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Nanobiosensoren sind zu einem schnell wachsenden Feld der
Diagnostik geworden.''® Zwar ist der In-vitro-Diagnostik-
markt mit jahrlichen Wachstumsraten von ca. 10 % eines der
groflten Segmente fiir die Gesundheitsversorgungsindustrie,
allerdings finden die spezialisierten Techniken, z. B. die pati-
entennahe Diagnostik (point-of-care testing) und das so ge-
nannte Multiplexing, weiterhin enormes Interesse.” In-vitro-
Diagnostiktests, die auf Multiplexdetektion basieren, werden
jahrliche Wachstumsraten von 26% in den kommenden
Jahren vorausgesagt."!! Multiplexdiagnostik ermoglicht die
simultane Messung mehrerer klinischer Parameter in ein und
der selben Probe, was kiirzere Analysezeiten und geringere
Kosten pro Datenpunkt zur Folge hat. Der Wunsch nach
Multiplexdiagnostik resultiert auch aus der Entdeckung
immer neuer Biomarker (z.B. fiir die Alzheimer-Krank-
heit)!'? fiir hohere Selektivitit und Empfindlichkeit.

Hier préasentieren wir ein homogenes Testformat, das sehr
hohe Empfindlichkeit mit Multiplexdetektion kombiniert
und somit groBe Vorteile gegeniiber herkommlichen dia-
gnostischen Tests bietet. Unser System (Schema 1) basiert auf
FRET (Forster-Resonanzenergietransfer) von lumineszie-
renden Terbiumkomplexen (luminescent terbium complexes,
LTCs) auf verschiedene Halbleiterquantenpunkte (quantum
dots, QDs), hervorgerufen durch die molekulare Erkennung
zwischen Streptavidin (sAv) und Biotin (Biot). Dieses biolo-
gische Bindungssystem wurde ausgewihlt, um eine Kon-
zepttauglichkeit fiir den Multiplex-FRET-Test zu demon-
strieren, denn es ist auf echte diagnostische Tests, z. B. RNA-,
DNA-, Aptamer-, Peptid- oder Protein-basierte biologische
Erkennung, iibertragbar. Ein kompetitiver Immunassay fiir
den Einzelanalyten Ostradiol mithilfe eines FRET von Eu-
ropium auf QDs wurde bereits demonstriert."® Um die
Nachweisgrenzen (limits of detection, LODs) beziiglich der
In-vitro-Diagnostik bewerten zu konnen, haben wir unser
System mit dem etablierten und hochempfindlichen Immun-
assay-FRET-Paar aus Tris(bipyridin)/Eu*" (EuTBP) und Al-
lophycocyanin (APC)!'*!! verglichen, das in vielen hoch-
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Schema 1. Prinzip des Multiplex-FRET-Tests. LTC-markiertes Strept-
avidin (LS) bindet an biotinylierte (B) QDs, was zu einer riumlichen
Nihe zwischen LTCs und QDs fiithrt und somit FRET erméglicht. Vor
der Bindung (linke Seite) fuhrt UV-Anregung zu LTC- und QD-Lumi-
neszenz mit ms- bzw. ns-Abklingzeiten. Nach der Bindung (rechte
Seite) wird Energie von LTCs auf QDs Ubertragen, was Lumineszenzl6-
schung der LTCs und das Auftreten einer langlebigen QD-Lumineszenz
mit ms-Abklingzeiten zur Folge hat. Durch das Ausblenden der Detek-
tion kurzer Zeiten (time-gating) wird die ns-Lumineszenz unterdriickt,
und die ms-Lumineszenzintensititen bei verschiedenen Emissionswel-
lenlangen kénnen direkt zur Messung der Konzentration der unter-
schiedlichen FRET-Komplexe (LS-QD1 bis sAv-QDx) verwendet werden.

empfindlichen diagnostischen Immunassays und Drogentests
fiir den Einzelanalytnachweis verwendet wird."*!”)

QDs haben auflergewohnliche chemische und physikali-
sche FEigenschaften, die heutzutage weitestgehend bekannt
sind.™®"! AuBerdem werden QDs hiufig in den verschie-
densten Anwendungen der Lebenswissenschaften einge-
setzt.l #2024 Thre groBenabhingigen Absorptions- und
Emissionswellenldngen sowie die schmalen und symmetri-
schen Emissionsbanden machen QDs zu idealen Kandidaten
fiir optisches Multiplexing. Zwar wurden sie in biologischen
Tests als FRET-Donoren mit verschiedenen organischen
Farbstoffen als Akzeptoren genutzt, 2! allerdings wurde
auch gezeigt, dass sie ineffiziente FRET-Akzeptoren mit
herkommlichen organischen Fluorophoren als Donoren
sind.®” Um QDs als effiziente FRET-Akzeptoren zu nutzen,
benoétigt man Lanthanoid-Donoren mit langen Lebenszeiten
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(bis zu Millisekunden) der angeregten Zustinde.F' Die
einzigen anderen Alternativen sind Biolumineszenz(BRET)-
oder Chemilumineszenz(CRET)-Resonanzenergietransfer
ohne externe Lichtanregung.*~"!

Die Kombination von QD-Akzeptoren mit LTC-Donoren
in zeitaufgelostem FRET bringt signifikante Vorteile beziig-
lich Empfindlichkeit, Abstand und Multiplexdetektion ge-
geniiber anderen Donor-Akzeptor-Paaren mit sich.”!! Die
langlebige (Millisekunden-)Terbiumlumineszenz der LTCs
ermoglicht das Ausblenden der Detektion kurzer Zeiten, was
zu einer fast vollstindigen Unterdriickung der kurzlebigen
Autofluoreszenz der biologischen Probe sowie der Fluores-
zenz direkt angeregter QDs fiihrt. Wegen der hohen Uber-
lappintegralwerte konnen auBergewohnlich groBe Forster-
Radien (R,, der Donor-Akzeptor-Abstand, bei dem die
FRET-Effizienz 50 % betragt) bis zu 11 nm erreicht werden,
wogegen herkommliche Donor-Akzeptor-Paare nur wesent-
lich kleinere R,-Werte erreichen (selten mehr als 6 nm).>*
Durch die Auswahl von QDs mit Emissionswellenldngen
zwischen oder jenseits der gut getrennten LTC-Lumines-
zenzbanden wird Multiplex-FRET von einem LTC zu vielen
QDs vom griinen bis zum NIR-Spektralbereich ermoglicht.

Als vergleichender Ansatz wurden zwei verschiedene
LTCs als Energiedonoren verwendet. ,, TbL“ basiert auf
einem Glutamatgeriist, das mit zwei chomophoren Einheiten
aus anionischem Bipyridyl N-funktionalisiert ist™ und in
unseren Laboratorien synthetisiert wurde. TbL wurde mit
,,Lumi4Tb* verglichen, das auf einer Isophthalamidstruktur
basiert“*#!! und kommerziell erhiltlich ist (Lumiphore Inc.,
USA). Die LTCs wurden an sAv gebunden (LTC-sAv), mit
Bindungsraten von 11.5 TbL per sAv und 4.4 Lumi4Tb per
sAv. Lumineszenzabklingzeiten waren (1.6 £ 0.2) ms fiir TbL-
sAv und (2.3+0.1) ms fir Lumi4Tb-sAv. Die LTC-Absorp-
tions- und Emissionsspektren (Abbildung 1 in den Hinter-
grundinformationen) liegen etwa 100 nm auseinander, was
eine einfache Unterscheidung zwischen Anregungs- und
Emissionsstrahlung ermoglicht.

Die in unserer Studie verwendeten fiinf verschiedenen
QDs waren kommerziell erhiltliche QDots (Invitrogen,
USA) mit Emissionsmaxima bei 529, 565, 604, 653 oder
712 nm. Die QDs wurden wegen ihrer hohen Extinktions-
koeffizienten iiber einen breiten Wellenlédngenbereich (was
zu gutem spektralem Uberlapp mit den LCTs fiihrt; Abbil-
dung 2 in den Hintergrundinformationen) und wegen ihrer in
die Emissionsliicken der LTC Spektren passenden Emis-
sionswellenldngen (Abbildung3 in den Hintergrundinfor-
mationen) ausgewéhlt. Weiterhin ermoglichen die schmalen
und symmetrischen Emissionsbanden der QDs und die Aus-
wahl geeigneter Bandpassfilter ein Multiplexdetektionssys-
tem mit geringem spektroskopischem Ubersprechen (cross-
talk) zwischen den einzelnen Detektionskanilen. Die Formen
der CdSe/ZnS-Kern-Schale-QDs (CdSeTe/ZnS bei QD712)
reichen von Kugeln mit 3 nm Durchmesser (QD529) bis zu
Ellipsoiden mit 6 und 12 nm langen Achsen (QD712). Jeder
QD ist polymerbeschichtet und hat 5-7 Biotin-Einheiten an
seiner Oberfldche. Die Grolien der Biot-QDs reichen von 12
(Biot-QD529) bis 18.5 nm (Biot-QD712) hydrodynamischem
Durchmesser (alle Daten in Tabelle 1 in den Hintergrund-
informationen).
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Zur Visualisierung der Multiplexdetektion von fiinf LTC-
QD-FRET-Systemen wurde eine Biot-QD-Mischung in klei-
nen Aliquoten zu einer LTC-sAv-Stammlosung gegeben, und
die Emissionsspektren wurden in bestimmten Zeitfenstern
(Time-Gating-Detektion) aufgenommen. Das Auftreten von
langlebigen QD-Emissionsbanden ist ein deutlicher Hinweis
auf Multiplex-FRET vom LTC-Donor auf alle fiinf QD-Ak-
zeptoren. Abbildung 1 zeigt die mit steigendem Biot-QD/
Lumi4Tb-sAv-Konzentrationsverhéltnis aus dem Lumi4Tb-
Emissionsspektrum herauswachsenden QD-FRET-Emis-
sionsbanden. Wie aus dem vergroferten interessanten Be-
reich ersichtlich wird, stammen diese ansteigenden Signale
von langlebiger FRET-sensibilisierter QD-Emission, was den
Fiinffach-Multiplex-FRET von Lumi4Tb auf QDs im be-
schriebenen System bestétigt.
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Abbildung 1. a) Zeitaufgeldste Emissionsspektren bei steigenden Kon-
zentrationsverhiltnissen von Biot-QD per Lumi4Tb-sAv. Hintergrund-
autofluoreszenz der biologischen Proben und QD-Emission durch di-
rekte Laseranregung wurden durch die Messung in einem Zeitfenster
von 50-450 ps effizient unterdriickt. Die Spektren sind auf das 545-
nm-Emissionsmaximum von Lumi4Tb normalisiert. b) VergréRerter in-
teressanter Bereich mit einer Uberlagerung der stationéren Emissions-
spektren von QD529 (blau), QD565 (griin), QD604 (orange), QD653
(rot) und QD712 (braun). Die mit dem Biot-QD/Lumi4Tb-sAv-Verhilt-
nis steigenden Intensitaten der QD-Emissionsbanden im genannten
Zeitfenster stammen von simultanem FRET von Lumi4Tb auf alle funf
QDs. Die Ergebnisse fiir TbL sind sehr dhnlich und befinden sich in
Abbildung 4 der Hintergrundinformationen.
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Zur Durchfiihrung der hochempfindlichen Multiplex-
detektion aller fiinf FRET-Systeme innerhalb einer Probe
wurden die zeitverzogerten Lumineszenzintensititen der
LTC-Donoren, I(D), und der QD Akzeptoren, I(A), fiir
steigende Biot-QD/LTC-sAv-Konzentrationsverhiltnisse
aufgenommen. Abbildung 2 zeigt die Lumineszenzintensi-
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Abbildung 2. Relative Lumineszenzintensitits-Verhiltnisse (zum bes-
seren Vergleich bei [Biot-QDx] =0 auf 1 normiert) von QD (FRET-Ak-
zeptor)- und Lumi4Tb(FRET-Donor)-Lumineszenz tber der Biot-QDx-
Konzentration fiir a) x=712 (¥), x=565 (A) und x=653 (e) sowie

b) x=604 (@) und x=>529 (A). Die gefiillten Symbole reprisentieren
die FRET-Experimente, in denen die QDs durch Lumi4Tb FRET-sensibi-
lisiert wurden, was aus der Lumi4Tb-sAv-Biot-QD-Bindung resultiert
(steigender R-Wert Uber der Konzentration bis zu einem bestimmten
R-Niveau, an dem die Bindung gesittigt ist). Die leeren Symbole sind
Kontrollexperimente mit Biot-QDx und nicht konjugiertem (freiem)
Lumi4Tb, in denen keine Bindung und somit auch kein FRET auftreten
kann (der geringe Anstieg bei hohen QD-Konzentrationen entsteht
durch starke, kurzlebige Lumineszenz direkt angeregter QDs, die nach
0.1 ms immer noch messbar ist). Der Anstieg von R erreicht bei etwa
60 pm Biot-QDx (aufer bei Biot-QD529 wegen der schwachen Lumi-
neszenzsignale) einen Maximalwert. Hier betrigt die gesamte Biot-
QD-Konzentration 300 pm (wegen der funf verschiedenen Biot-QDx)
und die Lumi4Tb-sAv Konzentration ca. 1800 pm, was zu Biokonjuga-
ten mit sechs Lumi4Tb-sAv per Biot-QDx fiihrt. Dieser Wert stimmt
mit dem Bindungsverhaltnis von fiinf bis sieben Biotineinheiten per
QD (wie von Invitrogen spezifiziert) gut tiberein und zeigt die Sitti-
gung der Biot-QDs mit Lumi4Tb-sAv. Ergebnisse fiir TbL befinden sich
in Abbildung 6 der Hintergrundinformationen.
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téts-Verhiltnisse (R=1(A)/I(D)) in Abhingigkeit von der
Biot-QD-Konzentration fiir Lumi4Tb-sAv und nicht konju-
giertes (freies) Lumi4Tb als Nichtbindungskontrolle. Bereits
nach der Zugabe von winzigen Mengen der Biot-QD-Mi-
schung zu den LTC-sAv-Stammldsungen steigt die FRET-
sensibilisierte QD-Lumineszenzintensitit signifikant an, wo-
gegen die LTC-Lumineszenzintensititen fallen (siche Abbil-
dung 5 der Hintergrundinformationen fiir Lumineszenz-
abklingkurven), was zu einer Erhéhung des R-Werts fiir alle
fiinf FRET-Systeme fiihrt (Abbildung2). Die sehr hohe
Empfindlichkeit der Multiplexdetektion wird durch die sub-
pikomolaren LODs fiir alle fiinf FRET-Systeme unterstrichen
(Tabelle 1, 1. Reihe).

Messungen der LTC-sAv-Biot-QD-Einzeltests unter
denselben Bedingungen fiithren zu sehr dhnlichen Ergebnis-
sen (Tabelle 1, 2. Reihe), was das geringe spektroskopische
Ubersprechen unserer Technik verdeutlicht. Dieser groBe
Vorteil resultiert aus den schmalen und symmetrischen Wel-
lenlingenbandbreiten der QDs, den gut getrennten Emis-
sionsbanden der LTCs und der Auswahl addquater Filter. Fiir
alle Messungen wurden Kontrollexperimente mit LTCs ohne
sAv durchgefiihrt, um potenzielle Signale durch dynamischen
FRET oder Lumineszenz von direkt angeregten QDs auszu-
schlieen.

Um die LODs unseres hochaffinen sAv-Biot-Systems mit
echten diagnostischen Anwendungen wie Immunassays (die
Antigen-Antikorper-Bindungen mit deutlich geringeren Af-
finitdten verwenden) zu vergleichen, muss eine gut etablierte
Referenz zum Vergleich verwendet werden. Aus diesem
Grund haben wir die gleichen Experimente (sAv-Biot-Bin-
dung) mit dem FRET-Paar EuTBP-APC (siche oben)
durchgefiihrt, das eine duflerst hohe Empfindlichkeit fiir viele
wissenschaftliche Anwendungen und kommerzielle Dia-
gnostiktests bietet.'*17! Selbst die experimentellen Parameter
der FRET-Paare sind sehr dhnlich: Der EuTBP-Donor ist
ebenfalls ein Lanthanoidkomplex (4.1 EuTBP per sAv), und
der APC-Akzeptor (10-15 Biot per APC) ist ebenfalls relativ
grof3 (scheibenformiges 105-kDa-Phycobiliprotein mit ca.
3 nm Dicke und 10-13 nm Durchmesser).>*! Der sAv-Biot-
Assay dieses einzelnen FRET-Paares resultierte in einer
LOD von (24 +12) pm.®? Die sub-pikomolaren LODs aller
verschiedenen FRET-Paare innerhalb des Multiplexexperi-
ments (und der Einzeltests) sind signifikant niedriger (Ta-
belle 1, 3. Reihe). Daraus folgt, dass unser LTC-QD-Multi-
plextest nicht nur eine simultane Detektion von bis zu fiinf
Bioanalyten ermoglicht, sondern auch eine 40-240-mal
hohere Empfindlichkeit als ein gut etabliertes homogenes
Immunassay-FRET-Paar bietet und deshalb ein groBes Po-
tenzial fiir echte Diagnostikanwendungen hat.

Zusammenfassend haben wir eine neue und schnelle
Technik fiir die hochempfindliche Multiplexdetektion entwi-
ckelt. Die Multiplextechnik erdffnet die deutlichen Vorteile
der simultanen Messung verschiedener Biokomplexe bei du-
Berst hoher Empfindlichkeit, Reproduzierbarkeit und Ge-
schwindigkeit. Eines der Hauptziele zukiinftiger QD-Tech-
niken sollte die Entwicklung stabiler und reproduzierbarer
QDs mit einer effizienten, robusten und stabilen Antikor-
perkopplungschemie zur Ermoglichung echter Immunassays
sein. Die Entwicklung effizienter QD-Sensoren spielt eine
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Tabelle 1: Aus dem linearen Teil der Assay-Kalibrationskurven (graue Linien in Abbildung 2) ermittelte
LODs, die aus dem Nullstandardwert (R bei [Biot-QDx]=0) plus dreimal der Nullstandardabweichung

aus 40 Messungen berechnet werden.

wertsbreite) mit einer maximalen
Transmission nahe am Emissionsmaxi-
mum der QD-Akzeptoren (zwischen

den LTC-Emissionsbanden) und am

Biot-QD >29 265 604 653 2 545-nm-Emissionsmaximum der LTC-
LOD,™ [pm] 0.63+£0.15 0.12+0.03 0.37+0.16 0.10£0.02 0.12+£0.04 Donoren (siche Abbildung3 in den
LODS" [pm] 0.95+0.3 0.17+0.03 0.32+0.12 0.05+0.02 0.08£0.02 Hintergrundinformationen)  erreicht.
SVFH 38428 2004150 65460 240+168 200+167  Zur Unterdriickung von Proben- oder

[a] Multiplex. [b] Einzeltests. [c] SVF(Empfindlichkeits-Verbesserungsfaktor) =LOD(st)/LOD,,, wobei
LOD(st) die LOD von EuTBP-sAv-Biot-APC ((24 =12) pm) als Standardreferenz ist. Hohe Fehlerwerte

ergeben sich aus der Summierung der beiden relativen LOD-Fehler.

wichtige Rolle fiir die Bionanotechnologie, und wir glauben,
dass unsere hochempfindliche Multiplex-FRET-Methode
einen signifikanten Beitrag zu RNA-, DNA-, Aptamer-,
Peptid- und Protein-basierten Sensoranwendungen in der
Biologie, Chemie, Medizin und Physik leisten wird.

Experimentelles
TbL wurde synthetisch an freie Lysine des sAv gekoppelt.”’! Das
TbL/sAv-Verhiltnis betrug 11.5:1. Lumi4Tb wurde von Lumiphore in
der bereits gekoppelten Version geliefert (Lumi4Tb/sAv 4.4:1). Lu-
mineszenzabklingkurven wurden in 50 mm Boratpuffer (pH 8.3) mit
2% Rinderserumalbumin (BSA) und 0.5M KF aufgenommen. KF
verbessert die Leistung von TbL, da es koordiniertes Wasser ver-
dréngt, das die Lumineszenz effektiv 16scht. Obwohl KF nicht fiir
Lumi4Tb benotigt wird, wurde es im Puffer beibehalten, um gleiche
experimentelle Bedingungen zu gewéhrleisten. Die GroBen der
CdSe/ZnS- und CdSeTe/ZnS-Kern-Schale-Quantenpunkte wurden
von Invitrogen mit Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und
die hydrodynamischen Durchmesser der Biot-QDs mit Grof3enaus-
schlusschromatographie an HPLC bestimmt. Alle Proben wurden mit
einem gepulsten Nd:YAG-OPO-Lasersystem (OPO: GWU,
Deutschland; Laser: Spectra Physics, USA) mit 20 Hz Wiederholrate
und Pulsenergien von 10 uJ bei 320 nm angeregt. Diese Anregungs-
wellenldnge wurde gewéhlt, um gleiche Extinktionskoeffizienten fiir
TbL-sAv und Lumi4Tb-sAv zu erzielen (16500m 'cm™).
Fiinffach-Multiplexing wurde an einem Spektrographen mit
ICCD-Kamera-Detektion (LOT-Oriel, Deutschland) gemessen. Die
Messungen wurden nach 1h Inkubationszeit bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Zeitverzogerte (50-450 us) Lumineszenzspektren
(500-725nm) der LTC-Donoren und der fiinf QD-Akzeptoren
wurden simultan gemessen. Eine Biot-QD-Mischung (mit 3 nm Biot-
QD529, 2 nM Biot-QD565, 1 nm Biot-QD604, 1 nM Biot-QD653 und
3 nMm Biot-QD712 in Boratpuffer) wurde in kleinen Aliquoten zu
einer Losung von 10 nm LTC-sAv gegeben. QD-Konzentrationen
wurden variiert, um Unterschiede im spektralen Uberlapp und in der
Lumineszenzquantenausbeute zu normalisieren, sodass sich ver-
gleichbare Lumineszenzintensitéten fiir alle fiinf QDs ergaben. Ein
modifiziertes KRYPTOR-Laboranalysensystem (Cezanne, Frank-
reich) mit zwei Photonenvervielfacher-Detektionskanédlen und
wechselbaren Bandpassfiltern (Messaufbau siche Abbildung 7 in den
Hintergrundinformationen) wurde fiir die hochempfindlichen Mes-
sungen verwendet. Das Probenvolumen betrug 150 uL. Eine Biot-
QD-Mischung (0.4 nmM von jedem Biot-QD) wurde in kleinen Ali-
quoten zu einer 2 nM Stammlosung von LTC-sAv gegeben. Fiir die
einzelnen LTC-sAv-Biot-QD-Tests wurden 1 nm Stammldsungen von
Biot-QD in kleinen Aliquoten zu einer 1 nM Stammldsung von LTC-
sAv gegeben. Nach minimal 30 min Inkubationszeit wurden die Lu-
mineszenzintensititen der LTC-Donoren, I(D), und der QD-Ak-
zeptoren, I(A), in einem Zeitfenster von 0.1 bis 1.2 ms gemessen.
Spektrale Auflosung wurde mit Bandpassfiltern (ca. 10 nm Halb-
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Messungenauigkeiten und zur Korrek-
tur der abnehmenden LTC-Konzentra-
tionen bei Zugabe der QD-Mischung
wurde eine ratiometrische Messung
(Intensitdtsverhdltnis ~ R=I(A)/I(D))
durchgefiihrt.

Eingegangen am 12. November 2009,
verdanderte Fassung am 11. Dezember 2009
Online veroffentlicht am 27. Januar 2010

Stichworter: Biosensoren - FRET - Lanthanoidkomplexe -
Multiplexing - Quantenpunkte

[1] P. Alivisatos, Nat. Biotechnol. 2004, 22, 47.

[2] W. C. W. Chan, S. M. Nie, Science 1998, 281, 2016.

[3] R. Gill, M. Zayats, 1. Willner, Angew. Chem. 2008, 120, 7714,
Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 7602.

[4] E. Katz, 1. Willner, Angew. Chem. 2004, 116, 6166; Angew.
Chem. Int. Ed. 2004, 43, 6042.

[5] 1. L. Medintz, H. Mattoussi, A. R. Clapp, Int. J. Nanomed. 2008,
3, 151.

[6] I. L. Medintz, H. T. Uyeda, E. R. Goldman, H. Mattoussi, Nat.
Mater. 2005, 4, 435.

[7] X. Michalet, F. F. Pinaud, L. A. Bentolila, J. M. Tsay, S. Doose,
J.J. Li, G. Sundaresan, A. M. Wu, S. S. Gambhir, S. Weiss, Sci-
ence 2005, 307, 538.

[8] S.G. Penn, L. He, M. J. Natan, Curr. Opin. Chem. Biol. 2003, 7,
609.

[9] RNCSO—Global In Vitro Diagnostic Market Analysis, Rese-
arch Report, Juni 2009, Noida (Indien).

[10] N. Hildebrandt, H.-G. Lohmannsroben, Curr. Chem. Biol. 2007,
1,167.

[11] Select Biosciences—Multiplexed Diagnostics 2008, Strategic
Report, Juni 2008, Sudbury (GroBbritannien).

[12] S.Ray, M. Britschgi, C. Herbert, Y. Takeda-Uchimura, A. Boxer,
K. Blennow, L. F. Friedman, D. R. Galasko, M. Jutel, A. Kary-
das, J. A. Kaye, J. Leszek, B. L. Miller, L. Minthon, J. F. Quinn,
G. D. Rabinovici, W. H. Robinson, M. N. Sabbagh, Y. T. So, D. L.
Sparks, M. Tabaton, J. Tinklenberg, J. A. Yesavage, R. Tibsh-
irani, T. Wyss-Coray, Nat. Med. 2007, 13, 1359.

[13] H. Harm4, T. Soukka, A. Shavel, N. Gaponik, H. Weller, Anal.
Chim. Acta 2007, 604, 177.

[14] H. Bazin, M. Préaudat, E. Trinquet, G. Mathis, Spectrochim.
Acta Part A 2001, 57, 2197.

[15] G. Mathis, Clin. Chem. 1993, 39, 1953.

[16] http://www.cezanne.fr/ev_technoprod4.htm#; November 2009.

[17] http://www.htrf.com/products/; November 2009.

[18] A.P. Alivisatos, Science 1996, 271, 933.

[19] Y. Yin, A. P. Alivisatos, Nature 2005, 437, 664.

[20] T.Jamieson, R. Bakhshi, D. Petrova, R. Pocock, M. Imani, A. M.
Seifalian, Biomaterials 2007, 28, 4717.

[21] M. Bruchez, Jr., M. Moronne, P. Gin, S. Weiss, A. P. Alivisatos,
Science 1998, 281, 2013.

[22] M. P. Bruchez, Curr. Opin. Chem. Biol. 2005, 9, 533.

[23] F. M. Raymo, L. Yildiz, Phys. Chem. Chem. Phys. 2007, 9, 2036.

[24] R. C. Somers, M. G. Bawendi, D. G. Nocera, Chem. Soc. Rev.
2007, 36, 579.

Angew. Chem. 2010, 122, 1438 —1443


http://dx.doi.org/10.1038/nbt927
http://dx.doi.org/10.1126/science.281.5385.2016
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200800169
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200800169
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200400651
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200400651
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200400651
http://dx.doi.org/10.1038/nmat1390
http://dx.doi.org/10.1038/nmat1390
http://dx.doi.org/10.1126/science.1104274
http://dx.doi.org/10.1126/science.1104274
http://dx.doi.org/10.1016/j.cbpa.2003.08.013
http://dx.doi.org/10.1016/j.cbpa.2003.08.013
http://dx.doi.org/10.2174/187231307780636404
http://dx.doi.org/10.2174/187231307780636404
http://dx.doi.org/10.1038/nm1653
http://dx.doi.org/10.1126/science.271.5251.933
http://dx.doi.org/10.1126/science.271.5251.933
http://dx.doi.org/10.1038/nature04165
http://dx.doi.org/10.1016/j.biomaterials.2007.07.014
http://dx.doi.org/10.1016/j.cbpa.2005.08.019
http://dx.doi.org/10.1039/b616017d
http://dx.doi.org/10.1039/b517613c
http://dx.doi.org/10.1039/b517613c
http://www.angewandte.de

[25] A.R. Clapp, I. L. Medintz, H. Mattoussi, ChemPhysChem 2006,
7, 47.

[26] A.R. Clapp, I. L. Medintz, J. M. Mauro, B. R. Fisher, M. G.
Bawendi, H. Mattoussi, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 301.

[27] I. L. Medintz, A.R. Clapp, H. Mattoussi, E. R. Goldman, B.
Fisher, J. M. Mauro, Nat. Mater. 2003, 2, 630.

[28] A.R. Clapp, T. Pons, I. L. Medintz, J. B. Delehanty, J. S. Melin-
ger, T. Tiefenbrunn, P. E. Dawson, B. R. Fisher, B. O’Rourke, H.
Mattoussi, Adv. Mater. 2007, 19, 1921.

[29] A.R. Clapp, L. L. Medintz, H. T. Uyeda, B.R. Fisher, E. R.
Goldman, M. G. Bawendi, H. Mattoussi, J. Am. Chem. Soc. 2005,
127, 18212.

[30] A.R. Clapp, I. L. Medintz, B. R. Fisher, G.P. Anderson, H.
Mattoussi, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 1242.

[31] L.J. Charbonniere, N. Hildebrandt, Eur. J. Inorg. Chem. 2008,
3241.

[32] L.J. Charbonniere, N. Hildebrandt, R. F. Ziessel, H.-G. Loh-
mannsroben, J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 12800.

[33] N. Hildebrandt, L. J. Charbonniere, M. Beck, R. F. Ziessel, H.-G.
Lohmannsroben, Angew. Chem. 2005, 117, 7784; Angew. Chem.
Int. Ed. 2005, 44, 7612.

Angewandte

[34] N. Hildebrandt, L.J. Charbonniére, H.-G. Léhmannsrében, J.
Biomed. Biotechnol. 2007, 79169.

[35] X.Y. Huang, L. Li, H. FE. Qian, C. Q. Dong, J. C. Ren, Angew.
Chem. 2006, 118, 5264; Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 5140.

[36] M. K. So, C.J. Xu, A. M. Loening, S. S. Gambhir, J. H. Rao, Nat.
Biotechnol. 2006, 24, 339.

[37] H. Q. Yao, Y. Zhang, F. Xiao, Z. Y. Xia, J. H. Rao, Angew. Chem.
2007, 119, 4424; Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 46, 4346.

[38] B. W. Van der Meer, G. Coker, S. Y. S. Chen, Resonance Energy
Transfer: Theory and Data, VCH, New York; Cambridge, 1994.

[39] N. Weibel, L. J. Charbonniere, M. Guardigli, A. Roda, R. Zies-
sel, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 4888.

[40] M. K. Johansson, R. M. Cook, J. D. Xu, K. N. Raymond, J. Am.
Chem. Soc. 2004, 126, 16451.

[41] S. Petoud, S. M. Cohen, J. C. G. Biinzli, K. N. Raymond, J. Am.
Chem. Soc. 2003, 125, 13324.

[42] A.N. Glazer, Biochim. Biophys. Acta Rev. Bioenerg. 1984, 768,
29.

[43] 1. Y. Liu, T. Jiang, J. P. Zhang, D. C. Liang, J. Biol. Chem. 1999,
274, 16945.

Angew. Chem. 2010, 122, 1438 —1443

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

Chemie

1443


http://dx.doi.org/10.1002/cphc.200500217
http://dx.doi.org/10.1002/cphc.200500217
http://dx.doi.org/10.1021/ja037088b
http://dx.doi.org/10.1038/nmat961
http://dx.doi.org/10.1002/adma.200602036
http://dx.doi.org/10.1021/ja054630i
http://dx.doi.org/10.1021/ja054630i
http://dx.doi.org/10.1021/ja045676z
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200501552
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200501552
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200501552
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200601196
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200601196
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200601196
http://dx.doi.org/10.1038/nbt1188
http://dx.doi.org/10.1038/nbt1188
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200700280
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200700280
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200700280
http://dx.doi.org/10.1021/ja031886k
http://dx.doi.org/10.1021/ja0452368
http://dx.doi.org/10.1021/ja0452368
http://dx.doi.org/10.1021/ja0379363
http://dx.doi.org/10.1021/ja0379363
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.274.24.16945
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.274.24.16945
http://www.angewandte.de

