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1. Einleitung

1.1. Der FRET-Mechanismus

Der resonante Fluoreszenzenergietransfer (FRET; fluo-
rescence resonance energy transfer) ist ein strahlungsfreier
Prozess, bei dem ein Donor D (meist ein Fluorophor) im
angeregten Zustand Energie auf einen benachbarten Accep-
tor A im Grundzustand #ber weitreichende Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen #bertr'gt (Abbildung 1).[1, 2] Der Accep-
tor muss bei der Emissionswellenl'nge des Donors Energie
aufnehmen k-nnen, muss sie aber nicht zwangsl'ufig in Form
von Fluoreszenz abstrahlen („dark quenching“). Der Anteil
der #bertragenen Energie h'ngt von vielen Faktoren ab, z.B.
vom Grad der spektralen 3berlappung, von der relativen
Orientierung der 3bergangsdipolmomente und vor allem
vom Abstand zwischen Donor- und Acceptorgruppen.[2] Eine
ausf#hrliche Beschreibung der physikalischen Grundlagen
des FRET, die den Rahmen dieses Aufsatzes sprengen w#rde,
findet sich z.B. in Lit. [2].

FRET findet normalerweise #ber Entfernungen in der
Gr-ßenordnung der meisten biologischen Makromolek#le
statt, also bei etwa 10 bis 100 9. Zunehmend h'ufiger werden
Anordnungen beschrieben, in denen mehrere Donoren und
Acceptoren wechselwirken (siehe z.B. Lit. [3–5]); die fol-
genden Gleichungen beziehen sich allerdings nur auf die
Energie#bertragung zwischen einem einzelnen gekoppelten
D/A-Paar mit einem festen Abstand r und gehen auf die
theoretischen Betrachtungen F-rsters zur#ck.[2, 6,7] Die Ener-
gie#bertragungsgeschwindigkeit kT(r) zwischen Donor und
Acceptor eines Paares h'ngt vom Abstand r zwischen den
beiden ab und kann mithilfe des F-rster-Abstandes R0 aus-
gedr#ckt werden.R0 ist die Entfernung zwischen D undA, bei
der 50% der angeregten Donormolek#le #ber den Mecha-
nismus der Energie#bertragung zerfallen, w'hrend die
andere H'lfte #ber andere strahlende oder strahlungslose

Wege zerf'llt. R0 l'sst sich aus den
spektralen Eigenschaften von D und A

berechnen, wie es in Gleichung (1) angegeben ist.

R0 ¼ 9:78� 103½k2 n�4 QD JðlÞ�1=6 ðin 9Þ ð1Þ

Der Faktor k2 beschreibt die Orientierung des D/A-
3bergangsdipolmoments und kann zwischen 0 (senkrecht)
und 4 (kollinear-parallel) liegen. Welche Werte man der Di-
polorientierung bei bestimmten FRET-Formaten zuordnen
soll, ist immer wieder Gegenstand der Diskussion gewesen.
Nur in wenigen F'llen konnten die Kristallstrukturen der
D/A-Molek#le ermittelt werden. Ansonsten gibt keine ver-
l'ssliche experimentelle Methode, um absolute oder feste k2-
Werte zu bestimmen, sodass die Rechnungen mit Unsicher-
heiten behaftet sein k-nnen.[2, 8, 9] Gl#cklicherweise kann aus
einer Vielzahl von Hinweisen aber abgesch'tzt werden, dass
die Beweglichkeit und statistische Dynamik der Farbstoff-
Linker zu einem k2-Wert von etwa 2/3 in biologischen Syste-

[*] K. E. Sapsford,[+] Dr. I. L. Medintz
Center for Bio/Molecular Science and Engineering
U.S. Naval Research Laboratory, Code 6910
4555 Overlook Ave, SW Washington, DC 20375 (USA)
Fax: (+1)202-767-9594
E-mail: Imedintz@cbmse.nrl.navy.mil

K. E. Sapsford[+]

George Mason University
10910 University Blvd, MS 4E3, Manassas, VA 20110 (USA)

L. Berti[+]

S3-INFM-CNR
National Research Center on nanoStructures and bioSystems at
Surfaces
Via Campi 213/A, 41100 Modena (Italien)

[+] Die Autoren trugen gleichermaßen zu diesem Aufsatz bei.

[**] Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag (eine Liste von
Firmen, deren Produkte in diesem Aufsatz erwGhnt werden) sind im
WWW unter http://www.angewandte.de zu finden oder kHnnen
beim Autor angefordert werden.

Der resonante F�rster- oder Fluoreszenzenergietransfer (FRET) wird
seit &ber 50 Jahren als Grundlage spektroskopischer Techniken ge-
nutzt. Eine Suche im ISI Web of Science mit dem Begriff „FRET“
liefert mehr als 2300 Literaturzitate aus so unterschiedlichen Berei-
chen wie Strukturaufkl2rung biologischer Molek&le, In-vitro-Tests, In-
vivo-4berwachung in zellul2ren Systemen, Nucleins2ureanalysen,
Signaltransduktion, lichtsammelnde und metallische Nanomaterialien
etc. Der entscheidende Faktor f&r die weite Verbreitung von FRET-
Methoden war und ist die Entwicklung von neuartigen Fluorophor-
typen einschließlich Nanokristallen, Nanopartikeln, Polymeren und
genetisch codierten Proteinen, zusammen mit der Einf&hrung hoch-
entwickelter Apparaturen. Dieser Aufsatz gibt einen kritischen 4ber-
blick &ber die Hauptklassen fluorophorer Materialien, die als Dono-
ren, Acceptoren oder beides in FRET-Anordnungen dienen k�nnen.
Insbesondere betrachten wir die Vorteile und Grenzen dieser Mate-
rialien und ihrer Kombinationen sowie die verf&gbaren Verfahren zur
Biokonjugation.

Aus dem Inhalt

1. Einleitung 4677

2. Organische Verbindungen 4680

3. Biologische Materialien 4685

4. Anorganische Materialien 4691

5.Multi-FRET-Systeme 4697

6. Neue Materialien 4699

7. Zusammenfassung und Ausblick 4699

FRET in der Bioanalytik
Angewandte

Chemie

4677Angew. Chem. 2006, 118, 4676 – 4704 
 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim



men f#hrt. Damit liegt die obere Fehlergrenze f#r berechnete
Entfernungen bei 35%.[2] Ausgezeichnete 3bersichten hierzu
finden sich bei dos Remedios und Moens[9] sowie Stryer.[10]

Der Brechungsindex n des Mediums wird mit 1.4 f#r Bio-
molek#le in w'ssrigem Medium angenommen. QD ist die
Quantenausbeute des Donors in Abwesenheit des Acceptors,
und J(l) ist das 3berlappungsintegral, das das Ausmaß der
spektralen 3berlappung zwischen der Emission des Donors
und der Absorption des Acceptors beschreibt. Die Werte f#r

J(l) und R0 nehmen mit steigendem Extinktionskoeffizienten
des Acceptors und st'rkerer 3berlappung zwischen dem
Emissionsspektrum des Donors und dem Absorptionsspek-
trum des Acceptors zu.

Ob FRET bei einem bestimmten Abstand r wirksam ist,
kannmit der FaustregelR0� 50%R0 f#r die obere und untere
Grenze des F-rster-Abstandes abgesch'tzt werden.[8,9] Die
Effizienz der Energie#bertragung l'sst sich aus dem Fließ-
gleichgewicht [Gl. (2)] oder aus zeitaufgel-sten Messungen
[Gl. (3)] bestimmen.

E ¼ 1�FDA

FD
ð2Þ

E ¼ 1� tDA
tD

ð3Þ

Dabei ist F die relative Fluoreszenz des Donors ohne (FD)
und mit Acceptor (FDA) und t die Lebensdauer der Fluores-
zenz des Donors ohne (tD) und mit Acceptor (tDA).

Was FRET f#r die Bioanalytik so interessant macht, ist
die Empfindlichkeit gegen winzige Lnderungen des Abstan-
des zwischen D und A (proportional zu r6). Die Anwendun-
gen entsprechender FRET-Testsysteme reichen von der Un-
tersuchung der Antigen-Bindung an einen Antik-rper in vitro
bis hin zur Echtzeitabbildung der Proteinfaltung in vivo.[11,12]

Die zahlreichen aktuell genutzten FRET-Techniken werden
in mehreren 3bersichtsartikeln behandelt.[8,13,14] Wir wollen
uns in diesem Aufsatz vor allem auf die Fluorophore kon-
zentrieren, die in der FRET-gest#tzten Bioanalytik zum
Einsatz kommen. Hierbei k-nnen mehrere Materialklassen
unterschieden werden: organische Verbindungen, zu denen
die „traditionellen“ Fluoreszenzfarbstoffe, Dark Quencher
und Polymere geh-ren; anorganische Verbindungen wie
Metallchelatkomplexe, Metall- und Halbleiternanokristalle;
Fluorophore biologischen Ursprungs wie fluoreszierende
Proteine und Aminos'uren; biologische Verbindungen, die
enzymatisch katalysierte Biolumineszenz erzeugen. Die Ma-
terialien k-nnen als FRET-Donoren, FRET-Acceptoren oder
beides fungieren, je nach experimentellem Aufbau. Ein
Hauptaugenmerk liegt auf FRET-Prozessen zwischen unter-
schiedlichenMaterialklassen; hierf#r werden wir ausgew'hlte
Beispiele diskutieren. Dar#ber hinaus betrachten wir m-gli-
che FRET-Materialien, f#r die noch keine praktische An-
wendung aufgezeigt wurde. Bei der Flut von Ver-ffentli-
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Abbildung 1. Schema des FRET-Prozesses: Ein durch Strahlung ange-
regtes DonormolekIl IbertrGgt strahlungslos Energie auf ein benach-
bartes AcceptormolekIl im Abstand r. Der Acceptor kann die Energie
entweder durch Fluoreszenz abstrahlen oder durch strahlungslose
JbergGnge abgeben. Die Spektren zeigen die Absorptions- (Abs) und
Emissionsprofile (Em) eines der am meisten verwendeten FRET-Paare:
Fluorescein als Donor und Rhodamin als Acceptor.[309] Fluorescein
kann bei 480 nm effizient angeregt werden und emittiert bei ca.
520 nm. Die spektrale Jberlappung zwischen der Emission von Fluo-
rescein und der Absorption von Rhodamin, definiert durch J(l), liegt
bei 500–600 nm. Der FHrster-Abstand R0 fIr dieses Paar betrGgt 55 L.
Bei einer optimalen Konfiguration (r<55 L) kann mit der Anregung
von Fluorescein bei unter 500 nm eine deutliche FRET-Emission des
Rhodamins bei >600 nm hervorgerufen werden. A=normalisierte Ab-
sorption, IF=normalisierte Fluoreszenz.
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chungen k-nnen wir nicht allen Entwicklungen umfassend
gerecht werden, und f#r die unvermeidlichen Auslassungen
m-chten wir uns entschuldigen.

1.2. Konjugation von Fluorophoren an Biomolek'le

F#r FRET-Anwendungen ist es erforderlich, Fluorophore
an genau festgelegte Positionen in Biomolek#len konjugieren
zu k-nnen. Einige Verfahren sollen im Folgenden betrachtet
werden. Die am h'ufigsten verwendeten Reagentien f#r
ortsspezifische Markierungen sind kommerziell erh'ltliche
Fluorophore mit einer reaktiven Succinimidylester- oder
Maleimidgruppe, die an prim're Amino- oder Thiolgruppen
in Biomolek#len wie Proteinen oder DNA angreifen. Da
Proteine sehr viele prim're Aminogruppen enthalten (meist
an Lysinresten), ergeben sich relativ unspezifische Markie-
rungen an dieser Gruppe mit variablen Farbstoff-Protein-
Verh'ltnissen. Die Markierung von Thiolen an Cysteinresten
mit Maleimid ist meist spezifischer, da diese eigens zu diesem
Zweck leicht rekombinant in Proteine eingef#hrt werden
k-nnen.[15] Ein h'ufiges Problem besteht allerdings darin,
dass bereits im Protein befindliche Disulfidbr#cken wichtig
f#r die Konformation sein k-nnen und zus'tzliche Cystein-
reste eventuell die Proteinstruktur zerst-ren. Außerdem
bilden Proteine, die an ihrer Oberfl'che auch nur ein ein-
zelnes exponiertes Thiol exprimieren, bei der Reinigung
Dimere, sodass man vor der Markierung einen Reduktions-

schritt ben-tigt. Die Chemie der Proteinmarkierung wurde
von Gregorio Weber entwickelt, und viele der von ihm ein-
gef#hrten Marker sind noch heute in Gebrauch.[2]

Gew-hnlich ist die Markierung von DNA und RNA ein-
facher, da diese so synthetisiert werden k-nnen, dass sie
ortsspezifische Thiole oder Amine enthalten, oder auch
Nucleotide, die mit einer Reihe von Fluorophoren oder
Fluoreszenzl-schern modifiziert sein k-nnen.[16, 17] Damit l'sst
sich zum einen eine differenzierende Markierung und zum
anderen eine exakte Positionierung der Fluorophore inner-
halb der Oligonucleotidstruktur erreichen. In Tabelle 1 sind
die h'ufigsten Fluorophorgruppen, die zur Markierung von
Biomolek#len dienen, zusammen mit ihren Zielstrukturen
aufgef#hrt.

Es gibt eine Vielzahl von Versuchsprotokollen zur Ein-
f#hrung spezifischer funktioneller Gruppen in Biomolek#le.
Die vielleicht beste Quelle ist die Monographie Bioconjugate
Techniques von Hermanson.[18] Ebenfalls empfehlenswert ist
das Handbuch A Guide to Fluorescent Probes and Labeling
Technologies von Haugland (das unentgeltlich von Molecular
Probes bezogen werden kann).[19] Nichtkovalente oder elek-
trostatische Strategien zur Konjugation von Fluorophoren an
Biomolek#le existieren zwar ebenfalls, sind aber f#r FRET-
Anwendungen nicht sonderlich geeignet.[2, 19]

Neuere Methoden f#r die ortsspezifische Fluoreszenz-
markierung von Proteinen zielen meist auf Anwendungen in
vivo ab. Fluoreszierende Proteine wie das gr#n fluoreszie-
rende Protein (GFP) k-nnen mit molekularbiologischen
Methoden an vorliegende Proteine angeh'ngt werden, sodass
eine fluoreszierende Proteinchim're endogen exprimiert wird
(siehe Abschnitt 3.2).[14, 20,21] Die durch Tsien entwickelte
FlAsH-Methode (FlAsH = 4’,5’-Bis(1,3,2-dithioarsolan-2-
yl)fluorescein) erm-glicht die spezifische In-vivo-Kupplung
eines nichtfluoreszierenden zellg'ngigen Diarsen-Fluoro-
phors an Proteine, die eine Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys-Se-
quenz exprimieren. Nur der gekuppelte Fluorophor emittiert
Strahlung. Die FlAsH-Markierung wurde bereits f#r FRET-
Anwendungen in vivo eingesetzt (Abbildung 2).[21–24]

Die HaloTag-Methode nutzt ein Fusionprotein mit einer
Dehalogenasedom'ne, an die durch Substitution einer Chlo-
ridfunktion ein fluoreszierender Ligand konjugiert.[25] Ein
anderes System, das ebenfalls auf einem Fusionsprotein
beruht und sowohl in vivo als auch in L-sung eingesetzt
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Tabelle 1: HGufige reaktive Gruppen und Methoden zur Kupplung von Fluorophoren an BiomolekIle.[18, 19]

Zielstruktur reaktive Gruppe Bemerkung

Thiol Maleimid, Iodacetyl, Pyridyldisulfid[a] ortsspezifisch, benHtigt aber ein freies Cystein im Protein
primGres Amin Succinimidylester, Sulfonylchlorid,

Iso(thio)cyanat, Carbonylazid[a]
Proteine kHnnen viele primGre Amingruppen enthalten

Carboxygruppe Carbonyldiimidazol, Carbodiimid[b] ermHglicht zusGtzliche Kupplung an Amine
Hydroxygruppe Carbonyldiimidazol, Periodat,

Disuccinimidylcarbonat[b]
ermHglicht zusGtzliche Kupplung an Amine

Kohlenhydrate Periodat[b] oxidiert Zucker und fIhrt reaktive Aldehydgruppen ein,
die sich an Amine kuppeln lassen

intrazellulGre Proteine FlAsH[22] erfordert Klonierung
intrazellulGre Proteine SNAP-Tag/HaloTag[25] erfordert Klonierung und kommerzielle Liganden
intrazellulGre Proteine fluoreszierende Proteine[14,20,21] erfordert Klonierung und ChimGrenbildung

[a] Die reaktiven Gruppen kHnnen auch Amin- bzw. Thiol-modifizierte DNA angreifen. [b] Mehrstufige Modifizierungen.
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werden kann, ist SNAP-Tag. Dieses verwendet eine modifi-
zierte Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase, die mit einem p-
Benzylguanin-modifizierten Fluorophor unter Bildung einer
Thioesterbindung reagiert. Eine von Hellinga et al. be-
schriebene Methode f#r die sequenzielle/orthogonale Mar-
kierung mehrerer Thiole in gereinigten Proteinen beruht auf
einer Metallkoordination und der Bildung von Disulfidbr#-
cken zum reversiblen Schutz von Cysteinen in einer Cys2His2-
Zinkfingerdom'ne.[26] Eine zuk#nftige Strategie k-nnte die
Erzeugung singul'rer Markierungspositionen durch In-vivo-
Einbau nichtnat#rlicher Aminos'uren sein.[27]

Unabh'ngig von der gew'hlten FRET-Methode muss es
mit Blick auf die Analyse der experimentellen Daten stets das
oberste Ziel sein, Donoren und Acceptoren an wohldefi-
nierten Positionen im Biomolek#l anzubringen. Dies an
einem Einzelmolek#l vorzunehmen, ist jedoch eine technisch
h-chst anspruchsvolle Aufgabe.

2. Organische Verbindungen

2.1. UV-, Vis- und IR-emittierende Farbstoffe

Organische Farbstoffe, die im Ultravioletten (UV),
Sichtbaren (Vis) und Nahinfraroten (IR) emittieren, gelten
als „klassische“ FRET-Farbstoffe. Sie werden am h'ufigsten
als D/A-Paare eingesetzt und sind auch die erste Wahl, wenn
es gilt, Kombinationen mit neuen, „nichtklassischen“ Mate-
rialien zu testen. Im Wesentlichen hat man es mit einigen
strukturell verwandten Farbstoffklassen zu tun, deren Emis-
sionsspektren vom UV bis zum nahen IR reichen (Abbil-
dung 3). Die Farbstoffe sind als reaktive, zur Biokonjugation
geeignete Derivate in Form ihrer NHS-Ester, Maleimide,
Hydrazide oder Amine kommerziell erh'ltlich. Die UV-
emittierenden Farbstoffe haben typischerweise Pyren-,
Naphthalin- oder Cumarin-Grundk-rper, w'hrend sich unter
den Vis- und NIR-emittierenden Farbstoffen eine Reihe von
Fluorescein(FAM)-, Rhodamin- und Cyanin-Derivaten be-
findet (Schema 1).

Die Verbindungen einiger Farbstoff-Familien,
etwa die Cyanine (Cy), haben eng verwandte
Strukturen, w'hrend sich andere wie die Alexa-
Fluor-Verbindungen relativ stark voneinander
unterscheiden. Alle Farbstoff-Familien haben eng
beieinander liegende, breite Absorptions- und
Emissionsprofile (geringe Stokes-Verschiebung) –
und alle haben ihre spezifischen Vor- und Nach-
teile je nach beabsichtigter Verwendung. So
zeichnen sich FAM-Farbstoffe durch hohe Quan-
tenausbeuten, L-slichkeit und unkomplizierte
Biokonjugation aus; außerdem l'sst sich die
Fluoreszenz einfach mit einem Argonionenlaser
(488 nm) anregen. Andererseits wird FAM leicht
ausgebleicht, ist pH-empfindlich (was bisweilen
von Vorteil ist, siehe Abschnitt 2.3) und kann sich
bei hohem Substitutionsgrad an Biomolek#len
selbst l-schen. Bei anderen Fluorophoren wie den

Oregongr#nfarbstoffen (fluorierten FAM-Analoga), den
AlexaFluor-Verbindungen, der Cy-Familie und den
BODIPY-Verbindungen entfallen manche dieser Nachteile.
Bei einigen der roten Farbstoffe kann die schlechte L-slich-
keit in w'ssrigem Medium zum Problem werden, da bei zu
starker Markierung die Proteine ausgef'llt werden. Speziell
bei FRET-Anwendungen f#hren die breiten Absorptions-

Abbildung 2. Struktur des Fluoresceinderivats FlAsH in seiner nichtfluoreszierenden Form und
das optimierte Haarnadelmotiv mit den hervorgehobenen Cysteingruppen, an die der Fluoro-
phor bindet (Xaa: beliebige AminosGurereste). Nach Konjugation an diese Peptidsequenz in
vivo emittiert der gebundene Fluorophor Strahlung.[22, 23]

Abbildung 3. HGufig verwendete Familien von Fluoreszenzfarbstoffen
und FluoreszenzlHschern (Quenchern); fast alle diese Verbindungen
sind bereits fIr FRET-Messungen eingesetzt worden. Absorptions- und
Emissionsmaxima und die Regionen des Spektrums, die von einer be-
stimmten Farbstoff-Familie abgedeckt werden, sind angegeben. Tetra-
methylrhodamin (TMR), Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA) und
Carboxy-X-rhodamin (ROX) leiten sich von Rhodamin ab. Die hGufigs-
ten Donor/Acceptor-Kombinationen sind: Cumarin/Fluorescein, Fluo-
rescein/Rhodamin und Cy3.5/Cy5. Jbliche Farbstoff/Quencher-Kombi-
nationen bestehen aus Rhodamin/Dabcyl und Cy3/QSY9. Wichtigste
Anbieter sind die Firmen Molecular Probes (Fluorescein, Rhodamin,
AlexaFluor, BODIPY, OregongrIn, Texasrot, QSY-FluoreszenzlHscher),
Amersham Biosciences (Cy-Farbstoffe sowie FluoreszenzlHscher Cy5Q
und Cy7Q), AnaSpec (HiLyte Fluor, QXL-Quencher), ATTO-TEC
(ATTO), Molecular Biotechnology (DY-Farbstoffe), Pierce (DyLight547
und 647), Berry (BlackBerry) und Biosearch Technologies (Black Hole).
FITS = Fluoresceinisothiocyanat.
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und Emissionsprofile und die geringen Stokes-Verschiebun-
gen oft zu einer direkten Anregung des Acceptors, was die
anschließende Analyse erschwert. Zu den allgemeinen Vor-
teilen dieser Fluorophore geh-ren die kommerzielle Verf#g-
barkeit, die geringen Kosten, das Vorhandensein etablierter
Methoden zur Biokonjugation und, am wichtigsten, die aus-
f#hrliche Darstellung der FRET-Eigenschaften in der Lite-
ratur.

Zur Suche nach passenden D/A-Paaren steht eine Viel-
zahl von Quellen zur Verf#gung, darunter eine Reihe von
3bersichtsartikeln #ber FRET.[2,15,28,29] Bei Wu und Brand[30]

findet sich eine ausf#hrliche Zusammenstellung von Donor-
Acceptor-Farbstoffpaaren und den dazugeh-rigen R0-
Werten. Eine weitere hervorragende Quelle ist das schon
erw'hnte Handbook von Haugland.[19] Web-basierte Pro-
gramme der Firmen Invitrogen (http://probes.invitrogen.com/
resources/spectraviewer/) und Biorad (http://microscopy.bio-
rad.com/fluorescence/fluorophoreDatab.htm) erm-glichen
die Auftragung von Absorptions-Emissions-Profilen zum
Auffinden optimaler spektraler 3berlappungen sowie zur
Auswahl geeigneter Filter. Eine sehr gute 3bersicht #ber die
physikalischen und spektroskopischen Eigenschaften rot ab-
sorbierender Farbstoffe wird von Buschmann gegeben.[31]

Klassische Donor-Acceptor-Kombinationen in FRET-
Anordnungen geben f#r viele Analysevorhaben noch immer
den Stand der Technik vor.[2,8] Enzyme, speziell entworfene
Substrate und Zelloberfl'chenrezeptoren, die mit organi-
schen D/A-Paaren markiert sind, wurden in vitro und in vivo
verwendet, um vielf'ltige biochemische Prozesse zu verfol-
gen, so etwa die Bildung von cyclischem Adenosin-3’,5’-mo-
nophosphat (cAMP),[32] die Aktivit't von Phosphodiestera-
se[33] und b-Lactamase,[34] die Integrinbindung[35,36] sowie
Konformations'nderungen und elektrische Vorg'nge an

einzelnen Ionenkan'len.[37] Dar#ber hinaus wurden Anwen-
dungen als FRET-basierte Biosensoren beschrieben, darunter
hydrogelverkapselte Glucosesensoren[38] und Sensoren f#r
Lysozym,[39] Zink[40] und Choleratoxin.[41]

Ein Gebiet, in dem FRET-Anordnungen mit Donor-Ac-
ceptor-Farbstoffen intensiv genutzt wurden, ist die Nuclein-
s'ureanalytik und insbesondere die Sequenzierung und Ge-
notypisierung von DNA.[16,28,29,42] Mathies und Glazer er-
kannten, dass sich der instrumentelle Aufwand f#r die DNA-
Sequenzierung durch Einsatz von FRET-Anordnungen stark
vereinfachen l'sst. Mit einem gemeinsamen Donor und vier
unterschiedlichen Acceptoren (einem f#r jede DNA-Base),
die an gemeinsame DNA-Primer gekuppelt wurden, erzeug-
ten sie vier gut unterscheidbare spektrale Emissionsfenster,
die nur #ber eine einzige Wellenl'nge angeregt werden.[43–45]

Mit diesen Primern konnte durch FRET die Emission des
Acceptors auf mehr als das 20fache gegen#ber direkt ange-
regten Kontrollproben ohne FRET gesteigert werden. Diese
FRET-Strategie wurde das Kernelement der modernen
DNA-Analytik und findet sich auch in Genotypisierungs-
techniken wie dem Taqman-Test wieder.[16] Eine Kassetten-
Version der ET-Primer l'sst sich an beliebige thiolderivati-
sierte Primer oder Oligonucleotide kuppeln (Abbildung 4).[17]

Mit FRET-basierten DNA-Sensoren lassen sich pH-Ver'n-
derungen in lebenden Zellen w'hrend der Apoptose verfol-
gen.[46]

Umgekehrt wurden auch DNA-Strukturen eingesetzt, um
grundlegende Fragen zur Abh'ngigkeit der FRET-Effizienz
von der Orientierung der D/A-Farbstoffe zu kl'ren.[47] Die
Immobilisierung FRET-basierter DNA-Sonden auf Glas[48]

und Gold,[49] die f#r k#nftige Hochdurchsatzanwendungen
wichtig sein wird (analog zu DNA-Mikroarrays), wurde
k#rzlich untersucht.

Vorerst ist sicher, dass klassische FRET-Anordnungenmit
Donor-Acceptor-Farbstoffen auch in Zukunft die wichtigste
Rolle spielen werden, dennoch ist davon auszugehen, dass
andere Fluorophorklassen dort eingesetzt werden, wo die
Nachteile organischer Farbstoffe #berwiegen.

2.2. Fluoreszenzl+scher

Fluoreszenzl-schende Acceptormolek#le werden immer
h'ufiger in FRET-Anwendungen eingesetzt. Der Vorteil
dieser Molek#le gegen#ber fluoreszierenden Acceptoren
besteht darin, dass keine Hintergrundfluoreszenz auftritt, die
entweder von einer direkten Anregung des Acceptors oder
einer Reemission herr#hren kann.

Als Fluoreszenzl-scher finden organische Molek#le oder
aber Metalle wie Gold Verwendung (Abschnitt 4.2). Viele
organische Fluoreszenzl-scher sind außerdem kommerziell
erh'ltlich (Abbildung 3 und Schema 2). Dabcyl (4-(4’-Dime-
thylaminophenylazo)benzoes'ure) und Dabsyl (4-Dimethyl-
aminoazobenzol-4’-sulfonyl) sind zwei der h'ufigsten nicht-
fluoreszierendenAcceptoren mit Absorptionsmaxima bei 485
bzw. 466 nm. Andere Klassen von Fluoreszenzl-schern sind
QSY, QXL, ATTO, BlackBerry und Black Hole. Die meisten
haben breite Absorptionsspektren, sodass sie f#r eine Band-
breite von Farbstoffen als Acceptoren fungieren k-nnen.

Schema 1. Strukturen verbreiteter UV/Vis-fluoreszierender Farbstoffe.
Typische Substituenten an den Positionen R sind CO2

� , SO3
� , OH,

OCH3, CH3 und NO2; R
x markiert die typische Position des Linkers fIr

die Biokonjugation.
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Fluoreszenzl-scher werden oft in der DNA-Analyse einge-
setzt, vor allem in molekularen Leuchtmarkern („molecular
beacons“) als Acceptoren in Verbindung mit organischen

Donorfarbstoffen (siehe die
3bersichtsartikel von Tan[28,29]

und Didenko).[16] Der prinzipi-
elle Vorteil einer solchen An-
ordnung besteht darin, dass man
den Donorkanal alleine detek-
tieren kann. Bei ausreichender
spektraler Aufl-sung besteht
auch die M-glichkeit, mehrere
Donor/Fluoreszenzl-scher-
Paare parallel zu schalten. Ab-
gesehen von Anwendungen in
der DNA-basierten Diagnostik
wurden molekulare Leuchtmar-
ker auch zur Messung der DNA-
Permeabilit't d#nner Polyelek-
trolytfilme[50] und zum Nachweis
von Pb-Ionen mit katalytischen
DNA-Biosensoren eingesetzt.[51]

Mit Fluoreszenzl-schern mar-
kierte Substratanaloga wurden
auch in Verbindung mit farb-
stoffmarkierten Proteinen in
FRET-basierten Verdr'ngungs-
biosensoren f#r N'hrstoffe ge-
nutzt.[52] Eines der wenigen Bei-
spiele von FRET-Messungen,
bei denen organische Fluores-
zenzl-scher an nichtorganische
Fluorophore konjugiert wurden,
betrifft den Einsatz von Quan-
tenpunkten als Donoren (siehe
Abschnitt 4.3).

2.3. Umgebungsempfindliche Fluorophore

Umgebungsempfindliche Fluorophore 'ndern ihre Ab-
sorptions- und Emissionseigenschaften in Abh'ngigkeit von
den Umgebungsbedingungen wie pH-Wert, Ionenkonzentra-
tion und -sorte (z.B. Ca2+, Cl�), O2-S'ttigung, Solvatation und
Polarit't. Es ist schwierig, daraus eine eigenst'ndige Klasse
von Fluorophoren zu definieren, denn im Grunde reagieren
fast alle Fluorophore auf St-rungen in ihrer Umgebung.[2,19]

Man definiert umgebungsempfindliche Fluorophore daher
meist #ber den Analyten oder die Bedingung, auf die sie am
empfindlichsten reagieren (z.B. pH- oder Calcium-Indikato-
ren).[19]

Eines der bekanntesten Beispiele f#r umgebungsemp-
findliche Fluorophore ist Fluorescein (FAM; Schema 1),
dessen Absorption und Emission #ber das Ionisierungs-
gleichgewicht auf Lnderungen im pH-Wert reagieren (Ab-
bildung 5).[19] Dieses Verhalten wurde unter anderem zur
3berwachung von intrazellul'ren pH-Werten genutzt, wobei
eine Reihe von FAM-Estern verwendet wurde, die zellper-
meabel sind und nach Esterhydrolyse das FAM in der Zelle
freisetzen. Mit am h'ufigsten verwendet wird das von Tsien
et al. entwickelte Derivat BCECF.[53] Zur 3berwachung des
pH-Wertes bietet Molecular Probes eine Vielzahl reaktiver

Abbildung 4. a) Funktionsweise der Energietransfer(ET)-Kassettenprimer:[17] Jede der Kassetten basiert
auf einem gemeinsamen modifizierten Zuckernucleotid-RIckgrat. Mit unterschiedlichen Acceptoren
wurden vier spektral getrennte Emissionsfenster bei 520, 550, 580 und 605 nm erzeugt. Die ET-Kasset-
ten sind Iber ThiolbrIcken an die thiolderivatisierten Primer gekuppelt. R6G = 6-Carboxyrhodamin-6-
G; TAM = Carboxytetramethylrhodamin. b) Normalisierte Absorptions- (blau) und Emissionsspektren
(rot) fIr jede der vier Farben der ET-Kassetten (Anregungen bei 488 nm), verglichen mit direkten Anre-
gungen der Acceptorfarbstoffe (grIn) bei gleicher Konzentration. Der Faktor, um den die Emission bei
der FRET-Anordnung gegenIber der aus einem einzelnen Farbstoff bestehenden Kontrollprobe ver-
stGrkt wird, ist jeweils angegeben. Die Abbildung wurde von R. Mathies, UC Berkeley, zur VerfIgung
gestellt.

Schema 2. Strukturen verbreiteter organischer FluoreszenzlHscher. Die
Substituenten R sind in der Tabelle angefIhrt; Rx markiert die Position
des Linkers fIr die Biokonjugation.
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FAM-Analoga sowie Seminaphthorhodafluore (SNARF),
Seminaphthofluoresceine (SNAFL) und ihre Ester an.[19] Der
optimale Arbeitsbereich dieser Fluorophore liegt bei pH 5–9.
F#r saure L-sungen sind Oregongr#n und LysoSensor besser
geeignet.[19]

Die Emission der genannten Farbstoffe ist allerdings auf
den sichtbaren und nahinfraroten Bereich beschr'nkt. Die
meisten sind außerdem nur unfunktionalisiert erh'ltlich,
sodass umfangreiche chemische Modifikationen erforderlich
sind, um sie an Biomolek#le oder andere Farbstoffmolek#le
zu kuppeln. Auch hier bietet Hauglands Handbook[19] eine
gute Fundstelle f#r spezielle Fluorophore, die f#r pH-Wert,
NO2

� , Ca2+, Mg2+, Zn2+, Na+, Cl� , K+ und das Membranpo-
tential optimiert sind.

Andere Farbstoffe wie Acrylodan und Pyren wurden als
Biosensoren verwendet, um Lnderungen in anheftenden
Proteinen zu registrieren.[15] Lakowicz nutzte FRET mit um-
gebungsempfindlichen Acceptoren, um den pH-Wert sowie
CO2- und NH3-Konzentrationen mit phasenmodulierter
Fluorometrie zu messen.[54,55] Im Allgemeinen werden FRET-
Anordungen mit umgebungsempfindlichen Fluorophoren
eher selten eingesetzt, da die meisten Fluorophore bereits
alleine ihre Sensorfunktion erf#llen. Zuk#nftige Anwendun-

gen f#r umgebungsempfindliche FRET-Sensoren k-nnten
sich bei r'umlich-zeitlich korrelierten Mehrfarbmessungen in
Zellen ergeben.

2.4. Farbstoffmarkierte Mikro- und Nanopartikel

Ein Nachteil herk-mmlicher Fluoreszenztests besteht
darin, dass es schwierig ist, mehr als ein Fluorophor an ein
Zielprotein zu kuppeln. Durch Konjugation von mehreren
Fluorophoren k-nnten st'rkere Signale und niedrigere
Nachweisgrenzen erreicht werden, allerdings ist es m-glich,
dass dabei die Funktion des zu untersuchenden Biomolek#ls
beeintr'chtigt wird. In einem Ansatz zur L-sung des Pro-
blems wurden funktionalisierte Mikropartikel mit Fluoro-
phoren „getr'nkt“, wobei stark fluoreszierende Nano- und
Mikropartikel erhalten wurden. Abgesehen von der st'rkeren
Fluoreszenz ergeben sich noch weitere Vorteile: So lassen
sich z.B. auch wasserunl-sliche oder unfunktionalisierte
Fluorophore auf Mikropartikel laden. Fluoreszierende Mi-
kropartikel in Gr-ßen zwischen 2 mm und 200 9, die vomUV
bis zum NIR absorbieren und emittieren, werden z.B. von
Molecular Probes, Bangs Laboratories und Polysciences an-
geboten. Molecular Probes bietet auch Mikropartikel mit
Farbstoffkombinationen an, die auf große Stokes-Verschie-
bungen hin optimiert sind (TransFluospheres).[56] Fluoreszie-
rende Mikropartikel gibt es in funktionalisierter Form mit
diversen Oberfl'chengruppen (Biotin, Avidin, Kollagen,
Amine, Aldehyde, Sulfate, Carboxylate), die eine einfache
Biokonjugation an die gew#nschte Zielstruktur erm-glichen.
Man hat außerdem die M-glichkeit, funktionalisierte Mi-
kropartikel kommerziell zu beziehen und nach publizierten
Verfahren mit Farbstoffen zu tr'nken.[57,58]

Fluoreszierende Mikropartikel wurden vielfach in FRET-
Analysen eingesetzt, besonders bei der Durchflusscytome-
trie[59–61] und der SNP-Genotypisierung.[62] Es gibt mit Eu-
basierten Fluorophoren beladene Mikropartikel, die f#r
zeitaufgel-ste Messungen der Energie#bertragung eingesetzt
werden (Abschnitt 4.1).[63] Abgesehen vielleicht von der
Durchflusscytometrie sind FRET-Testsysteme mit fluores-
zierenden Mikropartikeln technisch noch l'ngst nicht ausge-
reift. Eigenschaften wie die hohe Fluoreszenzintensit't,
breite Absorption bei multiplen Emissionsfarben, vielf'ltige
Chemie und kommerzielle Verf#gbarkeit machen fluores-
zierende Mikropartikel aber zu vielversprechenden Donoren
insbesondere f#r Multiplex-FRET.

2.5. Dendrimere und Polymere

Dendrimere sind hochverzweigte Polymere. Sie werden
durch schrittweise Synthese hergestellt.[64] Ein typisches
Dendrimer enth'lt ein zentrales Monomer, von dem mehrere
Zweige ausgehen. Jeder Zweig kann weiter aufgef'chert
werden, indem weitere Schalen von Monomer angef#gt
werden.[65] Es besteht die M-glichkeit, Fluorophore und
andere funktionelle Gruppen, die sich weiter modifizieren
lassen, an die 'ußere Schale von Dendrimeren zu konjugie-
ren, wodurch hochfluoreszierende Dendrimere entste-

Abbildung 5. Vom pH-Wert abhGngige Absorptions- (oben) und Emis-
sionsspektren (unten) von Fluorescein. Die grHßte Tnderung tritt zwi-
schen pH 6 und 7 auf.
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hen.[66–71] Auch inh'rent fluoreszierende Dendrimere wurden
bereits synthetisiert.[72, 73]

Durch die Platzierung der Farbstoffmolek#le in einer
bestimmten Orientierung kann die Energie, die an der Peri-
pherie des Dendrimers absorbiert wird, durch intramoleku-
lare Energie#bertragung auf einen gemeinsamen Acceptor
im Kern des Molek#ls kanalisiert werden, sodass das Molek#l
als k#nstliche Lichtsammelantenne wirkt (Abbildung 6,
oben).[74–77] Die Hauptvorteile von Fluorophoren auf Den-

drimerbasis in biologischen Testsystemen sind der große
Absorptionsquerschnitt und die hohe Fluoreszenzintensi-
t't.[78,79] Da außerdem die L-slichkeit haupts'chlich durch das
Dendrimer bestimmt wird, kann man einen Wirkstoff oder
ein Fluorophor in eine Umgebung bringen, in der das Mole-
k#l sonst unl-slich w're.[80] Dendrimere wurden z.B. als
Tr'gersysteme f#r unterschiedliche Marker wie Metallnano-
partikel[81,82] undOligonucleotide[83] sowie als In-vitro-Sonden
und Wirkstofftransporter genutzt.[84, 85] Einige wenige Bei-
spiele f#r intermolekulare Energie#bertragungen zwischen
Dendrimeren und anderen Donoren oder Acceptoren sind
bekannt. Beschrieben wurde der FRET von Dendrimeren auf

Pyrenpolymere in Langmuir-Blodgett-Schichten[86] und zwi-
schen Dendrimeren.[87]

Es sind auch funktionalisierte Dendrimere erh'ltlich
(Dendritech und Dendritic Nanotechnologies), die sich je
nach Bedarf vom Anwender weiter modifizieren lassen. Au-
ßerdem erh'ltlich sind DNA-basierte Dendrimere, die f#r
Hybridisierungen und den Nachweis von Genen mit niedriger
Kopienzahl dienen (Genisphere), Dendrimere f#r die Zell-
transfektion, die sowohl an DNA wie auch an Zellen binden
(Qiagen), sowie Monomere, mit denen hochverzweigte syn-
thetische DNA-Dendrimere aufgebaut werden k-nnen,[88,89]

die zur Markierung von Oligonucleotiden mit Fluorophoren
dienen (Glen Research). Solche mehrfach markierten Den-
drimerprimer k-nnen in hochempfindlichen PCR-Analysen
(PCR = Polymerasekettenreaktion) eingesetzt werden. Die
entsprechenden Synthesemethoden sind gut dokumentiert.[64]

Eine verwandte Klasse von Fluorophoren sind fluores-
zierende Polymere, die entweder selbst fluoreszieren (kon-
jugierte Polymere) oder mit Fluorophorgruppen derivatisiert
sind.[90–94] Lhnlich wie Dendrimere zeichnen sich auch fluo-
reszierende Polymere durch hohe molekulare Absorptions-
koeffizienten aus und fungieren als effiziente Lichtsammel-
antennen. Als nachteilig f#r Anwendungen als Fluores-
zenzmarker in Biokonjugaten erweisen sich jedoch die Gr-ße
und Polydispersit't der Polymere. Die Emission fluoreszie-
render Polymere l'sst sich nicht genau lokalisieren, da die
Energie#bertragungsprozesse entlang der gesamten Poly-
merkette ablaufen und daher diffus sind.[95] Als punktuelle
Donoren in FRET-Anordnungen k-nnen Polymere daher
nicht genutzt werden. Breite Anwendung fanden fluoreszie-
rende Polymere dagegen als fluoreszierende Schichten und
d#nne Filme in Biosensoren.[96, 97]

Polymerbasierte FRET-Anordnungen werden in hoch-
empfindlichen Biotestsystemen eingesetzt, wobei man ein als
„Superquenching“ bekanntes Ph'nomen nutzt. Dieses beruht
darauf, dass bestimmte fluoreszierende Polymere, die elek-
trostatische Wechselwirkungen mit niedermolekularen Ver-
bindungen eingehen, als starke Fluoreszenzl-scher fungie-
ren.[98] Das Superquenching kommt durch einen sehr effizi-
enten Energie#bertragungsmechanismus zustande, der in
L-sung und auf Oberfl'chen m-glich ist. Der Effekt wurde
zum Nachweis von DNA-Hybridisierungen (Abbildung 6,
unten),[98] f#r SNP-Analysen[99] und Proteasenachweise[100]

genutzt. Basierend auf diesem Konzept entwickelten Swager
und Mitarbeiter Polymersensoren mit verst'rkter Fluores-
zenz („amplified fluorescent polymer sensors“) zum Nach-
weis von Sprengstoffen und biologischen R#ckst'n-
den.[97,101,102] Superquenching tritt auch in Konjugaten aus
Gold-Nanopartikeln und fluoreszierenden Polymeren auf;[103]

derartige Systeme sind f#r Biotests interessant.

2.6. Photochrome Farbstoffe

Jovin definiert photochrome Verbindungen als „Verbin-
dungen mit der Eigenschaft, auf eine Bestrahlung mit Licht
geeigneter Wellenl2nge mit einem reversiblen 4bergang zwi-
schen zwei Strukturen zu reagieren, wobei die Strukturen un-
terschiedliche Absorptionsspektren (und in einigen F2llen

Abbildung 6. Oben: Struktur eines FRET-Dendrimers mit einem Pery-
lenbis(dicarboximid)-Acceptor als Kern und einer Cumarin-funktionali-
sierten HIlle als Donor.[76] UV-Licht (345 nm) wird an der Peripherie
absorbiert, in Form von elektronischer Energie zum Acceptor im Kern
weitergeleitet und dort im nahen IR emittiert (685 nm) (99% Energie-
Ibertragungseffizienz). Unten: Struktur eines Biotin-Polymer-Konjuga-
tes, das zum Nachweis von DNA-Hybridisierungen verwendet wird.[98]
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Fluoreszenzspektren) aufweisen.“[104] Was photochrome
Farbstoffe zu besonders interessanten FRET-Acceptoren
macht, ist die M-glichkeit, den Acceptor (und damit den
FRET-Vorgang) mit Licht reversibel an- und ausschalten zu
k-nnen. Aufbauend auf diesem Konzept lassen sich viele in-
teressante FRET-Anordnungen entwerfen.

Zu den bekanntesten photochromen Verbindungen
z'hlen die Spiropyrane und funktionell verwandte Molek#le.
Die Molek#le liegen in geschlossenen Spiroformen vor (Ab-
sorption < 400 nm), die bei Belichtung eine intramolekulare
Umlagerung zu einer offenen Merocyaninform (Absorption
500–700 nm) eingehen (Abbildung 7a).[105]

Jovin et al. haben eine Gruppe substituierter Dihetero-
arylethene entwickelt, die als lichtschaltbare Acceptoren in
einem als photochromer FRET (pcFRET) bezeichneten
Prozess fungieren. Mit Lucifer Yellow als Donor wurde eine
FRET-Effizienz von 100% in 40 aufeinander folgenden
pcFRET-Schaltvorg'ngen ohne photophysikalische Erm#-
dung erzielt.[104] Ein weiteres pcFRET-System besteht aus
einem Nitrospiropyran-Acceptor, der mit einem Porphyrin-
Donor in Form der freien Base oder im Komplex mit Zink
verkn#pft ist.[105]

Ein System bestehend aus einem Quantenpunkt als
Donor, der von mehreren Spiropyran-Acceptoren umgeben
ist, wurde ebenfalls f#r pcFRET-Anordnungen untersucht
(Abbildung 7b–d).[106] 3ber die Zahl der Acceptoren um den
zentralen QD-Donor wird die pcFRET-Effizienz zwischen 25
und 50% moduliert. Andere photochrome Farbstoffe sind

substituiertes Perfluorcyclopenten, Dithienylethene, substi-
tuierte Oxazolylfulgide und Bismutvanadat-Pigmente.[107–109]

Die Firma James Robinson bietet eine Auswahl von Spiro-
naphthoxazinen und Naphthopyranen in mehr als zwanzig
Farben an (Reversacole).

pcFRET hat einige unmittelbare Vorteile. Durch die
Umschaltm-glichkeit stehen zwei ineinander umwandelbare
FRET-Sensoren mit unterschiedlichen photophysikalischen
Eigenschaften in einer einzigen Anordung zur Verf#gung.
Die Wellenl'nge f#r den Schaltvorgang kann so gew'hlt
werden, dass sie nicht mit der Absorption des Donors #ber-
lappt. Jovin sagt voraus, dass pcFRET-Anordungen wichtige
Probleme bei der quantitativen zellbasierten FRET-Analyse
l-sen k-nnen (hohe lokale Sensordichten, irreversibles Aus-
bleichen des Farbstoffs bei kontinuierlichen Messvorg'n-
gen).[104] Eine echte Anwendung des pcFRET-Verfahrens in
einem biologischen System steht bislang aber noch aus.

3. Biologische Materialien

3.1 Nat'rliche Fluorophore

Es gibt viele nat#rlich vorkommende fluoreszierende
Biomolek#le, darunter verschiedene enzymatische Cofakto-
ren und die aromatischen Aminos'uren Tryptophan (Trp),
Tyrosin (Tyr) und Phenylalanin (Phe), die hier imMittelpunkt
stehen (Schema 3).[2] Der gr-ßte Vorteil, den diese Amino-

Abbildung 7. a) Struktur von Sulfo-NHS-BIPS (Sulfo-NHS = N-Hydroxysulfosuccinimid-Natriumsalz; BIPS = 1’,3’,3’-Trimethylspiro[2H-1-benzo-
pyran-2,2’-indolin]) in der Spiropyranform vor (links) und in der Merocyaninform nach der Konjugation an ein Protein (rechts). b) Quanten-
punkt(QD)-Modulation durch photochromen FRET nach Wechselwirkung mit MBP-BIPS (MBP = maltosebindendes Protein). Wenn BIPS mit UV-
Licht in die Merocyaninform umgelagert wird, wird die QD-Emission durch FRET-FluoreszenzlHschung vermindert. Nach erneuter Photokonversi-
on mit weißem Licht zur Spiropyranform nimmt die direkte Emission des QD deutlich zu. c) Photolumineszenzspektren des bei 555 nm lumines-
zierenden Systems QD-20MBP-BIPS mit einem Farbstoff/Protein-VerhGltnis = 5 nach Photokonversion der SP- zur MC-Form. d) Effekt von
pcFRET auf die Photolumineszenz eines Quantenpunkts (zunGchst Wechsel von Weißlicht zu UV). Wiedergabe in verGnderter Form nach Lit. [106]
mit Genehmigung der American Chemical Society.
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s'uren als Fluorophore bieten, ist ihre endogene Pr'senz in
Proteinen und Peptiden und die Leichtigkeit, mit der sie re-
kombinant in Proteine oder durch Synthese in naszierende
Peptide eingef#hrt werden k-nnen. Die starke UV-Absorp-
tion von Proteinen bei 280 nm (die meist zur Quantifizierung
verwendet wird) und die Emission bei 340–360 nm r#hren
haupts'chlich vom Indolring des Tryptophans her, w'hrend
Tyrosin und Phenylalanin nur einen geringen Anteil beitra-
gen.[2]

Wegen der fast vernachl'ssigbaren Quantenausbeute von
ca. 0.02 ist Phenylalanin f#r FRET-Anwendungen weniger
geeignet, außer vielleicht f#r Anordungen innerhalb von
Proteinen. Tyrosin ist anf'llig f#r Fluoreszenzl-schungen und
geht Energie#bertragungen auf Tryptophan ein. Damit ver-
bleibt Trp als die am besten geeignete Aminos'ure f#r
FRET-Anwendungen (siehe 3bersichtsartikel sowie
Lit. [2,20,110]). Ein m-gliches Problem bei einer FRET-
Anordnung mit Trp liegt darin, dass die Anregungslinien und
alle D/A-Farbstoffe auf den UV-Bereich beschr'nkt sind. Die
Trp-Fluoreszenz ist außerdem umgebungsempfindlich, sodass
eine Platzierung tief im Inneren eines Proteins zu anderen
Ergebnissen f#hrt als etwa die Markierung eines kleinen
Peptids. Als ein Beispiel f#r Proteinfluoreszenz sind in Ab-
bildung 8 die Absorptions- und Emissionspektren des mal-
tosebindenden Proteins (MBP) gezeigt. MBP geh-rt zur Su-

perfamilie der bakteriellen periplasmatischen Bindeproteine
(bPBPs) und enth'lt 8Trp-, 15Tyr- und 15Phe-Reste.[15]

Es gibt eine große Zahl von Beispielen, die die vielseiti-
gen M-glichkeiten dieser endogenen Fluorophore belegen.
So wurde eine FRET-Anordnung mit Trp als Donor und
Dansyl als Acceptor genutzt, um die Helix-Helix-Assoziation
von Bacterioopsin zu bestimmen.[111] Mit Trp als Donor lassen
sich auch die Bindungsaffinit'ten f#r die DEAD-Box-RNA-
Helicase DdpA mit fluoreszierenden Nucleotidanaloga als
Acceptoren messen.[112] Ein Trp-Rest im Zentrum einer Re-
duktase zusammen mit dem Coenzym NADPH als Fluores-
zenzl-scher wurde zur Bestimmung von Bindungsaffinit'ten
genutzt.[113] Trp-Reste innerhalb der Melibose-Permease von
E. coli, die als Energielieferanten f#r ein fluoreszierendes
Zuckeranalogon fungieren, wurden durch sequenzielle Mu-
tagenese identifiziert.[114] Mit einem FRET-System bestehend
aus einem Trp-Rest als Donor und einem modifizierten 3-
Nitrotyrosin als Acceptor im menschlichen a-Synuclein-Pro-
tein konnte nachgewiesen werden, dass die verl'ngerte
Struktur einer Mutante mit der Parkinsonschen Krankheit
zusammenh'ngt.[115] Trp wurde auch als Acceptor f#r ein
Nitrilphenylalanin als Donor eingesetzt, um die Konforma-
tion eines 14 Reste langen amphipathischen Peptids zu un-
tersuchen.[116] Die Abst'nde zwischen den Helices im trans-
membran'ren M13-Procoat-Protein wurden mit Tyr als
Donor und Trp als Acceptor durch FRET gemessen.[117] Bei
anderen FRET-Anordnungen dient Trp als Donor und eine
Chrom(III)-Gruppe als Acceptor,[118] oder es findet ein
FRET-Homotransfer zwischen zwei Trp-Resten statt.[119]

FRET zwischen einzelnen Aminos'ureresten ist am
wirksamsten bei Abst'nden unter etwa 50 9, was ideal f#r
Untersuchungen innerhalb eines Proteinmolek#ls ist. Die
F-rster-Abst'ndeR0 f#r 14 Kombinationenmit Trp als Donor
und einem Farbstoff als Acceptor sind in Lit. [30] tabelliert;
sie decken einen Bereich von 12 bis 40 9 ab.[30] Verallge-
meinert l'sst sich angeben, dass Trp-Reste, die an einer fast
beliebigen Stelle in einem kleineren Protein vorliegen
(Durchmesser < 30 9; Mr< 30000), mit einem geeigneten,
innerhalb der Proteinstruktur verankerten Farbstoff als
Donor oder Acceptor wirken k-nnen. Sind mehrere Trp-
Reste vorhanden, so tragen diese in unterschiedlichem
Ausmaß entsprechend ihremAbstand zum FRET bei. Bei der
vergleichsweise einfachen Einf#hrung von Mutationen in
Proteine sollte die Entwicklung von Modulen mit fluores-
zierenden Resten, die man an interessierende Proteine an-
h'ngt, kein gr-ßeres Problem darstellen. Diese k-nnten als
effiziente Donoren mit einem sehr großen Absorptionsquer-
schnitt das Signal eines FRET-basierten Biosensorproteins
verst'rken oder als Tandemdonor f#r ein fluoreszierendes
Protein oder als Lichtsammelkomplex wirken. Beim gegen-
w'rtigen Interesse an den Strukturen und Funktionen von
Proteinen sind die M-glichkeiten dieser endogenen Fluoro-
phore sicher noch nicht ausgesch-pft.

3.2. Fluoreszierende Proteine

Fluoreszierende Proteine (FPs) werden immer h'ufiger in
FRET-Anwendungen eingesetzt, und die Techniken und

Schema 3. Struktur der drei fluoreszierenden aromatischen AminosGu-
ren Phenylalanin (Phe: QY=0.02, t	7 ns, lex	260 nm,
lem	282 nm), Tryptophan (Trp: QY=0.13, t	3 ns, lex	295 nm,
lem	353 nm) und Tyrosin (Tyr: QY=0.14, t=3–4 ns, lex	275 nm,
lem	304 nm).[2,110]

Abbildung 8. Normalisiertes Absorptions- und Emissionsprofil
(lex	280 nm) des maltosebindenden Proteins (MBP;
Mr	44.000).[4,15,129]
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Materialien werden st'ndig verbessert. Das Konzept, ein
Fluorophor molekularbiologisch an das f#r das Zielprotein
codierende Gen anzuh'ngen und so ein fluoreszierendes
Fusionsprotein zu erzeugen, hat klare Vorteile: Fluorophor
und Protein werden gemeinsam intrazellul'r exprimiert und
wenn man sie sichtbar macht, lassen sich Lokalisierung und
relative Expressionsh-he ableiten.[14,20,21]

Das gr#n fluoreszierende Protein (GFP) (Abbildung 9)
aus der Qualle Aequorea victoria ist der Prototyp eines
fluoreszierenden Proteins, und mithilfe von GFP-Systemen
wurden viele Aspekte der Zellbiologie aufgekl'rt.[120] Eine
ausgezeichnete 3bersicht #ber das GFP und seine photo-
physikalische Funktion stammt von Tsien.[20] Das GFP wurde
vor mehr als 40 Jahren erstmals beschrieben, kloniert wurde
es allerdings erst in den fr#hen 90er Jahren. Entscheidend f#r
seine breite Anwendung war der Nachweis, dass das Gen in
anderen Organismen exprimiert werden kann, weil die co-
dierende Sequenz allein alles enth'lt, um den Chromophor
reifen und funktionieren zu lassen.[20] Die entscheidenden
Gruppen im Innern des Proteins werden w'hrend der Rei-
fung modifiziert; dabei wird der p-Hydroxybenzylidenimid-
azolinon-Chromophor gebildet, der sich in der zentralen, von
elf b-Str'ngen umgebenen Helix befindet (b-Fass-Struktur).

Es gibt viele GFP-Varianten, die sich in ihren Protein- und
Chromophorstrukturen und infolge dessen auch in ihren
Absorptions- und Emissionsprofilen unterscheiden.[20] Durch
Mutation und Selektion gelang es, ein st'rker fluoreszieren-
des und stabileres GFP zu erzeugen. Dar#ber hinaus wurden
Varianten erhalten, die blau, cyan und gelb fluoreszieren
(BFP, CFP bzw. YFP).[21] Das rot fluoreszierende Protein
DS Red wurde 1999 kloniert. Es stellte sich als obligates Te-
tramer heraus, das langsam von gr#n nach rot reift.[21, 121,122]

Tsien entwickelte ein monomeres rot fluoreszierendes Pro-
tein (mRFP) und mehrere andere rote Fluorophore, die er
nach den Farben von Fr#chten benannte.[21, 123] Andersfarbige
FPs wurden aus Korallen kloniert; diese scheinen ebenfalls
tetramer zu sein.[21] In Abbildung 10 sind die Absorptions-
und Emissionsprofile repr'sentativer FPs dargestellt.

Daneben gibt es kommerziell erh'ltliche FPs, wie etwa die
rote/gr#ne Reihe der von den Phycobilisomen abgeleiteten

PBXL-Fluorophore.[124] Bei diesen handelt es sich um stabi-
lisierte multichromophore supramolekulare Proteinkomple-
xe, die mit Proteinen vernetzt werden k-nnen. Die gr-ßere
Zahl von Fluorophoren sorgt f#r eine erheblich h-here
Empfindlichkeit.

Fluoreszierende Proteine werden vorwiegend zur In-vivo-
Markierung von Zellen eingesetzt. Sie sind in plasmid-
codierter Form erh'ltlich und so konstruiert, dass man Pro-
teine entweder N- oder C-terminal anbringen kann. Die
Plasmide erm-glichen die kontrollierte Expression in einer
Vielzahl von Zellen und Organismen, darunter Bakterien,
Hefen und Eukaryoten. Die Quantenausbeuten sind im All-
gemeinen gut; sie reichen von etwa 0.17 f#r ein BFP bis etwa
0.79 f#r ein Wildtyp-GFP und h'ngen haupts'chlich davon
ab, welche Mutationen vorgenommen wurden und wie die
endg#ltige Struktur des Chromophors aussieht.[21] Die meis-
ten FPs sind relativ große Proteine (25 bis 30 kDa und
gr-ßer); ein Protein dieser Gr-ße an ein anderes Protein zu
binden, kann dessen funktionelle Integrit't beeintr'chti-

Abbildung 9. Bandstruktur des grIn fluoreszierenden Proteins (GFP).

Abbildung 10. a) Normalisierte Absorptions- und b) Fluoreszenzemis-
sionsprofile fluoreszierender Proteine: cyan fluoreszierendes Protein,
GFP, Zs Green, gelb fluoreszierendes Protein (YFP) und drei Varianten
von rot fluoreszierendem Protein (DS Red2, AS Red2 und HC Red).
Wiedergabe mit Genehmigung von Clontech.[14]
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gen.[24] FPs k-nnen auch im Zentrum eines Proteins oder an
intra- oder extrazellul'ren Dom'nen platziert werden, dabei
lassen sich korrekte Faltung, Insertion und Fluoreszenz al-
lerdings nie gew'hrleisten. FPs, die Dimere und Tetramere
bilden, k-nnen zur Erzeugung von difunktionellen Chim'ren
dienen.[21,121] Es kann oft mehrere Stunden dauern, bis ein FP
vollst'ndig gereift und der endg#ltige Chromophor gebildet
ist, und in dieser Zeit k-nnen sich Absorption und Emission
noch verschieben. FPs reagieren auch auf pH-Wert, Tempe-
ratur, O2-Konzentration und andere Umgebungsbedingun-
gen.[20] Viele FPs sind empfindlich gegen Ausbleichen, was
aber kein Nachteil sein muss. Es gibt sogar einige Bildge-
bungstechniken wie FRAP (Fluoreszenzregenerierung nach
Photobleichung; fluorescence recovery after photoblea-
ching), die solche Effekte nutzen.[125] Wie in Abbildung 10 zu
sehen ist, k-nnen die meist breiten Absorptions-Emissions-
Profile eine Multiplexanalyse behindern.

Tsiens Strategie f#r FRET-basierte FP-Indikatoren war
der Ausgangspunkt f#r eine neue Klasse genetisch codierter
Sensoren zur 3berwachung intrazellul'rer Analyte.[126, 127] Die
urspr#nglichen Konstrukte („Cham'leons“) waren f#r die
Bestimmung von Calcium gedacht und bestanden aus linea-
ren Fusionaten aus BFP oder CFP als Donoren und ver-
st'rkten GFP- oder YFP-Acceptoren, die Calmodulin und
das calmodulinbindende Peptid flankieren.[127] Bei der Bin-
dung von Ca2+ wickelt sich Calmodulin um das Peptid, sodass
die flankierenden FPs n'her zusammenkommen und der
FRET verst'rkt wird. Nach dieser Strategie entwickelten
Frommer und Mitarbeiter eine Serie intrazellul'rer Sensoren
bestehend aus FPs, die an die N- und C-Termini von bPBPs
fusioniert waren.[128–130] Der Prototyp bestand aus MBP, das
mit einem verst'rkten CFP-Donor (ECFP) am N-Terminus
und einem YFP-Acceptor am C-Terminus fusioniert war
(Abbildung 11).[129] MBP geh-rt einer 3berfamilie von Bin-
deproteinen an, die #ber eine zentrale Gelenkregion binden.
Bei der Bindung von Maltose kommt es im Bereich dieser
Gelenkregion zu einer Konformations'nderung. Durch die
Bewegung r#cken die beiden FPs enger zusammen und ver-
st'rken die FRET-Effizienz, was sich in einem steigenden

Emissionsverh'ltnis von Acceptor zu Donor niederschl'gt
(Abbildungen 11 und 12).

Andere Sensoren registrieren Glucose und Ribose, aller-
dings bewegen sich hier die FPs bei Bindung des Analyten
voneinander weg, sodass das D/A-Fluoreszenzverh'ltnis
steigt.[128,130] Die #berlappenden Absorptions- und Emissi-
onsspektren in FP-Mehrfachfusionaten ergeben nur gering-
f#gige Signal'nderungen in FRET-Anordungen, weshalb eine
empfindliche optische Ausr#stung erforderlich ist. Biosenso-
ren, die auf diesem allgemeinen Tandem-FP-Design basieren,
sind inzwischen auch f#r Kinasen, Ligasen, verschiedene in-
trazellul're Second Messenger und Proteasen entwickelt
worden.[120]

Rice beschrieb eine FRET-Anordnung, bei der ein GFP,
das an einen zweiten Fluorophor gekuppelt war, mit dem C-
Terminus von Kinesin fusioniert wurde. Das Kinesin wurde
auf diese Weise mit Tetramethylrhodamin markiert, wodurch
die Konformations'nderung des Proteins bei der Bindung
von Nucleotiden durch FRET-Analyse verfolgt werden
konnte.[131] Hoffmann et al. beschrieben eine Kombination
von CFP mit dem FlAsH-System zur Markierung eines G-
Protein-gekoppelten Rezeptorsystems.[24] Die zweifache
Markierung dieses Rezeptors mit CFP und YFP erm-glichte
zwar noch die Rezeptoraktivierung, verhinderte aber die Sig-
nalweiterleitung ins Zellinnere. Ersetzt man YFP durch einen
FlAsH-Farbstoff, so wird die normale Signalweiterleitung
zugelassen.[24]

F#r die praktische Handhabung solcher FPs kann auf
mehrere Handb#cher zur#ckgegriffen werden.[21,132] Das zu-

Abbildung 11. Modifiziertes MBP, das die Bindung von Maltose durch
Fluoreszenz anzeigt. ECFP als Donor wurde mit dem N-Terminus des
MBP fusioniert und YFP als FRET-Acceptor mit dem C-Terminus. H
(„hinge“) kennzeichnet die Gelenkregion zwischen den beiden DomG-
nen des MBP. Die zentrale Bindestelle des MBP befindet sich zwi-
schen den beiden DomGnen. Ohne Maltose nehmen die beiden FPs
die Konformation mit maximalem Abstand ein, und der FRET ist mini-
mal. Wenn Maltose gebunden wird, durchlGuft das MBP eine Kon-
formationsGnderung, die die beiden FPs rGumlich annGhert; dadurch
steigt der FRET an, was sich anhand des VerhGltnisses der YFP- und
CFP-Emissionen verfolgen lGsst (vgl. Abbildung 12).[129]

Abbildung 12. a) Konfokales Bild eines in Hefe exprimierten Maltose-
FP-Sensors. Die Fluoreszenz wird im Cytosol emittiert, nicht aber in
der Vakuole. Maßstab 1 mm. b) Tnderung der Maltosekonzentration im
Cytosol einer Hefe, die einen Maltosesensor mit einem Kd-Wert von
25 mm exprimiert. Die Kurve zeigt das EmissionverhGltnis als Funktion
der Maltoseaufnahme fIr eine einzelne Hefezelle. Die Abbildung
wurde von W. Frommer, Stanford University, zur VerfIgung gestellt;
Wiedergabe mit Genehmigung der National Academy of Sciences
USA.[129]

I. L. Medintz et al.Aufs�tze

4688 www.angewandte.de 
 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2006, 118, 4676 – 4704



nehmende Interesse an FPs f#r intrazellul're FRET-An-
wendungen hat zur st'ndigen Verbesserung und zur Ent-
wicklung von verst'rkten GFPs gef#hrt, die weniger emp-
findlich gegen Umgebungseinfl#sse sind.[20] Durch Mutation
und Selektion ließen sich monomere RFPs aus den ur-
spr#nglichen Tetrameren und Dimeren entwickeln.[123,133]

Nguyen und Daugherty entwickelten ein optimiertes CFP-
YFP-Paar mit einem 20fachen FRET-Signalverh'ltnis (ver-
glichen mit einem dreifachen Verh'ltnis beim urspr#nglichen
Konstrukt).[134] Mit diesem D/A-Paar sollte es m-glich sein,
FP-FRET-Sensoren auch in F'llen einzusetzen, in denen
Donor und Acceptor keine optimale Position zueinander
haben. Inzwischen wurden auch FPs aus unterschiedlichen
Spezies mit neuen Farben und interessanten Eigenschaften
wie Photokonversion kloniert.[135]

3.3. Enzymatisch erzeugte Biolumineszenz

Enzymatisch erzeugte Biolumineszenz (BL) ist eine na-
t#rliche Erscheinung, die sich bei manchen K'fern, Bakterien
und Meeresorganismen findet. Bei der Biolumineszenz wird
das Substrat Luciferin durch das Enzym Luciferase in Ge-
genwart von O2 und eventuell einem Cofaktor wie ATP oxi-
diert.[136–139] Bei der Oxidation von Luciferin entsteht ein an-
geregtes Molek#l, das unter Lichtemission zerf'llt
(Schema 4). Die Biolumineszenz wird in vielen biologischen
Testsystemen als Messgr-ße genutzt.[140–143]

Licht, das von einem BL-System emittiert wird, kann auf
einen Acceptor #bertragen werden.[144–147] Dieser als BRET
(resonanter Biolumineszenzenergietransfer) bezeichnete
Prozess ist eine Variante von FRET und ist 'hnlich effizient
wie dieser bei Donor-Acceptor-Abst'nden von 10 bis
100 9.[141] Bei BRET-Systemen mit einer Luciferase als
Donor wird in den meisten F'llen GFP als Acceptor ver-
wendet, das auch der physiologische Acceptor bei lumines-
zierenden Organismen ist.[148,149] Der wichtigste Vorteil von
BRET-Anordungen besteht darin, dass keine Lichtquelle zur

Anregung des Donors n-tig ist, sodass Probleme wie Licht-
streuung, hohe Hintergrundstrahlung und direkte Anregung
des Acceptors entfallen.[146] Da außerdem der Donor oder
auch Donor und Acceptor in der Zelle als Fusionsproteine
exprimiert werden k-nnen und die Anregung auf ein lokali-
siertes Ereignis hin erfolgt (die Freisetzung von Luciferin),
kann die Analytspezies spezifisch angeregt werden, was be-
sonders bei Anwendungen in vivo wichtig ist.[145]

Mit BRET-Reporterpaaren wurden Protein-Protein-
Wechselwirkungen in vivo verfolgt, darunter das Zusam-
menwirken von Clock-Proteinen,[144] Insulin-Rezeptor-Akti-
vit'ten[150–152] und die Echtzeit#berwachung der intrazellul'-
ren Ubiquitinierung.[145, 153] W'hrend als Acceptor normaler-
weise GFP oder eine seiner Varianten dient, wird die als
Donorkomponente fungierende Luciferase oft variiert. Am
h'ufigsten werden Luciferasen aus terrestrischen oder mari-
nen Bakterien, dem eukaryotischen Gl#hw#rmchen und aus
der Koralle Renilla eingesetzt (Tabelle 2). Luciferasen kata-
lysieren die Oxidation von reduziertem Flavinmononucleotid
(FMNH2) und einem langkettigen aliphatischen Aldehyd in
Gegenwart von O2 unter Abstrahlung von blauem Licht
(Schema 4a).[154,155] Weil FMNH2 an der Luft schnell oxidiert
wird, erzeugt diese Luciferase kein kontinuierliches Leuch-
ten, sondern nur kurze Lichtblitze.[137] Zusammen mit der
Tatsache, dass die Expression der entsprechenden Gene in
S'ugerzellen keine einfache Prozedur ist, schr'nkt dies die
Verwendung der bakteriellen Luciferasen stark ein. Bis heute
gibt es keine Berichte #ber BRET-Anwendungen mit bakte-
riellen Luciferasen.

Am h'ufigsten wird das Luciferase/Luciferin-Paar aus
Gl#hw#rmchen als BL-Reportersystem eingesetzt. Die
Gl#hw#rmchen-Luciferase katalysiert die Oxidation von
Luciferin in Gegenwart von ATP unter Abstrahlung von gelb-
gr#nem Licht (Schema 4b).[156] Zun'chst wird sehr intensives
Licht emittiert, das dann in eine langanhaltende Lumineszenz
#bergeht. Die Zugabe von Coenzym A kann helfen, eine
stabilere, sehr intensive Lumineszenz zu erhalten, die #ber
mehrere Minuten zerf'llt.[157] Eingekapseltes Luciferin, das

speziell f#r eine intrazellul're Freiset-
zung konzipiert wurde, ist kommerziell
erh'ltlich.[158] Nach Transport in die
Zelle kann das Luciferin entweder
durch UV-Licht oder durch intrazellu-
l're Esterasen aktiviert werden. Das
Luciferase/Luciferin-System aus Gl#h-
w#rmchen ist wahrscheinlich am besten
f#r BRET-basierte Donoren geeignet,
denn es hat eine hohe Quantenausbeute
(0.88) und l'sst sich in E. coli einfach
exprimieren. Da sein Emissionsmaxi-
mum jedoch etwa bei 560 nm liegt, sind
GFP und einige seiner Varianten nicht
als Acceptoren geeignet. Andere Ac-
ceptoren wie Cy3/Cy5 und das fluores-
zierende Protein DS Red wurden schon
getestet, um Antigen-Antik-rper-Bin-
dungen zu verfolgen[159] oder Protein-
Protein-Wechselwirkungen sichtbar zu
machen.[160]

Schema 4. Biolumineszenzsubstrate sowie enzymatische Reaktionen verbreiteter Luciferasen:
a) aliphatisches Aldehydsubstrat der bakteriellen Luciferase; b) Struktur und Reaktion von Lu-
ciferin, dem Substrat der GlIhwIrmchen-Luciferase; c) Coelenterazin, das Substrat der auch
im Apoaequorin vorkommenden Renilla-Luciferase.
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Die Renilla-Luciferase (RLuc) katalysiert die Oxidation
von Coelenterazin zu Coelenteramid unter Aussendung von
blauem Licht (Schema 4c).[138] Die Quantenausbeute von
RLuc ist zwar deutlich niedriger als die der Gl#hw#rmchen-
Luciferase (0.07), doch sind die Experimente einfach durch-
zuf#hren, weil keine Cofaktoren ben-tigt werden. Anderer-
seits zeigt RLuc eine gewisse Autolumineszenz, was die
Empfindlichkeit der Messungen beeintr'chtigt. Trotz dieser
Einschr'nkungen ist das Renilla-Luciferase/Coelenterazin-
System der erste und wahrscheinlich am meisten verwendete
Donor f#r BRET-Anordnungen.[144] Beispiele f#r seine An-
wendung umfassen die Visualisierung der Dimerisierung des
b-adrenergen Rezeptors[161,162] und der Bindung des insulin-
'hnlichen Wachstumsfaktors II an das zugeh-rige Bindepro-
tein in lebenden Zellen.[163] Auch zwei neue Renilla-Gene mit
der Bezeichnung hRluc, die f#r die Expression in S'ugerzel-
len optimiert sind, wurden entwickelt (Tabelle 2). Die Emis-
sion der Renilla-Luciferase kann #ber das Coelenterazin-
Substrat moduliert werden, und es sind mehrere Analoga mit
unterschiedlichen Emissionsspektren verf#gbar.[164, 165]

Perkin-Elmer hat ein eigenes BRET2-Testsystem entwi-
ckelt, das aus Renilla-Luciferase, dem Coelenterazin-Substrat
DeepBlueC (Emission bei 395 nm) und einem optimierten
GFP2 als Acceptor besteht. Das System funktioniert nach
dem normalen BRET-Verfahren, hat allerdings eine h-here
spektrale Aufl-sung zwischen Donor und Acceptor.

Eine Luciferase aus Gaussia (hGluc) wurde f#r die Ex-
pression in bakteriellen und S'ugerzellen optimiert.[166,167] Bei

einem Molekulargewicht von nur 20 kDa (verglichen mit
35 kDa bei Renilla) weist hGluc 'hnliche spektrale Eigen-
schaften auf wie Rluc und vermeidet dabei Probleme im
Zusammenhang mit sterischen Hinderungen, wie sie bei chi-
m'ren Fusionaten oft auftreten. In S'ugerzellen exprimierte
Gaussia-Luciferase leuchtet bis zu 1000-mal heller als Luci-
ferase aus nativer Renilla.[168] hGluc wurde als Reporter ge-
nutzt, um DNA-Hybridisierungen zu verfolgen[167] und Bak-
terienzellen zu #berwachen;[169] #ber eine Verwendung als
BRET-Donor gibt es dagegen keine Berichte. Auch andere
Luciferasen sind inzwischen isoliert worden, darunter die 19-
kDa-Luciferase aus dem Leuchtkrebs Oplophorus gracili-
rostris, die die Oxidation von Coelenterazin katalysiert.
Dabei wird Licht von 454 nm mit hoher Quantenausbeute bei
Temperaturen bis zu 40 8C emittiert.[170]

Aequorin aus Quallen ist ein Ca2+-empfindliches biolu-
mineszierendes Photoprotein, das aus der Luciferase Apo-
aequorin im Komplex mit seinem Substrat Coelenterazin
besteht (Schema 4c).[171] Die blaue Biolumineszenz von Ae-
quorin wird durch Ca2+-Ionen ausgel-st.[139,172] Mit Aequorin
als BRET-Donor wurde die Wechselwirkung zwischen
Streptavidin (fusioniert mit Aequorin) und einem Biotin-
Carboxylcarrierprotein (fusioniert mit einem EGFP-Accep-
tor) nachgewiesen.[173] In einem modifizierten BRET-Test
wurde ein mit Dabcyl oder QSY-7 beladenes Avidin einge-
setzt, das die Biolumineszenz von biotinyliertem Aequorin
nach Zugabe von Ca2+ unterdr#ckte.[174]

Tabelle 2: Charakteristika verbreiteter Enzyme, die biolumineszente und chemilumineszente Reaktionen katalysieren.

Enzym Gen MW [kDA] Substrate Cofaktoren lem Bemerkungen Lit.

Biolumineszenz
bakterielle Luciferase
(Vibrio, Photobacterium,
Xenorhabdus)

Lux 80 (Dimer) aliphatische Aldehyde FMNH2,
O2

490 begrenzte Einsatz-
mHglichkeiten

[136,154,155]

GlIhwIrmchen-Lucife-
rase (Photinus pyralis)

Luc 61 (Monomer) Luciferin[a] ,
verkapseltes Luciferin[b]

ATP 560 Coenzym A verstGrkt
Lumineszenz; BRET-
Acceptoren: Cy3/Cy5,
DS Red

[156–160]

Renilla-Luciferase Ruc,
hRluc

35 (Monomer) Coelenterazin,
Coelenterazin (h, n),[c]

Coelenterazin cp, f,[d]

DeepBlueC

keine 475
442–473

395

Autolumineszenz [138,147,164,165]

Gaussia-Luciferase hGluc 20 (Monomer) Coelenterazin keine 480 [e] [167–169]

Aequorin
(aus Aequorea victoria
oder rekombinant)

22 (Monomer) Coelenterazin, f, h, hcp,
cp und n

Ca2+ 445–475 [f ] [139,172]

Chemilumineszenz
Meerrettichperoxidase 44 (Glycopro-

tein)
Luminol, Isoluminol,
Lumigen, Acridan

H2O2
[g] 411–425 [h] [183–185]

alkalische Phosphatase
(Pandalus borealis)

106 (Homo-
dimer)

1,2-Dioxetane (Lumigen,
Lumi-Phos, CDP-Star)

keine 480, 530 [i] [191,192]

Luciferin = [a] d-(�)-2-(6’-Hydroxy-2’-benzothiazolyl)thiazolin-4-carbonsGure. [b] ErhGltlich von Molecular Probes, Promega. [c] Molecular Probes,
Biotium. [d] Perkin Elmer (BRET2). [e] Prolume und NEB. [f ] Lux Biotech und Molecular Probes. [g] VerstGrker: Luciferin, Fluorescein, Phenole.
[h] Aureon Biosystems, Vector Labs, Alpha Innotech. [i] Michigan Diagnostics.
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Im Allgemeinen wird BRET mit den beschriebenen en-
zymatischen Donoren f#r In-vivo-Untersuchungen verwen-
det. Dar#ber hinaus ergeben sich Einsatzm-glichkeiten f#r
die Entwicklung von Biosensoren, die ohne Anregungsquelle
auskommen.

3.4. Enzymatisch erzeugte Chemilumineszenz

Enzymatisch erzeugte Chemilumineszenz (CL) ist eng
verwandt mit der Biolumineszenz, mit dem Unterschied, dass
der Luminophor im ersten Fall ein synthetisches Substrat ist,
das durch eine enzymatisch katalysierte Reaktion in einen
angeregten Zustand #berf#hrt wird.[143] In Schema 5 und Ta-
belle 2 sind einige CL-Substrate zusammen mit ihren Enzy-

men aufgef#hrt. Im Allgemeinen ist bei der Chemilumines-
zenz die Quantenausbeute geringer als bei der Biolumines-
zenz. Chemilumineszenz wurde bei vielen Gelegenheiten als
empfindliche Eigenschaft eingesetzt, unter anderem beim
Wirkstoff-Screening, in der Kapillarelektrophorese und bei
Immunassays.[140–143, 175–177] Einige Beispiele f#r resonanten
Chemilumineszenzenergietransfer (CRET) sind zwar be-
kannt,[178–182] insgesamt ist das Konzept aber wenig erforscht.
Analog zu den BRET-Systemen kommen CL-Marker prin-
zipiell als Donoren in CRET-Anordnungen infrage.

Meerrettichperoxidase (HRP) ist wahrscheinlich das am
meisten eingesetzte Enzym zur CL-Detektion. Es gibt eine
Reihe von chemilumineszenten Substraten f#r HRP, wobei
am h'ufigsten Luminol und seine Derivate verwendet werden
(Schema 5a).[183–185] In Gegenwart von Wasserstoffperoxid
oxidiert HRP Luminol zu einer lumineszierenden Verbin-
dung, die blaues Licht emittiert (425 nm). Luminol wird meist
in Kombination mit einem Verst'rker wie Luciferin, Fluo-
rescein oder einem Phenol eingesetzt.[186, 187] Acridanderivate
werden durch HRP zu lumineszierenden instabilen Acridin-
estern umgesetzt, die unter Aussendung von gelbem Licht
(530 nm) zerfallen (Schema 5b); ihre Lumineszenzintensit't

ist dabei gr-ßer als die von Luminol.[188–190] Alkalische Phos-
phatase wird oft genutzt, um die Oxidation von 1,2-Dioxeta-
nen als luminogenen Substraten zu katalysieren (Sche-
ma 5c).[191, 192] Da 1,2-Dioxetane sehr instabil sind, wurden
stabilere Substrate wie Adamantyl-1,2-dioxetanphosphat
entwickelt (Michigan Diagnostics). Dioxetane werden meist
in Verbindung mit Verst'rkern geliefert, die die Stabilit't und
Lichtausbeute steigern und auch den Spektralbereich durch
Energie#bertragung auf einen anderen Fluorophor verbrei-
tern. Auf diese Weise k-nnen zwei Emissionswellenl'ngen
erhalten werden (480 und 530 nm). Dioxetane werden auch
von anderen Enzymen wie b-d-Galactosidase, b-Glucosidase,
b-Glucuronidase, Arylesterase, Arylsulfatase und Neurami-
nidase umgesetzt.

Bislang wird CRET noch vorwiegend f#r Reportersyste-
me genutzt, jedoch bietet die große Zahl verf#gbarer re-
kombinanter Enzyme in Verbindung mit preisg#nstigen
kommerziellen Substraten und der m-glichen Kontrolle der
Emissionswellenl'nge gen#gend Anreiz, eine Anwendung
von CRET-Anordnungen z.B. in Biosensoren zu untersu-
chen.

4. Anorganische Materialien

4.1.Metallchelatkomplexe und langlebige Farbstoffe

Lumineszente Lanthanoide sind die wichtigste Klasse
langlebiger Farbstoffe f#r Energietransferanwendungen in
der biophysikalischen Forschung. Bahnbrechende Arbeiten
auf diesem Gebiet stammen von Selvin und Mitarbeitern.[193]

Es gibt vier Lanthanoide – Terbium, Europium, Samarium
und Dysprosium –, die im sichtbaren Bereich emittieren.
Wegen ihrer h-heren Intensit't werden meist Tb- und Eu-
Kationen verwendet.

F#r biophysikalische Anwendungen werden Lanthanoid-
Kationen typischerweise mit einem Chelatliganden komple-
xiert, der unterschiedliche Funktionen erf#llen muss (Abbil-
dung 13): 1) Das Lanthanoid muss einen festen Komplex mit
dem Liganden bilden, damit hohe thermodynamische und
photochemische Stabilit'ten gew'hrleistet sind, und gleich-
zeitig muss es von den fluoreszenzl-schenden Einfl#ssen der
umgebenden L-sung abgeschirmt sein. Als Chelatliganden
dienen oft Polyaminocarboxylate, Pyridine oder Salicyls'u-
ren.[193,194] 2) Lanthanoid-Ionen haben sehr viel niedrigere
Extinktionskoeffizienten (	 1m�1 cm�1) als herk-mmliche
Farbstoffe, weshalb sie schwer direkt anzuregen sind. Daher
muss der Chelatligand einen organischen Chromophor ent-
halten, der als Lichtsammelantenne oder Sensibilisator fun-
giert und sich in unmittelbarer Umgebung des Ions befindet.
Der Sensibilisator absorbiert einfallendes Licht und #bertr'gt
die Energie auf das Lanthanoid-Kation. 3) Der Chelatligand
sollte eine reaktive Gruppe zur Konjugation an ein Biomo-
lek#l tragen.

Gegenw'rtige Forschungsschwerpunkte betreffen die
Verbesserung der Antennengruppen und die Entwicklung
von Methoden zur direkten Konjugation von Antennen und
Chelatliganden an Termini oder Seitenketten wachsender
Peptide.[195, 196] Die zurzeit verwendeten Abstandhalter zur

Schema 5. Chemilumineszenzsubstrate sowie enzymatische Reaktio-
nen von Meerrettichperoxidase (HRP) und alkalischer Phosphatase.
a) Luminol; b) Acridan (auch verestert erhGltlich); c) Adamantyl-1,2-
dioxetan (Substrat fIr alkalische Phosphatase und andere Enzyme).
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Konjugation der Sonden sind relativ lang und flexibel, was zu
einer gewissen Ungenauigkeit in den Analysen f#hrt. Direkt
angebrachte Sonden sollten genauere Messungen der D-A-
Abst'nde zulassen. Lanthanoidsonden sind unter anderem
erh'ltlich bei CIS-Bio International (Cryptat-Sonden),
Perkin Elmer, InVitrogen (LanthaScreen) und Amersham
Biosciences (Europium-TMT-Chelate).

Langlebige Donoren (Fluoreszenzlebensdauern t >

100 ns bis mehrere ms) haben eine Reihe technischer Vorteile
gegen#ber konventionellen Fluoreszenzfarbstoffen (t = 1–
5 ns). Am wichtigsten ist die M-glichkeit, durch zeitaufge-
l-ste Messungen Hintergrundfluoreszenz auszuschließen
(direkte Anregung, Streuung undAutofluoreszenz von Zellen
und Biomolek#len) und damit die Empfindlichkeit drastisch
zu erh-hen. Lanthanoidsonden haben außerdem mehrere
diskrete und scharfe Emissionsbanden und große Stokes-
Verschiebungen, sodass die D/A-Emission weit weg von der
Anregungswellenl'nge gemessen werden kann (Abbil-
dung 14). Dadurch ist es m-glich, Lanthanoidsonden mit
einer Vielzahl von Acceptorfarbstoffen zu kombinieren.
Terbium zeigt beispielsweise eine gute spektrale 3berlap-
pung mit Fluorescein, Rhodamin und Cy3. Eine Liste pas-
sender Farbstoffe mit den zugeh-rigen F-rster-Abst'nden R0

findet sich in der 3bersicht von Selvin.[193]

Der resonante Energietransfer mit Lanthanoid-Donoren
wird richtiger als resonanter Lumineszenzenergietransfer
(LRET) bezeichnet, weil die Lanthanoid-Emission physika-
lisch gesehen keine Fluoreszenz ist. Letztlich finden beim
LRET-Prozess jedoch die gleichen elektrischen Dipol#ber-
g'nge statt wie bei konventionellen Farbstoffen, sodass auch
die gleiche Abh'ngigkeit von r6 auftritt wie bei FRET. Wegen
der hohen Quantenausbeute der Lanthanoidsonden (0.1–0.4)
liegen die F-rster-Abst'nde R0 bei bis zu 100 9. Bei der
Bestimmung der spektralen 3berlappung ist jedoch Vorsicht

geboten, weil einige der Emissionsbanden durch kombinierte
magnetische und elektrische Dipol#berg'nge entstehen,
wobei nur die elektrischen 3berg'nge eine nennenswerte
Energie#bertragung erm-glichen.[197] F#r zeitaufgel-ste
Messungen sind komplexere Ger'teaufbauten als f#r stati-
sche Messungen n-tig. Da die Fluoreszenz jedoch langlebig
ist (ms bis ms), k-nnen immerhin einfachere Apparaturen
verwendet werden als bei konventionellen Farbstoffen, deren
Fluoreszenz im Bereich von ns zerf'llt. So gibt es bereits viele
Leseger'te f#r Mikrotiterplatten, die im genannten Zeit-
fenster Messungen der Fluoreszenzlebensdauer erm-glichen.

In LRET-Experimenten mit Lanthanoidsonden werden
meist konventionelle Farbstoffe als Acceptoren verwen-
det.[193] Gemessen wurden z.B. die Aktivit'ten von Enzymen,
darunter Telomerase, Caspase, Helicase und Phosphata-
se.[198, 199] Ein Eu/Cy5-D/A-Paar wurde zum Hochdurchsatz-
Screening auf antimikrobielle Wirkstoffe genutzt.[200] Das
gleiche Eu/Cy5-Paar wurde außerdem f#r kompetitive Im-
munassays auf Albumin im Urin und f#r nichtkompetitive
Assays auf Morphin eingesetzt.[201,202] Tsourkas et al. entwi-
ckelten molekulare Leuchtmarker mit Tb- und Eu-markier-
ten DNA-Donoren und zeigten, dass zeitaufgel-ste Messun-
gen mit diesem LRET-Paar weder einen Fluoreszenzl-scher
noch eine Haarnadelstruktur an der lanthanoidmarkierten
Sonde erfordern.[203] Mit LRET zwischen Tb als Donor und
Cy3 als Acceptor ließ sich auch die Hybridisierung von DNA
verfolgen.[204] Lanthanoidsonden wurden außerdem zur Auf-
kl'rung biologischer Strukturen eingesetzt, z.B. zur Bestim-
mung von Konformations'nderungen von Ionenkan'len und
Enzymen, zum Nachweis einer transmembran'ren Signal-
#bertragung durch spannungsempfindliche Segmente inner-
halb eines funktionellen Kaliumkanals und zur Abstand-
messung in d#nnen Muskelfilamenten.[193,205–207]

Sigma-Aldrich bietet eine Serie reaktiver Ruthenium-
Komplexe an (Schema 6), die urspr#nglich von Lakowicz als
Anisotropiemarker zur Messung der Rotationsdynamik von
Proteinen entwickelt wurden.[208,209] Diese Ru-Komplexe
haben Lebensdauern von ca. 500 ns und befinden sich in
dieser Hinsicht n'her an den organischen Farbstoffen als an
den Lanthanoiden. Lhnlich wie bei den Lanthanoidsonden
besteht der Hauptvorteil darin, dass man die Fluoreszenz

Abbildung 13. Struktur der LanthaScreen-Tb-Sonde von Invitrogen; die
einzelnen FunktionalitGten sind hervorgehoben. Als Linker dient meist
ein NHS-Ester oder eine Isothiocyanat/Maleimid-Gruppe.

Abbildung 14. Emissionsprofil der LanthaScreen-Tb-Sonde
(lex,max	343 nm).
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selektiv bestimmen kann, nachdem die Hintergrundfluores-
zenz abgeklungen ist. Ru-Komplexe haben verh'ltnism'ßig
niedrige Extinktionskoeffizienten (14500m�1 cm�1) und
niedrige Quantenausbeuten (0.05), doch das wird wieder
ausgeglichen durch die lange Lebensdauer, die hohe Licht-
stabilit't, relativ große Stokes-Verschiebung und eine Ab-
sorption fast im gesamten sichtbaren Wellenl'ngenbereich
(Abbildung 15). In LRET-Anwendungen wurden Ru-Kom-

plexe als Donoren in direkten und kompetitiven Immunas-
says auf humanes Serumalbumin genutzt.[209] In einem ande-
ren Fall wurde ein umgebungsempfindlicher Sudan-III-
Diazo-Acceptorfarbstoff an einen Ru-Komplex in Silicagel
gekuppelt und zum LRET-Nachweis von CO2 verwendet.

[210]

In einem seltenen Beispiel f#r die Verwendung des Komple-
xes als Acceptor wurde ein glucosebindendes Protein mit
einem umgebungsempfindlichen Acrylodanfarbstoff und
einem Ru-Komplex markiert.[211] Das Acrylodan reagiert in-
direkt auf die Glucose (die zugleich die Proteinkonformation
beeinflusst), nicht dagegen der Ru-Komplex, der daher als
interner Standard f#r ratiometrische Messungen diente.

Andere Verbindungen f#r LRET-Anordnungen wurden
kaum untersucht. Die langlebigen Sonden k-nnten relativ
einfach mit Dark Quenchern kombiniert werden – wegen der
zeitlich getakteten Detektion er#brigt sich dies jedoch. Mit
dem Aufkommen zeitaufl-sender Fluorimeter werden sicher
mehr langlebige Sonden in LRET-Tests eingesetzt werden,
vor allem wegen ihres exzellenten Signal-Rausch-Verh'lt-
nisses.

4.2. Gold-, Metall- und Silicium-Nanopartikel
4.2.1. Gold

Gold-Nanopartikel werden immer h'ufiger in FRET-
Anwendungen eingesetzt, meist wegen ihrer ungew-hnlich
effizienten Fluoreszenzl-schung. Gold und andere Edelme-
talle zeigen einige Besonderheiten, z.B. Plasmonresonanz im
sichtbaren Bereich (meist mit großen Extinktionskoeffizien-
ten um 105m�1 cm�1), stabile, nichtfluktuierende Signalinten-
sit'ten und Resistenz gegen Ausbleichung. Eine ausgezeich-
nete 3bersicht #ber die Eigenschaften von Gold-Nanoparti-
keln, einschließlich der etwas unklaren Unterscheidung zwi-
schen Clustern und Kolloiden, findet sich bei Daniel und
Astruc.[212]

Neben den #blichen Randbedingungen f#r FRET-An-
ordnungen spielen Gr-ße und Form der Gold-Nanopartikel
eine wichtige Rolle. In detaillierten Studien wurde zum einen
die Fluoreszenzl-schung von Farbstoffen bestimmt, die in
festem Abstand von der Oberfl'che verschieden großer
Gold-Nanopartikel (1–30 nm) angebracht waren, sowie um-
gekehrt von Farbstoffen, die in unterschiedlichen Abst'nden
(2–16 nm) von der Oberfl'che 6 nm großer Gold-Nanoparti-
kel fixiert waren.[213] Es wurde gefunden, dass fast alle Gold-
Nanopartikel nicht nur den strahlungslosen Zerfall des an-
geregten Farbstoffzustandes verst'rken, sondern auch die
Strahlungsemission verringern, wobei bereits 1 nm große
Partikel eine Effizienz von > 99% Fluoreszenzl-schung er-
reichten.

Gold-Nanopartikel k-nnen in unterschiedlichen Gr-ßen
entweder durch Citratreduktion (16–147 nm Durchmesser)
oder nach dem Brust-Schiffrin-Verfahren (1.5–5.2 nm) her-
gestellt werden.[212] Einer der wichtigsten Vorteile von Gold-
Nanopartikeln besteht darin, dass Biomolek#le mit expo-
nierten Thiolgruppen #ber die Bildung einer Gold-Schwefel-
Bindung direkt an die Nanopartikel angeheftet werden
k-nnen. Gold-Nanopartikel k-nnen auch mit schwefelhalti-
gen Liganden zur Reaktion gebracht werden, die spezielle
terminale Gruppen enthalten (z.B. Carbons'uren oder
Amine), die ihrerseits f#r die nachfolgende Biokonjugation
verwendet werden k-nnen. Alternativ dazu bietet Nanopro-
bes 1.4 nm große Gold-Nanocluster an, die entweder mit
einem einzelnen Succinimidylester oder mit Maleimid akti-
viert sind.

Gold-Nanopartikel wurden insbesondere in FRET-An-
ordnungen mit molekularen Markern zur DNA-Detektion
eingesetzt (Abbildung 16). Hier waren sie 100-mal empfind-
licher als zuvor verwendete Farbstoffkombinationen.[214,215]

Krauss und Mitarbeiter entwickelten ein System, bei dem der
molekulare Marker, meist ein organischer Farbstoff, auf einer

Schema 6. Struktur des kommerziell erhGltlichen Ru-Komplexes, der
standardmGßig in Messungen mit langlebiger Fluoreszenz eingesetzt
wird.

Abbildung 15. Absorptions- und Emissionsprofil des in Schema 6 ge-
zeigten Ru-Komplexes.
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Goldoberfl'che immobilisiert ist.[49,216] Die an Gold-Nano-
partikeln oder Gold-Oberfl'chen angebrachten Marker rea-
gieren sehr empfindlich auf Fehlpaarungen einzelner Basen.
Seidel et al. beschrieben einen FRET-basierten Immunassay
zum Nachweis des Pestizids Atrazin mithilfe von goldbe-
schichteten Mikrotiterplatten (Abbildung 17).[217] K#rzlich

wurden Gold-Nanopartikel auch als Fluoreszenzl-scher f#r
Halbleiter-Quantenpunkte (QDs) getestet (siehe Abschnitt
4.3). Die Hybridisierung zweier komplement'rer einzel-
str'ngiger DNA-St#cke, von denen eines mit einem QD, das
andere mit einem 1.4 nm großen Gold-Nanopartikel ver-
bunden war, wurde mittels FRET verfolgt (Abbil-
dung 18).[218,219] Auch die Bildung von nanoskaligen Assozia-
ten zwischen entgegengesetzt geladenen QDs und Gold-Na-
nopartikeln in L-sung wurde mit FRET nachgewiesen.[220]

Ebenfalls beschrieben wurde ein Inhibierungs-Assay mit

Streptavidin-beschichteten QDs und Biotin-funktionalisier-
ten Gold-Nanopartikeln (Abbildung 19).[221] Die Ergebnisse
dieser Studien weisen darauf hin, dass solche FRET-Anord-
nungen ein erhebliches Anwendungspotenzial haben.
Haupts'chliche Vorteile sind das niedrige Hintergrundsignal,
die verbesserte Empfindlichkeit sowie die M-glichkeit,
sowohl die Gold-Nanopartikel als auch die QDs mit biolo-
gisch aktiven Gruppen zu beladen.

Normalerweise werden Goldpartikel wegen ihrer fluo-
reszenzl-schenden Eigenschaften eingesetzt; eine andere
Anwendungsm-glichkeit, bei der stark fluoreszierende Gold-
QDs verwendet werden, wurde k#rzlich von Dickinson und
Mitarbeitern beschrieben.[222,223] Lhnlich wie Halbleiter-QDs
haben diese Gold-QDs durchstimmbare Emissionsmaxima,
die mit zunehmender Gr-ße der Nanocluster in den l'nger-
welligen Bereich verschoben werden. Fluoreszierende Gold-
QDs k-nnen in FRET-Anordnungen als Donoren und Ac-
ceptoren eingesetzt werden, und wenn man die Oberfl'chen
mit Poly(amidoamin)-Dendrimeren (PAMAM) stabilisiert,
k-nnten die freien Aminogruppen des Dendrimers f#r Bio-
konjugationen genutzt werden. Klar ist, dass Gold-Nanopar-
tikel und Gold-Oberfl'chen f#r FRET-Messungen noch
wenig erforscht sind, dass aber viele neue Anwendungen in
naher Zukunft erwartet werden k-nnen.

4.2.2.Metall- und Silicium-Nanopartikel

Das Interesse an optoelektronischen Einzelmolek#lma-
terialien f#hrte zu einer intensiven Erforschung der Fluores-
zenzeigenschaften kleiner metallischer Nanopartikel.[222,224]

Stabilisierte Cluster aus nur wenigen Edelmetallatomen
zeigen interessante Emissionseigenschaften.[225, 226] Die Fluo-
reszenz von Edelmetall-Nanopartikeln kann sehr intensiv
sein, es ist aber schwer, die Emissionswellenl'ngen gezielt
abzustimmen.[227] Neben Gold-Nanopartikeln haben auch
Silber-Nanopartikel interessante optische Eigenschaften wie

Abbildung 16. Aufbau einer Gold-Nanopartikelsonde: Wenn sich die
geschlossene Haarnadelstruktur bildet und dadurch Donor und Accep-
tor in unmittelbare rGumliche NGhe gebracht werden, wird die Fluores-
zenz des Farbstoffs gelHscht.[214] Eine Hybridisierung mit der einzel-
strGngigen Ziel-DNA Hffnet die Struktur der molekularen Sonde und
bewirkt eine rGumliche Trennung des Gold-Nanopartikels und des
Farbstoffs, wodurch die Fluoreszenz steigt.

Abbildung 17. Goldbeschichtete Mikrotiterplatte fIr den kompetitiven
Immunassay zur Detektion von Atrazin.[217] Sobald die farbstoffmarkier-
ten AntikHrper an das immobilisierte Atrazin auf der GoldoberflGche
binden, kommt es zur FluoreszenzlHschung des Farbstoffs. Freies Atra-
zin in LHsung konkurriert mit dem Toxin auf der GoldoberflGche, ver-
hindert damit die Bindung des AntikHrpers an die OberflGche und stei-
gert die Farbstoff-Fluoreszenz.

Abbildung 18. Testsystem zur Detektion der DNA-Hybridisierung
anhand der FluoreszenzlHschung bei der Anbindung einer goldmar-
kierten einzelstrGngigen Ziel-DNA. 1–3) Fluoreszenzsignal der OberflG-
che nach Zugabe des Goldtargets nach t=0 min (1), 5 min (2),
15 min (3). Die Abbildung wurde von T. Melvin zur VerfIgung gestellt;
Wiedergabe mit Genehmigung der Royal Society of Chemistry.[218]
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formabh'ngige Absorption und sehr intensive Fluores-
zenz.[228–233] Kupfer-Nanopartikel sind weniger gut untersucht;
sie weisen einen großen Plasmonresonanzpeak im Sichtbaren
und ungew-hnliche nichtlineare optische Eigenschaften
auf.[234–236]

Ein weiteres Material mit ebenfalls interessanten opti-
schen Eigenschaften sind Silicium-Nanopartikel, die sich
durch eine intensive gr-ßenabh'ngige Photolumineszenz und
breite Anregungsspektren auszeichnen.[237–240] Wegen ihrer
Brillanz und ihrer Resistenz gegen Ausbleichung wurden Si-
Nanopartikel als Fluoreszenzmarker f#r DNA #ber-
pr#ft,[241,242] und aufgrund ihrer nichttoxischen Eigenschaften
k-nnten sie Halbleitermaterialien f#r In-vivo-Anwendungen
ersetzen.[243] Die Synthese und Stabilisierung von Si-Nano-
partikeln bleibt schwierig, wenngleich es inzwischen einige
praktikable Methoden gibt.[244,245]

Wiesner und Mitarbeiter entwickelten als CU-Dots be-
zeichnete Hybridnanopartikel (CU: Cornell University) mit
fluoreszierendem Kern und einer Siliciumh#lle.[246] Zur Syn-
these dieser Hybride werden Farbstoffmolek#le kovalent an
eine Siliciumvorstufe gekuppelt und zu einem farbstoffrei-
chen Kern kondensiert. Anschließend werden Silicium-Sol-
Gel-Monomere zugegeben, um an der Außenseite ein dich-

teres Siliciumnetzwerk aufzubauen. Wegen ihrer Lichtstabi-
lit't, Anpassungsf'higkeit und einfacher Oberfl'chenmodi-
fikation ist mit Anwendungsm-glichkeiten von Si-basierten
Nanopartikeln als FRET-Donoren zu rechnen.

Besonders erw'hnenswert sind mit fluoreszierenden
Farbstoffen beschichtete Metall-Nanopartikel, bei denen
Plasmonverst'rkereffekte in vielen Versuchen best'tigt
wurden.[247–251] Hierbei findet ein Energietransfer vom ange-
regten Zustand des Fluorophors zur Plasmonresonanz der
n'chstliegenden Metalloberfl'che oder des n'chstliegenden
Metallpartikels statt, wodurch die Anregungs- und Emissi-
onseigenschaften des Fluorophors stark ver'ndert
werden.[249,251] Die Plasmonverst'rkung verk#rzt außerdem
die Lebenszeit des angeregten Zustandes des Fluorophors,
wodurch dessen Stabilit't verbessert wird (verminderte
Ausbleichung). Metalltyp, Gr-ße des Nanopartikels und
Gr-ße des Fluorophors haben alle einen Einfluss auf diesen
komplexen Vorgang, aber der allgemeine Effekt ist, dass die
Quantenausbeute des Fluorophors drastisch zunimmt, be-
sonders bei Fluorophoren mit niedriger Quantenausbeu-
te.[253–259] Damit die Plasmonverst'rkung funktioniert, muss
der Abstand zwischen Fluorophor und Metall sorgf'ltig ein-
gestellt werden.[256–259] Der Effekt wurde bereits genutzt, um
die FRET-Effizienz zwischen DNA-gebundenen Fluoropho-
ren zu steigern,[260] und es ist sicher nur eine Frage der Zeit,
bis robustere Anordnungen entwickelt werden.

4.3. Halbleiter-Nanokristalle

In einigen bahnbrechenden Studien wurde der Nachweis
erbracht, dass sich kolloidale lumineszente Halbleiter-Nano-
kristalle oder -Quantenpunkte zum Nachweis von Proteinen
oder DNA in der biophysikalischen Analyse eignen.[261,262]

Ausf#hrliche 3bersichten hierzu finden sich in Lit. [263–268].
QDs haben einzigartige photophysikalische Eigenschaften,
die sie als Marker f#r biologische Systeme interessant
machen, darunter relativ hohe Quantenausbeuten, molare
Extinktionskoeffizienten, die zehn- bis hundertmal h-her
sind als die von organischen Farbstoffen, und eine hohe Re-
sistenz gegen Ausbleichung und chemischen Abbau.[263–265] Im
direkten Vergleich mit organischen Farbstoffen gibt es meh-
rere Eigenschaften, durch die sich Quantenpunkte besonders
auszeichnen: 1) gr-ßenabh'ngige Photolumineszenzemissi-
on; 2) breite Absorptionsspektren und große Stokes-Ver-
schiebungen, was die Anregung von gemischten QD-Popu-
lationen mit nur einer Wellenl'nge und weit von den Emis-
sionswellenl'ngen entfernt erm-glicht (Abbil-
dung 20).[263–265,269,270]

F#r FRET-Anwendungen bedeutet dies, dass QDs #ber
ihre Partikelgr-ße abgestimmt oder „angew'hlt“ werden
k-nnen, um eine m-glichst optimale spektrale 3berlappung
mit einem Acceptorfarbstoff zu erzielen (Abbildung 21).[271]

Mit zunehmender spektraler 3berlappung nimmt auch der
F-rster-Abstand R0 zu, was zusammen mit der hohen Quan-
tenausbeute der QDs FRET-Anordnungen #ber gr-ßere
Abst'nde erm-glicht. Da sich QDs bei fast jeder Wellenl'nge
unterhalb der Emissionswellenl'nge anregen lassen, k-nnen
Anregungswellenl'ngen gew'hlt werden, die einem Absorp-

Abbildung 19. Oben: Kompetitiver Inhibitions-Assay zum Nachweis
von Avidin anhand der FluoreszenzlHschung von Quantenpunkten in
Gegenwart von Gold-Nanopartikeln. Durch die Bindung der Biotin-
funktionalisierten Goldpartikel gelangen diese in rGumliche NGhe zu
den Streptavidin-markierten QDs; es kommt zu FRET und dem Nach-
lassen der Photolumineszenz der QDs. Avidin in LHsung konkurriert
mit den Streptavidin-QDs um die Biotin-Goldpartikel und Gndert dabei
den FRET. Unten: Dosis-Wirkungs-Kurve des Assays. Die Abbildung
wurde von E. Oh zur VerfIgung gestellt; Wiedergabe mit Genehmi-
gung der American Chemical Society.[221]
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tionsminimum des Acceptors entsprechen, sodass die direkte
Anregung minimiert wird.

QDs f#r biologische Testsysteme sind kommerziell er-
h'ltlich (Quantum Dot Corporation und Evident Technolo-
gies). Zur Vereinfachung der Biokonjugation gibt es QDs mit
Avidin- oder anderen Proteinbeschichtungen. QD-Synthesen
sind in mehreren 3bersichten ausf#hrlich beschrie-
ben.[227,270,272–274] Die gegenw'rtig besten QDs f#r biologische
Anwendungen bestehen aus einem CdSe-Kern und einer
ZnS-H#lle (siehe z.B. Abbildung 22). Die H#lle passiviert
den Kern, sch#tzt ihn vor Oxidation und Auslaugung und
verbessert gleichzeitig die Photolumineszenz.[263–265,270] Da
QDs meist ausgehend von unl-slichen Salzen synthetisiert
werden, sind sie nicht selbst wasserl-slich. Daher m#ssen die
urspr#nglich f#r die Synthese verwendeten organischen Li-
ganden gegen eine difunktionelle H#lle ausgetauscht werden,

die zum einen an den QD bindet und zum anderen l-slich-
keitsvermittelnd wirkt und m-gliche Ankn#pfungspunkte f#r
eine Biokonjugation zur Verf#gung stellt. Dazu gibt es eine
Vielzahl von Liganden, von denen jeder seine eigenen Vor-
und Nachteile hat. So ist bei einigen Liganden die Dispersion
der QDs auf den basischen pH-Bereich beschr'nkt, w'hrend
bei anderen die Partikelgr-ße deutlich zunimmt. 3bersichten
finden sich in Lit. [263,265].

Es gibt mehrere Strategien zur Anbindung von QDs an
Biomolek#le, z.B. kovalente Kupplung,[261,262] elektrostatisch
vermittelte oder metallaffinit'tsvermittelte Selbstorganisati-
on und Biotin-Avidin-Reaktionen.[263,265,267,268,275,276] Andere
bin're und tern're Halbleitermaterialien, die zur Herstellung
von QDs herangezogen wurden, sind ZnS, CdS, CdTe, PbSe
und CdHgTe mit Emissionswellenl'ngen, die vom UV bis
zum IR reichen (Abbildung 20a).[263–265]

Die geringe Gr-ße der Quantenpunkte f#hrt zu einem
interessanten Dilemma, denn sie kann einen Vorteil und eine
Einschr'nkung zugleich bedeuten: Die Gr-ße der zwei-
schichtigen CdSe/ZnS-QDs, deren Emissionspektren in Ab-
bildung 20b gezeigt sind, reicht von ca. 50 9Durchmesser f#r
die 510-nm-QDs bis etwa 80 9 f#r die 610-nm-QDs (nicht
gerechnet die umh#llenden Liganden, die nochmals zwischen
20 und 100 9 zur Gesamtgr-ße beitragen k-n-
nen).[263, 271,276,277] F#r viele Biokonjugate, die mit einem QD
als Donor und einem farbstoffmarkierten Protein als Ac-
ceptor versehen sind, kann der F-rster-Abstand R0 innerhalb
des QD-Radius liegen, wodurch die FRET-Effizienz f#r ein
Paar aus einem einzelnen QD-Donor und einem einzelnen
Acceptor relativ niedrig wird.[4,271] Es wurde jedoch nachge-
wiesen, dass man durch Beladen eines zentralen QD-Donors
mit mehreren Protein-Acceptoren die FRET-Effizienz pro-
portional mit dem Wirkungsquerschnitt der FRET-Accepto-
ren erh-hen kann.[263,271]

Bahnbrechende Arbeiten auf dem Gebiet der QD-FRET-
Biotestsysteme stammen von Mattoussi und Mitarbeitern.
Die Studien umfassen Donor-Acceptor-Paare aus QDs und
farbstoffmarkierten Proteinen,[271, 277] QD-basierte Sensoren
f#r Maltose und TNT,[4,278] oberfl'chenfixierte QD-FRET-
Nanoassoziate,[279] QD-FRET-basierte reagensfreie Biosen-
soren,[280] die photochrome Farbstoffkontrolle von QD-
Donor-FRET[106] und die FRET-basierte Strukturaufkl'rung
von QD-Protein-Biokonjugaten (Abbildung 23).[281] Dar#ber
hinaus wurde untersucht und aufgezeigt, wie man zwei sehr
unterschiedliche Fluorophorklassen mit einem Gr-ßenun-
terschied von mehreren Gr-ßenordnungen in FRET-Syste-
men einsetzen kann.

Weitere QD-FRET-Ans'tze nutzen die komplement'ren
Bindungseigenschaften von DNA, um Gold-Fluoreszenzl--
scher an QDs zu binden,[219] oder greifen auf die Fluores-
zenzl-schung von QDs durch Gold zur#ck, umAvidin-Biotin-
Wechselwirkungen zu verfolgen.[221] Die Dynamik der Re-
plikation und Telomerisierung von DNA wurde mit QD-
Donoren verfolgt, die zusammen mit fluoreszierenden Nu-
cleotid-Acceptoren an DNA-Primer konjugiert waren.[282]

QDs wurden auch als m-gliche FRET-Donoren f#r moleku-
lare Leuchtmarker untersucht.[283] QDs, die tief in Lipidvesi-
keln eingebettet waren, wurden als Donoren f#r den Test auf
Wechselwirkungen mit anderen fett- und wasserl-slichen

Abbildung 20. a) Korrelation zwischen Emissionsmaxima und der
GrHße von QDs aus binGren und ternGren Halbleitern. b) Absorption
und Emission von sechs QDs (in Puffer), die fIr verschiedene Testsys-
teme genutzt wurden.[263] Die schwarze Kurve zeigt die Absorption der
bei 510 nm emittierenden QDs. Zu beachten ist, dass die Absorption
zum UV hin ansteigt. Die Abbildung wurde von X. Michalet zur VerfI-
gung gestellt; Wiedergabe mit Genehmigung von Science.[265]
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Farbstoffen verwendet.[284] Seit l'ngerem wird die
M-glichkeit diskutiert, QD-Donoren als FRET-Pho-
tosensibilisatoren in der photodynamischen Tumor-
therapie einzusetzen.[285, 286]

Weit weniger Beispiele gibt es f#r die Verwendung
von QDs als Acceptoren. Dies k-nnte zwei Gr#nde
haben: 1) Das breite Absorptionsprofil und die hohen
Extinktionskoeffizienten von QDs f#hren dazu, dass
ein QD ebenso gut oder gar besser angeregt werden
kann als die meisten anderen Donoren. 2) QDs haben
eine l'ngere Lebensdauer (t = 10–50 ns) als typische
fluoreszierende Farbstoffe (t = 1–5 ns).[277] Damit
ergibt sich die Chance, eine andere Klasse von Fluo-
rophoren, etwa langlebige Lanthanoid-Chelatkom-
plexe, gezielt als Donoren einzusetzen, um eine Ei-
genschaft, die sich bei klassischen organischen Farb-
stoffen nicht findet, f#r einen FRET-Prozess zu
nutzen. Aufgrund der einzigartigen photophysikali-
schen Eigenschaften der QDs kann davon ausgegan-
gen werden, dass FRET-basierte biologische Testsys-
teme k#nftig verst'rkt Anwendung finden.

5.Multi-FRET-Systeme

Nat#rlich vorkommende Multi-FRET-Systeme finden
sich beispielsweise in den Lichtsammelkomplexen der Phy-
cobilisomen.[287–291] Die Funktion dieser supramolekularen
Komplexe, die in blaugr#nen Cyanobakterien, Rotalgen und
kryptomonaden Algen auftreten, besteht darin, den Wellen-
l'ngenbereich f#r die Photosynthese in marinen Biotopen zu
verbreitern. Phycobilisomen bestehen aus zahlreichen Phy-
cobiliprotein-Untereinheiten, die pigmentiert oder farblos
sein k-nnen; ihre Zusammensetzung variiert stark je nach
Lichtqualit't und Organismus.[287–291]

Ein Beispiel f#r eine Multi-FRET-Funktion in einem
Phycobilisom ist die Lichtabsorption durch das Phycobili-
protein R-Phycoerythrin mit anschließendemEnergietransfer
auf C-Phycocyanin und von dort aus auf Allophycocyanin.
Letzteres ist wiederum #ber einen Chromophor mit dem
Photosystem II des Photosynthesekomplexes verbunden.
Glazer und Stryer zeigten, dass diese Tandem-FRET-Sonden
f#r Anwendungen als empfindliche zellul're Markierungen
und Immunassays angepasst werden k-nnen.[292,293] Einzeln
sind diese Fluorophore in der kommerziell erh'ltlichen
PBXL-Serie enthalten.[123] Die Energie#bertragungseffizienz
in diesem System liegt bei fast 100%.

Biologisch inspirierte synthetische Multi-FRET-Systeme
sind vor allem in zwei komplement'ren Anordnungen ein-
gesetzt worden. Im ersten Fall werden definierte biologische
Strukturen herangezogen, um Fluorophore pr'zise zu plat-
zieren oder auszurichten.[5,47,294,296] Im zweiten, umgekehrten
Fall nutzt man definiert angebrachte Fluorophore, um bio-
logische Strukturen aufzukl'ren.[3,297]

Die am besten geeignete biologische Struktur f#r Multi-
FRET-Anwendungen ist DNA. Diese bietet mehrere Vor-
teile: 1) vorhersagbare Strukturen und Reaktionen; 2) Fluo-
rophore k-nnen an spezifischen Positionen eingef#hrt
werden;[5] 3) mit mehreren Farbstoffen markierte Oligonuc-

Abbildung 21. Normalisiertes Absorptionsspektrum von Cy3 und Emissionsspek-
tren dreier QD-LHsungen. Der Einschub zeigt die Jberlagerungsfunktionen J(l),
die die MHglichkeit verdeutlichen, die QD-Emission Iber eine GrHßenverGnde-
rung zu beeinflussen und so die spektrale Jberlappung mit dem Acceptor zu
optimieren. Wiedergabe mit Genehmigung der American Chemical Society.[271]

Abbildung 22. GrHßenvergleich zwischen QDs und vergleichbaren Ob-
jekten: FITC (Fluoresceinisothiocyanat), grIn fluoreszierendes Protein,
CdSe/ZnS-QD (grIn: 4 nm, rot: 6.5 nm Durchmesser), qrod (stGb-
chenfHrmiger QD), SAV (Streptavidin), maltosebindendes Protein, IgG
(Immunglobulin G). Die Abbildung wurde von X. Michalet zur VerfI-
gung gestellt; Wiedergabe mit Genehmigung von Science.[265]

Abbildung 23. Seitenansicht einer MBP-Struktur, die sich an der Ober-
flGche eines QD anordnet. Sechs Rhodaminrot-Einheiten sind rot her-
vorgehoben. Die Entfernungen vom QD-Zentrum zu jeder der Farb-
stoffpositionen wurden mit FRET bestimmt (gelb). Die kristallographi-
schen Koordinaten des MBP wurden zusammen mit diesen sechs Ab-
stGnden verwendet, um die Struktur des MBP-Biokonjugats aufzulH-
sen. Wiedergabe mit Genehmigung der National Academy of Sciences
USA.[281]
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leotide k-nnen an einen komplemen-
t'ren Strang hybridisiert werden;[298]

4) die Orientierung der angehefteten
Fluorophore kann gesteuert
werden.[47]

Es besteht die M-glichkeit, DNA-
Molek#le mit Fluorophoren oder
Thiol-, Amin-, Biotin- und anderen
Modifikationen an spezifischen termi-
nalen oder internen Positionen zu
synthetisieren. Eine Ver'nderung des
D-A-Abstandes ist in dieser Anord-
nung einfach und erm-glicht eine
Feinabstimmung der FRET-Effizi-
enz.[299,300] Solche mehrfach markierten
DNA-Strukturen wurden als kombi-
natorische Fluoreszenzenergietrans-
fermarker (CFET-Marker) zur Informationscodierung vor-
geschlagen. Tong et al. konstruierten acht CFET-Einheiten,
indem sie die Abst'nde zwischen drei Fluorophoren an einem
Desoxyribose-R#ckgrat ver'nderten und so unterschiedliche
Emissionsraten f#r jede Farbe erzeugten (Schema 7). In
dieser Anordnung gelingt es, mit einer einzigen Wellenl'nge
anzuregen und unterschiedliche Emissionsraten als spezifi-
sche FRET-Signaturen auszuwerten. Die CFET-Marker
haben sich bereits in Genotypisierungstests bew'hrt.[295, 296]

Mit MBP wurden auch mehrere proteinbasierte Multi-
FRET-Anordnungen getestet.[26,52] Hellinga et al. nutzten
eine orthogonale Proteinmarkierung, um ein dreifach mar-
kiertes MBP zu erzeugen: FAM, Tetramethylrhodamin
(TMR) und Cy5 bildeten eine FRET-Staffette, die auf Mal-
tose mit der Lnderung des FRET-Verh'ltnisses zwischen
FAM und Cy5 reagierte, w'hrend das zentrale TMR als
Zwischenstation fungierte.[26] In einem anderen Ansatz wurde
ein Cy3-MBP-Konjugat als Zwischentr'ger zwischen einem
Quantenpunkt und einem mit Cy3.5 markierten Maltose-
analogon in der zentralen MBP-Bindetasche verwendet
(Abbildung 24). Die Maltosemessung in diesem QD-MBP-
Verdr'ngungssensor beruht auf der Lnderung des FRET-
Verh'ltnisses zwischen der MBP-Cy3- und MBP-Cy3.5-
Emission, wobei der Sensor durch den prim'r angeregten
Quantenpunkt betrieben wird (Abbildung 25). Mithilfe
dieses Ansatzes konnten L'ngenbeschr'nkungen der Ana-
lytsysteme, die durch die begrenzten D-A-Abst'nde verur-
sachten werden, #berwunden werden.[52] Mit einer Multi-
FRET-Anordnung aus 148 Donoren und 24 Acceptoren
wurde die Struktur des Tarantel-H'mocyanins aufgekl'rt.[301]

Eine FRET-Anordnung mit drei Fluorophoren wurde auch in
einem Hochdurchsatz-Wirkstoffscreening eingesetzt.[302] In
einer k#rzlich ver-ffentlichten Studie wurden drei organische
Farbstoffe in Silicium-Nanopartikel eingebaut, wobei die

Schema 7. Struktur eines CFET-Markers, der durch Kupplung der Chromo-
phore an modifizierte Thymidinreste eines Nucleotid-RIckgrats erzeugt
wird. Der FAM-Donor wird bei 488 nm angeregt und IbertrGgt Energie auf
das proximale TAM und das terminale Cy5. TAM wirkt als „ZwischentrGger“,
der die Energie zum Cy5 weiterleitet. Der Abstand zwischen FAM und TAM
wird Iber die Zahl der Zuckerphosphatreste m eingestellt, wGhrend die Zahl
n den Abstand zwischen TAM und Cy5 festlegt. Durch VerGndern der Ab-
stGnde lGsst sich die Emission steuern, sodass eine spezifische ratiometri-
sche Signatur entsteht. Der CFET-Marker kann am Punkt q an die DNA an-
gehGngt werden; auch dieser Abstand lGsst sich einstellen.[295,296] Das
Schema wurde von A. Tong zur VerfIgung gestellt.

Abbildung 24. Funktionsschema eines Multi-FRET-QD-Maltosesensors. Ein 530-nm-QD wird von
etwa zehn MBPs umgeben (nur eines ist dargestellt), die jeweils mit einem einzelnen Cy3-Mole-
kIl markiert sind (Absorptionsmaximum 556 nm, Emissionsmaximum 570 nm). b-Cyclodextrin,
ein Analogon des primGren Analyten Maltose, wird mit Cy3.5 markiert (b-CD-Cy3.5, Absorptions-
maximum 575 nm, Emissionsmaximum 595 nm); es bindet spezifisch in der MPB-Bindetasche
und vervollstGndigt den Sensorkomplex. Eine Anregung des QD lHst die FRET-1-Anregung des
MBP-Cy3 aus; die Energie wird durch FRET-2 auf b-CD-Cy3.5 weitergeleitet. Bei Zugabe von Mal-
tose wird b-CD-Cy3.5 verdrGngt, und die Emission von Cy3 steigt an.

Abbildung 25. Messung des Maltosegehalts mit der in Abbildung 24
gezeigten Anordnung. Einschub: VergrHßerung der MBP-Cy3- und b-
CD-Cy3.5-Fluoreszenzanteile. Wiedergabe mit Genehmigung der
Nature Publishing Group.[4]

I. L. Medintz et al.Aufs�tze

4698 www.angewandte.de 
 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2006, 118, 4676 – 4704



FRET-Emissionssignaturen #ber das Verh'ltnis der Farb-
stoffanteile abgestimmt wurden.[303] Diese Strategie setzt auf
ein funktionelles Hybrid, das Silicium-Nanopartikel,[237–240]

CU-Dots[246] und TransFluospheres[56] miteinander kombiniert.
Multi-FRET-Systeme haben ein riesiges Potenzial zur

Aufkl'rung von Proteinstrukturen und -wechselwirkungen,
und eine lohnende Strategie f#r ihren Aufbau beruht insbe-
sondere auf der Kombination von unterschiedlichen Typen
funktionalisierter Fluorophore.

6. Neue Materialien

Seit einigen Jahren gibt es zunehmende Bestrebungen, die
L'ngenbeschr'nkungen konventioneller FRET-Anwendun-
gen (R0 = 60–90 9, r = 100–120 9) aufzuheben. Zum Bei-
spiel wurde erkannt,[13] dass manche FRET-Parameter, ein-
schließlich R0, „plastischer“ reagieren als man anhand der
experimentellen Anordnungen erwartet h'tte. Insbesondere
bei einer Energie#bertragung von einem Punkt auf eine
Ebene k-nnte sich die L'ngenabh'ngigkeit nur mit der 4.
Potenz des Abstandes anstatt mit der 6. Potenz 'ndern.[13]

Strouse et al. untersuchten diesen Aspekt, indem sie DNA
variabler L'nge an einem Ende mit FAM und am anderen
Ende mit einem 1.4 nm großen Goldcluster markierten
(Abbildung 26).[304] Der Goldcluster wirkt als Dipoloberfl'-
che und weist eine Entfernungsabh'ngigkeit des Oberfl'-
chenenergietransfers (SET; surface-energy transfer) von R�4

auf. Analog zu R0 kann man einen SET-Radius d0 extrapo-
lieren.[304] SET-Anordnungen k-nnen eine Entfernungsauf-
l-sung von bis zu 220 9 und mehr erreichen, was den L'n-
genbereich konventioneller FRET-Paare verdoppelt.

In einem verwandten Ansatz, der allerdings nicht unmit-
telbar auf einem Energietransfer basiert, entwickelten Alivi-
satos et al. ein „molekulares Lineal“, dessen Funktion auf der
Plasmonkopplung einzelner Gold- oder Silbernanopartikel
beruht.[305] Durch Plasmonkopplung lassen sich einzelne Na-
nopartikelpaare bis zu einer Entfernung von 700 9 regis-
trieren, allerdings wird die Ableitung der absoluten Entfer-
nungen durch Faktoren wie den Brechungsindex und die
Lichtstreuung kompliziert. Interessanterweise greifen beide
Prozesse auf andere Fluorophore als organische Farbstoffe
zur#ck.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Trotz der vielen Beispiele f#r FRET-Analysen, die in
diesem Aufsatz pr'sentiert wurden, handelt es sich um eine
nach wie vor selten genutzte und leider untersch'tzte Tech-
nik. M-gliche Einsatzgebiete sind zahlreich; so greifen die
meisten kommerziellen DNA-Sequenzierer auf Energie-
transferprimer oder -terminatoren f#r die Fluoreszenzmar-

Abbildung 26. a) Aufbau des FAM-DNA-Gold-Systems: Ein Ende der
DNA wird mit FAM, das andere mit einem 1.4 nm großen Goldpartikel
versehen. Flexible C6-Linker sorgen dafIr, dass die anhGngenden Reste
beweglich sind (UnschGrfekegel dR). Die Bindung von M.EcoR-I-Me-
thyltransferase biegt die DNA um 1288, wobei der Abstand R in R’
Ibergeht, sodass sich auch der D-A-Abstand Gndert. b) Energietrans-
fereffizienz als Funktion des FAM-Au-Abstandes R. GefIllte Symbole
entsprechen DNA-LGngen von 15, 20, 30 und 60 bp; offene Symbole
stellen die Wirkungsgrade nach Bindung von M.EcoRI dar. Die gestri-
chelte Linie markiert die theoretische FRET-Effizienz, die durchgezoge-

ne Linie die theoretische SET-Effizienz. c) AbstandsabhGngige LGngen-
auflHsung bei FRET- und SET-Mechanismen. Der Kreuzungspunkt der
Kurven ist die Entfernung, bei der beide Methoden gleiche AuflHsung
haben. Die Abbildung wurde von G. Strouse zur VerfIgung gestellt;
Wiedergabe mit Genehmigung der American Chemical Society.[304]
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kierung zur#ck, da dies den optischen Ger'teaufbau verein-
facht.[16, 306–308] Es gibt nur wenige andere bioanalytische
Techniken, die in so vielen experimentellen Formaten kon-
sistente und genaue intramolekulare Abstandmessungen im
Nanometerbereich liefern. Hinzu kommt, dass heute nicht
nur empfindliche Nachweisger'te zur Verf#gung stehen,
sondern auch viele Materialien, die als Donoren, Acceptoren
oder beides f#r FRET-Anwendungen geeignet sind. Dar#ber
hinaus gibt es zahlreiche Methoden zur Markierung von
Biomolek#len. Besonders der Einsatz ungew-hnlicher
Kombinationen mit anderen Materialien als den #blichen
organischen Donor-Acceptor-Farbstoffen wird den Einsatz-
bereich der FRET-Analyse erweitern. Wir prognostizieren,
dass in n'chster Zukunft vor allem sechs Bereiche von der
FRET-Technik profitieren werden: 1) Kinetik der Protein-
und Peptidfaltung; 2) Aufkl'rung makromolekularer Wech-
selwirkungen; 3) Mehrfarbanalysen, vor allem in vivo;
4) klinische und In-vitro-Testsysteme; 5) Nanomaterialien;
6) Einzelmolek#l-FRET-Analysen.[310,311]

Addendum

Seit Einreichen des Manuskripts sind mehrere wichtige
Arbeiten erschienen, die noch erw'hnt werden sollen. In
einem interessanten Beispiel f#r einen FRET zwischen un-
terschiedlichen Materialklassen nutzten So und Mitarbeiter
einen BRET-Prozess zur Anregung vonQDs.[312] Eine externe
Anregung war nicht erforderlich, und es wurde gezeigt, dass
sich der Ansatz zur In-vivo-Bildgebung von Tiefengewebe
eignet. Eine Multi-FRET-Anordnung bestehend aus f#nf
Perylenbisimid-Farbstoffen an einem Calixaren-R#ckgrat
wurde f#r m-gliche Anwendungen in Lichsammeleinheiten
entwickelt.[313] Eine weitere interessante Studie befasste sich
mit simultanem Multiplex-FRET mit bis zu vier QD-Dono-
ren.[314] Schließlich ist eine sehr informative 3bersicht #ber
BRET-Anwendungen zur Bestimmung von Protein-Protein-
Wechselwirkungen erschienen.[315]

Abk#rzungen

BFP blau fluoreszierendes Protein
BL Biolumineszenz
QD Quantenpunkt
BRET resonanter Biolumineszenztransfer
CFET kombinatorischer Fluoreszenzenergie-

transfer
CFP cyan fluoreszierendes Protein
CL Chemilumineszenz
CRET resonanter Chemilumineszenzenergie-

transfer
D/A Donor/Acceptor
FAM Fluorescein
FP fluoreszierendes Protein
FRET resonanter Fluoreszenzenergietransfer,

F-rster-Energietransfer
QY Quantenausbeute
GFP gr#n fluoreszierendes Protein
HRP Meerrettichperoxidase
MBP Maltosebindeprotein

NP Nanopartikel
pcFRET photochromer FRET
R0 F-rster-Abstand
SET Oberfl'chenenergietransfer
SNP Einzelnucleotidpolymorphismus
t Fluoreszenzlebensdauer des angeregten

Zustandes
YFP gelb fluoreszierendes Protein

I.M. und K.S. danken dem US Naval Research Laboratory.
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