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Nanobiosensoren sind zu einem schnell wachsenden Feld der
Diagnostik geworden.[1–8] Zwar ist der In-vitro-Diagnostik-
markt mit j�hrlichen Wachstumsraten von ca. 10 %[9] eines der
gr�ßten Segmente f�r 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.[10] In-vitro-
Diagnostiktests, die auf Multiplexdetektion basieren, werden
j�hrliche Wachstumsraten von 26% in den kommenden
Jahren vorausgesagt.[11] Multiplexdiagnostik erm�glicht die
simultane Messung mehrerer klinischer Parameter in ein und
der selben Probe, was k�rzere Analysezeiten und geringere
Kosten pro Datenpunkt zur Folge hat. Der Wunsch nach
Multiplexdiagnostik resultiert auch aus der Entdeckung
immer neuer Biomarker (z.B. f�r die Alzheimer-Krank-
heit)[12] f�r h�here Selektivit�t und Empfindlichkeit.

Hier pr�sentieren wir ein homogenes Testformat, das sehr
hohe Empfindlichkeit mit Multiplexdetektion kombiniert
und somit große Vorteile gegen�ber herk�mmlichen dia-
gnostischen Tests bietet. Unser System (Schema 1) basiert auf
FRET (F�rster-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 ausgew�hlt, um eine Kon-
zepttauglichkeit f�r 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, �bertragbar. Ein kompetitiver Immunassay f�r
den Einzelanalyten �stradiol mithilfe eines FRET von Eu-
ropium auf QDs wurde bereits demonstriert.[13] Um die
Nachweisgrenzen (limits of detection, LODs) bez�glich der
In-vitro-Diagnostik bewerten zu k�nnen, haben wir unser
System mit dem etablierten und hochempfindlichen Immun-
assay-FRET-Paar aus Tris(bipyridin)/Eu3+ (EuTBP) und Al-
lophycocyanin (APC)[14,15] verglichen, das in vielen hoch-

empfindlichen diagnostischen Immunassays und Drogentests
f�r den Einzelanalytnachweis verwendet wird.[16, 17]

QDs haben außergew�hnliche chemische und physikali-
sche Eigenschaften, die heutzutage weitestgehend bekannt
sind.[18, 19] Außerdem werden QDs h�ufig in den verschie-
densten Anwendungen der Lebenswissenschaften einge-
setzt.[1–8,20–24] Ihre gr�ßenabh�ngigen Absorptions- und
Emissionswellenl�ngen sowie die schmalen und symmetri-
schen Emissionsbanden machen QDs zu idealen Kandidaten
f�r optisches Multiplexing. Zwar wurden sie in biologischen
Tests als FRET-Donoren mit verschiedenen organischen
Farbstoffen als Akzeptoren genutzt,[25–29] allerdings wurde
auch gezeigt, dass sie ineffiziente FRET-Akzeptoren mit
herk�mmlichen organischen Fluorophoren als Donoren
sind.[30] Um QDs als effiziente FRET-Akzeptoren zu nutzen,
ben�tigt man Lanthanoid-Donoren mit langen Lebenszeiten

Schema 1. Prinzip des Multiplex-FRET-Tests. LTC-markiertes Strept-
avidin (LS) bindet an biotinylierte (B) QDs, was zu einer r�umlichen
N�he zwischen LTCs und QDs f�hrt und somit FRET erm�glicht. Vor
der Bindung (linke Seite) f�hrt UV-Anregung zu LTC- und QD-Lumi-
neszenz mit ms- bzw. ns-Abklingzeiten. Nach der Bindung (rechte
Seite) wird Energie von LTCs auf QDs �bertragen, was Lumineszenzl�-
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 unterdr�ckt,
und die ms-Lumineszenzintensit�ten bei verschiedenen Emissionswel-
lenl�ngen k�nnen direkt zur Messung der Konzentration der unter-
schiedlichen FRET-Komplexe (LS-QD1 bis sAv-QDx) verwendet werden.[*] Dr. N. Hildebrandt
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(bis zu Millisekunden) der angeregten Zust�nde.[31–34] Die
einzigen anderen Alternativen sind Biolumineszenz(BRET)-
oder Chemilumineszenz(CRET)-Resonanzenergietransfer
ohne externe Lichtanregung.[35–37]

Die Kombination von QD-Akzeptoren mit LTC-Donoren
in zeitaufgel�stem FRET bringt signifikante Vorteile bez�g-
lich Empfindlichkeit, Abstand und Multiplexdetektion ge-
gen�ber anderen Donor-Akzeptor-Paaren mit sich.[31] Die
langlebige (Millisekunden-)Terbiumlumineszenz der LTCs
erm�glicht das Ausblenden der Detektion kurzer Zeiten, was
zu einer fast vollst�ndigen Unterdr�ckung der kurzlebigen
Autofluoreszenz der biologischen Probe sowie der Fluores-
zenz direkt angeregter QDs f�hrt. Wegen der hohen �ber-
lappintegralwerte k�nnen außergew�hnlich große F�rster-
Radien (R0, der Donor-Akzeptor-Abstand, bei dem die
FRET-Effizienz 50 % betr�gt) bis zu 11 nm erreicht werden,
wogegen herk�mmliche Donor-Akzeptor-Paare nur wesent-
lich kleinere R0-Werte erreichen (selten mehr als 6 nm).[38]

Durch die Auswahl von QDs mit Emissionswellenl�ngen
zwischen oder jenseits der gut getrennten LTC-Lumines-
zenzbanden wird Multiplex-FRET von einem LTC zu vielen
QDs vom gr�nen bis zum NIR-Spektralbereich erm�glicht.

Als vergleichender Ansatz wurden zwei verschiedene
LTCs als Energiedonoren verwendet. „TbL“ basiert auf
einem Glutamatger�st, das mit zwei chomophoren Einheiten
aus anionischem Bipyridyl N-funktionalisiert ist[39] und in
unseren Laboratorien synthetisiert wurde. TbL wurde mit
„Lumi4Tb“ verglichen, das auf einer Isophthalamidstruktur
basiert[40,41] und kommerziell erh�ltlich 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 f�r TbL-
sAv und (2.3� 0.1) ms f�r 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 erm�glicht.

Die in unserer Studie verwendeten f�nf verschiedenen
QDs waren kommerziell erh�ltliche QDots (Invitrogen,
USA) mit Emissionsmaxima bei 529, 565, 604, 653 oder
712 nm. Die QDs wurden wegen ihrer hohen Extinktions-
koeffizienten �ber einen breiten Wellenl�ngenbereich (was
zu gutem spektralem �berlapp mit den LCTs f�hrt; Abbil-
dung 2 in den Hintergrundinformationen) und wegen ihrer in
die Emissionsl�cken der LTC Spektren passenden Emis-
sionswellenl�ngen (Abbildung 3 in den Hintergrundinfor-
mationen) ausgew�hlt. Weiterhin erm�glichen die schmalen
und symmetrischen Emissionsbanden der QDs und die Aus-
wahl geeigneter Bandpassfilter ein Multiplexdetektionssys-
tem mit geringem spektroskopischem �bersprechen (cross-
talk) zwischen den einzelnen Detektionskan�len. 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 Oberfl�che. Die Gr�ßen 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).

Zur Visualisierung der Multiplexdetektion von f�nf LTC-
QD-FRET-Systemen wurde eine Biot-QD-Mischung in klei-
nen Aliquoten zu einer LTC-sAv-Stamml�sung 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 f�nf QD-Ak-
zeptoren. Abbildung 1 zeigt die mit steigendem Biot-QD/
Lumi4Tb-sAv-Konzentrationsverh�ltnis aus dem Lumi4Tb-
Emissionsspektrum herauswachsenden QD-FRET-Emis-
sionsbanden. Wie aus dem vergr�ßerten interessanten Be-
reich ersichtlich wird, stammen diese ansteigenden Signale
von langlebiger FRET-sensibilisierter QD-Emission, was den
F�nffach-Multiplex-FRET von Lumi4Tb auf QDs im be-
schriebenen System best�tigt.

Abbildung 1. a) Zeitaufgel�ste Emissionsspektren bei steigenden Kon-
zentrationsverh�ltnissen 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 ms effizient unterdr�ckt. Die Spektren sind auf das 545-
nm-Emissionsmaximum von Lumi4Tb normalisiert. b) Vergr�ßerter in-
teressanter Bereich mit einer �berlagerung der station�ren Emissions-
spektren von QD529 (blau), QD565 (gr�n), QD604 (orange), QD653
(rot) und QD712 (braun). Die mit dem Biot-QD/Lumi4Tb-sAv-Verh�lt-
nis steigenden Intensit�ten der QD-Emissionsbanden im genannten
Zeitfenster stammen von simultanem FRET von Lumi4Tb auf alle f�nf
QDs. Die Ergebnisse f�r TbL sind sehr �hnlich und befinden sich in
Abbildung 4 der Hintergrundinformationen.
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Zur Durchf�hrung der hochempfindlichen Multiplex-
detektion aller f�nf FRET-Systeme innerhalb einer Probe
wurden die zeitverz�gerten Lumineszenzintensit�ten der
LTC-Donoren, I(D), und der QD Akzeptoren, I(A), f�r
steigende Biot-QD/LTC-sAv-Konzentrationsverh�ltnisse
aufgenommen. Abbildung 2 zeigt die Lumineszenzintensi-

t�ts-Verh�ltnisse (R = I(A)/I(D)) in Abh�ngigkeit von der
Biot-QD-Konzentration f�r 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-Stamml�sungen steigt die FRET-
sensibilisierte QD-Lumineszenzintensit�t signifikant an, wo-
gegen die LTC-Lumineszenzintensit�ten fallen (siehe Abbil-
dung 5 der Hintergrundinformationen f�r Lumineszenz-
abklingkurven), was zu einer Erh�hung des R-Werts f�r alle
f�nf FRET-Systeme f�hrt (Abbildung 2). Die sehr hohe
Empfindlichkeit der Multiplexdetektion wird durch die sub-
pikomolaren LODs f�r alle f�nf FRET-Systeme unterstrichen
(Tabelle 1, 1. Reihe).

Messungen der LTC-sAv-Biot-QD-Einzeltests unter
denselben Bedingungen f�hren zu sehr �hnlichen Ergebnis-
sen (Tabelle 1, 2. Reihe), was das geringe spektroskopische
�bersprechen unserer Technik verdeutlicht. Dieser große
Vorteil resultiert aus den schmalen und symmetrischen Wel-
lenl�ngenbandbreiten der QDs, den gut getrennten Emis-
sionsbanden der LTCs und der Auswahl ad�quater Filter. F�r
alle Messungen wurden Kontrollexperimente mit LTCs ohne
sAv durchgef�hrt, um potenzielle Signale durch dynamischen
FRET oder Lumineszenz von direkt angeregten QDs auszu-
schließen.

Um die LODs unseres hochaffinen sAv-Biot-Systems mit
echten diagnostischen Anwendungen wie Immunassays (die
Antigen-Antik�rper-Bindungen mit deutlich geringeren Af-
finit�ten 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 (siehe oben)
durchgef�hrt, das eine �ußerst hohe Empfindlichkeit f�r viele
wissenschaftliche Anwendungen und kommerzielle Dia-
gnostiktests bietet.[14–17] Selbst die experimentellen Parameter
der FRET-Paare sind sehr �hnlich: Der EuTBP-Donor ist
ebenfalls ein Lanthanoidkomplex (4.1 EuTBP per sAv), und
der APC-Akzeptor (10–15 Biot per APC) ist ebenfalls relativ
groß (scheibenf�rmiges 105-kDa-Phycobiliprotein mit ca.
3 nm Dicke und 10–13 nm Durchmesser).[42, 43] Der sAv-Biot-
Assay dieses einzelnen FRET-Paares resultierte in einer
LOD von (24� 12) pm.[32] 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 f�nf
Bioanalyten erm�glicht, sondern auch eine 40–240-mal
h�here Empfindlichkeit als ein gut etabliertes homogenes
Immunassay-FRET-Paar bietet und deshalb ein großes Po-
tenzial f�r echte Diagnostikanwendungen hat.

Zusammenfassend haben wir eine neue und schnelle
Technik f�r die hochempfindliche Multiplexdetektion entwi-
ckelt. Die Multiplextechnik er�ffnet die deutlichen Vorteile
der simultanen Messung verschiedener Biokomplexe bei �u-
ßerst hoher Empfindlichkeit, Reproduzierbarkeit und Ge-
schwindigkeit. Eines der Hauptziele zuk�nftiger QD-Tech-
niken sollte die Entwicklung stabiler und reproduzierbarer
QDs mit einer effizienten, robusten und stabilen Antik�r-
perkopplungschemie zur Erm�glichung echter Immunassays
sein. Die Entwicklung effizienter QD-Sensoren spielt eine

Abbildung 2. Relative Lumineszenzintensit�ts-Verh�ltnisse (zum bes-
seren Vergleich bei [Biot-QDx] = 0 auf 1 normiert) von QD(FRET-Ak-
zeptor)- und Lumi4Tb(FRET-Donor)-Lumineszenz �ber der Biot-QDx-
Konzentration f�r a) x =712 (!), x = 565 (~) und x =653 (*) sowie
b) x = 604 (*) und x = 529 (~). Die gef�llten Symbole repr�sentieren
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 �ber der Konzentration bis zu einem bestimmten
R-Niveau, an dem die Bindung ges�ttigt 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 (außer bei Biot-QD529 wegen der schwachen Lumi-
neszenzsignale) einen Maximalwert. Hier betr�gt die gesamte Biot-
QD-Konzentration 300 pm (wegen der f�nf verschiedenen Biot-QDx)
und die Lumi4Tb-sAv Konzentration ca. 1800 pm, was zu Biokonjuga-
ten mit sechs Lumi4Tb-sAv per Biot-QDx f�hrt. Dieser Wert stimmt
mit dem Bindungsverh�ltnis von f�nf bis sieben Biotineinheiten per
QD (wie von Invitrogen spezifiziert) gut �berein und zeigt die S�tti-
gung der Biot-QDs mit Lumi4Tb-sAv. Ergebnisse f�r TbL befinden sich
in Abbildung 6 der Hintergrundinformationen.
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wichtige Rolle f�r 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.[33] Das
TbL/sAv-Verh�ltnis 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-
dr�ngt, das die Lumineszenz effektiv l�scht. Obwohl KF nicht f�r
Lumi4Tb ben�tigt wird, wurde es im Puffer beibehalten, um gleiche
experimentelle Bedingungen zu gew�hrleisten. Die Gr�ßen der
CdSe/ZnS- und CdSeTe/ZnS-Kern-Schale-Quantenpunkte wurden
von Invitrogen mit Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und
die hydrodynamischen Durchmesser der Biot-QDs mit Gr�ßenaus-
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 mJ bei 320 nm angeregt. Diese Anregungs-
wellenl�nge wurde gew�hlt, um gleiche Extinktionskoeffizienten f�r
TbL-sAv und Lumi4Tb-sAv zu erzielen (16500m�1 cm�1).

F�nffach-Multiplexing wurde an einem Spektrographen mit
ICCD-Kamera-Detektion (LOT-Oriel, Deutschland) gemessen. Die
Messungen wurden nach 1 h Inkubationszeit bei Raumtemperatur
durchgef�hrt. Zeitverz�gerte (50–450 ms) Lumineszenzspektren
(500–725 nm) der LTC-Donoren und der f�nf 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 nm Biot-QD712 in Boratpuffer) wurde in kleinen Aliquoten zu
einer L�sung von 10 nm LTC-sAv gegeben. QD-Konzentrationen
wurden variiert, um Unterschiede im spektralen �berlapp und in der
Lumineszenzquantenausbeute zu normalisieren, sodass sich ver-
gleichbare Lumineszenzintensit�ten f�r alle f�nf QDs ergaben. Ein
modifiziertes KRYPTOR-Laboranalysensystem (Cezanne, Frank-
reich) mit zwei Photonenvervielfacher-Detektionskan�len und
wechselbaren Bandpassfiltern (Messaufbau siehe Abbildung 7 in den
Hintergrundinformationen) wurde f�r die hochempfindlichen Mes-
sungen verwendet. Das Probenvolumen betrug 150 mL. Eine Biot-
QD-Mischung (0.4 nm von jedem Biot-QD) wurde in kleinen Ali-
quoten zu einer 2 nm Stamml�sung von LTC-sAv gegeben. F�r die
einzelnen LTC-sAv-Biot-QD-Tests wurden 1 nm Stamml�sungen von
Biot-QD in kleinen Aliquoten zu einer 1 nm Stamml�sung von LTC-
sAv gegeben. Nach minimal 30 min Inkubationszeit wurden die Lu-
mineszenzintensit�ten der LTC-Donoren, I(D), und der QD-Ak-
zeptoren, I(A), in einem Zeitfenster von 0.1 bis 1.2 ms gemessen.
Spektrale Aufl�sung wurde mit Bandpassfiltern (ca. 10 nm Halb-

wertsbreite) mit einer maximalen
Transmission nahe am Emissionsmaxi-
mum der QD-Akzeptoren (zwischen
den LTC-Emissionsbanden) und am
545-nm-Emissionsmaximum der LTC-
Donoren (siehe Abbildung 3 in den
Hintergrundinformationen) erreicht.
Zur Unterdr�ckung von Proben- oder
Messungenauigkeiten und zur Korrek-
tur der abnehmenden LTC-Konzentra-
tionen bei Zugabe der QD-Mischung
wurde eine ratiometrische Messung
(Intensit�tsverh�ltnis R = I(A)/I(D))
durchgef�hrt.
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ver�nderte Fassung am 11. Dezember 2009
Online ver�ffentlicht am 27. Januar 2010
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