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Kurzzusammenfassung

Der Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) liefert einen wichtigen Beitrag bei der Untersuchung
kleinskaliger biologischer Systeme und Prozesse. Moglich wird dies durch die r°-Abhingigkeit des FRET,
die es erlaubt Abstinde und strukturelle Anderungen weit unterhalb der Beugungsgrenze des Lichts mit
hoher Sensitivitdt und geringem Aufwand zu bestimmen. Die besonderen photophysikalischen Eigenschaften
von Terbiumkomplexen (LTC) und Quantenpunkten (QD) machen sie zu geeigneten Kandidaten fiir
hochsensitive und stérungsarme Multiplex-Abstandsmessungen in biologischen Systemen und Prozessen.
Die Abstandsbestimmungen setzen jedoch eine genaueste Kenntnis des Mechanismus des Energietransfers
von LTC auf QD ebenso voraus, wie das Wissen um Grofe und Gestalt letzterer. Quantenpunkte haben im
Vergleich zu biologischen Strukturen dhnliche Dimensionen und konnen nicht als punktformig betrachtet
werden, wie es bei einfacheren Farbstoffen moglich ist. Durch ihre Form kommt es zu einer
Abstandsverteilung innerhalb des Donor-Akzeptorsystems. Dies beeinflusst den Energietransfer und damit
die experimentellen Ergebnisse. In dieser Arbeit wurde der Energietransfer von LTC auf QD untersucht, um
zu einer Aussage hinsichtlich des Mechanismus der Energietibertragung und der dabei zu beriicksichtigenden
photophysikalischen und strukturellen Parameter von LTC und QD zu gelangen. Mit der Annahme einer
Abstandsverteilung sollten die Gréen der Quantenpunkte bestimmt und der Einfluss von Form und Gestalt
auf den Energietransfer betrachtet werden. Die notwendigen theoretischen und praktischen Grundlagen
wurden eingangs dargestellt. Daran schlossen sich Messungen zur photophysikalischen Charakterisierung
der Donoren und Akzeptoren an, die Grundlage der Berechnung der FRET-Parameter waren. Die Forster-
Radien zeigten die fiir den FRET von LTC auf QD typischen extrem hohen Werte von bis zu 11 nm.
Zeitaufgeloste Messungen der FRET-induzierten Lumineszenz der Donoren und Akzeptoren in den beiden
biomolekularen Modellsystemen Zink-Histidin und Biotin-Streptavidin beschlossen den praktischen Teil.
Als Donor wurde Lumi4Tb gebunden an ein Peptid bzw. Streptavidin genutzt, Akzeptoren waren fiinf
verschiedene, kommerziell erhiltliche Quantenpunkte mit Carboxyl- bzw. Biotinfunktionalisierung. Bei
allen Donor-Akzeptor-Paarungen konnte FRET beobachtet und ausgewertet werden. Es konnte gezeigt
werden, dass die gesamte Emission des Terbiums zum Energietransfer beitrdgt und der Orientierungsfaktor
k2 den Wert %/; annimmt. Die Charakterisierung der Bindungsverhéltnisse innerhalb der FRET-Paare von
LTC und QD {iiber Verteilungsfunktionen bietet iiber die Form der Verteilungskurve die Mdglichkeit
Aussagen iiber die Gestalt der FRET-Partner zu treffen. So war es mdglich, die mittlere Form der
Quantenpunkte als Sphidre zu bestimmen. Dies entsprach, insbesondere bei den in z-Richtung des
Kristallgitters elongierten Quantenpunkten, nicht den Erwartungen. Dieser Befund ermdoglicht daher bei
zukiinftigen Messungen eine Verbesserung der Genauigkeit bei Abstandsbestimmungen mit
Quantenpunkten. Neben der Ermittlung der die FRET-Verteilung bestimmenden Gestalt der Quantenpunkte
konnte im Rahmen dieser Arbeit anhand vergleichender Messungen die Dicke der Polymerhiille der QD
bestimmt und so gezeigt werden, dass FRET-Paare aus Ilumineszenten Terbiumkomplexen und

Quantenpunkten in der Lage sind, Abstéinde im Nano- bis Sub-Nanometerbereich aufzuldsen.






xi

Abstract

Forster resonance energy transfer (FRET) plays an important role in the study of small-scale biological
systems and processes. This is made possible by the r°-dependence of FRET, which allows for determination
of distances and structural changes far below the diffraction limit of light with high sensitivity and low costs.
The unique photophysical properties of terbium complexes (LTC) and quantum dots (QDs) make them
suitable candidates for high-sensitivity, low-noise multiplex distance measurements in biological systems
and processes. Estimating distances with these FRET-pairs requires a precise knowledge of the mechanism
of energy transfer from LTC to QD as well as the knowledge of size and shape of the latter. Quantum dots
have, compared to biological structures, similar dimensions and therefore can not be considered as point-like,
as it is possible with smaller dyes. Due to their shape, there is a distance distribution within the donor-
acceptor system. This influences the energy transfer and hence the experimental results. In this work, the
energy transfer from LTC to QD was examined to come to a conclusion regarding the mechanism of energy
transfer and the photophysical and structural parameters of LTC and QD to be considered. The adoption of a
FRET-distance distribution due to a size distribution of quantum dots should yield to a size estimation of the
nanoparticles as well as a conclusion of the influence of shape and form on energy transfer. The necessary
theoretical and practical principles were described at the outset of this work. This description of the basic
concepts was followed by the photophysical characterization of the donors and acceptors and the calculation
of FRET parameters. The calculated Forster radii were typical for the FRET from LTC to QD and showed
extremely high values of up to 11 nm. Time-resolved measurements of the FRET-induced luminescence of
donors and acceptors in two biomolecular model binding systems namely zinc-histidine and biotin-
streptavidin binding rounded the practical part. FRET-donors used were commercially available Lumi4Tb
complexes bound to streptavidin or a peptide, respectively. As FRET-acceptors five different commercially
available quantum dots with carboxyl- or biotin-functionalisation were used. For all donor-acceptor pairs
FRET could be observed and evaluated. It could be shown that the whole emission of terbium contributes to
energy transfer. Furthermore the orientation factor k was estimated to have a value of */; when using LTC as
FRET-donors and QD as FRET-acceptors. The characterization of the bonding within the FRET pairs of
LTC and QD with distribution functions allows for statements about the shape of the FRET partners via
shape of the distribution curves. It was possible to determine the average shape of the quantum dots as a
sphere. This outcome was, especially for (in z-direction of the crystal lattice) elongated quantum dots, in the
contrary to the expectations. This finding therefore allows for improving the accuracy of distance
determinations with quantum dots. Based on comparative measurements it was also possible to determine the
thickness of the polymer shell of the QD demonstrating that FRET pairs of luminescent terbium complexes

and quantum dots are capable of determining distances in the nanometer to sub-nanometer range.
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1. Einleitung

1.1 Uberblick und Motivation

In der modernen Analytik biologischer Systeme in vitro und in vivo werden immer héhere Anforderungen an
die Empfindlichkeit und Genauigkeit optischer Untersuchungsmethoden gestellt, sei es bei der Aufklarung
von Proteinstrukturen, der Verfolgung biologischer Reaktionen in situ oder dem Nachweis von
Krankheitsmarkern in Immunoassays. Insbesondere bei Untersuchungen mit dem Ziel der Aufklarung
biologischer Strukturen und Prozesse, die sich meist im Bereich weniger Nanometer bewegen, stoen
herkémmliche optische Methoden allerdings an ihre Grenzen bzw. sind mit groBem apparativen Aufwand

und/oder hohen Kosten verbunden [1].

Anwendungen auf der Basis des Forster-Resonanzenergietransfers (FRET) liefern hier einen wichtigen
Beitrag bei der Untersuchung kleinskaliger biologischer Systeme und Prozesse in Biologie, Biochemie, und
Medizin [2-5]. Moglich wird dies durch die r®-Abhingigkeit des FRET, die es erlaubt Abstinde und
strukturelle Anderungen weit unterhalb der Beugungsgrenze des Lichts mit hoher Sensitivitit und geringem
Aufwand zu bestimmen. Man spricht von Forster-Resonanzenergietransfer wenn Energie iiber Coulomb-
Wechselwirkungen strahlungslos von einem angeregten Donor auf einen Akzeptor in rdumlicher Néhe

iibertragen wird [6,7].

FRET als ,,molekulares Lineal” wurde erstmals vor 40 Jahren von Stryer et al. [8,9] genutzt und wird bis
heute in und ex vivo bis hinunter auf Einzelmolekiilebene fiir Untersuchungen inter- und intramolekularer
Wechselwirkungen angewandt [10-12]. Dabei kommen hauptsichlich FRET-Paare verschiedener Farbstoffe,
fluoreszente Proteine, seltener auch Nanopartikel, vor allem aus Edelmetallen oder Halbleitern wie
Cadmiumselenid, zur Anwendung [13-15]. Der Einsatz von Farbstoffen und fluoreszenten Proteinen als
FRET-Sonden bietet viele Vorteile: Sie sind iiber einen langen Zeitraum und in einer Vielzahl verschiedener
Medien chemisch stabil und einfach zu handhaben. Es gibt unzihlige Kombinationen von Farbstoffen und
fluoreszenten Proteinen mit unterschiedlichsten photophysikalischen Eigenschaften, so dass fiir jedes zu
untersuchende System die passenden Sonden eingesetzt werden kdnnen. Weiterhin haben Farbstoffmolekiile
eine geringe Grofle, was es erleichtert, diese einerseits an die zu untersuchenden Biomolekiile zu binden und
andererseits das zu untersuchende System moglichst wenig zu beeinflussen. Abgesehen von ihrer Grofe trifft
das Genannte ebenfalls auf fluoreszente Proteine zu [16,17]. Diesen Vorteilen stehen einige Nachteile
gegeniiber, die bei der Planung und Durchfiihrung von Struktur- und Abstandsuntersuchungen per FRET
beriicksichtigt werden miissen: Die Lumineszenzlebenszeiten von Farbstoffen und fluoreszenten Proteinen
liegen im Nanosekundenbereich. Dadurch wird eine Unterscheidung zwischen der Autofluoreszenz des
biologischen Mediums, die im selben Zeitbereich stattfindet, schwierig [18]. Dies umso mehr, als eine
schmale Stokes-Verschiebung zwischen Absorption und Emission von Farbstoffen und fluoreszenten

Proteinen sowie breite Emissionsspektren derselben zur Folge haben, dass das gewiinschte FRET-Signal
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zusitzlich von der nicht durch Energietransfer induzierten Lumineszenz iiberlagert wird. Letztlich mul3 das
Signal sowohl von der Autofluoreszenz als auch von der nicht durch FRET verursachten Emission
unterschieden werden, was dulerst schwierig sein kann. Weiterhin ist zu beriicksichtigen, dass der Forster-
Radius, die Donor-Akzeptor-Entfernung, bei der die FRET-Effizienz 50 Prozent betrdgt, von Farbstoffen und
fluoreszenten Proteinen selten sechs Nanometer Ubersteigt [19], was fiir viele Untersuchungen in
biologischen Systemen zu kurz ist. Nicht zuletzt ist auch das Ausbleichen ein Problem vieler Farbstoffe und
fluoreszenter Proteine. Dies fiihrt zu einer Verfilschung des MefBsignals, da die Sonden zwar nicht mehr

fluoreszieren, jedoch weiterhin absorbieren und an ihre FRET-Partner binden konnen.

Die Verwendung von Nanopartikeln, insbesondere aus Halbleitermaterialien, in FRET-Experimenten
ermoglicht es grofere Abstinde zu detektieren, denn ihre im Vergleich zu Farbstoffen und fluoreszenten
Proteinen wesentlich hoheren Extinktionskoeffizienten machen grofere Forster-Radien moglich [16]. Auch
sind Nanopartikel unempfindlicher gegeniiber einem Ausbleichen und, bei geeigneter Beschichtung, ebenso
biokompatibel und problemlos zu handhaben wie Farbstoffe und fluoreszente Proteine. Da in den letzten
Jahren zahlreiche Methoden zur Biofunktionalisierung von Nanopartikeln etabliert wurden, ist die
Untersuchung biologischer Systme mit Hilfe von FRET-Donor-Akzeptor-Paaren aus Nanopartikeln
inzwischen verbreitet [20-22]. Das Problem der mangelnden Trennbarkeit des FRET-Signals von der
Lumineszenz der biologischen Probe und der nicht durch FRET verursachten Emission des Akzeptors bleibt
allerdings auch bei diesen FRET-Sonden bestehen.

Die Kombination von lumineszenten Terbiumkomplexen (LTC) als FRET-Donoren mit Halbleiter-
Quantenpunkten (QD) als FRET-Akzeptoren vereint die beschriebenen Vorteile von Nanopartikeln
(photophysikalische Stabilitdt, extrem hohe Extinktionskoeffizienten) mit der Mdglichkeit der
hintergrundsignalfreien Aufnahme des FRET-Signals durch zeitverzogerte Detektion, die sich durch die
langlebige Lumineszenz der Terbiumkomplexe bis in den Millisekundenbereich ergibt [23-26]. Die lange
Lumineszenzabklingzeit der LTC hat ihren Grund darin, dass die Emission der Komplexe aus f-f-
Ubergingen des zentralen Terbium-lons resultiert, die nach den Auswahlregeln verboten sind (siehe
Abschnitt 2.3.2). Diese verbotenen Ubergiinge besitzen allerdings nur eine geringe Wahrscheinlichkeit, was
dazu fiihrt, dass der Extinktionskoeffizient des freien Terbium-lons sehr klein ist. In Verbindung mit
geeigneten Komplexliganden, die das zentrale Terbium-lon zum einen hervorragend vor Loscheffekten
durch Wasser und andere biologische Medien schiitzen, zum anderen aber vor allem als lichtsammelnde
Antennen fungieren (Antenneneffekt, siche Abschnitt 2.3.3) werden jedoch gute Extinktionskoeffizienten
erreicht und ein Einsatz der LTC als FRET-Sonden moglich [27,28]. Die Forster-Radien von LTC-QD-
Paaren betragen bis zu 11 nm [22,29,31], so dass Abstidnde und Strukturdnderungen im Bereich von 1 — 20
nm mit diesen FRET-Systemen gut beobachtet werden kénnen. Neben den beschriebenen Vorteilen besitzen
die FRET-Paare aus LTC und QD noch einen weiteren Vorzug, der insbesondere bei der Messung mehrerer
Abstdnde und Abstandsdnderungen gleichzeitig, dem sogenannten Multiplexing, von Nutzen ist: Die Lage
des schmalbandigen Maximums der Quantenpunktemission ist von deren Gréfe abhingig, so dass es
moglich ist, die Emissionsmaxima der Nanopartikel in einer Weise zu verschieben, dass sie genau zwischen
den einzelnen, gut separierten Emissionsbanden des Terbium-lons liegen. Dadurch kann die FRET-

induzierte QD-Akzeptoremission unabhéngig von der Emission des LTC-Donors detektiert werden, was die



Sensitivitdt dramatisch verbessert [31]. All diese Vorteile ermodglichen Messungen im Bereich sub-
nanomolarer Konzentrationen, was insbesondere bei der Beobachtung intrazelluldrer Vorgénge und dem
Nachweis von Biomarkern ein erheblicher Vorteil ist.

Die Form und GroBe der Nanopartikel sind bei der Untersuchung intrazelluldrer Vorgénge von grofer
Bedeutung, beeinflussen diese Eigenschaften doch die Wechselwirkungen mit dem zu untersuchenden
biologischen System. Dies kann z.B. die Durchléssigkeit der Zellmembran fiir die Nanopartikel oder das
AusmaB struktureller Anderung durch die Bindung der Nanosensoren an die Zielmolekiile sein. Wihrend es
einige Untersuchungen zum FRET von lumineszenten Terbiumkomplexen auf Quantenpunkte in
verschiedenen Puffern und biologischen Medien gibt, ist das Wissen um den Einfluss der Orientierung von
Donor und Akzeptor zueinander sowie der unterschiedlichen Gestalt der Quantenpunkte auf die FRET-
Intensitét gering. Es ist zwar moglich, die Grofle und Form des Halbleiterkerns der Nanopartikel mit der
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) mit guter Genauigkeit zu messen, allerdings finden diese
Messungen nicht unter physiologischen Bedingungen statt, wie sie z.B. in einer lebenden Zelle herrschen
[32], und sind daher nicht immer iibertragbar. Hinzu kommen die mit dem Einsatz der TEM verbundenen
hohen Kosten. Noch schwieriger ist die Bestimmung der Gesamtgrofle des biokompatiblen Nanopartikels,
das sich nicht nur aus dem Halbleiterkern und einer anorganischen Schale, sondern meist noch aus einer
Polymerhiille und einer zusétzlichen Biofunktionalisierung, zusammensetzt, da die zusétzlichen Schichten
auf TEM-Bildern nicht zu erkennen sind. Grundsitzlich ist die Dotierung der duBeren biokompatiblen
und/oder Polymerhiillen mit Metallpartikeln vorstellbar, was eine Darstellung auf TEM-Bildern moglich
macht [33], der Aufwand dafiir ist jedoch relativ hoch. Eine andere Methode der Groflenbestimmung ist die
Ermittlung des hydrodynamischen Radius mittels GroBenausschluBchromatographie iiber HPLC
(Hochleistungsfliissigkeitschromatographie) bei der die Grofe liber die Retentionszeit in Relation zu einer
Standardverteilung von Proteinen bestimmt wird [34]. Weiterhin sind verschiedene Sedimentations-,
Elektrophorese- und Dialysemethoden in der Anwendung [33,35-37]. Da bei diesen Methoden jedoch Grofe
und Form relativ zu einem Standard bestimmt werden, ist es nur in MaBlen mdoglich, die Gestalt des
Quantenpunkts dabei angemessen zu beriicksichtigen, was insbesondere bei nichtsphirischen
Quantenpunkten oder der Hydratisierung der dufleren Hiillen zu erheblichen Abweichungen der Ergebnisse
von der tatsdchlichen Grofle fithren kann [38]. Da die meisten Quantenpunkte nicht sphérisch sind [39,40],
konnen also diese Methoden der GroBenbestimmung nur ungefihre sein. Die Groflenbestimmung mit Hilfe
des FRET bietet die Mdglichkeit der exakteren Bestimmung, da bei der Bestimmung des Abstands von
Donor und Akzeptor alle Schalen des Quantenpunkts einflieBen und die ermittelten FRET-

Lebenszeitverteilungen direkt abhidngig von der Form sind.

Kiirzlich wurde, als Teil dieser Arbeit, bereits die grundsitzliche Anwendbarkeit zeitaufgeloster Messungen
des FRET von LTC-QD-Paaren und einer multiexponentiellen Auswertung der Messdaten zur
GroBenbestimmung demonstriert [29]. Aufgrund der grofen Forster-Radien der LTC-QD-Paare konnen
Nanopartikel verschiedenster Grofle, mit und ohne Polymerschale, vermessen werden. Die Anforderungen an
MeBsystem und Probenvorbereitung sind gering, da alle Messungen unter physiologischen Bedingungen mit
einer Standardlaborausstattung (z.B. ein kommerziell erhéltliches Fluoreszenzspektrometer oder ein
Fluoreszenz-Multititerplattenleser)  durchgefiihrt werden konnen. Multiplex-Messungen, d.h. die
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gleichzeitige Bestimmung der Absténde verschiedener LTC-QD-Paare, konnen aufgrund der beschriebenen
spektroskopischen Eigenschaften der FRET-Donoren und —Akzeptoren unkompliziert durchgefiihrt werden
[41,42], was zum einen die MeBzeit erheblich verringert, zum anderen die gleichzeitige, intrazellulédre
Messung verschiedenster Parameter moglich macht. Die FRET-Abstandsbestimmung in LTC-QD-Paaren ist
daher, besonders im Hinblick auf bioanalytische Applikationen, ein attraktiver Weg Form und Gestalt von

Nanopartikeln relativ exakt zu bestimmen [30].

1.2 Ziel und Aufbau der Arbeit

Aufbauend auf den langjdhrigen Erfahrungen auf dem Gebiet des Resonanzenergietransfers von
lumineszenten Terbiumkomplexen (LTC) auf Halbleiternanokristalle oder Quantenpunkte (QD) der
Arbeitsgruppe Physikalische Chemie der Universitit Potsdam sollen in der vorliegenden Arbeit die
Bindungsverhiltnisse innerhalb verschiedener LTC-QD-Paare genauer untersucht werden. Diese
Untersuchungen sollen die Voraussetzung dafiir sein, die Anwendbarkeit der FRET-Theorie auf diese
Donor-Akzeptor-Paare zu beurteilen, sowie zu klidren, in welcher Form die FRET-Parameter

Uberlappungsintegral und Orientierungsfaktor zu beriicksichtigen sind.

Dazu wird zunichst ein Uberblick iiber die zugrunde liegende FRET-Theorie sowie die photophysikalischen
Eigenschaften der beteiligten Chromophore gegeben. Die Eigenschaften der verwendeten Bindungssysteme
werden dargestellt und Grundlagen der Bindungen in biologischen Assays aufgezeigt. AnschlieBend werden
die verwendeten biologischen und chemischen Materialien benannt und die genutzten experimentellen

MefBmethoden sowie die Methoden der Datenauswertung erlautert.

Im Hauptteil der Arbeit erfolgt zunichst die theoretische Betrachtung der Bindungsverhéltnisse innerhalb der
einzelnen LTC-QD-Paare, die zu erwartenden Abstands- und Lebenszeitverteilungen werden abgeleitet. An
diesen theoretischen Teil schlieit sich die Auswertung der Messdaten an, innerhalb derer die gemessenen

Abstands- und Lebenszeitverteilungen dargestellt und mit den theoretisch erwarteten verglichen werden.

Zuletzt erfolgen eine Zusammenfassung der gewonnenen Erkenntnisse und eine abschlieBende Bewertung
unter Beriicksichtigung der eingangs formulierten Zielstellung. Ein Ausblick auf mdgliche Anwendungen

sowie noch anstehende Untersuchungen beschliefit die Arbeit.



2. Theoretische und praktische Grundlagen

Dieses Kapitel befasst sich neben den Grundlagen zur Beschreibung der photophysikalischen Eigenschaften
der verwendeten Chromophore mit der Theorie des Resonanzenergietransfers (RET). Die Informationen
dazu sind zum grofen Teil den Biichern ,,Resonance Energy Transfer — Theory and Data“ von B. Wieb van
der Meer et al. [19] sowie ,Principles of Fluorescence Spectroscopy* von Joseph R. Lakowicz [7]

entnommen.
2.1 Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)

2.1.1 Einleitung

Ein angeregtes Molekiil kann auf vielerlei Arten mit seiner Umgebung interagieren um Energie abzugeben.
Eine Moglichkeit davon ist der strahlungslose Energietransfer auf ein anderes Teilchen. Man spricht dann
von Resonanzenergietransfer, oder RET, wenn dieser Transfer ohne direkten Kontakt zwischen dem
energieabgebenden Donor und dem energiecaufnehmenden Akzeptor und ohne Umwandlung in thermische
Energie iiber Absténde erfolgt, die groBer sind als die interatomaren Abstinde der beteiligten Molekiile [19].

Die Grundlage zum Verstandnis des RET wurde von Jean-Baptiste Perrin und seinem Sohn Francis Perrin
gelegt, die sowohl eine erste klassische (J.-B. Perrin) als auch quantenmechanische (F. Perrin) Beschreibung
des Energietransfers versuchten [43]. Leider lieferten diese Theorien nur ungenaue Ergebnisse und waren
schwierig in der Anwendung. Theodor Forster fand 1946 eine Beschreibung des Resonanzenergietransfers
im Rahmen der klassischen Physik, die auf experimentell einfach zugénglichen Gréen wie Absorption,
Fluoreszenz und Lumineszenzlebenszeiten basierte [6]. 1948  veroffentlichte Forster eine
quantenmechanische Beschreibung seiner Theorie, die sich alsbald als Standard etablierte [44]. Sein Name
ist bis heute auf das Engste mit dem Resonanzenergietransfer verkniipft, der daher meist als Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET) bezeichnet wird. Diese Benennung wird auch in der vorliegenden Arbeit

verwendet.

Neben der Bezeichnung als Forster-Resonanzenergietransfer sind weitere Bezeichnungen gebriuchlich, die
je nach Forschungsgebiet teilweise von anderen oder zusétzlichen Voraussetzungen ausgehen, aber
denselben Mechanismus beschreiben: LRET (Lumineszenz-Resonanzenergietransfer), BRET (Biolumines-

zenz-Resonanzenergietransfer) oder FET (Fluoreszenzenergietransfer) [19,45,46].

Der RET ist eine hochsensitive Methode zur Berechnung intra- oder intermolekularer Abstdnde und findet
als solche Anwendung in der qualitativen und quantitativen Analyse in allen naturwissenschaftlichen
Bereichen (siehe Abschnitt 2.1.3).
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2.1.2 Theoretische Betrachtung der FRET-Parameter

Befindet sich ein elektronisch angeregtes Molekiil (Donor) in rdumlicher Ndhe zu einem anderen Molekiil
(Akzeptor), so kann es, neben verschiedenen Prozessen strahlender und strahlungsloser Deaktivierung, unter
bestimmten Bedingungen zu einem weiteren Deaktivierungsprozess kommen, dem resonanten
Energietransfer vom Donor auf den Akzeptor (Abbildung 2.1) [7,19]:

Donor Akzeptor

HOMO

Abbildung 2.1. Darstellung des Mechanismus des RET: ein angeregter Donor (links) iibertrdgt Energie durch

Coulomb-Wechselwirkung auf einen Akzeptor (rechts) und regt diesen an.

Energie wird dabei von einem oszillierenden Dipoldonor auf einen in derselben Frequenz oszillierenden
Dipolakzeptor iibertragen. Dieser Transfer von Energie zwischen dem Donormolekiill und dem
Akzeptormolekiil ist zuerst einmal abhidngig davon, dass die Moglichkeit zur Resonanz zwischen den
beteiligten Molekiilen gegeben ist, die Energiedifferenz AE zwischen HOMO (Highest Occupied Molecule
Orbital) und LUMO (Lowest Unoccupied Molecule Orbital) von Akzeptor (4) und Donor (D) also

ubereinstimmt.
AE(D - D")=AE(A" — A) Gleichung (2.1)

Das Emissionsspektrum des Donors muss folglich mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors iiberlappen.
Je groBer dieser spektrale Uberlapp ist, desto effizienter ist der Energietransfer (Abbildung 2.2, siche auch
Kapitel 2.1.2. Uberlappintegral J).



Intensitat ——

Wellenlange ——

Abbildung 2.2. Schematische Darstellung des Uberlapps zwischen Donoremission und Akzeptorabsorption. Der
Uberlapp ist die Fliche, die von der Emission des Donors (schwarze Linie) und der Absorption des Akzeptors (rote
Linie) gemeinsam gebildet wird (schraffierte Fléche). Je mehr Donoremission und Akzeptorabsorption iiberlappen,
desto groBer wird der Uberlapp und desto effizienter der Resonanzenergietransfer. Eine Anregung des Donors im
Bereich seiner Absorption (schwarze Striche) fiihrt zu Donoremission sowie zum Energietransfer auf die

Akzeptorabsorption und zuletzt der Emission der absorbierten Energie im Bereich der Akzeptoremission (rote Striche).

FRET ist zudem in hohem Mafe von der rdumlichen Anordnung der beteiligten Molekiile abhéngig, wobei
sowohl der Abstand, der zwischen ca. 1 — 20 nm betragen sollte, als auch die Orientierung der
Ubergangsdipolmomente der Molekiile zueinander von Bedeutung sind (siehe auch Abschnitt 2.1.2 Dipol-

Dipol-Orientierungsfaktor «?).

Sind alle genannten Voraussetzungen erfiillt, kommt es, wie bereits erwahnt, zu Energietransfer als einem

weiteren Konkurrenzprozess der Deaktivierung des angeregten Donors [19].

D+A4 D+A4
Tkm Tkm
D+A+hv, —> D'+4 = D+A4" Gleichung (2.2)
2 2
D+A+hv, D+A+hv,

k sind Geschwindigkeitskonstanten (mit &y fiir den Energietransfer, &p fiir die strahlende Deaktivierung des
Donors in Abwesenheit des Akzeptors, kp; fiir die strahlungslose Deaktivierung des Donors, k, fiir die

strahlende Deaktivierung des Akzeptors, ka; flir die strahlungslose Deaktivierung des Akzeptors), vg , vp und
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vy stellen die Frequenzen fiir die Anregung des Donors, die Donoremission und die (durch Energietransfer

angeregte) Akzeptoremission dar, / ist das Plancksche Wirkungsquantum.

Die Transfereffizienz £, d.h. das MaB dafiir, wie viele der vom Donor absorbierten Photonen per FRET zum
Akzeptor {iibergehen, ldsst sich aus dem Verhidltnis der Transfergeschwindigkeitskonstanten zur

Gesamtsumme der Geschwindigkeitskonstanten aller Deaktivierungsprozesse des Donors bilden.

kT

= leich 2.
fr ey + o Gleichung (2.3)

Wovon ist aber nun die Geschwindigkeit des Energietransfers und damit dessen Effizienz abhéngig?

Der klassisch-physikalische Ansatz, den Forster 1951 veroffentlichte [178], geht zur Beantwortung dieser
Frage von der Beschreibung eines Molekiils als einer Gruppe von Dipolen, die innerhalb eines
Frequenzbereichs schwingen, aus. Van der Meer beschreibt diesen Ansatz so [19]:

Wenn ein elektrischer Dipol, orientiert entlang der x-Achse, exakt dieselbe Frequenz besitzt wie ein externes
elektrisches Feld, welches in derselben Richtung oszilliert, dann kann die Energie, die vom Dipol nach der
Zeit t absorbiert wird, bestimmt werden mit

2 2
_eE;

W= t Gleichung (2.4).

8m

e ist hier die elektrische Ladung, Eo, die Amplitude des elektrischen Feldes und m die Masse des Oszillators.

Ein oszillierender Donor produziert ein elektrisches Feld, dessen Komponente in Richtung eines

Akzeptordipols, der parallel zur x-Achse ausgerichtet ist, eine Amplitude E( der Grofe

Kea
Ey = Gleichung (2.5)

n’R’
besitzt. k ist der Orientierungsfaktor von Donor- und Akzeptordipol zueinander (siehe Kapitel 2.1.2 Dipol-
Dipol-Orientierungsfaktor x?), e ist die elektrische Ladung, a die Amplitude des Oszillators, » der
Brechungsindex des Mediums, in dem sich Donor und Akzeptor befinden und R ist der Abstand beider

zueinander.

Das Einsetzen der Gleichung 2.5 in Gleichung 2.4 ermoglicht es, die durch die Wechselwirkung mit einem

angeregten Donor vom Akzeptor absorbierte Energie W, nach einer Zeit ¢ zu bestimmen.

2 4 2
Ke'a ,
W, =—t Gleichung (2.6
A 8n*mR° g(2:6)



Diese Energie kann mit der Energie Wy des Donordipols in Beziehung gesetzt werden, die sich aus

k
Wy = Ea =S0a Gleichung (2.7)

) [k 1
mit der Amplitude a, der Masse m, der Federkonstanten £ und der Frequenz v = — = . |— — ergibt.
2n m 2n
Ein Umstellen von Gleichung 2.7 nach a? und anschlieendem Einsetzen in Gleichung 2.6 fiihrt zu folgender

Beziehung von absorbierter Akzeptorenergie und der Energie des Donordipols.

2 4
W, = WWD% Gleichung (2.8)
Die bisherigen Betrachtungen gehen von einer perfekten Resonanz zwischen einem einzelnen Donor- und
einem einzelnen Akzeptordipol aus. Da Donor- und Akzeptorspektren aber typischerweise eine
Energieverteilung darstellen, da sie nicht linienférmig sind, werden sowohl Donor, als auch Akzeptor als
Summe von Oszillatoren mit verschiedenen Frequenzen beschrieben. Daher werden im Folgenden
Oszillatorstarken fiir die Emissionsdipole des Donors f.p(®) und die Absorptionsdipole des Akzeptors fia(®)

eingefiihrt, die die Oszillatorenverteilungen beriicksichtigen.

Der Anteil f,a(®w)dw der Akzeptordipole mit einer Kreisfrequenz zwischen ® und o+dwo kann Energie nur
von solchen Donordipolen absorbieren, die eine sehr dhnliche Frequenz besitzen. Akzeptor- und
Donordipole sind dann in Resonanz. Die Breite des Frequenzbereichs der Donordiople variiert mit der

Dipoloszillation und ist daher zeitabhéngig.

2
fun (@)do <> [, (@) 7“ Gleichung (2.9)

Um die Gesamtenergie zu erhalten, die der Akzeptor durch resonante Dipol-Dipol-Wechselwirkung
absorbiert, multipliziert man die rechte Seite von Gleichung 2.8 mit denjenigen Anteilen von Akzeptor- und

Donordipolen, die miteinander resonant sind, und erhalt

2 4 »
K e do i
w, = 2n4m—2R6WDt£ fip (@) fin ((n)? Gleichung (2.10)

Die iibertragene Leistung ist eine Ableitung dieser Energie nach der Zeit
— W, =F\=Fp=—W, Gleichung (2.11)

mit P, als der vom Akzeptor absorbierten und P.p der vom Donor emittierten Leistung.
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Die iibertragene Leistung kann auch in Abhidngigkeit von der Transferrate k; dargestellt und als
durchschnittliche Anzahl an Transfers pro Zeiteinheit (bei gleichzeitiger stindiger Neuanregung der
Donoren) aufgefasst werden.

d
E Wy = kW Gleichung (2.12)

Die Transferrate &y ldsst sich, unter Kombination der Gleichungen 2.10-2.12, und mit der linearen Frequenz
v=w/(27) als

K’e

K dv .
T ! S0 (0) 5 Gleichung (2.13)

darstellen. Die Oszillatorstirke f.p(v) ist hierbei proportional zum Fluoreszenzspektrum fp(v) des Donors und

faa(v) steht im Verhéltnis zum molaren Extinktionskoeffizienten €,(v) des Akzeptors [19,178].

3000mcn(In10)

fon (V) = N e £, (V) Gleichung (2.14)
3
for (V) = me Dy ] D(QU) Gleichung (2.15)

T2 2
&nne’t, v

mit der Masse m, der Lichtgeschwindigkeit ¢, der Avogadro-Konstanten N,y, der elektrischen Ladung e,
sowie der Lumineszenzquantenausbeute (p und Lumineszenzlebenszeit tp des Donors jeweils in
Abwesenheit des Akzeptors. Die bis hierher gewonnen Erkenntnisse lassen sich nun zur wohlbekannten
Forster-Gleichung zusammenfassen (Gleichung 2.16a), indem man die beiden Ausdriicke fiir die
Oszillatorstérken in Gleichung 2.13 durch Gleichung 2.14 bzw. 2.15 ersetzt. Dabei ist allerdings zu beachten,
dass der Faktor 9000 seine Berechtigung nur bei der Angabe von g,(Vv) in der Einheit cm’-mol'cm™ besitzt,
bei der iiblicherweise verwendeten Einheit 1:mol™-cm™ hingegen zwingend der Faktor 9 zu verwenden ist
(Gleichung 2.16b) [181].

~9000(In10)x>Q,,J
1287°n* N, 1, R°

Gleichung (2.16a)

T

_ 9(In10)k*QpJ
1287°n* N, 1, R°

Gleichung (2.16b)

T
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Das Uberlappungsintegral J ist hier in der frequenzabhiingigen Form angegeben: J = ¢
v

[ Lot0e o

Die Rate des Energietransfers hidngt also zum einen von der Lumineszenzquantenausbeute (Op und der
Lumineszenzlebenszeit tp des Donors in Abwesenheit des Akzeptors, der Orientierung x* von Akzeptor und
Donor zueinander, dem Brechungsindex n des umgebenden Mediums und nicht zuletzt vom Donor-
Akzeptor-Abstand R sowie dem Uberlappungsintegral J des Fluoreszenzspektrums f(v) des Donors mit dem

Extinktionskoeffizienten-spektrum g,(v) des Akzeptors ab.

Dieses theoretische Fundament zur Charakterisierung des Resonanzenergietransfers gelegt zu haben ist das
grole Verdienst Theodor Forsters. So trdgt nicht nur der FRET seinen Namen zu Recht, sondern es wird
auch der fiir jedes Donor-Akzeptor-System charakteristische Radius Ry, bei dem die Geschwindigkeit des
Energietransfers genauso groB ist wie die strahlende Desaktivierung, also 50% der Donorfluoreszenz
transferiert werden, als Forster-Radius bezeichnet. Mit dieser Annahme kr = kp = I/1p, folgt aus Gleichung
2.16b fiir den Forster-Radius

9(In10)x*Q,,J
R; = (5# Gleichung (2.17)
128707 N

Da fiir die meisten Anwendungen die Angabe des Abstands im Vergleich zur Angabe der
Geschwindigkeitskonstante die praktischere und besser darstellbare ist, soll im Weiteren von Gleichung 2.17

als Grundlage zur mathematischen Beschreibung des FRET ausgegangen werden.

Die Bestimmung des Forster-Radius R, ist im Hinblick auf die Anwendung der FRET-Theorie von
grundlegender Bedeutung, da ohne Kenntnis der GroBe von R, keine Abstandsberechnung erfolgen kann
(siche auch Kapitel 2.1.3 Anwendung der FRET-Theorie zur Abstandsberechnung). Der korrekten
Berechnung der dazu notwendigen GrdBen Uberlappungsintegral, Brechungsindex, Quantenausbeute und
Orientierungsfaktor (Gleichung 2.17) kommt daher eine Schliisselrolle zu. Da diese aber gleichzeitig mit
vielen Unwigbarkeiten verbunden ist, sollen im Folgenden die genannten GroBen erldutert und

Bestimmungsfehler abgeschétzt werden.

Uberlappungsintegral J

Das Uberlappungsintegral erlaubt einerseits eine qualitative Aussage dariiber, ob ein Donor in der Lage ist,
einen potentiellen FRET-Akzeptor anzuregen, und gibt andererseits quantitativ Auskunft dariiber, wie gut
ein Akzeptor die vom Donor emittierte Lumineszenz absorbieren kann. Je groBer der spektrale Uberlapp ist,

desto wahrscheinlicher und effizienter ist ein Energietransfer (siche Abbildung 2.3).

Der spektrale Uberlapp J bestimmt sich, wie bereits erwihnt, aus der Donoremission fp(A) und der

Akzeptorabsorption g4(A) und stellt das Integral beider iiber den gesamten Wellenldngenbereich A dar.
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[ /o e, (0 an
J() =+— Gleichung (2.18)
[ £

Bei der Berechnung ist zu beriicksichtigen, dass entweder das auf Eins normierte Emissionsspektrum des
Donors verwendet oder aber der fiir das Uberlappungsintegral berechnete Wert durch die Fliche unter der
Kurve der Donoremission geteilt wird [19]. In Abhingigkeit der verwendeten Einheiten von g4(A) und A

(fp(M) ist dimensionslos) nimmt auch J(A) unterschiedliche Einheiten an:
ga(h) in M'em™ und A in nm = J(A) in M'em'nm*
ga(h) inM'em™ und A in cm 2 J(L) in M em?

Unsicherheiten bei der Bestimmung des Uberlappungsintegrals entstehen vor allem durch Geritefehler, wie
die wellenldingenabhingige Monochromatorempfindlichkeit oder die ebenfalls wellenldngenabhingige
Transmission der verwendeten Linsen und Filter sowie durch Abweichungen von Probe zu Probe bei der
Erfassung der Donor- und Akzeptorspektren. Da das Uberlappungsintegral mit der 6-ten Wurzel in den
Forster-Radius eingeht, fiihren selbst groBe Ungenauigkeiten bei der Bestimmung aber zu geringen
Absolutinderungen (siche Abbildung 2.3).

1.8
1.6
1.4
1.2

0.8

R/R(J=J.)

0.6

04}
0.01 0.1

- e e —

10
JIJ

1

Abbildung 2.3. Relative Anderung des Forster-Radius in Abhiingigkeit von der relativen Anderung des
Uberlappungsintegrals J (Ry = Forster-Radius, Ry(J=1) = Forster-Radius fiir Uberlappungsintegral J=1).
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So verursacht ein Fehler bei der Bestimmung des Uberlappungsintegrals von 25 Prozent eine maximale
Abweichung des Forster-Radius um 5%. Im Rahmen der angesprochenen Messungenauigkeiten fiir Donor-
und Akzeptorspektren kann der Wert des Uberlappungsintegrals daher als exakt angesehen werden.

Brechungsindex n

Der Brechungsindex des das FRET-Paar umgebenden Mediums wurde von Forster eingefiihrt, um
Wechselwirkungen zwischen den Dipolen in einem kontinuierlichen, isotropen Medium zu beriicksichtigen.
Je groBer der Brechungsindex dabei ist, desto besser werden die Dipole abgeschirmt und desto kleiner wird
der Forster-Radius. In den meisten Fillen ist das Medium zwischen Donor und Akzeptor allerdings weder
kontinuierlich noch isotrop, der Brechungsindex daher ortsabhéngig. Nichtsdestotrotz kann mit guter
Genauigkeit ein mittlerer Brechungsindex angenommen werden. Der mittlere Wert fiir den Brechungsindex
bewegt sich in der Praxis im Bereich von 1.33 (Brechungsindex von Wasser) bis 1.6 [47-49] und wird fiir
FRET-Experimente in biologischen Systemen mit 1.4 angenommen.

" in den Forster-

Im Gegensatz zum Uberlappungsintegral geht eine Anderung des Brechungsindex mit »™
Radius ein, so dass Abweichungen hier zu einem grof3eren Fehler fithren. Dieser iiberschreitet jedoch fiir den

Bereich n=1.33 — 1.6 nie 10% (Abbildung 2.4) [19].

1.4

1.2 4

1.0 [PEEE— B

1.4)

0.8 1

R/R (n

0.6 1

0.4 . . .
1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0

Abbildung 2.4. Relative Anderung des Forster-Radius in Abhingigkeit von der relativen Anderung des
Brechungsindex n (R, = Forster-Radius, Ryo(n=1.4) = Forster-Radius fiir Brechungsindex n=1.4).

Lumineszenzquantenausbeute Qp

Die Lumineszenzquantenausbeute eines Donormolekiils gibt an, wie viel der absorbierten Photonen vom

Molekil als Lumineszenz wieder emittiert werden. Sie kann Werte zwischen Null und Eins annehmen und
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ist stark abhingig von der jeweiligen Umgebung und der MeBBmethode [50]. Daher ist es schwierig, fiir ein
einzelnes Molekiil exakt dessen Quantenausbeute anzugeben. Da eine hohere Quantenausbeute zu einer
stirkeren Lumineszenz des Donoren bei gleich bleibender Anregungsenergie fiihrt, steigt dadurch die
Effizienz des FRET (bei gleich bleibender Anregungsenergie).

Die Bestimmung der Quantenausbeute erfolgt in der vorliegenden Arbeit relativ durch die Bestimmung der
Lumineszenzlebenszeit des Donorkomplexes gegeniiber der Lebenszeit eines Standards (sieche Kapitel 2.3.2).
Die Lebenszeitbestimmung des Donors ist mit groBer Genauigkeit moglich, so dass Fehler in der
Quantenausbeute durch eine fehlerhafte Referenzmessung zustande kommen. Die dadurch hervorgerufene
Abweichung betrédgt aber in der vorliegenden Arbeit in jedem Fall weniger als 20%. Da die Quantenausbeute
wie das Uberlappungsintegral mit der sechsten Wurzel in den Férster-Radius eingehen, kann der durch
Abweichungen in der Quantenausbeute des Donors verursachte Fehler fiir die Bestimmung des Forster-
Radius maximal 2 Prozent betragen (sieche Abbildung 2.5).

1.2
| (| .
L]
|
—— 08' |
L) |
= |
7. 0.6- !
J :
X 0.41 !
(hd 1
|
0.2- :
L}
0.0 - L
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Quantenausbeute Q|

Abbildung 2.5. Relative Anderung des Forster-Radius in Abhingigkeit von der relativen Anderung der
Quantenausbeute Qp (R, = Forster-Radius, Ro(Op=0.75) = Forster-Radius fiir Quantenausbeute Op = 0.75 [typische
Quantenausbeute fiir Tb** in Komplexen]).

Dipol-Dipol-Orientierungsfaktor k>

Kein anderer Parameter der FRET-Theorie ist so intensiv diskutiert worden wie der Orientierungsfaktor 1
[12,51-54], was daran liegt, dass bisher keine Moglichkeit existiert, ihn im Experiment zu bestimmen. Im
Umkehrschluss heifit dies, dass alle angegebenen Werte des Orientierungsfaktors Ergebnisse theoretischer
Betrachtungen sind und als solche nur Ndherungen der Realitdt darstellen. Einzig durch NMR oder
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Rontgenkristallstrukturanalyse erhdlt man Zugang zur Orientierung von Donor- und Akzeptordipolen. In
solchen Féllen sind die Abstidnde allerdings bekannt und der Nutzen der FRET-Theorie daher begrenzt [7].

Der Orientierungsfaktor k* kann Werte zwischen 0 und 4 annehmen, je nach Anordnung von Donor- und

Akzeptordipol zueinander. ? ist dabei definiert als
k> =(cosa—3cosPcosy)’ Gleichung (2.19)

mit o als Winkel zwischen dem Donoremissions-Ubergangsdipolmoment und dem Akzeptorabsorptions-
Ubergangsdipolmoment, sowie B und y als Winkel zwischen der Verbindungslinie von Donor und Akzeptor

und den Ubergangsdipolmomenten von Donor und Akzeptor (siche Abbildung 2.6) [7,19].

Es ist jedoch mdglich durch Depolarisationsmessungen fiir das verwendete FRET-System eine untere und
obere Grenze fiir den moglichen Wert des Orientierungsfaktors festzulegen und so die Genauigkeit der
Bestimmung des Forster-Radius zu erhdhen. Interessierte Leser seien zur ndheren Erlduterung an dieser
Stelle auf das Buch von Lakowicz (Seiten 452-453) [7] verwiesen.

\/\i \;A\
— || L

linear parallel orthogonal
k2 =4 K2 =1 k2=0

Abbildung 2.6. Darstellung der Orientierung von Donor- (77 p) und Akzeptoriibergangsdipolmoment (’7 4) sowie der

Einfluss der relativen Anordnung beider zueinander auf den Orientierungsfaktor > [103]

Da Donor- und/oder Akzeptor-Ubergangsdipolmoment in den meisten Fillen nicht starr zueinander orientiert
sind, sondern sich innerhalb des Donor-Akzeptor-Bindungskomplexes frei oder mit Einschrinkungen
bewegen konnen, ist es realistischer, einen mittleren Wert fiir den Orientierungsfaktor anzugeben. Dabei sind
allerdings zwei verschiedene Mittelungsprozesse zu unterscheiden. Der erste stellt eine Mittelung
dynamischer, der zweite statischer Art dar. Von dynamischer Mittelung spricht man, wenn Donor und
Akzeptor wiahrend der, die FRET-Lebenszeit bestimmtenden, Lumineszenz-Abklingzeit des angeregten
Donorzustands alle im jeweiligen System moglichen Orientierungen einnehmen konnen. Der
Orientierungsfaktor nimmt dann innerhalb der oberen und unteren Grenzen fiir k> den Mittelwert an. Ist
hingegen die Anderung der Orientierungen von Donor und Akzeptor langsam im Verhiltnis zur Abklingzeit
des angeregten Donorzustands, dann kann man die Probe als ein Ensemble von FRET-Paaren mit jeweils
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unterschiedlichem Orientierungsfaktor auffassen. Man spricht in diesem Fall von statischer Mittelung [7,19].

Der mittlere Wert fiir k* hangt dann vom Abstand der FRET-Partner zueinander ab.

02 fir R<O.2R0[§]

_ 2
K> =204 fiir R=R0[§] Gleichung (2.20)

2/3 fir R> 2R0[§]

Ro[g] sei hier der Forster-Radius, der sich bei einem Wert von /5 fiir den Orientierungsfaktor ergibt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist, aufgrund der langen Abklingzeit des verwendeten Donorkomplexes
und der daraus resultierenden langen Transferzeiten fiir das FRET-System, allerdings nur die dynamische
Mittelung von Relevanz. Unter der Voraussetzung, dass die beteiligten Chromophore sphirisch sind bzw.
sich aufgrund ihrer, im Verhéltnis zur Abklingzeit des angeregten Donorzustands schnellen und in allen
Raumrichtungen ungehinderten, Umorientierung wie Sphéiren verhalten (isotrope Degeneration), nimmt 1
den Wert %/ an [12,54]. Dieser Wert findet Eingang im GroBteil der Literatur zur Berechnung des Forster-
Radius, da er fiir die meisten FRET-Systeme der wahrscheinlichste ist. Nichtsdestotrotz ist von der
unkritischen Verwendung von 2 = %/ abzuraten, denn in Abhingigkeit von der Degeneration der

Dipoliibergangsmomente von Donor und Akzeptor fiihrt dies zu unnétigen Fehlern wie Tabelle 2.1 zeigt.

Tabelle 2.1 Mogliche Kombinationen von Degenerationen fiir Donor- und Akzeptor-Dipoliibergangsmoment sowie
resultierende Wertebereiche, wahrscheinlichste und unwahrscheinlichste Werte fiir k> (L = lineares Ubergangsmoment,

P =planares Ubergangsmoment, I = isotropes Ubergangsmoment) [19].

Kombination der Wertebereich fiir k2 Wabhrscheinlichster Wert Unwabhrscheinlichster
Degenerationen (Donor- fiir 1@ Wert fiir k2
Akzeptor)

L-L 0-4 0 4
L-P oder P-L 0-2 23 2
L-I oder I-L 1/3 - 4/3 1/3 4/3

P-P Vi -3/, unbekannt 3y
P-I oder I-P 1/3 - 5/6 5/6 1/3

LI 2/ /s /3
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Der fiir die Bestimmung des Forster-Radius resultierende Fehler aus moglichen Abweichungen des
angenommenen vom tatsdchlichen Orientierungsfaktor ldsst sich wie in Abbildung 2.7 darstellen. Er
iiberschreitet 10% im Allgemeinen nicht [12].

1.4

1.2

Abbildung 2.7. Relative Anderung des Forster-Radius in Abhiingigkeit von der relativen Anderung des
Orientierungsfaktors k> (R, = Forster-Radius, Ro(k?>=2/3) = Forster-Radius flir Orientierungsfaktor x> = 2/3). Grau

unterlegt ist der Wertebereich, den der Orientierungsfaktor in der vorliegenden Arbeit theoretisch annehmen kann.

2.1.3 Anwendung der FRET-Theorie zur Abstandsberechnung

Die Bestimmung des Forster-Radius R, wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben, liefert die
Grundvoraussetzung zur Berechnung des Donor-Akzeptor-Abstandes mittels FRET. Der Bestimmungsfehler
betrdgt als Summe der Fehler der einzelnen Parameter etwa 33 Prozent, d.h. ein Drittel des Wertes des
Forster-Radius. Mit Kenntnis der Transfereffizienz £ ldsst sich nun eine Aussage iiber den Abstand der
FRET-Partner treffen.

Die Transfereffizienz ist experimentell leicht zuginglich und kann iiber verschiedene Wege bestimmt
werden. Ausgangspunkt ist hier die Definition der Effizienz {iber Gleichung 2.3 als Anteil der Deaktivierung
des angeregten Donors mittels Energietransfer an der Gesamtsumme aller Deaktivierungsprozesse.

Beriicksichtigt man nun, dass die Lumineszenzquantenausbeute Op des Donors in Abwesenheit des
Akzeptors mit

Gleichung (2.21)
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und Op,, die Lumineszenzquantenausbeute des Donors in Anwesenheit des Akzeptors, mit

_ ky
ki +ky +kp,

Op. Gleichung (2.22)

bestimmt sind, dann lésst sich, ausgehend von Gleichung 2.3, leicht erkennen, dass die Transfereffizienz

experimentell durch die Messung der beiden Quantenausbeuten erhalten werden kann:

E=1- @ Gleichung (2.23)

D

Neben dieser Mdglichkeit kann man die Transfereffizienz E auch iiber die Lebenszeiten des Donors tp in
Ab- und tps in Anwesenheit eines Akzeptors ermitteln, da diese Lebenszeiten folgendermaflen in

Verbindung mit den Geschwindigkeitskonstanten stehen:

1

T, =" i
D ky + ko, Gleichung (2.24)

Tps = ! i
DA ko + ko + ko Gleichung (2.25)

Die Transfereffizienz E lasst sich dann darstellen als

Tpa .

E=1-— Gleichung (2.26)

Tp

Die Effizienz £ kann nicht nur tiber die Lumineszenzlebenszeiten des Donors sondern auch des Akzeptors
berechnet werden, ndmlich dann, wenn die natiirliche Lumineszenzlebenszeit des Akzeptors sehr viel kiirzer
ist als die Lebenszeit des Donors [55]. Dies ist der Fall, wenn der Donor ein Lanthanoid-Komplex und der
Akzeptor ein Quantenpunkt ist, wie in der vorliegenden Arbeit. Die FRET-Lebenszeit des Donors in

Anwesenheit des Akzeptors Tp, ist dann gleich der Lebenszeit des FRET-aktivierten Akzeptors Tap.

EZI—TDA :l_TAD
TD TD

Gleichung (2.27)

Es ist nicht zuletzt moglich, die Transfereffizienz iiber die Intensititen und Intensitdtsinderungen der Donor-
und Akzeptor-Signale mit und ohne FRET zu bestimmen [19]. Da im Rahmen dieser Arbeit die Effizienz auf
Basis der Gleichungen 2.26 und 2.27 ermittelt wird, soll dies aber nur der Vollstdndigkeit halber erwihnt

werden.
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Die Verbindung von Forster-Radius Ry, Abstand des Donor-Akzeptor-Paares R und Transfereffizienz £
erfolgt unter Beriicksichtigung der Forster-Gleichung (Gleichung 2.17) fiir die Transfergeschwindigkeit

eines Donor-Akzeptor-Paars bei einem Abstand R

6 6
ky =(ky +kp, )[&j = i[&j Gleichung (2.28)
R T, LR

und ergibt sich nach Einsetzen von Gleichung 2.28 in Gleichung 2.3 zu

Gleichung (2.29)

1.0 o,
w
N
c
g
£ 05+ ----q9-=----
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c I
© 1
= ]
I
I
I
0.0 : - } - T -
0 5 10 15 20 25

Abstand R [nm]

Abbildung 2.8. Abhingigkeit der Transfereffizienz £ vom Donor-Akzeptor-Abstand (nach Gleichung 2.29) am
Beispiel eines fiir LTC-QD-Systeme typischen FRET-Paares mit einem Forster-Radius von Ry = 10 nm. Dargestellt ist
auBlerdem der Bereich von 0.5 R, - 2 Ry , in dem sich Abstinde iiber die Transfereffizienz relativ exakt bestimmen

lassen.

2.1.4 Andere Loschmechanismen

Neben dem Loschen durch Resonanzenergietransfer gibt es weitere Mechanismen, die die
Lumineszenzintensitdten und -lebenszeiten von Chromophoren verdndern und die Anregungsenergie vom
Donor auf den Akzeptor iibertragen konnen. Man unterscheidet hierbei zwischen statischem (z.B. durch
Komplexbildung hervorgerufenem) und dynamischem (z.B. durch diffusionskontrollierten Zusammenstol3
von Donor und Akzeptor herbeigefithrtem) Loschen sowie Reabsorption. Je nach Art der Loschung kénnen
diese aber durch zeitlich und spektral aufgeldste Messungen vom RET unterschieden werden.
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Tabelle 2.2 Charakteristische Merkmale der verschiedenen Loschmechanismen und Moglichkeiten der Unterscheidung

[56]

. Komplexbildung StoRdeaktivierung
Eigenschaften RET Reabsorption
(stat. Loschung)  (dynam. Loschung)
Verdndung mit zunehmendem — —+ —_— —_—
Volumen (Zunahme)
Verdnderung mit zunehmender — — — +
Viskositiit (Abnahme)
Donorlebenszeit + - - +
Verénderung infolge Loschung (Abnahme) (Abnahme)
Donor- --- + - -—-
Fluoreszenzspektrum

Verdnderung infolge Lschung

Donor-

Absorptionsspektrum

Verdnderung infolge Loschung

Meist tritt nicht nur rein dynamische oder rein statische Fluoreszenzléschung auf, sondern es kommt zu einer

Mischform der verschiedenen Arten des Transfers der Anregungsenergie vom Donor auf den Akzeptor

[57,58].
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2.2 Hableiternanokristalle (Quantenpunkte)

2.2.1 Einleitung

Halbleiter-Nanokristalle (typischerweise aus Halbleitermaterialien wie CdSe, CdTe oder InGaAs), die aus
lediglich 10 — 1000 Atomen bestehen werden Quantenpunkte oder quantum dots (QD) genannt. Aufgrund
ihrer geringen GroBe besitzen diese Kristalle als quasi-null-dimensionale Strukturen einzigartige
photophysikalische Eigenschaften, die sie fir FRET-Anwendungen interessant machen [59,60]. Dazu
gehoren im Gegensatz zu herkdmmlichen Fluoreszenzfarbstoffen extrem hohe Extinktionskoeffizienten iiber
einen breiten Spektralbereich sowie groBenabhingige, sehr schmale und symmetrische Emissionsbanden
(siche Abbildung 2.9). Die Lumineszenzquantenausbeute dieser Nanopartikel ist zudem meist hoch (Q >
0.5). Die Forschung auf dem Feld der Quantenpunkte und deren groBenabhidngigen Eigenschaften ist
vergleichsweise jung und begann in den frithen 1980er Jahren [61-63]. Thre besonderen Eigenschaften
machten Halbleiter-Nanokristalle seitdem zum Gegenstand unzéhliger Forschungsarbeiten und auch in der
Gegenwart erfreuen sich Quantenpunkte ungebrochenen Interesses [60,64,65,68], nicht zuletzt zur

Untersuchung des Resonanzenergietransfers in biologischen Systemen [69-71].
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Abbildung 2.9. Quantenpunktabsorption und —emission (Quantenpunkt mit zentraler Emissionswellenldnge bei
655 nm, QD655) im Vergleich zur Absorption bzw. Emission eines Fluoreszenzfarbstoffs (AlexaFluor610) (schwarz-
gepunktet: QD-Absorption, rot-gepunktet: Farbstoff-Absorption [zur besseren Darstellung multipliziert mit dem Faktor
10], schwarz: normierte QD-Emission, rot: normierte Farbstoff-Emission)

Zum besseren Verstindnis der Eigenschaften von Quantenpunkten, soll im Folgenden ein kurzer Uberblick
iiber die zugrunde liegende Theorie gegeben werden. Fiir detaillierte Herleitungen der in Kapitel 2.2.2
aufgefiihrten Beschreibungen sei auf die Biicher [72,73] verwiesen. An die Theorie anschlieend wird in
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Kapitel 2.2.3 und 2.2.4 ndher auf den Aufbau der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Nanokristalle

eingegangen. Weiterhin werden Anwendungsbeispiele genannt.

2.2.2 Theoretische Beschreibung der besonderen Eigenschaften von Quantenpunkten

Quantenpunkte bestehen, wie bereits erwdhnt, aus Halbleitermaterialien. Halbleiter sind anorganische,
kristalline Feststoffe, bei denen die Orbitale der einzelnen Atome iiberlappen und kontinuierliche
Energiebénder bilden, die durch eine Bandliicke £, der GroBe ~0.5 — 3.5 eV, voneinander getrennt sind [74].
Die bindenden Orbitale des Halbleiters bilden das Valenzband und die antibindenden Orbitale das
Leitungsband (siche Abbildung 2.10). Die Grofle der Bandliicke unterscheidet Halbleiter von anderen
kristallinen, anorganischen Feststoffen (Leitern, Isolatoren). Die Energiedifferenz zwischen Valenz- und
Leitungsband entspricht im Falle der Halbleiter nun der Energie des Lichtes im Wellenldngenbereich von
350 nm (Energie ~3.5 eV) — 2500 nm (Energie ~0.5 eV). Wird ein Halbleiter also mit Licht der Energie 4v >
E, bestrahlt, so kann unter Absorption eines Photons ein Elektron vom Valenzband ins Leitungsband
iiberfiihrt werden. Der Halbleiter befindet sich im angeregten Zustand. Im Valenzband bleibt dabei ein
Elektronenloch zuriick. Durch Rekombination von Elektron und Loch kann der Halbleiter, bei gleichzeitiger
Emission eines Photons in den Grundzustand zuriickkehren. Im angeregten Zustand kdnnen das negativ
geladene Elektron und das positiv geladene Loch iiber Coulomb-Kréfte miteinander wechselwirken. Dabei
entsteht ein Quasipartikel, welches als Exciton bezeichnet wird. Der Abstand von Elektron und Loch

innerhalb eines Excitons, der Excitonen-Bohr-Radius ag, ldsst sich aus

_ Angych?

o 2

ue

ag Gleichung (2.30)

mit ¢ als Dielektrizitdtskonstante des Halbleiters, g, als Dielektrizititskonstante des Vakuums, 7% als
reduziertem Planckschen Wirkungsquantum, e als Elementarladung und p als reduzierter Masse des
Elektronen-Loch-Paares berechnen. Die reduzierte Masse wird iiber

mgm,

W=— Gleichung (2.31)
m, +m,

aus den, fiir viele Halbleiter bekannten, effektiven Massen fiir Elektron m. und Loch m;," gebildet.

Der Excitonen-Bohr-Radius fiir die meisten Halbleiter liegt etwa im Bereich von 1-100 nm (ag, von CdSe =
49 nm [76]) und entspricht der GroBe der Quantenpunkte. Dies hat zur Folge, dass die Bewegungsfreiheit der
Excitonen in allen drei Raumrichtungen eingeschrinkt ist, da die Begrenzung durch die rdumliche
Ausdehnung der Nanokristalle wie eine Potentialbarriere fiir die Ladungstriger wirkt. Das Exciton kann als
Teilchen im Kasten aufgefasst werden. Es treten dann quantenmechanische Phanomene auf. Wesentlich zum
Verstiandnis der Eigenschaften von Quantenpunkten ist hier vor allem der GroBenquantisierungseffekt [75].
Dieser beschreibt zum einen eine VergroBerung der Bandliicke des Halbleiters mit abnehmender

PartikelgroBe. Diese Energieverschiebung kann unter Beriicksichtigung der rdumlichen Ausdehnung mit
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8 | m.d’ mydy2 m,d;
bestimmt werden. m,, my und m, sind hier die effektiven Massen des Elektron-Loch-Paares und d,, dy, d, die
jeweilige Grofie der Partikel in der angegebenen Raumrichtung. Je stirker die Teilchen in ihrer Ausdehnung
beschrénkt sind, desto groBer wird die Energiedifferenz. Gleichzeitig erlaubt diese Abhingigkeit der Grofe
der Bandliicke und damit der Absorptions- und Emissionseigenschaften der Quantenpunkte von deren
rdumlicher Ausdehnung (sieche Abbildung 2.11) eine zielgerichtete Beeinflussung der photophysikalischen
Eigenschaften =~ widhrend der Synthese der Nanokristalle. Zum anderen beschreibt der
GroBenquantisierungseffekt auch eine abnehmende Anzahl von Energiezustinden in Leitungs- und
Valenzband durch die insgesamt geringere Anzahl an Atomen im Quantenpunkt verglichen mit einem
ausgedehnten Halbleiter. Es kommt zur Ausbildung diskreter Energieniveaus in den Energiebidndern (siehe
Abbildung 2.10) [74,75].
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Energie

E E E E EHOMO-LUMO

3D — Halbleiter 2D — Halbleiter 1D — Halbleiter 0D — Halbleiter Molekll

makroskopischer Quantentopf Quantendraht Quantenpunkt
Kristall

Abbildung 2.10. Darstellung des GroBenquantisierungseffektes bei Halbleiternanokristallen beim Ubergang von
ausgedehnten Kristallen (3D) zu Quantenpunkten (0D) anhand eines vereinfachten Energieniveau-Diagramms im
Vergleich zu Molekiilen. Die Beweglichkeit des Excitons wird ausgehend vom ausgedehnten Halbleiterkristall hin zum
Quantenpunkt nacheinander in allen drei Raumrichtungen eingeschrinkt. Dunkelgrau dargestellt ist das Valenzband,
hellgrau das Leitungsband, E, ist die Energieliicke zwischen beiden. Es ist eine zunehmende Diskretisierung der
Energieniveaus innnerhalb der Energiebédnder mit abnehmender Halbleitergrofle zu erkennen. Im Molekiil schlielich
existieren nur noch diskrete Energieniveaus. Die elektronische Struktur des Quantenpunktes liegt zwischen der eines

makroskopischen Kristalls und eines Molekiils.

Es existieren selbstverstindlich noch weitere Einfliisse, wie Temperatur, Oberflichenfunktionalisierung,
Kontakt mit Sauerstoff, die die photophysikalischen Eigenschaften der Quantenpunkte mitbestimmen [76],
dies jedoch in geringem Mal3e. Daher kann der hier beschriebene Gréfenquantisierungseffekt neben dem
Material, aus dem der Halbleiter-Nanokristall besteht, als grundsétzlich fiir das Absorptions- und
Emissionsverhalten der Quantenpunkte aufgefasst werden.
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Abbildung 2.11. Charakteristische Emissionspektren von Quantenpunkten gleichen Materials aber verschiedener
GroBe. Die Emissionswellenldnge nimmt mit der Gré3e der Quantenpunkte zu.

Das Absorptions-Ubergangsdipolmoment von Quantenpunkten

Zur Berechnung des Forster-Radius R, ist die Kenntnis des Orientierungsfaktors x> wichtig (siche Kapitel
2.1.2), der sich aus der Lage von Ubergangsdipolmoment des Donors und Ubergangsdipolmoment des
Akzeptors, sowie der jeweiligen Art der Degeneration der Ubergangsdipolmomente, ergibt. Die Frage, die in
diesem Zusammenhang beantwortet werden muss, ist, welcher Art das Absorptions-Ubergangsdipolmoment
von Quantenpunkten ist.

In der Literatur besteht in dieser Hinsicht leider keine Einigkeit. Wahrend fiir sphirische Quantenpunkte
planare (2D) bzw. isotrope Ubergangsmomente angenommen werden [77-80], werden fiir ellipsoidale
Quantenpunkte in Abhingigkeit vom Formfaktor (Verhiltnis der langen zur kurzen Ellipsoidenachse) im
Allgemeinen lineare Ubergangsmomente beobachtet [81,82]. Zusitzlich kénnen Oberflichenmodifikationen
durch Ladungstransfer in Richtung der Quantenpunktoberfliche eine Anderung der Ubergangsdipolmomente
bewirken [83-84]. Allen Nanokristallen gemein ist die Lage der Ubergangsdipolmomente. Lineare Momente
sind entlang der z-Achse des Kristallgitters orientiert, planare senkrecht dazu (Abbildung 2.12).

Die erwihnten Degenerationen der Ubergangsdipolmomente entsprechen den in Tabelle 2.1 aufgefiihrten
Degenerationen, die bei der Bestimmung des Orientierungsfaktors beriicksichtigt werden miissen: 1D-
Ubergangsdipolmoment = L, 2D-Ubergangsdipolmoment = P und isotropes Ubergangsdipolmoment = 1.
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Abbildung 2.12. Darstellung der moglichen Ubergangsmomente in Halbleiternanokristallen. Links: planares (2D)
Absorptions-Ubergangsdipolmoment, Mitte: lineares Ubergangsdipolmoment, Rechts: isostropes
Ubergangsdipolmoment. Das planare Ubergangsmoment kann als Fliche, die von zwei entlang der x- und y-Achse
orientierten Vektoren aufgespannt wird, aufgefasst werden. Das isotrope Ubergangsdipolmoment von Quantenpunkten

ist eine Sphére, die von drei entlang der Raumachsen orientierten Vektoren aufgespannt wird.

2.2.3 Kern-Schale-Quantenpunkte

Je kleiner ein Korper ist, desto grofler ist im Verhéltnis zum Volumen seine Oberflache. Quantenpunkte
besitzen aufgrund ihrer geringen Grofle ein extrem hohes Oberfldche-zu-Volumen-Verhéltnis. Daher hat die

Oberfldche der Nanokristalle ebenfalls einen starken Einfluss auf deren photophysikalische Eigenschaften.

Trotzdem Halbleiter-Nanokristalle theoretisch in geordneter Gitterstruktur aufgebaut sein sollten, ist dem in
der Praxis nicht so. Vielmehr kristallisieren sie, abhdngig vom Halbleitermaterial, den Synthesebedingungen
und dem umgebenden Ldsungsmittel, in verschiedensten Gittern und Gittermodifikationen, die teilweise
hochkomplex sein konnen. Hinzu kommen mogliche Gitterdefekte, verursacht durch Liicken im Metallgitter,
den Einbau von Fremdatomen oder an der Oberfliche adsorbierten Molekiilen. Eine Oxidation der
Quantenpunktoberfliche muss ebenfalls in Betracht gezogen werden [59,85,179]. Die erwéhnten
Oberflachenverdanderungen fithren zu einer Verdnderung der zu erwartenden optischen Eigenschaften. Es
kommt zu einer Rotverschiebung der Emission, zur Verbreiterung der Emissionsbande und mit

Lumineszenzverminderung einhergehender Verschlechterung der Quantenausbeute.

Um diese negativen Effekte auszuschlieBen, schiitzt man den Quantenpunkt iiblicherweise mit einer
passivierenden Schale. Diese kann entweder aus anorganischem Material oder organischen Schichten
bestehen. Wihrend die absorptiven Eigenschaften des Quantenpunkts von der Verschalung kaum beeinflusst
werden, sind die emissiven Eigenschaften stark von der Schutzhiille abhéngig, da diese die bereits erwidhnten
Oberflachenverdnderungen durch Gitterdefekte und Oxidation unterbindet [86]. Eine Umhiillung mit einer
passivierenden Schicht ist daher die einfachste Mdoglichkeit, stabile Quantenpunkte mit hervorragenden
optischen Eigenschaften zu erzeugen. Die so geschaffenen Nanokristalle werden nach ihrem Aufbau Kern-
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Schale-Quantenpunkte genannt (sieche Abbildung 2.13). Im Vergleich zu organischen Schalen, die aus
Molekiilen wie TOPO (tri-n-Octylphosphinoxid), DHLA (Dihydroliponséure) oder OPV (Oligo-Phenyl-
Vinyl-Phosphinoxid) bestehen konnen, sind anorganische Schalen besser geeignet stabile und
hochlumineszente Kern-Schale-Quantenpunkte zu erzeugen [60,87,88]. Dafiir miissen allerdings zwei
Voraussetzungen erfiillt sein: Das Schalenmaterial muss eine dem Quantenpunktkern moglichst dhnliche
Gitterstruktur haben, damit durch die Schale keine zusitzlichen Gitterdefekte entstehen, und es muss
weiterhin eine groBere Bandliicke als das Kernmaterial besitzen. Letzteres ist notwendig, da ansonsten die
Schale in der Lage wire nicht nur das Anregungslicht sondern auch die vom Quantenpunkt emittierte
Lumineszenz zu absorbieren, was zu einer Verschlechterung der optischen Eigenschaften des Nanokristalls
fiihren wiirde. Das am weitesten verbreitete und fiir die Quantenpunkte im Rahmen dieser Arbeit verwendete
Schalenmaterial ist Zinksulfid (ZnS), da es die genannten Voraussetzungen gut erfiillt.

N ]

NAEEREE 2 @/ Biotin
8 b
5

7 biokompatibles
“., /" Polymer (PEG)

ZnS-Schale

CdSe-Kern
Quantenpunkt-Kern Kern-Schale-Quantenpunkt biokompatibler Kern-Schale-Quantenpunkt

Abbildung 2.13. Schematische Darstellung des Aufbaus eines Kern-Schale-Quantenpunkts. Links: CdSe-
Quantenpunkt-Kern, Mitte: CdSe/ZnS-Kern/Schale-Quantenpunkt, Rechts: mit zusdtzlicher biokompatibler
Polymerschale aus Polyethylenglykol (PEG) umhiillter Kern/Schale-Quantenpunkt mit Biotin-Funktionalisierung.

Letzterer wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet. [66,67].

2.2.4 Anwendungen biokompatibler Quantenpunkte

Biokompatible Quantenpunkte bestehen neben dem emittierenden Halbleiterkern und einer passivierenden
Schale (siehe Kapitel 2.2.3) aus einer zusétzlichen Hiille, die die an sich fiir biologische Proben toxischen
Nanokristalle biokompatibel, wasserloslich und funktionalisierbar macht (sieche Abbildung 2.13). Dies ist
insbesondere fiir intrazellulire Messungen in vitro oder in vivo und diagnostische Anwendungen in der
Medizin von Interesse, um eine Beeintrdchtigung oder gar ein Absterben der biologischen Substanz zu
vermeiden. Ublicherweise werden Polymere, Proteine, Peptide oder wasserlosliche Molekiile an die
Quantenpunktoberfliche gekoppelt um diese biokompatibel zu machen [68,89]. Es zeigte sich, dass die
Umbhiillung der Nanokristalle mit einer wasserldslich machenden Schale auch die toxischen Eigenschaften
dieser vermindert. Daher ist es ausreichend, neben der passivierenden Schutzschicht eine weitere Schale
aufzubringen, um die Halbleiter-Nanokristalle erfolgreich in biologischen Systemen einsetzen zu konnen,

was die Synthese erheblich vereinfacht. Da diese duflere Hiille leicht mit den verschiedensten
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Funktionalisierungen versehen werden kann [90] sind die moglichen Anwendungen fiir Nanokristalle in
biologischen Assays nahezu unbegrenzt.

Biokompatible Quantenpunkte haben inzwischen ein breites Anwendungsspektrum und werden neben der
Strukturaufkldrung in komplexen biologischen Strukturen, zur Sichtbarmachung biologischer Prozesse,
speziell fiir in vivo-Imaging, Zell-Assays sowie eine Vielzahl weiterer biologischer Assays eingesetzt [65,69,
90,91]. Neuere Arbeiten zeigen vermehrt auch Anwendungen in der medizinischen Diagnostik, bei denen die
herausragenden optischen Eigenschaften der Quantenpunkte Multiplex-Messungen (den simultanen
Nachweis mehrerer Krankheitsmarker), Nachweisgrenzen im pikomolaren Bereich und so eine
Fritherkennung von Krankheiten moglich machen [31].

2.3 Lanthanoidkomplexe

2.3.1 Einleitung

Die Entdeckung der chemischen Elemente aus der Gruppe der Lanthanoide (auch Seltene Erden genannt)
nahm 1794 mit der Charakterisierung des 1787 in der schwedischen Grube Ytterby gefundenen Minerals
Ytterbit ihren Anfang, aus dem man 1839-1843 Oxide der Lanthanoide Cer, Terbium und Erbium gewinnen
konnte. Weitere Elemente der Seltenen Erden konnten in den darauf folgenden Jahren isoliert und
nachgewiesen werden, das letzte, Promethium, im Jahre 1945 [92].

Die chemischen Elemente der Gruppe der Lanthanoide (Ordnungszahlen Z = 57 [Lanthan] bis Z = 71
[Lutetium]) zeichnen sich dadurch aus, dass sie untereinander sehr dhnliche chemische und physikalische
Eigenschaften besitzen. Dieses Phinomen ist vor allem auf die Elektronenkonfiguration [Xe]6s*4f* mit (x =
2-14, Ausnahmen Lanthan, Gadolinium und Lutetium) der Lanthanoide zuriickzufiihren. Wéhrend bei vielen
Elementen mit zunehmender Ordnungszahl vermehrt die duBeren Atomorbitale besetzt werden, wird bei den
Seltenen Erden zuerst die 4f-Schale befiillt. Da die dueren Orbitale aber fiir die Eigenschaften maB3geblich
sind, hat die Zunahme der Elektronenbesetzung der 4f-Schale darauf nur einen geringen Einfluss. Die
Unterschiede in den Eigenschaften der Lanthanoide sind vielmehr durch Gewicht und Grofle bedingt. Mit
zunehmender Ordnungszahl steigt das Gewicht, sinkt aber die GroBe. Diese Lanthanoiden-Kontraktion hat
ihre Ursache in der stirkeren Anziehung zwischen der Elektronenwolke und der Kernladung der Atome mit
zunehmender Ordnungszahl. Allen Lanthanoiden gemein ist, dass sie im Wesentlichen als dreiwertige lonen
vorliegen [92,93].

Die dreiwertigen Lanthanoid-lonen besitzen besondere spektrale Eigenschaften, die durch elektronische
Ubergiinge innerhalb der 4f-Orbitale hervorgerufen werden. Diese werden von den gefiillten 5s- und 5p-
Orbitalen nach aullen abgeschirmt, wodurch es nur zu minimalen Wechselwirkungen mit dem umgebenden
Medium und anderen Molekiilen, wie Ionen und Dipolen, kommt. Die elektronischen f-f-Uberginge
innerhalb eines Lanthanoid-lons verlaufen daher nahezu stérungsfrei und resultieren in duflerst schmalen
Absorptions- und Emissionsbanden mit Lebenszeiten des angeregten Zustandes, die mehrere Millisekunden
erreichen kénnen [94,95].
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden auf dem dreiwertigen Terbium-Ion Tb*" basierende Lanthanoid-
Komplexe als FRET-Donoren verwendet. Daher soll im Folgenden speziell auf dieses Lanthanoid

eingegangen werden.

2.3.2 Das freie Terbium-Ion und seine spektroskopischen Eigenschaften

Elektronische Konfiguration

Die elektronische Konfiguration des freien Terbium-Ions lautet [Xe]6s*f*. Da allein aus dieser Angabe keine
befriedigende Aussage iiber die optischen Eigenschaften des lons getroffen werden kann, ist es notwendig
die elektronischen Energieniveaus, die die Elektronen innerhalb des Ions einnehmen koénnen, und die daraus
resultierenden optischen Ubergiinge, genauer anzugeben. Eine ausfiihrliche Betrachtung fiir das Terbium-Ion
ist in der Literatur zu finden, an die an dieser Stelle verwiesen werden soll [95,180]. Da beim Terbium-Ion
nur wenige Energieniveaus an den optisch wichtigsten 4f-Ubergingen beteiligt sind, soll an dieser Stelle
lediglich ein kurzer Uberblick iiber die zugrunde liegende Theorie gegeben werden.

Zur genauen Beschreibung der elektronischen Zustinde bzw. der Quantenzustinde von lonen oder Atomen
werden Termsymbole der Form ®**VL, verwendet. L stellt hier den Bahndrehimpuls, S den Spin bzw. 25+1
die Spinmultiplizitdt und J den Gesamtdrehimpuls des Systems dar. Anhand dieser drei Quantenzahlen kann
jeder elektronische Zustand eindeutig zugeordnet werden. Die Energieniveaus der Lanthanoiden-lonen sind
hochgradig degeneriert. Im Falle des dreiwertigen Terbium-Ions wird die Elektronenkonfiguration [Xe]6sf*
durch interelektronische AbstoBung in 119 ®"VL Terme aufgespalten. Die Spin-Bahn-Kopplung, die durch
den Gesamtdrehimpuls J als Kombination des Spins S und des Bahndrehimpulses L ausgedriickt wird, fiihrt

28+1 . . P .
@S*Dr, Niveaus, von denen das 'Fg Niveau das energiedrmste ist.

zu einer weiteren Aufspaltung in 295
Zusétzlich zu diesen intramolekularen Wechselwirkungen fithren auch intermolekulare Wechselwirkungen
zu Aufspaltungen der Energieniveaus. Im Falle eines Tb’*-Komplexes bedingt das Ligandenfeld des das Ion
umgebenden Liganden eine weitere Feinaufspaltung. Diese als Stark-Effekt bekannte Wechselwirkung
spaltet jedes energetische Niveau in Abhdngigkeit von der Symmetrie des Komplexes in nochmals bis zu
2J+1 so genannte Stark-Niveaus auf. Es ergeben sich fiir das dreiwertige Terbium-Ion so bis zu 3003
mogliche Zustinde [96]. Abbildung 2.14 zeigt den fiir die wichtigsten Uberginge wesentlichen Ausschnitt

ST 3+
aus dem Energiediagramm von Tb™".
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Abbildung 2.14. Darstellung der fiir die Lumineszenz des Tb®" bedeutsamen °D, 2 "F,-Uberginge (J=0-6) im

Energiediagramm.

Elektroneniibergédnge kdnnen unter Beriicksichtigung der Auswahlregeln zwischen allen Niveaus stattfinden,
von Bedeutung fiir die spektroskopische Untersuchung der Absorption und Emission von Tb’* sind
allerdings nur die Uberginge zwischen dem *D,- und den 'F;-Niveaus. Jedem dieser Elektroneniiberginge

lisst sich ein optischer Ubergang zuordnen (siehe Tabelle 2.3).

Optische Uberginge und Auswahlregeln

Die spektroskopisch interessanten Uberginge im Tb®" besitzen nur eine sehr geringe Intensitit. So liegen die
Extinktionskoeffizienten des Tb’" in Losung bei etwa g = 1 M'em?! (zum Vergleich: der
Extinktionskoeffizient  eines  Fluoreszenz-Farbstoffs  liegt bei etwa 10° M'em™)  [95].

Woher kommt diese auBergewdhnlich geringe Signalintensitit der optischen Ubergiinge?

Die Wahrscheinlichkeit eines elektronischen Ubergangs (und damit seine Intensitiit) wird von verschiedenen
Auswabhlregeln bestimmt. Die beiden wichtigsten fiir das Terbium-Ion sind die Spin-Multiplizitits-Regel und
die Laporte-Regel. Erstere besagt, dass Uberginge zwischen Zustinden unterschiedlicher Spin-Multiplizitit
(sieche vorheriger Abschnitt) verboten sind, letztere, dass nur Uberginge zwischen Zustinden
unterschiedlicher Paritdt erlaubt, zwischen gleicher Paritdt hingegen verboten sind. Paritdt meint in diesem
Zusammenhang die Symmetrie-Eigenschaften der Atomorbitale beziiglich einer Spiegelung an ihrem
Inversionszentrum. In dieser Beziehung symmetrische Orbitale besitzen eine gerade Paritdt (g),

unsymmetrische eine ungerade (u) (siche Abbildung 2.15).
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s — Orbital p — Orbital
gerade Paritat (g) ungerade Paritat (U)

Abbildung 2.15. Darstellung von Atomorbitalen zur Veranschaulichung des Begriffs der Paritdt. Unterschiedliche
Farben stellen hier die unterschiedlichen Vorzeichen der Wellenfunktion des Orbitals dar. Das Inversionszentrum liegt
im Koordinatenursprung. Es wird ersichtlich, dass eine Spiegelung am Inversionszentrum beim s-Orbital ein

deckungsgleiches Spiegelbild liefert, beim p-Orbital hingegen nicht.

Die elektronischen f-f-Ubergéinge im Tb*" sind parititsverboten, da sie zwischen Orbitalen gleicher Paritit
erfolgen. Durch Wechselwirkung der 4f-Elektronen mit dem Ligandenfeld des lons ist es aber moglich, dass
andere Paritdten in die 4f-Wellenfunktion gemischt werden. Es kommt zur Veridnderung der Orbitale, die
sich dann in ihrer Paritiit unterscheiden und so einen Ubergang der Elektronen mdglich machen. Da die 4f-
Elektronen allerdings effektiv von der S5s- und 5p-Schale abgeschirmt werden, ist der Einfluss des
Ligandenfelds gering und Uberginge aufgrund der durch Liganden implizierten Verdinderungen der
Wellenfunktion unwahrscheinlich. Sie treten daher nur mit geringer Intensitét auf. Ein weiterer Grund fiir die
schwachen Signalintensititen der optischen Ubergiinge liegt darin, dass diese auch nach der Spin-
Multiplizitits-Regel verboten sind, denn ’D,>'F-Uberginge im Tb’" besitzen eine Quintett=> Septett-
Multiplizitit. Es kommt aber auch hier zu Aufweichungen, in diesem Fall durch die Spin-Bahn-Kopplung,
die dazu fithren, dass trotz des Spin-Verbots Ubergiinge das dreiwertige Terbium-lon eine schwache
Lumineszenz (da der Begriff Fluoreszenz {iblicherweise fiir spin-erlaubte Ubergiinge verwendet wird, wird

die Emission des Terbiums allgemeiner als Lumineszenz bezeichnet) zeigen [97,98].

Je nachdem, mit welcher Feldkomponente (der magnetischen oder der elektrischen) des Lichts das Tb**
interagiert, unterscheidet man magnetische Dipol-Uberginge und induzierte elektrische Dipol-Uberginge. Es
besteht theoretisch zusitzlich die Moglichkeit, dass elektrische Quadrupol-Ubergiinge existieren, jedoch
konnten dies experimentell bisher nicht nachgewiesen werden [99]. Die Mehrzahl der optischen Uberginge

des Terbium-lons ist induziert elektrischer Natur (siche Tabelle 2.3).
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Die Unterscheidung in magnetische und elektrische Dipol-Uberginge ist im Rahmen der FRET-Theorie fiir
die Bestimmung des Uberlappungsintegrals von Bedeutung. Da der resonante Energietransfer iiber
Coulomb-Wechselwirkungen erfolgt, sollten theoretisch nur die elektrischen Dipol-Ubergiinge bei der
Berechnung des Forster-Radius Anwendung finden. Hochstwahrscheinlich tragen in der Praxis auch die
magnetischen Dipol-Uberginge zum Energietransfer bei. Zur Berechnung des Uberlappungsintegrals und
damit des Forster-Abstands wird daher in erster Niherung das gesamte Emissionsspektrum von Tb>*

herangezogen.

Die Merkmale der einzelnen f-f-Uberginge des Tb”" sind im Folgenden noch einmal zusammengefasst:

Tabelle 2.3 Merkmale der verschiedenen optischen Uberginge des dreiwertigen Terbium-Ions. Intensititen: vs = sehr
stark, s = stark, m = mittel, w = schwach, vw = sehr schwach. Dipolcharakter: ED = elektrischer Dipolcharakter, MD =

magnetischer Dipolcharakter; aus [98].

Ubergang Spektralbereich Relative Dipolcharakter Kommentare
Intensitat
5 D, -/ F, 480 — 505 m—s ED Geringe Abhingigkeit
der Intensitiit von der
Umgebung des Ions
—>7F5 540 — 560 S — Vs MD Starke optische
Aktivitit
Stiirkster Ubergang
—>7F4 575 — 600 m—s ED Unabhiingig von der

Umgebung des Ions

7 .
—>'F; 610 — 630 W—m MD Starke optische
Aktivitiit, Aufspaltung

unter bestimmten
Bedingungen
beobachtbar

7 i
—>'F, 640 — 655 W ED Abhiingigkeit der
Intensitit von der

Umgebung des Ions

—'F, 660 — 670 W ED

—'F, 675 — 680 W ED
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2.3.3 Der Terbiumkomplex Lumi4Thb

Die Intensitdt der optischen Ubergéinge des freien Tb" ist, wie bereits erwéhnt, sehr schwach, sie besitzen
einen kleinen Extinktionskoeffizienten. Das macht die direkte Anregung im Experiment sehr ineffizient. Um
trotzdem die Vorteile der Tb*'-Lumineszenz (schmale Emissionsbanden, lange Lumineszenzlebenszeit)
nutzen zu konnen, greift man daher auf einen Mechanismus zuriick, der als ,,Antennen-Effekt™ 1942 erstmals
von Weissman beschrieben wurde [100]. Dabei wird das freie Terbium-Ion mit Liganden komplexiert, die in
der Lage sind, ihre Anregungsenergie auf das Tb*" zu transferieren. Hierbei wird also nicht das Terbium
direkt angeregt sondern vielmehr der Ligand in einen ersten angeregten Zustand versetzt. Es wird
angenommen, dass dieser anschlieBend unter Intersystem-Crossing (ISC) in einen angeregten Triplett-
Zustand tibergeht, jedoch konnte der Energietransfer auch aus angeregten Singulett oder Charge-Transfer-
Zustianden erfolgen [101,102]. Von diesem angeregten Triplett-Zustand aus findet dann der Energietransfer
zum Tb>*, und damit die Anregung des Ions, statt (siche Abbildung 2.16). Geeignete Antennen-Liganden
haben Extinktionskoeffizienten von bis zu 30000 M'cm™, was im Vergleich zum freien Terbium-Ion etwa
um den Faktor 10° groBer ist.

Ligand Th3+

NG T,
: kE;\\kB 5D4

Energie
>
=

ké kNRl kP kNR 2 k;?} kNR 3

Abbildung 2.16. Prinzip des Antenneneffekts, dargestellt sind die zum Verstdndnis wichtigen Energieniveaus und
Geschwindigkeitskonstanten. S, Singulett-Grundzustand des Liganden, S; angeregter Singulett-Zustand des Liganden,
T, angeregter Triplett-Zustand des Liganden, °D, angeregter Quintett-Zustand des Tb®" von dem die Lumineszenz
ausgeht, 'Fy J-fach aufgespaltene Septett-Grundzutinde des Tb**, iv Absorption von Licht der Wellenlinge v, k

Geschwindigkeitskonstanten (ké Fluoreszenz des Liganden,, kﬁb Fluoreszenz des Terbiums Awri, Anr2, Anrs

strahlungslose Deaktivierung, kisc Intersystem-Crossing, kg Riicktransfer und kgt Energietransfer) [103].
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Ein Komplexligand, der effektiv als ,,Antenne* wirken soll, muss mehrere Eigenschaften besitzen:

® cinen mdglichst langlebigen Triplett-Zustand, von dem die Energie auf das Terbium-Ion iibertragen

werden kann
® cffizientes Intersystem-Crossing, durch welches der Liganden-Triplett-Zustand bevolkert wird

® cinen geeigneten Energieunterschied zwischen dem Triplett-Zustand des Liganden und dem °Dy-
Zustand des Tb*", der weder zu groB sein darf (Energietransfer zum Terbium ineffizient oder
unmoglich), noch zu klein (Riicktransfer vom Terbium zum Antennenmolekiil wird wahrscheinlicher
und verringert Anregung des Tb*") [27,104]

Neben diesen Eigenschaften, die die Anordnung der Energieniveaus innerhalb des Antennen-Liganden
beschreiben, sollte dieser weitere notwendige physikalische und chemische Merkmale besitzen, um den
Terbium-Komplex fiir FRET-Experimente nutzen zu konnen. Die Antennen-Molekiile und der entstehende
Terbium-Komplex miissen sowohl thermodynamisch als auch kinetisch stabil sein. Die Antennen-Molekiile
sollten das Tb>" vor der Komplexierung durch Wassermolekiile schiitzen, da diese aufgrund ihrer O-H-
Schwingungen und deren Obertonen ein effektiver Loscher der Tb>*-Lumineszenz sind [105,106], und nicht
zuletzt muss der Ligand zur Bindung an andere Molekiile beféhigt sein. Da im Rahmen der vorliegenden
Arbeit Untersuchungen in FRET-basierten Immunoassays (siche Kapitel 2.4) durchgefiihrt wurden, bedeutet
dies, dass der Antennen-Ligand einfach an biologische Molekiile binden kann, also funktionelle Gruppen wie

Maleimid, NHS-Ester oder Aminogruppen tragen sollte.

Lumi4Tb ist ein solcher, fiir Untersuchungen im biologischen Medium hervorragend geeigneter, Terbium-
Komplex, dessen Liganden makrotrizyklische, bifunktionale 2-Hydroxyisophthalamide sind, die einen Kifig
um das Tb*"-Zentralion bilden (siche Abbildung 2.17) und effizient als Antenne und Abschirmung von

Wassermolekiilen wirken.
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Abbildung 2.17. Aufbau des Lumi4Tb-Chelat-Komplexes. Dargestellt ist hier der NHS-Ester des Komplexes. [107]

Solche Tb**-Chelat-Komplexe sind aufgrund ihrer optischen Eigenschaften hervorragende FRET-Donoren.
Sie verfliigen {iiber eine starke Absorption (zur Bereitstellung von FRET-Energie), lange
Lumineszenzabklingzeiten (fiir hochsensitive, zeitaufgeloste Messungen und leichte Unterscheidung zur
kurzlebigen  Autofluoreszenz und nicht durch  FRET-induzierten ebenfalls  kurzlebigen
Akzeptorlumineszenz), groBe ,,Stokes“-Verschiebung (selektive Anregung des Donors), sowie schmale
Emissionsbanden im Bereich des sichtbaren Lichts (genaue Angaben zu den optischen Eigenschaften sind in
Kapitel 5.2 zu finden), welches eine selektive Akzeptordetektion in den Emissionsliicken des Spektrums

ermoglicht.

Das Emissions-Ubergangsdipolmoment von Lumi4-Tb

Wie bei den Quantenpunkten das Absorptions-Ubergangsdipolmoment so spielt auch das Emissions-
Ubergangsdipolmoment des beteiligten Terbium-Komplexes als Donor eine Rolle bei der Bestimmung des
Orientierungsfaktors. Die Anisotropie der Emission des Tb’" wird im Allgemeinen, aufgrund der grofen
Anzahl an Ubergangsdipolmomenten der einzelnen Mikrozustinde im Ion, als Null angenommen [108]. Die
Emission des Lumi4Tb-Komplexes ist also nicht richtungsabhingig, er besitzt daher ein isotrop

degeneriertes Emissions-Ubergangsdipolmoment.
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2.3.4 Biochemische Anwendungen von Lanthanoid-Komplexen

Der Vorteil bei der Verwendung von Lanthanoid-Komplexen liegt vor allem in den langen Lumineszenz-
lebenszeiten, die eine Unterscheidung von kurzlebigen Hintergrundsignalen (z.B. der eingesetzten
biologischen Substrate, der verwendeten Filter, des Probenraumes etc.) durch zeitverzogerte Messungen
(Beginn der Detektion einige Mikrosekunden nach der Anregung) moglich machen. Durch diese
hintergrundfreie Detektion der Lanthanoiden-Signale ist ein sehr sensitiver Nachweis sowohl steady-state
iiber zeitverzogerte Intensitidtsmessungen als auch zeitaufgelost moglich. Dies macht man sich in einem
breiten Anwendungsbereich zunutze, der eine Vielzahl hetero- und homogener Assays (Begriffsklarung
siche Kapitel 2.4.1 und 2.4.2), kombinatorische Pharmasynthesen, Chiralititssensorik, Strukturautklarung,
chromatographische Trennverfahren und bildgebende Untersuchungsverfahren umfasst [94,109-112]. Am
weitesten verbreitet sind hier Anwendungen auf Basis von Europium- und Terbium-Komplexen, da diese im

sichtbaren Wellenldngenbereich effizient emittieren, seltener Samarium- und Dysprosium-Komplexe.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zeitaufgeloste Immunoassays mit den Modellbindungssystemen
Biotin-Streptavidin (Erlduterung siehe Kapitel 2.4.3) fiir spezifische sowie Zink-Histidin (Erléduterung siehe
Kapitel 2.4.4) fiir unspezifische Bindungen durchgefiihrt.

2.4 FRET-basierte Anwendungen: Immunoassays und molekulares Lineal

Die wichtigsten Anwendungsgebiete des Resonanzenergietransfers sind die Detektion von Molekiilen, wie
Krankheitsmarkern, in Immunoassays sowie die Strukturaufklérung in biologischen Systemen. Der grofle
Vorteil bei letzterem liegt darin, dass man mit Hilfe des FRET Abstidnde bestimmen kann, die unter der
optischen Aufldsungsgrenze von Mikroskopen liegen. Es existieren zwar verschiedene Ansitze, diese
Grenze zu tberwinden (STORM = Stochastic Optical Reconstruction Microscopy, PALM = Photo
Activation Localization Microscopy, STED = Stimulated Emission Depletion), trotz aller Bemiihungen sind
die damit erreichbaren Auflosungen im Vergleich zum FRET nach wie vor begrenzt (STED = 5.8 nm, FRET
bis < 1 nm) [1,113-115]. Im Folgenden sollen die beiden Hauptanwendungen des FRET beschrieben werden.
Bezug nehmend auf die Experimente in dieser Arbeit werden anschlieBend das Biotin-Streptavidin-

Modellsystem und das Zink-Histidin-Modellsystem vorgestellt, sowie deren Eigenschaften erldutert.

2.4.1 Immunoassays

Als Immunoassays bezeichnet man bioanalytische Tests, die sich zum Nachweis eines Analyten der
hochsensitiven und starken Bindung von Antikorpern an die entsprechenden Antigene nach dem Schliissel-
SchloB-Prinzip bedienen. In Abhéngigkeit vom Aufbau des Assays konnen sowohl Antigene als auch
Antikorper die nachzuweisenden Analyten sein. Die Nachweismethode kann von Assay zu Assay
unterschiedlich sein und ist keineswegs auf optische Methoden beschriankt [116,117]. Diese, und dabei
insbesondere die Fluoreszenz, erlauben jedoch einen hochst sensitiven Nachweis der Analyten bei
gleichzeitig geringem instrumentellem Aufwand. FRET-basierte Immunoassays bieten zusétzlich den
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Vorteil, dass ein Molekiil im Assay angeregt wird, ein anderes hingegen emittiert. Dies erlaubt einen noch
eindeutigeren Nachweis, da es nur zum FRET kommt, wenn eine Bindung mit dem Analyten vorliegt.
Heterogene Assays

In heterogenen Assays ist einer der Bindungspartner an einer festen Phase immobilisiert. Je nach Art des
heterogenen Assays (siche Abbildung 2.18) kann dies das Antigen oder der Antikorper sein. Nach Zugabe
der Probe, jedoch vor der Detektion, erfolgt in heterogenen Assays immer mindestens ein Waschvorgang, bei
dem nicht gebundene Assaybestandteile abgetrennt werden. Das Waschen ist bei heterogenen Assays Vor-
und Nachteil zugleich, denn durch die Abtrennung der nicht gebundenen Bestandteile werden Storsignale
minimiert und so die Empfindlichkeit des Assays deutlich verbessert, gleichzeitig aber der zeitliche und
apparative Aufwand erhoht [117,119].

&

R IR N IR P
o L ® ¢ o
LI eee |

Py )ﬂ&. ?}L\ %

Abbildung 2.18. a) Immunometrischer Assay zur Antigen-Detektion, oben: zu den an einer festen Phase

immobilisierten Antikérpern (grau) werden Antigene (Kugeln) und markierte Antikorper (dunkelgrau mit Stern)
gegeben, unten: nach Inkubation und Waschen wird das Signal der gebundenen markierten Antikérper gemessen; b)
Immunometrischer Assay zur Antikdrper-Detektion, oben zu den an einer festen Phase immobilisierten Antigenen
werden Analyt-Antikdrper und markierte Antikdrper gegeben, unten: nach Inkubation und Waschen wird das Signal der
gebundenen markierten Antikérper gemessen; ¢) kompetitiver Assay zur Detektion kleiner Analytmolekiile, oben: zu
den an einer festen Phase immobilisierten Antikdrpern werden Antigene und markierte Antigene gegeben, unten: nach
Inkubation und Waschen wird das Signal der markierten Antikdrper-Antigen-Komplexe gemessen.

Homogene Assays

Man spricht von homogenen Assays, wenn keiner der an der Bindung beteiligten Partner an einer festen
Phase immobilisiert ist. Nach Zugabe der Probe erfolgt kein Trennungsschritt mehr, die Detektion des
Analyten findet direkt im Probenvolumen statt [116,117].
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Homogene FRET-Immunoassays basieren darauf, dass ein Bindungspartner im Assay mit dem FRET-Donor
und ein anderer mit dem FRET-Akzeptor markiert ist. Bei einem sogenannten ,,Sandwich-Komplex* (siche
Abbildung 2.19) zum Beispiel ist ein Antikorper gegen das zu bestimmende Antigen mit dem FRET-Donor
und ein anderer Antikorper mit dem FRET-Akzeptor markiert. Befindet sich ein Antigen in der Probe binden
beide Antikérper an das Antigen. Donor und Akzeptor gelangen so in rdumliche Nihe und ein
Resonanzenergietransfer wird moglich.

Der Vorteil homogener FRET-Assays liegt darin, dass ein FRET-Signal nur entsteht, wenn es zur Bindung
zwischen den markierten Antigenen oder Antikdrpern kommt. Dadurch sind im Vergleich zum heterogenen
Assay hohere Sensitivitdt, deutlich kiirzere Inkubationszeiten (die Antikorper-Antigen-Bindungen finden
zeitgleich im gesamten Probenvolumen und nicht nur an der Oberfldche einer festen Phase statt) und eine
geringere Fehleranfilligkeit gegeben. Ein moglicher Nachteil ist, dass nicht abgetrennte Assaybestandteile zu
Storungen des Probensignals fithren konnen. Im Allgemeinen sind homogene Assays den heterogenen
aufgrund der einfacheren Durchfilhrung aber vorzuziechen. FRET ist dabei eine der sensitivsten
Nachweismethoden [118].
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Abbildung 2.19. Prinzip homogener Assays am Beispiel eines FRET-Immunoassays. Links: Zwei verschiedene
Antikorper fiir ein Antigen sind mit FRET-Donor (D) bzw. —Akzeptor (A) markiert, nach Zugabe des Antigens (Kugel)
bilden sie mit diesem einen Sandwich-Komplex; rechts: Die Bildung des Sandwich-Komplexes bringt Donor und
Akzeptor in rdumliche Nihe, nach Anregung des Donors mit der Anregungsenergie der Wellenldnge v, iibertragt dieser

mittels FRET Energie auf den Akzeptor, der diese in Form von Lumineszenz der Wellenlédnge v, wieder abgeben kann.

2.4.2 Molekulares Lineal

Anwendungen auf der Grundlage des FRET spielen bei der Bestimmung von Abstdnden im
Nanometerbereich in Biologie, Biochemie und Medizin eine wichtige Rolle. Strukturen und
Strukturverdnderungen molekularer Systeme konnen im Bereich 1-20 nm mit sehr hoher Genauigkeit und
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weit unterhalb der Beugungsbegrenzung des Lichts bestimmt werden. Die Abstandsbestimmung erfolgt
dabei aus den bereits beschriebenen Intensitits- und/oder Lebenszeitverdndungen von Donor und Akzeptor,
die mit der Forster-Theorie ausgewertet werden kdnnen (siehe Kapitel 2.1.3). Zusétzlich zu den Anspriichen,
die Donor und Akzeptor in diesem Fall erfiillen miissen, um ein ausreichendes FRET-Signal zu generieren,
ist bei der Anwendung als spektroskopisches Lineal zu beachten, dass Wechselwirkungen mit dem Molekiil,
bei dem Abstinde bestimmt werden sollen, mdglich sind. Verdnderungen in den spektroskopischen
Eigenschaften von Donor und Akzeptor konnen auftreten, die Farbstoffe in ihrer Beweglichkeit
eingeschrinkt werden, was eine Anderung des Orientierungsfaktors «” bedingt [120,121]. Beides fiihrt zu
Signalverdanderungen, die nur scheinbar eine Abstandsabhéngigkeit besitzen und das Ergebnis daher
verfilschen. Des Weiteren muss die Anordnung der Ubergangsdipolmomente von Donor und Akzeptor
zueinander innerhalb des zu untersuchenden Systems beriicksichtigt werden. Daher ist es erforderlich, ein
FRET-Paar vor dem FEinsatz als Abstandssonde auf diese moglichen Interaktionen mit dem Zielmolekiil hin
zu testen. Dem Einfluss moglicher Einschrankungen in der Beweglichkeit der FRET-Partner auf die
Abstandsbestimmung wird in der Praxis auf zwei mogliche Arten begegnet. Zum einen lassen sich Donor
und Akzeptor mittels flexibler Linker am zu untersuchenden Makromolekiil befestigen, so dass deren
Beweglichkeit uneingeschrinkt ist. Der Orientierungsfaktor betrigt dann %/ [122]. Zum anderen kann man
auch den entgegen gesetzten Weg beschreiten und die FRET-Partner mit einer rigiden Bindung an das
Zielmolekiil binden, so dass die Orientierung der Ubergangsdipolmomente und damit der

Orientierungsfaktor bekannt sind [123].

2.4.3 Biotin-Streptavidin-System

Streptavidin ist, im Gegensatz zu Avidin, kein Glykoprotein. Es wurde zuerst aus Bakterien der Art
Streptomyces avidinii isoliert. Es besitzt eine molare Masse von etwa 66 kDa und ist aus vier monomeren
Untereinheiten aufgebaut, wobei jeweils zwei Monomere durch Wasserstoftbriickenbindungen ein Dimer
bilden. Jedes der vier identischen Untereinheiten besitzt eine Bindungstasche fiir ein Molekiil Biotin
(Vitamin H) (siche Abbildung 2.20). Die herausragende Eigenschaft des tetrameren Streptavidin besteht in
seiner hohen Bindungsaffinitit zum Biotin. Die Bindungskonstante K, dieser spezifischen Bindung betrigt
ungefihr 10" L/mol [124] und ist damit eine der stéirksten bekannten nonkovalenten Bindungen in der Natur.
Die hohe Bindungsaffinitidt macht man sich in einer Reihe von Anwendungen in Biologie, Biochemie und
Medizin zunutze [125-129]. Gleichzeitig dient das Biotin-Streptavidin als eines der bestuntersuchten

Bindungssysteme [129] als Modell fiir biologische Bindungen in der Grundlagenforschung.

Neben dem Bindungsverhalten gibt es weitere spezifische Eigenschaften, die das System fiir
molekularbiologische Anwendungen interessant machen. Zu diesen gehdren ein nahezu neutraler
isoelektrischer Punkt und ein Mangel an Kohlenhydrat-Modifikationen, was zu geringer unspezifischer
Bindung im Assay verglichen mit anderen Proteinen fiihrt [128,130]. Des Weiteren ermdglicht das kleine
Molekiil Biotin (M = 244 g/mol) eine Bindung an biologische Makromolekiile wie Enzyme oder Proteine
ohne deren biologische Aktivitit zu verdndern. Da diese Biotinylierungsreaktion kovalent an der Seitenkette
des Biotin erfolgt, wird die Biotin-Streptavidin-Bindung sterisch nicht beeintrdchtigt. Das Biotin-

Streptavidin-System ermdglicht also, bei vergleichsweise geringer unspezifischer Bindung innerhalb des
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Probenraums, eine Bindung an biologische Makromolekiile ohne deren biologische Funktion zu
beeintrichtigen.

Es existiert eine Vielzahl an Streptavidin-Modifikationen, die sich meist in ihren Seitenketten unterscheiden.
Natiirlich vorkommendes Streptavidin besteht aus 159 Aminosduren pro Untereinheit. Die am héufigsten
verwendete Modifikation ist das so genannte ,,Kern“-Streptavidin, welches C- und N-terminal gekiirzt ist
und 125 — 127 Aminoséduren pro Untereinheit enthdlt (M ~ 53 kDa) [131]. Es vereint die Vorteile besserer
Wasserloslichkeit und besserer Zugénglichkeit der Biotin-Bindungstasche fiir sterisch anspruchsvolle
biotinylierte Molekiile [132].

Abbildung 2.20. Aufbau des Biotin-Streptavidin-Systems. Links Struktur von ,,Kern“-Streptavidin, rechts von D-
Biotin. Die Abbildung wurde mit Hilfe der Software PyMOL und des PDB-Datensatzes 3MGS5 erstellt (Protein Data
Bank (PDB) of the Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB), ,,An Information Portal to Biological

Macromolecular Structures, http://www.rcsb.org/pdb/<).

Die extrem starke Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung wird hauptsdchlich durch drei Mechanismen
ermoglicht und ist in der Literatur ausfiihrlich beschrieben worden [124,133]. Verantwortlich sind hier vor
allem eine Vielzahl an Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Heteroatomen des Biotins und den
Aminosédureresten des Streptavidins. Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen dem Biotin und
Tryptophanresten des jeweiligen Monomers bzw. einer benachbarten Untereinheit spielen auflerdem eine
Rolle, wobei letztere von grofler Wichtigkeit ist, da ein Streptavidinmonomer aufgrund des Fehlens dieser
Wechselwirkung wesentlich geringere Bindungsaffinitit zu Biotin zeigt (siche Abbildung 2.21). Auflerdem
tragt auch die Konformationséinderung einer Protein-Bindungsschleife (Aminosduren 45-52) zur hohen
Bindungsaffinitit bei. Im ungebundenen Zustand liegt diese ungeordnet in einer offenen Konformation vor,
faltet sich aber nach der Bindung iiber die Biotin-Bindungstasche und schirmt diese ab (siche Abbildung
2.21) [131,134,135].
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Abbildung 2.21. Darstellung der an der Biotin-Streptavidin-Bindung beteiligten Mechanismen. Links:

Wasserstoffbriickenbindungen; mitte: Van-der-Waals-Wechselwirkungen, rechts:  Konformationsinderung der

Protein-Bindungsschleife (rot = offen, schwarz = geschlossen) [136].

Es konnte durch Rontgenkristallstrukturanalysen gezeigt werden, dass die Bindung von Biotin an
Streptavidin dessen Quartérstruktur verdndert. Die vier Untereinheiten des Komplexes sind im Vergleich
zum ungebundenen Streptavidin abgeflacht und stirker aneinander gebunden [124,137]. Diese strukturelle
Verdnderung stabilisiert den Biotin-Streptavidin-Komplex zusétzlich. Es wird weiterhin diskutiert, ob die
Bindung des Biotins an das Streptavidin kooperativ (die Bindung eines Biotin-Molekiils beeinflusst die
Bindungsstirken aller weiteren Biotin-Streptavidin-Bindungen) oder nicht-kooperativ ist. Die Literatur ist in
dieser Hinsicht uneins, die Mehrzahl der Quellen geht aber von einer nicht-kooperativen Biotin-Streptavidin-
Bindung aus [138-141].
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2.4.4 Zink-Histidin-System

Im Gegensatz zur hochst spezifischen Bindung des Biotins mit Streptavidin gibt es im Zink-Histidin-System
keinerlei spezifische Bindungsstellen zwischen den beteiligten Molekiilen. Die Bindung erfolgt hier durch
die Koordination einer metallaffinen Histidin-Gruppe eines Molekiils an Zink-lonen eines anderen Molekiils
(siche Abbildung 2.22). In der vorliegenden Arbeit sind dies die Zink-lonen der ZnS-Schale der verwendeten
Quantenpunkte. Diese alternative Biokonjugationsmethode wird in zunehmendem Mafie zur Bindung von
Proteinen, Peptiden oder sogar DNS an Quantenpunkte mit verschiedensten Oberflichen und
Funktionalisierungen genutzt [142-145], da Histidin mit hoher Affinitit nicht nur Zink- sondern viele weitere
Metall-lonen, z.B. Nickel, Kupfer, Eisen, Mangan oder Kobalt bindet.

Protein
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Abbildung 2.22. Prinzip der unspezifischen Zink-Histidin-Bindung am Beispiel eines Proteins mit His¢-Tag und eines
CdS/ZnS-Quantenpunkts. Die Bindung erfolgt koordinativ iiber jeweils zwei Histidine pro Zn*" der ZnS-Hiille des

Quantenpunkts.

Die Elektronen des Imidazol-Rings des Histidins interagieren dabei mit den elektronenarmen Orbitalen der
Ubergangsmetalle und bilden eine sehr stabile Bindung aus. So betriigt die Bindungskonstante fiir die Zink-
Histidin-Bindung ~10° L/mol [146]. Die ZnS-Hiille von Quantenpunkten mit ihrem hohen Gehalt an Zn*'-
Ionen ist bestens geeignet Histidin-funktionalisierte Molekiile zu binden. In dieser Arbeit handelt es sich
dabei um einen Lumi4Tb-Komplex, an den ein Peptid mit His¢-Tag gebunden wurde. Das Peptid (Pep-411)
hat die Sequenz H,N-GeSGAAAGLSe(His)s-amid und ldsst sich in drei Untereinheiten gliedern. Das N-
terminale Amin am G-Rest bindet an den NHS-Lumi4Tb-Komplex, die SGAAAGLS Sequenz agiert als
kurzer Abstandshalter, mit der Form einer alpha-Helix um die zentralen Alanine, und das C-terminale (His)s
bindet schlieflich an die Quantenpunktoberfliache. Dieses Pep-411 mit einer Lange von nur 1.1 nm ist sehr
rigide und sorgt so fiir einen definierten und geringen Abstand des Lumi4Tb-Komplexes zum Quantenpunkt
und dadurch duBerst effizienten FRET.
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3.1 Puffer

Fir die Experimente mit Lumi4Tb-gelabeltem Streptavidin (Lumi4Tb-Strep) und biotinylierten
Quantenpunkten (Biot-QD) wurde TRIS-Puffer [Tris(hydroxymethyl)-aminomethan] mit 0.5% BSA
(bovines Serumalbumin) und einem pH-Wert von 7.4 hergestellt. Die Versuche mit Lumi4Tb-Pep411 und

ITK-QD (Innovator’s Tool Kit) wurden in Natrium-Tetraboratpuffer (pH 8.5) ohne weitere Zusitze

durchgefiihrt.

3.2 FRET-Akzeptoren und -Donoren

3.2.1 Biotin-Streptavidin-System

Tabelle 3.1 Verwendete FRET-Donoren und —Akzeptoren mit Angabe der Abkiirzungen, des Herstellers sowie der

Konzentration und weiterer Eigenschaften der Stammldsungen.

FRET-Donor

Bezeichnung

Quelle

Eigenschaften

Lumi4Tb-Streptavidin-
Komplex

Lumi4Tb-Strep

Lumiphore Inc.
4677 Meade Street, Suite 216
Richmond, California 94804

4.4 Lumi4Tb pro Streptavidin

18uM Stammldsung

USA
FRET-Akzeptor
D525-Biotin-Konjugat Biot-QD525 Life Technologies Ltd 5 — 7 Biotin/QD
Jug 2
3 Fountain Drive
QD565-Biotin-Konjugat Biot-QD565 Inchinnan Business Park 2 uM Stammldsung in Puffer
Paisley PA4 9RF, UK (pH 8.3, 2% BSA, NaCN)
QD605-Biotin-Konjugat Biot-QD605
QD655-Biotin-Konjugat Biot-QD655
QD705-Biotin-Konjugat Biot-QD705
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3.2.2 Zink-Histidin-System

Der von Lumiphore bezogene Lumi4Tb-Komplex wurde nach Vorschrift des Herstellers an das Peptid Pep-
411 gebunden [147], lyophilisiert und anschlieBend bei -20°C gelagert. Fiir die Messungen wurde das

Lyophilisat in Natriumtetraboratpuffer aufgenommen und als Stammldsung verwendet.

Tabelle 3.2 Verwendete FRET-Donoren und —Akzeptoren mit Angabe der Abkiirzungen, des Herstellers sowie der
Konzentration und weiterer Eigenschaften der Stammldsungen.

FRET-Donor Bezeichnung Quelle Eigenschaften
Lumi4Tb-Pep411- Lumi4Tb-Pep Lumiphore Inc. 1 Lumi4Tb pro Peptid
Komplex 4677 Meade Street, Suite 216
Richmond, California 94804
USA

FRET-Akzeptor

QD525 mit Carboxylat- ITK-QD525 Life Technologies Ltd 8 uM Stammldsung in Puffer
funktionalisierung 3 Fountain Drive (pH 8.3, 2% BSA, NaCN)
Inchinnan Business Park
QD565 mit Carboxylat- ITK-QD565 Paisley PA4 9RF, UK
funktionalisierung
QD605 mit Carboxylat- ITK-QD605
funktionalisierung
QD655 mit Carboxylat- ITK-QD655
funktionalisierung
QD705 mit Carboxylat- ITK-QD705

funktionalisierung
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3.3 Experimentelle Methoden

3.3.1 Absorptions- und Lumineszenzspektroskopie

Die Absorptionsmessungen wurden in 10-mm-Quartzkiivetten an einem UV-VIS-Spektrometer (Lambda35,
PerkinElmer, USA) durchgefiihrt. Alle Messungen erfolgten gegen Luft als Standard. Fiir die Korrektur von
Absorption und Streuung der Puffer wurden diese ebenfalls gegen Luft vermessen und bei der Auswertung

abgezogen.

Die Lumineszenzspektren (Emission und Anregung) sowie die Lebenszeiten der Donor-Komplexe und
Quantenpunkte wurden in 3 mm-Quarzkiivetten mit einem Fluoreszenz-Spektrometer (FLS920, Edinburgh
Instruments, UK) aufgenommen. Die Lebenszeitmessungen der Donor-Komplexe erfolgten mit einer
Anregung durch eine Xe-Blitzlichtlampe (50 Hz Wiederholungsrate bei 340 nm), die der Nano-Kristalle mit
einem Dioden-Laser (405.6 nm Wellenldnge, 2 MHz Wiederholfrequenz, 5 mW maximale Leistung). Die
Aufnahme der Lumineszenzspektren erfolgte im 90°-Aufbau, mit systeminterner Quantenkorrekturfunktion.
Im Emissions-Strahlengang wurde ein UV-Filter (Longpass 340 nm) zur Unterdriickung gestreuten

Anregungslichts platziert.

3.3.2 Zeitaufgeloste Fluoroimmunoassays

FRET-Assays des Biotin-Streptavidin-Systems wurden mit einem Immunoassay-Platereader (IOM Nanoscan
LF500, Berthold Detection Systems, Germany) mit zwei Detektionskanélen (Photoelektronenvervielfacher,
PMT) und wechselbaren Bandpass-Filtern (Semrock, USA) durchgefiihrt. Alle Proben wurden mit einem
Stickstoff-Laser bei 337.1 nm zentraler Wellenldnge (LTB Lasertechnik Berlin, Germany) mit 128 Pulsen
bei 30 Hz Wiederholrate und einer Pulsenergie von ca. 30 puJ (in der Probe) angeregt. Nach einstiindiger
Inkubation und dreiffigsekiindigem Schiitteln der Wellplatte mit der im Reader integrierten Schiittelfunktion
wurde die Donor- und Akzeptoremission simultan in den beiden Detektionskanédlen gemessen, wobei zur
spektralen Trennung des Donorsignals vom Akzeptorsignal ein Bandpass-Filterset von Semrock in
Verbindung mit Neutraldichtefiltern desselben Herstellers (sieche Anhang A3) verwendet wurde. Die
Lumineszenzabklingkurven wurden von 0 - 10 ms nach dem Anregungspuls in 1000 Bins zu je 10 ps Breite
aufgenommen. Der Strahlengang innerhalb des Readers ist Abbildung 3.1 zu entnehmen. Die Proben wurden

in einer Mikrotiterplatte mit 384 Wells und einem Probenvolumen von 20 pl vermessen.

Die Messungen der Lumineszenz der FRET-Assays des Zink-Histidin-Systems wurden aufgrund der
erwarteten und im Vergleich wesentlich kiirzeren FRET-Lebenszeiten mit dem Fluoreszenz-Spektrometer
(FLS920, Edinburgh Instruments, UK) in einem 90°-Aufbau durchgefiihrt, da dieses die erforderliche
zeitliche Auflosung ermdglicht. Als Anregungslichtquelle kam ein Stickstoff-Laser mit 337.1 nm zentraler
Wellenldnge (LSI Laser Science Inc., USA) und einer Wiederholrate von 20 Hz zur Anwendung. Die Proben
wurden mit einer Pulsenergie von ca. 60 uJ (in der Probe) angeregt. Die Detektion von Akzeptor- und
Donorlumineszenz erfolgte nacheinander. Im Emissions-Strahlengang kam ein UV-Filter (Longpass 340 nm)

zur Unterdriickung gestreuten Anregungslichts zur Anwendung.
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Abbildung 3.1. Schematischer Aufbau des NANOSCAN Immunoreaders.

3.4 Durchfiihrung der FRET-Assays

In diesem Abschnitt der Arbeit soll eine Beschreibung der Durchfiihrung der Biotin-Streptavidin- bzw. Zink-
Histidin-Assays gegeben werden. Die fiir die einzelnen Assays verwendeten Pipettierschemata mit Volumen-

und Konzentrationsangaben sind dem Anhang A.2 zu entnehmen.

3.4.1 Biotin-Streptavidin-Assays

In einer schwarzen Polystyren-Multititerplatte (Greiner Bio One, Frickenhausen, Deutschland) mit 384
Probenrdumen und nichtbindender Oberfliche wurde zuerst der TRIS-Puffer vorgelegt. Dann wurden
Quantenpunkte in wissriger TRIS-Pufferlosung so dazugegeben, dass die Konzentrationen in den
Probenrdumen 0.2, 0.4, 2, 4 bzw. 16 nM betrugen. AnschlieBend wurde das lumineszente Lumi4Tb-Strep
ebenfalls in wéssriger TRIS-Pufferlosung dazupipettiert. Die Konzentration des LTC im Probenvolumen war
stets 2 nM. Das Assayvolumen betrug immer 20 pl. Nach einstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurde jede Probe 16x mit dem Nanoscan LF500 vermessen. Gleichzeitig wurden fiir jeden Assay
Kontrollmessungen durchgefiihrt, in denen nur Quantenpunkte und nur Terbiumkomplexe vermessen

wurden.
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3.4.2 Zink-Histidin-Assays

In einer Quarzkiivette (3x3 mm) wurde zuerst der Tetraborat-Puffer vorgelegt. Dann wurden Quantenpunkte
in wissriger Tetraborat-Pufferlosung so dazugegeben, dass die Konzentrationen im Probenvolumen 1.5 nM
betrug. Anschliefend wurde das lumineszente Lumi4Tb-Pep ebenfalls in wissriger Tetraborat-Pufferlosung
dazupipettiert. Die Konzentration des LTC im Probenvolumen war stets 667 nM. Das Assayvolumen betrug
immer 150 pl. Nach einstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde jede Probe 8x am Edinburgh-
Spektrometer vermessen. Gleichzeitig wurden fiir jeden Assay Kontrollmessungen durchgefiihrt, in denen
nur Quantenpunkte und nur Terbiumkomplexe mit einer dem Assay identischen Konzentration vermessen

wurden.

3.5 Datenauswertung und -evaluation

Die experimentell ermittelten Lumineszenzabklingkurven der FRET-Donoren und —Akzeptoren wurden vor
der Auswertung noch korrigiert. Dies war erforderlich, da das gemessene Signal nicht nur aus der jeweiligen
Donor- bzw. Akzeptorlumineszenz bestand, sondern durch Fluoreszenz des verwendeten Puffers und der
Mikrotiterplatte sowie Apparatesignale und ,,Durchbluten” (Detektion des Donor-Signals im Akzeptorkanal
und umgekehrt) verfalscht wurde. Um dieses Hintergrundsignal und Rauschen zu eliminieren, wurden die
detektierten Signale des reinen Puffers in der Mikrotiterplatte und des ,,Durchblutens® vor der eigentlichen
Messung ermittelt und anschlieBend vom MeBsignal subtrahiert, so dass die reine Donor- bzw.

Akzeptorabklingkurve erhalten wurde (siche Anhang A.4).

Die Lumineszenzabklingkurven der Lumi4Tb-Komplexe wurden dann mittels biexponentiellen Fits aus den

2
Abklingkurven ermittelt (/(¢) = Z A(t,) exp[

t
i=1 i

J). Die Lebenszeitverteilungen der FRET-Donoren und
T

1

—Akzeptoren im FRET-Assay wurden {iber einen multiexponentiellen Ansatz der Form

N
t
I(t) = Z A(t,)exp {— —J mit N = 50 — 200, A(t;), t; > 0 bestimmt. Diese Kurvenanpassungen wurden mit
i1 T
der Software FAST™ (Edinburgh Instruments) durchgefiihrt. Weiterhin erfolgte eine Anpassung der
Lebenszeitverteilungen an die Lumineszenzabklingkurven iiber Fits mit vorgegebenen Kurvenformen. Dazu
wurden die erwarteten Abstandsverteilungen der FRET-Systeme bestmoglichst angefittet. Die Ergebnisse
dieses Fits bildeten die Grundlage der Lebenszeitverteilungsauswertung. Diese Kurvenanpassungen wurden

mit dem Analyse-Tool Solver der Software MS Excel durchgefiihrt.
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4. Abstands- und Lebenszeitverteilungen

4.1 Einleitung

In seltenen Féllen besitzen alle FRET-Paare einer zu untersuchenden Probe einen oder zwei identische
diskrete Donor-Akzeptor-Abstinde. Dies kann z.B. bei der Untersuchung von Konformationsidnderungen
kleiner Molekiille moglich sein. Eine Abstandsauswertung ist dann mit einem mono-, bi- oder
triexponentiellen Fit der FRET-Lebenszeiten von Donor und/oder Akzeptor mit groBBer Genauigkeit moglich.
Gerade bei FRET-Untersuchungen in biologischen Systemen existiert jedoch eine Vielzahl mdglicher
Abstinde der FRET-Paare bedingt durch z.B. Gréfenverteilungen der beteiligten Molekiile, Rotation und
Vibration der intramolekularen Bindungen, Fehlstellen im Aufbau der Oberfldche oder unterschiedlichen
Bindungsstellen der Fluoreszenzmarker. Die Abstandsbestimmung ldsst sich mit diskret exponentiellen Fits
der FRET-Lebenszeiten dann nur mit groBer Ungenauigkeit durchfithren. Die Ergebnisse stellen in diesen
Fillen lediglich eine Mittelung iiber alle Abstdnde und grobe Niherung der realen Abstandsverteilung dar.
Daher ist es vorteilhaft, die Bandbreite der mdglichen FRET-Abstinde und —Lebenszeiten mit
Verteilungsfunktionen zu beschreiben. Abhingig vom FRET-System kommen verschiedenste Funktionen in
Betracht [7,148-150], die diskreter oder stetiger Art sein konnen. Obwohl in jeder zu untersuchenden Probe
eine endliche Anzahl an FRET-Paaren vorhanden ist, was eine Beschreibung mittels diskreter Verteilungen
moglich machen wiirde, ist die Zahl der Paare {iiblicherweise so grofl, dass die Abstands- und
Lebenszeitverteilungen nicht nur mit diskreten, sondern oft einfacher mit stetigen Verteilungsfunktionen
beschrieben werden konnen. Im Folgenden sollen einige Verteilungsfunktionen, die zur Beschreibung von
FRET-Experimenten verwendet werden konnen, vorgestellt werden. Eingegangen wird auf die im Rahmen
dieser  Arbeit  verwendeten  Verteilungsfunktionen = Normalverteilung und  asymmetrische
Doppelsigmoidalverteilung sowie die Singular Value Decomposition (SVD). Letztere ist allerdings keine
Verteilungsfunktion im eigentlichen Sinne, sondern eine mathematische Moglichkeit aus
Fluoreszenzspektren die wahrscheinlichste zugrunde liegende FRET-Abstandsverteilung zu ermitteln.

Andere weniger hdufig genutzte Verteilungen zur Analyse von FRET-Abstédnden werden vorgestellt.
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4.2 Verteilungsfunktionen

4.2.1 GauB3-Wahrscheinlichkeitsverteilung (Normalverteilung)

Die wichtigste Wahrscheinlichkeitsverteilungsfunktion bei der Analyse von FRET-Abstandsverteilungen ist
die Normalverteilung, auch GauB3-Verteilung genannt [7]. Es handelt sich hierbei um eine symmetrische
Funktion, bei der die Zufallsvariablen um einen Mittelwert herum verteilt sind (siche Abbildung 4.1). Dabei
haben die Variablenwerte eine umso hohere Wahrscheinlichkeit je ndher sie am Mittelwert liegen. Die
besondere Bedeutung der Normalverteilung folgt aus dem zentralen Grenzwertsatz, der aussagt, dass die
Summe einer groBBen Zahl von unabhingigen Variablen stets eine stabile Verteilung befolgt. Bei endlicher
Varianz der Zufallsvariablen ist diese eine Normalverteilung. Da die meisten biologischen Prozesse und
natur-, wirtschafts- und ingenieurswissenschaftlichen Vorginge die Eigenschaft endlicher Varianz einer
hohen Zahl unabhéngiger Variablen aufweisen, erkldrt sich so die herausragende Bedeutung der

Normalverteilung.

41 c=0.1
c=02
34
= 2
14
0 T T T T T T T
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Abbildung 4.1. Darstellung der Dichtefunktion von Normalverteilungen unterschiedlicher Varianz um einen

Erwartungswert p = 0.

Die Normalverteilung einer stetigen Zufallsvariablen x ist gegeben durch die Dichtefunktion

@:71 ?j Gleichung (4.1)
aéz_é eichung
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mit p als dem Erwartungswert (Mittelwert der Verteilungsfunktion) und ° als Varianz der Verteilung. Diese

Dichtefunktion ist die erste Ableitung der Verteilungsfunktion

763 1 %j _7, Gleichung (4.2)
@?zé

Da die Normalverteilung alle mdglichen Zustédnde einer Variablen beschreibt, ist die Fliche unter der Kurve
als Summe aller Wahrscheinlichkeiten eins. Die Normalverteilung ist daher normiert. Dies bedeutet, dass bei
gleichem Mittelwert zweier Normalverteilungen diejenige mit einer groferen Varianz breiter, dafiir aber
flacher verlauft als diejenige mit kleiner Varianz (siche Abbildung 4.1). Normalverteilungen werden durch
Angabe von Erwartungswert und Varianz vollstindig beschrieben. Die Standardabweichung o einer
Normalverteilung ist die Quadratwurzel der Varianz und beschreibt die Breite der Verteilung. Fiir o gilt
ndherungsweise, dass im Intervall der Abweichung +c 68.27 % der Werte, im Intervall der Abweichung +2c
95.45 % und im Intervall der Abweichung +3c 99.73 % der moglichen Werte der Zufallsvariablen zu finden

sind.

4.2.2 Logarithmische Normalverteilung

Die Zufallsvariablen in Normalverteilungen, gleich welcher Erwartungswerte und Varianzen, koénnen
theoretisch auch negative Werte annehmen. Viele ZufallsgroBBen, wie z.B. der Abstand in einem FRET-
System, konnen jedoch nur positive Werte annehmen, per Definition also nicht als exakt normalverteilt
gelten. Eine Normalverteilung ldsst sich mit guter Ndherung in solchen Fillen dann anwenden, wenn der
Mittelwert mindestens dreimal grofer ist als die Standardabweichung, denn dann ist die Wahrscheinlichkeit
fiir das Auftreten eines negativen Ereignisses vernachldssigbar. Andernfalls oder wenn, wie bei vielen
biologischen Prozessen, die Verteilungsdichte nicht mehr symmetrisch sondern ausgeprigt schief ist, kann
man beobachten, dass die transformierte Zustandsgro3e y = log x (mit x als Zufallsvariable) normalverteilt
ist. Dies bedeutet, dass nicht die beobachteten Zufallsvariablen sondern deren logarithmierte Transformation

einer Normalverteilung entsprechen. Die zufillig verteilte Variable heifit dann logarithmisch normalverteilt.
Die Dichtefunktion der logarithmischen Normalverteilung ist fiir x >0 mit der Varianz 62 gegeben durch

1 _(ln x_lu>2

f(x)= e 20 Gleichung (4.3)
xo2r

Die logarithmische Normalverteilung ist eine nichtsymmetrische Verteilungsfunktion und, wie erwéhnt, bei
biologischen Prozessen von Bedeutung.
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Abbildung 4.2. Darstellung der Dichtefunktion von logarithmischen Normalverteilungen unterschiedlicher Varianz um

einen Erwartungswert p = 0.

4.2.3 Singular Value Decomposition (Singuliarwertzerlegung)

Sind die Abstinde der FRET-Partner unbekannt oder lassen sich die Verteilungen nur ungenau mit gingigen
Verteilungsfunktionen beschreiben, kann es sinnvoll sein, zu anderen mathematischen Beschreibungen zu
greifen. Ein weit verbreiteter Ansatz ist dabei, die tatsdchliche Verteilung durch eine Vielzahl diskreter
Exponentialfunktionen anzundhern. Beispiele hierfiir sind die Maximum-Entropie-Methode, die
Exponential-Serien-Methode oder eben die Singuldrwertzerlegung [151-153]. Die Schwierigkeit bei all
diesen Methoden ist, dass ein Riickschluss aus den Fluoreszenzabklingkurven auf die Form der
Lebenszeitverteilung ein nichttriviales Problem in der numerischen Analyse darstellt, welches eng mit der
Laplace’schen Riicktransformation verkniipft ist. Diese ist immer schlecht konditioniert, d.h. selbst kleine
Variationen der Variablen fiihren zu extrem groBen Streuungen, dndern die Form der Lebenszeitverteilung
also stark [151]. Daher ist es von groBer Wichtigkeit, eine robuste mathematische Methode zu verwenden,
die mit hoher Wahrscheinlichkeit die richtige Lebenszeitverteilung an die Daten anpasst. Allen Methoden
gemein ist, dass es sich um Minimierungs- bzw. Maximierungsmethoden handelt, d.h. ein bestimmter Wert
wird versucht so gering bzw. so groll wie moglich zu halten. Die letztendliche Losung des Problems ist dann
nicht die mit dem besten Fit, sondern die, deren Fit gut genug und die stabil genug ist, also einen optimalen
Kompromiss zwischen Giite und Stabilitit (Anfilligkeit gegeniiber kleinen Anderungen der experimentellen
Daten) darstellt.

Bei der Singuldrwertzerlegung wird versucht, die euklidische Norm A4*x-b eines nicht eindeutig l6sbaren
Gleichungssystems A4*x=b so gering wie moglich zu halten. Viele mathematische Probleme, wie die
Anpassung einer Serie exponentieller Funktionen an Fluoreszenzabklingkurven, kdnnen auf solche
Gleichungssysteme zuriickgefiithrt werden. Die Singuldrwertzerlegung liefert iiber die Bestimmung der
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verallgemeinerten Pseudoinversen mdgliche Losungen. Die im Rahmen dieser Arbeit benutzt Software
FAST arbeitet mit einer nichtnegativen Singularwertzerlegung, die automatisch die Lebenszeitverteilungen
minimaler Energie als euklidischer Norm liefert (siehe Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3. Beispiel einer durch Singuldrwertzerlegung angepassten Lebenszeitverteilung an
Fluoreszenzabklingdaten mit der Software FAST. a): experimentell gewonnene Fluoreszenzbabklingkurve (schwarz)
und Fit-Kurve (rot); b): Lebenszeitverteilung aus 200 Exponentialfunktionen, die die Fit-Kurve bilden. Die Lebenszeit
jeder Exponentialfunktion ist gemittelt iiber ein bestimmtes Zeitintervall, wobei die Mittelungsintervalle mit

zunchmender Lebenszeit groBBer werden.

4.2.4 Andere Verteilungen

Werden symmetrische Abstands- oder Lebenszeitverteilungen angenommen, wie z.B. wenn ein mittlerer
Abstand existiert, um den herum die Abstinde der einzelnen FRET-Partner zufillig verteilt sind, ist die
Normalverteilung zur Beschreibung das Mittel der Wahl. Daneben wird selten auch noch die Lorentz-
Verteilung (Cauchy-Verteilung) verwendet (siche Abbildung 4.4) [7]:

fo=———7

— Gleichung (4.4)
no’+(x-p)’
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Abbildung 4.4. Darstellung der Dichtefunktion der Lorentz-Verteilung mit dem Zentrum p =0 und verschiedenen

Breiten o.

Diese wird aber vor allem zur Beschreibung optischer Spektren herangezogen, wo sie die universelle

Verteilungsfunktion ist. Die Lorentz-Verteilung ist, ebenso wie die Normalverteilung, normiert.

Zur Beschreibung asymmetrischer Verteilungen innerhalb eines FRET-Systems wurden in der
Vergangenheit zahllose Formeln angewandt, von denen die meisten empirisch erarbeitet wurden
[148,150,154]. Asymmetrische Verteilungen existieren z.B. dann, wenn nahe eines FRET-Donors in einem
Makromolekiil viele Bindungsstellen existieren und in groBerer Entfernung wenige. Die asymmetrische
Doppel-Sigmoidalfunktion (ADS), die zu den meist verwendeten empirischen asymmetrischen
Verteilungsfunktionen gehort, ist eine davon (siehe Abbildung 4.5) [149,155,156]:

1 1 Gleichung (4.5)
e /2| X =12

l+e

f(x)=

, 0,

l+e
Daneben gibt es weitere asymmetrische Standard-Verteilungen wie die Gumbel- oder die Weibull-
Verteilung. Letztere ist, mit dem Spezialfall der Exponentialverteilung, die am héaufigsten fiir
Lebensdaueranalysen verwendete Verteilung (siche Abbildung 4.6). Alle diese Verteilungen sind

Spezialfille der Extremwertverteilungen und werden nur sehr selten zur Analyse von FRET-Verteilungen

angewandt. Daher sollen sie hier nur erwidhnt werden.
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Abbildung 4.5. Darstellung der Dichtefunktion verschiedener asymmetrischer Doppelsigmoidal-Verteilungen (ADS)
mit einem wahrscheinlichsten x,,,x = 5 und den Formfaktoren ®;, ®, und ®; (®; ist hier konstant 0.1). ®, definiert die
Form der Verteilungskurve bei kleinen x, «; hingegen die Form der Verteilungskurve bei groen x. Der Vorteil der

ADS liegt in ihrer hohen Flexibilitdt, die einen Fit sowohl links- als auch rechtsschiefer Verteilungen

unterschiedlichster Verteilungsbreiten ermoglicht.
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Abbildung 4.6. Darstellung der Dichtefunktion der Weibull-Verteilung mit dem Skalierungsfaktor A = 1 und

verschiedenen Formfaktoren k, der Spezialfall A = 1 und & = 1 stellt die Exponentialverteilung dar.
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5. Ergebnisse und Diskussion

Dieses Kapitel befasst sich mit der Bestimmung der photophysikalischen Eigenschaften der verwendeten
FRET-Donoren und Akzeptoren. Daran anschliefend folgt die Berechnung und Darstellung der FRET-
Parameter fiir die einzelnen FRET-Paare. Anschliefend werden anhand der bekannten photophysikalischen
Parameter und Formen der Terbiumkomplexe und Quantenpunkte sowie der Eigenschaften der verwendeten
Bindungssysteme die zu erwartenden Lebenszeit- und Abstandsverteilungen ermittelt. AbschlieBend werden
die experimentell gewonnen Daten dargestellt und unter Zuhilfenahme der in den vorherigen Kapiteln
dargestellten FRET-Theorie und erwarteten Eigenschaften und Verteilungen der jeweiligen FRET-Paare
diskutiert.

5.1 Charakterisierung der FRET-Donoren

Als FRET-Donor wurde im Rahmen dieser Arbeit der kommerziell erhéltliche lumineszente
Terbiumkomplex Lumi4Tb von Lumiphore Inc. (siehe Kapitel 2.3.3) verwendet. Fiir die Biotin-Streptavidin-
Assays konnte dabei auf den bereits an Streptavidin gelabelten Lumi4Tb-Komplex zuriickgegriffen werden.
Die Zink-Histidin-Assays hingegen wurden mit Lumi4Tb durchgefiihrt, welches von der Gruppe um Igor
Medintz (Naval Research Lab, Washington, USA) an das Peptid Pep-411 gelabelt wurde.

5.1.1 Absorptionsspektren

Wie in Kapitel 2.3.3 bereits erldutert macht man sich bei der Nutzung von Terbium-Komplexen fiir FRET-
Assays den ,,Antennen-Effekt* zunutze, d.h. man regt den als ,,Antenne* wirkenden Ligand an, der die
Anregungsenergie dann auf das komplexierte Terbium-lon iibertrdgt. Dieses wird dadurch angeregt und
relaxiert anschlieBend unter Aussendung eines Photons wieder. Dies hat zur Folge, dass die Absorption

durch das Komplexgeriist bestimmt wird, die Emission hingegen durch das zentrale Terbium-lon.

Die in Abbildung 5.1 gezeigten Absorptionsspektren der verwendeten Komplexe Lumi4Tb-Strep und
Lumi4Tb-Pep sind mit ihren Maxima bei 340 nm Wellenldnge und einem Extinktionskoeffizienten von etwa
26000 M'em™ daher charakteristisch fiir den Komplex-Liganden. Sie unterscheiden sich aus diesem Grunde
nicht, was Lage und Form der Absorptionsbande des Komplex-Liganden betrifft. Die Differenzen in den
Absorptionsspektren fiir Wellenldngen unter 300 nm werden durch die unterschiedlichen biologischen
Molekiile verursacht, an die die Terbium-Komplexe gelabelt sind. Die Absorptionsbande bei 280 nm ist
charakteristisch fiir Streptavidin und andere biologische Molekiile, die die Aminosduren Tryptophan bzw.
Tyrosin enthalten [163]. Da diese beim Peptid-411 fehlen, absorbiert es in diesem Wellenldngenbereich
nicht.
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Abbildung 5.1. Absorptionsspektren von Lumi4Tb-Strep (schwarz) und Lumi4Tb-Pep (rot) in TRIS-Puffer (pH 7.4).

5.1.2 Emissionsspektren

Da die Emission der Lumi4Tb-Komplexe charakteristisch fiir das bei beiden identische Zentral-Ion Tb*" ist,
unterscheiden sich die Emissionsspektren der verwendeten Komplexe kaum voneinander (siche Abbildung
5.2). Es sind die fiir das dreiwertige Terbium-Ion charakteristischen Ubergiinge D, = 'F; mit insgesamt

sieben Banden zu erkennen (siehe Tabelle 2.3).
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Abbildung 5.2. Emissionsspektren von Lumi4Tb-Strep (links) und Lumi4Tb-Pep (rechts) in TRIS-Puffer (pH 7.4)
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Die ersten vier Banden bei etwa 490 nm, 545 nm, 585 nm und 620 nm sind deutlich ausgeprégt, drei weitere
zwischen 640 und 700 nm weisen nur geringe Intensititen auf. Die Lage der Emissionsmaxima ist bei beiden
Terbiumkomplexen identisch, die Feinstruktur der einzelnen Emissionsbanden unterscheidet sich hingegen
leicht. Die Ursache dafiir liegt vor allem in der Bindung an verschiedene organische Molekiile begriindet, die
einen geringen Einfluss auf die Komplexgeometrie besitzt. Dadurch kommt es zu einer minimalen Anderung
der Lage der Energieniveaus und so zur Verdnderung der Feinstruktur. Die spektrale Lage der
Emissionsmaxima bleibt dabei gleich [96,164].

5.1.3 Lumineszenzabklingkurven

Aufgrund der aus ,,verbotenen* f-f-Ubergéingen herriihrenden Emission (vgl. Kapitel 2.3.2) besitzt das

komplexierte Tb*" eine auBergewohnlich lange Lumineszenzlebenszeit im Mikro- bis Millisekundenbereich.

Die Lumineszenzlebenszeit ist, wie die Feinstruktur der Emission, abhingig vom verwendeten Losungsmittel
und einer Konjugation an Biomolekiile. Die daraus resultierenden Unterschiede in den
Lumineszenzlebenszeiten sind fiir die beiden hier verwendeten Terbiumkomplexe gering. Die gemessenen

Abklingkurven zeigen ein Verhalten, welches sich mit einem biexponentiellen Fit der Form

I(t) = ZZ: A7) exp {— TLJ Gleichung (5.1)
i=l1 i

1

mit einem grofen Anteil langer und einem kleineren Anteil kurzer Lebenszeit in sehr guter
Ubereinstimmung beschreiben lisst (siehe Abbildung 5.3 und Tabelle 5.1).
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Abbildung 5.3. Lumineszenzabklingkurven von Lumi4Tb-Strep (links) und Lumi4Tb-Pep (rechts) in TRIS-Puffer (pH
7.4). Rot dargestellt sind die jeweiligen biexponentiellen Fits, deren Ergebnisse in Tabelle 5.1 zusammengefalit sind.

Zur Berechnung des Forster-Radius R, (siehe Kapitel 2.1.2, Gleichung 2.17) muss neben dem normierten
Emissionsspektrum des Donors auch seine Lumineszenzquantenausbeute Qp bekannt sein. Der Donor ist
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hier nicht der Komplex sondern das Terbium-Ion allein, da es sich um die emittierende Spezies handelt.

Daher ist Op = Orp. Die Quantenausbeute QOr, des Tb** berechnet sich aus

(Dnr ~ (Dt

TRrEF Ty

On = Orer

Gleichung (5.2)

mit QOggr als der Lumineszenzquantenausbeute einer Referenzprobe, < 7 >yt der intensititsgewichteten
Lebenszeit des Terbium-Ions, zzgr der Lebenszeit der Referenzprobe und 7, der intrinsischen
Fluoreszenzlebenszeit des komplexierten Terbium-lons. Als Referenzprobe dient hier die Lumineszenz des
Terbiumkomplexes bei tiefen Temperaturen im Losungsmittel D,O. Grundlage dieser Berechnung ist die
Annahme, dass bei tiefen Temperaturen in D,O die Deaktivierung des angeregten Terbium-Ions allein durch
strahlende  Prozesse erfolgt, die Quantenausbeute also nahe 1 ist. Die gemessene
Referenzlebenszeit tz.s entspricht dann der intrinsischen Lebenszeit 1y des komplexierten Terbium-Ions. Fiir
den Lumi4Tb-Komplex wurde eine intrinsische Lebenszeit von T, = 3450 ps gemessen [165]. Da das Tb>*
im Lumi4Tb-Komplex kein mono- sondern biexponentielles Abklingverhalten zeigt, miissen die
experimentell ermittelten Lebenszeiten gewichtet werden. Dies kann amplituden- bzw. intensititsgewichtet
geschehen. Im Fall der Berechnung der Quantenausbeute ist eine Gewichtung nach der Intensitét notwendig,
da die Quantenausbeute nicht vom relativen Anteil der emittierenden Molekiile sondern von der Anzahl der
emittierten Photonen abhingt, die proportional zur Intensitit ist. Die gemessenen Lebenszeiten und die sich
daraus ergebenden intensititsgewichteten Lebenszeiten sowie die Donor-Quantenausbeuten sind in Tabelle
5.1 zusammengestellt.

Tabelle 5.1 Lumineszenzlebenszeiten t; und deren Amplituden 4; sowie die fiir die Berechnung des Forster-Radius

bestimmte Lumineszenzquantenausbeute Qp der verwendeten LTC in TRIS-Puffer (pH 7.4).

Ti Ai <T>INT QD
Lumi4Tb-Strep 830+ 17 0.12 +£0.002
257510 0.77+0.1
2649 £3 0.88 +0.002
Lumi4Tb-Pep 534 +39 0.02 +0.0008
2423 +£9 0.7+0.1

2432 + 1 0.98 + 0.0007
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5.2 Charakterisierung der FRET-Akzeptoren

Als FRET-Akzeptoren wurden im Rahmen dieser Arbeit die kommerziell erhiltlichen Quantenpunkte von
Invitrogen (Life Technologies) (siche Kapitel 2.2.3 und 2.2.4) verwendet. Sowohl fiir die Biotin-
Streptavidin- als auch fiir die Zink-Histidin-Assays konnte dabei auf bereits gelabelte Nanokristalle QD525,
QD565, QD605, QD655 und QD705 zuriickgegriffen werden.

5.2.1 Absorptionsspektren

Der Vorteil bei der Verwendung von Quantenpunkten als FRET-Akzeptoren liegt in ihrer starken Absorption
iiber einen breiten Wellenléingenbereich (dargestellt in Abbildung 5.4). Dadurch wird ein guter Uberlapp mit
FRET-Donoren méglich, was zu extrem grofen Forster-Radien fithren kann.

5x10°
—— QD525
*E ] QD565
_G 4x107 QD605
s - —— QD655
" 6 —— QD705
= 3x10°-
o
N
T 2x10° -
X
[72]
5 6
£ 1x10°-
£ |
§ \/
w 0 T T S T T
350 400 500 600 700 750

Wellenlange [nm]

Abbildung 5.4. Absorptionsspektren der Quantenpunkte in TRIS-Puffer (pH 7.4).

Die Absorptionsspektren der Invitrogen-Quantenpunkte sind typisch fiir Halbleiter-Nanokristalle und zeigen,
in Abhéngigkeit von ihrer Grofe, einen Beginn der Absorption bei verschiedenen Wellenldngen im Bereich
des sichtbaren Lichts und einen kontinuierlichen Anstieg der Absorption bis weit in den UV-Bereich hinein.
Es werden sehr groBe Extinktionskoeffizienten erreicht, die um den Faktor 10 bis 1000 hdher sind als bei
Fluoreszenzfarbstoffen. Deutlich zu erkennen sind bei allen Quantenpunkten die Excitonenpeaks im
sichtbaren Wellenldngenbereich, der in der Nihe der jeweiligen Emissionswellenlidnge liegt. Die Absorption
der biotinylierten und carboxylierten Quantenpunkte unterscheidet sich im angegebenen
Wellenléngenbereich nicht, da die organischen Labelling-Molekiile erst bei Wellenldngen von A < 300 nm

zur Absorption beitragen.
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5.2.2 Emissionsspektren

Ebenso wie die Absorptions- so zeigen auch die Emissionsspektren der verwendeten Quantenpunkte eine fiir
Halbleiter-Nanokristalle typische Form. Charakteristisch ist eine schmale und symmetrische Emissionsbande
deren Lage abhingig von der QuantenpunktgrofBe ist (siehe Abbildung 5.5). Die typischen Halbwertbreiten
(full width at half maxima; FWHM) liegen im Bereich von 20 — 30 nm, beim Quantenpunkt mit der
Emissionswellenldnge 705 nm betragt sie etwa 60 nm. Da die Quantenpunktemission vom Halbleiterkern

abhéngt, sind die Emissionsspektren der biotinylierten bzw. der carboxylierten Nanokristalle identisch.

1.0
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Abbildung 5.5. Emissionsspektren der Quantenpunkte in TRIS-Puffer (pH 7.4); von links nach rechts: QD525, QD565,
QD605, QD655 und QD705.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Quantenpunkte wurden ausgewdhlt, da ihre Emission zwischen
den Banden des Emissionsspektrums des Terbium-Komplexes liegt. Dadurch ist es mdglich, Donor- und

Akzeptorsignal unabhéngig voneinander zu detektieren.

5.2.3 Lumineszenzabklingkurven

Abbildung 5.6 zeigt die Lumineszenzabklingkurven der verwendeten Quantenpunkte. Deutlich erkennbar ist
ein bei allen Nanokristallen multiexponentielles Abklingverhalten. Dieses wird verursacht durch das
Auftreten verschiedener Emissionsiibergdnge innerhalb des Quantenpunkts sowie eine Grofen- und
Formverteilung innerhalb einer Quantenpunktprobe, da eine Synthese der Halbleiter-Nanokristalle mit
identischer Gestalt nicht mdglich ist. Hinzu kommen durch kleine Oberflichenmodifikationen und
unterschiedliche Wechselwirkungen mit der Umgebung zwischen den Quantenpunkten entstehende
Unterschiede im optischen Verhalten. Die Lumineszenzlebenszeiten betragen einige 10 — 100 ns und sind
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verglichen mit den Abklingzeiten der Terbium-Komplexe sehr kurz, verglichen mit denen organischer

Fluoreszenzsonden jedoch relativ lang.
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Abbildung 5.6. Lumineszenzabklingkurven der verwendeten Quantenpunkte in TRIS-Puffer am Beispiel der Biot-QD.

Eine Erkldrung fiir das relativ langsame Abklingen der Quantenpunktlumineszenz liefert die Theorie der
,dark states”. Diese geht davon aus, dass das niedrigste angeregte Energieniveau ein so genannter ,,dark
state* ist, von dem aus der Ubergang in den Grundzustand verboten ist. Der ,,dark state* ist jedoch thermisch
an ein hoher liegendes Energieniveau gekoppelt, von dem aus der Ubergang erlaubt ist. Der thermisch
aktivierte Ubergang vom ,dark state in dieses hoher liegende Energieniveau ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Lumineszenz der Quantenpunkte und dauert etwa 10 — 100 ns,

was der Abklingzeit entspricht.

Tabelle 5.2 falit die spektralen Eigenschaften der Quantenpunkte, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit

verwendet wurden, zusammen.
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Tabelle 5.2 Absorptions- und Emissionscharakteristika der verwendeten Quantenpunkte. Die Maxima von Absorption
(des Excitonenpeaks) und Emission wurden aus gemessenen Spektren ermittelt, die Werte fiir Extinktionskoeffizienten

¢ und Quantenausbeuten Q sind Angaben des Herstellers Invitrogen (Life Technologies).

Absorptions- e [M'em™! Emissions- 0
maximum [nm] Dox = 405 nm maximum
Excitonenpeak [nm]
QD525 507 3.6-10° 530 0.52
QD565 550 1.1-10° 567 0.75
QD605 598 2.8-10° 605 0.7
QD655 642 5.7-10° 655 0.64

QD705 675 8.3-10° 712 0.5
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5.3 FRET-Parameter der QD-Lumi4Tb-Paare

In Tabelle 5.3 sind die ermittelten Werte fiir das Uberlappungsintegral und den Forster-Radius der
verwendeten FRET-Paare dargestellt. Der Uberlapp wurde dabei unter Verwendung von Gleichung 2.18, der
Forster-Radius mit Hilfe der Gleichung 2.17 bestimmt. Dabei wird, wie in Abschnitt 2.1.2 dargestellt, das
flichennormierte Emissionsspektrum des Terbium-Komplexes als Donor, das
Extinktionskoeffizientenspektrum des Akzeptors und ein konstanter Brechungsindex »n = 1.4 beriicksichtigt.
Um einen FEindruck von der GroBe des Forster-Radius zu bekommen wird der Orientierungsfaktor i
ebenfalls als konstant /s angenommen, obgleich die theoretischen Betrachtungen auch variierende Werte
erwarten lassen (siehe Kapitel 2.2.2). Die Lumineszenzquantenausbeuten Op des Donors flieBen jeweils mit
den in Tabelle 5.1 (Seite 59) fiir die beiden Terbiumkomplexe angegebenen Werten ein.

Tabelle 5.3 Uberlappungsintegrale J(1) und Forster-Radien R, der verwendten FRET-Paare.

FRET-Donor FRET- Uberlappungsintegral J(A) Forster-Radius R,
Akzeptor [nm*M"em™) fiir 1” = %/3 [nm|
ED + MD- ED- ED + MD- ED-
Ubergiinge Ubergiinge Ubergiinge Uberginge
Tb-Emission Tb-Emission Tb-Emission Tb-Emission
LumidTb-Strep  Biot-QD525 321 10" 2.30 - 10" 5.7 5.4
Biot-QD565 1.63 - 10'° 475 - 10" 7.5 6.1
Biot-QD605 491 - 10" 2.58 - 10" 9.1 8.1
Biot-QD655 1.57 - 10" 7.40 - 10'° 11.0 9.7
Biot-QD705 1.55 - 10" 7.39 - 10'° 11.0 9.7
Lumi4Tb-Pep ITK-QD525 3.74 - 10" 2.88-10" 5.7 5.6
ITK-QD565 1.70 - 10'° 5.95- 10" 7.5 6.3
ITK-QD605 5.12- 10" 2.92-10' 9.1 8.2
ITK-QD655 1.60 - 10" 8.21 - 10" 10.9 9.8

ITK-QD705 1.58 - 10" 8.22 - 10" 10.9 9.8
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5.4 Erwartete Abstandsverteilungen fiir Lumi4Tb-Pep-ITK-QD und

resultierende Lebenszeitverteilungen

Ausgehend von den beschriebenen Eigenschaften des Zink-Histidin-Systems, den photophysikalischen
Parametern der FRET-Donoren und Akzeptoren und unter Beriicksichtigung der FRET-Theorie sollen in
diesem Kapitel die theoretisch erwarteten Abstandsverteilungen und die daraus resultierenden
Lebenszeitverteilungen fiir jeden verwendeten Quantenpunkt hergeleitet werden, um im daran

anschlieenden Kapitel die experimentellen Ergebnisse einordnen zu kdnnen.

54.1 Allgemeines

Wie im Kapitel 2.4.4 erldutert, bindet das Peptid, an welches der Lumi4Tb-Komplex gelabelt wurde, direkt
an die Quantenpunktoberfliche. Die Anzahl der gebundenen Peptide ist dquivalent zu der Anzahl der
gebundenen Lumi4Tb-Komplexe, da jedes Peptid nur einen Lumi4Tb-Komplex trigt. Andere
Bindungsstellen konnen aufgrund der Selektivitit der Hisg-Tag-Bindung mit grofBer Sicherheit

ausgeschlossen werden [166,167].

Da das Peptid mit einer Lange von 1.1 nm sehr rigide ist, bildet die zu erwartende Lumi4Tb-Verteilung die
Form des Quantenpunktes ab, so dass die entstechenden Bindungsverhdltnisse der jeweiligen

Quantenpunktausdehnung vergroflert um die Lange des Peptids entsprechen.

Die im Rahmen der Zink-Histidin-Assays verwendeten Quantenpunkte sind in Form und
photophysikalischen Eigenschaften identisch mit den fiir die Biotin-Streptavidin verwendeten, verfiigen
jedoch nicht iiber eine zusétzliche Biotinfunktionalisierung. Die zu erwartenden Abstdnde sind im Vergleich
kleiner, da das Peptid, an das der Lumi4Tb-Komplex gebunden wurde, direkt an den Quantenpunkt bindet,
wohingegen im Biotin-Streptavidin-Assay die Bindung an der Oberflache der Polymerhiille erfolgt.

54.2 Lumi4Tb-Pep und ITK-QD525

Die Emissionswellenldnge eines Quantenpunkts ist von seiner Grofle abhingig (siche Kapitel 2.2.2). Da die
zentrale Emissionswellenldnge des ITK-QD525 von A = 525 nm die kurzwelligste hier verwendete Emission
ist, ist der Halbleiter-Nanokristall auch der kleinste der verwendeten Kristalle. Er ist sphirisch aufgebaut
(siche Abbildung 5.7). Die Analyse der Aufnahmen, die mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
gemacht wurden, zeigt einen durchschnittlichen Radius des Quantenpunkts von 2.0 + 0.2 nm (Angabe

Invitrogen: 1.5-2 nm).
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Abbildung 5.7. TEM-Aufnahme des Quantenpunkts QD525. Die innerhalb der Quantenpunkte (dunkle Kugeln) zu
erkennenden kontrastreichen Strukturen repréasentieren die Ebenen des Kristallgitters der Quantenpunkte.

Davon ausgehend erhélt man eine normalverteilte Abstandsverteilung der Lumi4Tb-Komplex-Donoren vom

Zentrum des Quantenpunktakzeptors mit einem Maximum bei 3.1 nm £ 0.2 nm (Abbildung 5.8).

Um zu den aus der Abstandsverteilung resultierenden FRET-Lebenszeiten zu gelangen, werden die Abstéinde
unter Zuhilfenahme der Gleichungen 2.27 und 2.29 in eine Lebenszeitverteilung {iberfiihrt. Voraussetzung
dafiir ist die Bestimmung des Férster-Radius des Systems, der die Kenntnis des Uberlappungsintegrals, der
Quantenausbeute des Donors, des Orientierungsfaktors k> zwischen Donor und Akzeptor sowie des
Brechungsindex des Mediums zwischen beiden voraussetzt (siche Kapitel 2.1.2). Die GroBe des
Uberlappungsintegrals hingt nun davon ab, ob nur die elektronischen Dipoliibergéinge der Donoremission
oder auch die magnetischen Ubergiinge beriicksichtigt werden (siehe Kapitel 2.3.2). Der Wert fiir den
Orientierungsfaktor ist abhéingig vom Absorptions-Ubergangsdipolmoment des Quantenpunkts ITK-QD525,
welches sowohl planar als auch isotrop sein kann (siche Kapitel 2.2.2). Die Quantenausbeute des Lumi4Tb-
Pep und der Brechungsindex des Mediums sind bekannt. Fiir das System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD525 ergeben
sich so vier mogliche Szenarien fiir die Berechnung des Forster-Radius:

® [sotropes Absorptionsmoment (k2 = */;) des Quantenpunkts, Beriicksichtigung der elektronischen
Dipoliiberginge der Tb-Emission zur Berechnung des Uberlappungsintegrals

® [sotropes Absorptionsmoment (k2 = */5) des Quantenpunkts, Beriicksichtigung aller Uberginge der

Tb-Emission zur Berechnung des Uberlappungsintegrals

® Planares Absorptionsmoment (k2 = '/ - °/5) des Quantenpunkts, Beriicksichtigung der elektronischen

Dipoliibergiinge der Tb-Emission zur Berechnung des Uberlappungsintegrals

® Planares Absorptionsmoment (k2 = '/; - °/s) des Quantenpunkts, Beriicksichtigung aller Uberginge

der Tb-Emission zur Berechnung des Uberlappungsintegrals
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Abbildung 5.8. Erwartete Abstandsverteilung zwischen Donor und Akzeptor fiir das FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-
QDS525.

Wihrend bei einem isotropen  Absorptions-Ubergangsdipolmoment des Quantenpunkts der
Orientierungsfaktor k2 unabhingig von der Bindungsstelle des Lumi4Tb-Pep an den Quantenpunkt stets %/
betriigt, variiert er fiir planare Absorptions-Ubergangsdipolmomente in Abhéngigkeit vom Ort der Bindung
des Lumi4Tb-Komplexes an der Oberflache des Nanokristalls (siche Abbildung 5.9).

Der Orientierungsfaktor ergibt sich fiir die Kombination aus planarem Absorptions-Ubergangsdipolmoment
des Akzeptors und isotropem Emissions-Ubergangsdipolmoment des Donors als Skalarprodukt des
Normalenvektors 7, des planaren Absorptions-Ubergangsdipolmoments und des Vektors 7 der

Verbindungslinie von Donor und Akzeptor [19]:

51 . .
K* = o E(nD o7)’ Gleichung (5.3)

Da die Lénge der beiden Vektoren A, und 7 fiir die Bestimmung des Orientierungsfaktors ohne Belang ist,
konnen diese als Einheitsvektoren angenommen werden. Die Anderung des Orientierungsfaktors héingt dann

allein vom Kosinus des von ihnen eingeschlossenen Winkels o ab:

K =—-— 5 cos” o Gleichung (5.4)

Daraus ergibt sich eine Verteilung des Orientierungsfaktors zwischen '/5 und /s in Abhingigkeit vom
Winkel (siehe Abbildung 5.9).
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Abbildung 5.9. Abhingigkeit des Orientierungsfaktors x* vom Bindungsort des Lumi4Tb-Komplexes (blaue Kugeln)
an einen sphérischen Quantenpunkt. Unterteilt man den Quantenpunkt in beliebig viele Segmente der Hohe d/ lésst sich
jeder Schicht ein mittlerer Winkel und damit ein Orientierungsfaktor zuordnen. Alle Kugelsegmente haben dieselbe
Oberflache, daher ist die Aufenthaltswahrscheinlichkeit des Lumi4Tb-Komplexes fiir alle Segmente gleich. Die
mittleren Winkel der Segmente sind allerdings nicht gleich verteilt, sondern bevorzugen héhere Werte. Daher kommen

Orientierungsfaktoren zwischen 3/ und */¢ haufiger vor.

Aus der Verteilung des Orientierungsfaktors in Abhidngigkeit vom Ort der Bindung an der
Quantenpunktoberfliche resultiert eine Verteilung des Forster-Radius fiir jedes Segment der
Quantenpunktoberfliche und damit eine Verteilung der FRET-Lebenszeiten. Falls von einem planaren
Absorptions-Dipoliibergangsmoment des Nanokristalls ausgegangen wird, mul3 diese zusétzlich zur FRET-
Lebenszeitverteilung, die durch die GroBenverteilung der Kristalle verursacht wird, berticksichtigt werden.
Die Umrechnung dquidistanter Abstidnde in Lebenszeiten liefert infolge des nichtlinearen Zusammenhangs
der beiden GroBlen Lebenszeitwerte, die nicht dquidistant sind. Um zu einer Aussage iiber die Verteilung von
Lebenszeiten zu gelangen, ist es daher erforderlich, die in Abhéingigkeit vom Abstand erhaltenen
Lebenszeiten &quidistant zu ordnen. Dies erfolgt durch eine Histogrammbildung. Dazu werden die
berechneten FRET-Lebenszeiten in je 10us breiten Intervallen aufaddiert und anschlieBend mit der
Abstandsverteilung multipliziert. Die so erhaltenen Lebenszeitverteilungen fiir die vier beschriebenen FRET-
Szenarien sind in Abbildung 5.10 dargestellt.
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Abbildung 5.10. Erwartete Lebenszeitverteilungen fiir FRET von Lumi4Tb-Pep auf ITK-QD525 in Abhéngigkeit von
den zugrundeliegenden Annahmen fiir das Uberlappungsintegral und den Orientierungsfaktor, die Normierung erfolgt
auf die Haufigkeit fiir die wahrscheinlichste Lebenszeit; a) k2 = /3, nur elektronische Emissions-Dipoliibergéinge des
Tb*"; b) k2 = %3, alle Emissions-Dipoliibergiinge des Tb>"; ¢) k2 = '/ - %/, nur elektronische Emissions-Dipoliiberginge

des Tb*"; d) k2 = '/ - */s, alle Emissions-Dipoliiberginge des Tb>".

Im Gegensatz zum biotinylierten Quantenpunkt Biot-QDS525 (sieche Abschnitt 5.6.2) fiihren die
verschiedenen Annahmen hinsichtlich des Uberlappungsintegrals und des Orientierungsfaktors > hier
aufgrund der geringeren Abstinde innerhalb des FRET-Systems zu stirkeren Anderungen der einzelnen
Abstandsverteilungen. Der Uberlapp wird hier hauptsichlich zwischen der kurzwelligsten Emissionsbande
des Terbiums und der Absorption des Quantenpunkts gebildet. Die ldngerwelligen Emissionsbanden des
Terbiums tragen hingegen nur minimal dazu bei. Daher fithrt die Beriicksichtigung aller optischen
Ubergiinge des Terbiums bei der Berechnung des Uberlappungsintegrals bei gleicher Verteilungsform
lediglich zu einer leichten Verschiebung des Maximums der Lebenszeitverteilung in Richtung kiirzerer
Lebenszeiten (vergleiche hier Abbildung 5.10 a und b sowie ¢ und d). Wesentlich grof3er ist der Einfluss des
Orientierungsfaktors auf die Form und Lage der Lebenszeitverteilungen. Die Annahme eines von der
Bindungsstelle des Lumi4Tb-Donors an der Quantenpunktoberfldche abhidngigen Orientierungsfaktors fiihrt
im Vergleich zu k2 = %3 zu einer deutlichen Aufweitung der Verteilung, deren rechte Flanke dann stark
verbreitert ist und erst bei vergleichsweise langen Lebenszeiten auslduft. Das Maximum der
Lebenszeitverteilung ist zu kiirzeren Zeiten hin verschoben (siehe Abbildung 5.10 a und ¢ sowie b und d).
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54.3 Lumi4Tb-Pep und ITK-QDS65

Der Quantenpunkt mit der Emissionswellenlédnge 565 nm ist, wie auf den TEM-Bildern (Abbildung 5.11) zu
erkennen ist, nicht ganz sphéarisch sondern zeigt eine leichte Elongation in z-Richtung.

Abbildung 5.11. TEM-Aufnahme des Quantenpunkts QD565.

Der Durchmesser des Nanokristalls ohne Polymerhiille wird vom Hersteller mit 4.6 nm angegeben (mittlere
Grofle aus TEM-Aufnahmen: 5.1 £ 0.3 nm). Unter Beriicksichtigung der leichten Elongation wird von einer
kurzen Halbachse von 2.1 & 0.2 nm und einer langen Halbachse von 2.3 + 0.2 nm ausgegangen [29].
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Abbildung 5.12. Abhéngigkeit der Oberflachengrofe eines Ellipsoidsegmentes (grau) von seiner Lage auf der langen
Halbachse a des Ellipsoiden fiir die verwendeten ellipsoidalen Quantenpunkte (QD565, QD605, QD655 und QD705)
(rechts). Die Oberfliche ist hier in 200 Schichten mit der jeweiligen Hohe / = %/, unterteilt (links). Die Normierung
erfolgte auf die Oberfldche des zentrumsnéhesten und groften Segments.
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Im Gegensatz zu Sphiren sind die Oberflichensegmente von ellipsoidalen Kd&rpern nicht gleich groB,
vielmehr nimmt ihre Grofle vom Zentrum ausgehend nach auBlen hin ab (siche Abbildung 5.12). Bei
ellipsoidalen Quantenpunkten muss daher neben der GroBenverteilung des Quantenpunktes noch die
Verteilung der gebundenen Lumi4Tb-Komplexe auf der Oberfldche beriicksichtigt werden. Da im Vergleich
zu den stark elongierten Quantenpunkten QD605, QD655 und QD705 die Form des Quantenpunkts QD565
nur leicht ellipsoidal ist, betrdgt der GroBenunterschied der zentrumsndhesten Oberflachenschicht und der
Oberflache der Ellipsoidenkappen mit identischer Hohe lediglich etwa 4 %. Daher kann fiir die Berechnung
der Lebenszeitverteilung in guter Naherung von einer Gleichverteilung der Bindungen an der
Quantenpunktoberfliche ausgegangen werden. Das bedeutet, dass fiir die Bestimmung der erwarteten

Lebenszeitverteilung eine kugelformige Gestalt des Quantenpunkts QD565 angenommen wird.

Es ergeben sich unter diesen Voraussetzungen fiir den Quantenpunkt ITK-QD565 die in Abbildung 5.13

dargestellten normalverteilten Abstinde mit dem Verteilungsmaximum bei 3.4 + 0.2 nm.
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Abbildung 5.13. Erwartete Abstandsverteilung zwischen Donor und Akzeptor fiir das FRET-System Lumi4Tb-Pep-
ITK-QD565.

Die vier sich in Abhingigkeit von den Annahmen fiir Uberlappungsintegral und Verhalten des
Orientierungsfaktors x* ergebenden unterschiedlichen Lebenszeitverteilungen sind Abbildung 5.14 zu

entnehmen.
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Abbildung 5.14. Erwartete Lebenszeitverteilungen fiir FRET von Lumi4Tb-Pep auf ITK-QD565 in Abhédngigkeit von
den zugrundeliegenden Annahmen fiir das Uberlappungsintegral und den Orientierungsfaktor, die Normierung erfolgt
auf die Haufigkeit fiir die wahrscheinlichste Lebenszeit; a) k2 = %/, nur elektronische Emissions-Dipoliiberginge des
Tb*"; b) k2 =7/, alle Emissions-Dipoliibergidnge des Tb*"; ¢) k2 ="/5 - °/s, nur elektronische Emissions-Dipoliiberginge

des Tb*"; d) k2 = '/ - */s, alle Emissions-Dipoliiberginge des Tb>".

Die erwarteten Lebenszeitverteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD565 sind sehr stark
abhiingig von der GroBe des Uberlappungsintegrals. Dies hingt mit der Uberlappung der Absorption des
Quantenpunkts mit den ersten beiden Emissionsbanden des Terbiums zusammen, die gleichzeitig die
Ubergiinge mit den hochsten Wahrscheinlichkeiten sind. Da die erste Bande elektronischen, die zweite
hingegen magnetischen Charakter hat, machen sich Unterschiede in der Berlicksichtigung der Emissions-
Dipoliibergiinge fiir die Berechnung des Uberlappungsintegrals auBergewdhnlich stark bemerkbar (siehe
Tabelle 5.3). Fir den angenommenen Fall der Beteiligung aller Emissions-Dipoliiberginge am
Energietransfer kommt es dadurch, verglichen mit dem angenommenen Fall der Beteiligung nur der
elektronischen Ubergiinge, zu einer deutlichen Verschiebung hin zu kiirzeren Lebenszeiten bei gleichzeitiger
Verringerung der Peakbreite (siche Abbildung 5.14 a und b sowie ¢ und d). Im Gegensatz zum Quantenpunkt
mit der Emissionswellenlédnge A = 525 nm ist beim QD565 ein Unterschied zwischen Lebenszeitverteilungen
mit dem Orientierungsfaktor k* = */; und einem mit der Bindungsstelle variierenden 2 kaum zu erkennen
(siche Abbildung 5.14 a und ¢ sowie b und d).
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54.4 Lumi4Tb-Pep und ITK-QD605

Der Quantenpunkt Biot-QD605 ist, wie auf dem TEM-Bild (Abbildung 5.15) zu erkennen, stark ellipsoidal
mit einer kurzen Halbachse von 2 nm und einer langen Halbachse von 4.7 nm (Angaben Invitrogen,
Bestimmung aus TEM-Aufnahmen: kurze Halbachse 2.2 + 0.2 nm; lange Halbachse 5.0 £ 0.7 nm).

Abbildung 5.15. TEM-Aufnahme des Quantenpunkts QD605.

Im Gegensatz zu den vorher erlduterten resultierenden Abstandsverteilungen der sphérischen Quantenpunkte,
bei denen von einer Gleichverteilung der Bindungswahrscheinlichkeiten fiir die einzelnen
Oberflachensegmente ausgegangen werden konnte, ist beim Quantenpunkt QD605 zusétzlich zu
beriicksichtigen, dass bereits ein einzelner Quantenpunkt durch die ellipsoidale Form und den damit je nach
Bindungsstelle unterschiedlichen Radius ein  Abstandsverteilung besitzt und die einzelnen
Oberflachensegmente eine nach auBen hin abnehmende GroBe haben (sieche Abbildung 5.12). Die
Groflennormalverteilung wird also durch zwei weitere Wahrscheinlichkeitsverteilungen tiiberlagert, die
intrinsische Quantenpunktabstandsverteilung, die asymmetrisch ist, sowie ein
Aufenthaltswahrscheinlichkeitsverteilung in Abhéngigkeit vom Ort der Bindung des Lumi4Tb-Pep-
Konjugats.

Bedingt durch die ellipsoidale Form kommt es zu einer Abstandsverteilung, die nicht nur von der
Grofennormalverteilung innerhalb der Quantenpunktpopulation abhédngig ist, sondern vom Ort der Bindung
des Lumi4Tb-gelabelten Peptids an der Oberfliche des Nanokristalls (siehe vorheriger Abschnitt und
Abbildung 5.12). Die resultierenden Abstdnde sind nicht normalverteilt, sondern lassen sich am besten mit
einem asymmetrischen Doppelsigmoidal-Fit (ADS, siehe Kapitel 4.2.4) beschreiben. Das Maximum der
FRET-Abstandsverteilung liegt bei einem Abstand von 3.4 nm (Abbildung 5.16).
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Abbildung 5.16. Erwartete Abstandsverteilung zwischen Donor und Akzeptor fiir das FRET-System Lumi4Tb-Pep-
ITK-QD605. Die nicht normalverteilten Abstdnde resultieren aus der ellipsoidalen Form des Quantenpunkts.

Im Gegensatz zu den sphirischen Quantenpunkten, kann das Absorptions-Ubergangsdipolmoment bei stark
ellipsoidalen Quantenpunkten entweder isotrop oder linear entlang der z-Achse des Nanokristalls orientiert
sein. Der Orientierungsfaktor «* fiir das FRET-System Lumi4Tb-Pep und ellipsoidalem Quantenpunkt ergibt
sich dann fiir ersteren Fall zu *; und in letzterem Fall als Kombination aus linearem Absorptions-
Ubergangsdipolmoment des Akzeptors und isotropem Emissions-Ubergangsdipolmoment des Donors als
Skalarprodukt des Vektors d des linearen Absorptions-Ubergangsdipolmoments und des Vektors 7 der

Verbindungslinie von Donor und Akzeptor:

1 .
I%Z?S—F(Cl-@z Gleichung (5.5)

und kann in Abhéngigkeit des von den Vektoren eingeschlossenen Winkels o zu:

1
zézé—mc%sz Gleichung (5.6)

bestimmt werden. Der Orientierungsfaktor k2 kann bei ellipsoidalen Quantenpunkten also Werte zwischen '/

und */; annehmen.
Der Einfluss eines vom Ort der Bindung abhéngigen Orientierungsfaktors ist im Vergleich zu einem

Orientierunsfaktor mit dem Wert */; allerdings sehr gering wie Abbildung 5.17 zeigt (vergleiche Abbildung
5.17 a und ¢ sowie b und d). Ebenso gering ist die Abhingigkeit der Lebenszeitverteilungen von den
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Unterschieden in den Annahmen fiir die Berechnung des Uberlappungsintegrals (siche Abbildung 5.17 a und
b sowie ¢ und d). Ein gréBeres Uberlappungsintgral fiihrt erwartungsgemiB zu kleineren FRET-Lebenszeiten
bei gleichzeitig geringerer Verteilungsbreite.
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Abbildung 5.17. Erwartete Lebenszeitverteilungen fiir FRET von Lumi4Tb-Pep auf ITK-QD605 in Abhéngigkeit von
den zugrundeliegenden Annahmen fiir das Uberlappungsintegral und den Orientierungsfaktor, die Normierung erfolgt
auf die Haufigkeit fiir die wahrscheinlichste Lebenszeit; a) k2 = /5, nur elektronische Emissions-Dipoliiberginge des
Tb*"; b) 2 = %3, alle Emissions-Dipoliibergiinge des Tb>"; ¢) k2 = '/ - %/, nur elektronische Emissions-Dipoliiberginge

des Tb*"; d) k2 = '/ - */s, alle Emissions-Dipoliiberginge des Tb>".

Ein vom Ort der Bindung des Lumi4Tb-Komplexes abhingiger Orientierungsfaktor fiihrt zu einer
Aufweitung der FRET-Lebenszeitverteilungen bei gleich bleibendem Maximum. Diese Verbreiterung ist
aber gering und daher vernachléssigbar. Die mit der ellipsoidalen Form der Nanokristalle verbundene
asymmetrische Abstandsverteilung mit einer breit auslaufenden rechten Flanke (siehe Abbildung 5.16) fiihrt
dazu, dass FRET-Lebenszeiten bis in den Millisekundenbereich erwartet werden. Auf eine Darstellung
derselben wird an dieser Stelle aber verzichtet, da der Anteil dieser langlebigen FRET-Lebenszeiten im
Vergleich zu den in Abbildung 5.17 dargstellten sehr klein ist. Nichtsdestotrotz ist dies bei der Auswertung
zu beriicksichtigen.
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54.5 Lumi4Tb-Pep und ITK-QD655

Der Quantenpunkt QD655 weist eine ellipsoidale Form (siche TEM-Aufnahme Abbildung 5.18) mit einer
kurzen Halbachse von 3 nm und einer langen Halbachse von 6 nm (Angaben Invitrogen, Bestimmung aus
TEM-Aufnahmen: kurze Halbachse 3 + 0.2 nm; lange Halbachse 6.4 + 0.7 nm) auf.

Abbildung 5.18. TEM-Aufnahme des Quantenpunkts QD655.

Analog zu den Betrachtungen fiir den Quantenpunkt ITK-QD605 ergibt sich aus Gestalt und GroBe eine
asymmetrische Abstandsverteilung (siche Abbildung 5.19) mit dem Maximum bei einem Abstand von

4.5 nm.
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Abbildung 5.19. Erwartete Abstandsverteilung zwischen Donor und Akzeptor fiir das FRET-System Lumi4Tb-Pep-
ITK-QD655.
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Auch im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD655 fiihrt ein groBerer Wert fiir das Uberlappungsintegral zu
einer Verschiebung des Maximums der erwarteten FRET-Lebenszeitverteilung in Richtung kleinerer Werte
(vergleiche Abbildung 5.20 a und b sowie ¢ und d) verbunden mit einer Verringerung der Verteilungsbreite.
Die Unterschiede zwischen einem konstanten k> und einem vom Bindungsort abhéingigen
Orientierungsfaktor von Akzeptor und Donor zueinander sind fiir das FRET-Paar vernachlédssigbar
(vergleiche Abbildung 5.20 a und ¢ sowie b und d). Die ellipsoidale Form des Quantenpunkts bedingt auch
hier FRET-Lebenszeiten, die verhdltnisméBig lang (bis zu mehrere Hundert Mikrosekunden) sind. Da deren
Anteil an der Gesamtverteilung allerdings gering ist, wird an dieser Stelle der Ubersichtlichkeit halber auf
eine Darstellung verzichtet.
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Abbildung 5.20. Erwartete Lebenszeitverteilungen fiir FRET von Lumi4Tb-Pep auf ITK-QD655 in Abhingigkeit von
den zugrundeliegenden Annahmen fiir das Uberlappungsintegral und den Orientierungsfaktor, die Normierung erfolgt
auf die Haufigkeit fiir die wahrscheinlichste Lebenszeit; a) k2 = /3, nur elektronische Emissions-Dipoliiberginge des
Tb*"; b) k2 =7/, alle Emissions-Dipoliibergidnge des Tb*"; ¢) k2 ="/5 - */s, nur elektronische Emissions-Dipoliibergédnge

des Tb*"; d) k2 = '/ - °/, alle Emissions-Dipoliiberginge des Tb>".

54.6 Lumi4Tb-Pep und ITK-QD705

Als einziger der verwendeten Quantenpunkte besitzt der Biot-QD705 einen Halbleiterkern aus CdSeTe
(Cadmium-Selentellurid). Durch dessen Verwendung kommt es, trotz der mit dem Quantenpunkt QD655
identischen Form und GroBe (siche Abbildung 5.21), zu einer Verdnderung der optischen Eigenschaften,

sowohl der Absorption als auch der Emission, die im Vergleich rotverschoben sind. Die kurze Halbachse des
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QD705 hat laut Hersteller (Invitrogen) eine Linge von 3 nm, die lange Halbachse von 6 nm (MafBe laut
TEM-Aufnahmen: kurze Halbachse 3.2 = 0.3 nm; lange Halbachse 6.5 £ 0.8 nm).

Abbildung 5.21. TEM-Aufnahme des Quantenpunkts QD705.

Obgleich sich der Quantenpunkt mit dem Emissionsmaximum bei einer Wellenldnge von etwa 705 nm durch
seinen Aufbau von den anderen verwendeten Nanokristallen unterscheidet, ist er in seinen FRET-
Eigenschaften und der Gestalt dem QD655 derart dhnlich, dass fiir das FRET-Paar Lumi4Tb-Pep-ITK-
QD655 sowohl eine mit dem FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD655 iibereinstimmende FRET-
Abstandsverteilung als auch identische FRET-Lebenszeitverteilungen zu erwarten sind. Daher sei dazu an
dieser Stelle auf das vorhergehende Kapitel 5.4.5 verwiesen.
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5.5 Das FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD im Experiment

5.5.1 Allgemeines

In vorhergehenden Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Quantenpunkte effiziente FRET-Akzeptoren sind,
wenn lumineszente Terbiumkomplexe (LTC) als Donoren verwendet werden [24,31,103,165]. Ebenso war es
moglich, erste Abstandsberechnungen in QD-LTC-FRET-Systemen durchzufiihren, bei denen die Biotin-
Streptavidin-Bindung als Modellbindung im Hinblick auf einen Einsatz in Immunoassays fungierte [29].
Eine genauere Beriicksichtigung der FRET-Abstandsverteilung innerhalb der LTC-QD-FRET-Paare
unterblieb bisher allerdings.

Alle folgenden Untersuchungen wurden am Fluoreszenzspektrometer FLS920 von Edinburgh Instruments
(UK) bei einer Anregungswellenlinge von 337.1 nm durchgefiihrt, da das Absorptionsmaximum des
Lumi4Tb-Komplexes bei etwa 340 nm liegt. Die Inkubationszeit der Assays betrug stets eine Stunde bei
Raumtemperatur, was aufgrund der groBen Bindungskonstante ausreichend war um zu konstanten
Bindungsverhiltnissen innerhalb der Proben zu gelangen. Die Detektion der Lumineszenzsignale erfolgte fiir
Donor und Akzeptor separat, bei einer Schlitzbreite von 2 nm (Donor) bzw. 3 nm (Akzeptor) im
Emissionsstrahlengang. Ein UV-Sperrfilter zur Unterdriickung der Detektion des Anregungssignals wurde
im Emissionsstrahlengang verwendet. Die MeBzeit betrug bei allen Experimenten eine Stunde. Die
Aufnahme der Lumineszenzsignale von Donor und Akzeptor wurde bei der Wellenldnge der jeweiligen
Emissionsmaxima durchgefiihrt (Lumi4Tb: Ag, = 490 nm, Werte fiir die Quantenpunkte sind Tabelle 5.2

[Seite 63] zu entnehmen).

Die Auswertung der Experimente erfolgte an den korrigierten Lumineszenzabklingkurven. Dazu wurden die
gemessenen Donor- und Akzeptorsignale zuerst mittels der in Anhang A.4 erlduterten Methode von
Storsignalen befreit. AnschlieBend wurden die Lebenszeit- bzw. Abstandsverteilungen iiber zwei
voneinander unabhingige Vorgehensweisen bestimmt, die im Folgenden erldutert werden sollen und fiir alle
FRET-Paare Giiltigkeit besitzen. Da im vorherigen Kapitel 5.4 gezeigt werden konnte, dass die
Lebenszeitverteilungen mit einem variierenden Orientierungsfaktor sich, abgesehen vom Quantenpunkt
QD525 von den Verteilungen mit einem Orientierungsfaktor von k2 = */5 praktisch nicht unterscheiden, wird

der Orientierungsfaktor fiir die folgenden Auswertungen als konstant */; angesehen.

Bestimmung der Bindungsverhiltnisse iiber Lebenszeitverteilungen

Bei der Auswertung mit der Software FAST™ erfolgt eine Kurvenanpassung mit Hilfe einer Quasi-
Verteilung aus 200 einzelnen Exponentialfunktionen, die mittels der in Kapitel 4.2.3 erlduterten
mathematischen Optimierung an die Lumineszenzabklingkurve angepasst wird. Typischerweise entsteht
dabei eine Lebenszeitverteilung aus einem oder mehreren Wahrscheinlichkeitspeaks (siehe Abbildung
5.22a). Zu beachten ist hierbei, dass FAST jede Verteilung auf der Basis einer exponenticllen Zeitskala
angibt, d.h. fiir kurze Lebenszeiten liegen die einzelnen diskreten Exponentialfunktionen wesentlich dichter
beeinander als fiir langere Lebenszeiten. Dies fiihrt zu einer Verfélschung der Darstellung im Vergleich zu
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einer dquidistanten Zeitachse der Verteilungskurve. Die Maxima bei ldngeren Lebenszeiten erscheinen
groBler, als sie tatsdchlich sind, die Maxima bei kiirzeren Lebenszeiten dagegen kleiner. Daher ist es
notwendig, die erhaltenen Verteilungskurven in einem weiteren Schritt in solche umzuwandeln, die eine
dquidistante Lebenszeitskala zur Basis haben. Dies erfolgte iiber eine Histogrammbildung mit
Lebenszeitintervallen von je 10 ps (sieche Abbildung 5.22b). Die so gewonnene Darstellung lédsst sich nun

mit der theoretisch zu erwartenden Lebenszeitverteilung vergleichen.
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Abbildung 5.22. Beispiel fiir aus einer Lumineszenzabklingkurve des Donors ermittelte Lebenszeitverteilungen im
System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD655 a) Darstellung der durch FAST bestimmten Lebenszeitverteilung mit exponentiell
zunchmender Zeitskala b) Histogramm der durch FAST bestimmten Lebenszeitverteilung auf einer adquidistanten
Zeitskala.

Da bei dieser Vorgehensweise kein Bezug auf den Energietransfer genommen wird, sondern eine rein
mathematische Kurvenanpassung erfolgt, sollte auf diese Weise sichtbar werden, welche der in Kapitel 5.4
getroffenen Annahmen hinsichtlich des Uberlappungsintegrals und des Orientierungsfaktors zutreffend sind.
Dabei ist allerdings zu beachten, dass lediglich die Lebenszeitverteilungen der Donoremission ohne weiteres
zur Auswertung herangezogen werden konnen, die der Akeptoremission hingegen nicht. Der Grund dafiir
liegt in der Abhéngigkeit der Intensitit der FRET-induzierten Akzeptoremission von der Transfereffizienz E.
Kurze Lebenszeiten stehen nach Gleichung 2.26 fiir eine hohe Effizienz des Energietransfers, lange hingegen
fiir eine niedrige. Dies bedeutet nichts anderes, als dass fiir kurze FRET-Lebenszeiten ein wesentlich
groBerer Teil der Anregungsenergie des Donors auf den Akzeptor iibertragen wird als bei langen FRET-
Lebenszeiten. Bei der FRET-Lebenszeitverteilung des Akzeptors sind Maxima kiirzerer Lebenszeiten im
Vergleich zu Maxima lédngerer Lebenszeiten daher, je nach FRET-System, mehr oder minder stark
iiberreprasentiert (siche Abbildung 5.23). Die Intensitdit des durch FRET bedingten Akzeptorsignals

entspricht daher nicht der tatséchlichen FRET-Verteilung, sondern muf3 ebenfalls noch korrigiert werden.
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Die Beziehung zwischen Donor- und Akzeptorsignalintensitit entspricht dabei
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Ay und D; sind hier die Amplituden des Akzeptor- bzw. Donorsignals mit der Lebenszeit tpa;, 4> und D, die
Amplituden des Akzeptor- bzw. Donorsignals mit der Lebenszeit tpay, kr; und Fkr, stellen die
Geschwindigkeitskonstanten der beiden korrespondierenden Lebenszeiten dar. Ein beispielhafter Vergleich
der unkorrigierten mit der korrigierten Lebenszeitverteilung ist in Abbildung 5.23 dargestellt.
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Abbildung 5.23. Beispiel fiir den Einfluss der Transfereffizienz E auf das FRET-Signal des Akzeptors im System
Lumi4Tb-Strep-Biot-QD655 a) Darstellung der ermittelten Lebenszeitverteilung ohne Beriicksichtigung des Einflusses

der Transfereffizienz b) korrigierte Lebenszeitverteilung der Lumineszenz des FRET-Akzeptors.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Effizienz des Energietransfers nicht nur einen Einfluss auf die
Signalintensitdt sondern auch auf die Lage der Wahrscheinlichkeitsmaxima der Lebenszeitverteilung hat.
Rechnet man die Effizienz aus der Verteilung heraus, so verschiebt sich die Lage der Maxima der Verteilung
in Richtung hoherer Werte. Vergleicht man die Verteilung der Lebenszeiten des Akzeptors in Abbildung
523 mit der des Donors in Abbildung 5.22 innerhalb desselben FRET-Systems, ist die gute
Ubereinstimmung sowohl der Lage der Maxima der korrigierten Kurven des Donors und des Akzeptors als
auch deren Verhéltnis zueinander und damit die Notwendigkeit der beschriebenen Korrekturen erkennbar.
Der Beschreibungsansatz iiber die Software FAST liefert eine FRET-Lebenszeitverteilung, die sich mit den

in Kapitel 5.4 fiir jedes FRET-System beschriebenen Lebenszeitverteilungen vergleichen lasst.
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Bestimmung der Bindungsverhiltnisse iiber Abstandsverteilungen

Neben der Auswertung mithilfe von FAST wurde ein weiterer Ansatz zur Ermittlung der Lebenszeit-
verteilungen der Lumineszenzabklingkurven genutzt. Mit Hilfe des Analyse-Tools Solver der Software MS
Excel wurden die experimentell ermittelten Lumineszenzabklingkurven von Akzeptor und Donor iiber
Gleichung 5.8 bzw. 5.9 angepalt. Die einzige Ausnahme hiervon bildete das FRET-Paar Lumi4Tb-Strep-
Biot-QD525, bei dem der Donor aufgrund des geringen Unterschieds zwischen der Lebenszeit des
ungebundenen Donors und der langelebigen FRET-Lebenszeitkomponente mit Gleichung 5.8 gefittet wurde.
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t t [ R
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o T, Tp R

© 6
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Ipa(?) ist die Lebenszeitabklingkurve des FRET-Donors in Anwesenheit des Akzeptors bzw. des FRET-
angeregten Akzeptors, R, ist der Forster-Radius des FRET-Paares, tp die Lebenszeit des ungeldschten
Donors, R der Abstand und P(R) eine Wahrscheinlichkeitsverteilungsfunktion. Da davon ausgegangen
werden muf}, dass ein gewisser Anteil ungebundenen Donors im Probenvolumen vorliegt, wird die

Bestimmungsfunktion fiir die Donor-Lumineszenz um einen Anteil erweitert, der diese Signalintensitit

beschreibt. 1 3 ist hierbei die Intensitit des ungebundenen Donors zum Zeitpunkt ¢ = 0. Der Losungsansatz
geht davon aus, dass eine bestimmte Abstandsverteilung innerhalb des FRET-Paares, mit einem bekannten
Forster-Radius Ry, vorliegt, der durch eine ebenfalls bekannte Verteilungsfunktion P(R) beschrieben werden
kann. Resultierend aus dieser Abstandsverteilung kommt es zu einer Lebenszeitverteilung, die in ihrer
Gesamtheit das FRET-Signal beschreibt. Bei den untersuchten FRET-Systemen wurde zur Bestimmung der
zugrunde liegenden Verteilungsfunktion die erwartete und im Kapitel 5.4 fiir jedes System beschriebene
Abstandsverteilung bestmoglich gefittet. Diese Fitfunktion gibt die Form der zu bestimmenden
Abstandsverteilung vor, die Verteilungsmaxima sind zu bestimmen. Zur Ermittlung des Forster-Radius nach
Gleichung 2.17 wurde der Orientierungsfaktor 2 als konstant *; angenommen sowie das gesamte
Emissionsspektrum des Lumi4Tb bei der Berechnung des Uberlappungsintegrals J(1) beriicksichtigt. Als
Ergebnis der Berechnungen erhélt man hier eine Abstandsverteilung, die sich mit den theoretisch erwarteten
Abstandsverteilungen vergleichen ldsst. Auch hier muf3 bei der Akzeptorabstandsverteilung der Einfluss der
Transfereffizienz beriicksichgt werden. Das Excel-Sheet zur Berechnung der Abstandsverteilung ist dem
Anhang A.5 zu entnehmen.

5.5.2 Lumi4Tb und QD525

Die Proben wurden entsprechend der im Anhang A2. zu findenden Beschreibung prépariert und

anschliefend, wie in Kapitel 3.3.2 dargestellt, am Fluoreszenz-Spektrometer vermessen. Die Korrektur der
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Lumineszenzabklingkurven mittels der in Anhang A.4 erlduterten Methode liefert die Lumineszenzsignale
des Donors Lumi4Tb-Pep sowie des Akzeptors ITK-QD525 im FRET-Assay (Abbildung 5.24).
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Abbildung 5.24. Lumineszenzabklingkurven der Akzeptoren und Donoren im FRET-Assay links: korrigiertes FRET-
Signal der Quantenpunkte QD525 fiir die acht Messungen rechts: gemittelte Lumineszenzabklingkurve des Lumi4Tb-

Pep im Vergleich zum ungebundenen Donor, normiert auf Intensitit bei t = 0.

Aufgrund des hohen Uberschusses an Terbiumkomplexen im Probenvolumen (Verhiltnis Lumi4Tb-Pep zu
Quantenpunkt 445:1) und der maximalen Bindung von etwa 10 Lumi4Tb-gelabelten Peptiden pro
Quantenpunkt [169] iiberlagert das Lumineszenzsignal des ungebundenen Donors das des gebundenen
Donors im Donorkanal (Abbildung 5.24 rechts), so dass fiir das Donorsignal keine quantitavite Aussage

hinsichtlich einer FRET-induzierten Lebenszeitverdnderung moglich ist.

Die Auswertung der Lumineszenzabklingkurven des Akzeptors mit FAST ist hingegen moglich und
resultiert in der in Abbildung 5.25 dargestellten Lebenszeitverteilung. Neben einem Maximum im Bereich
der erwarteten Lebenszeiten [~50 ps] fdllt hier ein weiteres Lebenszeitsignal auf, dessen Maximum bei
345 us liegt und das wesentlich zur FRET-induzierten Lumineszenz des Quantenpunkts QD525 beitrigt, da
der Anteil dieser langen Lebenszeitkomponente an der Gesamtintensitdt iiber 90 % betrdgt. Obwohl zu
beriicksichtigen ist, dass diese Lebenszeitkomponente durch die Korrektur der Akzeptorlebenszeitverteilung
eventuell Uberrepréasentiert ist stellt sich die Frage, woher dieser Anteil langerer Lebenszeit kommt, da das
Hisgs-Tag des Peptids, an das der Lumi4Tb-Komplex gelabelt ist, spezifisch an die Quantenpunktoberfliche
bindet (siche Abschnitt 2.4.4). Wahrscheinlich ist das Auftreten langer FRET-Lebenszeiten eine Folge der
Aggregation der Quantenpunkte in der Probenlosung. Es ist bekannt, dass Quantenpunkte, abhidngig vom
pH-Wert, der Elektrolytkonzentration und ihrer Oberflichenladungen zur Aggregation neigen [170-173],

wobei diese Aggregate bis zu ~150 nm grof sein kénnen [172]. Kleinere Quantenpunkte aggregieren dabei

deutlich leichter als grof3e [173].
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Abbildung 5.25. links: mit Hilfe von FAST ermittelte Lebenszeitverteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-
QD525, gemittelt iiber alle Messungen (rote Kurve) im Vergleich zu den theoretisch erwarteten (schwarz = gesamte
Terbiumemission, k? =%/, grau = nur elektronische Uberginge der Terbiumemission, k? = %/;) rechts: aus der FAST-
Lebenszeitverteilung resultierende Abstandsverteilung (rot) im Vergleich zur theoretisch erwarteten (schwarz) unter

Beriicksichtigung aller Emissionsbanden des Lumi4Tb sowie eine Orientierungsfaktors «? = /5.

Durch die Aggregation kommte es, abhdngig von der Grofle der Aggregate, einerseits zu einer Erhohung der
Wabhrscheinlichkeit des Energietransfers, da ein Donor seine Energie auf mehrere Akzeptoren iibertragen
kann, andererseits aber auch zu einer Vergroflerung des mittleren Abstands zwischen Lumi4Tb-Komplexen
und den Quantenpunkten (sieche Abbildung 5.26), was eine niedrigere FRET-Effizienz und damit lédngere
FRET-induzierte Lumineszenzabklingzeiten zur Folge hat.

Abbildung 5.26. links: einzelnes Donor-Akzeptor-Paar. Der FRET-Abstand ist als gestrichelte Linie dargestellt.
rechts: Akzeptor-Aggregat mit einzelnem Donor (griiner Punkt), der mittlere Abstand resultiert aus der Summe des
FRET aller moglichen Donor-Akzeptor-Paarungen (gestrichtelte Linien).
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Die Aggregation fiihrt infolgedessen dazu, dass die FRET-Lebenszeitverteilung nicht, wie erwartet, nur ein
Maximum, sondern ein weiteres bei lédngeren Lebenszeiten zeigt. Der hohe Anteil dieser langen
Lebenszeitkomponente innerhalb der FRET-Lebenszeitverteilung gibt Hinweise darauf, dass der
Quantenpunkt QD525 innerhalb des Probenvolumens iiberwiegend aggregiert vorliegt. Da er im Vergleich
der hier verwendeten Nanopartikel die geringste Grofe besitzt, scheint er dadurch von der Aggregation am
meisten betroffen. Die fiir das FRET-Paar Lumi4Tb-Pep-ITK-QD525 aus der FAST-Lebenszeitverteilung
errechneten Absténde sind in Abbildung 5.25 (rechts) dargestellt. Sie stimmen mit der Abstandsverteilung,
die mit Hilfe des Excel-Tools SOLVER erhalten wurde (siehe Abbildung 5.27) gut {iberein. Auch hier ist ein
groBBer Anteil an FRET zu erkennen, der vom Lumi4Tb-Donor auf aggregierte QD525-Akzeptoren. Tabelle
5.4 stellt die experimentell bestimmten Abstinde den erwarteten gegeniiber.
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Abbildung 5.27. Mit Hilfe von SOLVER ermittelte Abstandsverteilung (rot) im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-
QD525, gemittelt Tiber alle Messungen im Vergleich mit der erwarteten Verteilung der Abstinde innerhalb des FRET-

Paares (schwarz) unter Beriicksichtigung aller Emissionsbanden des Lumi4Tb und eines Orientierungsfaktors «2 = /5.

Tabelle 5.4 Vergleich der mit SOLVER und FAST aus der Akzeptorlumineszenz ermittelten mit den erwarteten
Abstinden im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD525.

Maximum Maximum Peak- bzw.

Abstandsverteilung 1 Abstandsverteilung 2~ Amplitudenverhiltnis

Erwartet 3.1+£0.2 nm - -
FAST 32+0.2nm 4.4+ 0.2nm 0.06:1
SOLVER 2.8+ 0.3 nm 44+0.1 nm 0.025:1

Biexponentieller Fit 3.5+£0.1 nm 4.6 0.1 nm 0.1:1
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Der Anteil der langlebigen Abstinde mit einem Maximum bei etwa 4.3 - 4.4 nm reprasentiert hier den
FRET von Lumi4Tb-Donoren auf die aggregierten Quantenpunktakzeptoren. Es handelt sich um einen
scheinbaren Abstand, der daher nicht beriicksichtigt wird. Das kurzlebige Maximum bei ~ 3.0 nm stellt die
Abstandsverteilung der Lumi4Tb-Komplexe auf der Oberfliche eines einzelnen Quantenpunkts dar und
stimmt gut mit dem erwarteten Wahrscheinlichkeitsmaximum tiiberein. Ein Vergleich mit dem {iblichen
diskreten Fit mittels einer oder mehrerer, in diesem Fall zweier, Exponentialfunktionen zeigt, dass dieser
ebenfalls in der Lage ist, die Bindungsverhiltnisse im FRET-System wiederzugeben. Im Gegensatz zur
Bestimmung iiber Verteilungsfunktionen werden die Abstinde dabei leicht iiberbestimmt. Die Amplituden
der Kurvenanpassung iiber diskrete Exponentialfunktionen entsprechen der Flache der einzelnen
Verteilungen. Deren Verhiltnis zueinander ist dabei in guter Ubereinstimmung mit dem Peakverhiltnis der

Abstandsverteilungen.
Zusammenfassung

Fiir das FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD525 konnte eine Abstandsdoppelverteilung ermittelt werden,
deren erstes Maximum etwa im Bereich des zu erwartenden liegen. Der Abstand zwischen Lumi4Tb-Donor
und Quantenpunktzentrum wurde zu etwa 2.9 nm bestimmt. Der zweite und groflere Peak bei ldngeren
Abstinden war hingegen unerwartet und wurde als Folge von FRET zwischen Lumi4Tb-Pep und
Quantenpunktaggregaten interpretiert. Die Analyse des FRET-induzierten Lumineszenzsignals ermoglicht
nicht nur einen Vergleich mit den Erwartungen sondern gibt auch Hinweise auf zunichst unerwartete
Formen, wie Aggregationen. Aufgrund der geringen zeitlichen Separierung der erwarteten
Lebenszeitverteilungen mit unterschiedlichen Annahmen hinsichtlich des Uberlappungsintegrals und des
Orientierungsfaktors kann weder eine Aussage getroffen werden, ob alle Emissionsbanden des Terbiums am
FRET beteiligt sind, noch welche Annahme fiir den Orientierungsfaktor zutreffend ist. Die gute
Ubereinstimmung der ermittelten Abstandsverteilungen mit der erwarteten gibt allerdings einen Hinweis
darauf, dass alle Emissionsbanden des Lumi4Tb-Komplexes zum Uberlapp beitragen. Eine
Kurvenanpassung durch den Fit mit zwei Exponentialfunktionen liefert sehr dhnliche Ergebnisse und ist im
Falle des FRET-Paares Lumi4Tb-Pep-ITK-QD525 ebenfalls anwendbar.

5.5.3 Lumi4Tb und QD565

Das Lumineszenzsignal des Donors und die korrigierten Lumineszenzabklingkurven des Akzeptors sind in
Abbildung 5.28 zu erkennen. Auch fiir das FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD565 ist eine Auswertung
der Lumineszenz des Donors aufgrund des hohen Uberschusses an ungebundenem Lumi4Tb-Pep nicht
mdglich. Obwohl eine Anderung der Lumineszenzabklingkurve erkennbar ist, ldsst sich diese Anderung
qualitativ nicht erfassen, so dass sich die Auswertung auf die FRET-induzierte Lumineszenz des Akzeptors
beschrénkt.
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Abbildung 5.28. Lumineszenzabklingkurven der Akzeptoren und Donoren im FRET-Assay links: korrigiertes FRET-
Signal der Quantenpunkte QD565 fiir die acht Messungen rechts: gemittelte Lumineszenzabklingkurve des Lumi4Tb-

Pep im Vergleich zum ungebundenen Donor, normiert auf Intensitit bei t = 0.

Die Bestimmung der Lebenszeitverteilungen mit Hilfe von FAST sowie die anschlieBende Transfereffizienz-

Korrektur liefert die in Abbildung 5.29 links dargestellte Lebenszeitverteilung.

Auch beim FRET-Paar Lumi4Tb-Pep-ITK-QD565 ist in der Lebenszeitverteilung neben einem kleineren
Anteil kurzer Lebenszeiten mit einem Maximum bei etwa 25 us ein groer Anteil ldngerer Lebenszeiten zu

erkennen, der ein Maximum bei ~130 ps aufweist und knapp 90 % der Gesamtintensitit besitzt.
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Abbildung 5.29. links: mit Hilfe von FAST ermittelte Lebenszeitverteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-
QD565, gemittelt iiber alle Messungen (rote Kurve) im Vergleich zu den theoretisch erwarteten (schwarz = gesamte
Terbiumemission, k? =*/5, grau = nur elektronische Uberginge der Terbiumemission, k2 = %/5) rechts: aus der FAST-
Lebenszeitverteilung resultierende Abstandsverteilung (rot) im Vergleich zur theoretisch erwarteten (schwarz) unter

Beriicksichtigung aller Emissionsbanden des Lumi4Tb sowie eine Orientierungsfaktors x> = /5.
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Dies lasst sich wiederum durch die Aggregation der Quantenpunkte erkldren, die zu einer Erhohung des
mittleren FRET-Abstandes und damit einer Verldngerung der FRET-Lebenszeiten fiihrt. Das Ausmal3 der
Aggregation ist, verglichen mit dem Quantenpunkt QD525 geringer, was zu erwarten ist, da der

Quantenpunkt QD565 groBer ist und daher tendenziell weniger zur Aggregation neigen sollte.

Die aus der FAST-Lebenszeitverteilung gewonnene Abstandsverteilung ist in Abbildung 5.29 rechts zu
sehen. Sie stimmt mit der durch SOLVER ermittelten (Abbildung 5.30) sehr gut iiberein. Tabelle 5.5. stellt
die aus den FRET-Lebenszeitverteilungen ermittelten Abstinde der Lumi4Tb-Schicht den erwarteten
Absténden gegeniiber. Auflerdem werden als Vergleich die durch einen diskreten Fit mit zwei exponentiellen
Funktion ermittelten Abstinde und deren Amplituden aufgefiihrt.
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Abbildung 5.30. Mit Hilfe von SOLVER ermittelte Abstandsverteilung (rot) im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-
QD565, gemittelt Giber alle Messungen im Vergleich mit der erwarteten Verteilung der Abstédnde innerhalb des FRET -

Paares (schwarz) unter Beriicksichtigung aller Emissionsbanden des Lumi4Tb und eines Orientierungsfaktors «2 = /5.

Da die interessante Abstandsverteilung durch die groflere Abstandsverteilung zwischen dem Donor und den
Akzeptoraggregaten iiberlagert wird, ist die Bestimmung von Form und Lage des kurzen Abstandsanteils mit
Unsicherheiten verbunden. Die Maxima von erwarteter Abstandsverteilung und ermittelten Verteilungen
stimmen tiberein, was ein deutlicher Hinweis darauf ist, dass tatsdchlich alle Emissionsbanden des Terbiums
zum Uberlapp beitragen und der Orientierungsfaktor in guter Niherung als konstant angesehen werden kann.
Riickschliisse auf die Form der Abstandsverteilung lassen sich nicht ziehen. Das Peakverhéltnis illustriert
deutlich, wie hoch der Anteil des FRET zwischen den Donoren und den Quantenpunktaggregaten ist, der
hier durch die Abstandsverteilung mit dem Maximum bei 4.7 — 4.8 nm représentiert wird. Ein Vergleich mit
dem iiblichen Fit mittels zweier diskreter Exponentialfunktionen verdeutlicht den Vorteil der Verwendung

von Verteilungen bei der Abstandsbestimmung, denn im Vergleich sind die Abstandsabweichungen bei
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einem biexponentiellen Fit deutlich groBer. Der Anteil der nicht aggregierten Akzeptoren am FRET wird
aullerdem iiberbestimmt und das Ergebnis gibt die Bindungsverhiltnisse im Probenvolumen nicht so genau
wieder, wie eine Anpassung der Lumineszenzabklingkurven iiber Verteilungsfunktionen.

Tabelle 5.5.Vergleich der mit SOLVER und FAST aus der Akzeptorlumineszenz ermittelten mit den erwarteten
Abstinden im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD565.

Maximum Maximum Peak- bzw.

Abstandsverteilung 1 Abstandsverteilung 2 Amplitudenverhiltnis

Erwartet 3.4+0.2 nm - -
FAST 3.6 0.2 nm 4.7 £0.3 nm 0.11:1
SOLVER 3.6+ 0.3 nm 4.8 £0.3 nm 0.076 : 1
Biexponentieller Fit 4.2+0.2nm 5.3£0.1 nm 03:1
Zusammenfassung

Die Auswertung der FRET-induzierten Lumineszenzsignale des FRET-Systems Lumi4Tb-Pep-ITK-QD565
ergab eine Abstandsdoppelverteilung, deren kiirzeres Maximum sehr gut mit der erwarteten Verteilung
iibereinstimmt. Der Abstand wurde zu ~3.6 nm bestimmt. Diese gute Ubereinstimmung mit den Erwartungen
lasst den SchluB} zu, dass die Annahmen hinsichtlich einer Beteiligung aller Emissionsbanden des Lumi4Tb-
Komplexes am Energietransfer bei der Berechnung des Forster-Radius zutreffend sind. Lebenszeit- und
Abstandsverteilungen des FRET-Paares geben weiterhin einen Hinweis auf das Vorliegen von
Akzeptoraggregaten im Probenvolumen, die sich durch einen unerwarteten und hohen Anteil
unverhdltnisméBig langer FRET-induzierter Lebenszeiten dullern. Der Vergleich der Kurvenanpassung durch
Verteilungsfunktionen mit der durch einen diskreten Fit zweier Exponentialfunktionen zeigt, dass eine

Abstandsverteilung die erwarteten Bindungsverhéltnisse besser darstellt.

554 Lumi4Tb und QD605

Die experimentell gewonnenen, korrigierten Lumineszenzabklingkurven des Akzeptorsignals sowie die
Abklingkurve des Donors im Vergleich zu ungebundenem Lumi4Tb-Pep fiir das FRET-Paar Lumi4Tb-Pep-
ITK-QD605 sind in Abbildung 5.31 dargestellt. Aufgrund der Ubereinstimmung des Lumineszenzsignals im
Donorkanal des FRET-Assays mit dem des ungebundenen Donors beschrankt sich die folgende Auswertung

hinsichtlich FRET-Lebenszeit- und Abstandsverteilungen auf das Lumineszenzsignal der Akzeptoren.
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Abbildung 5.31. Lumineszenzabklingkurven der Akzeptoren und Donoren im FRET-Assay links: korrigiertes FRET-
Signal der Quantenpunkte QD605 fiir die acht Messungen rechts: gemittelte Lumineszenzabklingkurve des Lumi4Tb-

Pep im Vergleich zum ungebundenen Donor, normiert auf Intensitét bei t = 0.

Abbildung 5.32 links zeigt die durch FAST ermittelten Lebenszeitverteilungen im Vergleich mit den
theoretisch erwarteten. Es ist eine sehr gute Ubereinstimmung des ersten Maxima der experimentell
ermittelten Verteilung (~3.4ps) mit der Verteilung zu erkennen, bei der alle Emissionsbanden des
Terbiumkomplexes beriicksichtigt wurden (~3.8 ps). Die experimentell ermittelte Verteilung weicht in ihrer
Form hingegen deutlich von der erwarteten ab, da ein zweites Maximum bei ca. 50 pus Lebenszeit auftritt und

auch die Breite des Peaks mit dem Maximum bei 3.4 pus wesentlich schmaler ist als erwartet.
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Abbildung 5.32. links: mit Hilfe von FAST ermittelte Lebenszeitverteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-
QD605, gemittelt iiber alle Messungen (rote Kurve) im Vergleich zu den theoretisch erwarteten (schwarz = gesamte
Terbiumemission, k2 :2/3, grau = nur elektronische Ubergéinge der Terbiumemission, k2 = 2/3) rechts: aus der FAST-

Lebenszeitverteilung resultierende Abstandsverteilung (rot) im Vergleich zur theoretisch erwarteten (schwarz).
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Dies kann zweierlei Griinde haben. Zum einen kdnnten auch die Quantenpunkte QD605 im Probenvolumen
in, wenn auch geringerem Anteil, aggregiert vorliegen, womit sich das zweite Verteilungsmaximum bei ca.
50 ps erkldren lieBe. Zum anderen ist zu beriicksichtigen, dass FAST bei der Kurvenanpassung die
mathematisch bestmogliche Kurve ausgibt und in diesem Fall eine Verteilung mit einem schmalen
kurzlebigen Maximum und einem langlebigen, breiterem Maximum das mathematische Optimum bildet,
auch wenn die tatséchlichen Bindungsverhiltnisse etwas anderes erwarten lassen. Dies lésst sich durch eine
Kurvenanpassung mittels des Excel-Tools SOLVER iiberpriifen. Da hier die Kurvenform vorgegeben ist,
sollte sich bei einer Aggregation der Quantenpunkte ein weiteres Abstandsmaximum bei lingeren Abstéinden
zeigen, wohingegen die Form der Abstandsverteilung &hnlich der erwarteten sein sollte, wenn die
Abweichung der durch FAST ermittelten Lebenszeitverteilung nur mathematischer Natur ist. Wie in
Abbildung 5.33 zu erkennen ist, zeigt die durch SOLVER ermittelte Abstandsverteilung ein weiteres
Maximum bei einem Abstand von etwa 5.2 nm, die Verteilung stimmt gut mit der aus der FAST-

Lebenszeitverteilung ermittelten Abstandsverteilung {iberein (vergleiche Abbildung 5.32 rechts).
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Abbildung 5.33. Mit Hilfe von SOLVER ermittelte Abstandsverteilung (rot) im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-
QD605, gemittelt Tiber alle Messungen im Vergleich mit der erwarteten Verteilung der Abstinde innerhalb des FRET-

Paares (schwarz) unter Beriicksichtigung aller Emissionsbanden des Lumi4Tb und eines Orientierungsfaktors «2 = /5.

Daher ist davon auszugehen, dass auch der Quantenpunkt QD605 aggregiert vorliegt. Im Vergleich zu den
QD525 und QD565 ist er grofer und reagiert damit weniger sensitiv auf Umwelteinfliisse. Die Neigung zur
Aggregation ist im Vergleich aus diesem Grund geringer, was sich aus dem Verhédltnis der beiden
Abstandswahrscheinlichkeitspeaks erkennen lésst. In Tabelle 5.6 sind die ermittelten Abstandsmaxima dem
erwarteten gegeniibergestellt und mit den durch eine diskret-exponentielle Kurvenanpassung erhaltenen
Abstinden verglichen. Die Unterbestimmung des Abstands der Lumi4Tb-Komplexe vom
Quantenpunktzentrum (ermittelt: 3.1 nm, erwartet: 3.5 nm) ist eine direkte Folge der geringeren Breite des
Lebenszeitverteilungspeaks im Vergleich zur erwarteten Lebenszeitverteilung, wodurch die lingeren FRET-
Lebenszeiten unterreprisentiert sind und so nicht zur Abstandsverteilung beitragen kénnen. Im Vergleich

dazu gelingt es durch eine triexponentielle Kurvenanpassung den erwarteten Abstand sehr genau aus den
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Lumineszenzabklingkurven zu rekonstruieren, allerdings mit sehr geringer Amplitude, deren Anteil an der
Gesamtintensitdt weniger als 3% betragt, wohingegen die beiden anderen Lebenszeitanteile dominieren. Dies
entspricht nicht den tatséchlichen Bindungsverhiltnissen und macht, ohne Beriicksichtigung der ermittelten

Abstandsverteilungen, eine Beurteilung der Ergebnisse schwierig.

Tabelle 5.6 Vergleich der mit SOLVER und FAST aus der Akzeptorlumineszenz ermittelten mit den erwarteten
Abstinden im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD605.

Maximum Maximum Peak- bzw.

Abstandsverteilung 1~ Abstandsverteilung 2 Amplitudenverhiltnis

Erwartet 3.5nm - -
FAST 32+0.1 nm 4.6 0.3 nm 2:1
SOLVER 32+ 0.1 nm 5.2+0.1 nm 0.75:1
Triexponentieller Fit 34+x01nm 48%x0.1nm 6.1%0.1 nm 0.04:0.6:1
Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass die Kurvenanpassung durch Lebenszeit- bzw. Abstandsverteilungen fiir das
FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD605 eine Doppelverteilung liefert, deren erstes Maximum den Abstand
der Lumi4Tb-Komplexe vom Quantenpunktzentrum reprasentiert und dass im Vergleich zum erwarteten
leicht kleiner ist. Dies ist eine Folge der Form der ermittelten Abstandsverteilung, die mit einem schmalen
kurzen Anteil und einem breiten langen Anteil deutlich von der erwarteten abweicht, wobei der Anteil
langerer Abstdnde durch die Aggregation der FRET-Akzeptoren zu erkldren ist. Der Abstand der Lumi4Tb-
Komplexe vom Quantenpunktzentrum wurde zu 3.1 nm bestimmt. Da dieser unter der Annahme der
Beteiligung aller Emissionsbanden des Terbium am FRET bestimmt wurde, ist dies ein deutlicher Hinweis
darauf, dass diese Annahmen zutreffend sind. Ein diskret-exponentieller Fit mit drei Exponentialfunktionen,
der als Vergleich durchgefiihrt wurde, zeigte neben zwei ldngeren Abstandskomponenten durch die FRET-
Akzeptoraggregation, eine groBere Ubereinstimmung des ermittelten Abstands mit dem erwarteten,
unterscheidet sich im Amplitudenverhéltnis jedoch. Die tatsdchlichen Bindungsverhéltnisse werden durch
einen Verteilungsfit daher besser dargestellt.

5.5.5 Lumi4Tb und QD655

Die Lumineszenzabklingkurven des FRET-Systems Lumi4Tb-Pep-ITK-QD655 sind in Abbildung 5.34 zu
sehen. Das Donorlumineszenzsignal ist, wie bei den vorherigen Messungen aufgrund der hohen

Konzentration des ungebundenen Donors nicht auswertbar, so dass zur Auswertung die korrigierten
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Abklingkurven des Akzeptors (Abbildung 5.34 links) herangezogen werden, die ein stark
multiexponentielles Abkklingen zeigen. Dies ist ein Hinweis auf eine Abstandsverteilung im FRET-System.
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Abbildung 5.34. Lumineszenzabklingkurven der Akzeptoren und Donoren im FRET-Assay links: korrigiertes FRET-
Signal der Quantenpunkte QD655 fiir die acht Messungen rechts: gemittelte Lumineszenzabklingkurve des Lumi4Tb-

Pep im Vergleich zum ungebundenen Donor, normiert auf Intensitét bei t = 0.

Die mit Hilfe von FAST an die Lumineszenzabklingkurven angepasste FRET-Lebenszeitverteilung ist in
Abbildung 5.35 links dargestellt und stimmt gut mit der fiir die Beteiligung aller Emissionsiibergidnge des
Terbium und einem konstanten Orientierungsfaktor k2 = */; erwartete Verteilung (schwarze Kurve) iiberein.

Das Verteilungsmaximum stimmt innerhalb der MeBunsicherheiten {iberein (erwartet: 7 ps, bestimmt: 6 ps).
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Abbildung 5.35. links: mit Hilfe von FAST ermittelte Lebenszeitverteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-
QD655, gemittelt iiber alle Messungen (rote Kurve) im Vergleich zu den theoretisch erwarteten (schwarz = gesamte
Terbiumemission, k? ="/, grau = nur elektronische Uberginge der Terbiumemission, k? = %/;) rechts: aus der FAST-

Lebenszeitverteilung resultierende Abstandsverteilung (rot) im Vergleich zur theoretisch erwarteten (schwarz).
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Die Form der ermittelten Lebenszeitverteilung unterscheidet sich von der erwarteten, da die rechte Flanke
deutlich schmaler ist und bei einer Lebenszeit von ca. 35 ps auslduft, wohingegen die erwartete
Lebenszeitverteilung erst bei Zeiten groBer 100 ps endet. Auch in diesem FRET-Assay ist ein
Verteilungsanteil ldngerer Lebenszeiten sichtbar (Maximum bei ~110 ps), der aus Griinden der
Ubersichtlichkeit nur teilweise abgebildet ist. Bedingt durch die geringere Breite der Lebenszeitverteilung
weist die sich daraus ergebende Abstandsverteilung (Abbildung 5.35 rechts) ein in Richtung geringerer
Abstinde verschobenes Maximum und eine ebenfalls schmalere Verteilungsbreite auf. Wahrend das
Verteilungsmaximum also exakt bestimmt angesehen werden kann, weicht die Form der ermittelten
Verteilung deutlich von der erwarteten Abstandsverteilung ab. Wahrend sich bei der Bestimmung der FRET-
Abstandsverteilung mit Hilfe von SOLVER (siche Abbildung 5.36) die Form des Verteilungsmaximums aus
den Lumineszenzabklingkurven rekonstruieren ldsst, unterscheidet sich die Lage des Maximums deutlicher
von dem der erwarteten Abstandsverteilung. Auch hier ist eine weitere Abstandsverteilung zu erkennen, die
zum FRET beitrdgt und als Energietransfer zwischen Lumi4Tb-Komplexen und aggregierten
Quantenpunkten aufgefasst werden kann. Dieser Anteil tritt bei der Bestimmung mit Hilfe von SOLVER
wesentlich stirker heraus als bei der Kurvenanpassung mit FAST.
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Abbildung 5.36. Mit Hilfe von SOLVER ermittelte Abstandsverteilung (rot) im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-
QD655, gemittelt Giber alle Messungen im Vergleich mit der erwarteten Verteilung der Abstédnde innerhalb des FRET -

Paares (schwarz) unter Beriicksichtigung aller Emissionsbanden des Lumi4Tb und eines Orientierungsfaktors «2 = /5.

In Tabelle 5.7 sind die ermittelten und erwarteten Abstdnde gegeniibergestellt. Zusatzlich dazu ist das
Ergebnis einer Kurvenanpassung mit Hilfe dreier Exponentialfunktionen, wie sie iiberlicherweise erfolgt,
aufgefiihrt. Der Anteil des FRET zwischen Lumi4Tb-Donoren und aggregierten Quantenpunktakzeptoren ist
durch das Peak- bzw. Amplitudenverhiltnis charakterisiert und unterscheidet sich je nach Art der
Kurvenanpassung deutlich. Eine triecexponentielle Anpassung der Lumineszenzabklingkurven liefert das am
meisten von den Erwartungen abweichende Ergebnis, da nicht nur der Wert fiir den tatséchlichen Abstand

deutlich zu gering ist, sondern dieser auch den geringsten Anteil an der Gesamtintensitit (~5%) besitzt.
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Tabelle 5.7 Vergleich der mit SOLVER und FAST aus der Akzeptorlumineszenz ermittelten mit den erwarteten
Abstdinden im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD655.

Maximum Maximum Peak- bzw.

Abstandsverteilung 1 Abstandsverteilung 2 Amplitudenverhiltnis

Erwartet 4.6 nm - -
FAST 43+0.1 nm 6.3+0.2 nm 10:1
SOLVER 4.2+ 0.5 nm 6.3+ 1.4 nm 2:1
Triexponentieller Fit 3.9+ 02nm 54+02nm 7.1+0.5nm 0.1:085:1
Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe der Kurvenanpassung durch FAST fiir das FRET-System
Lumi4Tb-Pep-ITK-QD655 eine Abstandsverteilung existiert, deren Maximum etwa im Bereich des zu
erwartenden lieg. Der Abstand zwischen Lumi4Tb-Schicht und Quantenpunktzentrum wurde zu etwa 4.3 nm
bestimmt. Die Form der Abstandsverteilung konnte auf diese Weise aber nicht befriedigend rekonstruiert
werden. Die Kurvenanpassung mittels des SOLVER-Tools ergibt eine der erwarteten Verteilung dhnlichere
Form. Das bestimmte Maximum unterscheidet sich aber deutlicher als bei der Bestimmung durch FAST.
Beide Kurvenanpassungen liefern bessere Ergebnisse als ein diskreter Kurvenfit mit Hilfe dreier
Exponentialfunktionen. Auch fiir das FRET-Paar Lumi4Tb-Pep-ITK-QD655 lassen die Ergebnisse den
RiickschluB3 zu, dass alle Emissionsbanden des Terbiums zum FRET beitragen.

556 Lumid4Tb und QD705

Wie in den vorherigen Abschnitten 5.1-5.5.5 angemerkt, ldsst der groBe UberschuB an ungebundenen
Donormolekiilen im Probenvolumen eine Auswertung der Donorlumineszenzabklingkurven nicht zu. Daher
erfolgt die  Abstandsberechnung an den in  Abbildung 537  links  dargestellten

Akzeptorlumineszenzabklingkurven.
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Abbildung 5.37. Lumineszenzabklingkurven der Akzeptoren und Donoren im FRET-Assay links: korrigiertes FRET-
Signal der Quantenpunkte QD705 fiir die acht Messungen rechts: gemittelte Lumineszenzabklingkurve des Lumi4Tb-

Pep im Vergleich zum ungebundenen Donor, normiert auf Intensitét bei t = 0.

Da der Quantenpunkt QD705, wie in Abschnitt 5.4.6 dargelegt eine dem Quantenpunkt QD655 sehr dhnliche
Gestalt besitzt und auch in seinen FRET-Parametern mit diesem nahezu tibereinstimmt (siche Tabelle 5.3),
sollte die sich fiir das FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD705 ergebende Abstandsverteilung derjenigen
des FRET-Paares Lumi4Tb-Pep-ITK-QD655 sehr dhnlich sein. Tatsdchlich gibt es, wie in Abbildung 5.38 zu
erkennen ist, eine gute Ubereinstimmung der durch FAST ermittelten FRET-Zeitverteilung fiir den
Quantenpunkt QD705 mit derjenigen des Quantenpunkts QD655 (Abbildung 5.35).
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Abbildung 5.38. links: mit Hilfe von FAST ermittelte Lebenszeitverteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-
QD705, gemittelt iiber alle Messungen (rote Kurve) im Vergleich zu den theoretisch erwarteten (schwarz = gesamte
Terbiumemission, k2 :2/3, grau = nur elektronische Ubergéinge der Terbiumemission, k2 = 2/3) rechts: aus der FAST-

Lebenszeitverteilung resultierende Abstandsverteilung (rot) im Vergleich zur theoretisch erwarteten (schwarz).
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Abbildung 5.38 ist weiterhin zu entnehmen, dass die Maxima von ermittelter und erwarteter
Lebenszeitverteilung iibereinstimmen (ermittelt: 7.0 ps, erwartet: 7.2 ps), die Form der ermittelten
Lebenszeitverteilung aber eine wesentlich geringere Breite aufweist und bereits bei einer Lebenszeit von ca.
30 ps auslduft, wihrend die erwartete Zeitverteilung erst bei Lebenszeiten grofer als 100 ps ausklingt. In
Ubereinstimmung mit dem Ergebnis fiir den Quantenpunkt QD655 ist auch hier ein weiteres
Lebenszeitverteilungsmaximum bei ~110 ps sichtbar, dass dem FRET zwischen Lumi4Tb und
Quantenpunktenaggregaten zugeordnet wird. Die aus der FRET-Lebenszeitverteilung fiir das FRET-Paar
Lumi4Tb-Pep und QD705 abgeleitete Abstandsverteilung ist in Abbildung 5.38 rechts dargestellt und zeigt
zwei Verteilungsmaxima. Das erste und maf3gebliche liegt bei 4.2 nm, ein zweites, welches den FRET auf
Quantenpunktaggregate darstellt, bei 6.3 nm. Bedingt durch die geringere Lebenszeitverteilungsbreite ist die
resultierende Abstandsverteilung im Vergleich zur erwarteten sehr viel schmaler und zeigt keine
asymmetrische, sondern eher normalverteilte Form. Im Vergleich zu der mit Hilfe von SOLVER ermittelten
Abstandsverteilung (Abbildung 5.39) weist die durch FAST bestimmte Verteilung aber eine groBere

Ahnlichkeit mit der erwarteten auf.
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Abbildung 5.39. Mit Hilfe von SOLVER ermittelte Abstandsverteilung (rot) im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-
QD?705, gemittelt Giber alle Messungen im Vergleich mit der erwarteten Verteilung der Abstédnde innerhalb des FRET -

Paares (schwarz) unter Beriicksichtigung aller Emissionsbanden des Lumi4Tb und eines Orientierungsfaktors «? = /5.

Das Maximum der durch SOLVER ermittelten Abstandsverteilung weicht durch ihre Form mit einem sehr
schmalen, symmetrischen Peak (Maximum 3.8 nm) und einem sehr breiten, flachen Peak (Maximum 6.1 nm)

deutlich von der erwarteten Abstandsverteilung ab.

Die Ergebnisse der ermittelten Verteilungen sind in Tabelle 5.8 mit der erwarteten verglichen und einer
Kurvenanpassung mit Hilfe eines Fits aus drei Exponentialfunktionen gegeniibergestellt. Es zeigt sich, dass
alle Formen der Kurvenanpassung ein weiteres Verteilungsmaximum besitzen, welches sich als FRET
zwischen Lumi4Tb-Komplexen und aggregierten Quantenpunkten deuten ldsst. Eine Anpassung an die
Lumineszenzkurven mit Hilfe von FAST entspricht den Erwartungen am ehesten. Auch ein triexponentieller

Fit liefert Abstandswerte, die den Erwartungen relativ nahe kommen, wobei die kiirzere
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Abstandskomponente den FRET-Abstand zwischen Lumi4Tb-Komplexen und einzelnen Quantenpunkten,
die beiden langeren Abstandskomponenten den mittleren Abstand des FRET zwischen Lumi4Tb-Komplexen

und Quantenpunktaggregaten darstellt.

Tabelle 5.8 Vergleich der mit SOLVER und FAST aus der Akzeptorlumineszenz ermittelten mit den erwarteten
Abstinden im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD705.

Maximum Maximum Peak- bzw.

Abstandsverteilung 1 Abstandsverteilung 2 Amplitudenverhaltnis

Erwartet 4.5 nm - -
FAST 4.2+ 0.2 nm 6.3+0.2 nm 25:1
SOLVER 39+£0.1 nm 6.4+ 0.2 nm 2:1
Triexponentieller Fit  4.1+0.1nm  55+09nm 7.0+0.6 nm 0.45:0.75: 1
Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass sich fiir das FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD705 die
Bindungsverhiltnisse durch Abstandsverteilungen beschreiben lassen. Die ermittelten Abstandsverteilungen
unterscheiden sich aber vor allem in ihrer Form deutlich von der erwarteten. Die erwartete
Abstandsverteilung lisst sich aus den Lumineszenzabklingkurven des Akzeptors am ehesten durch einen
Lebenszeitverteilungsfit rekonstruieren, wohingegen ein Abstandsverteilungsfit unbefriedigende Ergebnisse
liefert, die deutlicher von den Erwartungen abweichen, als dies eine Kurvenanpassung mit Hilfe dreier
diskrete Exponentialfunktionen, wie sie Tiberlicherweise eingesetzt wird, tut. Die relativ gute
Ubereinstimmung der ermittelten mit dem erwarteten Verteilungsmaximum lisst den SchluB zu, dass die bei
der Berechnung beriicksichtigte Annahme einer Beteiligung aller Emissionsbanden des Terbiumkomplexes

am Energietransfer zutreffend ist.

5.5.7 Schluf3folgerungen

Es wurden die in Abschnitt 5.4 aus den photophysikalischen Eigenschaften, den FRET-Parametern und der
Gestalt der Quantenpunkte erwarteten FRET-Lebenszeiten fiir die FRET-Paarungen von Lumi4Tb-Pep mit
den Quantenpunkten ITK-QD525, ITK-QD565, ITK-QD605, ITK-QD655 und ITK-QD705 untersucht und
die  experimentell ermittelten Lumineszenzabklingkurven jedes FRET-Systems iiber eine
Lebenszeitverteilung (FAST) bzw. eine Abstandsverteilung (SOLVER) angepasst. Als Vergleich wurde
zusdtzlich ein diskreter Fit mit zwei (QD525 und QD565) bzw. drei (QD605, QD655 und QD705)
Exponentialfunktionen durchgefiihrt.
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Die Ergebnisse der FRET-Paare zeigen, dass alle Emissionsbanden des Terbiumkomplexes am
Resonanzenergietransfer auf die Quantenpunkte beteiligt sind und weiterhin ein konstanter
Orientierungsfaktor von k? = *; die Orientierung der Lage der Absorptionsdipoliibergangsmomente des
Akzeptors und der Emissionsdipoliibergangsmomente des Donors sehr gut beschreibt. Fiir die in Kapitel 5.6
folgenden Berechnungen fiir das spezifische FRET-Bindungsassay Lumi4Tb-Strep-Biot-QD werden daher
nur noch Verteilungen, die unter Verwendung dieser Eigenschaften berechnet wurden, beriicksichtigt. Im
Gegensatz zur Anpassung einer Abstandsverteilung oder eines diskreten bi- bzw. triexponentiellen Fits an
die FRET-induzierten Lumineszenzabklingkurven ergab bei allen FRET-Paaren die Anpassung einer
Lebenszeitverteilung zuverldssig die Abstandsverteilungen, die die groBte Ubereinstimmung mit den in
Abschnitt 5.4 dargestellten Erwartungen zeigten. Wahrend die Maxima der aus den Lebenszeitverteilungen
bestimmten Abstandsverteilungen die Maxima der erwarteten Abstandsverteilungen wiedergaben,
unterschied sich die Form der ermittelten Verteilungen deutlich von den Erwartungen. Insbesondere die bei
den Quantenpunkten QD605, QD655 und QD705 durch die ellipsoidale Form erwarteten ldngeren
Lebenszeitanteile konnten durch die Kurvenanpassungen nicht rekonstruiert werden. Sowohl die ermittelten

Lebenszeit- als auch die daraus berechneten Abstandsverteilungen waren symmetrischer als erwartet.

Dies kann im mathematischen Modell begriindet liegen, mit dem gearbeitet wurde. Die Anwendung der
Singularwertzerlegung (siche Abschnitt 4.2.3) mit Hilfe derer aus den Lumineszenzabklingkurven eine
Lebenszeitverteilung rekonstruiert wurde, passt diese Verteilung mathematisch moglichst optimal an, was
aber nicht den tatsdchlichen Gegebenheiten entsprechen muf. Unter Umstinden wird die
Lebenszeitverteilung mathematisch besser durch einen schmaleren, kurzlebigen Anteil und einen breiteren
langlebigen Anteil beschrieben als durch eine einzige Lebenszeitverteilung mit langsam auslaufender rechter
Flanke. Die Abweichungen der Form der ermittelten von der erwarteten Verteilung sind dann allein durch

die Anpassung verursacht.

Eine weitere Erklirung fiir die Abweichung ist, dass die Annahme einer ellipsoidalen Form der
Quantenpunkte die tatsichlichen Verhiltnisse nicht widerspiegelt. Betrachtet man sich Ubersichtsaufnahmen
mehrerer Quantenpunkte einer Emissionswellenlinge (Abbildung 5.40) ist zu erkennen, dass neben den
ellipsoidalen tatsdchlich weitere Formen existieren. Selbst bei identischer Gestalt der Quantenpunkte,
beispielsweise als Ellipsoid, sind Unterscheidungen beziiglich der Ausrichtung des Kristallgitters sichtbar,
die die absorptiven Eigenschaften, insbesondere die Lage des Absorptions-Ubergangsdipolmoments
bestimmen (lineares Ubergangsdipolmoment ist entlang der z-Achse des Kristallgitters orientiert, planares
senkrecht dazu).

Dies ist eine Folge der Synthesebedingungen, die sich nicht fiir jede Quantenpunkt exakt einstellen lassen.
Durch lokale Unterschiede in der Kristallisationsumgebung wird das Wachstum der
Quantenpunktgitterstruktur beeinflusst. Neben der bevorzugten Wachstumsrichtung in z-Richtung des
Kristallgitters [174-176] sind dann weitere Richtungen des Gitterwachstums moglich [175-177]. Es kommt

zu einer Vielzahl verschiedener Formen der Nanokristalle, wie in Abbildung 5.40 zu erkennen.
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Abbildung 5.40. TEM-Ubesichtsaufnahme von Quantenpunkten QD705. Neben ellipsoidalen Quantenpunkten treten
auch keglige, quaderformige oder runde Formen auf. Die Striche innerhalb der Quantenpunktstrukturen stellen jeweils
eine Gitterschicht in x-y-Richtung des CdSeTe-Kristallgitters dar. Die bevorzugte Wachstumsrichtung der Kristallgitter
aller Quantenpunkte ist die z-Richtung. Den idealen Quantenpunkt stellt daher ein in z-Richtung elongierter Ellipsoid
dar (griiner Kreis). Da allerdings aufgrund unterschiedlicher Kristallisationsumgebung auch andere als die bevorzugte
Wachstumsrichtung existieren, gibt es eine Vielzahl weiterer Quantenpunkte, die sich, obgleich ellipsoidal, in der
Gitterlage unterscheiden (in x-Richtung elongierter Nanokristall [rot umrandet], ellipsoidaler Quantenpunkt mit
mehreren Wachstumsrichtungen [gelb umrandet]).

Bildet man ein Gestaltsmittel all dieser verschiedenen Formen und Ausrichtungen des Kristallgitters
innerhalb der Quantenpunkte einer Emissionswellenldnge entspricht die mittlere Form der Nanokristalle
innerhalb des Probenvolumens einer Sphire (Abbildung 5.41). Selbst bei ellipsoidalen Quantenpunkten wie
den QD605, QD655 und QD705 ist es daher realistischer, von einer sphirischen Gestalt auszugehen. Durch
die Vielzahl der mit der Lage der Gitter innerhalb der Quantenpunkte verbundenen Ausrichtungen der
Absorptions-Ubergangsdipolmomente ist im Mittel der Quantenpunktgesamtheit die Annahme einer

isotropen Verteilung nahe liegend. Der Orientierungsfaktor «2 betréigt daher */s.
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Abbildung 5.41. Modellhafte Darstellung der mittleren Form einer Quantenpunktpopulation. Die Uberlagerung der
Vielzahl verschiedener Quantenpunktformen (graue Linien) ergibt eine mittlere Form fiir die Gesamtheit der
Quantenpunkte im Probenvolumen (roter Kreis), die einer Kugel nahe kommt. Der Radius der Kugel ist dabei etwas
grofBer als die kurze Halbachse (x- und y-Richtung des Kristallgitters) aber deutlich kiirzer als die lange Halbachse (z-
Richtung des Kristallgitters) des idealen ellipsoidalen Quantenpunkts.

Abbildung 5.42 stellt die Lebenszeitverteilungen, die sich aufgrund dieser Annahme fiir die Quantenpunkte
QD605, QD655 und QD705 ergeben den in Abschnitt 5.4 erwarteten gegeniiber und vergleicht sie mit den
aus den FRET-induzierten Lumineszenzabklingkurven ermittelten fiir jeden Quantenpunkt. Fiir den mittleren
Sphirenradius » wird in Analogie zur normalen GroBenverteilung der Quantenpunkte von einer
Halbwertbreite FWHM ausgegangen. Der Sphérenradius » und die FWHM wurden intuitiv ermittelt und
sollen lediglich einen ungefdhren Hinweis auf den Einfluss der Gestalt der Quantenpunkte hinsichtlich der

Form der Lebenszeitverteilung liefern.

Es wird deutlich, dass die Annahme einer kugelformigen Gestalt der Quantenpunktgesamtheit dazu fiihrt,
dass die Lebenszeitverteilung schmaler wird, was insbesondere einer deutlichen Abnahme langerer
Lebenszeiten geschuldet ist. Insgesamt steigt die Ubereinstimmung zwischen den erwarteten und den
ermittelten Lebenszeitverteilungen, zum Teil deutlich (QD705).

Um diese Uberlegungen zu priifen, werden im folgenden Abschnitt 5.6 fiir FRET von Lumi4Tb auf
Quantenpunkte im Biotin-Streptavidin-Bindungssystem neben den Lebenszeitverteilungen fiir ellipsoidale
Quantenpunkte daher auch die Lebenszeitverteilungen, die bei angenommener sphérischer Gestalt der
Quantenpunkte QD605, QD655 und QD705 zu erwarten sind, dargestellt und mit den ermittelten verglichen.
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Abbildung 5.42. Vergleich der ermittelten FRET-Lebenszeitverteilungen (rot) mit den erwarteten
Lebenszeitverteilungen fiir ellipsoidale Quantenpunkte (grau) und sphérische Quantenpunkte (schwarz). a) Lumi4Tb-
Pep-ITK-QD605 (schwarz = Sphére mit mittlerem Kugeldurchmesser r = 3.3 nm, FWHM = 0.4 nm) b) Lumi4Tb-Pep-
ITK-QD655 (schwarz = Sphére mit mittlerem Kugeldurchmesser r = 4.5 nm, FWHM = 0.4 nm) ¢) Lumi4Tb-Pep-ITK-
QD705 (schwarz = Sphére mit mittlerem Kugeldurchmesser r = 4.4 nm, FWHM = 0.4 nm).
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5.6 Erwartete Abstandsverteilungen fiir Lumi4Tb-Strep-Biot-QD und
resultierende Lebenszeitverteilungen

Analog zu den im Abschnitt 5.4 dargestellten Betrachtungen fiir die Abstinde von Lumi4Tb und
Quantenpunkten im Zink-Histidin-Assay sollen im Folgenden die erwarteten Bindungsverhéltnisse fiir die
Biotin-Streptavidin-Assays der einzelnen Quantenpunkte erldutert wund die =zu erwarteten

Bindungsverhéiltnisse abgeleitet werden.

5.6.1 Allgemeines

Kommt es zu einer Bindung von Lumi4Tb-Streptavidin-Molekiilen und biotinylierten Quantenpunkten bildet
sich innerhalb kurzer Zeit eine duBerst stabile Biotin-Streptavidin-Bindung aus, die im Rahmen der
experimentellen Bedingungen dieser Arbeit als irreversibel angesehen werden kann. Unterhalb eines
Verhiéltnisses von 6 Lumi4Tb-Streptavidin-Komplexen pro Quantenpunkt verteilen sich diese statistisch auf
der Oberfliche des Quantenpunktes. Ab einem Verhiltnis von 6 zu 1 kann von einer Besetzung aller
moglichen Bindungsstellen (Biotin-Molekiile) am Quantenpunkt ausgegangen werden. Die Biotin-
Streptavidin-Bindung ist zwar duflerst stark, jedoch kann das Biotin innerhalb seiner Bindungstasche im
Streptavidin rotieren [157], sofern es sterisch nicht gehindert ist. Im Falle der Bindung eines biotinylierten
Quantenpunkts jedoch, der rdumlich sehr ausgedehnt ist, kann von einer vollstindigen Hinderung dieser
Rotation ausgegangen werden, die daher keinen Einfluss auf eine Abstandsverteilung hat. Die Verteilung der
Lumi4Tb-Komplexe innerhalb des Streptavidins hingegen ist bei der theoretischen Betrachtung moglicher
Abstandsverteilungen unbedingt zu berticksichtigen, da bedingt durch die GréBe des Streptavidins (4.5 nm x

Snm x 5 nm) hier grofle Unterschiede auftreten konnen.

Eine Bindung der Lumi4Tb-Komplexe an das Streptavidin-Molekiil erfolgt immer iiber die freien Amino-
Gruppen der Aminoséure Lysin, die je dreimal pro Monomer in der Proteinsequenz des Streptavidins
auftaucht (sieche Abbildung 5.43). Die rdumliche Anordnung der Lumi4Tb-Bindungsstellen im Streptavidin
in Bezug auf die Quantenpunktoberfliche ldsst zwei Abstandsverteilungen erkennen. Obgleich die
tatsédchlichen Bindungsverhéltnisse damit nicht hundertprozentig wiedergegeben werden, ldsst sich die
Verteilung der freien Aminogruppe der Lysine in guter Naherung folgendermaflen beschreiben: Eine Hailfte
der zwolf freien Aminogruppen der Lysine ist normalverteilt um einen Abstand von etwa 0.5 £ 0.3 nm zur
Quantenpunktoberflache, die andere Hilfte befindet sich, ebenfalls normalverteilt, in einem Abstand von
etwa 3.5 = 0.3 nm zur Oberflache des Nanokristalls.
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Abbildung 5.43. Darstellung der Bindungsstellen des Lumi4Tb-Komplexes im Streptavidin und Abstand zur
Quantenpunktoberfldche. Links: Ansicht des Streptavidin-Molekiils gebunden an ein Biotin an der QD-Oberfliche
(roter Kreis) und den zwolf Lysin-Einheiten, an die die Bindung des Lumi4Tb-Komplexes erfolgt (Kalotten) rechts:
zur besseren Ubersicht Kalottendarstellung der zwdlf Lysin-Einheiten ohne Streptavidin-Geriist, riumliche Anordnung
wie links. Es sind zwei Abstandsverteilungen erkennbar, eine an der Quantenpunktoberfliche und eine in groferer

Entfernung dazu (jeweils hellgrau markiert).

Die hier verwendeten kommerziell erhdltlichen Kern-Schale-Quantenpunkte sind mit einer Polymerhiille
versehen, an der die Biotin-Molekiile direkt gebunden sind. Diese Hiille besteht aus Polyethylenglykol-
Molekiilen (PEG-Spacer) mit einer Linge von etwa fiinf Nanometern (Quelle: Invitrogen). PEG-Spacer
haben den Vorteil, dass sie in definierter Linge produziert werden konnen sowie wasserloslich und
biologisch sehr vertrdglich sind. Ihr Nachteil bei der Bestimmung der intramolekularen Abstinde ist ihre
Flexibilitdt. Obgleich einige Quellen von einer groftenteils rigiden Gestalt der PEG-Molekiile ausgehen
[158,159], konnte in der Mehrzahl der Untersuchungen eine Knéauelbildung der PEG-Spacer beobachtet
werden [160-162]. Das Ausmal} der Knéuelbildung ist dabei von der Konzentration der PEG-Molekiile auf
der Oberfldche der Nanopartikel abhéngig [161]. Da die Polymerhiille der biotinylierten Quantenpunkte von
Invitrogen aus dicht gepackten PEG-Spacern besteht, sollte die Dicke der Hiille nur wenig kleiner sein, als
die Léinge der Spacer vermuten 1d8t. Fiir die Bestimmung der erwarteten Abstands- und
Lebenszeitverteilungen wird aber von einer Hiille aus starren Polymeren mit einer Lidnge von 5 nm
ausgegangen, da das tatsdchliche AusmaB} der Langenreduktion durch die Variabilitit der PEG-Ketten fiir die

verwendeten Quantenpunkte nicht bekannt ist.

Aufgrund der Ubereinstimmung in Form und Eigenschaften soll im Folgenden fiir jeden Quantenpunkt dazu
nur noch ein kurzer Uberblick gegeben werden. Zur ausfiihrlichen Darstellung sei auf Abschnitt 5.4

verwiesen.
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5.6.2 Lumi4Tb-Strep und Biot-QD525

Die Analyse der Aufnahmen, die mittels TEM gemacht wurden, zeigt einen durchschnittlichen Radius des
Quantenpunkts von 2.0 £0.2 nm (Angabe Invitrogen: 1.5-2 nm). Da die Polymerhiille der Quantenpunkte auf
TEM-Bildern funktionsbedingt nicht ohne weiteres zu erkennen ist, muss deren Grofe dazu gerechnet
werden. Bei einem angenommenen mittleren Fehler der Ausdehnung der Polymerschale von 10% und ohne
Beriicksichtigung einer durch die Flexibilitdt der PEG-Spacer verursachten Verringerung der Hiillendicke
(siehe vorheriger Abschnitt) besitzt der Biot-QD525 Quantenpunkt einen tatséchlichen Radius von etwa

7.0+ 0.7 nm.

Ausgehend von den Betrachtungen des vorhergehenden Kapitels erhélt man fiir den Abstand der Lumi4Tb-
Komplex-Donoren vom Zentrum des Quantenpunktakzeptors zwei normalverteilte Abstinde mit den
Maxima 7.5 = 1.0 nm bzw. 10.5 £ 1.0 nm.

Abbildung 5.44 zeigt die Abstandsverteilung als Summe dieser zwei Normalverteilungen fiir das System
Lumi4Tb-Strep-Biot-QD525.
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Abbildung 5.44. Erwartete Abstandsverteilung zwischen Donor und Akzeptor fiir das FRET-System Lumi4Tb-Strep-
Biot-QD525.

Aus der Abstandsverteilung ergibt sich die in Abbildung 5.45 dargestellte Lebenszeitverteilung, deren Basis

sehr breit ist und die bei Lebenszeiten um 2600 ps ein schmalbandiges Maximum besitzt.
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Abbildung 5.45. Erwartete Lebenszeitverteilungen fiir das FRET-Paar Lumi4Tb-Strep-Biot-QD525.

5.6.3 Lumi4Tb-Strep und Biot-QD565

Der Quantenpunkt mit der Emissionswellenldnge A = 565 nm zeigt eine leichte Elongation in z-Richtung
(siche Abbildung 4.12). Die daraus resultierenden Besetzungsunterschiede der einzelnen
Quantenpunktsegmente durch die nach auflen hin abnehmende GroBe kann vernachldssigt werden, so dass
der Quantenpunkt ndherungsweise als kugelformig angesehen werden kann (siehe Abschnitt 5.4.3). Der
Durchmesser des Nanokristalls wird vom Hersteller mit 4.6 nm angegeben (mittlere Grofe aus TEM-
Bildern: 5.1 £ 0.3 nm). Der Gesamtradius des Quantenpunktes mit Polymerhiille betrdgt etwa 7.3 = 0.7 nm.
Es ergeben sich fiir den Biot-QD565 zwei Abstandsverteilungen mit den Maxima 7.8 = 1.0 nm und
10.8 = 1.0 nm (Abbildung 5.46).
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Abbildung 5.46. Erwartete Abstandsverteilung zwischen Donor und Akzeptor fiir das FRET-System Lumi4Tb-Strep-
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Biot-QD565.

Die Abstandsverteilung ldsst sich in eine Lebenszeitverteilung iiberfiihren, die, mit der Annahme der
Beteiligung aller Emissionsbanden des Terbiums am FRET und eines Orientierungsfaktors k2 = %/, die in
Abbildung 5.47 dargestellte Form hat.
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Abbildung 5.47. Erwartete Lebenszeitverteilung fiir das FRET-Paar Lumi4Tb-Strep-Biot-QD565.

Im Gegensatz zur Lebenszeitverteilung des FRET-Paares Lumi4Tb-Strep-Biot-QD525 sorgt der wesentlich
groBBere Forster-Radius hier fiir effizienteren FRET, so dass kiirzere Lebenszeiten einen hoheren Anteil an
der Gesamtverteilung besitzen. Neben einem relativ schmalen, gut ausgepragtem Maximum bei 2450 us, ist
ein breites, wenig ausgeprigter Anteil kiirzerer Lebenszeiten mit einem Maximum bei etwa 1500 ps zu

erkennen.

5.6.4 Lumi4Tb-Strep und Biot-QD605

Der Quantenpunkt ITK-QD605 ist stark ellipsoidal (Exzentritzititsfaktor 0.845) mit einer kurzen Achse von
2 nm und einer langen Achse von 4.7 nm (Angaben Invitrogen, Bestimmung aus TEM-Aufnahmen: kurze
Achse 2.2 + 0.2 nm; lange Achse 5.0 + 0.7 nm). Eine Darstellung des Quantenpunkts ist in Abbildung 5.15

zu finden.

Nimmt man eine ellipsoidale Form als Ideal der Quantenpunktgesamtheit an, kommt es, wie in Kapitel 5.4.4
dargestellt, zu einer Abstandsverteilung, die nicht nur von der GroBennormalverteilung innerhalb der
Quantenpunktpopulation abhéngig ist, sondern vom Ort der Bindung des Lumi4Tb-gelabelten Biomolekiils
an der Oberfliche des Nanokristalls. Die resultierenden Abstidnde sind nicht normalverteilt, sondern lassen
sich am besten mit einem asymmetrischen Doppelsigmoidal-Fit (ADS, siehe Kapitel 4.2.4) beschreiben.
Unter Beriicksichtigung der Polymerhiille ergibt sich die in Abbildung 5.48 links dargestellte asymmetrische

Abstandsverteilung als Summe der Verteilungen mit den Maxima 8.5 nm und 11.5 nm.
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Eine mittlere sphéirische Form (sieche Abschnitt 5.5.6) der Quantenpunktgesamtheit hat, unter
Beriicksichtigung der in Abbildung 5.42 bestimmten GroBenverteilung dieser mittleren Quantenpunktform,
die in Abbildung 5.48 rechts dargestellten normalverteilten Abstinde zwischen Lumi4Tb-Strep und dem
Quantenpunktzentrum mit den Verteilungsmaxima 7.7 nm und 10.7 nm zur Folge.
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Abbildung 5.48. Erwartete Abstandsverteilungen zwischen Donor und Akzeptor fiir das FRET-System Lumi4Tb-Strep-
Biot-QD605. links: Dargestellt sind die aus der ellipsoidalen Form resultierenden, nicht normalverteilten Abstinde fiir
die oberflichennahe Lumi4Tb-Strep-Schicht (rot), die oberflichenferne Lumi4Tb-Strep-Schicht (griin) sowie deren
Summe (schwarz), rechts: Dargestellt sind die aus einer mittleren sphérischen Form resultierenden, normalverteilten
Abstinde.

Fir den Biot-QD605 ergeben sich in Abhidngigkeit von den beiden Abstandsverteilungen die
Lebenszeitverteilungen, die in Abbildung 5.49 dargestellt sind.
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Abbildung 5.49. Erwartete Lebenszeitverteilungen fiir das FRET-Paar Lumi4Tb-Strep-Biot-QD605 in Abhéngigkeit
von der Abstandsverteilung im FRET-Paar, die Normierung erfolgt auf die wahrscheinlichste Lebenszeit. links:
ellispoidale Form der Quantenpunktgesamtheit; rechts: mittlere spharische Form der Quantenpunktgesamtheit.
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Wie in Abbildung 5.49 sichtbar wird, hat die Gestalt der Quantenpunkte einen erheblichen Einfluss auf die
erwartete Lebenszeitverteilung. Wihrend bei der Annahme einer ellipsoidalen Gestalt die
Lebenszeitverteilung zwei Maxima bei etwa 800 ps und 2300 ps zeigt, bei der das kurze
Lebenszeitmaximum kaum ausgeprégt ist, das langere Lebenszeitmaximum hingegen wesentlich deutlicher
und ebenfalls einen groBeren Anteil an der Gesamtverteilung besitzt, zeigt die Lebenszeitverteilung fiir den
Fall mittlerer sphérischer Form der Quantenpunktgesamtheit eine deutliche Verschiebung in Richtung
kiirzerer Lebenszeiten. Die beiden Maxima liegen bei etwa 550 ps bzw. 2050 ps, der Anteil kurzlebiger

Komponenten ist hier wesentlich groB3er, der Peak stirker akzentuiert.

5.6.5 Lumi4Tb-Strep und Biot-QD655

Der Quantenpunkt QD655 weist eine ellipsoidale Form (siche TEM-Aufnahme Abbildung 5.18) mit einer
kurzen Halbachse von 3 nm und einer langen Halbachse von 6 nm (Angaben Invitrogen, Bestimmung aus
TEM-Aufnahmen: kurze Halbachse 3 + 0.2 nm; lange Halbachse 6.4 + 0.7 nm) auf. Mit Polymerhiille liegt
der Gesamtradius des Nanokristalls bei 8 nm + 0.7 nm (kurze Halbachse) bzw. 11.4 nm + 1.2 nm (lange
Halbachse).

Analog zu den Betrachtungen fiir den Quantenpunkt Biot-QD605 ergeben sich aus Gestalt und GroBe zwei
Abstandsverteilungen (siche Abbildung 5.50), eine asymmetrische mit den Verteilungsmaxima 9.5 nm und
12.9 nm und eine aus zwei Normalverteilungen bestehende, deren Maxima bei 8.9 nm und 11.9 nm zu finden

sind.
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Abbildung 5.50. Erwartete Abstandsverteilungen zwischen Donor und Akzeptor fiir das FRET-System Lumi4Tb-Strep-
Biot-QD655. links: Dargestellt sind die aus der ellipsoidalen Form resultierenden, nicht normalverteilten Abstinde fiir
die oberflichennahe Lumi4Tb-Strep-Schicht (rot), die oberflichenferne Lumi4Tb-Strep-Schicht (griin) sowie deren
Summe (schwarz), rechts: Dargestellt sind die aus einer mittleren sphirischen Form resultierenden, normalverteilten
Abstéinde.
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Die Abstandsverteilung ergibt, unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen Annahmen hinsichtlich der
Form und Gestalt der Quantenpunktgesamtheit, die in Abbildung 5.50 dargestellten Lebenszeitverteilungen.
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Abbildung 5.51. Erwartete Lebenszeitverteilungen fiir das FRET-Paar Lumi4Tb-Strep-Biot-QD655 in Abhédngigkeit
von der Abstandsverteilung im FRET-Paar, die Normierung erfolgt auf die wahrscheinlichste Lebenszeit. links:

ellispoidale Idealform der Quantenpunktgesamtheit; rechts: mittlere spharische Form der Quantenpunktgesamtheit.

Auch hier fiihrt die Annahme sphédrischer Gestalt im Vergleich zur ellipsoidalen Idealform zu einer
Verschiebung der Lebenszeitverteilungen in Richtung kiirzerer Lebenszeiten (erstes Maximum ~430 ps statt
~570 us, zweites Maximum ~1680 us statt ~2070 pus) und zu einer stirkeren Auspriagung des Anteils der
kurzen Lebenszeiten, die, gemessen an der Gesamtverteilung im Falle sphérischer Form tiiberwiegen,

wihrend bei ellipsoidaler Form das Maximum bei langeren Lebenszeiten anteilig starker ist.

5.6.6 Lumi4Tb-Strep und Biot-QD705

Als einziger der verwendeten Quantenpunkte besitzt der Biot-QD705 einen Halbleiterkern aus CdSeTe
(Cadmium-Selentellurid). Durch dessen Verwendung kommt es, trotz der mit dem Biot-QD655 identischen
Form und GroBe (siehe Abbildung 5.21), zu einer Verdnderung der optischen Eigenschaften, sowohl der
Absorption als auch der Emission, die im Vergleich rotverschoben sind. Die kurze Halbachse des QD705 hat
laut Hersteller (Invitrogen) eine Linge von 3 nm, die lange Halbachse von 6 nm (Mafle laut TEM-
Aufnahmen: kurze Halbachse 3.2 & 0.3 nm; lange Halbachse 6.5 = 0.8 nm).

Da in Form und Gestalt dem Quantenpunkt QD655 sehr &dhnlich, sind die resultierenden
Abstandsverteilungen fiir die Annahme ellipsoidaler Idealform sowie mittlerer sphéarischer Form der
Quantenpunktgesamtheit gleich, ebenso wie die daraus resultierenden Lebenszeitverteilungen. Daher sei an
dieser Stelle auf die entsprechenden Abbildungen (Abbildung 5.50 Abstandsverteilung, Abbildung 5.51
Lebenszeitverteilung) des vorherigen Abschnitts 5.6.5 verwiesen.
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5.7 Das FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD im Experiment

Alle FRET-Untersuchungen wurden am Nanoscan LF 500 bei einer Anregungswellenlinge von 337.1 nm
durchgefiihrt, da das Absorptionsmaxima des Lumi4Tb-Komplexes bei etwa 340 nm liegt. Die
Inkubationszeit der Assays betrug stets eine Stunde bei Raumtemperatur, was aufgrund der groBen
Bindungskonstante ausreichend war um zu konstanten Bindungsverhiltnissen innerhalb der Proben zu
gelangen. Die Detektion der Lumineszenzsignale erfolgte gleichzeitig fiir Donor und Akzeptor in
unterschiedlichen Detektionskandlen mit einem Bandpass-Filtersatz von Semrock (Strahlengang innerhalb
des Gerits siche Abbildung 3.1), wobei je nach Akzeptor verschiedene Filter verwendet wurden (siche
Anhang A.3). Der Bandpass-Filter zur Detektion der Donor-Lumineszenz war stets derselbe (Aenwar = 490
nm, FWHM = 10 nm).

Die Auswertung der Lebenszeitverteilungen erfolgte an den korrigierten Lumineszenzabklingkurven. Dazu
wurden die gemessenen Donor- und Akzeptorsignale mittels der in Anhang A.4 erlduterten Methode von

Storsignalen befreit.

57.1 Lumi4Tb und QD525

Die Proben wurden entsprechend der im Anhang A2. zu findenden Beschreibung prépariert und
anschlieend wie in Kapitel 3.3.2 dargestellt am Fluoreszenz-Reader vermessen. Abbildung 5.52 stellt die

korrigierten Lumineszenzabklingkurven von Akzeptor und Donor dar.
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Abbildung 5.52. Lumineszenzabklingkurven der Akzeptoren und Donoren im FRET-Assay in Abhéngigkeit von der
Quantenpunktkonzentration ~ links: ~ FRET-Signal der biotinylierten = Quantenpunkte QD525  rechts:

Lumineszenzabklingkurven des Lumi4Tb-Strep.

Die Abklingkurven zeigen einen Anstieg der FRET-Signalintensitdt mit abnehmendem Verhéltnis von
Lumi4Tb-Strep zu Biot-QD525, d.h. zunehmender Quantenpunktkonzentration bei konstanter Anzahl an

Donoren im Probenvolumen. Die Signalintensitét erreicht ein Maximum bei einem Verhéltnis von weniger
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als 5 Lumi4Tb-Streptavidinmolekiilen pro Quantenpunkt. Dies begriindet sich darin, dass bei Verhéltnissen
mit geringerer Signalintensitdt aufgrund der beschrinkten Anzahl an Biotinmolekiilen auf der
Quantenpunktoberfliche (Herstellerangabe: 5 — 7 Biotine pro Quantenpunkt) nicht alle Lumi4Tb-Strep an
Quantenpunkte binden und so zum FRET beitragen konnen. Die experimentellen Ergebnisse stehen damit im
Einklang mit den Bindungsverhiltnissen im FRET-System. Wie erwartet steht einer Zunahme der FRET-
Signalintensitdt des Akzeptors (Abbildung 5.52 links) eine Abnahme der Signalintensitit des Donors
(Abbildung 5.52 rechts) gegeniiber.

Aus dem Vergleich von Akzeptor- und Donor-Abklingkurven wird deutlich, dass die FRET-Lebenszeiten
nicht wesentlich unter der Lebenszeit des Donors ohne FRET liegen. Dies ist zu erwarten, da der Uberlapp
zwischen Donor-Emission und Akzeptor-Absorption fiir das Lumi4Tb-Strep-Biot-QD525-System
vergleichsweise klein und der Abstand zwischen Donor und Akzeptor groB8er als der Forster-Radius fiir das
FRET-Paar ist. Nach der FRET-Theorie resultieren daraus geringe FRET-Effizienzen und daher lange
FRET-Lebenszeiten.

Die fiir das FRET-Paar Lumi4Tb-Strep-Biot-QD525 mit Hilfe von FAST erhaltenen FRET-Verteilungen
sind als Mittelwerte der Ergebnisse aller Assays in Abbildung 5.53 sowohl fiir den Donor als auch den
Akzeptor dargestellt. Die Verteilungen der einzelnen Assays sind Anhang A.7 zu entnehmen. Die ermittelte
Lebenszeitverteilung des Donors ldsst zwei Maxima erkennen, von denen eines nach Vergleich mit der
Lebenszeitverteilung des Donors in Abwesenheit von Energietransfer dem kleinen Anteil kiirzerer
Lebenszeit des ungequenchten Lumi4Tb-Komplexes zugeordnet werden kann (Abbildung 5.53a). Von
Bedeutung fiir den FRET ist daher nur der breitere Teil der Wahrscheinlichkeitsverteilung, der ein Maximum
bei etwa 2600 us besitzt. Die FRET-Verteilung ist wenig strukturiert und lasst daher kaum Aussagen {iber
die tatsdchlichen FRET-Bedingungen zu. Es ldsst sich daraus lediglich erkennen, dass die Abstinde beider
FRET-Partner zueinander etwa im Bereich der Erwartungen liegen (Abbildung 5.53b). Eine grofere
Ubereinstimmung mit der erwarteten Verteilung weist die ermittelte FRET-Lebenszeitverteilung des
Akzeptors auf (Abbildung 5.53¢ und d), die mit zunechmender Lebenszeit ansteigt und bei 2650 ps ihr

Maximum erreicht.
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Abbildung 5.53. Mit Hilfe von FAST ermittelte Lebenszeitverteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-
QD525, gemittelt iiber alle Messungen a) Lebenszeitverteilung des Donors in Anwesenheit (rot) und Abwesenheit des
Akzeptors (schwarz) b) Vergleich der ermittelten FRET-Lebenszeitverteilung des Donors (rot) mit der theoretisch
erwarteten (schwarz) c¢) ermittelte FRET-Lebenszeitverteilung des Akzeptors d) Vergleich der ermittelten FRET-
Lebenszeitverteilung des Akzeptors (rot) mit der theoretisch erwarteten (schwarz).

Obgleich die Form der experimentell ermittelten Verteilung &hnlich der erwarteten FRET-
Lebenszeitverteilung ist und damit einen Hinweis auf Ubereinstimmungen zwischen tatsichlichen und
theoretischen Bindungsverhéltnissen liefert, lassen sich genauere Aussagen iiber die Figenschaften des
FRET-Systems anhand der Akzeptordaten nicht treffen, da das Verteilungsmaximum bei 2650 pus FRET-
Lebensdauer mit der Lumineszenzlebenszeit des ungequenchten Donors iibereinstimmt und einen unendlich
groBen Abstand bedeuten wiirde. Die Form der Verteilungskurve ist hier vielmehr eine Folge der Korrektur
der Akzeptorverteilung, die notwendig ist um den Einfluss der Transfereffizienz auf die
Akzeptorlumineszenz herauszurechnen (vergleiche Abschnitt 5.5.1). Insbesondere der Anteil ldngerer
Lebenszeiten wird dabei stark liberkorrigiert und ergibt so einen Verlauf der Lebenszeitverteilung, deren
langere Komponenten einen groferen Anteil an der Gesamtverteilung haben, als dies tatséchlich der Fall ist.
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Ein Grund fiir die groe Abweichung der Ergebnisse von den Erwartungen liegt in der niedrigen
Transfereffizienz innerhalb des FRET-Paares. Dadurch kommt es einerseits zu langen FRET-Lebenszeiten,
die im Bereich der natiirlichen Lebenszeit des Donors liegen, andererseits sind selbst relativ grofle
Abstandsdifferenzen ~ mit  vergleichsweise  kleinen  Lebenszeitinderungen  verbunden  (der
Lebenszeitunterschied zwischen einem Abstand von 9 nm und einem Abstand von 12 nm betrdgt 120 ps
[2500 ps vs. 2620 ps], was einem zeitlichen Unterschied von etwa 5% entspricht). Dies fiihrt dazu, dass die
mathematische Transformation der Lumineszenz- in Lebenszeitverteilungsdaten mit hohen Unsicherheiten
verbunden ist. Verschiedene Abstinde lassen sich mathematisch nur schwer voneinander und vom
Donorsignal unterscheiden. Dies hat zur Folge, dass die ermittelten Verteilungen zwar von hoher Fit-Giite
und mathematisch korrekt, physikalisch aber nicht begriindbar sind. Der Ansatz, durch FAST zu einer

genaueren Aussage iiber die Bindungsverhéltnisse im FRET-System zu gelangen, scheitert daher hier.

Die fiir das FRET-Paar Lumi4Tb-Strep-Biot-QD525 mit Hilfe des SOLVER-Tools erhaltenen FRET-
Abstandsverteilungen sind in Abbildung 5.54 als Mittelwerte der Ergebnisse aller Assays sowohl fiir
Akzeptor als auch Donor dargestellt. Die Ergebnisse fiir alle Assays sind Anhang A.7 zu entnehmen. Als

Wabhrscheinlichkeitsverteilungsfunktion P(R) wurde eine Bi-GauBverteilung angenommen.
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Abbildung 5.54. Mit Hilfe von SOLVER ermittelte Abstandsverteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-
QDS525, gemittelt tiber alle Messungen a) Vergleich der korrigierten ermittelten FRET-Abstandsverteilung des
Akzeptors (rot) mit der theoretisch erwarteten (schwarz) b) Vergleich der ermittelten FRET-Abstandsverteilung des
Donors (rot) mit der theoretisch erwarteten (schwarz)

Es ist erkennbar, dass die Maxima der ermittelten Abstinde mit denen der theoretisch begriindeten
Abstandsverteilungen im Rahmen der Fehler gut iibereinstimmen (sieche Tabelle 5.9). Wéhrend der mittlere
Abstand fiir die oberflichennahe Lumi4Tb-Schicht etwa 0.5 — 1 nm kleiner ist als erwartet, ist der mittlere
Abstand der oberflachenfernen Schicht gleich dem erwarteten Wert. Allerdings ist dabei zu beriicksichtigen,
dass durch die ungeniigende Trennung der FRET-Lebenszeiten von denen des ungequenchten Donors die

mathematische Rekonstruktion der Abstandsverteilungen nur mit groBem Fehler moglich ist und die
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Ubereinstimmung der Werte fiir die oberflichenferne Lumi4Tb-Verteilung mit den theoretischen Werten

zufillig sein kann.

Tabelle 5.9 Vergleich der durch FAST und SOLVER aus Akzeptor- und Donorlumineszenzabklingkurven ermittelten
mit den erwarteten Abstdnden im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD525.

Maximum Maximum Peakverhiltnis
Abstandsverteilung 1 ~ Abstandsverteilung 2

Erwartet 7.5+ 1.0 nm 10.5 £ 1.0 nm 1:1
Akzeptor FAST - - -

SOLVER 7.1+2.0 nm 11.1 £3.9nm 2.1:1

Bi-exp. Fit 7.1+0.2 nm 5.2 £ 0.2nm 12:1
Donor FAST - - -

SOLVER 6.3 £2.7 nm 10.7 £2.0 nm 1.25:1

Bi-exp. Fit 6.4 £0.2 nm 4.4 0.1 nm 5:1

Im Gegensatz zum vorherigen Losungsansatz lassen sich auf diesem Weg jedoch Ergebnisse erzielen, die
Riickschliisse auf die Bindungsverhéltnisse innerhalb des FRET-Systems zulassen. Obgleich die Anzahl der
mathematischen Freiheitsgrade bei der Kurvenanpassung im Vergleich zum Fitten mit der Software FAST
durch die Vorgabe der Wahrscheinlichkeitsverteilung und des Forster-Radius verringert wurden, sind auch
hier Unterschiede zwischen den aus der Akzeptorlumineszenz und den aus der Donorlumineszenz ermittelten
Abstandsverteilungen zu erkennen. Wie bereits erwéhnt sind dafiir groBtenteils die geringe Transfereffizienz
und die daraus resultierenden geringen Lebenszeitunterschiede verschiedener Abstinde verantwortlich.
Erstere fiihrt zu einer sehr geringen Lumineszenzintensitét ldngerer FRET-Lebenszeiten im Akzeptorkanal,
die auch durch eine Intensitdtskorrektur nicht vollstandig beriicksichtigt werden kann. Daher ist das zweite
Maximum der Abstandsverteilung bei der Akzeptorlumineszenz unterreprasentiert. Bei der
Donorlumineszenz ist zu beriicksichtigen, dass, wie in Abbildung 5.53a erkennbar, die kurzlebige
Komponente des ungequenchten Donors ebenfalls merklich zur Lumineszenz beitrdgt. Da die Lebenszeit der
kurzen Komponente des Lumi4Tb-Komplexes 830 ps betrdgt und damit kiirzer ist als die FRET-Lebenszeit
zwischen oberflichennaher Lumi4Tb-Schicht und Quantenpunkt fiihrt dies dazu, dass sich das Maximum der
ersten Abstandsverteilung scheinbar zu kleineren Abstidnden verschiebt, als es tatsdchlich der Fall ist. Die
ermittelten Halbwertsbreiten der einzelnen Abstandsverteilungen sind hoher als vermutet, die Verteilungen

gehen ineinander iiber und sind nicht separiert. Dies héngt offensichtlich damit zusammen, dass die
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Lokalisation der Lumi4Tb-Komplexe innerhalb des Streptavidins nicht so eindeutig ist, wie in Kapitel 5.6.1
beschrieben. Da die Aminosdure Lysin, an die die Lumi4Tb-Komplexe binden, iliberwiegend in den
Seitenketten der Proteinstruktur und nicht im Zentrum des Streptavidins auftritt (siehe Abbildung 5.43),
besitzt diese die Moglichkeit sich innerhalb des Molekiils relativ frei zu bewegen, wobei diese Bewegung
hauptséchlich thermisch induziert ist und sich vor allem als Rotation um die Bindungen darstellen lasst.
Dadurch kommt es zu groBeren Abstandsvariationen zwischen FRET-Akzeptor und —Donor, die zu einer
groBBeren Halbwertbreite der FRET-Abstiande und damit der FRET-Lebenszeitverteilungen fiihren.

Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass fiir das FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD525 Abstandsverteilungen
existieren, deren Maxima etwa im Bereich der zu erwartenden liegen. Der Abstand zwischen
oberflaichennaher Schicht und Quantenpunktzentrum wurde zu etwa 7 nm, der zwischen der
oberflichenfernen Schicht und dem Zentrum des Nanokristalls zu etwa 11 nm bestimmt. Dies 146t den
Schluss zu, daB die durchschnittliche Groe der Nanopartikel etwa einen halben Nanometer kleiner ist als
vom Hersteller angegeben. Dies steht in Ubereinstimmung mit der in Abschnitt 5.6.1 angesprochenen
Flexibilitidt der PEG-Spacer der Polymerhiille, die zu einer Verringerung der Dicke der Hiille und damit des
Donor-Akzeptorabstands fiihrt. Gleichzeitig scheint durch intramolekulare Abstandsidnderungen im
Streptavidin die oberflichenferne Schicht aus Terbiumkomplexen etwas weiter vom Quantenpunktzentrum
entfernt zu sein. Dabei ist allerdings zu beriicksichtigen, daB3 aufgund der schwierigen Separierung des
FRET-Signals der einzelnen Abstandsverteilungen untereinander und vom Signal des ungequenchten Donors
die Abstandsangaben nur ungefdhre sind. Die Abstandsverteilungen scheinen aufgrund intramolekularer
Bewegungen im Streptavidin breiter und weniger separiert. Anders als die Bindungsverhiltnisse im
Streptavidin erwarten lassen sind die Lumi4Tb-Komplexe offensichtlich nicht gleichméBig zwischen
oberflichennaher und oberflichenferner Schicht verteilt, sondern scheinen sich bevorzugt oberflichennah
aufzuhalten. Eine mogliche Erklarung hierfiir ist die Reihenfolge der Zugabe der Assaybestandteile bei der
Vorbereitung der Messung. Die Quantenpunkte liegen hier in der Losung vor, die Terbiumkomplexe werden
dazu pipettiert. Es liegt also bei jedem Mischungsverhiltnis zuerst immer ein UberschuB an biotinylierten
Quantenpunkten vor. Es ist nun mdglich, dass aufgrund der beschriebenen starken Bindung zwischen Biotin
und Streptavidin sich die Quantenpunkte an das erste Streptavidin-Molekiil binden, welches sie in ihrer
Umgebung vorfinden. Da gerade zum Beginn der Zugabe der Terbiumkomplexe nicht viele Streptavidin-
Molekiile in der Losung sind, binden dann mehrere Quantenpunkte an ein Streptavidin, da dieses ingesamt
vier Biotin-Bindungsstellen besitzt, die jeweils gepaart an den offenen Enden des Streptavidin-Molekiils
sitzen (siehe auch Abbildungen 2.20 und 4.7). Bindet mehr als ein Quantenpunkt pro Streptavidin hat das zur
Folge, das die beiden Verteilungen von Terbiumkomplexen innerhalb des Streptavidins oberflaichennah zum
jeweiligen Quantenpunkt orientiert sind. Insgesamt sind also mehr Terbiumkomplexe in geringerem Abstand
zum Quantenpunkt im Untersuchungsvolumen vorhanden als in groerem (siehe Abbildung 5.67, Seite 134).
Ein Vergleich der Kurvenanpassung mittels Abstandsverteilungsfunktionen mit den Ergebnissen eines
biexponentiellen Fits der Lumineszenzabklingkurven zeigt eine gute Ubereinstimmung der Ergebnisse fiir
den Bereich kiirzerer Abstéinde. Die Abstandsverteilung der oberflichenfernen Lumi4Tb-Schicht kann mit
einem biexponentiellen Fit hingegen nicht aufgeldst werden.
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572 Lumi4Tb und QD565

Die erhaltenen Lumineszenzsignale des Donors und des Akzeptors sind fiir jedes Verhiltnis im Assay
beispielhaft in Abbildung 5.55 dargestellt. Im Unterschied zum vorher erlduterten FRET-System Lumi4Tb-
Strep-Biot-QD525 resultiert aus der hoheren Transfereffizienz eine stdrker sichtbarer Einfluss des
Resoanzenergietransfers auf die Lumineszenz des Donors. Es ist ein deutliches Quenching zu erkennen,
welches durch FRET verursacht wird. Gleichzeitig dndert sich die Kurvenform und es treten deutlich
kurzlebigere FRET-Lebenszeiten hervor. Die FRET-Lumineszenz des Biot-QD565-Akzeptors besitzt
erkennbar kiirzere Lebenszeiten als der ungequenchte Donor, was ebenfalls ein Hinweis auf effizienteren
FRET ist.
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Abbildung 5.55. Lumineszenzabklingkurven der Akzeptoren und Donoren im FRET-Assay in Abhingigkeit von der
Quantenpunktkonzentration  links:  FRET-Signal der biotinylierten  Quantenpunkte = QD565  rechts:
Lumineszenzabklingkurven des Lumi4Tb-Streptavidinkomplexes.

Die Auswertung der Lumineszenzabklingkurven von Donor und Akzeptor mit Hilfe von FAST und der
bereits beschriebenen Vorgehensweise ergibt die in Abbildung 5.56 dargestellten Lebenszeitverteilungen.
Ein Vergleich der Donor-Lebenszeitverteilung in Anwesenheit des Akzeptors mit der des ungebundenen
Donors zeigt im Falle des FRET-Systems Lumi4Tb-Strep-Biot-QD565, dass der Anteil der kurzen
Lebenszeit des ungebundenen Donors an der FRET-Lebenszeitverteilung nicht erkennbar ist (Abbildung
5.56a). Ursache dafiir ist die durch den effizienten FRET bedingte hohe Intensitit des FRET-geldschten
Donorsignals, die die schwache, kurzlebige Komponente der Donorlumineszenz iiberlagert. Diese kann
daher bei der Auswertung der Lebenszeitverteilungen unberiicksichtigt bleiben. Die Lebenszeitauswertung
sowohl des Akzeptors als auch des Donors liefert Verteilungen, bei denen ein Anteil kurzlebigen FRET-
Signals mit einem Maximum bei etwa 800 us erkennbar ist (Abbildung 5.56 b und c). Dieser Anteil
repriasentiert die Lebenszeiten des Energietransfers zwischen oberflaichennaher Lumi4Tb-Schicht und
Quantenpunkt. Wahrend die Analyse der Donorlumineszenz ein weiteres Verteilungsmaximum erkennen

lasst, das sich sowohl aus dem Energietransfer zwischen oberflichenferner Lumi4Tb-Schicht und
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Quantenpunkt als auch der Lumineszenzlebenszeitverteilung des ungequenchten Donors zusammensetzt,
kann das Signal dieser zweiten, oberflichenfernen Lumi4Tb-Schicht aus der Akzeptorlumineszenz nicht
rekonstruiert werden. Die niedrige Effizienz des Energietransfers von oberflaichenferner Schicht zum
Quantenpunkt ist die Ursache dafiir, da sie dazu fiihrt, dass der Anteil dieses Energictransfers an der
gesamten Akzeptorlumineszenz sehr klein ist (Erlduterung siehe vorheriger Abschnitt). Eine Korrektur nach
Gleichung 5.7 bedingt dann eine {berproportionale VergroBerung selbst kleiner Abweichungen des
Lumineszenzanteils des Energieransfers von oberflaichenferner Lumi4Tb-Schicht auf den Quantenpunkt. Es
kommt, insbesondere bei Lebenszeiten nahe der des ungequenchten Donors, so zu Uberkorrekturen (siche
Abbildung 5.56 c), die es unmdoglich machen, Ausagen iiber den langlebigen Anteil der Lebenszeitverteilung

zu treffen.
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Abbildung 5.56. Mit Hilfe von FAST ermittelte Lebenszeitverteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-
QD565, gemittelt iiber alle Messungen a) Lebenszeitverteilung des Donors in Anwesenheit (rot) und Abwesenheit des
Akzeptors (schwarz) b) Vergleich der ermittelten FRET-Lebenszeitverteilung des Donors (rot) mit der theoretisch
erwarteten (schwarz) ¢) ermittelte FRET-Lebenszeitverteilung des Akzeptors d) Vergleich der ermittelten FRET-
Lebenszeitverteilung des Akzeptors (rot) mit der theoretisch erwarteten (schwarz).
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Das spiegelt sich in den Abstandsverteilungen wider, in die sich die durch FAST ermittelten FRET-
Lebenszeitverteilungen  tberfilhren  lassen  (Abbildung  5.57). Wihrend sich aus den
Akzeptorlumineszenzabklingkurven lediglich die Abstandsverteilung der oberflichennahen Schicht
rekonstruieren ldsst, ermdglicht die Anpassung der Donorlumineszenzabklingkurven eine Aufldsung der
gesamten Abstandsverteilung. Ein Vergleich der ermittelten mit den erwarteten Abstédnden ist in Tabelle 5.10
zu finden. Ahnlich dem FRET-Paar Lumi4Tb-Strep-Biot-QD525 sind auch hier die ermittelten Abstinde der

einzelnen Lumi4Tb-Schichten etwa 1 nm kleiner als erwartet.

Die Anpassung der Lumineszenzabklingkurven mittels eines Doppelgaul3fits mit dem Excel-Tool SOLVER
liefert, mit der Annahme des Forster-Radius Ry = 7.5 nm (siche Tabelle 5.3), die in Abbildung 5.57
dargestellten Lebenszeitverteilungen fiir das FRET-System Lumi4Tb-Strep-BiotQD565.
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Abbildung 5.57. Ermittelte Abstandsverteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD565, gemittelt {iber alle
Messungen (FAST = rot, SOLVER = blau) im Vergleich mit den erwarteten Abstandsverteilungen) a) Vergleich der
korrigierten ermittelten FRET-Abstandsverteilungen des Akzeptors mit der theoretisch erwarteten b) Vergleich der

ermittelten FRET-Abstandsverteilungen des Donors mit der theoretisch erwarteten.

Tabelle 5.10. stellt die aus den FRET-Lebenszeitverteilungen ermittelten Abstéinde der Lumi4Tb-Schichten

den erwarteten Abstdnden gegeniiber.
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Tabelle 5.10. Vergleich der durch FAST und SOLVER aus Akzeptor- und Donorlumineszenzabklingkurven ermittelten
mit den erwarteten Abstdnden im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD565.

Maximum Maximum Peakverhiltnis

Abstandsverteilung 1  Abstandsverteilung 2

Erwartet 7.7+ 0.5 nm 10.7 £0.5 nm 1:1
Akzeptor FAST 6.9+ 1.6 nm - -
SOLVER 7.1+ 1.9 nm 12.5 £ 1.3 nm 2.1:1
Bi-exp. Fit 6.3 £0.1 nm 8.3 £0.1 nm 2:1
Donor FAST 6.7+ 0.9 nm 9.5+1.9nm 0.6:1
SOLVER 7.1 £2.4nm 10.8 £2.1 nm 1.25:1
Bi-exp. Fit 5.8 £0.1 nm 7.8 £0.1 nm 0.4:1

Wihrend alle Kurvenanpassungen fiir den Abstand der oberflichennahen Lumi4Tb-Schicht dhnliche
Abstinde ergeben, schwanken die errechneten Werte fiir den Abstand der oberflachenfernen Schicht stark.
Auch hier liegt der ermittelte Abstand fiir die oberflaichennahe Lumi4Tb-Schicht niedriger (ca. 0.7 nm) als
erwartet, wahrend sich der mittlere Abstand der oberflichenfernen Lumi4Tb-Schicht (mit einem wesentlich
hoheren Bestimmungsfehler) nur unwesentlich vom erwarteten unterscheidet. Wéhrend die Verteilung der
Lumi4Tb-Komplexe zwischen den beiden Schichten fiir die aus der Donorlumineszenz gewonnene
Abstandsverteilung im Bereich der Erwartungen liegt (Gleichverteilung, siehe Abschnitt 5.6.1), weicht die
ermittelte Verteilung fiir die aus der Akzeptorlumineszenz gewonnenen Abstidnde diesbeziiglich stark ab. Der
Anteil der Terbiumkomplexe, die oberflichenfern gebunden sind, ist scheinbar wesentlich kleiner.
Offensichtlich fiihrt der geringe Unterschied zwischen FRET-Lebenszeiten und Lebenszeit des
ungequenchten Donors (2500 ps gegeniiber 2650 us, was einer Differenz von lediglich ca. 5% entspricht)
dazu, dass der Lumineszenzanteil des ungequenchten Donors bei der Kurvenanpassung tiber Gleichung 5.5
falsch bestimmt wird, was zur Folge hat, dass die Intensitit des FRET von der oberflichenfernen Lumi4Tb-
Schicht auf den Quantenpunkt kleiner erscheint als sie ist. Nichtsdestotrotz scheint auch hier ein groBerer
Anteil der Lumi4Tb-Komplexe aus den bereits erwdhnten Griinden (siche Abschnitt 5.7.1) oberflachennah

gebunden zu sein.
Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass fiir das FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD565 Abstandsverteilungen
existieren, die in ihrer Form gut mit den erwarteten Verteilungen iibereinstimmen. Der Abstand zwischen

oberflachennaher Schicht und Quantenpunktzentrum wurde 0.5 — 1 nm kleiner als erwartet zu etwa 7 nm
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bestimmt. Der Abstand zwischen der oberflichenfernen Schicht und dem Zentrum des Nanokristalls lag mit
etwa 11 nm im Bereich der Erwartungen. Sowohl die Anpassung durch FAST als auch iiber Excels SOLVER
fiihrten zu é&hnlichen Ergebnissen fiir die mittleren Abstinde. Die in Abschnitt 5.6.1 gezogenen
Schlussfolgerungen hinsichtlich der Groe der Nanokristalle und der Verteilung der Lumi4Tb-Komplexe
innerhalb des Streptavidinmolekiils lassen sich auf das FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD565
iibertragen. Aufgrund der niedrigen Effizienzen und langen Lebenszeiten des FRET von oberfldchenferner
Schicht auf den Nanokristall sind die Ergebnisse fiir diesen Bereich der Abstandsverteilungen aber nur als
ungefdhr anzusehen, da aus den oben erwdhnten Griinden die mathematischen Fehler zu groB3 fiir eine
verlassliche Aussage sind. Die vergleichsweise durchgefiihrte Kurvenanpassung iiber einen diskreten Fit mit
zwei Exponentialfunktionen fiihrt, verglichen mit der Anwendung von Verteilungsfunktionen, zu groBeren
Abweichungen des Ergebnisses von den Erwartungen, da der Abstand der oberflichenfernen Lumi4Tb-
Schicht nicht rekonstruiert werden kann, die Abstandsverteilung der oberflichennahen Lumi4Tb-Schicht
vom Quantenpunktzentrum hingegen durch zwei Abstinde beschrieben wird. Ohne Beriicksichtigung der
Uberlegungen zur Abstandsverteilung wiirde die Interpretation dieser Ergebnisse daher zu falschen
Riickschliissen in Bezug auf die Bindungsverhéltnisse im FRET-Paar fiithren. Bei einer Kurvenanpassung mit

Hilfe von Verteilungen ist dies nicht der Fall.
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573 LumidTb und QD605

Die experimentell gewonnenen, korrigierten Lumineszenzabklingkurven fiir das FRET-Paar Lumi4Tb-Strep-
Biot-QD605 sind fiir jedes Verhéltnis von Lumi4Tb zu QD605 exemplarisch in Abbildung 5.58 dargestellt.
Es ist gut zu erkennen, dass ein effizienter FRET auch bei diesem Bindungspaar zur Abnahme der
Lumineszenzintensitit des Donors bei gleichzeitiger Anderung der Kurvenform durch den héheren Anteil
kurzer FRET-Lebenszeiten fiihrt. Das stark multiexponentielle Abklingverhalten der Akzeptorlumineszenz

ist ein deutlicher Hinweis auf Abstandsverteilungen im FRET-System.
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Abbildung 5.58. Lumineszenzabklingkurven der Akzeptoren und Donoren im FRET-Assay in Abhingigkeit von der
Quantenpunktkonzentration  links:  FRET-Signal der biotinylierten  Quantenpunkte QD605  rechts:

Lumineszenzabklingkurven des Lumi4Tb-Streptavidinkomplexes

Die durch FAST ermittelten Lebenszeitverteilungen sind in Abbildung 5.59 dargestellt. Auch hier {iberlagert
ein intensives FRET-Signal im Donorkanal den schwachen Anteil kurzer Lebenszeit des ungebundenen
Donors deutlich (Abbildung 5.59a), so dass dieser bei der Analyse der Lebenszeitverteilungen
unberiicksichtig bleiben kann. Die Lebenszeitauswertung sowohl des Akzeptors als auch des Donors liefert
insbesondere hinsichtlich des Anteils kurzlebigen FRET-Signals mit einem Maximum bei etwa 800 us
(Abbildung 5.59 b und c) Verteilungen, die miteinander gut iibereinstimmen. Das erwartete zweite
Maximum der Lebenszeitverteilungen stimmt bei den ermittelten Verteilungen fiir Donor und Akzeptor nur
bedingt iiberein. Es lédsst sich aber bei beiden der Verteilungsanteil erkennen, der die Lebenszeiten des
Energietransfers zwischen oberflichennaher Lumi4Tb-Schicht und Quantenpunkt reprisentiert. Vergleicht
man die ermittelten FRET-Lebenszeitverteilungskurven von Akzeptor- und Donorlumineszenz mit den fiir
ellipsoidale bzw. sphérische Quantenpunkte erwarteten, so fillt sowohl fiir Akzeptor als auch Donor eine
deutlichere Ubereinstimmung mit der Lebenszeitverteilung, die bei mittlerer sphirischer Form der
Quantenpunktgesamtheit zu erwarten ist, auf (Abbildung 5.59 b sowie c), sowohl in Bezug auf die Lage der

Maxima als auch die allgemeine Verteilungsform.
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Abbildung 5.59. Mit Hilfe von FAST ermittelte Lebenszeitverteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-
QD605, gemittelt iiber alle Messungen a) Lebenszeitverteilung des Donors in Anwesenheit (rot) und Abwesenheit des
Akzeptors (schwarz) b) Vergleich der ermittelten FRET-Lebenszeitverteilung des Donors (rot) mit der theoretisch
erwarteten (schwarz = ellipsoidale Form, grau = sphédrische Form) ¢) ermittelte FRET-Lebenszeitverteilung des
Akzeptors d) Vergleich der ermittelten FRET-Lebenszeitverteilung des Akzeptors (rot) mit der theoretisch erwarteten

(schwarz = ellipsoidale Form, grau = sphérische Form).

Die sich aus der FRET-Lebenszeitverteilung ergebende Abstandsverteilung fiir das FRET-Paar Lumi4Tb-
Strep-Biot-QD605 ist in Abbildung 5.60 der mit dem Excel-Tool SOLVER ermittelten gegeniibergestellt und
mit den erwarteten Abstandsverteilungen verglichen. Wihrend sich fir die Akzeptorlumineszenz
Abstandsverteilungen anpassen lassen, die beide erwarteten Abstandsmaxima wiedergeben, ist dies fiir die
Donorlumineszenz nicht ohne weiteres moglich, die Abstandsberechnung mit Hilfe von SOLVER versagt
hier. Dies ist vor allem ein mathematisches Problem, welches durch die mangelnde zeitliche Trennung des
FRET-Signals von oberflichenferner Lumi4Tb-Schicht auf den Quantenpunkt und dem Signal des
ungebundenen Donors entsteht. Offensichtlich wird das Signal des ungebundenen Donors iiberbestimmt und
infolgedessen das FRET-Signal, welches die lingere Komponente der Abstandsverteilung reprisentiert,

unterbestimmt.
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Abbildung 5.60. Ermittelte Abstandsverteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD605, gemittelt iiber alle
Messungen (FAST = rot, SOLVER = blau) im Vergleich mit den erwarteten Abstandsverteilungen (schwarz =
ellipsoidale Form, grau = sphidrische Form der Quantenpunktgesamtheit a) Vergleich der ermittelten FRET-
Abstandsverteilungen des Akzeptors mit den theoretisch erwarteten b) Vergleich der ermittelten FRET-

Abstandsverteilungen des Donors mit den theoretisch erwarteten.

Tabelle 5.11 faBt die ermittelten und erwarteten Abstidnde und das Verhéltnis der Peakflachen zusammen.

Tabelle 5.11 Vergleich der durch FAST und SOLVER aus Akzeptor- und Donorlumineszenzabklingkurven ermittelten
mit den erwarteten Abstinden im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD605.

Maximum Maximum Peakverhiltnis

Abstandsverteilung 1  Abstandsverteilung 2

Erwartet  Ellipse 8.5 nm 11.5 nm 1:1
Kugel 7.7+ 1.2 nm 10.7 £ 1.2 nm 1:1

Akzeptor FAST 7.3+ 1.5nm 10.5+4.2 nm 1:1
SOLVER 7.4+ 1.4 nm 10.8 £ 0.7 nm 1.5:1
Tri-exp. Fit 6.5 £0.1nm 7.8+0.1nm 10.6 £0.1 nm 03:1:1

Donor FAST 7.4+ 1.3 nm 10.6 £ 3.6 nm 1.2:1
SOLVER 7.7+ 2.5 nm 11.6 £4.7 nm 3:1

Tri-exp. Fit 6.1 £0.1nm 75+x01nm 9.8 +0.1nm 03:09:1
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Vergleicht man die Lage der Maxima und die Form der ermittelten Abstandsverteilungen mit den erwarteten,
ist, wie auch beim Vergleich der FRET-Lebenszeitverteilungen, die Ahnlichkeit zu den fiir Quantenpunkt-

sphiren erwarteten Abstdnden deutlicher als zu den fiir ellipsoidale Quantenpunkte erwarteten.
Zusammenfassung

Es wurden fiir das FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD Abstandsverteilungen ermittelt, deren Maxima im
Bereich der zu erwartenden liegen. Der Abstand zwischen oberflichennaher Schicht und
Quantenpunktzentrum wurde zu etwa 7.4 nm, der zwischen der oberflichenfernen Schicht und dem Zentrum
des Nanokristalls zu etwa 10.8 nm bestimmt. Die Abstandsverteilungen stimmen in ihrer Form besser mit
den fiir sphérische Quantenpunkte erwarteten Abstinden iiberein, wobei der fiir die oberflachennahe Schicht
bestimmte mittlere Abstand vom Quantenpunktzentrum dann ca. 0.3 nm kleiner ist, wohingegen der fiir die
oberflachenferne Lumi4Tb-Schicht bestimmte mittlere Abstand etwa genauso grof} ist wie erwartet. Die
aufgrund der Flexibilitit der PEG-Spacer zu erwartende geringere Dicke der Polymerhiille sowie ein
mittlerer groBerer Abstand der oberflichenfernen Schicht vom Quantenpunktzentrum aufgrund
intramolekularer Bewegungen konnen die Abweichungen erkldren. Beide mittleren Abstinde geben daher
die realen Abstinde im FRET-System anndhernd exakt wieder. Ein Vergleich mit der Abstandsbestimmung
mit Hilfe eines diskreten Fits aus drei Exponentialfunktionen zeigt, dass dieser ebenfalls in der Lage ist, die
Bindungsverhiltnisse im FRET-Paar zu rekonstruieren. Die Abstandsverteilung der oberflichennahen
Lumi4Tb-Schicht vom Quantenpunktzentrum wird hierbei durch zwei diskrete Abstidnde reprisentiert, der
Anteil der oberflachenfernen Schicht durch einen Abstand. Alle bestimmten Abstinde stimmen auch mit
ihrem Verhéltnis mit den iiber Verteilungsfunktionen bestimmten Abstéinden iiberein. Beide Ansétze der
Kurvenanpassung liefern hier &dhnliche Ergebnisse, was die FErgebnisse der Auswertung iber

Verteilungsfunktionen stiitzt.



127

5.7.4 Lumi4Tb und QD655

Die aufgenommenen und korrigierten Lumineszenzabklingkurven des FRET-Paares Lumi4Tb-Strep und
Biot-QD655 sind Abbildung 5.61 zu entnehmen. Das stark multiexponentielle Abklingen sowohl des
Akzeptors als auch des Donors bei Vorhandensein von FRET gibt einen ersten Hinweis auf eine tatsachlich

vorliegende Verteilung von Abstidnden innerhalb des FRET-Systems.
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Abbildung 5.61. Lumineszenzabklingkurven der Akzeptoren und Donoren im FRET-Assay in Abhdngigkeit von der
Quantenpunktkonzentration  links:  FRET-Signal der biotinylierten = Quantenpunkte QD655  rechts:
Lumineszenzabklingkurven des Lumi4Tb-Streptavidinkomplexes

Die abgebildeten Lumineszenzabklingkurven von Donor und Akzeptor sind Ausgangspunkt fiir die
Berechnung sowohl von FRET-Lebenszeit- als auch von Abstandsverteilungen. Die mit FAST ermittelten
Lebenszeitverteilungen sind in Abbildung 5.62 fiir Donor und Akzeptor dargestellt. Ein Vergleich der FRET-
induzierten Donorlumineszenz mit der des ungebundenen Donors zeigt, dass der Anteil der kurzlebigen
Lumineszenzkomponente des ungebundenen Donors von der wesentlich intensiveren kurzlebigeren FRET-
induzierten Lumineszenzlebenszeit tiiberlagert wird und daher bei der weiteren Auswertung nicht
beriicksichtig werden muss. Abbildung 5.62 b stellt die ermittelte FRET-Lebenszeitverteilung fiir die
Donorlumineszenz, Abbildung 5.62d die fir die Akzeptorlumineszenz bestimmte FRET-
Lebenszeitverteilung den erwarteten Verteilungen gegeniiber. Beide aus den experimentellen Daten
ermittelte FRET-Verteilungen stimmen gut miteinander {iberein und zeigen einen ausgepragten schmaleren
Verteilungspeak mit einem Maximum bei etwa 300 us sowie einen breiten, fiir die Donorlumineszenz wenig
ausgepragten, Lebenszeitanteil mit einem Maximum bei ca. 2000 ps (Akzeptor 1850 pus, Donor 2030 us). Da
die ermittelte Lebenszeitverteilung des Donors auch das Signal des ungebundenen Donors beriicksichtigt,
weist sie einen Anteil langer Lebenszeiten (ca. 2400 — 2650 us) auf, die nicht zum FRET beitragen, sondern

lediglich die Lumineszenz des ungebundenen Donors représentieren.
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Abbildung 5.62. Mit Hilfe von FAST ermittelte Lebenszeitverteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-
QD655, gemittelt iiber alle Messungen a) Lebenszeitverteilung des Donors in Anwesenheit (rot) und Abwesenheit des
Akzeptors (schwarz) b) Vergleich der ermittelten FRET-Lebenszeitverteilung des Donors (rot) mit der theoretisch
erwarteten (schwarz = ellipsoidale Form, grau = sphédrische Form) ¢) ermittelte FRET-Lebenszeitverteilung des
Akzeptors d) Vergleich der ermittelten FRET-Lebenszeitverteilung des Akzeptors (rot) mit der theoretisch erwarteten

(schwarz = ellipsoidale Form, grau = sphérische Form).

Insgesamt steht die fiir sphérische Quantenpunkte erwartete FRET-Lebenszeitverteilung in besserer
Ubereinstimmung mit den ermittelten Verteilungen als die fiir eine ellipsoidale Form der Quantenpunkte
erwartete. Die Maxima der Verteilungen stimmen besser iiberein und auch die Form, die durch zwei
akzentuierte Verteilungspeaks bestimmt wird, wobei der Anteil kurzer Lebenszeiten groBer ist als der Anteil
langer Lebenszeiten, spricht eher fiir die Annahme einer mittleren sphérischen Gestalt der
Quantenpunktgesamtheit.

Die FRET-Lebenszeitverteilungen der Akzeptor- und Donorlumineszenz lassen sich in Abstandsverteilungen
fiir das FRET-Paar iiberfithren. Abbildung 5.63 stellt diese Verteilungen sowie die mit SOLVER ermittelte
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dar und vergleicht sie mit den erwarteten Abstandsverteilungen fiir ellipsoidale Idealform und mittlere

sphérische Form der Quantenpunktgesamtheit.
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Abbildung 5.63. Ermittelte Abstandsverteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD655, gemittelt iiber alle
Messungen (FAST = rot, SOLVER = blau) im Vergleich mit den erwarteten Abstandsverteilungen (schwarz =
ellipsoidale Form, grau = sphirische Form der Quantenpunktgesamtheit a) Vergleich der ermittelten FRET-
Abstandsverteilungen des Akzeptors mit den theoretisch erwarteten b) Vergleich der ermittelten FRET-

Abstandsverteilungen des Donors mit den theoretisch erwarteten.

Auch hier sind sowohl Form der Abstandsverteilungen als auch Lage der Maxima der fiir sphéirische
Quantenpunkte erwarteten Verteilung sehr viel dhnlicher als der fiir ellipsoidale Quantenpunkte erwarteten.
Der Anteil kurzer Lebenszeit, der durch den FRET von oberflichennaher Lumi4Tb-Schicht auf den
Quantenpunkt entsteht, hat sowohl bei der durch FAST als auch durch SOLVER ermittelten
Abstandsverteilung einen grofferen Anteil an den Gesamtabstinden. Das weist, wie in Abschnitt 5.7.1
dargelegt, darauf hin, dass im FRET-Assay, als Folge des Pipettierschemas, mehr Lumi4Tb-Komplexe
oberflachennah gebunden sind als zu erwarten ist (siehe auch Abbildung 5.67, Seite 134). Tabelle 5.12 faf3t
die Eigenschaften der ermittelten Abstandsverteilungen zusammen und stellt sie den erwarteten Abstdnden

gegeniiber.
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Tabelle 5.12 Vergleich der durch FAST und SOLVER aus Akzeptor- und Donorlumineszenzabklingkurven ermittelten
mit den erwarteten Abstdnden im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD655.

Maximum Maximum Peakverhiltnis

Abstandsverteilung 1 ~ Abstandsverteilung 2

Erwartet  Ellipsoid 9.5 nm 12.9 nm 1:1
Kugel 89+ 1.2nm 1194+ 1.2 nm 1:1
Akzeptor FAST 8.3+ 1.9nm 12.1 £2.9 nm 1.3:1
SOLVER 84+ 1.5nm 11.7+£ 0.9 nm 1.5:1
Tri-exp. Fit 7.5 £0.2mnm 8.9+02nm 11.9 +0.2nm 04:1:1
Donor FAST 8.4+ 1.7 nm 11.8 £5.3 nm 1:1
SOLVER 8.6 + 2.6 nm 13.2+4.1 nm 25 :1
Tri-exp. Fit 7.4 £0.2nm 89+02nm 11.6 £0.1 nm 05:1:1
Zusammenfassung

Die fiir das FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD655 ermittelten Abstandsverteilungen besitzen zwei
Verteilungsmaxima, die mit etwa 8.4 nm (Abstand der oberflichennahen Lumi4Tb-Schicht vom
Quantenpunktzentrum) bzw. etwa 11.9 nm (Abstand der oberflichenfernen Lumi4Tb-Schicht vom Zentrum
des Nanokristalls, ohne Beriicksichtigung des SOLVER-Ergebnisses fiir diesen Abstand) ca. 0.5 nm kleiner
(oberflaichennahe Schicht) bzw. im Bereich der Erwartungen (oberflichenferne Schicht) sind. Unter
Beriicksichtigung einer durch die flexiblen PEG-Spacer der Polymerhiille verursachten Verringerung der
Hiillendicke, welche vor allem den Abstand der oberflichennahen Lumi4Tb-Schicht beeinflusst, und
intramolekularer Bewegungen innerhalb des Streptavidins, die die oberflichenfern gebundenen Lumi4Tb-
Komplexe betrifft und deren mittlere Abstinde vergroBert, stimmen die ermittelten Abstinde mit der im
Assay tatsichlich existierenden Abstandsverteilung wahrscheinlich gut iiberein. Der kurzlebigere Anteil der
Abstandsverteilungen ist im Vergleich zu den Erwartungen iiberreprisentiert, was, wie in Abschnitt 5.7.1
erldutert, wahrscheinlich auf die Reihenfolge der Zugabe von Donor und Akzeptor zum Assay
zuriickzufiihren ist. Die Annahme einer mittleren sphérischen Gestalt der Quantenpunkte trifft die ermittelten
Abstinde wesentlich besser als die Annahme einer ellipsoidalen Idealform. Der parallel durchgefiihrte
diskrete Fit der Lumineszenzabklingkurven mit drei Exponentialfunktionen lieferte den Ergebnissen der
Kurvenanpassung durch Verteilungsfunktionen &hnliche Werte fiir den mittleren Abstand der beiden
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Lumi4Tb-Schichten vom Quantenpunktzentrum und das Verteilungsverhéltnis der Lumi4Tb-Komplexe
innerhalb dieser beiden Schichten. Die Abstandsverteilung der kiirzeren Abstind wurde dabei durch zwei
diskrete Werte reprisentiert, der Abstand der oberflichenfernen Schicht durch einen Abstand. Die gute
Ubereinstimmung der Ergebnisse beider Losungsansitze spricht fiir eine korrekte Rekonstruktion der
Abstandsverteilungen im FRET-System iiber Verteilungsfunktionen.

5.7.5 Lumi4Tb und QD705

In den Lumineszenzabklingkurven von Akzeptor und Donor des FRET-Paares Lumi4Tb-Strep-Biot-QD705
ist der Einfluss des effizienten FRET gut zu erkennen (Abbildung 5.64). Die
Donorlumineszenzabklingkurven zeigen mit zunehmender Quantenpunktkonzentration eine deutliche
Forminderung, die kurzlebigen FRET-induzierten Lumineszenzlebenszeiten fithren zu einem schnelleren
Abklingen der Lumineszenz, das Abklingverhalten ist multiexponentiell. Dieses multiexponentielle
Verhalten ist bei den Lumineszenzabklingkurven der Akzeptoren noch besser zu erkennen, gleichzeitig sind
die FRET-induzierten Lebenszeiten der Akzeptorlumineszenz, im Vergleich zu der Lumineszenzabklingzeit
des Donors wesentlich kiirzere.
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Abbildung 5.64. Lumineszenzabklingkurven der Akzeptoren und Donoren im FRET-Assay in Abhdngigkeit von der
Quantenpunktkonzentration  links:  FRET-Signal der biotinylierten = Quantenpunkte = QD705  rechts:

Lumineszenzabklingkurven des Lumi4Tb-Streptavidinkomplexes

Die Kurvenanpassung durch eine Lebenszeitverteilung ergab fiir Donor und Akzeptor die in Abbildung 5.65
dargestellten Verteilungen. Die Auswertung sowohl der Akzeptor- als auch der Donorlumineszenzsignale
liefert auch hier eine FRET-Lebenszeitverteilung, die zwei Maxima aufweist, ein schmales und gut
ausgeprégtes, mit auslaufender rechter Flanke mit einem Maximum bei Lebenszeiten um 330 ps (Akzeptor)
bzw. 430 us (Donor) sowie ein breiteres, weniger akzentuierteres Maximum bei 1600 us (Akzeptor) bzw.
2450us (Donor), dessen Gesamtanteil an der Lebenszeitverteilung insgesamt kleiner ist. Die aus Donor- und

Akzeptorlumineszenz ermittelten Lebenszeitverteilungen unterscheiden sich insbesondere im Anteil langerer
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Lebenszeiten deutlich, wohingegen Form und Lage des kurzlebigen Anteils recht &hnlich sind. Die
Unterschiede in den Verteilungen lassen sich zum einen darauf zuriickfiihren, dass die Lumineszenzintensitit
des Akzeptors im Assay insgesamt recht niedrig war (vgl. Abbildung 5.64 mit Abbildung 5.61 fiir das sehr
dhnliche System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD655, die FRET-induzierte Lumineszenzintensitit liegt um den
Faktor 5 niedriger), wodurch die langen FRET-induzierten Lebenszeiten durch das daraus resultierende
wesentlich schlechtere Signal-Rausch-Verhiltnis mathematisch nicht gut rekonstruiert werden kdnnen.
Weiterhin ist zu beriicksichtigen, dass die Lebenszeitverteilung des Donors die Lumineszenzlebenszeiten des
ungebundenen Donors, der zu einem gewissen Anteil im Probenvolumen vorliegt, mit beriicksichtigt und
dadurch das Verteilungsmaximum im Vergleich zum tatsdchlichen in Richtung léngerer Lebenszeiten
verschoben ist. Die Lebenszeitverteilungen zeigen eine wesentlich groBere Ubereinstimmung mit den

Lebenszeiten, wie sie im Falle spharischer Gestalt der Quantenpunkte erwartet werden.
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Abbildung 5.65. Mit Hilfe von FAST ermittelte Lebenszeitverteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-
QD705, gemittelt {iber alle Messungen a) Lebenszeitverteilung des Donors in Anwesenheit (rot) und Abwesenheit des
Akzeptors (schwarz) b) Vergleich der ermittelten FRET-Lebenszeitverteilung des Donors (rot) mit der theoretisch
erwarteten (schwarz = ellipsoidale Form, grau = sphérische Form) c¢) ermittelte FRET-Lebenszeitverteilung des
Akzeptors d) Vergleich der ermittelten FRET-Lebenszeitverteilung des Akzeptors (rot) mit der theoretisch erwarteten
(schwarz = ellipsoidale Form, grau = sphérische Form).
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Abbildung 5.66 zeigt die aus den FRET-Lebenszeitverteilungen errechneten sowie die mit SOLVER
ermittelten Abstandsverteilungen und stellt diese den Verteilungen, der fiir eine ellispoidale bzw. sphirische
Form der Quantenpunkte erwarteten gegeniiber. Die Lage der Maxima sowie das Peakverhéltnis sind fiir
bestimmte und erwartete Verteilungen in Tabelle 5.13 aufgefiihrt. Die geringe Signalintensitét fiithrt zu
Unsicherheiten bei der Bestimmung der lédngeren Anteile der Abstandsverteilung fiir beide
Bestimmungsmethoden. Infolgedessen weichen die Ergebnisse stark voneinander ab. Der Anteil der kiirzeren
Abstinde der oberflaichennahen Lumi4Tb-Schicht vom Quantenpunktzentrum kann im Vergleich dazu mit
geringerem Fehler bestimmt werden. Ein Vergleich der ermittelten mit den erwarteten Absténden zeigt eine
wesentlich bessere Ubereinstimmung der Ergebnisse mit den Erwartungen fiir den Fall einer mittleren
sphérischen Gestalt der Quantenpunkte im Assay. Die einzelnen, die Lumi4Tb-Schichten représentierenden,
Abstandsanteile sind allerdings nicht gleich groB, die kiirzeren Abstinde treten wahrscheinlicher auf, d.h. es

sind mehr Lumi4Tb-Komplexe oberflachennah zum Quantenpunkt gebunden als erwartet.
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Abbildung 5.66. Ermittelte Abstandsverteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD705, gemittelt {iber alle
Messungen (FAST = rot, SOLVER = blau) im Vergleich mit den erwarteten Abstandsverteilungen (schwarz =
ellipsoidale Form, grau = sphédrische Form der Quantenpunktgesamtheit a) Vergleich der ermittelten FRET-
Abstandsverteilungen des Akzeptors mit den theoretisch erwarteten b) Vergleich der ermittelten FRET-

Abstandsverteilungen des Donors mit den theoretisch erwarteten.
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Tabelle 5.13 Vergleich der durch FAST und SOLVER aus Akzeptor- und Donorlumineszenzabklingkurven ermittelten
mit den erwarteten Abstdnden im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD705.

Maximum Maximum Peakverhiltnis

Abstandsverteilung 1 ~ Abstandsverteilung 2

Erwartet  Ellipsoid 9.5 nm 12.9 nm 1:1
Kugel 89+ 1.2nm 1194+ 1.2 nm 1:1

Akzeptor FAST 8.2+ 1.7nm 11.4+3.4 nm 2.1:1
SOLVER 8.4+ 1.5nm 11.8+ 1.0 nm 23:1
Tri-exp. Fit 73+0.1mnm 8.6+0.1nm 11.2+0.2nm 04:13:1

Donor FAST 8.5+ 1.3 nm 13.0£4.0 nm 14:1
SOLVER 8.7+ 2.7nm 13.5+5.1 nm 4 :1
Tri-exp. Fit  7.1+03nm 87+02nm [11.2+0.1 nm 05:12:1

Bei der Bestimmung mit dem Excel-Tool SOLVER traten Schwierigkeiten der Unterscheidung zwischen den
Lumineszenzesignalen des FRET von oberflichenferner Lumi4Tb-Schicht auf den Quantenpunkt und der
Lumineszenzlebenszeit des ungebundenen Donors auf, wodurch der ermittelte Abstandsanteil im Donorkanal

unterreprasentiert und das Maximum rechtsverschoben ist. Dieses Ergebnis bleibt daher unberiicksichtigt.

Zusammenfassung

Aus den Lumineszenzabklingkurven sowohl des Akzeptors als auch des Donors lassen sich fiir das FRET-
Paar Lumi4Tb-Strep-Biot-QD705 Abstandsverteilungen ermitteln, die in der Lage der Maxima und ihrer
Form mit den fiir sphdrische Quantenpunkte erwarteten Abstinden gut iibereinstimmen. Die beiden
Abstandsmaxima im FRET-System wurden zu 8.4 nm (Abstand zwischen oberflachennaher Schicht der
Lumi4Tb-Komplexe und Quantenpunktzentrum) bzw. zu etwa 12.1 nm (Abstand der zwischen der
oberflichenfernen Schicht und dem Zentrum des Nanokristalls, ohne Beriicksichtigung des SOLVER-
Ergebnisses fiir diesen Abstand) bestimmt. Der mittlere Abstand der oberflichennahen Lumi4Tb-Schicht ist
daher etwa 0.5 nm kleiner, der mittlere Abstand der oberflichenfernen Lumi4Tb-Schicht hingegen etwa
genauso grofl wie erwartet. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der durch die Flexibilitdt der PEG-Spacer
erwarteten Verringerung der Dicke der Polymerhiille und der durch intramolekulare Bewegungen im
Streptavidin verursachten VergroBerung des mittleren Abstands der oberflichenfernen Lumi4Tb-Schicht.

Eine Kurvenanpassung der Lumineszenzabklingkurven iiber Verteilungsfunktionen scheint daher in der Lage
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zu sein, die im Assay herrschenden Bindungsverhéltnisse anndhernd korrekt wiederzugeben. Gestiitzt wird
dies vom Vergleich der Ergebnisse mit den durch einen diskreten Fit der Lumineszenzabklingkurven aus drei
Exponentialfunktionen ermittelten mittleren Abstinden im FRET-System, die dhnliche Werte besitzen. Auch
das Verteilungsverhéltnis der Lumi4Tb-Komplexe zwischen beiden Schichten wurde durch einen diskreten

Fit ahnlich bestimmt.

5.7.6 Fazit

Es wurden die in Abschnitt 5.6 aus den photophysikalischen Eigenschaften, den FRET-Parametern und der
Gestalt der Quantenpunkte erwarteten FRET-Lebenszeiten fiir die FRET-Paarungen von Lumi4Tb-Pep mit
den Quantenpunkten Biot-QD525, Biot-QD565, Biot-QD605, Biot-QD655 und Biot-QD705 dargestellt und
die experimentell ermittelten = Lumineszenzabklingkurven jedes FRET-Systems iiber eine
Lebenszeitverteilung (FAST) bzw. eine Abstandsverteilung (SOLVER) angepasst. Dabei wurden die aus den
Untersuchungen der FRET-Paare von Lumi4Tb-Pep mit den fiinf ITK-Quantenpunkten gewonnenen
Erkenntnisse zum Beitrag aller Emissionsbanden des Terbiumkomplexes zum Energietransfer ebenso
beriicksichtigt, wie die Schlussfolgerungen, die anhand der Ergebnisse des Abschnitts 5.5 hinsichtlich der
mittleren Form der Quantenpunkte im Probenvolumen gezogen wurden. Da der Orientierungsfaktor k> der
Emissions-Ubergangsdipolmomente der Donoren und der Absorptions-Ubergangsdipolmomente der
Akzeptoren zueinander fiir den Energietransfer von Terbiumdonoren auf die Quantenpunkte zu */; bestimmt
werden konnte, wurde dieser Wert ebenfalls als Standard angenommen. Ein Vergleich der aus den
Lumineszenzsignalen von Donor und Akzeptor in den Biotin-Streptavidin-Assays ermittelten
Abstandsverteilungen mit den Erwartungen zeigte auch hier, dass die FRET-Theorie zur Erklarung des
Energietransfers von Terbiumkomplexen auf Quantenpunkte herangezogen werden kann, da eine gute
Ubereinstimmung der Ergebnisse mit den erwarteten Abstinden bei einer r°-Abhingigkeit des
Energietransfers erkennbar ist. Weiterhin zeigten die ermittelten Abstandsverteilungen die grofite
Ubereinstimmung zu den erwarteten Verteilungen, die unter Beriicksichtigung einer mittleren sphérischen
Gestalt der Quantenpunktgesamtheit berechnet wurden. Die Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit den
in Abschnitt 5.5.6 dargelegten Schlussfolgerungen. Neben Aussagen zur Gestalt der Quantenpunkte und der
GroBe der FRET-Parameter Uberlappungsintegral und Orientierungsfaktor lassen sich aus den
Abstandsverteilungen, die fiir die Lumi4Tb-Strep-Biot-QD-Assays ermittelt wurden weitere Riickschliisse
ziehen: Die aus fiinf Nanometern langen PEG-Spacern bestehende Polymerhiille der Quantenpunkte weist
eine etwas geringere Dicke auf. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der in Abschnitt 5.6.1 dargelegten
erwarteten Reduktion der Dicke der Polymerhiille. Der Abstand zwischen oberflichennaher Lumi4Tb-
Schicht und der oberflichenfernen wurde im Mittel mit 3.5 nm grofer bestimmt als erwartet. Dies scheint
eine Folge intramolekularer Bewegungen innerhalb des Streptavidinmolekiils zu sein, bei der sich die an die
Lysin-Seitenketten der oberfléchenfernen Streptavidinmonomere gebundenen Lumi4Tb-Komplexe durch
Rotationen um die Bindungen im Lysin weiter entfernt vom Quantenpunktzentrum aufhalten, als die
statische Struktur des Streptavidins es vermuten ldsst. Da die Effizienz des Energietransfers von der
oberflichenfernen Lumi4Tb-Schicht auf den Quantenpunkt aber niedrig ist, fiihren selbst kleine Differenzen

hier zu groBen Anderungen des ermittelten Abstands. Wihrend der Abstand der oberflichennahen Schicht
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relativ exakt bestimmt werden kann, ist dies fiir die Abstdnde der oberflichenfernen Schicht nicht ohne
weiteres moglich. Die hier getroffenen Schlussfolgerungen hinsichtlich des Abstands der oberflachenfernen
Lumi4Tb-Schicht sind daher vorldufiger Natur und als Arbeitshypothesen zu sehen.

Nicht zuletzt ermoglichen die ermittelten Abstandsverteilungen auch eine Aussage zur Verteilung der
Lumi4Tb-Komplexe innerhalb der beiden moglichen Schichten. Die experimentellen Ergebnisse zeigen, dafl
mehr Lumi4Tb-Komplexe nahe der Quantenpunktoberfldche gebunden sind. Dieses Ergebnis ist aber durch
Strukturanalysen nicht erklarbar, da die Lumi4Tb-Komplexe innerhalb des Streptavidin-Molekiils statistisch
verteilt sind und keine der vier moglichen Biotinbindungen bevorzugt wird. Die bevorzugte oberflichennahe
Bindung scheint daher durch die Pipettierreihenfolge verursacht zu sein. Da zuerst die Quantenpunkte im
Probenvolumen vorliegen und dann die Lumi4Tb-gelabelten Streptavidin-Molekiile zugegeben werden,
scheint es am Ort der Bindung jeweils einen lokalen UberschuBl an Quantenpunkten zu geben, so dass ein
Streptavidin-Molekiil im Mittel mehr als ein Quantenpunkt bindet und so pro Streptavidin zwei
oberflichennahe Lumi4Tb-Schichten entstehen (siche Abbildung 5.67).

S i
S
Tl i
. T 7
e i

ey

: \* )

- 2.
i 7

7
7
7

=R
vl LV%,

)‘- !. v i . e f i . o/
prereanssess MERLAL, e o7 ./ i re > x 000 B B S G 0 00 o Wl s 82202 BB 1009 ' »= L REP ot
. - s @
////////////// S ///// . _ _ ___ /////////////’/ G ////// //////////////////////.?/‘
///////// ////////////// ////% s e, /////////////// /////% s
G e ]

Abbildung 5.67. Ursache der Entstehung eines Uberschusses an oberflichennah gebundenen Lumi4Tb-Komplexen
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infolge der Pipettierreihenfolge. Es erfolgt die Zugabe von Lumi4Tb-gelabeltem Streptavidin zu einer Losung von
Quantenpunkten. Am Ort der Mischung herrscht ein Quantenpunktiiberschul3. links: erwartetes Bindungsverhéltnis von
einem Quantenpunkt pro Streptavidinmolekiile. Es befinden sich Lumi4Tb-Komplexe in zwei Schichten
oberfldchennah und oberflachenfern. rechts: aufgrund des Quantenpunkiiberschusses am Ort der Mischung binden zwei
Quantenpunkte pro Streptavidin. Da die Nanokristalle aufgrund ihrer Gréfe nur an gegeniiberliegenden
Biotinbindungsstellen binden konnen, exisitieren im Streptavidin-Molekiil zwei oberflichennahe Lumi4Tb-
Verteilungen. Gleichzeitig ist die Zahl ungebundener Streptavidin-Molekiille im Probenvolumen groBer als die

Bindungskonstante der Biotin-Streptavidin-Bindung erwarten lasst.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

6.1 Zusammenfassung

Die genaue Kenntnis des strahlungslosen Energieiibertrags von lumineszenten Terbiumkomplexen auf
Quantenpunkte ist aufgrund der besonderen Eigenschaften dieses Donor-Akzeptor-Systems von groBem
Interesse. Die langlebige Lumineszenz der Terbiumkomplexe und die intensive, schmalbandige und
innerhalb des gesamten sichtbaren Spektralbereichs einstellbare Emission der Quantenpunkte machen sie zu
geeigneten Kandidaten, um hochsensitive und stérungsarme Multiplex-Abstandsmessungen in biologischen
Systemen und Prozessen durchzufiihren. Die gleichzeitige Detektion mehrerer Abstandsmarker in einer
Messung reduziert nicht nur die Analysedauer erheblich, sondern ermoéglicht die genaue Auflosung
dreidimensionaler Prozesse im Nanometerbereich, etwas, dass das Verstindnis komplexer biologischer
Vorginge erheblich verbessern wiirde. Diese Abstandsbestimmungen setzen jedoch eine genaueste Kenntnis
des Mechanismus des Energietransfers von lumineszenten Terbiumkomplexen auf Halbleiternanokristalle
ebenso voraus, wie das Wissen um Form und Gestalt letzterer. Da diese Quantenpunkte im Vergleich zu
biologischen Strukturen eine dhnliche GroBe besitzen, konnen sie nicht als punktférmig betrachtet werden,
wie es bei einfacheren Farbstoffen moglich ist. Durch ihre Form und Gestalt kommt es notwendigerweise zu
einer Abstandsverteilung innerhalb des Donor-Akzeptorsystems. Dies beeinflusst den Energietransfer und

damit die experimentell ermittelten Ergebnisse.

In dieser Arbeit wurde der Energietransfer zwischen lumineszenten Terbiumkomplexen als Donoren und
Halbleiternanokristallen als Akzeptoren untersucht, um zu einer Aussage hinsichtlich des genauen
Mechanismus der Energieilibertragung und der dabei zu beriicksichtigenden photophysikalischen Parameter
der Terbiumkomplexe und der Nanokristalle zu gelangen. Mit der Annahme einer Abstandsverteilung
innerhalb der Energietransfersysteme sollten die Groflen der Quantenpunkte bestimmt und der Einfluss von

Form und Gestalt auf den Energietransfer betrachtet werden.

Die dazu notwendigen Messungen gliederten sich in drei Teile, die Charakterisierung der
photophysikalischen Eigenschaften der verwendeten Donoren und Akzeptoren, die Zink-Histidin-Assays zur
Bestimmung der FRET-Parameter sowie der Form und Gestalt des anorganischen Quantenpunktkerns und
die Biotin-Streptavidin-Assays zur Bestimmung der komplexeren Form und Gestalt biokompatibler
Quantenpunkte mit Polymerhiille sowie zur Uberpriifung der Ergebnisse der Zink-Histidin-Assays und der

aufgestellten Hypothesen.

Im ersten Teil der Messungen wurden die Quantenpunkte und Terbiumkomplexe durch Absorptions- und
Lumineszenzspektroskopie (stationdr und zeitaufgelost) charakterisiert. Die Donorkomplexe zeigten dabei
ein typisches Absorptionsmaximum bei 340 nm sowie spektral gut getrennte, schmale Emissionsbanden im
Wellenldngenbereich 490 - 650 nm. Die Lumineszenzlebenszeiten der beiden Donorkomplexe wurden zu
2430 ps (Lumid4Tb-Pep) bzw. 2650 pus (Lumi4Tb-Strep) bestimmt, die fiir die Berechnung des Forster-
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Radius notwendige Quantenausbeute wurde aus den Lumineszenzlebenzeiten zu 0.7 bzw. 0.77 berechnet.
Die Absorption der Quantenpunkte ergab jeweils ein sehr breites Absorptionsspektrum, wobei die
Absorptivitit in Richtung kiirzerer Wellenldngen stark anstieg, die ermittelten Extinktionskoeffizienten
betrugen > 10°-10° M'cm™. Die Emission der Halbleiternanokristalle war gekennzeichnet durch ein
schmalbandiges, symmetrisches und von der Grofe der Quantenpunkte abhingiges Emissionsmaximum. Aus
den photophysikalischen Parametern wurden die Uberlappungsintegrale J(A) und Forster-Radien R, der
Energietransfer-Paare unter Annahme einer r°-Abhingigkeit des Energietransfers berechnet. Die Forster-

Radien zeigten die fiir den FRET von LTC auf QD typischen extrem hohen Werte von bis zu 11 nm.

Im zweiten Teil der Messungen wurde der Energietransfer von dem an das Peptid Pep-411 gelabelten
Lumi4Tb-Komplex auf ITK-Quantenpunkte untersucht. Dazu wurden fiir jedes FRET-Paar acht Messungen
mit jeweils demselben Konzentrationsverhdltnis von Donor zu Akzeptor durchgefiihrt. Die erhaltenen
Lumineszenzabklingkurven des Akzeptors wurden nach der im Anhang A.4 beschriebenen Korrektur von
Storsignalen befreit und anschliefend iiber FRET-Lebenszeit- und Abstandsverteilungen ausgewertet. Um
die Ergebnisse einordnen zu kdnnen wurden dazu vorher die fiir jede Kombination von Lumi4Tb-Pep mit
ITK-Quantenpunkten erwarteten Lebenszeit- und Abstandsverteilungen anhand der photophysikalischen
Parameter von Donor und Akzeptoren sowie der durch TEM-Bilder und Herstellerangaben bekannten
Gestalt und GroBe der Quantenpunkte ermittelt. Theoretischer Ausgangspunkt dafiir war auch hier die
FRET-Theorie, also die r*-Abhingigkeit der Effizienz des Energietransfers. Da eine Aussage hinsichtlich der
Beteiligung der Emissionsbanden des Terbiums mit elektronischem oder magnetischem Charakter am
Energietransfer getroffen und auflerdem der Nachweis dariiber gefiihrt werden sollte, ob die Annahme eines
Orientierungsfaktors k? mit dem Wert */ fiir den Energietransfer von LTC auf Quantenpunkte zutreffend ist,
wurden fiir die verschiedenen Annahmen erwartete Lebenszeitverteilungen berechnet. Ein
multiexponentielles Abklingen der Lumineszenz der Akzeptoren in den jeweiligen Assays lieferte einen
ersten Hinweis auf eine Abstandsverteilung in den FRET-Systemen. Dieses konnte durch die Auswertung
bestdtigt werden. Wiahrend der Fit mit Hilfe zweier (QD525 und QDS565) bzw. dreier (QD605, QD65S,
QD705) diskreter Exponentialfunktionen, welcher der iibliche Ansatz zur Beschreibung von FRET-
sensitivierter Lumineszenz ist, je nach FRET-Paar Ergebnisse unterschiedlicher Giite lieferte, lieBen sich die
Lumineszenzabklingkurven mit guter Genauigkeit in allen FRET-Systemen durch Lebenszeitverteilungen
beschreiben. Damit konnte nachgewiesen werden, dass die Annahmen hinsichtlich eines Energietransfers
nach Forster unter Beteiligung aller Emissionsbanden des Terbiums am Transfer zutreffend waren und ein
Orientierungsfaktor k* von konstant /3 die Lage der Ubergangsdipolmomente von Donor und Akzeptoren
zueinander mit guter Genauigkeit beschrieb. Neben der im Mittel hoheren Genauigkeit besall die
Kurvenanpassung iiber Verteilungsfunktionen noch einen weiteren Vorteil, denn dadurch lieen sich dem
Lumineszenzsignal zusitzliche Informationen entnehmen, die insbesondere zur Bestimmung der Form der
Quantenpunkte in der Probe von Interesse waren. Ein Vergleich der ermittelten mit den erwarteten FRET-
Lebenszeitverteilungen lieferte einen Hinweis darauf, dass bei den als ellipsoidal angenommenen
Quantenpunkten im Mittel der Probengesamtheit eher von sphérischer Gestalt auszugehen war, da die
ermittelten Lebenszeitverteilungen in Richtung ldngerer Lebenszeiten wesentlich schneller abklangen, als

dies erwartet wurde. Eine Beriicksichtigung mittlerer, sphérischer Gestalt der Quantenpunktgesamtheit fiihrte
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hingegen zu einer wesentlich groBeren Ubereinstimmung von ermittelten und erwarteten
Lebenszeitverteilungen. Zur Uberpriifung dieser Annahme wurden fiir den dritten Teil der Messungen die
Abstands- und daraus resultierenden FRET-induzierten Lebenszeitverteilungen nicht nur fiir ellipsoidale
Formen sondern auch fiir den Fall einer mittleren sphirischen Gestalt der Halbleiter-Nanokristalle
durchgefiihrt. Des Weiteren konnte anhand der Kurvenanpassung iiber eine Lebenszeitverteilung die
Aggregation von Quantenpunkten im Probenvolumen festgestellt werden, die mit zunehmender Grof3e der

Nanopartikel erwartungsgeméal abnahm.

Der dritte Teil der Messungen hatte die Untersuchung des Energietransfers von Lumi4Tb-gelabeltem
Streptavidin auf biotinylierte Quantenpunkte zum Inhalt. Dabei wurden fiir jedes FRET-Paar die Donor- und
Akzeptorlumineszenz von Assays mit vier verschiedenen Verhéltnissen von Donor zu Akzeptoren mehrmals
zeitaufgelost vermessen und anschlieBend die gemittelten und korrigierten Lumineszenzabklingkurven iiber
FRET-Lebenszeit- und Abstandsverteilungen angepasst. Die aus dem vorherigen Teil der Arbeit
gewonnenen Erkenntnisse bildeten die Grundlage zur Berechnung der erwarteten Abstands- und
Lebenszeitverteilungen der fiinf FRET-Paarungen von Lumi4Tb-gelabeltem Streptavidin und den
biotinylierten Quantenpunkten, mit denen die Ergebnisse der Messungen verglichen werden sollten. Ein
diskreter Fit der Lumineszenzsignale mit zwei (QD525 und QD565) bzw. drei (QD605, QD655, QD705)
Exponentialfunktionen wurde als Vergleich und zur Uberpriifung der Ergebnisse zusitzlich durchgefiihrt.
Die auf Grundlage der Messungen ermittelten FRET-Lebenszeitverteilungen zeigten, wie erwartet, zwei
Lebenszeitmaxima, die die beiden um die Quantenpunktakzeptoren verteilten Donorschichten
reprasentierten. Das Verhiltnis dieser beiden Peaks unterschied sich allerdings von den Erwartungen, da
kurze und lange Lebenszeitanteile nicht gleichverteilt auftraten, sondern der Anteil kurzer Lebenszeiten
hoher war. AuBerdem war das experimentell bestimmte kurzlebige Maximum im Vergleich zum erwarteten
zu kiirzeren Lebenszeiten hin verschoben. Die aus den FRET-Verteilungen resultierenden
Abstandsverteilungen spiegelten diese Abweichungen wider. Auch hier war der Anteil oberflichennah
gebundener Lumi4Tb-Komplexe hoher als erwartet. Der Abstand dieser Schicht lag im Mittel um 0.5
Nanometer niedriger als vermutet, wohingegen der Abstand der oberflaichenfernen Schicht zum Zentrum des
Quantenpunkts den Erwartungen entsprach. Der im Vergleich zu den Erwartungen erniedrigte Abstand
zwischen oberflaichennaher Donorschicht und Quantenpunktzentrum lie sich mit der Flexibilitdt der die
Polymerhiille des Quantenpunkts bildenden PEG-Molekiile erkliren. Diese verursacht eine Gestaltdnderung
der PEG-Molekiile. Sie ordnen sich nicht in einer starren, ausgedehnten Struktur, sondern moglichst
kompakt um den Halbleiterkern des Nanokristalls an, wodurch die Polymerhiille diinner wird, als die Lange
der PEG-Molekiile erwarten lésst. Der intramolekulare Abstand der beiden Donorschichten im Streptavidin
war im Mittel mit 3.5 Nanometern etwas grofler als vermutet (3.0 nm). Bei der Bewertung dieser
Abweichung ist zu beriicksichtigen, dass durch die geringere Effizienz des Energietransfers von
oberflachenferner Donorschicht auf den Quantenpunkt die Genauigkeit der Abstandsbestimmung sowohl aus
der Akzeptor- als auch der Donorlumineszenz geringer war als bei der Bestimmung der Abstéinde der
oberflichennahen Schicht vom Zentrum des Halbleiter-Nanokristalls. Die Abweichung lag daher im Rahmen
der Bestimmungsfehler. Da der Abstand der beiden Donorschichten im Streptavidin aber bei jedem FRET-
Paar systematisch grofler war als vermutet, ist dies nichtsdestotrotz ein Hinweis darauf, dass durch Rotation
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um die Bindungen innerhalb des Streptavidin-Molekiils sich die oberflichenfern im Streptavidin gebundenen
Lumi4Tb-Komplexe im Mittel weiter vom Quantenpunkt entfernt befinden als erwartet. Diese
Arbeitshypothese mufl allerdings durch weitere Messungen bestitigt werden. Die Ungleichverteilung der
Donor-Komplexe innerhalb der beiden Schichten wurde dem Pipettierschema zugeschrieben, welches dazu
fiihrt, dass viele Streptavidine mehr als einen Quantenpunkt binden, wodurch mehr Lumi4Tb-Komplexe
oberflichennah zu einem Quantenpunkt gebunden sind. Gleichzeitig liegen mehr ungebundene Lumi4Tb-
Donoren im Probenvolumen vor als erwartet. Die als Vergleich durchgefiihrte Kurvenanpassung iiber zwei
bzw. drei diskrete Exponentialfunktionen lieferte im Gegensatz zu den Zink-Histidin-Assays fiir alle FRET-
Paare im Biotin-Streptavidin-Bindungssystem ebenfalls Abstandsergebnisse, die mit den Erwartungen gut
iibereinstimmen. Jedoch scheitert der Versuch, mit Hilfe diskreter Fits Aussagen zur Gestalt der
Quantenpunkte zu treffen. Uber die Form der Verteilungskurve ist es hingegen mdglich durch
Abstandsverteilungen Aussagen in dieser Hinsicht zu treffen. So ist die Ubereinstimmung der Form der
ermittelten Verteilungen mit der Form der erwarteten fiir eine mittlere sphérische Gestalt der
Quantenpunktgesamtheit wesentlich grofer und steht damit in Ubereinstimmung zu den aufgrund der

Ergebnisse des FRET von Lumi4Tb-Pep auf ITK-Quantenpunkte getroffenen Vermutungen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Theorie des Forster-Resonanzenergietransfers auf
FRET-Paare von lumineszenten Terbium-Komplexen als Donoren mit Quantenpunkten als Akzeptoren
anwendbar ist. Dabei tragen alle Emissionsbanden des Donors zum Energietransfer bei, der
Orientierungsfaktor k> nimmt dabei aufgrund isotroper Verteilungen sowohl des Donor- als auch des
Akzeptor-Ubergangsdipolmoments den Wert */; an. Der Abstand zwischen LTC-Donoren und QD-
Akzeptoren lédsst sich zuverldssig mit Hilfe von Abstandsverteilungen aus den FRET-Lumineszenzsignalen
bestimmen, wohingegen eine Kurvenanpassung durch diskret-exponentielle Fits nicht immer ein
aussagekriftiges Ergebnis liefert. Die Charakterisierung der Bindungsverhéltnisse innerhalb der FRET-Paare
von LTC und QD {iber Verteilungsfunktionen bietet iiber die Form der Verteilungskurve die Mdglichkeit
Aussagen iiber die Gestalt der FRET-Partner zu treffen. Wiahrend der kleine Lumi4Tb-Komplex als
punktformig angenommen werden kann, hat die Gestalt der Quantenpunkte einen Einfluss auf die erwarteten
Abstands- und FRET-Lebenszeitverteilungen. So war es moglich, die mittlere Form der Quantenpunkte als
Sphére zu bestimmen. Dies entsprach, insbesondere bei den in z-Richtung des Kristallgitters elongierten
Quantenpunkten, nicht den Erwartungen. Dieser Befund ermdglicht daher bei zukiinftigen Messungen eine
Verbesserung der Genauigkeit bei Abstandsbestimmungen mit Quantenpunkten. Neben der Bestimmung der
die FRET-Verteilung bestimmenden Gestalt der Quantenpunkte konnte im Rahmen dieser Arbeit anhand
vergleichender Messungen die Dicke der Polymerhiille der Quantenpunkte bestimmt und so gezeigt werden,
dass FRET-Paare aus lumineszenten Terbium-Komplexen und Quantenpunkten in der Lage sind, Abstéinde
im Nano- bis Sub-Nanometerbereich aufzulosen. Die geringe FRET-Effizienz des Energietransfers fiir
Abstinde > 10 nm macht deren Bestimmung mit Hilfe von lumineszenten Terbiumkomplexen und
Quantenpunkten allerdings schwierig, was infolge eines Quantenpunktradius von > 7 nm dem Einsatz von
FRET-Systemen aus LTC und QD zur Abstandsbestimmung Grenzen setzt. Diese Beschrinkung wurde bei
der Bestimmung der Abstinde der oberflichenfernen Lumi4Tb-Schichten im Streptavidin-Biotin-System
deutlich.
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6.2 Ausblick

Der Energietransfer von lumineszenten Terbiumkomplexen auf Quantenpunkte bietet aufgrund der
einzigartigen photophysikalischen Eigenschaften der beteiligten Donoren und Akzeptoren die Mdoglichkeit
Abstandsmessungen in biologischen Systemen mit hoher Prazision bei geringem zeitlichen Aufwand durch
gleichzeitige Detektion der Lumineszenz mehrerer FRET-Sonden (Multiplexing) durchzufiihren. Der Einsatz
solcher FRET-Paare erfreut sich daher zunehmender Beliebtheit. Mit den Ergebnissen dieser Arbeit ist es
nun moglich, die Genauigkeit der Abstandsbestimmung durch die Beriicksichtigung der Form der
Quantenpunkte und einer Kurvenanpassung iiber Abstandsverteilungen weiter zu verbessern. Dies kann
jedoch nur ein erster Schritt gewesen sein, den FRET von LTC auf QD als Mittel der Wahl zur
Abstandsbestimmung in biologischen Systemen zu etablieren, denn weiterhin sind verschiedene Fragen
offen. Erst einmal ist es notwendig, die hier dargelegten Ergebnisse der Bestimmung der Polymerhiillendicke
durch vergleichende TEM-Aufnahmen zu verifizieren. Weiterhin mu3 ein geeignetes Pipettierschema
entwickelt werden, um den Anteil ungebundener Donor-Komplexe im Probenvolumen zu minimieren und so
die Genauigkeit der Abstandsbestimmung mit Hilfe der verbreiteten Biotin-Streptavidin-Bindung sowie der
unspezifischen Zink-Histidin-Bindung aus den Donorlumineszenzabklingkurven zu erhdhen. Durch eine
geeignetere Mischung von Akzeptoren und Donoren sollte es auch mdglich sein, das FRET-induzierte
Lumineszenzsignal des Donors im Zink-Histidin-Assay, dessen Analyse in der vorliegenden Arbeit nicht
moglich war, ebenfalls zu verwerten und so die vorgestellten Ergebnisse zu bekriftigen. Weiterhin muB3 es
ein Ziel sein, biokompatible und gleichzeitig stabile Quantenpunkte zu entwickeln, die eine moglichst diinne
duBere Schutzhiille besitzen. Die hier verwendeten biokompatiblen Quantenpunkte sind zwar in hohem Malle
stabil, die Dicke der Polymerhiille schrankt jedoch die Verwendbarkeit zur Abstandsbestimmung stark ein,
da ab einem Abstand der LTC-Donoren zum Quantenpunktzentrum von etwa 10 nm aufgrund der r‘-
Abhingigkeit des Energietransfers die Genauigkeit der Messungen stark sinkt. Abstandsmessungen mit den
hier verwendeten FRET-Paaren sind effektiv also nur in einem Bereich von < 3nm moglich. Eine Bindung
der FRET-Donoren iiber ein Hise¢-Tag direkt an den Quantenpunkt, wie im Zink-Histidin-Assay der
vorliegenden Arbeit, wiirde dieses Problem zwar umgehen, allerdings ist dies nur bei kleinen Molekiilen, die
die Polymerhiille der Quantenpunkte passieren konnen moglich und in biologischen Systemen mit
MolekiilgroBen von mehreren Nanometern in der Regel nicht realisierbar. Eine Reduktion der Ausdehnung

der Quantenpunktschutzhiille ist daher von besonderem Interesse.

Ist diese Synthese kleinerer und damit effizienterer Quantenpunkt-Sonden mdglich, so kann das FRET-
System von LTC und QD aufgrund seiner Eigenschaften, der physikalischen und chemischen Stabilitdt und
der vielseitigen Biofunktionalisierungsmoglichkeiten sowohl in vitro als auch in vivo eingesetzt werden, um
durch Multiplex-Messungen Absténde in biologischen Systemen genauestens zu bestimmen und so einen
wichtigen Beitrag zur Aufklarung biologischer Strukturen und Prozesse in Biochemie, Biologie, Medizin

und Bioanalytik zu leisten.
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A. Anhang

A.1 Verwendete Abkiirzungen

1D

2D

A

ADS
Biot
BRET
BSA
CdSe
CdTe.
D
DHLA
ED
FET
FRET
FWHM
g

His
HOMO
HPLC
InGaAs
ISC
ITK
LRET
LTC
Lumi4Tb
LUMO
m

MD
NHS
NMR
OPV
PALM
PDB

eindimensional

zweidimensional

Akzeptor

asymmetrischer Doppelsigmoidal-Fit
Biotin
Biolumineszenzresonanzenergietransfer
Bovines Serumalbumin
Cadmiumselenid

Cadmiumtellurid

Donor

di-Hydroliponséure

elektrischer Dipol
Fluoreszenzenergietransfer
Forster-Resonanzenergietransfer

Sfull width at half maximum

gerade

Histidin

Highest occupied molecular orbital
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
Indium-Galliumarsenid

intersystem crossing

innovator’s tool kit
Lumineszenzresonanzenergietransfer
Lumineszente Terbiumkomplexe
Tb**-Komplex der Firma Lumiphore Inc.
Lowest unoccupied molecular orbital
mittel

magnetischer Dipol
N-Hydroxysuccinimid
Kernspinresonanzspektroskopie
Oligo-Phenyl-Vinyl-Phosphinoxid

Photo Activation Localization Microscopy

protein data bank



X1V

PEG Polyethylenglykol

Pep Peptid-411

PMT photomultiplier tube

QD Quantenpunkt oder Quantenpunkte
QD525 Quantenpunkt, der bei 525 nm emittiert
QD565 Quantenpunkt, der bei 565 nm emittiert
QD605 Quantenpunkt, der bei 605 nm emittiert
QD655 Quantenpunkt, der bei 655 nm emittiert
QD705 Quantenpunkt, der bei 705 nm emittiert
RCSB research collaboratory for structural bioinformatics
RET Resonanzenergietransfer

s stark

STED Stimulated Emission Depletion
STORM Stochastic Optical Reconstruction Microscopy
Strep Streptavidin

SVD Singuldrwertzerlegung

TEM Transmissionselektronenmikroskopie
TOPO tri-n-Octylphosphinoxid

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

U ungerade

uv Ultravioletter Spektralbereich

Vis Sichtbarer Spektralbereich

Vs sehr stark

VW sehr schwach

w schwach

ZnS Zinksulfid

A.2 Probenvorbereitung

Biotin-Streptavidin-Assays

Die Stammldsungen von Donor und Akzeptoren (sieche Kapitel 3.2) wurden in Eppendorf-GefiBen mit
TRIS-Puffer verdiinnt. Die Donorkonzentration betrug im Anschluff an diesen Verdiinnungsschritt 40 nM,
die der Akzeptoren jeweils 20 nM. AnschlieBend wurden alle Biotin-Streptavidin-Assays nach der in Tabelle
A.1 aufgefiihrten Zusammensetzung pipettiert. Dabei wurde zuerst das Puffervolumen in einer 384-Well-
Platte (Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) mit schwarzer, nichtbindender Oberfliche
vorgelegt, dann die verdiinnte Akzeptorstammldsung im angegebenen Volumen zugegeben und zuletzt der
Donor dazu pipettiert. Das Probenvolumen betrug immer 20 pl. Dieses Pipettierschema stellte sicher, dass

die Mikroumgebung von Donor und Akzeptor fiir alle Proben so identisch wie moglich und



XV

Verdiinnungsfehler durch Konzentrationsabweichungen so gering wie moglich waren. Die Konzentration des
Lumi4Tb-Komplexes in der Probenlosung betrug fiir alle Biot-Strep-Assays konstant 2 nM, die der
Akzeptoren variierte je nach Verhéltnis zwischen 0.2 und 16 nM. Es wurde darauf geachtet, dass die
Mehrzahl der Proben Verhéltnisse von weniger als sechs aufwiesen, um sicherzustellen, dass moglichst viele
der Donoren an die Quantenpunkte binden konnten und so die Konzentration ungebundener Lumi4Tb-Strep
bzw. Lumi4Tb-Pep im Probenvolumen so gering wie moglich war. Im Anschluf} inkubierten die Proben in

der abgedeckten Wellplatte fiir eine Stunde bei Raumtemperatur und wurden anschlieend vermessen.

Tabelle A.1. Pipettierschema fiir die Lumi4Tb-Strep-Biot-QD-Assays. Fiir jedes Lumi4Tb-QD-Verhéltnis wurden drei
Proben pipettiert.

Proben- Verhiltnis
Nr. Lumi4Th-Strep QD Puffer ¢(Lumi4Tb) c¢(QD) Th:QD
M M M [nM] [nM]

1 1 0.2 18.8 2 0.2 10

2 1 0.4 18.6 2 0.4 5

3 1 2 17 2 2 1

4 1 4 5 2 4 0.5

5 1 16 4 2 16 0.125

Zink-Histidin-Assays

Die Stammlosungen der Akzeptoren wurden mit Natrium-Tetraboratpuffer in Eppendorf-Gefaen auf jeweils
225 nM verdiinnt. AnschlieBend wurden die Assays nach der in Tabelle A.2 aufgefiihrten Zusammensetzung
pipettiert, wobei zuerst der Puffer in den Quarzkiivetten vorgelegt wurde, dann die Quantenpunkte
dazugegeben wurden und als letztes der Terbiumkomplex zupipettiert wurde. Die Inkubationszeit betrug eine
Stunde

Tabelle A.2. Pipettierschema fiir die Lumi4Tb-Pep-QD-Assays. Pro Lumi4Tb-QD-Paar wurden vier Proben pipettiert.

Proben- Verhiiltnis
Nr. Lumi4Tb-Pep QD Puffer c¢(Lumi4Tb) c¢(QD)

[ud] [ud] [ud] [nM] [nM]

Th:QD

1 1 5(10) 139 667 1.5 445
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Da die Dissoziationskonstante im nanomolaren Bereich liegt, wurde ein hoher UberschuB an

Terbiumkomplexen eingesetzt, um eine gute Bindung an die Quantenpunktoberflédche zu gewahrleisten.

A.3 Ubersicht iiber verwendete dichroitische Spiegel und Bandpass-Filter

1.0 % % 100
0.8 % % {80
T
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£ =,
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= [
0.2 1 420
0.0+ A e l 0
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Abbildung A.1. Transmissionsspektren (Einfallswinkel des Lichts 90°) der am Nanoscan-Immunoreader verwendeten
Bandpassfilter im Vergleich zum Emissionsspektrum des Lumi4Tb-Donorkomplexes (grau): Semrock SR525/15 (blau),
Semrock SR567/15 (griin), Semrock SR605/15 (orange), Semrock SR660/13 (rot), Semrock SR716/40 (magenta).
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Abbildung A.2. Transmissionsspektrum (Einfallswinkel des Lichts 45°) des am Nanoscan-Immunoreader verwendeten
Dichroiten Chroma 5S05DCLP im Vergleich zum Emissionsspektrum des Lumi4Tb-Donorkomplexes (grau).
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A.4 Korrektur des Crosstalks und Hintergrunds der Lumineszenzsignale

Eine vollstindige spektrale Trennung der Donor- von den Akzeptorsignalen ist nicht zu erreichen, da die
Spektren der FRET-Partner zum einen teilweise iiberlappen, zum anderen die verwendeten Filter und Spiegel
bis zu einem bestimmten Prozentsatz immer auch fiir Licht anderer Wellenldngenbereiche durchléssig sind
als den angegebenen (siche auch Spektren der Bandpass-Filter im vorhergehenden Abschnitt A4.) . Daraus
resultiert eine Signaliiberlagerung des Donorsignals mit dem des Akzeptors und umgekehrt. Hinzu kommt
weiterhin vom Messgerdt und Strahlengang sowie dem Puffer induziertes Signalrauschen. All diese

Einflussgrofien beeintrachtigen die Giite des MeBsignals und erschweren eine Auswertung.

Daher wurde vor der Analyse der gemessenen Abklingkurven eine Bearbeitung der MeBkurven mit dem Ziel
der Entfernung der nicht gewiinschten Lumineszenzkomponenten durchgefiihrt. Dazu wurde fiir jedes

FRET-Paar wie folgt vorgegangen:

1. Aufnahme der Lebenszeitabklingkurven des ungebundenen Donors Ip(ChA) und /p(ChD), des
ungebundenen Akzeptors /4(ChA) und /,(ChD) sowie des Puffers /p(ChA) und /p(ChD) fiir beide
Detektionskanile ChA und ChD.

2. Bestimmung der Verhiltnisse Fp als Mall fiir den Cross-Talk des Donors in den Akzeptorkanal
sowie 4 als MaB fiir den Cross-Talk des Akzeptors in den Donorkanal

_ 1,(ChA)—1,(ChA)
? " I,(ChD)—I,(ChD)

Gleichung (A.1)

» _ Li(Chd)~1,(ChA)
4" I ,(ChD)—1,(ChD)

Gleichung (A.2)

3. Aufnahme der Lebenszeitabklingkurven der LTC-QD-Assays /ssy(ChA) und /as.y(ChD).

4. Korrektur der Messsignale im Akzeptorkanal ChA ergibt das FRET-Signal fiir den Akzeptor /axepior

I =1 4, (ChA) — F,, -[1 ., (ChD) —1,(ChD)] ~ I ,(ChA) Gleichung (A.3)

Akzeptor Assay

5. Korrektur der Messsignale im Donorkanal ChD ergibt das FRET-Signal fiir den Donor /ponor

Lpnor =L 1os0s(ChD) = F , -[1 .., (ChA) — I ,(ChA)] — I ,(ChD) Gleichung (A.4)

Donor Assay
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A5 Excel-Datenblatt zur Berechnung der Abstandsverteilungen mit dem

Excel-Tool Solver

Die Erstellung des Excel-Sheets zur Berechnung der Abstandsverteilungen mit Excels Solver-Tool wurde
nach Vorlage des Artikels von Blanco et. al. (2005) (Blanco2005) geschrieben. Abbildung A.3. zeigt

beispielhaft das Excel-Sheet mit den folgenden Eigenschaften:

A I | c I D [ E | F [ G [ H | 1 d I

>

_ 1 |Lifetime Distri 1000

2 [ oowo R~2 " 093993054 a00

3 Least*2 5185564822 a0 Fay

N Chi*2 1084284 17 F A Y

5] \ mod. Chi*2  1050.03435 L 7 ;3

B e abs. Deviatic 220471145 800 Fi 1%

A 500

B 1 2Toonly | o i L Y

i Rmax 855005339 135.59655 | F] LY

0] w al 262 356 ] I Fi e

1] w2 55 55 ol yi N

2] e ®3 79 ag il 7 N

}j o 100 E 00 Al Find B T g i Ao I 1093.77652 296 GR7175 227074178 040 i 7 i i e 2 6 Ry

15 | Step 07

_IB [taudanar) 2650 I _l

A7 R0 10

18 [Summe 5212761 2146740416 24.3120505) 27.523484| 311461658 35.2291607| 39.8253931) 44.9966500 50.8047105| 57.3193545| 645152423 72.7715952| 51,
9| tau(A) 50 50.7 51.4 52.1 52.8 535 542 54.9 55.6 563 57

]

21 Effizienz | 0.973550367 0.97132403 0.950094176 096640372 096370443 096083676 0.95779401 D.05456045 005115640 0.94754848 0.94373902 09
2| RO%6 575280E+11 5753E+11 S5753E+11) 5753E+11 S753E11| 5753E+11 5753E+11 S753EH11 5753E+11 575IE+1 S7FEIEAT 5.
e]

24 | Data Nr I{exp) [(14243) [t (ps)

25| 1 52150 52264.8819 100 2215300471 223236105 22572675 22926596 23.4173023| 24.0528409) 24.967827| 26.1238376| 27.6097355| 294919037 31.8443514| 34,
26| 2 51302 51392.6888 110 21.97027075| 22.0913546 222737313 225401709 22918947 23.4444273| 24.1576124| 25.1066138| 26.3470531| 279423665 29.9639845 32,
77| 3 50508 50562126 120 2182297431 219005631 | 220415242 22 2412705 225324909 229456313 23 5165294 24 294966| 25 3072553| 26 6754341 28.4079217| 30
=] 4 49924 49741.0304 130 2169885696 217591162 210556706 22.0045703| 22.2279996| 225520571 23.0104865 23.6430745| 245004582 2563670 27.1177062| 29,
29| 5 49089 48957.4785 140| 2158990583 215321795 21.7020717| 21.8131524 21,9835681| 22.2386659) 22.602801| 23.1180986| 23.8271434| 247825683 28.0457122| 27.
an| 5 48078 48199.7494 150 21 49090665 215204714 215709067 216533605 21 763167) 219006332) 22 271991| 226902023 23.2757524| 24077343 251524591| 26
31 7 47196 47486.2943 160 21.39947647 214190075 21.4553043 21.5164516 21.6150666) 21.7606304) 220000854 22.3967506| 22.6213136| 234925041 24.4056575| 25,
EA 8 45441 46755712 170 21.31042382|  21.324768| 21.3508265 21.3959202| 21.4705831| 21.5896581) 21.7733302] 22.0470451| 22.4433536| 230049462 23.7795346| 24,
s E] 16279 45066 729 180 2122631513 21 2362716 212539387 21 2671851 213437351 214360345 21 6811095 218020116 221279208 22506000 232618697 24
S 10 45516 453961683 190 2114222486 211491216 211624673 21 1869268 21.229625A) 21 3009613 21 4156371| 215934731| 21 6R0P4E6| 22 2606228 22 A0K1361| 23
35| 11 45122 44748.0091 200| 2106055028 21.0653187| 21.0748426| 21.0926058] 21.1248911| 21.1800636| 212704775 21.4134808 21.6321798| 219565168 22.424809 23,
E3 12 44342 44118.2281 210| 2097989946 20.9831908| 20.9899761 21.0031469 21.0273692| 21.0698096| 211410018 212558315 21.4348053| 217041619 22.0989696 22.
Ea 13 43447 43504 9372 220| 2090001751 209022857 | 209071126 209167553 20.9349502| 20.9576179) 210235984 211156033 21.2516348| 214853201 218178537 22
| 14 42742] 42506301 230| 2082073651 20.6222994| 208257203 20.6327762| 20.8464394| 20.6715386| 20.915503) 20.9692578| 21.1062719| 21.2936603 21.5734549 21,
| 15 42539 42327 5451 240| 2074195428 20.7430271| 207454535 207506075 20.7608472| 20.7801144| 205145998 20.8736053 20.5705472| 211240647 21.3592092 21.
| 16 41564 417619494 250 20GE3S042 20 FBASA0R 20 BRE0SA3 20 RBJAORE 206774752 20GG22482 207192603 20 7REAZA7 208453085 209722917 211697363 21
4| 17 41001 41210.3429 260 2056561201 20.5861169| 20667337 206000722 205950069 206071211| 20 6282716 20.66A9207| 207300437 20 A34984 21 0006215) 21
42| 18 40451 40573.5994 270| 2050797727 20.5083231| 205081658 20.5111765] 20.5154603| 20.5241186| 205406585 205706887 20.6227677| 20.7094139 20.8482507 21.
13| 19 40097 40148 G306 280| 20 4306GO85 20 43090R4| 204315150 204320633 20436161 20 4427801 20 4557026 20 479635 205218961 205033762 20 709RS75 20
44| 0 39614 39638.3936 290| 2035367627 20.3530301| 203542601 203553196 20.3577044| 20 3527603| 20 3720481 20391905 20.4261717| 20 4850976 20 5A24108) 20
45| 21 39251 39139.3668 300| 2027896741 20.2770979| 20.2774012) 20.2781644| 20.2799415| 20.2838002| 202916689 20.3058319| 20.3345953| 20.3831349 204645172 20.
46 | 2 38481 38652.0674 310| 2020059695 20.2005724| 20.2008851) 20.2014396| 20.2027628| 20.2057056| 202118387 202238945 20.248373| 20205329 20.3543425) 20.
47| 3 38407 30176.039 320| 2012450043 20.1245519| 201247023) 201251035 20 126086| 201263307 201331077, 20.1426065 20.1606736| 201937423 20 2505466) 20
48| 24 37746 37710.6512 330| 2004569455 20.0467206 200486355 20.049126 20.0498501 20.051566| 200552043 2006260 20.0775956 20.1045173 20.1520307) 20.
14 < ¢ M\ Tabellel / Tabelez { Tabeles / 3 >

EBereit

Abbildung A.3. Darstellung des Excel-Sheets zur Bestimmung der FRET-Abstandsverteilungen

ADS-Fits. Zu erkennen sind die wichtigsten Felder, die nachfolgend erléutert werden.

Das Worksheet setzt sich aus folgenden Elemten und deren Eigenschaften zusammen:

e Fine Grafik mit der Darstellung der Lumineszenzabklingkurven ([A2:
ermittelte (schwarz) und gefittete (rot).

o Eine Grafik mit der Darstellung der gefitteten Lebenszeitverteilung ([J1:N14]).

[ )

NF

am Beispiel eines

E13]), experimentell

Darstellung der Giite des Fits (minimized least square [H3], ¥*> [H4], modifiziertes y> [HS5],

Durchschnitt des Mittelwerts der maximalen und minimalen Absolutabweichungen [H6]. Alle der

Parameter wurden mit 1000 multipliziert, um die Genauigkeit des Fits zu verbessern.). Der von

Excel ermittelte Korrelationskoeffizient ist ebenfalls dargestellt [H2].
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Eine Tabelle mit den von Solver zu anzupassenden Parametern fiir jede Verteilung ([G9:H13]) plus
der ebenfalls an die Kurve anzupassenden Intensitit der Lumineszenz des ungequenchten Donors
([113]): Maximum der Lebenszeitverteilung ([G9:H9]), Breiten der Verteilungen ([G10:H12]), Hohe
der Verteilung ([G13:H13]).

Der Abstand ([B15]) der den Abstandsbereich (in A) der zu fittenden Verteilung bestimmt ([E19:
GV19)).

Lebenszeit des ungequenchten Donors ([B16]), Forster-Radius des FRET-Paares ([B17]),
Gesamtintensitét der experimentel ermittelten Lumineszenzabklingkurve ([B18]).

Eine Zeile ([E19: GV19]) mit den x-Werten der Lebenszeitverteilungen, die durch den Abstand
([B15]) generiert werden.

Eine Zeile ([E21: GV21]) mit den Werten der Transfereffienz fiir die jeweiligen Abstidnde ([E19:
GV19)).

Eine Zeile ([E22: GV22]) mit der 6ten Potenz des Forster-Radius des FRET-Paares.

Nummerierung ([A22: A221]) der einzelnen Datenpunkte (max. 1000).

Eine Zeile ([E18: GV18]) mit der Summe der gefitteten Lebenszeitverteilungen.

Eine Spalte ([D22: D221]) mit den Zeitwerten der experimentell ermittelten Abklingkurven.

Eine Spalte ([B22: B221]) mit den Intensititen der experimentell ermittelten Abklingkurven.

Eine Spalte ([C22: C221]) mit den gefitteten Intensititen. Diese ist das Ergebnis der Solver-
Berechnungen als Summe der gesamten Zeile ([Ex:CVx]).

Eine Spalte ((GW22: GW222]) mit den Quadraten der Abweichungen zwischen experimentellen und
berechneten Intensitédten fiir jedes ¢. Die Summe des Quadrates, multipliziert mit 1000 ist in ([H3])
dargestellt.

Eine Spalte ([GX22: GX222]) mit den relativen Quadraten der Abweichungen fiir jedes ¢. Die
Summe dieser, multipliziert mit 1000 ist in ([H4]) dargestellt.

Eine Spalte (|[GY22: GY222]) mit den Quadraten der Abweichungen fiir jedes ¢ geteilt durch das
Quadrat der experimentell ermittelten Intensitéiten fiir jedes . Die Summe dieser, multipliziert mit
1000 ist in ([H5]) dargestellt.

Eine Spalte ([GZ22: GZ222]) mit den Absolutabweichungen zwischen exerimentellen und gefitteten
Intensititen fiir jedes ¢. Maximum und Minimum dieser Spalte sind in den Zellen ([GZ18]) und
([GZ19]), deren Mittelwert in Zelle ([H6]) dargestellt.

Gleichungen in den Zellen:

[H2] = BESTIMMTHEITSMASS(B22:B221,C22:C221)

[H3] = SUMME(GW22: GW222)*1000

[H4] = SUMME(GX22: GX222)*1000

[H5] = SUMME(GY 22: GY 222)*1000

[H6] = (GZ18 + GZ19)/2*1000

[E19: GV19] = E19 (Anfangswert fiir den Abstand); al9 = (a-1)19+$B$15 (a=F bis GV)
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[E18: GVI18] = S$G$I13/(1+EXP(-(a$19-$G$9+$G$10/2)/$GS$11))*(1-(1/(1+EXP(-(a$19-$GS$9-
$G$10/2)/$G$12))))+$SHS13/(1+EXP(-(a$19-SHS$9+$H$10/2)/$HS11))*(1-(1/(1+EXP(-(a$19-$H$9-
$H$10/2)/$H$12)))) (a=E to GV). Asymmetrischer Doppelsigmoidalfit

[E18: GVI8] = ($GS11/($GS10*WURZEL(2*PI())))*EXP(-0.5*(($G$9-
a$19)/$G$10)"2)+($HS$11/($H$10*WURZEL(2*PI())))*EXP(-0.5*(($H$9-a$19)/$HS$10)"2) (a=E
bis GV). DoppelgauBfit

[C22: C221] = SUMME(Ex: GVx) (x=22 bis 221).

[GW22: GW221]) (Bx-Cx)"2 (x=22 bis 221).

[GX22: GX221]) GWx/Bx (x=22 bis 221).

[GY22: GY221]) GWx/(Bx"2) (x=22 bis 221).

[GZ22: GZ221] ) ABS(Bx-Cx) (x=22 bis 221).

[GZ18] )MAX(GZ$19: GZ$221)

[GZ19] )MIN(GZ22: GZ221)
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A.6 Ermittelte Lebenszeit- und Abstandsverteilungen der Zink-Histidin-

Assays
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gao0

400 -

Haufigkeit [counts)

200 4

1] 100 200 3aa 400 00 go0

Lebenszeit [pg]

Haufigkeit [counts)

Abstand [him]

Haufigkeit [counts]
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Lehenszeit [psg]

Abstand [nrm]

Abbildung A.4. Ermittelte FRET-Verteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD525 fiir jede der acht
Messungen a) unkorrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen des Akzeptors b) korrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen

des Akzeptors ¢) unkorrigierte FRET-Abstandsverteilungen des Akzeptors d) korrigierte FRET-Abstandsverteilungen

des Akzeptors.
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Abbildung A.5. Ermittelte FRET-Verteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD565 fiir jede der acht
Messungen a) unkorrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen des Akzeptors b) korrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen
des Akzeptors ¢) unkorrigierte FRET-Abstandsverteilungen des Akzeptors d) korrigierte FRET-Abstandsverteilungen
des Akzeptors.
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Abbildung A.6. Ermittelte FRET-Verteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD605 fiir jede der acht
Messungen a) unkorrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen des Akzeptors b) korrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen
des Akzeptors ¢) unkorrigierte FRET-Abstandsverteilungen des Akzeptors d) korrigierte FRET-Abstandsverteilungen
des Akzeptors.
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Abbildung A.7. Ermittelte FRET-Verteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD655 fiir jede der acht
Messungen a) unkorrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen des Akzeptors b) korrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen
des Akzeptors ¢) unkorrigierte FRET-Abstandsverteilungen des Akzeptors d) korrigierte FRET-Abstandsverteilungen
des Akzeptors.
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Abbildung A.8. Ermittelte FRET-Verteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Pep-ITK-QD705 fiir jede der acht
Messungen a) unkorrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen des Akzeptors b) korrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen
des Akzeptors ¢) unkorrigierte FRET-Abstandsverteilungen des Akzeptors d) korrigierte FRET-Abstandsverteilungen
des Akzeptors.
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A.7 Ermittelte Lebenszeit- und Abstandsverteilungen der Biot-Strep-Assays
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Abbildung A.9. Ermittelte FRET-Verteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD525 fiir unterschiedliche
QD-Konzentrationen bei konstanter Lumi4Tb-Konzentration (2nM) a) unkorrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen des
Akzeptors b) korrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen des Akzeptors ¢) unkorrigierte FRET-Abstandsverteilungen des
Akzeptors d) korrigierte FRET-Abstandsverteilungen des Akzeptors e€) FRET-Lebenszeitverteilungen des Donors f)

FRET-Abstandsverteilungen des Donors.
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Abbildung A.10. Ermittelte FRET-Verteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD565 fiir unterschiedliche
QD-Konzentrationen bei konstanter Lumi4Tb-Konzentration (2nM) a) unkorrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen des
Akzeptors b) korrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen des Akzeptors ¢) unkorrigierte FRET-Abstandsverteilungen des
Akzeptors d) korrigierte FRET-Abstandsverteilungen des Akzeptors e) FRET-Lebenszeitverteilungen des Donors f)
FRET-Abstandsverteilungen des Donors.
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Abbildung A.11. Ermittelte FRET-Verteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD605 fiir unterschiedliche
QD-Konzentrationen bei konstanter Lumi4Tb-Konzentration (2nM) a) unkorrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen des
Akzeptors b) korrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen des Akzeptors ¢) unkorrigierte FRET-Abstandsverteilungen des
Akzeptors d) korrigierte FRET-Abstandsverteilungen des Akzeptors e€) FRET-Lebenszeitverteilungen des Donors f)
FRET-Abstandsverteilungen des Donors.
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Abbildung A.12. Ermittelte FRET-Verteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD655 fiir unterschiedliche
QD-Konzentrationen bei konstanter Lumi4Tb-Konzentration (2nM) a) unkorrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen des
Akzeptors b) korrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen des Akzeptors ¢) unkorrigierte FRET-Abstandsverteilungen des
Akzeptors d) korrigierte FRET-Abstandsverteilungen des Akzeptors e) FRET-Lebenszeitverteilungen des Donors f)

FRET-Abstandsverteilungen des Donors.
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Abbildung A.13. Ermittelte FRET-Verteilungen im FRET-System Lumi4Tb-Strep-Biot-QD705 fiir unterschiedliche
QD-Konzentrationen bei konstanter Lumi4Tb-Konzentration (2nM) a) unkorrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen des
Akzeptors b) korrigierte FRET-Lebenszeitverteilungen des Akzeptors ¢) unkorrigierte FRET-Abstandsverteilungen des
Akzeptors d) korrigierte FRET-Abstandsverteilungen des Akzeptors e€) FRET-Lebenszeitverteilungen des Donors f)
FRET-Abstandsverteilungen des Donors.
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