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Intrazellulire Thermometrie mithilfe fluoreszierender Gold-Nano-

cluster*=

Li Shang, Florian Stockmar, Naghmeh Azadfar und G. Ulrich Nienhaus*

Zelluldre Prozesse hidngen empfindlich von der Temperatur
ab, da diese die Dynamik und Reaktivitdt der unzihligen
Biomolekiile in den Zellen bestimmt.!! Prizise Messungen
der Temperatur und ihrer Variation innerhalb von Zellen
konnen daher zu Fortschritten in der Zellbiologie und der
Biomedizin beitragen.”! Fluoreszierende Nanopartikel sind
dabei von besonderem Interesse, weil sie sowohl zur Bildge-
bung als auch zur Temperaturmessung auf der Nanoskala
verwendet werden konnen.’! Diverse Nanomaterialien, z. B.
Halbleiterquantenpunkte (quantum dots, QDs),"! mit selte-
nen Erden dotierte Nanopartikel® und Polymer-basierte
Nanogele! haben bereits groBes Potenzial als Nanothermo-
meter in biologischen Systemen, besonders in lebenden
Zellen, gezeigt. Lin et al.’! haben beispielsweise QDs zur
Erfassung der rdumlich heterogenen Wirmeproduktion in
lebenden Zellen verwendet.

Fluoreszierende Gold-Nanocluster (AuNCs) erlangten in
jingster Zeit bemerkenswerte Aufmerksamkeit. Durch ihre
sehr geringe Grofle (Durchmesser <2 nm), kolloidale Stabi-
litéit, gute Biokompatibilitidt und einfache Synthese!® haben
sich AuNGCs in einer Vielzahl von biomedizinischen Anwen-
dungen als hervorragend einsetzbar erwiesen, beispielsweise
fir die Biosensorik,”! In-vitro- und In-vivo-Bildgebung”
sowie Krebstherapie.'!!l Wir zeigen hier, wie AuNCs wegen
ihrer stark temperaturabhidngigen Fluoreszenzlebensdauer
und -intensitdt im physiologischen Temperaturbereich (15—
45°C) als vielseitige Nanothermometer eingesetzt werden
konnen. Mithilfe der auf zeitkorrelierter Einzelphotonen-
zahlung (time-correlated single photon counting, TCSPC)
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basierenden Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie (fluoresc-
ence lifetime imaging microscopy, FLIM) demonstrieren wir
das grofle Potenzial von AuNCs fiir die lokale Temperatur-
messung in lebenden Zellen.

Liponsdure-ummantelte AuNCs wurden entsprechend
einer publizierten Methode synthetisiert.'"? Diese AuNCs
haben einen Durchmesser von (1.6 4+0.3) nm (siche Abbil-
dung S1 und S2 in den Hintergrundinformationen) und fluo-
reszieren stark im nah-infraroten Bereich. AuBerdem haben
sie eine hervorragende kolloidale Stabilitdt in biologischen
Medien, was entscheidend fiir ihre Funktion als Fluores-
zenzmarker in biologischen Anwendungen ist.!”

Abbildung 1 A zeigt die ausgeprigte Temperaturabhén-
gigkeit der Fluoreszenzemissionsspektren der AuNCs in
Phosphat-gepufferter Salzlosung (phosphate buffered saline,
PBS). Die Intensitidt nimmt bei einer Erhéhung der Tempe-
ratur von 10 auf 45°C um 67 % ab. Die Temperaturauflosung
betrédgt etwa 0.1-0.3°C unter der Annahme, dass ein Inten-
sitdtsunterschied von 0.5% °C™' notwendig ist, um einen
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Abbildung 1. Temperaturabhingigkeit der Fluoreszenzemission von Li-

ponsiure-ummantelten AuNCs in Pufferldsung. A) Fluoreszenzspek-
trum (Anregung bei 580 nm) fuir verschiedene Temperaturen (10—
45°C; von oben nach unten). Der eingebettete Graph zeigt die Intensi-
tit bei 710 nm in Abhingigkeit von der Temperatur. B) Fluoreszenzzer-
fille bei 14°C (schwarz), 25°C (grau), 43°C (hellgrau). C) Temperatur-
abhingigkeit der drei Exponentialfunktionen, die zur Anpassung an die
Fluoreszenzzerfille benétigt wurden. D) Mittlere Fluoreszenzlebens-
dauer in Abhingigkeit von der Temperatur und die zugehérige lineare
Regression (graue Linie).
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Temperaturunterschied festzustellen. Anders als bei QDs,
die starke Temperatur-abhéngige spektrale Verschiebungen
zeigen,*"! ist die Form des Emissionsspektrums von AuNCs
im untersuchten Temperaturbereich konstant.

Mit der Verringerung der Intensitét bei steigender Tem-
peratur beschleunigt sich auch der Fluoreszenzzerfall der
AuNCs (Abbildung 1B). Liponsdure-ummantelte AuNCs
zeigen einen charakteristischen, nichtexponentiellen Fluo-
reszenzzerfall, der mit einer Summe von drei Exponential-
funktionen angepasst werden kann, die einer kurzen (7
~24 ns), einer mittleren (7,/~130ns) und einer langen
(600 ns < 73 < 750 ns) Lebensdauer entsprechen. Die Tempe-
raturabhéngigkeit wird von der Komponente mit langer Le-
bensdauer dominiert (Abbildung 1C). Der Lumineszenz-
Mechanismus der AuNCs ist noch nicht vollkommen ver-
standen. Untersuchungen an Thiol-funktionalisierten AuNCs
ergaben Hinweise, dass die Komponente mit langer Lebens-
dauer (typischerweise > 500 ns) mit dem Au'-Thiolat-Kom-
plex auf der AuNC-Oberfliche assoziiert ist.'”) Die (intensi-
titsgewichtete) mittlere Lebensdauer variiert annihernd
linear mit der Temperatur; die Anpassung ergab einen Kor-
relationskoeffizienten von 0.9952 (Abbildung 1D). Folglich
reagiert nicht nur die Emissionsintensitit, sondern auch die
mittlere Fluoreszenzlebensdauer empfindlich auf Tempera-
turvariationen. Fiir Temperaturmessungen in biologischen
Systemen ist die Fluoreszenzlebensdauermessung sogar in-
teressanter, da sie im Unterschied zu Intensititsmessungen
invariant gegeniiber lokalen Anderungen der Fluoreszenzm-
arkerkonzentration oder der Fluoreszenzanregung ist.
Zudem liegt die mittlere Fluoreszenzlebensdauer mit
>500 ns zwei GroBenordnungen iiber jener der Autofluo-
reszenz der Zelle. Folglich kénnen AuNCs in biologischen
Proben mithilfe von FLIM mit Lebensdauerfilterung®
praktisch ohne Autofluoreszenzhintergrund abgebildet
werden. Die lange Fluoreszenzlebensdauer verlangsamt
jedoch die Datenerfassung.

Wir haben den Einsatz von AuNCs zur intrazelluldren
Temperaturmessung mit FLIM an menschlichen Krebszellen
(HeLa) analysiert. Liponsdure-ummantelte AuNCs werden
von HeLa-Zellen iiber Clathrin-vermittelte Endozytose effi-
zient aufgenommen.!"”! Nach einer Inkubationszeit von 2 h
wurden betrédchtliche Mengen von AuNCs in den HelLa-
Zellen gefunden, was auch mit intensititsbasierter konfokaler
Mikroskopie gezeigt werden konnte (siche Abbildung S3 in
den Hintergrundinformationen). AnschlieBend wurde die
Umgebungstemperatur der HeLa-Zellen mit einer tempera-
turgesteuerten Probenkammer variiert. FLIM-Aufnahmen
wurden erstellt, indem an die Lebensdauerdaten eines jeden
einzelnen Bildpunktes eine Summe aus drei Exponential-
funktionen angepasst wurde (Abbildung?2). Die Befunde
zeigen eindeutig, dass die lange Lebensdauerkomponente im
Bereich von 600 bis 1000 ns von den aufgenommenen AuNCs
herriihrt und nicht von der Autofluoreszenz. Mit steigender
Temperatur verringerte sich die Fluoreszenzlebensdauer si-
gnifikant. Die mittlere Lebensdauer der AuNCs fiel von
970 ns bei 14°C auf 670 ns bei 43°C.

Abbildung 3 zeigt, dass die Fluoreszenzlebensdauer der
AuNCs in HeLa-Zellen nicht scharf definiert, sondern durch
eine Verteilung charakterisiert ist. AuBler der intrinsischen
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Abbildung 2. Typisches FLIM-Bild von HeLa-Zellen mit AuNCs bei vier
Temperaturen.

4.0x10° F 14°C
2.0x10° b
0.0
25°C
% 2.0x10°| .
5 oo

1o 1.6x10° F 34°C

o[ 43°C

0.0
400 600 800 1000
Lebensdauer / ns

1200

Abbildung 3. Histogramm der mittleren Lebensdauern von intrazellula-
ren AuNCs bei verschiedenen Temperaturen.

Heterogenitdt der nackten AuNCs trdgt auch die lokale
chemische Umgebung innerhalb der Zellen zu dieser Ver-
teilung bei (siche Abbildung S4 und Tabelle S1 in den Hin-
tergrundinformationen).?>7-18]

Es ist deutlich zu sehen, dass die Fluoreszenzlebensdauer
im untersuchten Temperaturbereich in Zellen viel grof3er als
in Puffer ist. Dieser Effekt ist wahrscheinlich auf die Bildung
einer Korona aus Biomolekiilen um die aufgenommenen
Nanopartikel zuriickzufithren, die die photophysikalischen
Eigenschaften der AuNCs indert."” Tatsichlich zeigten In-
vitro-Untersuchungen der Temperaturabhéingigkeit von
AuNCs in Gegenwart von Serumproteinen eine verldngerte
Fluoreszenzlebensdauer (siche Abbildung S5 in den Hinter-
grundinformationen). Aktuelle Arbeiten zeigten weiterhin,
dass die Proteinadsorption zu einer signifikanten Anderung
der photophysikalischen Eigenschaften von fluoreszierenden
Nanopartikeln fithren kann.?” Die drastischen Anderungen
der Fluoreszenzlebensdauer (sowie ihrer Temperaturabhin-
gigkeit) zwischen zellulirer Umgebung und Pufferlosung
unterstreichen, dass es unbedingt notwendig ist, die Effekte
der Nano-Bio-Wechselwirkungen bei der Entwicklung von
fluoreszierenden Nanomaterialien fiir biologische Anwen-
dungen, beispielsweise die intrazellulire Thermometrie, mit
in Betracht zu ziehen."*?!]

Wir haben das Verhalten unserer AuNCs als Nanother-
mometer sorgfiltig charakterisiert. Wir konnten lokale An-
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derungen der Temperatur innerhalb einer Zelle mit hoher
Empfindlichkeit untersuchen; Einzelmolekiilempfindlichkeit
wurde jedoch noch nicht erzielt. Im Bereich 14-43°C liegt die
Temperaturauflésung bei 0.3-0.5°C, bestimmt iiber die
Temperaturabhingigkeit der mittleren Fluoreszenzlebens-
dauer der AuNCs in HeLa-Zellen (Abbildung 4 A). Folglich
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Abbildung 4. Charakterisierung der AuNCs als Fluoreszenzthermome-
ter in Hela-Zellen. A) Mittlere Fluoreszenzlebensdauer intrazelluldrer
AuNCs in Abhingigkeit von der Temperatur und die zugehérige lineare
Anpassung (graue Linie). B) Fluoreszenzlebensdauer intrazellularer
AuNCs in Abhingigkeit von der Belichtungszeit. Die Anregungsintensi-
tat wurde konstant auf 2.8 kWcm™ gehalten. C) Lebensdauer intrazel-
luldrer AuNCs bei fiinf Temperaturzyklen zwischen 25 und 35°C.

D) Mit einem MTT-Test bestimmte Viabilitit von HelLa-Zellen in Ab-
hangigkeit von der Zeit. Die Zellen wurden vor Beginn des Experi-
ments mit AuNCs inkubiert. Die Fehlerbalken zeigen die Standard-
abweichung fiir drei unabhingige Experimente.

sind unsere Nanopartikel konkurrenzfahig mit anderen Na-
nopartikel-basierten fluoreszierenden Thermometern ;¢
sie sind sogar besser als viele andere molekulare optische
Thermometer (siche Tabelle S2 in den Hintergrundinforma-
tionen).” Es ist wichtig zu erwihnen, dass die Fluoreszenz-
lebensdauer der AuNCs innerhalb der HeLa-Zellen unter
kontinuierlicher Anregung von bis zu 2.8 kWcm ™ iiber 2 h
hinweg praktisch konstant blieb (Intensitdtsabfall <5 %,
Abbildung 4B). Weiterhin ist die Temperaturantwort der
AuNCs komplett reversibel bei periodischen Temperatur-
wechseln und zeigt keine thermische Hysterese (sieche Ab-
bildung 4 C fiir fiinf Wechsel zwischen 25 und 35°C). Ein
MTT-Test hat keine nachteiligen Effekte der AuNCs auf
HeLa-Zellen innerhalb von 72h gezeigt (Abbildung 4D),
was eine exzellente Biokompatibilitit der intrazelluldren
Nanothermometer nahelegt. Zusammengefasst ist unser
AuNC-System vergleichbar mit den besten bislang bekannten
optischen Nanothermometern.”>7
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Des Weiteren haben wir die Fahigkeit unserer AuNC-
Nanothermometer untersucht, intrazellulare Temperaturun-
terschiede in HeLa-Zellen zu messen. Dazu wurde mit einer
speziell fiir diesen Zweck angefertigten Probenkammer
(siche Schema S1 und Abbildung S6 in den Hintergrund-
informationen) ein Temperaturgradient an die Zellen ange-
legt. Wie erwartet wurde eine Anderung des Lebensdauer-
profils einer Zelle in Abhéngigkeit von der horizontalen Po-
sition beobachtet (Abbildung 5). Fiir eine detaillierte Ana-

700 ns M T 950 ns

28.5°C I:> 21.0°C
2.0x108 8.0x10°
C . al D - b1
a2 T
1.5x103F 6.0x103}
2 2
2 k]
51.0x10%} 5 4.0x10%}
& o
w w
5.0x102} 2.0x102}
0.0 0.0
700 800 900 800 840 880 920

Lebensdauer / ns

Lebensdauer / ns

Abbildung 5. Bestimmung von Temperaturvariationen innerhalb von
HeLa-Zellen mithilfe von AuNC-Fluoreszenzthermometrie. Die FLIM-
Bilder von Hela-Zellen mit AuNCs wurden A) bei konstanter Tempera-
tur und B) nach Anlegen eines Temperaturgradienten an die Zelle
(MaRstab 10 um) aufgenommen. Die Temperaturen wurden mithilfe
der Kalibrierungsgeraden aus Abbildung 4 A bestimmt. C, D) Lebens-
dauerverteilung von zwei ausgewahlten AuNC-Anhaufungen innerhalb
einer Zelle mit konstanter Temperatur (al und b1) und in Gegenwart
des Temperaturgradienten (a2 und b2).

lyse wurden zwei Ansammlungen von AuNCs (a und b in
Abbildung 5) mit einer mittleren Fluoreszenzlebensdauer
von ca. 834 ns (bei 25.1°C) ausgewihlt. Nach Anlegen des
Temperaturgradienten verringerte sich die Lebensdauer von
Anhédufung a auf 815 ns. Mithilfe der Kalibrierungsgeraden
aus Abbildung 4 A resultiert daraus ein Temperaturanstieg
von 1.9°C. Im Unterschied dazu lie§ die Lebensdauerdnde-
rung von Anhédufung b einen Temperaturabfall um 2.0°C er-
kennen. Die Befunde bestitigen, dass sich unsere AuNCs zur
Messung von Temperaturvariationen auf der subzelluldren
Ebene eignen.

Wir haben hier die Anwendung von fluoreszierenden
AuNCs zur intrazelluliren Temperaturbestimmung vorge-
stellt. Diese Nanothermometer weisen eine hohe Tempera-
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turempfindlichkeit der Fluoreszenzintensitdt und der Fluo-
reszenzlebensdauer sowie eine exzellente Stabilitidt im phy-
siologischen Temperaturbereich auf. Sie ermoglichen mithilfe
von Fluoreszenzbildgebung prézise, rdumlich aufgeloste
Temperaturmessungen in biologischen Systemen. AuNCs
wurden iiber Endozytose in Zellen eingebracht und befanden
sich schlieBlich hauptsichlich in den Endosomen/Lysosomen.
Gegenwirtig arbeiten wir daran, diese Nanothermometer
auch in andere Zellorganellen gezielt einzuschleusen. Die
Kombination von fluoreszierenden Nanothermometern mit
hochstauflosender Lichtmikroskopie™! ist ebenfalls abzuse-
hen.
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Online veroffentlicht am 13. September 2013
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Sensoren - Temperatur
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