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Materialien fiir den resonanten Fluoreszenzenergie-
transfer (FRET): jenseits klassischer Donor-A cceptor-
Kombinationen™**
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FRET in der Bioanalytik

Der resonante Forster- oder Fluoreszenzenergietransfer (FRET) wird
seit tiber 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 Strukturaufklirung biologischer Molekiile, In-vitro-Tests, In-
vivo-Uberwachung in zelluliren Systemen, Nucleinsiureanalysen,
Signaltransduktion, lichtsammelnde und metallische Nanomaterialien
etc. Der entscheidende Faktor fiir die weite Verbreitung von FRET-
Methoden war und ist die Entwicklung von neuartigen Fluorophor-
typen einschliefilich Nanokristallen, Nanopartikeln, Polymeren und
genetisch codierten Proteinen, zusammen mit der Einfiihrung hoch-
entwickelter Apparaturen. Dieser Aufsatz gibt einen kritischen Uber-
blick iiber die Hauptklassen fluorophorer Materialien, die als Dono-
ren, Acceptoren oder beides in FRET-Anordnungen dienen konnen.
Insbesondere betrachten wir die Vorteile und Grenzen dieser Mate-
rialien und ihrer Kombinationen sowie die verfiigbaren Verfahren zur
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Biokonjugation.

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 iiber weitreichende Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen iibertriigt (Abbildung 1).? Der Accep-
tor muss bei der Emissionswellenldnge des Donors Energie
aufnehmen konnen, muss sie aber nicht zwangsldufig in Form
von Fluoreszenz abstrahlen (,,dark quenching®). Der Anteil
der iibertragenen Energie hingt von vielen Faktoren ab, z.B.
vom Grad der spektralen Uberlappung, von der relativen
Orientierung der Ubergangsdipolmomente und vor allem
vom Abstand zwischen Donor- und Acceptorgruppen.” Eine
ausfiihrliche Beschreibung der physikalischen Grundlagen
des FRET, die den Rahmen dieses Aufsatzes sprengen wiirde,
findet sich z.B. in Lit. [2].

FRET findet normalerweise iiber Entfernungen in der
GroBenordnung der meisten biologischen Makromolekiile
statt, also bei etwa 10 bis 100 A. Zunehmend héufiger werden
Anordnungen beschrieben, in denen mehrere Donoren und
Acceptoren wechselwirken (siche z.B. Lit. [3-5]); die fol-
genden Gleichungen beziehen sich allerdings nur auf die
Energietibertragung zwischen einem einzelnen gekoppelten
D/A-Paar mit einem festen Abstand r und gehen auf die
theoretischen Betrachtungen Forsters zuriick.*”) Die Ener-
gielibertragungsgeschwindigkeit kr(r) zwischen Donor und
Acceptor eines Paares hiangt vom Abstand r zwischen den
beiden ab und kann mithilfe des Forster-Abstandes R, aus-
gedriickt werden. R ist die Entfernung zwischen D und A, bei
der 50% der angeregten Donormolekiile iiber den Mecha-
nismus der Energielibertragung zerfallen, wihrend die
andere Hailfte iiber andere strahlende oder strahlungslose
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Wege zerfillt. R, lasst sich aus den
spektralen Eigenschaften von D und A
berechnen, wie es in Gleichung (1) angegeben ist.

Ry =9.78 x 10°[k> n™* Qp J(A)]"/¢ (in A) (1)

Der Faktor x* beschreibt die Orientierung des D/A-
Ubergangsdipolmoments 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 Fillen konnten die Kristallstrukturen der
D/A-Molekiile ermittelt werden. Ansonsten gibt keine ver-
lassliche experimentelle Methode, um absolute oder feste K-
Werte zu bestimmen, sodass die Rechnungen mit Unsicher-
heiten behaftet sein konnen.”**! Gliicklicherweise kann aus
einer Vielzahl von Hinweisen aber abgeschétzt werden, dass
die Beweglichkeit und statistische Dynamik der Farbstoff-
Linker zu einem x>-Wert von etwa 2/3 in biologischen Syste-
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Abbildung 1. Schema des FRET-Prozesses: Ein durch Strahlung ange-
regtes Donormolekiil tibertragt strahlungslos Energie auf ein benach-
bartes Acceptormolekiil im Abstand r. Der Acceptor kann die Energie
entweder durch Fluoreszenz abstrahlen oder durch strahlungslose
Uberginge abgeben. Die Spektren zeigen die Absorptions- (Abs) und
Emissionsprofile (Em) eines der am meisten verwendeten FRET-Paare:
Fluorescein als Donor und Rhodamin als Acceptor.® Fluorescein
kann bei 480 nm effizient angeregt werden und emittiert bei ca.

520 nm. Die spektrale Uberlappung zwischen der Emission von Fluo-
rescein und der Absorption von Rhodamin, definiert durch J(4), liegt
bei 500-600 nm. Der Forster-Abstand R, fiir dieses Paar betragt 55 A.
Bei einer optimalen Konfiguration (r<55 A) 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, Ir=normalisierte Fluoreszenz.

men fiihrt. Damit liegt die obere Fehlergrenze fiir berechnete
Entfernungen bei 35%.' Ausgezeichnete Ubersichten hierzu
finden sich bei dos Remedios und Moens®! sowie Stryer.!'”
Der Brechungsindex n des Mediums wird mit 1.4 fiir Bio-
molekiile in wéssrigem Medium angenommen. Qp ist die
Quantenausbeute des Donors in Abwesenheit des Acceptors,
und J(A) ist das Uberlappungsintegral, das das AusmaB der
spektralen Uberlappung zwischen der Emission des Donors
und der Absorption des Acceptors beschreibt. Die Werte fiir
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J(4) und R, nehmen mit steigendem Extinktionskoeffizienten
des Acceptors und stirkerer Uberlappung zwischen dem
Emissionsspektrum des Donors und dem Absorptionsspek-
trum des Acceptors zu.

Ob FRET bei einem bestimmten Abstand r wirksam ist,
kann mit der Faustregel R, =50 % R, fiir die obere und untere
Grenze des Forster-Abstandes abgeschitzt werden.®” Die
Effizienz der Energieiibertragung lisst sich aus dem Flie$3-
gleichgewicht [GI. (2)] oder aus zeitaufgelosten Messungen
[GL. (3)] bestimmen.

_ Fpa

E=1- I @)
_1_Toa

E=1 o 3)

Dabei ist F die relative Fluoreszenz des Donors ohne (Fp,)
und mit Acceptor (Fp,) und 7 die Lebensdauer der Fluores-
zenz des Donors ohne (7p) und mit Acceptor (tp,).

Was FRET fiir die Bioanalytik so interessant macht, ist
die Empfindlichkeit gegen winzige Anderungen des Abstan-
des zwischen D und A (proportional zu r°). Die Anwendun-
gen entsprechender FRET-Testsysteme reichen von der Un-
tersuchung der Antigen-Bindung an einen Antikorper in vitro
bis hin zur Echtzeitabbildung der Proteinfaltung in vivo.l!?
Die zahlreichen aktuell genutzten FRET-Techniken werden
in mehreren Ubersichtsartikeln behandelt.®!'* Wir wollen
uns in diesem Aufsatz vor allem auf die Fluorophore kon-
zentrieren, die in der FRET-gestiitzten Bioanalytik zum
Einsatz kommen. Hierbei konnen mehrere Materialklassen
unterschieden werden: organische Verbindungen, zu denen
die ,traditionellen* Fluoreszenzfarbstoffe, Dark Quencher
und Polymere gehoren; anorganische Verbindungen wie
Metallchelatkomplexe, Metall- und Halbleiternanokristalle;
Fluorophore biologischen Ursprungs wie fluoreszierende
Proteine und Aminosduren; biologische Verbindungen, die
enzymatisch katalysierte Biolumineszenz erzeugen. Die Ma-
terialien konnen als FRET-Donoren, FRET-Acceptoren oder
beides fungieren, je nach experimentellem Aufbau. Ein
Hauptaugenmerk liegt auf FRET-Prozessen zwischen unter-
schiedlichen Materialklassen; hierfiir werden wir ausgewihlte
Beispiele diskutieren. Dariiber hinaus betrachten wir mogli-
che FRET-Materialien, fiir die noch keine praktische An-
wendung aufgezeigt wurde. Bei der Flut von Veroffentli-

Kim E. Sapsford, geboren 1974, studierte
Chemie an der University of East Anglia
(Norwich) und promovierte dort 2001 in
analytischer Chemie bei Prof. David A. Rus-
sell. Seit 2001 forscht sie am Center for Bio/
Molecular Science and Engineering des US
Naval Research Laboratory an der Entwick-
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Tabelle 1: Hiufige reaktive Gruppen und Methoden zur Kupplung von Fluorophoren an Biomolekiile.

Angewandte

[18,19]

Zielstruktur reaktive Gruppe

Bemerkung

Thiol
primidres Amin Succinimidylester, Sulfonylchlorid,

Iso(thio)cyanat, Carbonylazid®

Carboxygruppe Carbonyldiimidazol, Carbodiimid®

Hydroxygruppe Carbonyldiimidazol, Periodat,
Disuccinimidylcarbonat®

Kohlenhydrate Periodat!®!

intrazelluldre Proteine FIAsH?

intrazellulire Proteine SNAP-Tag/HaloTag?!

£14.20.21]

intrazelluldre Proteine fluoreszierende Protein

Maleimid, lodacetyl, Pyridyldisulfid®

ortsspezifisch, benétigt aber ein freies Cystein im Protein
Proteine kénnen viele primidre Amingruppen enthalten

ermdglicht zusitzliche Kupplung an Amine
ermdglicht zusitzliche Kupplung an Amine

oxidiert Zucker und fiihrt reaktive Aldehydgruppen ein,
die sich an Amine kuppeln lassen

erfordert Klonierung

erfordert Klonierung und kommerzielle Liganden
erfordert Klonierung und Chimirenbildung

[a] Die reaktiven Gruppen kénnen auch Amin- bzw. Thiol-modifizierte DNA angreifen. [b] Mehrstufige Modifizierungen.

chungen konnen wir nicht allen Entwicklungen umfassend
gerecht werden, und fiir die unvermeidlichen Auslassungen
mochten wir uns entschuldigen.

1.2. Konjugation von Fluorophoren an Biomolekiile

Fir FRET-Anwendungen ist es erforderlich, Fluorophore
an genau festgelegte Positionen in Biomolekiilen konjugieren
zu konnen. Einige Verfahren sollen im Folgenden betrachtet
werden. Die am hiufigsten verwendeten Reagentien fiir
ortsspezifische Markierungen sind kommerziell erhéltliche
Fluorophore mit einer reaktiven Succinimidylester- oder
Maleimidgruppe, die an primidre Amino- oder Thiolgruppen
in Biomolekiilen wie Proteinen oder DNA angreifen. Da
Proteine sehr viele primidre Aminogruppen enthalten (meist
an Lysinresten), ergeben sich relativ unspezifische Markie-
rungen an dieser Gruppe mit variablen Farbstoff-Protein-
Verhiltnissen. Die Markierung von Thiolen an Cysteinresten
mit Maleimid ist meist spezifischer, da diese eigens zu diesem
Zweck leicht rekombinant in Proteine eingefiihrt werden
konnen.™ Ein hiufiges Problem besteht allerdings darin,
dass bereits im Protein befindliche Disulfidbriicken wichtig
fiir die Konformation sein kénnen und zusétzliche Cystein-
reste eventuell die Proteinstruktur zerstoren. AuBerdem
bilden Proteine, die an ihrer Oberfliche auch nur ein ein-
zelnes exponiertes Thiol exprimieren, bei der Reinigung
Dimere, sodass man vor der Markierung einen Reduktions-
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| FRET-Markern zur DNA-Sequenzierung und
Gernotypisierung. Seit 2003 ist er Forscher
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kniipfung von Biomolekiilen mit anorgani-
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schritt benotigt. Die Chemie der Proteinmarkierung wurde
von Gregorio Weber entwickelt, und viele der von ihm ein-
gefiihrten Marker sind noch heute in Gebrauch.?

Gewohnlich ist die Markierung von DNA und RNA ein-
facher, da diese so synthetisiert werden konnen, dass sie
ortsspezifische Thiole oder Amine enthalten, oder auch
Nucleotide, die mit einer Reihe von Fluorophoren oder
Fluoreszenzloschern modifiziert sein konnen.!'™!'”) Damit lasst
sich zum einen eine differenzierende Markierung und zum
anderen eine exakte Positionierung der Fluorophore inner-
halb der Oligonucleotidstruktur erreichen. In Tabelle 1 sind
die héufigsten Fluorophorgruppen, die zur Markierung von
Biomolekiilen dienen, zusammen mit ihren Zielstrukturen
aufgefiihrt.

Es gibt eine Vielzahl von Versuchsprotokollen zur Ein-
fithrung spezifischer funktioneller Gruppen in Biomolekiile.
Die vielleicht beste Quelle ist die Monographie Bioconjugate
Techniques von Hermanson."® Ebenfalls empfehlenswert ist
das Handbuch A Guide to Fluorescent Probes and Labeling
Technologies von Haugland (das unentgeltlich von Molecular
Probes bezogen werden kann).'! Nichtkovalente oder elek-
trostatische Strategien zur Konjugation von Fluorophoren an
Biomolekiile existieren zwar ebenfalls, sind aber fiir FRET-
Anwendungen nicht sonderlich geeignet.”!”

Neuere Methoden fiir die ortsspezifische Fluoreszenz-
markierung von Proteinen zielen meist auf Anwendungen in
vivo ab. Fluoreszierende Proteine wie das griin fluoreszie-
rende Protein (GFP) konnen mit molekularbiologischen
Methoden an vorliegende Proteine angehidngt werden, sodass
eine fluoreszierende Proteinchimire endogen exprimiert wird
(siche Abschnitt 3.2).14%2!1 Die durch Tsien entwickelte
FlAsH-Methode (FIAsH = 4'5-Bis(1,3,2-dithioarsolan-2-
yDfluorescein) ermoglicht die spezifische In-vivo-Kupplung
eines nichtfluoreszierenden zellgéngigen Diarsen-Fluoro-
phors an Proteine, die eine Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys-Se-
quenz exprimieren. Nur der gekuppelte Fluorophor emittiert
Strahlung. Die FIAsH-Markierung wurde bereits fiir FRET-
Anwendungen in vivo eingesetzt (Abbildung 2).”'4

Die HaloTag-Methode nutzt ein Fusionprotein mit einer
Dehalogenasedomine, an die durch Substitution einer Chlo-
ridfunktion ein fluoreszierender Ligand konjugiert.” Ein
anderes System, das ebenfalls auf einem Fusionsprotein
beruht und sowohl in vivo als auch in Losung eingesetzt

www.angewandte.de
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nichtfluoreszierend

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

[22,23]

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 etal. be-
schriebene Methode fiir die sequenzielle/orthogonale Mar-
kierung mehrerer Thiole in gereinigten Proteinen beruht auf
einer Metallkoordination und der Bildung von Disulfidbrii-
cken zum reversiblen Schutz von Cysteinen in einer Cys,His,-
Zinkfingerdomine. Eine zukiinftige Strategie konnte die
Erzeugung singuldrer Markierungspositionen durch In-vivo-
Einbau nichtnatiirlicher Aminosiuren sein.”””’

Unabhéngig von der gewdhlten 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 Biomolekiil anzubringen. Dies an
einem Einzelmolekiil vorzunehmen, ist jedoch eine technisch
hochst 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 héufigsten
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 erhiltlich. Die UV-
emittierenden Farbstoffe haben typischerweise Pyren-,
Naphthalin- oder Cumarin-Grundkorper, wihrend sich unter
den Vis- und NIR-emittierenden Farbstoffen eine Reihe von
Fluorescein(FAM)-, Rhodamin- und Cyanin-Derivaten be-
findet (Schema 1).

www.angewandte.de
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Die Verbindungen einiger Farbstoff-Familien,
etwa die Cyanine (Cy), haben eng verwandte
Strukturen, wihrend 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, Loslichkeit und unkomplizierte
Biokonjugation aus; auBlerdem ldsst sich die
Fluoreszenz einfach mit einem Argonionenlaser
(488 nm) anregen. Andererseits wird FAM leicht
ausgebleicht, ist pH-empfindlich (was bisweilen
von Vorteil ist, siche Abschnitt 2.3) und kann sich
bei hohem Substitutionsgrad an Biomolekiilen
selbst 16schen. Bei anderen Fluorophoren wie den

' Farbstoffe Cy3 (548/562) Cy7 (7471774)
g:;:z::;:iimump BODIPI (493/503) BODI;Y (650/655) :
HiLyte Fluor (488/527) HiLyte Fluor (750/778) s

ATTO p,ye (740/764)
Alexa FI’QOl' (750/775) .
DY Dye (781/800) |

i+ ATTO Dye (390/479)
AlexaEluor (350/442)

DY Dye (55

FITC (495/525) DyLight (557/57
TMR (555/580) Texas Red (595/615)

R\EX (570/590) DyLight (652/673) s

Naphthaline (336/490)

Pyrene (339/384)
l Cumarin (380/470)
v

BBQ 650 (650)°
Cy5Q (844) ;

DABSYL (466)

QSY35 (475) QSY9 (555) QSY21 (661) CyTQ (739) s
— .

H AT{O 540Q (542) ATTO 612Q (615)
‘Fluoreszenzléscher ~BH@1(534) BHQS @72)
::Ahsorpuunsmammum: QXL 490 (488) QXL 670 (655) :

Abbildung 3. Hiufig verwendete Familien von Fluoreszenzfarbstoffen
und Fluoreszenzlschern (Quenchern); fast alle diese Verbindungen
sind bereits fiir 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 hiufigs-
ten Donor/Acceptor-Kombinationen sind: Cumarin/Fluorescein, Fluo-
rescein/Rhodamin und Cy3.5/Cy5. Ubliche Farbstoff/Quencher-Kombi-
nationen bestehen aus Rhodamin/Dabcyl und Cy3/QSY9. Wichtigste
Anbieter sind die Firmen Molecular Probes (Fluorescein, Rhodamin,
AlexaFluor, BODIPY, Oregongriin, Texasrot, QSY-Fluoreszenzl6scher),
Amersham Biosciences (Cy-Farbstoffe sowie Fluoreszenzléscher 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.

Oregongriinfarbstoffen (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 Loslich-
keit in wissrigem Medium zum Problem werden, da bei zu
starker Markierung die Proteine ausgeféllt werden. Speziell
bei FRET-Anwendungen fiihren die breiten Absorptions-

Angew. Chem. 2006, 118, 4676 — 4704
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BODIPY

Fluorescein

Rhodamin

R -
) 1

- |
Cyanin R

Schema 1. Strukturen verbreiteter UV/Vis-fluoreszierender Farbstoffe.
Typische Substituenten an den Positionen R sind CO,~, SO;~, OH,
OCHj3, CH; und NO,; R* markiert die typische Position des Linkers fiir
die Biokonjugation.

und Emissionsprofile und die geringen Stokes-Verschiebun-
gen oft zu einer direkten Anregung des Acceptors, was die
anschlieBende Analyse erschwert. Zu den allgemeinen Vor-
teilen dieser Fluorophore gehoren die kommerzielle Verfiig-
barkeit, die geringen Kosten, das Vorhandensein etablierter
Methoden zur Biokonjugation und, am wichtigsten, die aus-
fihrliche Darstellung der FRET-Eigenschaften in der Lite-
ratur.

Zur Suche nach passenden D/A-Paaren steht eine Viel-
zahl von Quellen zur Verfiigung, darunter eine Reihe von
Ubersichtsartikeln {iber FRET.>>?%! Bei Wu und Brand™”
findet sich eine ausfiihrliche Zusammenstellung von Donor-
Acceptor-Farbstoffpaaren und den dazugehorigen Ry-
Werten. Eine weitere hervorragende Quelle ist das schon
erwihnte Handbook von Haugland.'” Web-basierte Pro-
gramme der Firmen Invitrogen (http://probes.invitrogen.com/
resources/spectraviewer/) und Biorad (http://microscopy.bio-
rad.com/fluorescence/fluorophoreDatab.htm)  erméglichen
die Auftragung von Absorptions-Emissions-Profilen zum
Auffinden optimaler spektraler Uberlappungen sowie zur
Auswahl geeigneter Filter. Eine sehr gute Ubersicht iiber die
physikalischen und spektroskopischen Eigenschaften rot ab-
sorbierender Farbstoffe wird von Buschmann gegeben.*!

Klassische Donor-Acceptor-Kombinationen in FRET-
Anordnungen geben fiir viele Analysevorhaben noch immer
den Stand der Technik vor.”*! Enzyme, speziell entworfene
Substrate und Zelloberflachenrezeptoren, die mit organi-
schen D/A-Paaren markiert sind, wurden in vitro und in vivo
verwendet, um vielféltige biochemische Prozesse zu verfol-
gen, so etwa die Bildung von cyclischem Adenosin-3',5'-mo-
nophosphat (cAMP),*? die Aktivitit von Phosphodiestera-
se® und P-Lactamase,® die Integrinbindung?®*! sowie
Konformationsinderungen und elektrische Vorginge an
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einzelnen Tonenkanilen.”) Dariiber hinaus wurden Anwen-
dungen als FRET-basierte Biosensoren beschrieben, darunter
hydrogelverkapselte Glucosesensoren™ und Sensoren fiir
Lysozym, Zink™! und Choleratoxin.!*!!

Ein Gebiet, in dem FRET-Anordnungen mit Donor-Ac-
ceptor-Farbstoffen intensiv genutzt wurden, ist die Nuclein-
sdureanalytik und insbesondere die Sequenzierung und Ge-
notypisierung von DNA. 6224 Mathies und Glazer er-
kannten, dass sich der instrumentelle Aufwand fiir die DNA-
Sequenzierung durch Einsatz von FRET-Anordnungen stark
vereinfachen lisst. Mit einem gemeinsamen Donor und vier
unterschiedlichen Acceptoren (einem fiir jede DNA-Base),
die an gemeinsame DNA-Primer gekuppelt wurden, erzeug-
ten sie vier gut unterscheidbare spektrale Emissionsfenster,
die nur iiber eine einzige Wellenléinge angeregt werden. >
Mit diesen Primern konnte durch FRET die Emission des
Acceptors auf mehr als das 20fache gegeniiber 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 Tagman-Test wieder."® Eine Kassetten-
Version der ET-Primer lésst sich an beliebige thiolderivati-
sierte Primer oder Oligonucleotide kuppeln (Abbildung 4).1'")
Mit FRET-basierten DNA-Sensoren lassen sich pH-Verin-
derungen in lebenden Zellen wihrend der Apoptose verfol-
gen.)

Umgekehrt wurden auch DNA-Strukturen eingesetzt, um
grundlegende Fragen zur Abhingigkeit der FRET-Effizienz
von der Orientierung der D/A-Farbstoffe zu kliren.*” Die
Immobilisierung FRET-basierter DNA-Sonden auf Glas™*!
und Gold,® die fiir kiinftige Hochdurchsatzanwendungen
wichtig sein wird (analog zu DNA-Mikroarrays), wurde
kiirzlich untersucht.

Vorerst ist sicher, dass klassische FRET-Anordnungen mit
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 iiberwiegen.

2.2. Fluoreszenzléscher

Fluoreszenzloschende Acceptormolekiile werden immer
haufiger in FRET-Anwendungen eingesetzt. Der Vorteil
dieser Molekiile gegeniiber fluoreszierenden Acceptoren
besteht darin, dass keine Hintergrundfluoreszenz auftritt, die
entweder von einer direkten Anregung des Acceptors oder
einer Reemission herriithren kann.

Als Fluoreszenzloscher finden organische Molekiile oder
aber Metalle wie Gold Verwendung (Abschnitt 4.2). Viele
organische Fluoreszenzloscher sind auflerdem kommerziell
erhiltlich (Abbildung 3 und Schema 2). Dabcyl (4-(4'-Dime-
thylaminophenylazo)benzoesidure) und Dabsyl (4-Dimethyl-
aminoazobenzol-4'-sulfonyl) sind zwei der hiufigsten nicht-
fluoreszierenden Acceptoren mit Absorptionsmaxima bei 485
bzw. 466 nm. Andere Klassen von Fluoreszenzloschern sind
QSY, QXL, ATTO, BlackBerry und Black Hole. Die meisten
haben breite Absorptionsspektren, sodass sie fiir eine Band-
breite von Farbstoffen als Acceptoren fungieren konnen.
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a) b)

Emission
520 nm

Anregung
488 nm

FAM

5'-5555555T-S-S-[Primer] -3’

FAM-FAM

I. L. Medintz et al.

Donorfarbstoffen (sieche die
Ubersichtsartikel von Tan[*2!
und Didenko).'®! Der prinzipi-
elle Vorteil einer solchen An-
ordnung besteht darin, dass man

Anregung
488 nm

Emission

Energietransfer 555 nm

den Donorkanal alleine detek-
tieren kann. Bei ausreichender
spektraler Auflosung besteht
auch die Moglichkeit, mehrere
Donor/Fluoreszenzloscher-

5-5555555T-5-5-[Primer] -3’ A

Emission
580 nm

Anregung

488 nm Energietransfer

Paare parallel zu schalten. Ab-
gesehen von Anwendungen in
der DNA-basierten Diagnostik
wurden molekulare Leuchtmar-
ker auch zur Messung der DNA-

5-5555555T-5-S-[ Primer] -3’

Emission
605 nm

Anregung

488nm Energietransfer

Permeabilitdt diinner Polyelek-
trolytfilme®™ und zum Nachweis
von Pb-lIonen mit katalytischen
DNA-Biosensoren eingesetzt."!!
Mit Fluoreszenzloschern mar-

T
400 450
5'-5555555T-5-S-| Primer] -3’

S :1,2"-Didesoxyribosephosphat-Monomer

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

gestellt.
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Schema 2. Strukturen verbreiteter organischer Fluoreszenzléscher. Die
Substituenten R sind in der Tabelle angefiihrt; R* markiert die Position
des Linkers fiir die Biokonjugation.

Fluoreszenzloscher werden oft in der DNA-Analyse einge-
setzt, vor allem in molekularen Leuchtmarkern (,,molecular
beacons“) als Acceptoren in Verbindung mit organischen
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500 kierte Substratanaloga wurden
auch in Verbindung mit farb-
stoffmarkierten Proteinen in
FRET-basierten Verdréangungs-
biosensoren fiir Nahrstoffe ge-
nutzt.? Eines der wenigen Bei-
spiele von FRET-Messungen,
bei denen organische Fluores-
zenzloscher an nichtorganische
Fluorophore konjugiert wurden,
betrifft den Einsatz von Quan-
tenpunkten als Donoren (siche
Abschnitt 4.3).

2.3. Umgebungsempfindliche Fluorophore

Umgebungsempfindliche Fluorophore dndern ihre Ab-
sorptions- und Emissionseigenschaften in Abhingigkeit von
den Umgebungsbedingungen wie pH-Wert, Ionenkonzentra-
tion und -sorte (z. B. Ca**, C17), O,-Sittigung, Solvatation und
Polaritét. Es ist schwierig, daraus eine eigenstdndige Klasse
von Fluorophoren zu definieren, denn im Grunde reagieren
fast alle Fluorophore auf Stérungen in ihrer Umgebung,. !
Man definiert umgebungsempfindliche Fluorophore daher
meist {iber den Analyten oder die Bedingung, auf die sie am
empfindlichsten reagieren (z.B. pH- oder Calcium-Indikato-
ren).

FEines der bekanntesten Beispiele fiir umgebungsemp-
findliche Fluorophore ist Fluorescein (FAM; Schema 1),
dessen Absorption und Emission iiber das Ionisierungs-
gleichgewicht auf Anderungen im pH-Wert reagieren (Ab-
bildung 5)."! Dieses Verhalten wurde unter anderem zur
Uberwachung von intrazelluliren 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 haufigsten verwendet wird das von Tsien
et al. entwickelte Derivat BCECF.”®! Zur Uberwachung des
pH-Wertes bietet Molecular Probes eine Vielzahl reaktiver
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Abbildung 5. Vom pH-Wert abhingige Absorptions- (oben) und Emis-
sionsspektren (unten) von Fluorescein. Die gréfte Anderung tritt zwi-
schen pH 6 und 7 auf.

FAM-Analoga sowie Seminaphthorhodafluore (SNARF),
Seminaphthofluoresceine (SNAFL) und ihre Ester an.l”) Der
optimale Arbeitsbereich dieser Fluorophore liegt bei pH 5-9.
Fiir saure Losungen sind Oregongriin und LysoSensor besser
geeignet.”

Die Emission der genannten Farbstoffe ist allerdings auf
den sichtbaren und nahinfraroten Bereich beschrinkt. Die
meisten sind auBerdem nur unfunktionalisiert erhiltlich,
sodass umfangreiche chemische Modifikationen erforderlich
sind, um sie an Biomolekiile oder andere Farbstoffmolekiile
zu kuppeln. Auch hier bietet Hauglands Handbook!" eine
gute Fundstelle fiir spezielle Fluorophore, die fiir pH-Wert,
NO,, Ca**, Mg**, Zn**, Na*, Cl-, K* und das Membranpo-
tential optimiert sind.

Andere Farbstoffe wie Acrylodan und Pyren wurden als
Biosensoren verwendet, um Anderungen in anheftenden
Proteinen zu registrieren.” Lakowicz nutzte FRET mit um-
gebungsempfindlichen Acceptoren, um den pH-Wert sowie
CO,- und NH;-Konzentrationen mit phasenmodulierter
Fluorometrie zu messen.’** Im Allgemeinen werden FRET-
Anordungen mit umgebungsempfindlichen Fluorophoren
eher selten eingesetzt, da die meisten Fluorophore bereits
alleine ihre Sensorfunktion erfiillen. Zukiinftige Anwendun-
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gen fir umgebungsempfindliche FRET-Sensoren konnten
sich bei rdumlich-zeitlich korrelierten Mehrfarbmessungen in
Zellen ergeben.

2.4. Farbstoffmarkierte Mikro- und Nanopartikel

Ein Nachteil herkommlicher Fluoreszenztests besteht
darin, dass es schwierig ist, mehr als ein Fluorophor an ein
Zielprotein zu kuppeln. Durch Konjugation von mehreren
Fluorophoren konnten stidrkere Signale und niedrigere
Nachweisgrenzen erreicht werden, allerdings ist es moglich,
dass dabei die Funktion des zu untersuchenden Biomolekiils
beeintrichtigt wird. In einem Ansatz zur Losung des Pro-
blems wurden funktionalisierte Mikropartikel mit Fluoro-
phoren ,getrénkt“, wobei stark fluoreszierende Nano- und
Mikropartikel erhalten wurden. Abgesehen von der stirkeren
Fluoreszenz ergeben sich noch weitere Vorteile: So lassen
sich z.B. auch wasserunlosliche oder unfunktionalisierte
Fluorophore auf Mikropartikel laden. Fluoreszierende Mi-
kropartikel in GroBen zwischen 2 um und 200 A, die vom UV
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 grofle Stokes-Verschie-
bungen hin optimiert sind (TransFluospheres).”® Fluoreszie-
rende Mikropartikel gibt es in funktionalisierter Form mit
diversen Oberflichengruppen (Biotin, Avidin, Kollagen,
Amine, Aldehyde, Sulfate, Carboxylate), die eine einfache
Biokonjugation an die gewiinschte Zielstruktur ermoglichen.
Man hat auBlerdem die Moglichkeit, funktionalisierte Mi-
kropartikel kommerziell zu beziehen und nach publizierten
Verfahren mit Farbstoffen zu trinken.">®)

Fluoreszierende Mikropartikel wurden vielfach in FRET-
Analysen eingesetzt, besonders bei der Durchflusscytome-
trie®*!) und der SNP-Genotypisierung.[®”! Es gibt mit Eu-
basierten Fluorophoren beladene Mikropartikel, die fiir
zeitaufgeloste Messungen der Energietlibertragung eingesetzt
werden (Abschnitt 4.1).1! Abgesehen vielleicht von der
Durchflusscytometrie sind FRET-Testsysteme mit fluores-
zierenden Mikropartikeln technisch noch ldangst nicht ausge-
reift. Eigenschaften wie die hohe Fluoreszenzintensitit,
breite Absorption bei multiplen Emissionsfarben, vielféltige
Chemie und kommerzielle Verfiigbarkeit machen fluores-
zierende Mikropartikel aber zu vielversprechenden Donoren
insbesondere fiir Multiplex-FRET.

2.5. Dendrimere und Polymere

Dendrimere sind hochverzweigte Polymere. Sie werden
durch schrittweise Synthese hergestellt.™ Ein typisches
Dendrimer enthilt ein zentrales Monomer, von dem mehrere
Zweige ausgehen. Jeder Zweig kann weiter aufgefédchert
werden, indem weitere Schalen von Monomer angefiigt
werden.™ Es besteht die Moglichkeit, Fluorophore und
andere funktionelle Gruppen, die sich weiter modifizieren
lassen, an die duflere Schale von Dendrimeren zu konjugie-
ren, wodurch hochfluoreszierende Dendrimere entste-
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hen.711 Auch inhirent fluoreszierende Dendrimere wurden
bereits synthetisiert.”7

Durch die Platzierung der Farbstoffmolekiile in einer
bestimmten Orientierung kann die Energie, die an der Peri-
pherie des Dendrimers absorbiert wird, durch intramoleku-
lare Energieiibertragung auf einen gemeinsamen Acceptor
im Kern des Molekiils kanalisiert werden, sodass das Molekiil
als kiinstliche Lichtsammelantenne wirkt (Abbildung 6,

oben)."*"" Die Hauptvorteile von Fluorophoren auf Den-

Emission
685 nm

FRET l

P - )

\/\1
A oo

g

4

N—" \ B 1
Anregung /\ N
345 nm o m
o”l N JM
N—.
\:4 |/

Cumarin (Donor)

o o "*c./

-
Kern (Acceptor)

S0;~Na*

HN *
0
4O
o} o)

o ST AT/ SN
o] H;,CO>—/ /“%\ - {’J n

Abbildung 6. Oben: Struktur eines FRET-Dendrimers mit einem Pery-
lenbis(dicarboximid)-Acceptor als Kern und einer Cumarin-funktionali-
sierten Hille als Donor.”® 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-
ubertragungseffizienz). Unten: Struktur eines Biotin-Polymer-Konjuga-
tes, das zum Nachweis von DNA-Hybridisierungen verwendet wird."®

drimerbasis in biologischen Testsystemen sind der grof3e
Absorptionsquerschnitt und die hohe Fluoreszenzintensi-
tat."*™ Da auBerdem die Loslichkeit hauptsichlich durch das
Dendrimer bestimmt wird, kann man einen Wirkstoff oder
ein Fluorophor in eine Umgebung bringen, in der das Mole-
kiil sonst unloslich wire.®” Dendrimere wurden z.B. als
Tréagersysteme fiir unterschiedliche Marker wie Metallnano-
partikel®-*? und Oligonucleotide™® sowie als In-vitro-Sonden
und Wirkstofftransporter genutzt.**! Einige wenige Bei-
spiele fiir intermolekulare Energietlibertragungen zwischen
Dendrimeren und anderen Donoren oder Acceptoren sind
bekannt. Beschrieben wurde der FRET von Dendrimeren auf
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Pyrenpolymere in Langmuir-Blodgett-Schichten®! und zwi-
schen Dendrimeren.®”!

Es sind auch funktionalisierte Dendrimere erhiltlich
(Dendritech und Dendritic Nanotechnologies), die sich je
nach Bedarf vom Anwender weiter modifizieren lassen. Au-
Berdem erhiltlich sind DNA-basierte Dendrimere, die fiir
Hybridisierungen und den Nachweis von Genen mit niedriger
Kopienzahl dienen (Genisphere), Dendrimere fiir die Zell-
transfektion, die sowohl an DNA wie auch an Zellen binden
(Qiagen), sowie Monomere, mit denen hochverzweigte syn-
thetische DNA-Dendrimere aufgebaut werden konnen,®*)
die zur Markierung von Oligonucleotiden mit Fluorophoren
dienen (Glen Research). Solche mehrfach markierten Den-
drimerprimer konnen in hochempfindlichen PCR-Analysen
(PCR = Polymerasekettenreaktion) eingesetzt werden. Die
entsprechenden Synthesemethoden sind gut dokumentiert.®

FEine verwandte Klasse von Fluorophoren sind fluores-
zierende Polymere, die entweder selbst fluoreszieren (kon-
jugierte Polymere) oder mit Fluorophorgruppen derivatisiert
sind.”™*¥ Ahnlich wie Dendrimere zeichnen sich auch fluo-
reszierende Polymere durch hohe molekulare Absorptions-
koeffizienten aus und fungieren als effiziente Lichtsammel-
antennen. Als nachteilig fiir Anwendungen als Fluores-
zenzmarker in Biokonjugaten erweisen sich jedoch die Grof3e
und Polydispersitdt der Polymere. Die Emission fluoreszie-
render Polymere lésst sich nicht genau lokalisieren, da die
Energieiibertragungsprozesse entlang der gesamten Poly-
merkette ablaufen und daher diffus sind.” Als punktuelle
Donoren in FRET-Anordnungen koénnen Polymere daher
nicht genutzt werden. Breite Anwendung fanden fluoreszie-
rende Polymere dagegen als fluoreszierende Schichten und
diinne Filme in Biosensoren.[”**”

Polymerbasierte FRET-Anordnungen werden in hoch-
empfindlichen Biotestsystemen eingesetzt, wobei man ein als
»Superquenching bekanntes Phanomen nutzt. Dieses beruht
darauf, dass bestimmte fluoreszierende Polymere, die elek-
trostatische Wechselwirkungen mit niedermolekularen Ver-
bindungen eingehen, als starke Fluoreszenzloscher fungie-
ren.” Das Superquenching kommt durch einen sehr effizi-
enten Energieiibertragungsmechanismus zustande, der in
Losung und auf Oberfldchen moglich ist. Der Effekt wurde
zum Nachweis von DNA-Hybridisierungen (Abbildung 6,
unten),”™ fiir SNP-Analysen® und Proteasenachweise!""”
genutzt. Basierend auf diesem Konzept entwickelten Swager
und Mitarbeiter Polymersensoren mit verstirkter Fluores-
zenz (,amplified fluorescent polymer sensors*) zum Nach-
weis von Sprengstoffen und biologischen Riickstén-
den 71041921 Syuperquenching tritt auch in Konjugaten aus
Gold-Nanopartikeln und fluoreszierenden Polymeren auf;1%]
derartige Systeme sind fiir Biotests interessant.

2.6. Photochrome Farbstoffe

Jovin definiert photochrome Verbindungen als ,,Verbin-
dungen mit der Eigenschaft, auf eine Bestrahlung mit Licht
geeigneter Wellenliinge mit einem reversiblen Ubergang zwi-
schen zwei Strukturen zu reagieren, wobei die Strukturen un-
terschiedliche Absorptionsspektren (und in einigen Fillen
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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-Fluoreszenzléschung vermindert. Nach erneuter Photokonversi-
on mit weiflem 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-Verhiltnis = 5 nach Photokonversion der SP- zur MC-Form. d) Effekt von
pcFRET auf die Photolumineszenz eines Quantenpunkts (zunichst Wechsel von WeiRlicht zu UV). Wiedergabe in verinderter Form nach Lit. [106]

mit Genehmigung der American Chemical Society.

Fluoreszenzspektren) —aufweisen.“!'"  Was photochrome

Farbstoffe zu besonders interessanten FRET-Acceptoren
macht, ist die Moglichkeit, den Acceptor (und damit den
FRET-Vorgang) mit Licht reversibel an- und ausschalten zu
konnen. Aufbauend auf diesem Konzept lassen sich viele in-
teressante FRET-Anordnungen entwerfen.

Zu den bekanntesten photochromen Verbindungen
zdhlen die Spiropyrane und funktionell verwandte Molekiile.
Die Molekiile 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 7 a)."*

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-Schaltvorgiingen ohne photophysikalische Ermii-
dung erzielt." Ein weiteres pcFRET-System besteht aus
einem Nitrospiropyran-Acceptor, der mit einem Porphyrin-
Donor in Form der freien Base oder im Komplex mit Zink
verkniipft ist.'*

Ein System bestehend aus einem Quantenpunkt als
Donor, der von mehreren Spiropyran-Acceptoren umgeben
ist, wurde ebenfalls fiir pcFRET-Anordnungen untersucht
(Abbildung 7b-d).'%! Uber die Zahl der Acceptoren um den
zentralen QD-Donor wird die pcFRET-Effizienz zwischen 25
und 50% moduliert. Andere photochrome Farbstoffe sind
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substituiertes Perfluorcyclopenten, Dithienylethene, substi-
tuierte Oxazolylfulgide und Bismutvanadat-Pigmente.'7-1%)
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
Umschaltmoglichkeit stehen zwei ineinander umwandelbare
FRET-Sensoren mit unterschiedlichen photophysikalischen
FEigenschaften in einer einzigen Anordung zur Verfiigung.
Die Wellenldnge fiir den Schaltvorgang kann so gewihlt
werden, dass sie nicht mit der Absorption des Donors iiber-
lappt. Jovin sagt voraus, dass pcFRET-Anordungen wichtige
Probleme bei der quantitativen zellbasierten FRET-Analyse
16sen konnen (hohe lokale Sensordichten, irreversibles Aus-
bleichen des Farbstoffs bei kontinuierlichen Messvorgén-
gen).'" Eine echte Anwendung des pcFRET-Verfahrens in
einem biologischen System steht bislang aber noch aus.

3. Biologische Materialien
3.1 Natiirliche Fluorophore

Es gibt viele natiirlich vorkommende fluoreszierende
Biomolekiile, darunter verschiedene enzymatische Cofakto-
ren und die aromatischen Aminosduren Tryptophan (Trp),
Tyrosin (Tyr) und Phenylalanin (Phe), die hier im Mittelpunkt

stehen (Schema 3).?! Der groBte Vorteil, den diese Amino-
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Schema 3. Struktur der drei fluoreszierenden aromatischen Aminosiu-
ren Phenylalanin (Phe: QY=0.02, 7~ 7 ns, 1,~260 nm,

Aem™282 nm), Tryptophan (Trp: QY=0.13, 7~ 3 ns, A,~295 nm,
Aem™=353 nm) und Tyrosin (Tyr: QY =0.14, t=3-4 ns, 1,~275 nm,
Jrem 2304 nm) 21100

sduren als Fluorophore bieten, ist ihre endogene Prédsenz in
Proteinen und Peptiden und die Leichtigkeit, mit der sie re-
kombinant in Proteine oder durch Synthese in naszierende
Peptide eingefiihrt werden konnen. Die starke UV-Absorp-
tion von Proteinen bei 280 nm (die meist zur Quantifizierung
verwendet wird) und die Emission bei 340-360 nm riihren
hauptsédchlich vom Indolring des Tryptophans her, wihrend
Tyrosin und Phenylalanin nur einen geringen Anteil beitra-
gen.?

Wegen der fast vernachléssigbaren Quantenausbeute von
ca. 0.02 ist Phenylalanin fiir FRET-Anwendungen weniger
geeignet, auBler vielleicht fiir Anordungen innerhalb von
Proteinen. Tyrosin ist anfillig fiir Fluoreszenzloschungen und
geht Energietibertragungen auf Tryptophan ein. Damit ver-
bleibt Trp als die am besten geeignete Aminosdure fiir
FRET-Anwendungen (siche  Ubersichtsartikel — sowie
Lit. [2,20,110]). Ein mogliches Problem bei einer FRET-
Anordnung mit Trp liegt darin, dass die Anregungslinien und
alle D/A-Farbstoffe auf den UV-Bereich beschrénkt sind. Die
Trp-Fluoreszenz ist auBerdem umgebungsempfindlich, sodass
eine Platzierung tief im Inneren eines Proteins zu anderen
Ergebnissen fithrt als etwa die Markierung eines kleinen
Peptids. Als ein Beispiel fiir Proteinfluoreszenz sind in Ab-
bildung 8 die Absorptions- und Emissionspektren des mal-
tosebindenden Proteins (MBP) gezeigt. MBP gehort zur Su-

15 1.5
—e— MBP-Absorption
~—&— MBP-Emission

1.0 4 F1.0

A IF
0.5 0.5
L
0.0 ¢ 0.0
250 300 350 400 450
Alnm

Abbildung 8. Normalisiertes Absorptions- und Emissionsprofil
(Aex=280 nm) des maltosebindenden Proteins (MBP;
M, =2 44.000).1>129]
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perfamilie der bakteriellen periplasmatischen Bindeproteine
(bPBPs) und enthilt 8 Trp-, 15 Tyr- und 15 Phe-Reste.™!

Es gibt eine groe Zahl von Beispielen, die die vielseiti-
gen Moglichkeiten 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.!'"! Mit Trp als Donor lassen
sich auch die Bindungsaffinitéten fiir die DEAD-Box-RNA-
Helicase DdpA mit fluoreszierenden Nucleotidanaloga als
Acceptoren messen.''?! Ein Trp-Rest im Zentrum einer Re-
duktase zusammen mit dem Coenzym NADPH als Fluores-
zenzloscher wurde zur Bestimmung von Bindungsaffinitdten
genutzt.">) Trp-Reste innerhalb der Melibose-Permease von
E. coli, die als Energielieferanten fiir ein fluoreszierendes
Zuckeranalogon fungieren, wurden durch sequenzielle Mu-
tagenese identifiziert.""! 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 verldngerte
Struktur einer Mutante mit der Parkinsonschen Krankheit
zusammenhingt." Trp wurde auch als Acceptor fiir ein
Nitrilphenylalanin als Donor eingesetzt, um die Konforma-
tion eines 14 Reste langen amphipathischen Peptids zu un-
tersuchen."" Die Abstinde zwischen den Helices im trans-
membrandren M13-Procoat-Protein wurden mit Tyr als
Donor und Trp als Acceptor durch FRET gemessen.''” Bei
anderen FRET-Anordnungen dient Trp als Donor und eine
Chrom(IIT)-Gruppe als Acceptor,'™® oder es findet ein
FRET-Homotransfer zwischen zwei Trp-Resten statt."”]

FRET zwischen einzelnen Aminosdureresten ist am
wirksamsten bei Abstinden unter etwa 50 A, was ideal fiir
Untersuchungen innerhalb eines Proteinmolekiils ist. Die
Forster-Abstéande R, fiir 14 Kombinationen mit Trp als Donor
und einem Farbstoff als Acceptor sind in Lit. [30] tabelliert;
sie decken einen Bereich von 12 bis 40 A ab.*" Verallge-
meinert ldsst sich angeben, dass Trp-Reste, die an einer fast
beliebigen Stelle in einem kleineren Protein vorliegen
(Durchmesser <30 A; M, < 30000), mit einem geeigneten,
innerhalb der Proteinstruktur verankerten Farbstoff als
Donor oder Acceptor wirken koénnen. Sind mehrere Trp-
Reste vorhanden, so tragen diese in unterschiedlichem
Ausmal entsprechend ihrem Abstand zum FRET bei. Bei der
vergleichsweise einfachen Einfiihrung von Mutationen in
Proteine sollte die Entwicklung von Modulen mit fluores-
zierenden Resten, die man an interessierende Proteine an-
héngt, kein grofSeres Problem darstellen. Diese konnten als
effiziente Donoren mit einem sehr grolen Absorptionsquer-
schnitt das Signal eines FRET-basierten Biosensorproteins
verstdrken oder als Tandemdonor fiir ein fluoreszierendes
Protein oder als Lichtsammelkomplex wirken. Beim gegen-
wartigen Interesse an den Strukturen und Funktionen von
Proteinen sind die Moglichkeiten dieser endogenen Fluoro-
phore sicher noch nicht ausgeschopft.

3.2. Fluoreszierende Proteine

Fluoreszierende Proteine (FPs) werden immer haufiger in
FRET-Anwendungen eingesetzt, und die Techniken und
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Materialien werden stindig verbessert. Das Konzept, ein
Fluorophor molekularbiologisch an das fiir das Zielprotein
codierende Gen anzuhingen und so ein fluoreszierendes
Fusionsprotein zu erzeugen, hat klare Vorteile: Fluorophor
und Protein werden gemeinsam intrazelluldar exprimiert und

wenn man sie sichtbar macht, lassen sich Lokalisierung und
[14,20,21]

relative Expressionshohe ableiten.

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

Das griin 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 aufgeklirt."™ Eine
ausgezeichnete Ubersicht iiber das GFP und seine photo-
physikalische Funktion stammt von Tsien.””) Das GFP wurde
vor mehr als 40 Jahren erstmals beschrieben, kloniert wurde
es allerdings erst in den frithen 90er Jahren. Entscheidend fiir
seine breite Anwendung war der Nachweis, dass das Gen in
anderen Organismen exprimiert werden kann, weil die co-
dierende Sequenz allein alles enthélt, um den Chromophor
reifen und funktionieren zu lassen.”’”! Die entscheidenden
Gruppen im Innern des Proteins werden wéhrend der Rei-
fung modifiziert; dabei wird der p-Hydroxybenzylidenimid-
azolinon-Chromophor gebildet, der sich in der zentralen, von
elf B-Strangen 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.”” Durch
Mutation und Selektion gelang es, ein stiarker fluoreszieren-
des und stabileres GFP zu erzeugen. Dariiber hinaus wurden
Varianten erhalten, die blau, cyan und gelb fluoreszieren
(BFP, CFP bzw. YFP).”!! Das rot fluoreszierende Protein
DS Red wurde 1999 kloniert. Es stellte sich als obligates Te-
tramer heraus, das langsam von griin nach rot reift.?"12122l
Tsien entwickelte ein monomeres rot fluoreszierendes Pro-
tein (mRFP) und mehrere andere rote Fluorophore, die er
nach den Farben von Friichten benannte.”"'*! Andersfarbige
FPs wurden aus Korallen kloniert; diese scheinen ebenfalls
tetramer zu sein.”! In Abbildung 10 sind die Absorptions-
und Emissionsprofile repriasentativer FPs dargestellt.

Daneben gibt es kommerziell erhéltliche FPs, wie etwa die
rote/grilne Reihe der von den Phycobilisomen abgeleiteten
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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."!

PBXL-Fluorophore.'” Bei diesen handelt es sich um stabi-
lisierte multichromophore supramolekulare Proteinkomple-
xe, die mit Proteinen vernetzt werden kénnen. Die groflere
Zahl von Fluorophoren sorgt fiir eine erheblich hohere
Empfindlichkeit.

Fluoreszierende Proteine werden vorwiegend zur In-vivo-
Markierung von Zellen eingesetzt. Sie sind in plasmid-
codierter Form erhiltlich und so konstruiert, dass man Pro-
teine entweder N- oder C-terminal anbringen kann. Die
Plasmide erméglichen 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 fiir ein BFP bis etwa
0.79 fiir ein Wildtyp-GFP und hingen hauptsichlich davon
ab, welche Mutationen vorgenommen wurden und wie die
endgiiltige Struktur des Chromophors aussieht.”!! Die meis-
ten FPs sind relativ groBe Proteine (25 bis 30 kDa und
groBer); ein Protein dieser GréBe an ein anderes Protein zu
binden, kann dessen funktionelle Integritit beeintrichti-
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gen.? FPs konnen auch im Zentrum eines Proteins oder an
intra- oder extrazelluliren Doménen platziert werden, dabei
lassen sich korrekte Faltung, Insertion und Fluoreszenz al-
lerdings nie gewéhrleisten. FPs, die Dimere und Tetramere
bilden, konnen zur Erzeugung von difunktionellen Chiméren
dienen.?""'?' Es kann oft mehrere Stunden dauern, bis ein FP
vollstandig gereift und der endgiiltige Chromophor gebildet
ist, und in dieser Zeit konnen sich Absorption und Emission
noch verschieben. FPs reagieren auch auf pH-Wert, Tempe-
ratur, O,-Konzentration und andere Umgebungsbedingun-
gen.”” 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.! Wie in Abbildung 10 zu
sehen ist, konnen die meist breiten Absorptions-Emissions-
Profile eine Multiplexanalyse behindern.

Tsiens Strategie fiir FRET-basierte FP-Indikatoren war
der Ausgangspunkt fiir eine neue Klasse genetisch codierter
Sensoren zur Uberwachung intrazelluldrer Analyte.*'?" Die
urspriinglichen Konstrukte (,,Chaméileons®) waren fiir die
Bestimmung von Calcium gedacht und bestanden aus linea-
ren Fusionaten aus BFP oder CFP als Donoren und ver-
stirkten GFP- oder YFP-Acceptoren, die Calmodulin und
das calmodulinbindende Peptid flankieren.'”” Bei der Bin-
dung von Ca’" wickelt sich Calmodulin um das Peptid, sodass
die flankierenden FPs ndher zusammenkommen und der
FRET verstarkt wird. Nach dieser Strategie entwickelten
Frommer und Mitarbeiter eine Serie intrazelluldrer Sensoren
bestehend aus FPs, die an die N- und C-Termini von bPBPs
fusioniert waren.'?1% Der Prototyp bestand aus MBP, das
mit einem verstiarkten CFP-Donor (ECFP) am N-Terminus
und einem YFP-Acceptor am C-Terminus fusioniert war
(Abbildung 11).1'”) MBP gehort einer Uberfamilie von Bin-
deproteinen an, die iiber eine zentrale Gelenkregion binden.
Bei der Bindung von Maltose kommt es im Bereich dieser
Gelenkregion zu einer Konformationsidnderung. Durch die
Bewegung riicken die beiden FPs enger zusammen und ver-
stirken die FRET-Effizienz, was sich in einem steigenden

—
o0

+ Maltose

ﬁFP

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 Domi-
nen des MBP. Die zentrale Bindestelle des MBP befindet sich zwi-
schen den beiden Dominen. Ohne Maltose nehmen die beiden FPs
die Konformation mit maximalem Abstand ein, und der FRET ist mini-
mal. Wenn Maltose gebunden wird, durchliuft das MBP eine Kon-
formationsinderung, die die beiden FPs raumlich annahert; dadurch
steigt der FRET an, was sich anhand des Verhiltnisses der YFP- und
CFP-Emissionen verfolgen lasst (vgl. Abbildung 12).0'*?!

FRET

www.angewandte.de

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

I. L. Medintz et al.

Emissionsverhiltnis von Acceptor zu Donor niederschlégt
(Abbildungen 11 und 12).

27
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| I I
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n
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£ pou® A
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Abbildung 12. a) Konfokales Bild eines in Hefe exprimierten Maltose-
FP-Sensors. Die Fluoreszenz wird im Cytosol emittiert, nicht aber in
der Vakuole. MaRstab 1 pm. b) Anderung der Maltosekonzentration im
Cytosol einer Hefe, die einen Maltosesensor mit einem K -Wert von

25 pm exprimiert. Die Kurve zeigt das Emissionverhiltnis als Funktion
der Maltoseaufnahme fiir eine einzelne Hefezelle. Die Abbildung
wurde von W. Frommer, Stanford University, zur Verfligung gestellt;
Wiedergabe mit Genehmigung der National Academy of Sciences
USA.I%)

Andere Sensoren registrieren Glucose und Ribose, aller-
dings bewegen sich hier die FPs bei Bindung des Analyten
voneinander weg, sodass das D/A-Fluoreszenzverhiltnis
steigt.'?*13% Die iiberlappenden Absorptions- und Emissi-
onsspektren in FP-Mehrfachfusionaten ergeben nur gering-
fiigige Signaldnderungen in FRET-Anordungen, weshalb eine
empfindliche optische Ausriistung erforderlich ist. Biosenso-
ren, die auf diesem allgemeinen Tandem-FP-Design basieren,
sind inzwischen auch fiir Kinasen, Ligasen, verschiedene in-
trazellulire Second Messenger und Proteasen entwickelt
worden.!"*]

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 Konformationsdnderung des Proteins bei der Bindung
von Nucleotiden durch FRET-Analyse verfolgt werden
konnte.™" Hoffmann et al. beschrieben eine Kombination
von CFP mit dem FIAsH-System zur Markierung eines G-
Protein-gekoppelten Rezeptorsystems.” Die zweifache
Markierung dieses Rezeptors mit CFP und YFP ermdéglichte
zwar noch die Rezeptoraktivierung, verhinderte aber die Sig-
nalweiterleitung ins Zellinnere. Ersetzt man YFP durch einen
FlAsH-Farbstoff, so wird die normale Signalweiterleitung
zugelassen.*

Fiir die praktische Handhabung solcher FPs kann auf
mehrere Handbiicher zuriickgegriffen werden.?* Das zu-
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nehmende Interesse an FPs fiir intrazellulire FRET-An-
wendungen hat zur stindigen Verbesserung und zur Ent-
wicklung von verstiarkten GFPs gefiihrt, die weniger emp-
findlich gegen Umgebungseinfliisse sind.?” Durch Mutation
und Selektion lieBen sich monomere RFPs aus den ur-
spriinglichen Tetrameren und Dimeren entwickeln.['*'%]
Nguyen und Daugherty entwickelten ein optimiertes CFP-
YFP-Paar mit einem 20fachen FRET-Signalverhiltnis (ver-
glichen mit einem dreifachen Verhiltnis beim urspriinglichen
Konstrukt).!3* Mit diesem D/A-Paar sollte es moglich sein,
FP-FRET-Sensoren auch in Fillen 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.!*

3.3. Enzymatisch erzeugte Biolumineszenz

Enzymatisch erzeugte Biolumineszenz (BL) ist eine na-
tiirliche Erscheinung, die sich bei manchen Kéfern, Bakterien
und Meeresorganismen findet. Bei der Biolumineszenz wird
das Substrat Luciferin durch das Enzym Luciferase in Ge-
genwart von O, und eventuell einem Cofaktor wie ATP oxi-
diert.®1% Bei der Oxidation von Luciferin entsteht ein an-
geregtes Molekiil, das unter Lichtemission zerfallt
(Schema 4). Die Biolumineszenz wird in vielen biologischen
Testsystemen als Messgrofe genutzt.14014)

Licht, das von einem BL-System emittiert wird, kann auf
einen Acceptor iibertragen werden.*'" Dieser als BRET
(resonanter Biolumineszenzenergietransfer) bezeichnete
Prozess ist eine Variante von FRET und ist dhnlich effizient
wie dieser bei Donor-Acceptor-Abstinden von 10 bis
100 A" Bei BRET-Systemen mit einer Luciferase als
Donor wird in den meisten Féllen GFP als Acceptor ver-
wendet, das auch der physiologische Acceptor bei lumines-
zierenden Organismen ist."*!%! Der wichtigste Vorteil von
BRET-Anordungen besteht darin, dass keine Lichtquelle zur

a)

/\/\/\\/\//\O
+ FMNH,

aliphatischer Aldehyd

bakterielle
Luciferase, O,

b)
Ho_~_s n._/COOH
TCINHS]/ Ho o ATP

Gliihwiirmchen-
Luciferase, O,, Mg

Luciferin

©) 7\

o, \ y ©H Renilla-

Luciferase, + O,
e

Apoaequorin + Ca®' @/ N‘ J
HO H PN

\\/

Coelenterazin Coelenteramid

Schema 4. Biolumineszenzsubstrate sowie enzymatische Reaktionen verbreiteter Luciferasen:
a) aliphatisches Aldehydsubstrat der bakteriellen Luciferase; b) Struktur und Reaktion von Lu-
ciferin, dem Substrat der Glihwiirmchen-Luciferase; c) Coelenterazin, das Substrat der auch

im Apoaequorin vorkommenden Renilla-Luciferase.
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Anregung des Donors nétig ist, sodass Probleme wie Licht-
streuung, hohe Hintergrundstrahlung und direkte Anregung
des Acceptors entfallen.!'*! Da auBerdem der Donor oder
auch Donor und Acceptor in der Zelle als Fusionsproteine
exprimiert werden konnen 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.!'*]

Mit BRET-Reporterpaaren wurden Protein-Protein-
Wechselwirkungen in vivo verfolgt, darunter das Zusam-
menwirken von Clock-Proteinen,!*4 Insulin-Rezeptor-Akti-
vititen™* %2 ynd die Echtzeitiiberwachung der intrazelluli-
ren Ubiquitinierung.'*) Wihrend als Acceptor normaler-
weise GFP oder ecine seiner Varianten dient, wird die als
Donorkomponente fungierende Luciferase oft variiert. Am
hiufigsten werden Luciferasen aus terrestrischen oder mari-
nen Bakterien, dem eukaryotischen Glithwiirmchen und aus
der Koralle Renilla eingesetzt (Tabelle 2). Luciferasen kata-
lysieren die Oxidation von reduziertem Flavinmononucleotid
(FMNH,) und einem langkettigen aliphatischen Aldehyd in
Gegenwart von O, unter Abstrahlung von blauem Licht
(Schema 4a).5*151 Weil FMNH, an der Luft schnell oxidiert
wird, erzeugt diese Luciferase kein kontinuierliches Leuch-
ten, sondern nur kurze Lichtblitze.'*) Zusammen mit der
Tatsache, dass die Expression der entsprechenden Gene in
Saugerzellen keine einfache Prozedur ist, schrinkt dies die
Verwendung der bakteriellen Luciferasen stark ein. Bis heute
gibt es keine Berichte iiber BRET-Anwendungen mit bakte-
riellen Luciferasen.

Am hiufigsten wird das Luciferase/Luciferin-Paar aus
Gluihwiirmchen als BL-Reportersystem eingesetzt. Die
Gliuhwiirmchen-Luciferase katalysiert die Oxidation von
Luciferin in Gegenwart von ATP unter Abstrahlung von gelb-
griinem Licht (Schema 4b)."* Zunichst wird sehr intensives
Licht emittiert, das dann in eine langanhaltende Lumineszenz
ibergeht. Die Zugabe von Coenzym A kann helfen, eine
stabilere, sehr intensive Lumineszenz zu erhalten, die iiber
mehrere Minuten zerfillt."™>”) Eingekapseltes Luciferin, das
speziell fiir eine intrazelluldre Freiset-
zung konzipiert wurde, ist kommerziell
erhiltlich."™! Nach Transport in die
Zelle kann das Luciferin entweder
durch UV-Licht oder durch intrazellu-
lare Esterasen aktiviert werden. Das
Luciferase/Luciferin-System aus Gliih-
wiirmchen ist wahrscheinlich am besten
fir BRET-basierte Donoren geeignet,
denn es hat eine hohe Quantenausbeute
(0.88) und lisst 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-Antikorper-Bin-
dungen zu verfolgen™! oder Protein-
Protein-Wechselwirkungen sichtbar zu
machen. !

+ Licht (490 nm)

+ Pyrophosphat
+ Licht (560 nm)

+ Licht
(430480 nm)
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Tabelle 2: Charakteristika verbreiteter Enzyme, die biolumineszente und chemilumineszente Reaktionen katalysieren.

Enzym Gen M, [kDA] Substrate Cofaktoren A, Bemerkungen Lit.
Biolumineszenz
bakterielle Luciferase ~ Lux 80 (Dimer) aliphatische Aldehyde FMNH,, 490 begrenzte Einsatz- [136,154,155]
(Vibrio, Photobacterium, 0, méglichkeiten
Xenorhabdus)
Gluhwiirmchen-Lucife- Luc 61 (Monomer)  Luciferin®, ATP 560 Coenzym A verstirkt [156-160]
rase (Photinus pyralis) verkapseltes Luciferin Lumineszenz; BRET-
Acceptoren: Cy3/Cy5,
DS Red
Renilla-Luciferase Ruc, 35 (Monomer) Coelenterazin, keine 475 Autolumineszenz [138,147,164,165]
hRluc Coelenterazin (h, n)," 442-473
Coelenterazin cp, 9
DeepBlueC 395
Gaussia-Luciferase hGluc 20 (Monomer)  Coelenterazin keine 480 [e] [167-169]
Aequorin 22 (Monomer)  Coelenterazin, f, h, hep, ~ Ca®* 445-475 [f] [139,172]
(aus Aequorea victoria cp und n
oder rekombinant)
Chemilumineszenz
Meerrettichperoxidase 44 (Glycopro- Luminol, Isoluminol, H,0,# 411-425 [h] [183-185]
tein) Lumigen, Acridan
alkalische Phosphatase 106 (Homo- 1,2-Dioxetane (Lumigen, keine 480, 530 [i [191,192]
(Pandalus borealis) dimer) Lumi-Phos, CDP-Star)
Luciferin = [a] b-(—)-2-(6"-Hydroxy-2"-benzothiazolyl)thiazolin-4-carbonsiure. [b] Erhiltlich von Molecular Probes, Promega. [c] Molecular Probes,

Biotium. [d] Perkin Elmer (BRET2). [e] Prolume und NEB. [f] Lux Biotech und Molecular Probes. [g] Verstirker: Luciferin, Fluorescein, Phenole.
[h] Aureon Biosystems, Vector Labs, Alpha Innotech. [i] Michigan Diagnostics.

Die Renilla-Luciferase (RLuc) katalysiert die Oxidation
von Coelenterazin zu Coelenteramid unter Aussendung von
blauem Licht (Schema 4c¢).®® Die Quantenausbeute von
RLuc ist zwar deutlich niedriger als die der Glithwiirmchen-
Luciferase (0.07), doch sind die Experimente einfach durch-
zufiihren, weil keine Cofaktoren benotigt werden. Anderer-
seits zeigt RLuc eine gewisse Autolumineszenz, was die
Empfindlichkeit der Messungen beeintréchtigt. Trotz dieser
Einschridnkungen ist das Renilla-Luciferase/Coelenterazin-
System der erste und wahrscheinlich am meisten verwendete
Donor fiir BRET-Anordnungen.["* Beispiele fiir seine An-
wendung umfassen die Visualisierung der Dimerisierung des
B-adrenergen Rezeptors!'*"1%? und der Bindung des insulin-
dhnlichen Wachstumsfaktors II an das zugehorige Bindepro-
tein in lebenden Zellen."! Auch zwei neue Renilla-Gene mit
der Bezeichnung ARluc, die fiir die Expression in Sdugerzel-
len optimiert sind, wurden entwickelt (Tabelle 2). Die Emis-
sion der Renilla-Luciferase kann iiber das Coelenterazin-
Substrat moduliert werden, und es sind mehrere Analoga mit
unterschiedlichen Emissionsspektren verfiigbar.['0+1%]

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 héhere
spektrale Auflosung zwischen Donor und Acceptor.

Eine Luciferase aus Gaussia (hGluc) wurde fiir die Ex-
pression in bakteriellen und Sdugerzellen optimiert.['¢19"] Bei
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einem Molekulargewicht von nur 20 kDa (verglichen mit
35kDa bei Renilla) weist hGluc dhnliche spektrale Eigen-
schaften auf wie Rluc und vermeidet dabei Probleme im
Zusammenhang mit sterischen Hinderungen, wie sie bei chi-
miren Fusionaten oft auftreten. In Sdugerzellen exprimierte
Gaussia-Luciferase leuchtet bis zu 1000-mal heller als Luci-
ferase aus nativer Renilla."® hGluc wurde als Reporter ge-
nutzt, um DNA-Hybridisierungen zu verfolgen"*’! und Bak-
terienzellen zu iiberwachen;"'®! iiber 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°C emittiert.™”)

Aequorin aus Quallen ist ein Ca*'-empfindliches biolu-
mineszierendes Photoprotein, das aus der Luciferase Apo-
aequorin im Komplex mit seinem Substrat Coelenterazin
besteht (Schema 4c¢).'"! Die blaue Biolumineszenz von Ae-
quorin wird durch Ca’*-Ionen ausgelost.' 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."”” 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 Ca®" unterdriickte."’¥
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Im Allgemeinen wird BRET mit den beschriebenen en-
zymatischen Donoren fiir In-vivo-Untersuchungen verwen-
det. Dariiber hinaus ergeben sich Einsatzmoglichkeiten fiir
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 iiberfiihrt wird.'**! In Schema 5 und Ta-
belle 2 sind einige CL-Substrate zusammen mit ihren Enzy-

a) o
~ NH RP - -CO0™
(I w — ‘/Lcoo +N, + Licht
NH. O H,0,, OH™ NH (425 nm)
2 2
Luminol
b) o, OAr o
NN HRP A A .
K [ J ‘ ]J + Licht
SN H.O NN (530 nm)
R 2 R
Acridan
c) T
— o*
. i OMe N
)/\Q—KE\ alkalische Phosphatase ‘/; ‘OMe | Energietransfer Licht
T) ) (480, 530 nm)
OPO;Na,

angeregtes Singulett

Adamantyl-1,2-dioxetan

Schema 5. Chemilumineszenzsubstrate sowie enzymatische Reaktio-
nen von Meerrettichperoxidase (HRP) und alkalischer Phosphatase.
a) Luminol; b) Acridan (auch verestert erhiltlich); c) Adamantyl-1,2-
dioxetan (Substrat fiir alkalische Phosphatase und andere Enzyme).

men aufgefiihrt. 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.!"***1™1"l Einige Beispiele fiir resonanten
Chemilumineszenzenergietransfer (CRET) sind zwar be-
kannt,''%] 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 fiir HRP, wobei
am haufigsten Luminol und seine Derivate verwendet werden
(Schema 52a).%%] Tn Gegenwart von Wasserstoffperoxid
oxidiert HRP Luminol zu einer lumineszierenden Verbin-
dung, die blaues Licht emittiert (425 nm). Luminol wird meist
in Kombination mit einem Verstirker wie Luciferin, Fluo-
rescein oder einem Phenol eingesetzt."*'*"! Acridanderivate
werden durch HRP zu lumineszierenden instabilen Acridin-
estern umgesetzt, die unter Aussendung von gelbem Licht
(530 nm) zerfallen (Schema 5b); ihre Lumineszenzintensitét
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ist dabei groBer als die von Luminol."®1%! Alkalische Phos-
phatase wird oft genutzt, um die Oxidation von 1,2-Dioxeta-
nen als luminogenen Substraten zu Kkatalysieren (Sche-
ma 5¢).""2l Da 12-Dioxetane sehr instabil sind, wurden
stabilere Substrate wie Adamantyl-1,2-dioxetanphosphat
entwickelt (Michigan Diagnostics). Dioxetane werden meist
in Verbindung mit Verstiarkern geliefert, die die Stabilitdt und
Lichtausbeute steigern und auch den Spektralbereich durch
Energieiibertragung auf einen anderen Fluorophor verbrei-
tern. Auf diese Weise konnen zwei Emissionswellenldngen
erhalten werden (480 und 530 nm). Dioxetane werden auch
von anderen Enzymen wie (3-D-Galactosidase, 3-Glucosidase,
B-Glucuronidase, Arylesterase, Arylsulfatase und Neurami-
nidase umgesetzt.

Bislang wird CRET noch vorwiegend fiir Reportersyste-
me genutzt, jedoch bietet die groBe Zahl verfiigbarer re-
kombinanter Enzyme in Verbindung mit preisgiinstigen
kommerziellen Substraten und der moglichen Kontrolle der
Emissionswellenldnge geniigend 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 fiir Energietransferanwendungen in
der biophysikalischen Forschung. Bahnbrechende Arbeiten
auf diesem Gebiet stammen von Selvin und Mitarbeitern."*
Es gibt vier Lanthanoide — Terbium, Europium, Samarium
und Dysprosium -, die im sichtbaren Bereich emittieren.
Wegen ihrer hoheren Intensitdt werden meist Tb- und Eu-
Kationen verwendet.

Fiir biophysikalische Anwendungen werden Lanthanoid-
Kationen typischerweise mit einem Chelatliganden komple-
xiert, der unterschiedliche Funktionen erfiillen muss (Abbil-
dung 13): 1) Das Lanthanoid muss einen festen Komplex mit
dem Liganden bilden, damit hohe thermodynamische und
photochemische Stabilitdten gewéhrleistet sind, und gleich-
zeitig muss es von den fluoreszenzloschenden Einfliissen der
umgebenden Losung abgeschirmt sein. Als Chelatliganden
dienen oft Polyaminocarboxylate, Pyridine oder Salicylsidu-
ren.”1% 2) Lanthanoid-Ionen haben sehr viel niedrigere
Extinktionskoeffizienten (~1M'cm™') als herkémmliche
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 iibertréagt
die Energie auf das Lanthanoid-Kation. 3) Der Chelatligand
sollte eine reaktive Gruppe zur Konjugation an ein Biomo-
lekiil tragen.

Gegenwirtige Forschungsschwerpunkte betreffen die
Verbesserung der Antennengruppen und die Entwicklung
von Methoden zur direkten Konjugation von Antennen und
Chelatliganden an Termini oder Seitenketten wachsender
Peptide.'"”>*! Die zurzeit verwendeten Abstandhalter zur
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Abbildung 13. Struktur der LanthaScreen-Tb-Sonde von Invitrogen; die
einzelnen Funktionalititen sind hervorgehoben. Als Linker dient meist
ein NHS-Ester oder eine Isothiocyanat/Maleimid-Gruppe.

Konjugation der Sonden sind relativ lang und flexibel, was zu
einer gewissen Ungenauigkeit in den Analysen fiihrt. Direkt
angebrachte Sonden sollten genauere Messungen der D-A-
Abstdnde zulassen. Lanthanoidsonden sind unter anderem
erhdltlich bei CIS-Bio International (Cryptat-Sonden),
Perkin Elmer, InVitrogen (LanthaScreen) und Amersham
Biosciences (Europium-TMT-Chelate).

Langlebige Donoren (Fluoreszenzlebensdauern v >
100 ns bis mehrere ms) haben eine Reihe technischer Vorteile
gegeniiber konventionellen Fluoreszenzfarbstoffen (r = 1-
5ns). Am wichtigsten ist die Moglichkeit, durch zeitaufge-
loste Messungen Hintergrundfluoreszenz auszuschliefen
(direkte Anregung, Streuung und Autofluoreszenz von Zellen
und Biomolekiilen) und damit die Empfindlichkeit drastisch
zu erhohen. Lanthanoidsonden haben auferdem mehrere
diskrete und scharfe Emissionsbanden und groBe Stokes-
Verschiebungen, sodass die D/A-Emission weit weg von der
Anregungswellenlinge gemessen werden kann (Abbil-
dung 14). Dadurch ist es mdoglich, Lanthanoidsonden mit
einer Vielzahl von Acceptorfarbstoffen zu kombinieren.
Terbium zeigt beispielsweise eine gute spektrale Uberlap-
pung mit Fluorescein, Rhodamin und Cy3. Eine Liste pas-
sender Farbstoffe mit den zugehorigen Forster-Abstdnden R,
findet sich in der Ubersicht von Selvin.[!*!

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 Dipoliiber-
génge statt wie bei konventionellen Farbstoffen, sodass auch
die gleiche Abhingigkeit von 7° auftritt wie bei FRET. Wegen
der hohen Quantenausbeute der Lanthanoidsonden (0.1-0.4)
liegen die Forster-Abstinde R, bei bis zu 100 A. Bei der
Bestimmung der spektralen Uberlappung ist jedoch Vorsicht
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Abbildung 14. Emissionsprofil der LanthaScreen-Tb-Sonde
(Aex,max =343 nm).

geboten, weil einige der Emissionsbanden durch kombinierte
magnetische und elektrische Dipoliibergiinge entstehen,
wobei nur die elektrischen Uberginge eine nennenswerte
Energieiibertragung  ermoglichen.'”  Fiir zeitaufgeloste
Messungen sind komplexere Gerdteaufbauten als fiir stati-
sche Messungen notig. Da die Fluoreszenz jedoch langlebig
ist (us bis ms), konnen immerhin einfachere Apparaturen
verwendet werden als bei konventionellen Farbstoffen, deren
Fluoreszenz im Bereich von ns zerfillt. So gibt es bereits viele
Lesegerite fiir Mikrotiterplatten, die im genannten Zeit-
fenster Messungen der Fluoreszenzlebensdauer ermoglichen.
In LRET-Experimenten mit Lanthanoidsonden werden
meist konventionelle Farbstoffe als Acceptoren verwen-
det.”™ Gemessen wurden z.B. die Aktivititen von Enzymen,
darunter Telomerase, Caspase, Helicase und Phosphata-
se.'81%] Ein Eu/Cy5-D/A-Paar wurde zum Hochdurchsatz-
Screening auf antimikrobielle Wirkstoffe genutzt.?™ Das
gleiche Eu/Cy5-Paar wurde auBlerdem fiir kompetitive Im-
munassays auf Albumin im Urin und fiir nichtkompetitive
Assays auf Morphin eingesetzt.?"?” Tsourkas et al. entwi-
ckelten molekulare Leuchtmarker mit Tb- und Eu-markier-
ten DNA-Donoren und zeigten, dass zeitaufgeloste Messun-
gen mit diesem LRET-Paar weder einen Fluoreszenzloscher
noch eine Haarnadelstruktur an der lanthanoidmarkierten
Sonde erfordern.”™ Mit LRET zwischen Tb als Donor und
Cy3 als Acceptor lieB3 sich auch die Hybridisierung von DNA
verfolgen.”™ Lanthanoidsonden wurden auBerdem zur Auf-
klarung biologischer Strukturen eingesetzt, z. B. zur Bestim-
mung von Konformationsdnderungen von Ionenkanélen und
Enzymen, zum Nachweis einer transmembrandren Signal-
iibertragung durch spannungsempfindliche Segmente inner-
halb eines funktionellen Kaliumkanals und zur Abstand-
messung in diinnen Muskelfilamenten, 13205207
Sigma-Aldrich bietet eine Serie reaktiver Ruthenium-
Komplexe an (Schema 6), die urspriinglich von Lakowicz als
Anisotropiemarker zur Messung der Rotationsdynamik von
Proteinen entwickelt wurden.’?”! Diese Ru-Komplexe
haben Lebensdauern von ca. 500 ns und befinden sich in
dieser Hinsicht ndher an den organischen Farbstoffen als an
den Lanthanoiden. Ahnlich wie bei den Lanthanoidsonden
besteht der Hauptvorteil darin, dass man die Fluoreszenz
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Schema 6. Struktur des kommerziell erhiltlichen Ru-Komplexes, der
standardmiRig in Messungen mit langlebiger Fluoreszenz eingesetzt
wird.

selektiv bestimmen kann, nachdem die Hintergrundfluores-
zenz abgeklungen ist. Ru-Komplexe haben verhiltnisméaBig
niedrige Extinktionskoeffizienten (14500m'cm™) und
niedrige Quantenausbeuten (0.05), doch das wird wieder
ausgeglichen durch die lange Lebensdauer, die hohe Licht-
stabilitét, relativ groBe Stokes-Verschiebung und eine Ab-
sorption fast im gesamten sichtbaren Wellenldngenbereich
(Abbildung 15). In LRET-Anwendungen wurden Ru-Kom-

i Absorption Emission
I 05 0‘
®
1 '
0.0 - T . ]
400 500 600 700 800
Alnm

Abbildung 15. Absorptions- und Emissionsprofil des in Schema 6 ge-
zeigten Ru-Komplexes.

plexe als Donoren in direkten und kompetitiven Immunas-
says auf humanes Serumalbumin genutzt.?* In einem ande-
ren Fall wurde ein umgebungsempfindlicher Sudan-III-
Diazo-Acceptorfarbstoff an einen Ru-Komplex in Silicagel
gekuppelt und zum LRET-Nachweis von CO, verwendet.[*'”
In einem seltenen Beispiel fiir die Verwendung des Komple-
xes als Acceptor wurde ein glucosebindendes Protein mit
einem umgebungsempfindlichen Acrylodanfarbstoff und
einem Ru-Komplex markiert.”") Das Acrylodan reagiert in-
direkt auf die Glucose (die zugleich die Proteinkonformation
beeinflusst), nicht dagegen der Ru-Komplex, der daher als
interner Standard fiir ratiometrische Messungen diente.
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Andere Verbindungen fiir LRET-Anordnungen wurden
kaum untersucht. Die langlebigen Sonden konnten relativ
einfach mit Dark Quenchern kombiniert werden — wegen der
zeitlich getakteten Detektion eriibrigt sich dies jedoch. Mit
dem Aufkommen zeitauflosender Fluorimeter werden sicher
mehr langlebige Sonden in LRET-Tests eingesetzt werden,
vor allem wegen ihres exzellenten Signal-Rausch-Verhilt-
nisses.

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

Gold-Nanopartikel werden immer hiufiger in FRET-
Anwendungen eingesetzt, meist wegen ihrer ungewohnlich
effizienten Fluoreszenzloschung. Gold und andere Edelme-
talle zeigen einige Besonderheiten, z. B. Plasmonresonanz im
sichtbaren Bereich (meist mit groBen Extinktionskoeffizien-
ten um 10°M 'cm™!), stabile, nichtfluktuierende Signalinten-
sitdten und Resistenz gegen Ausbleichung. Eine ausgezeich-
nete Ubersicht iiber die Eigenschaften von Gold-Nanoparti-
keln, einschlieBlich der etwas unklaren Unterscheidung zwi-
schen Clustern und Kolloiden, findet sich bei Daniel und
Astruc.?"

Neben den iiblichen Randbedingungen fiir FRET-An-
ordnungen spielen GroBe und Form der Gold-Nanopartikel
eine wichtige Rolle. In detaillierten Studien wurde zum einen
die Fluoreszenzloschung von Farbstoffen bestimmt, die in
festem Abstand von der Oberfliche verschieden groBer
Gold-Nanopartikel (1-30 nm) angebracht waren, sowie um-
gekehrt von Farbstoffen, die in unterschiedlichen Abstinden
(2-16 nm) von der Oberfliche 6 nm groBer Gold-Nanoparti-
kel fixiert waren.”¥) Es wurde gefunden, dass fast alle Gold-
Nanopartikel nicht nur den strahlungslosen Zerfall des an-
geregten Farbstoffzustandes verstdrken, sondern auch die
Strahlungsemission verringern, wobei bereits 1 nm grofie
Partikel eine Effizienz von >99% Fluoreszenzloschung er-
reichten.

Gold-Nanopartikel konnen in unterschiedlichen Grofien
entweder durch Citratreduktion (16-147 nm Durchmesser)
oder nach dem Brust-Schiffrin-Verfahren (1.5-5.2 nm) her-
gestellt werden.” Einer der wichtigsten Vorteile von Gold-
Nanopartikeln besteht darin, dass Biomolekiile mit expo-
nierten Thiolgruppen iiber die Bildung einer Gold-Schwefel-
Bindung direkt an die Nanopartikel angeheftet werden
konnen. Gold-Nanopartikel konnen auch mit schwefelhalti-
gen Liganden zur Reaktion gebracht werden, die spezielle
terminale Gruppen enthalten (z.B. Carbonsduren oder
Amine), die ihrerseits fiir die nachfolgende Biokonjugation
verwendet werden konnen. Alternativ dazu bietet Nanopro-
bes 1.4nm groBe 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 ]
Krauss und Mitarbeiter entwickelten ein System, bei dem der
molekulare Marker, meist ein organischer Farbstoff, auf einer
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Abbildung 16. Aufbau einer Gold-Nanopartikelsonde: Wenn sich die
geschlossene Haarnadelstruktur bildet und dadurch Donor und Accep-
tor in unmittelbare rdumliche Nihe gebracht werden, wird die Fluores-
zenz des Farbstoffs gelscht.”™ Eine Hybridisierung mit der einzel-
strangigen Ziel-DNA 6ffnet die Struktur der molekularen Sonde und
bewirkt eine raumliche Trennung des Gold-Nanopartikels und des
Farbstoffs, wodurch die Fluoreszenz steigt.

Goldoberfliche immobilisiert ist.**?*) Die an Gold-Nano-
partikeln oder Gold-Oberfldchen 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).2' Kiirzlich

hy;,

in

L

hy,

out

Abbildung 17. Goldbeschichtete Mikrotiterplatte fiir den kompetitiven
Immunassay zur Detektion von Atrazin.”'"! Sobald die farbstoffmarkier-
ten Antikérper an das immobilisierte Atrazin auf der Goldoberfliche
binden, kommt es zur Fluoreszenzldschung des Farbstoffs. Freies Atra-
zin in Lésung konkurriert mit dem Toxin auf der Goldoberfliche, ver-
hindert damit die Bindung des Antikérpers an die Oberflache und stei-
gert die Farbstoff-Fluoreszenz.

wurden Gold-Nanopartikel auch als Fluoreszenzloscher fiir
Halbleiter-Quantenpunkte (QDs) getestet (siche Abschnitt
4.3). Die Hybridisierung zweier komplementirer einzel-
strangiger DNA-Stiicke, von denen eines mit einem QD, das
andere mit einem 1.4nm groBen Gold-Nanopartikel ver-
bunden war, wurde mittels FRET verfolgt (Abbil-
dung 18).282% Auch die Bildung von nanoskaligen Assozia-
ten zwischen entgegengesetzt geladenen QDs und Gold-Na-
nopartikeln in Losung wurde mit FRET nachgewiesen.”
Ebenfalls beschrieben wurde ein Inhibierungs-Assay mit
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Abbildung 18. Testsystem zur Detektion der DNA-Hybridisierung
anhand der Fluoreszenzléschung bei der Anbindung einer goldmar-
kierten einzelstrangigen Ziel-DNA. 1-3) Fluoreszenzsignal der Oberfli-
che nach Zugabe des Goldtargets nach t=0 min (1), 5 min (2),

15 min (3). Die Abbildung wurde von T. Melvin zur Verfiigung gestellt;
Wiedergabe mit Genehmigung der Royal Society of Chemistry.?'®

Streptavidin-beschichteten QDs und Biotin-funktionalisier-
ten Gold-Nanopartikeln (Abbildung 19).%2!] Die Ergebnisse
dieser Studien weisen darauf hin, dass solche FRET-Anord-
nungen ein erhebliches Anwendungspotenzial haben.
Hauptsichliche Vorteile sind das niedrige Hintergrundsignal,
die verbesserte Empfindlichkeit sowie die Moglichkeit,
sowohl die Gold-Nanopartikel als auch die QDs mit biolo-
gisch aktiven Gruppen zu beladen.

Normalerweise werden Goldpartikel wegen ihrer fluo-
reszenzloschenden Eigenschaften eingesetzt; eine andere
Anwendungsmoglichkeit, bei der stark fluoreszierende Gold-
QDs verwendet werden, wurde kiirzlich von Dickinson und
Mitarbeitern beschrieben.>?%! Ahnlich wie Halbleiter-QDs
haben diese Gold-QDs durchstimmbare Emissionsmaxima,
die mit zunehmender GréBe der Nanocluster in den lédnger-
welligen Bereich verschoben werden. Fluoreszierende Gold-
QDs konnen in FRET-Anordnungen als Donoren und Ac-
ceptoren eingesetzt werden, und wenn man die Oberflidchen
mit Poly(amidoamin)-Dendrimeren (PAMAM) stabilisiert,
konnten die freien Aminogruppen des Dendrimers fiir Bio-
konjugationen genutzt werden. Klar ist, dass Gold-Nanopar-
tikel und Gold-Oberflachen fiir FRET-Messungen noch
wenig erforscht sind, dass aber viele neue Anwendungen in
naher Zukunft erwartet werden kénnen.

4.2.2. Metall- und Silicium-Nanopartikel

Das Interesse an optoelektronischen Einzelmolekiilma-
terialien fiihrte zu einer intensiven Erforschung der Fluores-
zenzeigenschaften kleiner metallischer Nanopartikel.??>%
Stabilisierte Cluster aus nur wenigen Edelmetallatomen
zeigen interessante Emissionseigenschaften.” ! Die Fluo-
reszenz von Edelmetall-Nanopartikeln kann sehr intensiv
sein, es ist aber schwer, die Emissionswellenldngen gezielt
abzustimmen.”””) Neben Gold-Nanopartikeln haben auch
Silber-Nanopartikel interessante optische Eigenschaften wie
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Abbildung 19. Oben: Kompetitiver Inhibitions-Assay zum Nachweis
von Avidin anhand der Fluoreszenzléschung von Quantenpunkten in
Gegenwart von Gold-Nanopartikeln. Durch die Bindung der Biotin-
funktionalisierten Goldpartikel gelangen diese in raumliche Nihe zu
den Streptavidin-markierten QDs; es kommt zu FRET und dem Nach-
lassen der Photolumineszenz der QDs. Avidin in Loésung konkurriert
mit den Streptavidin-QDs um die Biotin-Goldpartikel und andert dabei
den FRET. Unten: Dosis-Wirkungs-Kurve des Assays. Die Abbildung
wurde von E. Oh zur Verfiigung gestellt; Wiedergabe mit Genehmi-
gung der American Chemical Society.?"

formabhingige Absorption und sehr intensive Fluores-
zenz.”?% Rupfer-Nanopartikel sind weniger gut untersucht;
sie weisen einen groB3en Plasmonresonanzpeak im Sichtbaren
und ungewohnliche nichtlineare optische Eigenschaften
auf 12342361

Ein weiteres Material mit ebenfalls interessanten opti-
schen Eigenschaften sind Silicium-Nanopartikel, die sich
durch eine intensive gro3enabhéngige Photolumineszenz und
breite Anregungsspektren auszeichnen. 2! Wegen ihrer
Brillanz und ihrer Resistenz gegen Ausbleichung wurden Si-
Nanopartikel als Fluoreszenzmarker fiir DNA iber-
priift,?22l und aufgrund ihrer nichttoxischen Eigenschaften
konnten sie Halbleitermaterialien fiir In-vivo-Anwendungen
ersetzen.”! Die Synthese und Stabilisierung von Si-Nano-
partikeln bleibt schwierig, wenngleich es inzwischen einige
praktikable Methoden gibt.[?**]

Wiesner und Mitarbeiter entwickelten als CU-Dots be-
zeichnete Hybridnanopartikel (CU: Cornell University) mit
fluoreszierendem Kern und einer Siliciumhiille.**! Zur Syn-
these dieser Hybride werden Farbstoffmolekiile kovalent an
eine Siliciumvorstufe gekuppelt und zu einem farbstoffrei-
chen Kern kondensiert. AnschlieBend werden Silicium-Sol-
Gel-Monomere zugegeben, um an der Aullenseite ein dich-

Angew. Chem. 2006, 118, 4676 — 4704

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

teres Siliciumnetzwerk aufzubauen. Wegen ihrer Lichtstabi-
litat, Anpassungsfiahigkeit und einfacher Oberflichenmodi-
fikation ist mit Anwendungsmoglichkeiten von Si-basierten
Nanopartikeln als FRET-Donoren zu rechnen.

Besonders erwédhnenswert sind mit fluoreszierenden
Farbstoffen beschichtete Metall-Nanopartikel, bei denen
Plasmonverstiarkereffekte in vielen Versuchen bestdtigt
wurden.?*2! Hierbei findet ein Energietransfer vom ange-
regten Zustand des Fluorophors zur Plasmonresonanz der
néchstliegenden Metalloberfldche oder des nichstliegenden
Metallpartikels statt, wodurch die Anregungs- und Emissi-
onseigenschaften des  Fluorophors stark  verédndert
werden.?*?! Die Plasmonverstirkung verkiirzt auBerdem
die Lebenszeit des angeregten Zustandes des Fluorophors,
wodurch dessen Stabilitdt verbessert wird (verminderte
Ausbleichung). Metalltyp, GroBe des Nanopartikels und
GroBe 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.’*>*! Damit die Plasmonverstirkung funktioniert, muss
der Abstand zwischen Fluorophor und Metall sorgfiltig ein-
gestellt werden.*?* Der Effekt wurde bereits genutzt, um
die FRET-Effizienz zwischen DNA-gebundenen Fluoropho-
ren zu steigern,?™! 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.?*!:2?!
Ausfiihrliche Ubersichten hierzu finden sich in Lit. [263-268].
QDs haben einzigartige photophysikalische Eigenschaften,
die sie als Marker fiir biologische Systeme interessant
machen, darunter relativ hohe Quantenausbeuten, molare
Extinktionskoeffizienten, die zehn- bis hundertmal hdher
sind als die von organischen Farbstoffen, und eine hohe Re-
sistenz gegen Ausbleichung und chemischen Abbau.?**2%" Im
direkten Vergleich mit organischen Farbstoffen gibt es meh-
rere Eigenschaften, durch die sich Quantenpunkte besonders
auszeichnen: 1) grofenabhingige Photolumineszenzemissi-
on; 2) breite Absorptionsspektren und groBe Stokes-Ver-
schiebungen, was die Anregung von gemischten QD-Popu-
lationen mit nur einer Wellenldnge und weit von den Emis-
sionswellenldngen entfernt ermoglicht (Abbil-
dung 20).[2637265269.270]

Fir FRET-Anwendungen bedeutet dies, dass QDs tiber
ihre Partikelgroe abgestimmt oder ,angewahlt* werden
konnen, um eine moglichst optimale spektrale Uberlappung
mit einem Acceptorfarbstoff zu erzielen (Abbildung 21).%""
Mit zunehmender spektraler Uberlappung nimmt auch der
Forster-Abstand R, zu, was zusammen mit der hohen Quan-
tenausbeute der QDs FRET-Anordnungen iiber grofere
Abstéande ermoglicht. Da sich QDs bei fast jeder Wellenlidnge
unterhalb der Emissionswellenlédnge anregen lassen, konnen
Anregungswellenldngen gewéhlt werden, die einem Absorp-
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Abbildung 20. a) Korrelation zwischen Emissionsmaxima und der
Gréfe von QDs aus bindren und terndren Halbleitern. b) Absorption
und Emission von sechs QDs (in Puffer), die fiir verschiedene Testsys-
teme genutzt wurden.”® 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 Verfii-
gung gestellt; Wiedergabe mit Genehmigung von Science.®!

tionsminimum des Acceptors entsprechen, sodass die direkte
Anregung minimiert wird.

QDs fiir biologische Testsysteme sind kommerziell er-
hiltlich (Quantum Dot Corporation und Evident Technolo-
gies). Zur Vereinfachung der Biokonjugation gibt es QDs mit
Avidin- oder anderen Proteinbeschichtungen. QD-Synthesen
sind in mehreren Ubersichten ausfiithrlich beschrie-
ben.[??-20.27221] Dje gegenwiirtig besten QDs fiir biologische
Anwendungen bestehen aus einem CdSe-Kern und einer
ZnS-Hiille (siche z.B. Abbildung 22). Die Hiille passiviert
den Kern, schiitzt ihn vor Oxidation und Auslaugung und
verbessert gleichzeitig die Photolumineszenz.***>*"1 Da
QDs meist ausgehend von unloslichen Salzen synthetisiert
werden, sind sie nicht selbst wasserloslich. Daher miissen die
urspriinglich fiir die Synthese verwendeten organischen Li-
ganden gegen eine difunktionelle Hiille ausgetauscht werden,
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die zum einen an den QD bindet und zum anderen 16slich-
keitsvermittelnd wirkt und mogliche Ankniipfungspunkte fiir
eine Biokonjugation zur Verfiigung 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 beschrénkt, wahrend
bei anderen die PartikelgroBe deutlich zunimmt. Ubersichten
finden sich in Lit. [263,265].

Es gibt mehrere Strategien zur Anbindung von QDs an
Biomolekiile, z. B. kovalente Kupplung,?*':2*? elektrostatisch
vermittelte oder metallaffinitdtsvermittelte Selbstorganisati-
on und Biotin-Avidin-Reaktionen [263.265267.268.275.276] A pdere
bindre und ternédre Halbleitermaterialien, die zur Herstellung
von QDs herangezogen wurden, sind ZnS, CdS, CdTe, PbSe
und CdHgTe mit Emissionswellenldngen, die vom UV bis
zum IR reichen (Abbildung 20a).%32%%]

Die geringe GroBe der Quantenpunkte fithrt zu einem
interessanten Dilemma, denn sie kann einen Vorteil und eine
Einschriankung zugleich bedeuten: Die Grofie der zwei-
schichtigen CdSe/ZnS-QDs, deren Emissionspektren in Ab-
bildung 20b gezeigt sind, reicht von ca. 50 A Durchmesser fiir
die 510-nm-QDs bis etwa 80 A fiir die 610-nm-QDs (nicht
gerechnet die umhiillenden Liganden, die nochmals zwischen
20 und 100A zur Gesamtgrofle beitragen kon-
nen).?3271.276277] Fijr viele Biokonjugate, die mit einem QD
als Donor und einem farbstoffmarkierten Protein als Ac-
ceptor versehen sind, kann der Forster-Abstand R, innerhalb
des QD-Radius liegen, wodurch die FRET-Effizienz fiir ein
Paar aus einem einzelnen QD-Donor und einem einzelnen
Acceptor relativ niedrig wird.**”"! 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 erhdhen kann. 227!

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,?"?”! QD-basierte Sensoren
fiir Maltose und TNT,*?®! oberflichenfixierte QD-FRET-
Nanoassoziate,”””) QD-FRET-basierte reagensfreie Biosen-
soren,™ die photochrome Farbstoffkontrolle von QD-
Donor-FRET!"" und die FRET-basierte Strukturaufklirung
von QD-Protein-Biokonjugaten (Abbildung 23).”*" Dariiber
hinaus wurde untersucht und aufgezeigt, wie man zwei sehr
unterschiedliche Fluorophorklassen mit einem Groflenun-
terschied von mehreren GroB3enordnungen in FRET-Syste-
men einsetzen kann.

Weitere QD-FRET-Ansitze nutzen die komplementiren
Bindungseigenschaften von DNA, um Gold-Fluoreszenzlo-
scher an QDs zu binden,”™! oder greifen auf die Fluores-
zenzloschung von QDs durch Gold zuriick, um Avidin-Biotin-
Wechselwirkungen zu verfolgen.’”!! 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.””
QDs wurden auch als mogliche FRET-Donoren fiir moleku-
lare Leuchtmarker untersucht.”® QDs, die tief in Lipidvesi-
keln eingebettet waren, wurden als Donoren fiir den Test auf
Wechselwirkungen mit anderen fett- und wasserloslichen
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Farbstoffen verwendet.”® Seit lingerem wird die

-14

127 T o “ Moglichkeit diskutiert, QD-Donoren als FRET-Pho-
Nl ! tosensibilisatoren in der photodynamischen Tumor-

1.01 _g_ 2107 A therapie einzusetzen, 22!
S: %10~ g E ? Weit weniger Beispiele gibt es fiir die Verwendung
0.8+ 0 von QDs als Acceptoren. Dies konnte zwei Griinde
oL, A 450 500 Asfgm 600 650 hab.en: .1) Das br(.eiFe Absorptionsprofil und die hohen
064 Extinktionskoeffizienten von QDs fithren dazu, dass
—e— 510 QD PL ein QD ebenso gut oder gar besser angeregt werden
g =z ggg 83 Et kann als die meisten anderen Donoren. 2) QDs haben
' Cy3-Absorption eine ldngere Lebensdauer (z = 10-50 ns) als typische
fluoreszierende Farbstoffe (r = 1-5ns).?””’ Damit
0.2+ ergibt sich die Chance, eine andere Klasse von Fluo-
rophoren, etwa langlebige Lanthanoid-Chelatkom-
0.0 plexe, gezielt als Donoren einzusetzen, um eine Ei-
450 560 550 6(I]0 650 700 genschaft, die sich bei klassischen organischen Farb-
A stoffen nicht findet, fiir einen FRET-Prozess zu

Abbildung 21. Normalisiertes Absorptionsspektrum von Cy3 und Emissionsspek-
tren dreier QD-Ldsungen. Der Einschub zeigt die Uberlagerungsfunktionen J(1),
die die Méglichkeit verdeutlichen, die QD-Emission iiber eine GréfRenverinde-
rung zu beeinflussen und so die spektrale Uberlappung mit dem Acceptor zu
optimieren. Wiedergabe mit Genehmigung der American Chemical Society.

FITC GFP qdot
(x 5)
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grod SAV 1gG

v g R

—
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Abbildung 22. GréRenvergleich zwischen QDs und vergleichbaren Ob-
jekten: FITC (Fluoresceinisothiocyanat), griin fluoreszierendes Protein,
CdSe/ZnS-QD (griin: 4 nm, rot: 6.5 nm Durchmesser), grod (stib-

chenférmiger QD), SAV (Streptavidin), maltosebindendes Protein, IgG

(Immunglobulin G). Die Abbildung wurde von X. Michalet zur Verfu-
£.1265]

gung gestellt; Wiedergabe mit Genehmigung von Scienc

Abbildung 23. Seitenansicht einer MBP-Struktur, die sich an der Ober-
fliche 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-
standen verwendet, um die Struktur des MBP-Biokonjugats aufzulé-
sen. Wiedergabe mit Genehmigung der National Academy of Sciences
USA.IZS]]
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nutzen. Aufgrund der einzigartigen photophysikali-
schen Eigenschaften der QDs kann davon ausgegan-
gen werden, dass FRET-basierte biologische Testsys-
teme kiinftig verstarkt Anwendung finden.

[271]

5. Multi-FRET-Systeme

Natiirlich vorkommende Multi-FRET-Systeme finden
sich beispielsweise in den Lichtsammelkomplexen der Phy-
cobilisomen.” " Die Funktion dieser supramolekularen
Komplexe, die in blaugriinen Cyanobakterien, Rotalgen und
kryptomonaden Algen auftreten, besteht darin, den Wellen-
langenbereich fiir die Photosynthese in marinen Biotopen zu
verbreitern. Phycobilisomen bestehen aus zahlreichen Phy-
cobiliprotein-Untereinheiten, die pigmentiert oder farblos
sein konnen; ihre Zusammensetzung variiert stark je nach
Lichtqualitit und Organismus.?"2!!

Ein Beispiel fiir eine Multi-FRET-Funktion in einem
Phycobilisom ist die Lichtabsorption durch das Phycobili-
protein R-Phycoerythrin mit anschlieBendem Energietransfer
auf C-Phycocyanin und von dort aus auf Allophycocyanin.
Letzteres ist wiederum iiber einen Chromophor mit dem
Photosystem II des Photosynthesekomplexes verbunden.
Glazer und Stryer zeigten, dass diese Tandem-FRET-Sonden
fir Anwendungen als empfindliche zelluldire Markierungen
und Immunassays angepasst werden kénnen.”>??! Einzeln
sind diese Fluorophore in der kommerziell erhéltlichen
PBXL-Serie enthalten."”! Die Energieiibertragungseffizienz
in diesem System liegt bei fast 100 %.

Biologisch inspirierte synthetische Multi-FRET-Systeme
sind vor allem in zwei komplementéren Anordnungen ein-
gesetzt worden. Im ersten Fall werden definierte biologische
Strukturen herangezogen, um Fluorophore prézise zu plat-
zieren oder auszurichten.>*2*2%! Im zweiten, umgekehrten
Fall nutzt man definiert angebrachte Fluorophore, um bio-
logische Strukturen aufzukliren.%”

Die am besten geeignete biologische Struktur fiir Multi-
FRET-Anwendungen ist DNA. Diese bietet mehrere Vor-
teile: 1) vorhersagbare Strukturen und Reaktionen; 2) Fluo-
rophore konnen an spezifischen Positionen -eingefiihrt
werden;® 3) mit mehreren Farbstoffen markierte Oligonuc-

www.angewandte.de

Chemie

4697



4698

Aufsiitze

leotide konnen an einen komplemen-
tiren Strang hybridisiert werden;**
4) die Orientierung der angehefteten

FRET 1
Anregung

Fluorophore kann gesteuert
werden.7 530
Es besteht die Moglichkeit, DNA- QD

Molekiile mit Fluorophoren oder
Thiol-, Amin-, Biotin- und anderen
Modifikationen an spezifischen termi-
nalen oder internen Positionen zu
synthetisieren. Fine Veridnderung des
D-A-Abstandes ist in dieser Anord-
nung einfach und ermoglicht eine
Feinabstimmung der FRET-Effizi-
enz.?3% 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 Abstdnde zwischen drei Fluorophoren an einem
Desoxyribose-Riickgrat verdnderten und so unterschiedliche
Emissionsraten fiir jede Farbe erzeugten (Schema7). In
dieser Anordnung gelingt es, mit einer einzigen Wellenldnge
anzuregen und unterschiedliche Emissionsraten als spezifi-
sche FRET-Signaturen auszuwerten. Die CFET-Marker
haben sich bereits in Genotypisierungstests bewihrt.[?*>2%]

Emission

525 nm
Anregung

488nm‘\\\3s

FAM B Emission

HO. \
O ‘ TN 585 nm
¢ ET1 L ET-2><
o G0
ﬁjFJKW\/\*v“ ° /”\”>/
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A I

O"°N
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670 nm

Schema 7. Struktur eines CFET-Markers, der durch Kupplung der Chromo-
phore an modifizierte Thymidinreste eines Nucleotid-Riickgrats erzeugt
wird. Der FAM-Donor wird bei 488 nm angeregt und tibertragt Energie auf
das proximale TAM und das terminale Cy5. TAM wirkt als ,Zwischentréager®,
der die Energie zum Cy5 weiterleitet. Der Abstand zwischen FAM und TAM
wird tber die Zahl der Zuckerphosphatreste m eingestellt, wihrend die Zahl
n den Abstand zwischen TAM und Cy5 festlegt. Durch Veréndern der Ab-
stinde lisst sich die Emission steuern, sodass eine spezifische ratiometri-
sche Signatur entsteht. Der CFET-Marker kann am Punkt g an die DNA an-
gehingt werden; auch dieser Abstand lisst sich einstellen.?>?*? Das
Schema wurde von A. Tong zur Verfligung gestellt.
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Emission
Anregung

Maltose

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-
kiil markiert sind (Absorptionsmaximum 556 nm, Emissionsmaximum 570 nm). -Cyclodextrin,
ein Analogon des primidren Analyten Maltose, wird mit Cy3.5 markiert (3-CD-Cy3.5, Absorptions-
maximum 575 nm, Emissionsmaximum 595 nm); es bindet spezifisch in der MPB-Bindetasche
und vervollstindigt den Sensorkomplex. Eine Anregung des QD |6st die FRET-1-Anregung des
MBP-Cy3 aus; die Energie wird durch FRET-2 auf 3-CD-Cy3.5 weitergeleitet. Bei Zugabe von Mal-
tose wird [3-CD-Cy3.5 verdringt, und die Emission von Cy3 steigt an.

Mit MBP wurden auch mehrere proteinbasierte Multi-
FRET-Anordnungen getestet.’®l Hellinga et al. nutzten
eine orthogonale Proteinmarkierung, um ein dreifach mar-
kiertes MBP zu erzeugen: FAM, Tetramethylrhodamin
(TMR) und Cys5 bildeten eine FRET-Staffette, die auf Mal-
tose mit der Anderung des FRET-Verhiltnisses zwischen
FAM und Cy5 reagierte, wiahrend das zentrale TMR als
Zwischenstation fungierte.” In einem anderen Ansatz wurde
ein Cy3-MBP-Konjugat als Zwischentriger 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-
Verdringungssensor beruht auf der Anderung des FRET-
Verhiltnisses zwischen der MBP-Cy3- und MBP-Cy3.5-
Emission, wobei der Sensor durch den primir angeregten
Quantenpunkt betrieben wird (Abbildung25). Mithilfe
dieses Ansatzes konnten Lidngenbeschrinkungen der Ana-
lytsysteme, die durch die begrenzten D-A-Abstinde verur-
sachten werden, iiberwunden werden.”? Mit einer Multi-
FRET-Anordnung aus 148 Donoren und 24 Acceptoren
wurde die Struktur des Tarantel-Hamocyanins aufgeklzrt.F!
Eine FRET-Anordnung mit drei Fluorophoren wurde auch in
einem Hochdurchsatz-Wirkstoffscreening eingesetzt.”® In
einer kiirzlich veroffentlichten Studie wurden drei organische
Farbstoffe in Silicium-Nanopartikel eingebaut, wobei die

2100 p-CD-Cy3.5
.
B-CD-Cy3. 5 \
5 | 3x108
3x10 MBP-Cy3 \ \\ X y
N\ 2100 |
// \ /)
oL Tsteigender \550 570 580 590 600 610 620
2x10° |
530 QD Maltosegehalt
\
525 560 595 630 665 700 735
Alnm

Abbildung 25. Messung des Maltosegehalts mit der in Abbildung 24
gezeigten Anordnung. Einschub: VergréRerung der MBP-Cy3- und f3-
CD-Cy3.5-Fluoreszenzanteile. Wiedergabe mit Genehmigung der
Nature Publishing Group.
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Langenauflésung (%PL/A)

150
RIA
Abbildung 26. a) Aufbau des FAM-DNA-Gold-Systems: Ein Ende der
DNA wird mit FAM, das andere mit einem 1.4 nm grofRen Goldpartikel
versehen. Flexible Cg-Linker sorgen dafiir, dass die anhingenden Reste
beweglich sind (Unschirfekegel OR). Die Bindung von M.EcoR-I-Me-
thyltransferase biegt die DNA um 128°, wobei der Abstand R in R’
tibergeht, sodass sich auch der D-A-Abstand édndert. b) Energietrans-
fereffizienz als Funktion des FAM-Au-Abstandes R. Gefiillte Symbole
entsprechen DNA-Langen 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-
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FRET-Emissionssignaturen iiber das Verhdltnis der Farb-
stoffanteile abgestimmt wurden.*™ Diese Strategie setzt auf
ein funktionelles Hybrid, das Silicium-Nanopartikel 2!
CU-Dots?*! und TransFluospheres®™! miteinander kombiniert.

Multi-FRET-Systeme haben ein riesiges Potenzial zur
Aufklarung von Proteinstrukturen und -wechselwirkungen,
und eine lohnende Strategie fiir ihren Aufbau beruht insbe-
sondere auf der Kombination von unterschiedlichen Typen
funktionalisierter Fluorophore.

6. Neue Materialien

Seit einigen Jahren gibt es zunehmende Bestrebungen, die
Lingenbeschréankungen konventioneller FRET-Anwendun-
gen (R, = 60-90 A, r = 100-120 A) aufzuheben. Zum Bei-
spiel wurde erkannt,'” dass manche FRET-Parameter, ein-
schlieBlich R, ,,plastischer” reagieren als man anhand der
experimentellen Anordnungen erwartet hétte. Insbesondere
bei einer Energieiibertragung von einem Punkt auf eine
Ebene konnte sich die Lingenabhidngigkeit nur mit der 4.
Potenz des Abstandes anstatt mit der 6. Potenz #ndern.!"”
Strouse et al. untersuchten diesen Aspekt, indem sie DNA
variabler Lange an einem Ende mit FAM und am anderen
Ende mit einem 1.4nm groBen Goldcluster markierten
(Abbildung 26).5*! Der Goldcluster wirkt als Dipoloberfli-
che und weist eine Entfernungsabhingigkeit des Oberfld-
chenenergietransfers (SET; surface-energy transfer) von R™
auf. Analog zu R, kann man einen SET-Radius d, extrapo-
lieren.”™! SET-Anordnungen kénnen eine Entfernungsauf-
16sung von bis zu 220 A und mehr erreichen, was den Lin-
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.® Durch Plasmonkopplung lassen sich einzelne Na-
nopartikelpaare bis zu einer Entfernung von 700 A 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
zuriick.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Trotz der vielen Beispiele fiir FRET-Analysen, die in
diesem Aufsatz présentiert wurden, handelt es sich um eine
nach wie vor selten genutzte und leider unterschétzte Tech-
nik. Mogliche Einsatzgebiete sind zahlreich; so greifen die
meisten kommerziellen DNA-Sequenzierer auf Energie-
transferprimer oder -terminatoren fiir die Fluoreszenzmar-

ne Linie die theoretische SET-Effizienz. c) Abstandsabhingige Lingen-
auflésung bei FRET- und SET-Mechanismen. Der Kreuzungspunkt der
Kurven ist die Entfernung, bei der beide Methoden gleiche Auflésung
haben. Die Abbildung wurde von G. Strouse zur Verfiigung gestellt;
Wiedergabe mit Genehmigung der American Chemical Society.**!
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kierung zuriick, da dies den optischen Gerdteaufbau verein-
facht.1%3%=%1 Eg oibt 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 Nachweisgerdte zur Verfiigung stehen,
sondern auch viele Materialien, die als Donoren, Acceptoren
oder beides fiir FRET-Anwendungen geeignet sind. Dariiber
hinaus gibt es zahlreiche Methoden zur Markierung von
Biomolekiilen. Besonders der Einsatz ungewohnlicher
Kombinationen mit anderen Materialien als den {iiblichen
organischen Donor-Acceptor-Farbstoffen wird den Einsatz-
bereich der FRET-Analyse erweitern. Wir prognostizieren,
dass in ndchster Zukunft vor allem sechs Bereiche von der
FRET-Technik profitieren werden: 1) Kinetik der Protein-
und Peptidfaltung; 2) Aufkldrung makromolekularer Wech-
selwirkungen; 3) Mehrfarbanalysen, vor allem in vivo;
4) klinische und In-vitro-Testsysteme; 5) Nanomaterialien;
6) Einzelmolekiil- FRET-Analysen %311

Addendum

Seit Einreichen des Manuskripts sind mehrere wichtige
Arbeiten erschienen, die noch erwidhnt werden sollen. In
einem interessanten Beispiel fiir einen FRET zwischen un-
terschiedlichen Materialklassen nutzten So und Mitarbeiter
einen BRET-Prozess zur Anregung von QDs.? Eine externe
Anregung war nicht erforderlich, und es wurde gezeigt, dass
sich der Ansatz zur In-vivo-Bildgebung von Tiefengewebe
eignet. Fine Multi-FRET-Anordnung bestehend aus fiinf
Perylenbisimid-Farbstoffen an einem Calixaren-Riickgrat
wurde fiir mogliche Anwendungen in Lichsammeleinheiten
entwickelt.’"” Eine weitere interessante Studie befasste sich
mit simultanem Multiplex-FRET mit bis zu vier QD-Dono-
ren." SchlieBlich ist eine sehr informative Ubersicht iiber
BRET-Anwendungen zur Bestimmung von Protein-Protein-
Wechselwirkungen erschienen ']

Abkiirzungen

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,

Forster-Energietransfer

QY Quantenausbeute

GFP griin fluoreszierendes Protein
HRP Meerrettichperoxidase

MBP Maltosebindeprotein
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NP Nanopartikel

pcFRET photochromer FRET

R, Forster-Abstand

SET Oberflichenenergietransfer

SNP Einzelnucleotidpolymorphismus

T Fluoreszenzlebensdauer des angeregten
Zustandes

YFP gelb fluoreszierendes Protein

IM. und K.S. danken dem US Naval Research Laboratory.

Eingegangen am 2. November 2005
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