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Abstract: Nanopartikel mit der Fihigkeit zur Aufwirtskon-
vertierung (,upconversion nanoparticles, UCNP) wandeln
nahinfrarotes in sichtbares Licht bei wesentlich geringeren
Anregungsleistungsdichten als in klassischer Zweiphotonen-
mikroskopie um. In dieser Studie haben wir <50 nm UCNP
fiir die Anwendung als effiziente Lanthanoid-basierte Dono-
ren fiir den Resonanzenergietransfer (LRET) in lebenden
Zellen entwickelt. Durch die Optimierung der Dotierung und
Kern-Schale-Struktur fiir hohere Anregungsdichten konnten
wir nicht nur verstirkte UCN P- Emission, sondern auch massiv
erhohte sensibilisierte Akzeptorfluoreszenz beobachten. Fiir
die Applikation von UCNP in komplexer biologischer Um-
gebung haben wir eine biokompatible Oberflichenfunktiona-
lisierung mit einem Nanobody, der Griin fluoreszierendes
Protein (GFP) erkennt, entwickelt. Hierdurch wurde die
schnelle und spezifische Bindung an GFP-markierte Fusions-
proteine in der dufleren Mitochondrienmembran sowie die
Detektion von Proteininteraktionen mittels LRET erreicht.

Lanthanoid-dotierte Aufwirtskonvertierungsnanopartikel
(,,upconversion nanoparticles, UCNP) wandeln zwei oder
mehr Nahinfrarot(NIR)-Photonen in ein UV/Vis-Photon
um.['! Durch die langlebigen, metastabilen Energieniveaus
der Lanthanoidionen konnen NIR-Photonen sequenziell von
Aufwirtskonvertierungsmaterialien — absorbiert — werden.
Daher ist Photonenaufwirtskonvertierung bei geringen bis
moderaten Anregungsdichten deutlich effizienter als andere
nichtlineare optische Prozesse wie Zweiphotonenfluores-
zenz.["®? Infolgedessen konnen UCNP mit unwesentlichem
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Hintergrund angeregt werden, wodurch sich vielverspre-
chende Besonderheiten fiir biologische Analysen erge-
ben.['*3

Eine massive Einschriankung von UCNP ist ihre geringe
Quantenausbeute verglichen mit dem Volumenmaterial.
Diese ergibt sich aus Energieverlusten an Kristalldefekten
und Energiemigration zur Oberfliche der Nanopartikel.l!
Ferner werden in der Regel geringe Konzentrationen der
optisch aktiven Erbium- und Thuliumionen (z.B. [Er']=
2%) verwendet, um Energieverluste durch Kreuzrelaxatio-
nen zu vermeiden, was zu geringen Absorptionsquerschnitten
fithrt.'®! Es existieren mehrere Losungsansitze, wie die Nut-
zung von Wirtmaterialien mit niedrigen Phononenener-
gien,"™ Kristallmodifikationen, diverse Schale-Konzepte
und Kopplung von Oberflichenplasmonen.! Hier haben wir
deutlich hohere Dotierungen als traditionell iiblich einge-
setzt, weil gezeigt wurde, dass hohe Lanthanoidkonzentra-
tionen massiv gesteigerte UCNP-Intensitdt bei erhohten
Anregungsdichten hervorrufen.”

Aufregende Moglichkeiten ergeben sich aus dem Lan-
thanoidresonanzenergietransfer (LRET) von UCNP auf
Akzeptoren wie fluoreszierende Farbstoffe,”™! photodynami-
sche Verbindungen™ oder Goldnanopartikel.'”! Verglichen
mit traditionellem Forster-Energietransfer (FRET) ermog-
licht aufwirtskonvertierter LRET eine hochspezifische De-
tektion sensibilisierter Akzeptorfluoreszenz,'!! die iiblicher-
weise nicht direkt unter Bedingungen fiir UCNP auftritt.
Entsprechend stellten zahlreiche Studien UCNP-basierte
LRET-Biosensoren zur Detektion diverser molekularer
Spezies vor.'"'?l" Allerdings basiert eine Mehrheit dieser
Sensoren auf der LRET-abhingigen Loschung von UCNP!Y
welche nicht robust genug fiir die Anwendung in Lebend-
zellmikroskopie ist: Durch die geringe Quantenausbeute
stellen Nur-Kern-UCNP eher lichtschwache Sonden dar.
Loschprozesse, die sich durch den Verlust von Emissionsin-
tensitdt duBern, erschweren eine addquate Detektion und
Quantifizierung. Dagegen liefern Kern-Schale-UCNP eine
wesentlich hohere Emissionsintensitdt, dies jedoch auf
Kosten einer geringeren Energietransfereffizienz. Entspre-
chend existiert eine kritische Schalendicke fiir besten LRET-
Ertrag.”¥! AuBerdem wird typischerweise eine relativ groBe
Zahl an Akzeptormolekiilen pro UCNP fiir eine effiziente
Loschung benotigt, was in zelluliren Anwendungen nicht
erwiinscht ist.

Die Anwendung von UCNP im Kontext lebender Zellen
birgt weitere Herausforderungen hinsichtlich ihrer Zusam-
mensetzung,'!l welche fiir die Markierung von zytoplasmati-
schen Proteinen besonders hohe Anspriiche stellt. Um eine
minimale Beeintrachtigung der konjugierten Proteine im
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Zytoplasma zu gewéhrleisten, miissen die Nanopartikel klein
gehalten  werden (hydrodynamischer =~ Durchmesser
<50 nm).[™! Zur Bewiltigung von unspezifischer Bindung an
intrazellulire Komponenten oder Erkennung durch metabo-
lische Maschinerien'® wird eine angemessene Oberflichen-
passivierung benotigt, die nichtspezifische Wechselwirkungen
stort, jedoch kolloidale Stabilitdt gewéhrleistet. Dartiber
hinaus erfordert die spezifische Anbindung an Zielproteine in
komplexen zelluldiren Umgebungen bioorthogonale Funk-
tionalisierungsstrategien. Bisher existieren nur wenige Bei-
spiele fiir Lebendzellmarkierung mit UCNP, die Antigen-
Antikorper-!'""! und Rezeptor-Liganden-Wechselwirkungen!™®!
nutzen. Uber Aufwirtskonvertierungs-basierten LRET
(ucLRET) von spezifisch gebundenen UCNP zu fluoreszie-
renden Akzeptoren in lebenden Zellen ist bislang jedoch
nichts berichtet worden.

Hier haben wir diese Herausforderungen adressiert, mit
dem Ziel, UCNP wie in Abbildung 1a dargestellt als nano-
skopische Reporter zur Analyse von Protein-Protein-Wech-
selwirkungen in lebenden Zellen zu entwickeln. Zur mini-
malen Beeintrichtigung der Proteinfunktion innerhalb der
Zelle haben wir unseren Blick auf UCNP-Durchmesser unter
30 nm gerichtet — Dimensionen im Bereich groer Protein-
komplexe. Fiir die bessere Nutzung der photophysikalischen
Eigenschaften der UCNP haben wir einen Aufbau fiir Le-
bendzellmikroskopie mit Dauerstrichanregung bei 978 nm
mit Leistungsdichten bis zu 20 kW cm 2 implementiert (Ab-
bildung S1a). Im Unterschied zur konventionellen Piko- oder
Femtosekundenanregung mit einem Ti:Saphir-Laser rufen
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Abbildung 1. Konzepte und Strategien zur Entwicklung eines LRET-Re-
portersystems. (a) UCNP, mit einem Anti-GFP-Nanobody (aGFP) funk-
tionalisiert, binden ortsspezifisch an ein EGFP-Kéderfusionsprotein.
Die Wechselwirkung mit einem akzeptormarkierten Beuteprotein wird
mittels ucLRET-sensibilisierter Fluoreszenz detektiert. (b) Verschiedene
Architekturen und vorhergesagte Eigenschaften der UCNP in dieser
Studie. Cartoons und Transmissionselektronenmikrogramme. Balken:
20 nm. (c) Biofunktionalisierung von UCNP einschliefilich Solubilisie-
rung in Polyacrylsaure (PAA) (1), PEGylierung mit einer Mischung aus
homo- und heterobifunktionalem Polyethylenglykol (PEG) (II) und Kon-
jugation mit Nanobodys mittels ortsspezifisch konjugiertem Dibenzyl-
cyclooctin (DBCO; Il1) fiir die kupferfreie Klick-Reaktion mit Oberfla-
chenaziden (IV).
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diese Bedingungen keine anderen nichtlinear-optischen
Phidnomene hervor (Abbildung 1b) und gewihrleisten die
selektive Anregung des Akzeptors mittels LRET. Die Le-
bendzellproben wurden in eine Inkubationskammer (Abbil-
dung S1a) montiert und in wissriger Pufferlosung immer-
giert. Ein Erhitzen der Proben durch die Absorption des
Wassers bei 980 nm wurde durch kurze Belichtungszeiten
(50 ms) vermieden.

Um eine Balance zwischen UCNP-Emission und LRET-
Effizienz bei derartig hohen Anregungsleistungsdichten zu
erreichen, haben wir die Zusammensetzung der UCNP hin-
sichtlich Kern-Schale-Architekturen und Dotierungsdichten
iiberdacht. Zunichst untersuchten wir systematisch den Ein-
fluss einer inerten Schale, der Er**-Konzentration im Nano-
partikelkern wie auch einer aktiven Schalenarchitektur (Ab-
bildung 1b). Monodisperse hexagonale UCNP (Abbil-
dung S2-S5) wurden wie vorher beschrieben synthetisiert!"!
und durch Austausch von Olsiureliganden auf der UCNP-
Oberfliche gegen Polyacrylsiure (PAA) in Wasser solubili-
siert (Abbildung 1¢). AnschlieBend wurden die PAA-um-
hiillten UCNP mit PEG funktionalisiert, um die Erkennung
durch intrazellulire Abbaumaschinerien zu minimieren."
PEGylierte UCNP wurden spezifisch mittels Klick-Chemie
und einem kurzen Vernetzer mit einem rekombinanten Na-
nobody gegen GFP funktionalisiert, um rdaumliche Ndhe zum
Nanopartikel zu gewihrleisten (Abbildung 1¢). Dieses ca.
10 kDa schwere Protein, abgeleitet von Lama-Antikérpern
aus einer einzelnen schweren Kette bestehend, bindet duerst
schnell GFP-Fusionsproteine mit subnanomolarer Affini-
tat.2

Um die photophysikalischen Eigenschaften von UCNP im
Hinblick auf Helligkeit und Energietransfereffizienz zu er-
mitteln, haben wir einen oberflichenbasierten In-vitro-Test
entwickelt. Negativ geladene, PAA-umhiillte UCNP wurden
auf einen mit positiv geladenem Polyethylenimin (PEI)
funktionalisierten Deckglas immobilisiert. PEI wurde zuvor
mit Tetramethylrhodamin (TMR) gekuppelt, das als LRET-
Akzeptor fiir die griine Emission der UCNP (*Hy;,—*1;5p;
*S;,—"L;5,; Abbildung S6) wirkt. Die TMR-Emission bei 978-
nm-Anregung kann ausschlielich LRET zugeschrieben
werden (Abbildung S7), da Zweiphotonenanregung nicht bei
diesen Leistungsdichten erfolgt. Als Ausgangspunkt haben
wir gingige Kern/inerte-Schale-UCNP (B-NaYFE,:
Ybyo,,Erye,/p-NaYF,, dgen,=11nm; rgy,.=7nm) genom-
men, die zwei bis drei GroBenordnung heller als das Nur-
Kern-Pendant sind.“"

Bei Erhohen der Anregungsleistung von 1 auf 18 kWem™
wurde ein erheblicher Anstieg der UCNP-Emission (ca. 17 x)
und LRET (ca. 37 x) beobachtet (Abbildung2a). Bei Leis-
tungsdichten {iber 2.5 kW cm 2 nahm die Steigung der Kurve
jedoch merklich ab. Dagegen stiegen sowohl UCNP-Emission
als auch LRET von Nur-Kern-UCNP bis zu einer Anre-
gungsleistung von 18 kWcm ? linear an (Abbildung 2a).
Unter diesen Bedingungen wurden dhnliche Niveaus von
sensibilisierter Akzeptorfluoreszenz verglichen mit Kern-
Schale-Partikeln erhalten, wihrend die UCNP-Emissions-
intensitét lediglich 1/5 betrug, was eine hohere LRET-Effizi-
enz, wahrscheinlich durch groflere Ndhe zum Akzeptor in
Abwesenheit einer Schale, bestétigte. Es ist anzumerken, dass
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Abbildung 2. Leistungsabhingigkeit der UCNP-Emission (links) und
LRET (rechts) diverser UCNP-Spezies. (a) Vergleich von Kern- und
Kern/inerte-Schale-UCNP. (b) Vergleich verschiedener Er**-Konzentra-
tionen im Kern- von Kern/inerte-Schale-UCNP. (c) Schalenvarianten.
20% Er’" im Kern. Falls nicht anders genannt: Kern: 3-NaYF,:
YbyosErass (11 nm), inerte Schale: 3-NaYF, (r~5 nm). Die Daten
wurden aus Mikroskopieexperimenten mit einem 978-nm-Dauerstrich-
laser und Filtern fiir die griine Emissionsbande der UCNP (500

570 nm) und LRET (593-604 nm) extrahiert. Aufgrund der experimen-
tellen Einstellungen sind UCNP- und LRET-Kanal nicht vergleichbar.

sogar bei hochster Anregungsleistung kein signifikantes
Aufheizen der Inkubationskammer zu beobachten war.

Um den Einfluss von Kreuzrelaxationen zu erforschen,
wurden Kern-Schale-Nanopartikel mit verschiedenen Er*'-
Konzentrationen von 2% bis zu 20% analysiert (Abbil-
dung 2b). Im Unterschied zur leistungsabhingigen Saturie-
rung der UCNP-Emission und des LRET von 2% Er*'-
UCNP fiithrten hohere Dotierungskonzentrationen zu einem
wesentlich hoheren, fast linearen Anstieg der UCNP-Emis-
sion und des LRET. Dadurch wurde, fiir 5% im Vergleich zu
2% Er’*, eine etwa 5-fach hohere Emissionsintensitit und ein
ungefdhr 3-fach hoheres LRET-Signal erreicht. Eine ver-
gleichbare Verstdarkung der UCNP-Emission und des LRET
wurde fiir Partikel mit 10 % und 20 % Er’" beobachtet. Da die
optischen Eigenschaften der UCNP von erhshten Er**-Kon-
zentrationen profitierten, betrachteten wir die Kombination
von 20% Er**-UCNP mit einer diinnen Schale (2 nm), be-
stehend aus entweder inertem -NaYF, oder dotiertem [3-
NaYF,:Erys (Abbildung 1b). Wir spekulierten, dass die
Aufwirtskonvertierung zwischen Yb*" und Er*' im Kern
stattfinden konnte und dass im letzteren Fall die Energie
mithilfe der Er*"-lonen in der Schale zur Oberfliche mi-
grieren konnte. UCNP mit einer diinnen inerten Schale
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zeigten dhnliche Emissionsintensitidten wie Nanopartikel mit
einer dicken Schale, jedoch zweifach verstirkten LRET
(Abbildung 2¢).

Die Emission der UCNP mit Er’*-dotierten Schale war
etwa 30% schwicher als die der Partikel mit inerter Schale,
vermutlich aufgrund von Oberflidchenloschung. Erstaunli-
cherweise war die Leistungsabhingigkeit des LRET der
Aktivschale-UCNP nicht-linear (Exponenta1.6) und er-
reichte ein @hnliches Niveau wie UCNP mit einer inerten
Schale bei 18 kW cm ™ (Abbildung 2¢). Emission und LRET
von Nur-Kern-B-NaYF;:Ybyo,,Ersge,-UCNP waren signifi-
kant verringert im Vergleich zu allen anderen Systemen, was
auf eine starke Energiemigration zur und Loschungsprozesse
an der Oberfldche hindeutet (Abbildung 2¢). Zusammenge-
nommen verstirkte die Kombination aus erhohter Anre-
gungsleistungsdichte und diinnschaligen p-NaYF,:
Ybago,,Elge/p-NaYF,-Nanopartikeln die UCNP-Emission
und LRET um mehr als zwei GroBenordnungen verglichen
mit  Standard-$-NaYF,:Yb,y,Er,/B-NaYF,-Kern-Schale-
Partikeln bei geringen Leistungsdichten.

Auf der Basis dieser verbesserten Sonden haben wir bio-
kompatible UCNP mit Anti-GFP-Nanobodies (UCNP-
oGFP, <50nm; Abbildung 1c) funktionalisiert und ihre
Anbindung an GFP-Fusionsproteine in lebenden Zellen un-
tersucht. Zu diesem Zweck wurden biofunktionalisierte
UCNP in HeLa-Zellen mikroinjiziert, die stabil Tom20, fu-
sioniert an monomeres EGFP und HaloTag?! (Tom20-
EGFP-HaloTag) exprimierten. Tom20 ist eine Untereinheit
der heterooligomeren Translokase der dufleren Mitochon-
drienmembran (TOM-Komplex)?? und dient als Marker fiir
das mitochondriale Netzwerk, welches durch seine charak-
teristische Form einen robusten Nachweis der UCNP-Bin-
dequalitit erlaubt. Durch optionale Markierung des HaloTag
mit TMR-HaloTag-Ligand-Konjugaten war Tom20-EGFP-
HaloTag geeignet, UCNP-basierten LRET auf TMR als Ak-
zeptor zu untersuchen (Abbildung 3 a).

Nach der Mikroinjektion kolokalisierten UCNP-aGFP
quantitativ mit der EGFP-Fluoreszenz von Tom20-EGFP-
HaloTag im mitochondrialen Netzwerk (Abbildung 3b). In
Abwesenheit der UCNP war kein Signal bei 978-nm-Anre-
gung detektierbar (Abbildung S8). Dagegen waren UCNP-
aGFP homogen in HelLa-Zellen ohne GFP-markiertes Ziel-
protein verteilt. Diese Beobachtungen bestétigten die freie
Diffusion von funktionalisierten UCNP innerhalb der Zelle
und eine hochspezifische subzellulire Bindung (Abbil-
dung 3¢). Das ausgedehnte mitochondriale Netzwerk, das
sehr anfillig gegen Stress, d.h. potenzielles lokales Erhitzen
durch UCNP-Anregung, ist, blieb wihrend der Bindung und
Analyse der UCNP erhalten. Diese Ergebnisse deuteten auf
volle Zellviabilitit und minimalen Einfluss der Organell-
funktion durch die funktionalisierten UCNP und deren An-
regung bei hohen Leistungsdichten hin. Der Vergleich mit
den In-vitro-UCNP-Monoschichtexperimenten ergab einen
Schiitzwert von 1-10 gebundenen Partikeln pro pum?® an der
dufleren Mitochondrienmembran. Nach der Bindung der
UCNP-0GFP wurde ein deutlicher ucLRET auf TMR-mar-
kiertes Tom20-EGFP-HaloTag detektiert (Abbildung 3b).
Dagegen ergab sich kein TMR-Signal tiber dem Detektor-
rauschen, wenn entweder UCNP oder TMR nicht anwesend
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Abbildung 3. Selektive Bindung von UCNP-aGFP als Reporter in leben-
den Zellen. (a) Cartoon zur Untersuchung: Das Fusionsprotein Tom20-
EGFP-HaloTag, lokalisiert in der duferen Mitochondrienmembran
(MOM), erméglicht die Bindung von UCNP-aGFP mittels EGFP und
eines optionalen LRET-Akzeptors (TMR) durch Markierung des Halo-
Tag mit TMR. (b) Selektive Bindung von UCNP-aGFP nach Injektion in
HelLa-Zellen, die stabil Tom20-EGFP-HaloTag, markiert mit TMR, expri-
mieren. Oben: EGFP-Fluoreszenz bei Anregung mit 488 nm. Mitte:
UCNP-Emission (500-570 nm) bei Anregung mit 978 nm. Unten: sen-
sibilisierte TMR-Emission (593-607 nm) bei Anregung mit 978 nm.

(c) UCNP-aGFP nach Injektion in HelLa-Zellen, die kein GFP-Fusions-
protein exprimieren. (d) Keine sensibilisierte TMR-Emission (593—

607 nm) bei Anregung mit 978 nm in Abwesenheit von TMR (links)
oder UCNP (rechts). Einsatze: UCNP-Emission bei Anregung mit

978 nm (links) und TMR-Emission bei Anregung mit 520-550 nm
(rechts). Balken: 10 um.

waren, wodurch die Selektivitdt von ucLRET unterstrichen
wird (Abbildung 3d). Konventionelle FRET-Experimente,
die an dem gleichen System, jedoch ohne UCNP, durchge-
fihrt wurden, bekréftigten die einzigartige Selektivitidt von
ucLRET in Bezug auf die Akzeptoremission (Abbildung S9).

Als Nachweis fiir die Verwendbarkeit von UCNP als na-
noskopische Sonden fiir Protein-Protein-Wechselwirkungen
mittels LRET in lebenden Zellen untersuchten wir die
Wechselwirkungen zwischen Tom20 und Tom7, das eine
andere Untereinheit des TOM-Komplexes ist. Da beide
Proteine nicht unmittelbar miteinander wechselwirken, aber
mit Tom40®! assoziiert und durch dieses riumlich vonein-
ander getrennt sind (Abbildung 4 a), ist der Abstand zwischen
Tom20 und Tom7 zu grof fiir die eindeutige Detektion mit
konventionellen FRET-Sonden.

Tom?7, an monomeres EGFP fusioniert, wurde mit Tom?20-
dsRed-HaloTag in HeLa-Zellen koexprimiert und mit
UCNP-aGFP bzw. TMR markiert (Abbildung 4a). Die spe-
zifische Bindung von UCNP-aGFP an EGFP-Tom7 wurde
durch Kolokalisation mit dem mitochondrialen Netzwerk

Angew. Chem. 2016, 128, 11840 -11845
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Abbildung 4. Detektion weit voneinander entfernter Wechselwirkungs-
partner. (a) UCNP-aGFP wurden an EGFP-Tom70 in der dufleren Mito-
chondrienmembran angeheftet, das mit Tom20-dsRed-HaloTag, mar-
kiert mit TMR, koexprimiert worden war. (b) Visualisierung der indirek-
ten Tom7-Tom20-Wechselwirkung durch ucLRET. Oben: UCNP-Emissi-
on (500-570 nm) bei Anregung mit 978 nm. Unten: sensibilisierte
TMR-Emission (593—-607 nm) bei Anregung mit 978 nm. Balken:

10 pm.

bestitigt (Abbildung S10). Bemerkenswerterweise wurde
LRET-sensibilisierte TMR-Emission in dieser Untersuchung
detektiert (Abbildung 4b) und somit etabliert, dass auch in-
direkte Wechselwirkungen iiber grofere Abstinde visuali-
siert werden konnen.

Das Verfolgen und die Manipulation von Proteinwech-
selwirkungen in lebenden Zellen, ohne biologische Funktio-
nen zu beeinflussen, ist eine aktuelle Herausforderung in der
molekularen Zellbiologie.” Nanopartikelbasierte Ansitze
haben in diesem Feld grofles Potenzial, doch es bedarf noch
grofier Anstrengungen, um maBgeschneiderte physikoche-
mische und biologische Eigenschaften zu erreichen und damit
zelluldre Fragestellungen mit minimaler Beeinflussung be-
antworten zu konnen. Hier konnten wir UCNP als LRET-
Reportersonden fiir Proteinwechselwirkungen im Zytoplas-
ma lebender Zellen entwickeln. Dieser Erfolg wurde durch
Ausnutzen der speziellen photophysikalischen Eigenschaften
von UCNP bei erhohter Anregungsleistungsdichte ermog-
licht. Durch die Steigerung der Dotierungskonzentration und
eine optimierte Schalendicke konnten wir die sensibilisierte
Akzeptorfluoreszenz um zwei GroB3enordnungen verstéirken.
Daher konnten Partikel mit Durchmessern unter 30 nm ver-
wendet werden, was eine ungehinderte Mobilitidt im Zytosol
und einen reduzierten Einfluss durch Proteinvernetzung si-
cherstellt. Eine sehr diinne biokompatible Oberflichenfunk-
tionalisierung in Kombination mit schneller und effizienter
Anbindung {iiber einen Anti-GFP-Nanobody ermoglicht
vielseitige Anwendungen dieser UCNP als nanoskopische
Reporter von Proteinwechselwirkungen in lebenden Zellen.
Die gut kontrollierte, prazise Anbindung der UCNP im Zy-
toplasma ohne Beeintrachtigung der Zellviabilitdt konnten
wir experimentell bestétigen. So gelang es uns, direkte und
indirekte Protein-Protein-Wechselwirkungen durch auf-
wirtskonvertierten LRET in lebenden Zellen zu detektieren.
Im Unterschied zu konventionellen FRET-Reportern ergab
die Detektion von sensibilisierter Akzeptorfluoreszenz in
ucLRET keinen wesentlichen Hintergrund. Daher konnen
In-situ-Analysen zur Ndhe von Molekiilen mit hoher Ge-
nauigkeit erreicht werden. Dies bietet enormes Potenzial fiir
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die Aufklarung der rdumlich-zeitlichen Organisation von
Proteinkomplexen in Zellen.

Die vorgestellten Experimente eroffnen spannende
Moglichkeiten fiir neuartige bioanalytische Anwendungen
von UCNP, z. B. fiir die nichtinvasive photochemische Mani-
pulation durch ucLRET. Eine weitere substanzielle Opti-
mierung von UCNP nach dem Vorbild der Strategien dieser
Arbeit wird die Anwendung von deutlich kleineren UCNP
ermoglichen. Auf diese Weise konnen eine noch geringere
Beeintridchtigung von Proteinfunktion, ein leichteres Ein-
bringen der Partikel ins Zytosol und eine hohere rdumliche
Auflosung gewihrleistet werden.
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