteinheiten hohere
Quantenausbeuten in Wasser als solche mit Thiolgruppen.[*’]
Alternativ zum Austausch der organischen Gruppen, die nach
der Synthese die Partikeloberfliche bedecken, kann man
auch amphiphile Polymere aufbringen, die iiber eine hydro-
phobe Seitenkette mit der organischen Schutzschicht wech-
selwirken, und ein PEG-Riickgrat enthalten, das die Was-
serloslichkeit erhoht.*#1 Nach diesem Prinzip modifizierte
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Abbildung 2. Modifizierung von Halbleiter-QDs mit funktionellen Schutzschichten zur Solubilisierung
in Wasser, um die Lumineszenzeigenschaften zu erhalten und/oder weitere Biomolekiile kovalent an

die Oberfliche zu binden. A) Austausch der organischen Schutzschicht gegen eine hydrophile Schicht:
a—d) (Di)Thiol-Monoschichten, e) Glutathion, f) Peptide mit endstdndigem Cysteinrest,
g) thiolierte Siloxane, h) Dendrone mit Carboxygruppen. B) Einkapselung unter Bildung von Doppel-
schichtfilmen i) mit einem Phospholipid, j) mit einem Diblockcopolymer.
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QDs behielten bei Ubergang in wissrige Medien Quanten-
ausbeuten von 55% bei.

Biomolekiile wurden nach verschiedenen Methoden auf
Quantenpunkten verankert. Am héufigsten werden primére
Aminogruppen des Biomolekiils mit Carbonsédureresten auf
der Schutzschicht der Nanopartikel verkniipft. Dieses Ver-
fahren eignet sich fiir DNA, die iiber eine einzige, terminale
primire Aminogruppe verfiigt,**! konnte aber bei Proteinen,
die mehrere Carbonsédure- und Aminogruppen enthalten, zu
einer Vernetzung oder Aggregation fithren. Kiinstliche Pro-
teine mit einer positiv geladenen Domine®! oder positiv
geladene Proteine wie Avidin®! oder Papain™! lagern sich
elektrostatisch an die negativ geladene Oberfliche mit Car-
bonsiuren funktionalisierter QDs an. Antikorper mit freien
Thiolgruppen (nach Reduktion mit DTT) wurden an QDs mit
freien Aminofunktionen in der Schutzschicht konjugiert; als
Vernetzungsagens diente unter anderem Succinimidyl-4-(/N-
maleimidomethyl)cyclohexan-1-carboxylat (SMCC).F!! Eine
Einheit aus sechs Histidinresten (Polyhistidin-Markierung)
bindet carboxyfunktionalisierte QDs. Proteine,**?! Antikor-
per, P Peptidel™ und DNAP mit dieser Markierung konnten
auf der Oberfldche von QDs verankert werden.

Schutzschichten bewahren nicht nur die photophysikali-
schen Eigenschaften von QDs, sondern ermoglichen oft auch
die Anlagerung an Elektroden. So wurden CdS-Nanopartikel
mit 2-Aminoethanthiol- und 2-Mercaptoethansulfonat-
Uberzug kovalent an eine mit 3,3'-Dithiobis(succinimidyl-
propionat) modifizierte Goldelektrode gekuppelt.”® Durch
tunnelspektroskopische Messungen (TS) an einem einzelnen
Partikel, dessen GroBe aus einem Rastertunnelmikroskopie-
(STM)-Bild bekannt war, gelang die Bestimmung der Band-
licke. CdS-Nanopartikel mit p-Aminothiophenol-Schutz-
schicht wurden durch elektrochemische Polymerisation an
eine Goldelektrode gebunden, die mit einer p-Aminothio-
phenol-Monoschicht funktionalisiert war.’”! Der Photostrom
der Elektrode in Gegenwart von Triethanolamin hing stark
vom Oxidationszustand der Dianilinbriicken ab. Auch mit
Mercaptopropionsdure beschichtete CdSe-QDs lieSen sich
kovalent mit selbstorganisierten Monoschichten aus 11-
Amino-1-undecanthiol auf Goldsubstraten verkniipfen.>®
Messungen der Oberflichenplasmonenresonanz ergaben,
dass der Bindungsprozess schon vor Abscheidung einer Mo-
noschicht beendet war. Als Alternative zur kovalenten Ver-
kniipfung wurden Wasserstoffbriicken genutzt, um CdS-NPs
auf Elektroden zu befestigen. Sowohl die NPs als auch die
Elektroden waren zu diesem Zweck mit thiolierten Barbi-
tursdurederivaten funktionalisiert.”!

3. Halbleiterquantenpunkte als optische Markierun-
gen fiir die Bioanalyse

Funktionalisierte Halbleiter-QDs wurden als Fluores-
zenzmarkierungen fiir zahlreiche Erkennungsprozesse ein-
gesetzt,**®! z B. in Immunassays zum Proteinnachweis (Ab-
bildung 3A) oder zur Analyse von Nucleinsduren (Abbil-
dung 3B). CdSe/ZnS-QDs mit Avidingruppen wurden als
Fluoreszenzmarkierungen an biotinylierte Antikdrper ange-
bracht. Immunassays mit diesen Antikdrper-NP-Konjugaten

www.angewandte.de

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

I. Willner et al.

A) \7’;‘

QD

Antigen .

Antikdrper
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Abbildung 3. Fluoreszenzanalysen: A) fiir ein Antigen durch mit Anti-
kérpern funktionalisierte QDs; B) fiir eine DNA-Sequenz durch QDs
mit einer Nucleinsiure.

bewihrten sich bei Nachweis toxischer Proteine wie dem
Enterotoxin B von Staphylokokken und Choleratoxin.!*5!
Ein paralleles Fluoreszenzimmunassay von vier Toxinen —
Choleratoxin (CT), Ricin, Shigatoxin 1 (SLT) und dem En-
terotoxin B von Staphylokokken (SEB) — im Mikrotiterplat-
tenformat nutzte CdSe/ZnS-QDs unterschiedlicher Grofie
(Abbildung 4 A). Die unterschiedliche Fluoreszenz der vier
QD-Antikorper-Konjugate codierte jeweils fiir ein Toxin
(Abbildung 4B)." In Immunassays fiir den parallelen
Nachweis der Bakterien Escherichia coli O157:H7 und Sal-
monella typhimurium'® sowie zur Unterscheidung zwischen
den Proteinen Diphtherietoxin und Tetanustoxin®! wurden
zwei QDs mit unterschiedlichen Emissionswellenldngen mit
den entsprechenden Antikorpern verkniipft.

Herkémmliche DNA-Fluoreszenzmikroassays beruhen
auf der Hybridisierung der Ziel-DNA zwischen einer Ein-
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Abbildung 4. A) Optische Parallelanalyse fiir Antigene auf einer Mikro-
titerplatte anhand der Fluoreszenz unterschiedlich groRer Quanten-
punkte. B) Das Fluoreszenzspektrum fiir vier Toxine als Analyte (a;
Konzentration: 1 pgmL™") und die Zerlegung in einzelne Spektren:

b) CT, ¢) Ricin, d) SLT und e) SEB. Wiedergabe nach Lit. [67] mit Ge-
nehmigung der American Chemical Society.
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fangsonde auf einer Oberfliche und einer Signalsonde, die
mit einem Fluorophor verkniipft ist. Vor kurzem wurden
DNA-funktionalisierte QDs als Signalsonden in solchen
DNA-Mikroassays eingesetzt, so zum Nachweis eines einzi-
gen abweichenden Nucleotids (,,single-nucleotide polymor-
phism“, SNP) im menschlichen Onkogen p53 und in der
Detektion multipler Allele des Hepatitis-B- und Hepatitis-C-
Virus in Mikroassays.””! Mit CdSe/ZnS-QDs unterschiedli-
cher GroBe funktionalisierte DNA wurden als Sonde fiir
Hepatitis-B- und Hepatitis-C-Genotype in Gegenwart
menschlicher Gene getestet. Die Erkennung einer genau
tibereinstimmenden Sequenz aus dem Gen p53 in Gegenwart
von Oligonucleotidsequenzen, die sich lediglich in einem
Nucleotid unterschieden, gelang bei Raumtemperatur in ge-
pufferter Losung binnen Minuten und mit Signalverhéltnissen
iiber 10.

QDs eigneten sich auch fiir den Nachweis von miRNAs in
Mikroanordnungen.”! Streptavidin-QD-Konjugate markier-
ten miRNA mit biotinyliertem 3’-Ende, die durch Hybridi-
sierung mit komplementdren DNA-Sequenzen auf einem
Glastrager immobilisiert war. Die Fluoreszenz der QD-Mar-
kierungen identifizierte dann die miRNA (Abbildung 5 A). In
einem Modellsystem wurde eine miRNA-Nachweisgrenze
um 0.4 fmol erreicht, und der dynamische Nachweisbereich
erstreckte sich von 156 bis 20000 pm (Abbildung 5B). Diese
Methode wurde in einer Analyse von 11 miRNA-Sequenzen
aus Reis angewendet (Abbildung 5C). Auch das Screening
von siRNA gelang mithilfe von QD-Konjugaten als Hybri-
disierungssonden in Kombination mit mRNA-Vervielfilti-
gung und Cy5-Markierung. Die Hybridisierung der Cy5-
markierten mRNA-Sense-Sequenz mit der QD-konjugierten
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siRNA-Antisense-Sequenz lief3 sich durch FRET-Analyse
verfolgen.[™

DNA-QD-Konjugate wurden ferner als Sonden in Fluo-
reszenzassays mit In-situ-Hybridisierung (FISH) eingesetzt.
Bei solchen FISH-Assays wird die Genom-DNA denaturiert
und anschlieBend mit einer DNA-Sequenz markiert, die eine
Fluoreszenzmarkierung trdagt, um Chromosomen auf das
Vorliegen komplementdrer DNA-Sequenzen zu priifen.
Durch eine FISH-Analyse mit QD-Markierung gelang bei-
spielsweise der Nachweis des Y-Chromosoms in menschli-
chen Spermien.”™ Eine dhnliche Methode wurde genutzt, um
menschliche Chromosomen in der Metaphase zu analysie-
ren." Die QD-Markierung der DNA ergab dabei ein hohe-
res Signal-Rausch-Verhiltnis als iibliche Fluorophore wie
FITC und Texasrot und war iiberdies bestidndiger gegen
photochemische Zersetzung (Abbildung 6 A). Das Verfahren
lie$3 sich auf wichtige Krankheitsgene tibertragen: Durch QD-
markierte DNA wurde das Gen fiir den Rezeptor des epi-
dermalen Wachstumsfaktors nachgewiesen (human epider-
mal growth factor receptor 2, HER2; Abbildung 6 B), das bei
ungefihr 25-30% aller Brustkrebserkrankungen stark ver-
mehrt auftritt und ein erhohtes Rezidivrisiko anzeigt. Die
FISH-Technik wurde auch zum parallelen Nachweis unter-
schiedlicher mRNA in Zellen”™ und zur Visualisierung eines
pUCI18-Plasmids in Escherichia-coli-HB101-Bakterien ange-
wendet.[”®!

Auch immobilisierte oder in Polymerkiigelchen inte-
grierte QDs wurden fiir Analysen genutzt. Durch Anbringen
vieler QDs auf einem Kiigelchen lief sich die Emission
deutlich verstdrken, und der Einsatz unterschiedlich grof3er
QDs zur Codierung von Kiigelchen ermoglichte Parallel-

avidinmarkierte QDs
Glastrager

s hoch

niedrig I

Abbildung 5. miRNA-Analyse mit fluoreszierenden QDs: A) Anlagerung der streptavidinmarkierten QDs an einen DNA/miRNA-Doppelstrang auf
einem Glastriger. B) Fluoreszenzintensititen bei unterschiedlichen Konzentrationen der Ziel-miRNA (oben) und eine Kalibrierungskurve (unten).
C) Analyse von 11 miRNAs aus Reis. Wiedergabe nach Lit. [71] mit Genehmigung der Oxford University Press.
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Abbildung 6. A) Vergleich der photochemischen Bestindigkeit von Hy-
briden aus einem Chromosom und einer QD-Nucleinsiure (a), einer
Texasrot(TR)-Nucleinsdure (b) und einer mit Fluoresceinisothiocyanat
(FITC) funktionalisierten Nucleinsdure (c). B) FISH-Bilder von mensch-
lichen Lymphozyten mit wenig HER2-Gen (links) und SK-BR-3-Brust-
krebszellen mit viel HER2-Gen (rechts). Die QDs fiir die Analyse waren
mit einer Nucleinsdure funktionalisiert, deren Sequenz komplementir
zum HER2-Gen ist. Wiedergabe nach Lit. [74] mit Genehmigung der
Oxford University Press.

(a)

analysen. Die Exprimierung von Genen wurde mithilfe von
QDs auf magnetischen Mikrokiigelchen analysiert (Abbil-
dung 7).'7 QDs unterschiedlicher Grofe wurden in wech-
selnden Verhiltnissen an magnetischen Mikrokiigelchen be-
festigt. Jedes so funktionalisierte Partikel trug aulerdem eine
spezifische Nucleinsdure als Einfangsonde, die durch die je-
weilige QD-Zusammensetzung codiert war. Im Beispiel
waren zwei magnetische Kiigelchen mit unterschiedlichem
QD-Code mit den Nucleinsduren 1 bzw. 2 funktionalisiert.
Falls die biotinylierten cRNA-Analyte 1’ und 2’ vorlagen, kam

. S .
@ .\\:\\,Lm «:24\4+v1v.\4
& & 1

Abbildung 7. Parallelanalyse von cRNAs mit QD-Kiigelchen-Komposi-
ten als Einfangsonden und einem IR-emittierenden QD-Avidin-Hybrid
als optischer Reportereinheit. Nach Lit. [77]; Copyright 2006 American
Chemical Society.
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es zu einer Hybridisierung mit den funktionalisierten Mi-
krokiigelchen, die durch 3, ein Konjugat aus einem IR-emit-
tierenden QD und Avidin, tibersetzt wurde. Diese IR-emit-
tierenden QDs zeigen Mikropartikel an, auf denen es zu einer
Hybridisierung kam. Die optische Detektion der entspre-
chenden Codes identifizierte die an der Hybridisierung be-
teiligte Nucleinsdure und somit die gebundenen cRNAs. Auf
diese Weise gelang nicht nur die Parallelanalyse unter-
schiedlicher cRNAs, iiberdies konnte die Genexprimierung
anhand der Intensitit der IR-Emission durch die QDs
quantifiziert werden. Kiigelchen mit QDs wurden auch mit
einem Farbstoff kombiniert, um die DNA-Hybridisierung zu
verfolgen.™ In einem alternativen Ansatz kamen Sand-
wichanalysen mit antikérperbeschichteten QD-Kiigelchen-
Kompositen und einem als Reporterelement fungierenden
Antikorper mit Farbstoffmarkierung zum Einsatz. Diese
Systeme wurden zum Nachweis von Indikatoren fiir Infekti-
onskrankheiten” und Autoantikorper eingesetzt.™"!
Verschiedene Sensorverfahren nutzen QDs als FRET-
Donoren. Ein iibliches FRET-Verfahren beruht auf der Ver-
dringung einer Loscheinheit,® wie im Fall der Anlagerung
von Maltose an ein Konstrukt aus dem Maltose bindenden
Protein (MBP) und CdSe/ZnS-QDs.”! Diese Partikel wurden
zunéchst mit einem Konjugat aus -Cyclodextrin und dem
Farbstoff QSY-9 umgesetzt, was in der Loschung der QD-
Lumineszenz durch den Farbstoff resultierte (Abbil-
dung 8 A). Die Verdringung des farbstoffmarkierten Zuckers
aus der Bindung zum Protein durch Maltosezugabe regene-
rierte daraufhin die QD-Lumineszenz (Abbildung 8B).
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Abbildung 8. A) CdSe/ZnS-QDs in einem Verdringungsassay fiir Mal-
tose. Zur Erkennung diente das Maltose bindende Protein (MBP), ein
Konjugat aus B-Cyclodextrin und dem Farbstoff QSY-9 wurde als FRET-
Léscher eingesetzt. B) Anderung der Fluoreszenz mit MBP funktionali-
sierter QDs mit zunehmender Maltosekonzentration. Wiedergabe mit
Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd nach Lit. [39].
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Dieses Verfahren lief sich in einem QD-Sensor fiir Maltose in
Losung umsetzen.

Ein &hnliches Verdringungsassay mit QDs zeigt das
Vorliegen des Sprengstoffs Trinitrotoluol (TNT) an.®? CdSe/
ZnS-QDs wurden mit einem Antikorperfragment funktio-
nalisiert, das TNT selektiv bindet. Das analoge Substrat Tri-
nitrobenzol (TNB) wurde kovalent mit dem Farbstoff BHQ-
10 (4) verkniipft und an das QD-Antikorper-Konjugat ge-
bunden; eine Loschung der QD-Fluoreszenz war die Folge
(Abbildung 9A). Der Analyt TNT verdrangte das TNB-
(BHQ-10)-Konjugat, sodass der FRET zwischen QD und
Farbstoff aufgehoben und die QD-Fluoreszenz wiederherge-
stellt wurde (Abbildung 9B). Entsprechende Verdringungs-
assays zum Nachweis von Glycoproteinen sind ebenfalls be-
kannt.[®

FRET-Biosensoren mit einem anderen Wirkprinzip
nutzen Anderungen in Proteinstrukturen nach der Wechsel-
wirkung mit dem Substrat. Diese Methode fiihrte zu einem
reagentienfreien Maltosesensor auf QD-Basis.?*! CdSe/ZnS-
QDs wurden mit der Mutante MBP41C des Maltose bin-
denden Proteins funktionalisiert; diese Mutante trégt einen
Cysteinrest nahe der Bindungsstelle, der aber nicht an der
Maltosebindung teilnimmt. Dieser Aminosdurerest wurde
spezifisch mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 markiert, der
gegeniiber den QDs als FRET-Akzeptor wirkt. Nach der
Bindung von Maltose dndert sich die Konformation von MBP,
wodurch sich wiederum die Umgebung des Farbstoffs dndert,
dessen Fluoreszenz also von der Maltosekonzentration ab-
hingt (Abbildung 10). Diese Konformationsdnderungen ver-
stiarkten einerseits den FRET vom QD zum Farbstoff und
andererseits die strahlungslose Relaxation des Farbstoffs.
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Abbildung 9. A) Verdringungsanalyse von TNT an Anti-TNT-Antikor-
pern auf CdSe/ZnS-QDs mit BHQ-10 als Léscher. B) Kalibrierkurve fiir
den TNT-Nachweis. Wiedergabe aus Lit. [82] mit Genehmigung der
American Chemical Society.
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Abbildung 10. Steuerung des FRET zwischen CdSe und Cy3 an Maltose
bindendem Protein (MBP) durch Anlagerung von Maltose und eine
Konformationsianderung im MBP (nach Lit. [84]).

FRET

Anregung  FRET

Die katalytische Aktivitidt einer Reihe proteolytischer
Enzyme wurde anhand des FRET in QD- und farbstoffmar-
kierten Peptiden analysiert.**3#¥1 CdSe-QDs wurden mit
unterschiedlichen Peptiden modifiziert — unter anderem auch
mit Peptidsequenzen, die spezifische Spaltstellen fiir Prote-
asen enthielten. An den entgegengesetzten Enden der Pep-
tidsequenz wurden Loscheinheiten angebracht. QDs, die mit
einer Schicht aus derart modifizierten Peptiden iiberzogen
waren, zeigten keine Fluoreszenz infolge eines FRET. Die
sequenzselektive Hydrolyse der Peptide durch eine Protease
entfernte die Loscheinheiten und stellte die QD-Fluoreszenz
wieder her. In einem Beispiel® spaltete Collagenase das mit
Rhodaminrot-X markierte Peptid 5 von CdSe/ZnS-QDs ab
(Abbildung 11 A). Im angebundenen Zustand loschte der
Farbstoff die QD-Fluoreszenz, nach der hydrolytischen Ab-
spaltung trat die Fluoreszenz aber wieder auf (Abbil-
dung 11B).

Auch die Hybridisierung mit komplementéren Nuclein-
sduren und katalytische DNA-Umwandlungen wurden mit-
hilfe von FRET-Prozessen unter Beteiligung von QDs erfasst.
Konjugate aus CdSe/ZnS-QDs und Nucleinsduren zeigten die
DNA-Replizierung an.® An die CdSe/ZnS-NPs wurde der
DNA-Primer 6 angebracht (Abbildung 12), der komplemen-
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Abbildung 11. A) CdSe/ZnS-QDs in der optischen Analyse der pro-
teasevermittelten Hydrolyse des mit Rhodaminrot-X funktionalisierten
Peptids 5. B) Abnehmende Fluoreszenz des Farbstoffs und entspre-
chende Verstirkung der QD-Fluoreszenz bei steigender Collagenase-
Konzentration. Wiedergabe nach Lit. [85] mit Genehmigung der Ameri-
can Chemical Society.
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Abbildung 12. A) Optische Detektion der M13-Phagen-DNA 7 durch
mit Nucleinsduren funktionalisierte CdSe/ZnS-QDs. Die Replizierung
der DNA 7 in Gegenwart einer dNTP-Mischung mit Texasrot-markier-
ten dUTPs (8) fithrte zum Einbau des Farbstoffs und |6ste einen FRET
aus. B) Die Anderung der Fluoreszenz nach dem Einbau des Farbstoffs
8 in die replizierte DNA nach 0 (a), 10 (b), 30 (c) und 60 min (d) zur
Analyse der M13-Phagen-DNA gemif (A). Wiedergabe nach Lit. [88]
mit Genehmigung der American Chemical Society.

tir zu einer spezifischen Doméne von M13-mp18-DNA (7)
ist. Auf die Hybridisierung der Einzelstrang-DNA 7 mit dem
Primer 6 folgte die Replizierung des Doppelstrangs in Ge-
genwart von Polymerase und einer dNTP-Mischung, die mit
Texasrot funktionalisiertes dUTP (8) enthielt. Bei diesem
Prozess wurde die replizierte DNA mit dem Farbstoff mar-
kiert (Abbildung 12 A). Texasrot wurde als Energieakzeptor
gewdhlt, weil die Absorption dieses Farbstoffs mit der Emis-
sion der QDs tiberlagert. Der FRET von den Halbleiter-NPs
zu den Farbstoffeinheiten 16schte einerseits die Fluoreszenz
der QDs und regte anderseits die Emission des Farbstoffs an
(Abbildung 12B). So wurde nicht nur die urspriingliche Hy-
bridisierung zwischen der Ziel-DNA und der Nucleinsdure-
sonde 6 verstiarkt und detektierbar, iiberdies konnte nun auch
der zeitliche Verlauf des Replizierungsprozesses verfolgt
werden.

Die Telomeraseaktivitit — ein wichtiges Indiz fiir Krebs —
wurde mit einem analogen Verfahren untersucht. Telomere
sind G-reiche Wiederholungseinheiten, die die genetische
Information auf den Chromosomen schiitzen. Wihrend eine
Zelle ihren Lebenszyklus durchlduft, nimmt die Lénge der
Telomere stindig ab. Beim Unterschreiten einer bestimmten
Kettenlinge wird die Zellproliferation eingestellt.®*! In
gewissen Zellen wird das Ribonucleoprotein Telomerase an-
gereichert, was zu einer Verldngerung der Telomerketten
fithrt. Dieser Effekt wirkt der natiirlichen Verkiirzung ent-
gegen, und es resultieren ,,unsterbliche“ Zellen. In tiber 95 %
aller Krebszellarten liegen erhchte Telomerasespiegel vor;
folglich ist das Enzym ein allgemeines Indiz fiir maligne oder
Krebszellen.’"”?  Zur Analyse der Telomeraseaktivitit
wurden CdSe/ZnS-QDs mit dem DNA-Primer 9 modifiziert,
der von Telomerase erkannt wird (Abbildung 13 A). In Ge-
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Abbildung 13. A) Optische Analyse der Telomeraseaktivitat durch
Einbau von Texasrot-dUTP (8) in Telomere, die an CdSe/ZnS-QDs ge-
bunden sind. B) Anderung der Fluoreszenz bei der Telomerisierung der
funktionalisierten QDs 9 in Gegenwart von Telomerase, die aus 10000
Hela-Zellen extrahiert wurde, 0.5 mm dNTPs und 100 um Texasrot-
dUTP nach 0 (a), 10 (b), 30 (c) und 60 min (d). C) AFM-Bild der Telo-
mere auf den QDs. Wiedergabe nach Lit. [88] mit Genehmigung der
American Chemical Society.

genwart von Telomerase und einer dANTP-Mischung, die mit
Texasrot funktionalisiertes dUTP (8) enthielt, wurden die
Nucleinsduresequenzen an den QDs telomerisiert, wobei das
mit Texasrot markierte Nucleotid in die Telomere eingebaut
wurde (Abbildung 13 A). Dieser Telomerisierungsprozess
lie sich anhand des FRET von den QDs zu den Farbstoff-
einheiten verfolgen (Abbildung 13B).®8 In Rasterkraftmi-
kroskopie(AFM)-Bildern sind 300 nm lange Telomerketten
an den QDs erkennbar, was einem Einbau von ungefihr 1000
Nucleotiden in den Telomerstrang entspricht (Abbil-
dung 13C).

Der FRET von CdSe/ZnS-QDs wurde eingesetzt, um die
Hybridisierung von DNA in ,molekularen Leuchtfeuern®
(molecular beacons, MBs) zu verfolgen.’***! Solche Kon-
strukte bestehen aus einem QD und einer Loscheinheit Q an
den entgegengesetzten Enden eines Einzelstrang-DNA-
Oligonucleotids. Ohne Ziel-DNA lagen die Oligonucleotide
in der Haarnadelstruktur vor, die QDs und Ldscheinheiten
nahe zueinander bringt, und die QD-Fluoreszenz wurde
durch einen FRET geloscht. Die Hybridisierung einer Ziel-
DNA offnete den Doppelstrang am Stamm der Oligonucle-
otid-Haarnadelstruktur. Dabei entfernte sich der QD so weit
von der Loscheinheit, dass die Fluoreszenz wieder auftreten
konnte (Abbildung 14 A).

In einem Beispiel wurden CdSe/ZnS-QDs an das 5'-Ende
einer Nucleinsdure mit Haarnadelstruktur gekniipft, an deren
3'-Ende sich 4-(4-Dimethylaminophenylazo)benzoesdure-
(Dabcyl)-Loscheinheiten befanden. Mithilfe dieser Kon-
strukte gelang es, einzelne Basenfehlpaarungen zu detektie-
ren.”” Um Sonden fiir einen DNA-Parallelnachweis zu er-
halten, wurden CdSe/ZnS-QDs mit drei verschiedenen
GrofBen an unterschiedliche DNA-Haarnadelstrukturen ge-
bunden, deren anderes Ende eine Loscheinheit trug (,,black-
hole quencher-2“, BHQ2)." Diese molekularen Leuchtsi-
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Abbildung 14. A) Optischer Nachweis von DNA durch Nucleinsiure-
Haarnadelschleifen mit QDs und Léscheinheiten Q. B) Fluoreszenz-
intensititen: : ohne Ziel-DNA, m: mit Ziel-DNA (5'-AAACCCAAA-
CCCAAA-3'), A: mit Ziel-DNA mit einer falschen Base (5-AAACCCGAA-
CCCAAA-3) (SMT), x: mit nichtkomplementirer DNA (5'-AGGTATG-
CTCACCTT-3") (NST). Wiedergabe nach Lit. [94] mit Genehmigung von
IOP Publisher Ltd.

gnale (molecular beacons) konnten bei der Hybridisierung
zwischen der komplementiren Ziel-DNA, Sequenzen mit
einer Basenfehlpaarung (SMT) und unspezifischer DNA
(NST) unterscheiden (Abbildung 14B). Gegeniiber einer
Probe mit unspezifischer DNA wurde die Fluoreszenzinten-
sitdt in Gegenwart der komplementédren Ziel-DNA um 90 %
gesteigert.

Ein FRET in einem DNA-Doppelstrang mit angebunde-
nen CdSe/ZnS-QDs und Farbstoffeinheiten zeigte die DNA-
Hybridisierung und die Spaltung von DNA durch DNAse I
an.’® Mit der Nucleinsidure 10 funktionalisierte CdSe/ZnS-
QDs wurden mit einer komplementdren Nucleinsdure 11
hybridisiert, die den Farbstoff Texasrot trug (Abbil-
dung 15 A). Die Beobachtung des resonanten Energietrans-
fers von den QDs auf die Farbstoffeinheiten gab Aufschluss
iiber den zeitlichen Verlauf des Hybridisierungsprozesses.
Der resultierende DNA-Doppelstrang wurde mit DNAse |
gespalten, was die Intensitdt der FRET-Bande des Farbstoffs
verringerte und die Fluoreszenz der CdSe/ZnS-QDs ver-
stiarkte (Abbildung 15B). Infolge einer unspezifischen Ad-
sorption des Farbstoffs auf den QDs wurde deren Lumines-
zenz aber nicht vollstidndig wiederhergestellt.

Aptamere sind Nucleinsduresequenzen, die Proteine oder
niedermolekulare Substrate spezifisch binden. Bei der Aus-
wahl von Aptameren aus einer kombinatorischen Bibliothek
mit 10°-10'C DNA-Sequenzen hilft eine als systematische
Ligandenevolution durch exponentielle Anreicherung (sys-
tematic evolution of ligands by exponential enrichment,
SELEX) bezeichnete Prozedur. Die Erkennung durch Ap-
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Abbildung 15. A) Doppelstrangbildung aus CdSe/ZnS- und Texasrot-
modifizierten DNA-Stringen. B) Fluoreszenzspektren der mit 10 funk-
tionalisierten CdSe/ZnS-QD (a), des DNA-Doppelstrangs 10/11 mit
QDs und dem Texasrot-Chromophor (b) und nach Behandlung des
DNA-Doppelstrangs mit DNAse | (c). Wiedergabe nach Lit. [96] mit
Genehmigung der American Chemical Society.

tamere fiihrte zur Entwicklung von zahlreichen elektroche-
mischen"*® und optischen!™ %! Sensoren. QDs wurden auch
eingesetzt, um die Komplexierung von Aptameren mit Pro-
teinen zu detektieren.'""! Ein Antithrombinaptamer wurde an
QDs gekuppelt und mit einem Konjugat aus einer komple-
mentdren Oligonucleotidsequenz und einer Loscheinheit
hybridisiert (Abbildung 16). Die QD-Fluoreszenz war in der
resultierenden Doppelstrangstruktur geloscht. Durch Zusatz
von Thrombin wurde der Doppelstrang aber getrennt, und
das Aptamer dnderte seine Konformation unter Bildung eines
Thrombin bindenden Quadruplexes. Nach der Verdrangung
der Loscheinheiten vom nunmehr blockierten Aptamer stieg
die Intensitdt der QD-Lumineszenz etwa um das 19-fache an.
Auf dhnliche Weise wurde Thrombin durch ein Konjugat aus
dem Antithrombin-Aptamer und PbS-QDs detektiert.'"”” Die
Bindung von Thrombin an dieses Konjugat resultierte in einer

%ﬂns W Aﬁ»‘““’”"‘" @zns 4\/\/\’
- \_E{‘ .

Abbildung 16. Thrombin-Nachweis: Durch Trennung einer Wechsel-

wirkung zwischen dem Antithrombin-Aptamer und einer Nucleinsiure

mit Léscheinheit Q wird die QD-Fluoreszenz wiederhergestellt (nach
Lit. [101]).

www.angewandte.de

Chemie

7723


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

7724

selektiven Fluoreszenzloschung, weil ein Ladungstransfer
vom Thrombin auf die QDs stattfand. Diese Methode de-
tektierte Thrombin bis hinab zu Konzentrationen von 1 x
107°m und hoch selektiv in Gegenwart groBer Proteinmen-
gen.

QD-Aptamer-Sensoren konnen nicht nur Proteine, son-
dern auch niedermolekulare Verbindungen nachweisen.['””]
Das Aptamer 12 fiir Adenosinmonophosphat (AMP) wurde
nahe dem 3'-Ende mit der kurzen Nucleinsduresequenz 13
hybridisiert, die ein QD trug, und am 5’-Ende mit der kurzen
Nucleinsduresequenz 14 hybridisiert, die an ein Goldnano-
partikel gebunden war. In den resultierenden Konstrukten
wurde die Fluoreszenz der QDs durch die Gold-NPs geloscht
(Abbildung 17 A). Auf Zusatz von Adenosin dnderte sich die
Aptamerkonformation: Die QDs und die Au-NPs konnten
sich frei bewegen, und mit zunehmendem Abstand von den

Adenosin-Aptamer
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Abbildung 17. A) Nachweis von Adenosinmonophosphat(AMP) anhand
der Fluoreszenzlschung funktionalisierter QDs durch Goldnanoparti-
kel. Das Anti-AMP-Aptamer 12 verkniipft die mit einem CdSe-QD funk-
tionalisierte Nucleinsdure 13 mit der Nucleinsdure 14, die Au-NPs
triagt. In Gegenwart von AMP wird dieses Konstrukt getrennt, und die
QD-Fluoreszenz tritt wieder auf. B) Anderung des Fluoreszenzintensi-
tat mit der AMP-Konzentration. Einschub: Vergréferung des Bereichs
zwischen 0.0 und 0.4 mm AMP. Wiedergabe nach Lit. [103] mit Geneh-
migung der American Chemical Society.
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Au-NPs regenerierte sich die QD-Fluoreszenz. Da die Spal-
tung durch die Adenosinkonzentration gesteuert wurde, lie3
sich diese anhand der Fluoreszenz quantitativ bestimmen
(Abbildung 17B). Ein &hnliches System wurde fiir den
Nachweis von Kokain eingesetzt.!'"!

Dank ihrer hellen und besténdigen Fluoreszenz eignen
sich schon einzelne Quantenpunktel!™!®! als Biosenso-
ren.'™"% Ein Detektionsverfahren fiir einzelne Partikel ist
die Colokalisierung (Abbildung 18). Dabei werden zwei QDs

. _aita 2B

Nanopartlkel Nanopartikel

(grun) (rot)
L 4
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Abbildung 18. Nachweis von TNF-a durch Colokalisierung zweier un-
terschiedlich groer, mit Antikérpern funktionalisierter QDs. Wiederga-
be nach Lit. [108] mit Genehmigung der American Chemical Society.

unterschiedlicher Farbe mit Erkennungsstellen fiir einen
Analyten versehen und in hoch verdiinnter Losung durch
einen Detektor geleitet. Ohne Analyt tritt dabei nur dann und
wann die Fluoreszenz eines einzelnen QDs auf. In Gegenwart
des Analyten kommt es dagegen zu einer Aggregation der
QDs, und wenn ein solches Aggregat den Detektor passiert,
wird die Fluoreszenz beider QDs gleichzeitig aktiviert. Diese
Methode wurde unter anderem zum Nachweis des Proteins
TNF-a eingesetzt.'® CdSe-QDs mit zweierlei GroBe wurden
mit dem TNF-a-Antikorper versehen. In Gegenwart des
Analyten TNF-a wurde die Colokalisierung der QDs beob-
achtet: Beim Passieren eines Detektors liel sich in dem
kleinen Volumen im Sichtfeld eines konfokalen Mikroskops
die Fluoreszenz beider QD-Arten nachweisen. Bei einem
verwandten Verfahren wird die Verteilung colokalisierter
QDs auf einer Oberfldche ermittelt. Colokalisierungsmetho-
den mit QDs wurden auch herangezogen, um DNA!1%I ynd
Bakterien zu detektieren.!'®!

Eine andere Einzelpartikelfluoreszenz-Methode kombi-
niert den FRET und die Colokalisierung von Fluorophoren
als Detektionsverfahren. In Gegenwart eines Analyten wird
dabei ein farbstoffmarkierter Komplex auf fluoreszierenden
QDs gebildet, die anschlieBend durch zwei Detektorkanile
geleitet werden, um die QD-Fluoreszenz und die FRET-
Emission des Farbstoffs zu erfassen. Die beiden Emissionen
sind nur im Fall einer Colokalisierung gleichzeitig zu beob-
achten. Derartige Sensoren mit Einzelpartikel-FRET (single
particle FRET, sp-FRET) wurden auf DNA-'®!11ynd RNA-
Protein-Wechselwirkungen angewendet.'’! Beispielsweise
wurde die Ziel-DNA 17 an eine mit einem Farbstoff modifi-
zierte Reportersonde 15 und eine biotinylierte Einfangsonde
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16 gebunden und an Streptavidin-QD-Konjugate gekuppelt
(Abbildung 19 A).'®! Nur in Gegenwart der Ziel-DNA wird
ein Fluoreszenzsignal sowohl auf dem Donor- als auch auf
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Abbildung 19. A) Nachweis einer Ziel-DNA 17 durch Colokalisierung
eines Hybrids aus der Ziel-DNA mit der QD-tragenden Sonde 15 und
der Cy5-modifizierten Nucleinsdure 16. B) Fluoreszenz des CdSe/Cy5-
Hybridsystems in Gegenwart von 17 (4.8x107'°m) bei der Anregung
der QDs mit A =488 nm: a) Fluoreszenz der QDs bei A,,,=610 nm.

b) Fluoreszenz von Cy5 bei A, =690 nm. C) Fluoreszenz des CdSe/
Cy5-Hybridsystems ohne 17 bei der Anregung mit A =488 nm: a) Fluo-
reszenz der QDs bei A, =610 nm. b) Fluoreszenz von Cy5 bei

Aem =690 nm. Wiedergabe nach Lit. [109] mit Genehmigung von Mac-
millan Publishers Ltd.

dem Akzeptor-Detektionskanal —aufgezeichnet (Abbil-
dung 19B). Die Nachweisgrenze fiir diese QD-Struktur (ca.
S fmM) war um fast zwei GroBenordnungen niedriger als fiir
»molekulare Leuchtfeuer“ unter denselben Bedingungen.
Zwar werden FRET-Prozesse gewohnlich durch den Abstand
zwischen Donor und Akzeptor bestimmt, doch in DNA-
Doppelstriangen trat unter Flussbedingungen auch bei ver-
gleichsweise grofen Abstinden ein FRET auf. Diese Beob-
achtung wurde mit einer Verbiegung der Doppelstrang-DNA
erklirt, die die Donor- und Akzeptoreinheiten an den Mo-
lekiilenden ndher zueinander bringt und dadurch einen
FRET ermoglicht.!!

Wihrend QDs in élteren FRET-Biosensoren stets als
Energiedonoren auftraten, iibernahmen sie neuerdings auch
die Rolle von Energieakzeptoren. Ubliche organische Farb-
stoffe, die bei kiirzeren Wellenldngen emittieren als ein be-
nachbarter Quantenpunkt, ergaben keinen signifikanten
FRET, weil die Exzitonenlebensdauer fiir den QD-Akzeptor
langer war als fiir den Farbstoff und weil der QD bei der
Anregungswellenldnge des Farbstoffs schon zu einem merk-
lichen AusmaB direkt angeregt wurde.'"”! Lanthanoidkom-
plexe mit langlebiger Lumineszenz konnten dieses Problem
16sen. Tb- (18) oder Eu-Komplexe waren als FRET-Donoren
in einem Biotin-Avidin-Modellbiosensor mit QDs als FRET-
Akzeptoren erfolgreich (Abbildung 20),'*11% die Kombina-
tion von Lanthanoidkomplexen und QDs muss sich beim
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Abbildung 20. Resonanter Fluoreszenzenergietransfer in einem Hybrid
aus Tb-markiertem Avidin und biotinylierten CdSe/ZnS-QDs. Wieder-
gabe nach Lit. [115] mit Genehmigung der American Chemical Society.

Nachweis von Biomolekiilen aber noch bewihren. Die starke
Hintergrundfluoreszenz durch direkte Anregung der QDs
konnte ein grundlegendes Problem solcher Systeme darstel-
len.

Beim resonanten Biolumineszenzenergietransfer (BRET)
auf QDs tritt das Problem einer externen Lichtquelle nicht
auf, und es konnten selbstleuchtende Quantenpunkte erhal-
ten werden.!'!% Beispielsweise wurde Luc8, eine Variante der
R.-reniformis-Luciferase, an CdSe/ZnS-Quantenpunkte ge-
kuppelt, die mit einer Carbonsdure beschichtet waren. Nach
der Zugabe von Coelenterazin (19), einem lumineszierenden
Luciferase-Substrat, erschienen Banden bei 480 nm (fiir die
Emission von Coelenterazin) und 655 nm (fiir die Emission
der QDs; Abbildung 21). Die Methode eignete sich auch fiir
die empfindliche Detektion von Proteasen.["”) Das kiinstliche
Peptid 20 mit 15 Aminosdureeinheiten, das aus der Sub-
stratsequenz der Protease MMP-2 und einer Markierung aus
sechs Histidinresten besteht, wurde an den C-Terminus des
Proteins Luc8 angekniipft. Durch Koordination der Histi-

655 nm
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Abbildung 21. A) Energietransfer in Luc8-funktionalisierten CdSe-QDs
nach der Zugabe von Coelenterazin (19) und O,. Die Chemilumines-
zenz von Luc8 bei A =480 nm regt die QDs an und resultiert in der
Emission bei 655 nm. B) Emissionsspektrum der Luc8-funktionalisier-
ten QDs nach der Reaktion mit 19 und O,. Wiedergabe nach Lit. [116]
mit Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd.

www.angewandte.de


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

7726

dinmarkierung an Ni**-Ionen wurde das modifizierte Protein
mit den QDs verbunden, und nach dem Zusatz von Coelen-
terazin kam es zu einem BRET. Die Proteolyse durch MMP-2
unterbrach dann den Kontakt zwischen Luc8 und dem QD,
und der BRET blieb aus (Abbildung 22).

Alle bisher beschriebenen Systeme setzten auf einen
FRET zum photophysikalischen Nachweis biochemischer
Erkennungsprozesse und Umsetzungen, diese Funktion kann
alternativ aber auch ein Elektronentransfer iibernehmen. Die
Aktivitit verschiedener Enzyme wurde anhand der Fluores-
zenzloschung von Halbleiter-QDs durch einen Elektronen-
transfer untersucht.

Analog zur Analyse von Konformationsédnderungen des
Maltose bindenden Proteins (MBP) bei der Anlagerung von
Maltose mithilfe eines FRET (siehe Abbildung 10) kann auch
die Loschung der Fluoreszenz von CdSe-QDs als Folge eines
Elektronentransfers die Bindung von Maltose an das MBP
anzeigen.'"! MBP auf der Oberfliche eines CdSe-QD wurde
mit einem Rutheniumkomplex funktionalisiert. Durch die
Zugabe von Maltose wurde der Elektronentransfer zwischen
Metallkomplex und QD aufgehoben, was das Vorliegen des
Monosaccharids anzeigte (Abbildung 23). In dhnlicher Weise
konnten Anderungen im Solvatisierungsmuster durch Lo-
schen eines Elektronentransfers erfasst werden. CdSe-QDs
wurden mit einem Fettsdure bindenden Protein verkniipft,
das in der Ndhe der Bindungsstelle auerdem einen Ruthe-
nium(II)-Komplex trug. Anhand von Anderungen der Fluo-
reszenz beim Wechsel des Solvatisierungszustands nach der
Bindung wurde das Vorliegen von Fettsduren nachgewie-
sen."

Die Tyrosinase-Aktivitdt wurde mithilfe von CdSe/ZnS-
QDs analysiert,'””! die mit einer Monoschicht des Tyrosin-
methylester-Derivats 21 iiberzogen waren. Die Tyrosinase-
vermittelte Oxidation der Tyrosineinheiten erzeugte Dopa-
chinoneinheiten, die die QD-Fluoreszenz 16schten (Abbil-
dung 24 A). Am Riickgang der QD-Fluoreszenz bei unter-
schiedlichen Tyrosinase-Konzentrationen war die Tyrosinase-

% Ni2*
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Abbildung 22. A) Nachweis der Matrixmetalloproteinase(MMP)-Aktivitit bei der Spaltung des
6 x His-markierten Peptids 20, das an Luc8 gebunden ist, auf der Grundlage des resonanten
Biolumineszenzenergietransfers zu CdSe-QDs. Ohne MMP-2 bleibt das Peptid intakt, und
die durch Luc8 in Gegenwart von Coelenterazin (19) und O, induzierte Biolumineszenz wird
zusammen mit der BRET-induzierten Emission der QDs beobachtet. In Gegenwart von
MMP-2 wird das Peptid 20 gespalten, und es tritt nur noch die Biolumineszenz durch Luc8

und 19/0, auf (nach Lit. [117]).
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Abbildung 23. Steuerung des photochemischen Elektronentransfers
zwischen CdSe und [Ru"(phen) (NH;),]-Einheiten an MBP: Die Anlage-
rung von Maltose verursacht eine Strukturanderung, die auch die Elek-
tronentransferabstinde betrifft. phen = Phenanthrolin. Wiedergabe
nach Lit. [118] mit Genehmigung der American Chemical Society.

Aktivitdt bei der oxidativen Bildung von L-Dopa-Resten
abzulesen (Abbildung 24 B). Weil in Melanomzellen erh6hte
Tyrosinasespiegel vorliegen, konnte ein solcher schneller
optischer Tyrosinase-Nachweis durch QDs in einem Dia-
gnosesystem zur Anwendung kommen.

Die Oxidation phenolischer Gruppen durch Tyrosinase
kam auch in der Analyse der Thrombin-Aktivitdt mithilfe von
QDs zum Einsatz.'™ Die CdSe/ZnS-QDs wurden mit dem
Peptid 22 funktionalisiert, das die spezifische Substrat-
sequenz fiir Thrombin sowie einen Tyrosinrest enthélt. Die
Tyrosinase-vermittelte Oxidation der Tyrosineinheiten fiihrte
auch hier zu Dopachinoneinheiten, die die QD-Fluoreszenz
16schten (Abbildung 25A). Die Spaltung des Peptids durch
Thrombin entfernte die Chinongruppen und stellte die QD-
Fluoreszenz wieder her (Abbildung 25 B).

Eine weitere bioanalytische Anwendung beruht auf dem
chemischen Schalten der QD-Lumineszenz.!"*"! Die Einwir-
kung von H,0, l6scht die Lumineszenz von CdSe/ZnS-QDs
vermutlich dadurch, dass oxidische Energiesenken (,,surface
oxide traps®) fiir die Leitungsbandelektronen gebildet
werden. Daher eignen sich QDs zur quantitativen Bestim-
mung von H,0,. Auf solchen H,0,-emp-
findlichen QDs beruhen auch optische
Biosensoren fiir H,O, erzeugende Oxid-
asen. Mit Fluorescein markierte und mit
Avidin funktionalisierte CdSe/ZnS-QDs
wurden zur optischen Glucosebestimmung
eingesetzt (Abbildung 26 A). Biotinylierte
Glucose-Oxidase wurde an die Partikel
gekniipft, und H,0O,, das Produkt der ka-
talytischen Oxidation von Glucose mit O,,
modifizierte daraufhin die Oberfldche der
QDs, sodass deren Lumineszenz geloscht
wurde. Der an Avidin befestigte, nicht
H,O,-empfindliche = Fluoreszenzfarbstoff
diente als Standard fiir die Anderung der
QD-Fluoreszenz durch Einwirkung von
H,0,. Die QD-Lumineszenz nahm mit
steigender Glucosekonzentration ab, was
sich zur quantitativen Glucosebestimmung
nutzen lieB (Abbildung 26 B). In dhnlicher
Weise wurde in der Acetylcholinesterase-
Cholinoxidase-Kaskade gebildetes H,O,

655 nm
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Abbildung 24. A) Analyse der Tyrosinase-Aktivitit anhand der katalyti-
schen Oxidation von Tyrosinmethylester auf CdSe/ZnS-QDs zum
Dopachinon-Derivat, das die QD-Fluoreszenz durch Elektronentransfer
|6scht. B) Abnahme der QD-Fluoreszenz durch Tyrosinase-vermittelte
Oxidation nach 0 (a), 0.5 (b), 2 (c), 5 (d) und 10 min (e). Wiedergabe
nach Lit. [120] mit Genehmigung der American Chemical Society.
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Abbildung 25. A) Nachweis von Tyrosinase- und Thrombin-Aktivitit:
Die Tyrosinase-vermittelte Oxidation des Peptids 22 auf CdSe/ZnS-
QDs resultiert in einer Léschung der QD-Fluoreszenz durch Elektro-
nentransfer. Die anschlielende Abspaltung des Peptidteils mit der
Dopachinongruppe durch Thrombin stellt die QD-Fluoreszenz wieder
her. B) Fluoreszenz von QDs mit 22 (a), nach 10-miniitiger Reaktion
mit Tyrosinase (b) und nach weiterer 6-minutiger Umsetzung mit
Thrombin (c). Wiedergabe nach Lit. [120] mit Genehmigung der Ameri-
can Chemical Society.
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Abbildung 26. A) Ratiometrische Glucosemessung mithilfe biotinylier-
ter GOx, die mit Konjugaten aus fluorophormarkiertem Avidin und
CdSe/ZnS-QD verbunden ist. B) Oben: ratiometrische Fluoreszenz-
analyse von 5 mm Glucose durch die GOx-QDs-Konstrukte nach 0, 2,
5,10, 15 und 20 min. Unten: Fluoreszenzléschung der GOx-funktiona-
lisierten CdSe/ZnS-QDs nach 10 min bei unterschiedlichen Glucose-
konzentrationen (nach Lit. [121]).

detektiert. Mit diesem System konnte nicht nur die Enzym-
kaskade untersucht werden, sondern es war auch moglich,
Acetylcholinesterase-Hemmer durch Lumineszenzmessun-
gen zu charakterisieren.

4. Chemilumineszierende Halbleiterquantenpunkte
in der Bioanalyse

Chemilumineszenz!'*'* und Biochemilumines-
zenz!'>?"1 zeigen hiufig Prozesse in Bioanalysen an. Fiir
Halbleiterquantenpunkte wurden iiber die Photolumineszenz
hinaus auch Kathodolumineszenz,'®! Chemilumineszenz
(CL)!! und Elektrochemilumineszenz (ECL)!'*3% beob-
achtet. Weil die Elektrochemilumineszenz von QDs einen
Elektronentransfer zwischen elektrochemisch angeregten
Nanokristallen und weiteren Reaktanten voraussetzt, konnen
ECL-Sensoren auf der Grundlage von QDs entwickelt
werden. Der Hauptvorteil der ECL-Analyse besteht im
Fehlen jeglicher Hintergrundsignale, die bei der Anregung
oder durch eine unspezifische Adsorption auftreten konnen.
Als Beispiel fiir eine biochemische Spezies, die durch ECL
mit QDs erfasst werden kann, ist Wasserstoffperoxid zu
nennen. So erzeugte ein Film aus CdSe-Nanopartikeln auf
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einer paraffinierten Graphitelektrode in Gegenwart von
H,0, beim Anlegen eines Potentials von —1.2 V gegen Ag/
AgCl eine ECL,'®Y die von der H,0,-Konzentration in der
Losung abhing (Abbildung 27). Die Nachweisgrenze lag
unter 1 um, und die Detektion war hoch reproduzierbar
(1.18 % relative Standardabweichung bei 10 pm H,O,).

604 .
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Abbildung 27. Potentialinduzierte Elektrochemilumineszenz von CdSe-
QDs nach Zusatz von a) 0, b) 0.5, ¢) 1, d) 3 und e) 10 um H,0O,.
Einschub: Kalibrierkurve. Wiedergabe nach Lit. [131] mit Genehmigung
der American Chemical Society.

Einen moglichen Mechanismus fiir die Elektrochemilu-
mineszenz von QDs in Gegenwart von H,0O, liefern die
Gleichungen (1)—(5). Die elektrochemische Reduktion der
QDs fiihrt zu einem Radikalanion, das mit H,O, zum Hy-
droxylradikal reagiert. Die Oxidation der QDs durch Hy-
droxylradikale konnte QD-Radikalkationen ergeben, und als
Resultat der anschlieBenden Rekombination von Radikal-
anionen und Radikalkationen werden angeregte QDs erhal-
ten, die Licht emittieren.

CdSe-QD + e — R'7; R = [CdSe-QD] 1)
R~ + H,0, — R + OH' + OH" 2)
R + OH — OH + R* (3)
R™ + R* — R + R* 4)
R* — CdSe-QD + hv (5)

Im Fall von QDs sind zwei Arten von ECL zu unter-
scheiden. Bei der Bandliicken-Chemilumineszenz!'*'*!! ent-
spricht das Lumineszenzspektrum dem Photolumineszenz-
spektrum; die Lumineszenz ist daher groBenabhidngig und
folglich einstellbar. Oft ist die Chemilumineszenz aber durch
Oberflichenzustdnde bedingt. Unter diesen Bedingungen
tritt das ECL-Spektrum rotverschoben auf, und es ist unab-
héngig von der Partikelgroe. Dies mag in Parallelanalysen
hinderlich sein, bei allgemeinen Anwendungen wie der H,O,-
Detektion ist diese auf Oberfldchenzustdnden beruhende
ECL aber ebenso effizient und empfindlich wie Bandliicken-
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ECL.I*? Der beschriebene Mechanismus der Elektrolumi-
neszenz in Gegenwart von Wasserstoffperoxid ldsst schon
vermuten, dass ECL-Sensoren fiir biologische Hydroxylradi-
kalfinger wie GSH entwickelt werden konnten.*™! Das Ab-
fangen der Hydroxylradikale fithrt dazu, dass weniger elek-
tronendefiziente QDs gemiB Gleichung (3) — und folglich
auch weniger angeregte QDs — entstehen.

Nicht nur Wasserstoffperoxid, sondern auch geloster
Sauerstoff kann eine ECL bewirken [GI. (6)].

0, + 2R~ + 2H* — 2R* + 2H,0, (6)

Geloster Sauerstoff fiihrt bei gleicher Konzentration zu
einer effizienteren ECL als H,0,.*¥ Dies konnte erkliren,
warum die ECL in Gegenwart von Glucose-Oxidase und des
zugehorigen Substrats Glucose nicht verstidrkt, sondern ab-
geschwicht wurde.

Alle zuvor beschriebenen ECL-Systeme beruhten auf
einer kathodischen ECL bei hohen negativen Potentialen.
Eine anodische ECL erwies sich dagegen zum Nachweis von
Catecholen wie Dopamin und Adrenalin als niitzlich.'>> Die
an der Elektrode produzierten, oxidierten Catechole 16schten
vermutlich den Energietransfer, anstelle ihn zu fordern, denn
die Zugabe von [-Mercaptoethanol, das die Oxidation von
Dopamin verhindert, stellte die ECL fast in vollem Umfang
wieder her. Die Dopamin-Nachweisgrenze lag unter 1 pm.

SchlieBlich stellte sich die Chemilumineszenz von Lo-
sungen mit CdS-NPs in Gegenwart von H,O, als empfindlich
gegeniiber vielfiltigen biologischen Verbindungen und Me-
tallionen heraus.!"*"!

5. Halbleiternanopartikel fiir die photoelektrochemi-
sche Bioanalyse

Die Anregung von Halbleiter-QDs kann nicht nur zur
Lumineszenz fithren. An Elektrodenoberflichen verankerte
QDs konnen iiberdies nach einer Anregung Elektron-Loch-
Spezies bilden, die direkt durch Injektion von Leitungs-
bandelektronen oder stufenweise — durch Abgabe der Lei-
tungsbandelektronen an einen Elektronenakzeptor im Elek-
trolyten und Aufnahme von Elektronen in Valenzbandlocher
— mit der Elektrode wechselwirken (siche Abbildung 1).
Diese beiden Prozesse fiithren zu einem anodischen bzw. ka-
thodischen Photostrom. Verschiedene QD-DNA-Hybri-
del¥ 11 ynd QD-Protein-Konjugate!"***!l wurden an Elek-
troden befestigt. Die photoelektrochemischen Eigenschaften
der QDs in diesen Systemen wurden nachweislich von den
Biomolekiilen beeinflusst.

Mit Nucleinsduren funktionalisierte CdS-QDs auf Elek-
troden eigneten sich zum Nachweis vervielfiltigter DNA-
Sequenzen anhand eines Photostroms.®” Die (2.6 +0.4) nm
groflen Halbleiternanopartikel wurden mit einer der beiden
thiolierten Nucleinsduren 23 oder 24 funktionalisiert, die
komplementédr zum 5'- und 3’-Ende der Ziel-DNA 25 sind
(Abbildung 28). Durch Hybridisierungsprozesse wurden auf
einer Goldelektrode stufenweise Schichten der CdS-NPs er-
zeugt, wobei die Ziel-DNA die mit den komplementédren
Nucleinsduresequenzen funktionalisierten CdS-QDs ver-
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Abbildung 28. A) Abscheidung mit 23 und 24 funktionalisierter CdS-NPs unter Vernetzung durch 25. Die Einlagerung von [Ru(NH,)¢*" in die
DNA-Struktur erleichtert den Ladungstransport und verstirkt den Photostrom. B) Photostréme: a) ohne CdS-NPs und b—e) mit einer bis vier
Schichten CdS-NPs in Gegenwart von 2x 107> M Triethanolamin. C) Der Effekt von 5x107°m [Ru(NH,)¢*" auf die Photostréme (in Gegenwart von
2x1072m Triethanolamin): a,b) zwei Schichten CdS-NPs ohne bzw. mit [Ru(NH;)¢]**; c,d) vier Schichten CdS-NPs ohne bzw. mit [Ru(NH;)¢*"

(nach Lit. [137]).

netzte (Abbildung 28 A). Bei der Bestrahlung der resultie-
renden Anordnungen in Gegenwart des Elektronendonors
Triethanolamin (TEOA) wurde ein Photostrom vermerkt, der
mit zunehmender Zahl an CdS-NP-Schichten auf der Elek-
trode groBer wurde (Abbildung 28B). Die Photostromspek-
tren entsprachen den Absorptionsspektren der CdS-NPs,
sodass der Photostrom auf die Anregung der CdS-Nanopar-
tikel zuriickgefithrt wurde. Die Abgabe von Leitungsband-
elektronen an die Elektrode ging dabei von QDs in Elek-
trodennéhe aus. Dafiir spricht auch, dass elektrostatisch an
die DNA gebundene [Ru(NH,)¢]*"-Einheiten (E’=—0.16 V
vs. SCE) den Photostrom der DNA-CdS-Anordnung erhéh-
ten. Die [Ru(NH;),]**-Einheiten vermittelten das ,,Springen*
der Leitungsbandelektronen von CdS-Partikeln, die fernab
der Elektrode gebunden waren (Abbildung 28 C). Der elek-
trische Kontakt zwischen photochemisch angeregten QDs
und Elektrodenoberfldachen iiber verbriickende DNA-Ein-
heiten ist von grundlegendem Interesse.
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Der Ladungstransport durch DNA wird kontrovers dis-
kutiert. Wahrend DNA in einigen Studien als leitfdhige
Matrix dargestellt wird,"*” spricht die Mehrheit der Ergeb-
nisse dafiir, dass Nucleinsduren mit zufilliger Basensequenz
isolierend wirken.™! Die geringen Photostréme fiir Struk-
turen aus QD-Nucleinsdure-Hybriden, in denen Halbleiter-
QDs iiber Nucleinsduredoppelstrange mit einer Elektrode
verbunden sind, spricht fiir ein Isolatorverhalten von DNA
und dafiir, dass die Photostrome auf Partikel nahe der Elek-
trode zuriickgehen. Die Einlagerung redoxaktiver Kompo-
nenten in DNA-Doppelstriange kann aber einen elektrischen
Kontakt zwischen den photochemisch angeregten Halbleiter-
QDs und der Elektrode herstellen, wenn die eingeschobenen
Einheiten sich am Ladungstransport beteiligen. Solche re-
doxaktiven Komponenten verstérkten nicht nur den Photo-
strom, sondern sie ermoglichten es, die Richtung des Photo-
stroms iiber das Potential zu steuern.'* Die Dithiol-funk-
tionalisierte Einzelstrang-DNA 26 wurde auf einer Gold-
oberfliche immobilisiert und mit dem komplementéren,
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ebenfalls Dithiol-funktionalisierten DNA-Strang 27 hybridi-
siert, um CdS-Nanopartikel mit der Oberflache zu verbinden
(Abbildung 29 A). Durch den Einschub von Doxorubicin (28)
in den DNA-Doppelstrang wurden Ladungsiibertrigerein-
heiten eingefiihrt, die den Photostrom gegeniiber dem System
ohne 28 um das Vierfache verstirkten (Abbildung 29 B).

A) hv
TEOA =0V
o oH O, OH Anoden-
SeSeL .
J — S 2
MeO O OHO =
28 oW .
OH ‘V'
SH SH
26: H 0
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(')-
SH SH
27: ﬁ
HO  ©0=P- '5-CGGATTCAGGATGGC-3'
&
B) 120
90 b
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D T T T l
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Abbildung 29. A) Verstirkung des Photostroms von CdS-NPs, die iiber
einen DNA-Doppelstrang mit einer Elektrode verkniipft sind, durch die
Einlagerung von Doxorubicin (28). B) Photostréme fiir CdS-NPs/DNA-
Doppelstringe ohne (a) und mit Doxorubicin (b) in Gegenwart von
20 mwm Triethanolamin (nach Lit. [138]).

Die Bindung von CdS-NPs auf einer Elektrodenoberfli-
che mit anschlieender Erzeugung eines Photostroms wurde
in einem DNA-Sensor genutzt (Abbildung 30A)."*! Das
System bestand aus einem DNA-Strang 29 mit Erkennungs-
sequenz (I), einer Schnittstelle (II), die durch Doppelstrang-
bildung entsteht, und einer Reportersequenz (III). Nach der
Hybridisierung von 29 mit dem Analyt 30 in Gegenwart von
Polymerase/dNTPs und des schneidenden Enzyms Nb.Bbvcl
wurde diese ,,DNA-Maschine“ aktiviert, was zur Replizie-
rung und anschliefend zur Spaltung des gebildeten Doppel-
strangs fithrte. Der Schnitt 10ste eine weitere Replizierung
von 29 aus, wobei die Nucleinsdure 31 freigesetzt wurde.
Dieses Spaltprodukt 31 band dann iiber das 3'-Ende an eine
Elektrode, deren Oberflache mit der komplementédren Nu-
cleinsduresequenz 32 modifiziert war. Konjugate aus CdS-
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Abbildung 30. Photoelektrochemischer Nachweis einer Nucleinsiure
mithilfe einer DNA-Maschine: A) Bei der Verliangerung der Ziel-DNA
30 durch eine DNA-Maschine wird die DNA-Sequenz 31 erzeugt, die
die mit 33 funktionalisierten CdS-NPs mit einer Elektrode verkniipft.
B) Experimentelle Photostréme ohne (a) und mit Ziel-DNA (b;
1x107%Mm, nach 90 min). Wiedergabe nach Lit. [139] mit Genehmigung
der Royal Society of Chemistry.

NPs und der Nucleinsduresequenz 33, die komplementir zum
5'-Ende von 31 war, lagerten sich ebenfalls an diese Spezies
an. Durch diesen Prozess wurden die CdS-NPs mit der
Elektrode verkniipft, und es kam zu einem Photostrom
(Abbildung 30 B).

Die Herstellung eines elektrisch leitenden Kontakts zwi-
schen Halbleiter-QDs und Elektroden iiber Proteine hinweg
erscheint schwieriger, weil diese isolierend wirken.'*! Der
Aufbau von QD-Protein-Hybridanordnungen auf Elektroden
kann aber zu leitfdhigen Strukturen fithren. In den beiden
Konfigurationen sind die Halbleiter-QDs direkt mit der
Elektrode verkniipft, wihrend die Proteine an der QD-
Oberfldche binden und die photoelektrochemischen Eigen-
schaften der Halbleiter-QDs modifizieren. Dies kann grund-
sitzlich auf zweierlei Weise erfolgen: 1) Niedermolekulare
redoxaktive Proteine konnen mit den QDs wechselwirken,
und ein elektrischer Kontakt zwischen den Leitungsband-
elektronen oder Valenzbandlochern und den Redoxzentren
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der Proteine konnte den Photostrom des Hybridsystems be-
einflussen. 2) Ein Katalysator, der an die QDs gebunden ist,
konnte Produkte liefern, die als Elektronenakzeptoren oder
-donoren wirken und die QDs aktivieren.

Enzyme oder redoxaktive Proteine wurden entsprechend
mit Halbleiter-QDs verkniipft, und der Photostrom diente als
MabB fiir die Enzymaktivitat. In Konstrukten aus Cytochrom-
c-Einheiten und CdS-NPs hing die Richtung des Photostroms
von der Oxidationsstufe der Cytochrom-c-Einheit ab.'*! Die
CdS-NPs wurden mithilfe eines Dithiols auf einer Goldelek-
trode verankert, und Mercaptopyridineinheiten, die eine
elektrische Kommunikation zwischen Cytochrom ¢ und den
NPs ermoglichen, wurden an die Halbleiter-NPs gekniipft
(Abbildung 31). In Gegenwart von reduziertem Cytochrom ¢
war die photoelektrokatalytische Oxidation von Lactat durch
Lactat-Dehydrogenase (LDH) mit einem anodischen Photo-
strom gekoppelt (Abbildung 31 A). Die Anregung der NPs
fithrte zur Abgabe der Leitungsbandelektronen an die Elek-
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Abbildung 31. Photostréme bei Enzymkaskaden an CdS-NPs: A) die
durch Cytochrom c vermittelte Oxidation von Lactat durch LDH und
B) die durch Cytochrom c vermittelte Reduktion von Nitrat durch
Nitrat-Reduktase (NR). C) Die Photostréme aus diesen biochemischen
Kaskaden bei unterschiedlichen Konzentrationen der Substrate Lactat
bzw. Nitrat. Wiedergabe nach Lit. [140] mit Genehmigung der Royal
Society of Chemistry.
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trode und zur Oxidation des reduzierten Cytochrom c¢ durch
die Valenzbandlocher. Das solchermaflen oxidierte Cyto-
chrom c vermittelte anschlieBend die LDH-katalysierte Oxi-
dation von Lactat. In dhnlicher Weise bewirkte oxidiertes
Cytochrom c die elektrokatalytische Reduktion von NO;™ zu
NO,™ durch Nitrat-Reduktase (NR; Abbildung 31B). Die
Ubertragung von Leitungsbandelektronen auf das oxidierte
Cytochrom c reduzierte diese Einheit, wihrend ein Elektro-
nentransfer von der Elektrode die Valenzbandlocher der NPs
wieder auffiillte. Die durch Cytochrom c vermittelte Reduk-
tion von NO;~ zu NO,  wurde von einem kathodischen
Photostrom begleitet, wenn die Elektrode auf SCE-Potential
gehalten wurde. Die Photostrome fiir verschiedene Konzen-
trationen der Substrate (Abbildung 31C) zeigen, dass sich
Halbleiter-NPs fiir den Einsatz in photoelektrochemischen
Biosensoren eignen. In einer dhnlichen Studie wurden mit
Mercaptobernsteinsdure beschichtete CdSe/ZnS-QDs mit
Cytochrom ¢ kombiniert.!'*]

Die Erzeugung eines Photostroms durch QDs infolge
einer enzymkatalysierten Reaktion wurde in einem Biosensor
fiir Acetylcholinesterasehemmer genutzt."!!  CdS-NPs
wurden auf einer Goldelektrode angebracht und mit Ace-
tylcholinesterase (AChE) verkniipft (Abbildung 32 A). Die
durch Acetylcholinesterase katalysierte Hydrolyse von Ace-
tylthiocholin (34) ergab den Elektronendonor Thiocholin
(35), der photochemisch erzeugte Valenzbandlocher der CdS-
NPs auffiillte. Die resultierenden Photostrome waren von der
Substratkonzentration abhingig (Abbildung 32B), und Ace-
tylcholinesterasehemmer wie 1,5-Bis(4-allyldimethylammo-
niophenyl)pentan-3-on-dibromid (36) minderten deren In-
tensitdt (Abbildung 32C). Daher wurde das System als
Sensor fiir chemische Kampfstoffe vorgeschlagen, die als
Acetylcholinesterasehemmer wirken. Auch die Aktivitét des
Enzyms Tyrosinase lie3 sich photoelektrochemisch nachwei-
sen.['*! CdS-Nanopartikel wurden mit dem thiolierten Tyro-
sinmethylester 37 funktionalisiert und mit O, in Gegenwart
von Tyrosinase umgesetzt (Abbildung 33 A). Das resultie-
rende Dihydroxyphenylderivat wurde an eine Elekrode ge-
kniipft, die mit einer Phenylboronsdure-Monoschicht iiber-
zogen war. Der Photostrom, der in Gegenwart von Trietha-
nolamin erhalten wurde (Abbildung 33B), zeigte dann die
Enzymaktivitdt an. Die Nachweisgrenze fiir Tyrosinase bei
diesem Analyseverfahren entsprach 0.2 U.

6. Halbleiternanopartikel als elektrochemische
Markierungen fiir Erkennungsprozesse

Durch ihre GréBe und die leicht vorzunehmende Modi-
fizierung ihrer Oberfldche mit Biomolekiilen sind Halblei-
ternanopartikel ideale l6sliche elektrochemische Markierun-
gen fiir biologische Erkennungsprozesse. Die anschlieBende
chemische Zersetzung der Markierung und die elektroche-
mische Erfassung der freigesetzten Ionen ermoglichten eine
quantitative Analyse der markierten Biomolekiile. Diese
Nachweismethode verstirkt zugleich das Signal eines
Erkennungsprozesses, denn beim Auflosen eines einzigen NP
werden zahlreiche Ionen freigesetzt.

www.angewandte.de

Chemie

7731


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

7732

A HN SONa
; i T SO5Na*

—_—
SO3Na* §0;Na*
]
S 5§~ N*(CH3)3
M o= n 34
N ' o
Mo

SO5Na*

s —~ N'(CH3);

~. N*(CH3)3
g 35

S~ N*(CHy)

B) 70

60

50

40 N,

N ' %
30 [T~ e N

1InA
4 I
!/ f
i
-~

[34] / mM
20}
10

0 S . 1
380 400 420 440 460 480 500
Alnm

o 2Br

I/ nA

s s

0 . . .
380 400 420 440 460 480 500

Alnm

Abbildung 32. A) Ein CdS-NP/AChE-Hybridsystem zum photoelektro-
chemischen Nachweis der Enzymaktivitit. B) Photostromspektren in
Gegenwart von 0 (a), 6 (b), 10 (c), 12 (d), 16 (e) und 30 mm (f) Ace-
tylthiocholin (34). Einschub: Kalibrierkurve des Photostroms bei
A=380 nm fuir verschiedene Konzentrationen an 34. C) Photostrom-
spektren des CdS/AChE-Systems mit 10 mm 34: a) ohne Inhibitor 36,
b) nach Zusatz von 1x107°m 36 und c) nach Auswaschen des Sys-
tems zum Entfernen des Inhibitors und erneuter Zugabe von 10 mm
34. Wiedergabe nach Lit. [141] mit Genehmigung der American Chemi-
cal Society.

Dieses Prinzip unterliegt dem elektrochemischen Nach-
weis von Proteinen!*!*! oder DNAI'"*">I mithilfe von Na-
nopartikeln. Durch Einsatz verschiedener Halbleiter-NPs
gelang die Parallelanalyse mehrerer Zielstrukturen. So
wurden mit Nucleinsduren modifizierte CdS-Nanopartikel als
Markierungen beim Nachweis einer DNA-Hybridisierung
angewendet.'"”l Nach dem Auflosen des CdS mit 1M HNO,
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Abbildung 33. A) Oxidation von 37 an CdS-NPs durch Tyrosinase/O,
unter Bildung eines L-Dopa-Methylesters. B) Anlagerung der Nanopar-
tikel mit L-Dopa-Methylester-Gruppen an eine Goldelektrode und Er-
zeugung eines Photostroms. Wiedergabe nach Lit. [146] mit Genehmi-
gung der American Chemical Society.

wurde Cd*" elektrochemisch reduziert und als Cd° auf der
Elektrode abgeschieden. Eine anschlieende Oxidation ent-
fernte das Cd® wieder von der Elektrode, und das Signal fiir
dabei gebildetes Cd*" ermoglichte die DNA-Analyse. Diese
Vorgehensweise wurde weiterentwickelt, indem magnetische
Partikel mit einer Nucleinsduresonde als Sensoren eingesetzt
wurden, die mit einer Ziel-DNA hybridisieren. Mit Nuclein-
sduren funktionalisierte CdS-NP-Markierungen hybridisier-
ten dann ebenfalls mit einer einstringigen Doméne der Ziel-
DNA. Die durch die Ziel-DNA verbundenen Sonden — mit
den magnetischen Partikeln einerseits und den CdS-NPs an-
dererseits — wurden magnetisch abgetrennt, und nach erneu-
tem Auflosen des CdS, elektrochemischer Abscheidung des
Cd-Metalls und Ablosen wurde ein verstédrktes Signal fiir die
Ziel-DNA erhalten. Dieses System vereint die Vorteile der
magnetischen Abtrennung von geringen Mengen an CdS-
NPs, wie sie bei den DNA-Erkennungsprozessen eingesetzt
werden, mit der Verstdrkung durch die elektrochemische
Detektion nach der Zersetzung der Nanopartikel. Folglich
gelang der hoch empfindliche Nachweis von DNA mit einer
Nachweisgrenze von 100 fmol bei 6 % relativer Standardab-
weichung.[*?

Halbleiter-NPs unterschiedlicher Zusammensetzungen
konnen als Codes bei der Parallelanalyse von Antikérpern
oder DNA-Sequenzen dienen. In einem Modellsystem fiir
eine solche Analyse unterschiedlicher Nucleinsduren mit
Halbleiter-NPs!'® (Abbildung 34 A) wurden drei verschie-
dene Arten magnetischer Partikel mit drei Nucleinsduren
38 a—c modifiziert und anschlieBend mit den komplementéren
Ziel-Nucleinsduren 39a-c hybridisiert. Die Partikel wurden
daraufhin mit ZnS-, CdS- oder PbS-Halbleiternanopartikeln
verkniipft, die ebenfalls Nucleinsduren trugen. Die Nuclein-
sduren 40a—c auf diesen Partikeln waren komplementir zu
den Ziel-Nucleinsduren auf den magnetischen Partikeln. Die
magnetischen Partikel erleichterten die Abtrennung und
Reinigung der Analyte, wihrend die Halbleiterpartikel fiir
eine iiberschneidungsfreie elektrochemische Identifizierung
der hybridisierten DNA sorgten. Nach dem Auflosen der
Nanopartikel wurden definierte Redoxwellen erhalten, die
eine elektrochemische Parallelanalyse der Ziel-DNAs er-
moglichten. Auch Abweichungen in nur einem Nucleotid
(SNP) lieBen sich mithilfe von verschiedenen QDs erken-
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Abbildung 34. A) Elektrochemische DNA-Parallelanalyse mithilfe magnetischer Partikel, die unterschiedliche DNA-Sonden und spezifische, mit
Nucleinsduren funktionalisierte Metallsulfidpartikel tragen. B) Verdringungsassay der Proteine Thrombin und Lysozym, bei dem mit Thrombin
funktionalisierte CdS-QDs-Partikel und mit Lysozym modifizierte PbS-QDs eingesetzt wurden. C) Voltammogramme fiir den gleichzeitigen Nach-
weis von Lysozym (a) und Thrombin (b): 1) weder (a) noch (b) vorhanden; 11) 1 ugL™" (a) und kein (b); I1) kein (a) und 0.5 ugL™" (b); IV) 1 pugL™

-1

(@) und 0.5 pgL

nen.™ ZnS-, CdS-, PbS- und CuS-NPs wurden mit den vier
Mononucleotiden verkniipft und in unterschiedlichen Kom-
binationen eingesetzt, um bestimmte SNPs zu erhalten. Jede
Mutationsstelle erhielt dadurch ihre eigene elektronische
Signatur.

Eine analoge Strategie war bei einem Proteinimmunas-
say™! zur Parallelanalyse von vier Antigenen erfolgreich.
Durch Einsatz weiterer Metallsulfid-Kompositnanostruktu-
ren wurde die Auswahl an anorganischen Markierungen fiir
den parallelen Nachweis von Biomolekiilen vergréfert, und
der Verstarkungsgrad wurde erhoht. InS-Nanostdbe fithrten
beispielsweise zu einem weiteren charakteristischen voltam-
metrischen Signal, wihrend die Nanostabform der Markie-
rung eine effizientere Verstdrkung ergab, weil die Stdbe mehr
Metall fiir die elektrochemische Analyse freisetzten als
sphirische NPs.**]

Eine solche Codierung von Biomolekiilen durch Halb-
leiter-NPs wurde auch zur Parallelanalyse unterschiedlicher
Proteine iiber spezifische Aptamere verwendet.”” Eine
Goldelektrode wurde mit Aptameren fiir Thrombin und
Lysozym funktionalisiert (Abbildung 34B). Thrombin und
Lysozym wurden mit CdS- bzw. PbS-NPs markiert, an die
entsprechenden Aptamere gebunden und schlieBlich durch
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(b). Wiedergabe nach Lit. [97] mit Genehmigung der American Chemical Society.

die Analyten — nichtfunktionalisiertes Thrombin oder Lyso-
zym — von der Elektrodenoberfldche verdrangt. Die quanti-
tative Analyse der beiden Proteine gelang durch die elek-
trochemische Erfassung der freigesetzten Ionen nach dem
Auflosen der an den Oberfldchen verbliebenen Metallsulfide
(Abbildung 34 C).

7. Zusammenfassung und Ausblick

Die einzigartigen photophysikalischen Eigenschaften von
Halbleiter-QDs werden in der Nanobiotechnologie zuneh-
mend beachtet. Thre hohen Fluoreszenzquantenausbeuten,
ihre Bestdndigkeit gegen photochemische Zersetzung und
ihre grofenabhéngige Lumineszenz fithrten zur Entwicklung
verschiedener Biosensoren auf QD-Basis. Uber den Einsatz
als effiziente Lumineszenzmarkierungen hinaus erscheint
auch eine Codierung anhand der Partikelgrofe lumineszie-
render QDs fiir die Parallelanalyse von Biomolekiilen viel-
versprechend. Die nanometergroBen QDs sind zellgingig,
und in vitro waren sie bereits bei der Bildgebung in ver-
schiedenen Zellbereichen erfolgreich. Die Einschleusung
funktionalisierter QDs in Zellen, um intrazellulire Stoff-
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wechselprozesse zu verfolgen, ist ein interessantes For-
schungsziel, und die Ladungsabgabe durch Halbleiter-QDs ist
ebenfalls aussichtsreich im Hinblick auf zukiinftige Anwen-
dungen von QDs in der ,Nanomedizin“. Die Abgabe der
Leitungsbandelektronen von Halbleiter-NPs an Sauerstoff
unter Bildung zellschidigender Substanzen!"™ hat solche
Partikel fiir die Krebstherapie ins Gespréach gebracht. Dabei
sollen zellgdngige QDs synthetisiert werden, die gezielt Tu-
morzellen abtoten.

Biomolekiil-QD-Hybridsysteme fiir photoelektrochemi-
sche Anwendungen sind noch wenig fortgeschritten, doch
ihre Tauglichkeit fiir Biosensoren wurde bereits nachgewie-
sen. Mogliche Perspektiven eroffnen sich hier etwa im Ein-
satz der Hybridstrukturen als Template: DNA wirkt bei-
spielsweise als Templat bei der Synthese von Metallnano-
drihten durch Reduktion mit dem DNA-Riickgrat ver-
kniipfter Metallionen."™® Die QD-vermittelte photoelektro-
chemische Reduktion von Ionen, die an DNA gebunden sind,
konnte zu Metall-Halbleiter-Metall-Nanostrukturen fiihren.

Der Einsatz von Halbleiter-QDs als Lichtkollektoren in
Solarzellen konnte ebenfalls von Biomolekiil-QD-Nano-
strukturen profitieren.'*”) Biomolekiile wie DNA koénnten als
Template fiir Metallnanodréhte dienen, die Leitungsband-
elektronen der photochemisch angeregten QDs abfangen.
Dieser Prozess konnte die Ladungstrennung fordern und die
Effizienz der Solarzellen erhohen. Die Rolle von Halbleiter-
nanopartikeln bei der elektrochemischen Verfolgung von
Erkennungsprozessen deutet auf weitere Anwendungsmog-
lichkeiten in der Bioanalyse hin. Mithilfe von Nanopartikeln
unterschiedlicher Zusammensetzung gelingt der parallele
Nachweis verschiedener Analyte. In diesem Zusammenhang
ist auch die verstirkende Wirkung der Nanopartikel bei der
Analyse von Bedeutung.

Der rasante Fortschritt bei der Entwicklung funktioneller
Hybridsysteme aus Biomolekiilen und Halbleiternanoparti-
keln und ihre vielfdltigen Anwendungen in der Bioanalyse
heben QDs weit tiber den Rang simpler Fluoreszenzmarkie-
rungen hinaus. Thr Einsatz als optische Reportereinheiten fiir
biochemische Umwandlungen und bei der Untersuchung in-
trazelluldrer Prozesse in vitro sowie der potenzielle Nutzen
photochemisch erzeugter Elektron-Loch-Paare fiir die In-
vivo-Analyse und zum Auslosen chemischer Reaktionen
verheilen glinzende Aussichten in der Analytik, der Nano-
medizin und — moglicherweise — einer In-vivo-,,Nanoelek-
tronik*.

Unsere Untersuchungen iiber Biomolekiil-Halbleiterquanten-
punkt-Hybride wurden durch das Converging Technologies
Program der Israel Science Foundation und das NanoSci-
ERA-Konsortium (Projekt NANOLICHT) gefordert.

Eingegangen am 13. Januar 2008
Ubersetzt von Dr. Volker Jacob, Mannheim
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