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1. Einleitung

Die qualitative und quantitative Analyse von Zellen,
Proteinen und anderen biologischen Systemen in komplexen
Matrices ist f�r die Diagnose von Krankheiten wichtig.
Hierf�r gibt es eine Vielzahl von Methoden, darunter das
ELISA-Verfahren (enzymgekoppelter Immunadsorptions-
test), „Omics“ und verwandte Verfahren in Kopplung mit der
Massenspektrometrie sowie weitverbreitete Techniken wie
die Gelelektrophorese zum Nachweis von St�rungen des
Blutserums bei Patienten mit Leberversagen oder anderen
Stoffwechselproblemen.[1] Zur Detektion von Mikroorganis-
men sind das Plattieren und Kultivieren von Zellen ebenso
wie die Polymerasekettenreaktion (PCR) Standard. Virale
Infektionen werden im Allgemeinen durch ELISA nachge-
wiesen, oder, beim fr�hzeitigen HIV-Nachweis, durch PCR.[2]

Weitere Methoden zum Nachweis von Mikroorganismen,
einschließlich elektrochemischer Tests, wurden vorgeschla-
gen.[3] Einfache und schnelle Tests, die die Anwesenheit eines
solchen Analyten durch Farbumschlag oder eine �nderung

im Fluoreszenzverhalten anzeigen,
sind hingegen kaum bekannt. Ein sol-
cher „Teststreifen“ k�nnte sogar eine
kleine Indikatorenbibliothek enthal-
ten, die auf kombinierte Weise die Ab-
oder Anwesenheit bestimmter Analy-

te anzeigen k�nnte.
Durch die Kombination von selektiven anstelle von spe-

zifischen Sensoren/Indikatoren in einem Sensorarray entsteht
eine chemische Nase oder Zunge, die durch ihr kombiniertes
Ansprechverhalten Analyten oder Krankheitszust�nde iden-
tifiziert. Die Bezeichnungen chemische Zunge und chemische
Nase liest man oft im Zusammenhang mit selektiven Elek-
troden und der elektrochemischen Detektion von Analyten.[4]

Diese Methoden sind sehr n�tzlich, jedoch wollen wir uns in
diesem Kurzaufsatz auf optische Detektionsmethoden kon-
zentrieren, genauer gesagt auf Materialien, die ein Fluores-
zenzsignal erzeugen. Thematisch nah an diesem Thema sind
kleine Bibliotheken von Farbstoffen, die bei Kontakt mit
Analyten einen Farbwechsel erfahren. Interessante Beispiele
f�r die Erfassung von mannigfaltigen Analyts�tzen sind die
von Suslick et al. eingesetzen Sensoren auf der Basis von In-
dikator-Arrays[5] oder die von Anslyn und Hewage beschrie-
bene Minibibliothek von Thiol-funktionalisierten Squarain-
Farbstoffen zum Nachweis von Metallkationen.[6] Die Sig-
naltransduktion kann bei solchen Bibliotheken �ber ver-
schiedene Mechanismen erfolgen; im Falle von Suslicks
Sensoren �ndert eine Serie solvatochromer Farbstoffe ihre
Farbe nach Kontakt mit den Analyten. Man k�nnte sich auch
eine Reihe von kreuzreaktiven,[7] aber nicht sehr selektiven
Sensormolek�len vorstellen, die als Verdr�ngungsassay fun-
gieren, indem der Komplex durch einen Analyten gespalten
wird.[8,9] Beim Indikator-Verdr�ngungsassay (indicator dis-
placement assay, IDA) wird eine molekulare Einheit, die ein
oder mehrere Erkennungselemente enth�lt, mit einer sig-
nalgebenden Einheit, typischerweise einer kolorimetrischen

Goldnanopartikel (Gold-NPs) l�schen die Fluoreszenz adsorbierter
Fluorophore. Sobald solche Komplexe durch einen Analyten gespal-
ten werden, beobachtet man ein „Anschalten“ der Fluoreszenz. Durch
eine sorgf�ltige Auswahl von funktionalisiertem NP und Fluorophor
lassen sich Komplexe mit differentiellem Ansprechverhalten auf
Analyte erhalten, was zu vielseitigen und dennoch einfachen Array-
basierten Sensorplattformen f�hrt. Mithilfe dieser Methode k�nnen
wir Proteine in Pufferl�sungen und im Blutserum identifizieren,
zwischen unterschiedlichen Bakterienspezies und -st�mmen differen-
zieren und gesunde, karzin�se und metastatische Human- und
Mauszellen voneinander unterscheiden.
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Spezies oder einem fluoreszierenden Molek�l, kombiniert.
Farbstoff und Erkennungseinheit bilden einen selbstorgani-
sierten, „supramolekularen“ Komplex. Setzt man diesen dem
gel�sten Analyten zu, so ersetzt der Analyt einige oder alle
Farbstoffeinheiten, und ein Signal wird generiert.

Bei einem klassischen Sensor oder Indikator ist das de-
tektierende Element kovalent mit der signalgebenden Ein-
heit verkn�pft. Die Anbindung eines Analyten induziert eine
elektronische Ver�nderung im Farbstoff, was zu einer Rot-
oder Blauverschiebung des Absorptions- und/oder Emis-
sionsspektrums f�hrt.[10] Der Vorteil des IDA-Verfahrens
gegen�ber klassischen Nachweisverfahren ist sein „Mix-and-
match“-Charakter, was heißt, dass eine Serie von n Rezep-
toreinheiten mit einer zweiten Serie von m Indikatormole-
k�len kombiniert werden kann, woraus eine Matrix von n � m
selbstorganisierten IDA-Elementen resultiert. Der pr�para-
tive Aufwand f�r den Aufbau einer solchen Sensorbibliothek
ist damit weit geringer, als jeden neuen Sensor einzeln zu
synthetisieren. Dar�ber hinaus k�nnen die beiden IDA-
Komponenten unabh�ngig voneinander modifiziert werden,
um Bindungsaffinit�ten und Selektivit�ten der erhaltenen
IDA zu manipulieren.

Suspensionen von Goldnanopartikeln (Au-NPs)[11] haben
eine intensive Farbe, und oberfl�chengesch�tzte Au-NPs ha-
ben breite Anwendung in biologischen Nachweisverfahren
gefunden.[12] Es sind starke Fluoreszenzl�scher, die entweder
durch resonanten Fluoreszenzenergietransfer (FRET) oder
einen Elektronentransfer-Mechanismus agieren. NPs k�nnen
in Gr�ßen zwischen 2 und 50 nm hergestellt werden. Mono-
schichten[13] von Liganden erm�glichen eine fein abgestimmte
L�slichkeit in jedem gew�nschten L�sungsmittel und k�nnen
zus�tzlich sensorische Einheiten oder molekulare Erken-
nungselemente enthalten. Die Molek�le der Monoschicht,
die normalerweise Thiol-Endgruppen tragen, werden durch
Ligandenaustausch unter Bildung einer Gold-Schwefel-Bin-
dung an das NP verankert. Die Kombination von NPs mit
unterschiedlichen Thiol-Liganden bietet Zugang zu einer
Vielfalt funktionalisierter Fluoreszenzl�scher auf NP-Basis
von unterschiedlichster Gr�ße und mit unterschiedlichen
Erkennungselementen und Valenzeigenschaften.[14,15] Die
Ladung und Hydrophobie der Monoschichten, und damit
auch der gesch�tzten NPs, lassen sich also gezielt einstellen.

Die durch Monoschichten gesch�tzten NPs sind polyva-
lent und lassen sich mit jeder Art von Fluorophor kombi-
nieren. Wir beschr�nken uns in diesem Kurzaufsatz auf IDAs,
die durch Kombination von positiv geladenen Au-NPs mit

negativ geladenen konjugierten Polymeren vom PPE-Typ
(Poly(para-phenylenethinylen)) und dem anionischen, gr�n
fluoreszierenden Protein (GFP) entstehen (Abbildung 1). In
beiden F�llen erh�lt man attraktive selbstorganisierte IDA-

Sensoren, die Proteine, Bakterien und Zellen durch ein
Analyt-induziertes „Anschalten“ der Fluoreszenz erkennen
k�nnen. Gold ist nicht das einzige Material, das f�r diesen
Ansatz geeignet ist, und im Abschnitt 5 zeigen wir, dass auch
Cobaltferrit-NP/PPE-Konstrukte f�r den IDA-Nachweis von
Pyrophosphat (PPi) in Gegenwart von Phosphat (Pi) genutzt
werden k�nnen.
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Abbildung 1. Fluorophore 1–4.
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2. Wechselwirkungen von Gold-Nnanopartikeln mit
konjugierten Polymeren

2.1. Gold-NPs sind leistungsstarke Fluoreszenzl�scher

Heeger, Bazan et al.[16] entdeckten, dass die Fluoreszenz
des kationischen wasserl�slichen Polyfluorens 1 (Abbil-
dung 1) durch die Zugabe winziger Mengen von Au-NPs
unterschiedlicher Gr�ße gel�scht wird. Die NPs weisen ef-
fektive Stern-Volmer-Konstanten (KSV) in der Gr�ßenord-
nung KSV = 107–1011 auf. Der Mechanismus der Fluoreszenz-
l�schung (Elektronen- oder Energietransfer) konnte nicht
mit Sicherheit gekl�rt werden, allerdings l�sst die deutliche
�berlappung des Emissionsspektrums von 1 mit dem Ab-
sorptionsspektrum der NPs auf einen FRET-Mechanismus
schließen. Die Autoren nahmen an, dass die Fluoreszenzl�-
schung durch einen statischen Mechanismus erfolgt, was bei
Emissionslebensdauern der konjugierten Polymere 1–3 von
0.3–0.7 ns allgemein der Fall ist. Unter diesen Bedingungen
sind die beobachteten Stern-Volmer-Konstanten gleich einer
Bindungskonstanten Ka. Diffusionskontrollierte oder dyna-
mische Fluoreszenzl�schung spielen bei den mikromolaren
Polymerkonzentrationen, wie sie in diesen Studien verwendet
wurden, nur eine kleine Rolle. Die Stern-Volmer-Gleichung
[Gl. (1); I0 ist die anf�ngliche Fluoreszenzintensit�t, I[Q] ist die
Intensit�t nach Zugabe des Fluoreszenzl�schers] bietet damit
einen bequemen Ansatz f�r die Bestimmung von Bindungs-
konstanten.

I0=I½Q� ¼ 1þKSV½Q� ð1Þ

Aus den Daten ermittelten Heeger, Bazan et al. hohe ef-
fektive Stern-Volmer-Konstanten (KSV), wobei aber die Kur-
ve I0/I[Q] als Funktion der Konzentration des Fluoreszenzl�-
schers nicht linear, sondern nach oben gekr�mmt verlief.
Woran liegt das? In der Stern-Volmer-Gleichung steht [Q] f�r
die Konzentration des freien Fluoreszenzl�schers Q, und
nicht etwa f�r dessen Gesamtkonzentration (dies ist [Q]tot).
[Q] ist allerdings schwierig zu messen, w�hrend [Q]tot einfach
die Konzentration des zugef�gten Fluoreszenzl�schers ist.
F�r den Fall, dass das Produkt aus Ksv und [Fluorophor]
kleiner 1 ist, kann [Q] mit [Q]tot angen�hert werden, und es
resultiert eine lineare Kurve.[17] F�r den Fall Ksv [Fluoro-
phor] @ 1 gilt diese N�herung dagegen nicht mehr, und es gilt
[Q] ! [Q]tot. In diesen F�llen muss Gleichung (2) verwendet
werden, um zuverl�ssige Ksv- oder Ka-Werte zu erhalten.

I Q½ � ¼I0 þ
a

2
½F�0 þ n½Q�tot þ

1
KSV

� �
�

�

½F�0 þ n½Q�tot þ
1

KSV

� �2

�4n½F�0½Q�tot

� �1=2
# ð2Þ

2.2. Einfluss von Hydrophobie und Ladung auf die Bindung von
konjugierten PPE-Polymeren an Monoschicht-gesch�tzte NPs[18]

Wie wird die Bindung zwischen konjugierten Polymeren
und Au-NPs von der Polymerstruktur und der sch�tzenden
Monoschicht auf den Au-NPs beeinflusst? Um hierf�r ein

systematisches Verst�ndnis zu erhalten, haben wir die beiden
anionischen PPEs 2 und 3 untersucht. Durch die zus�tzlichen
verzweigten Oligoethylenglycol-Seitenketten am PPE-R�ck-
grat erh�ht sich die Fluoreszenz von 3 gegen�ber der von 2
um den Faktor vier. Gleichzeitig werden die nichtspezifischen
Wechselwirkungen mit biologischem Material minimiert, was
ein wichtiger Aspekt f�r unseren Sensorentwurf war. Die
Verwendung von GFP (4), einem negativ geladenen, fluo-
reszierenden Protein, erlaubt zus�tzliche Flexibilit�t hin-
sichtlich der Bindungs- und Fluoreszenzeigenschaften. Die
von uns eingesetzten Fluorophore und Thiol-Komponenten
sowie die Struktur einer gesch�tzten Au-Oberfl�che sind in
den Abbildungen 1 und 2 dargestellt.

Um die grundlegenden Wechselwirkungen zwischen
Gold-NPs und konjugierten Polymeren zu verstehen, ver-
wendeten wir das einfach aufgebaute PPE 3[19,20] und ermit-
telten die Bindungskonstanten f�r die Bindung zwischen 3
und NP1–NP11 in w�ssriger L�sung bei unterschiedlichen
Ionenst�rken. Die Bindungskonstanten wurden anhand der
Fluoreszenzl�schung von 3 durch NP1–NP11 und Auswer-
tung der Daten mit Gleichung (2) erhalten. Abbildung 3 zeigt
die Ergebnisse der Bindungsexperimente bei unterschiedli-
chen NaCl-Konzentrationen.

Abbildung 2. Oben: Struktur eines durch eine Thiol-Monoschicht ge-
sch�tzten Au-NP. Unten: verwendete Thiole.
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Mit aromatischen Monoschichten funktionalisierte NPs
sind wirksamere Fluoreszenzl�scher und binden demzufolge
fester an das konjugierte Polymer 3 als aliphatische Mono-
schichten. Unter den aliphatischen NPs geht NP6 die st�rkste
Bindung mit 3 ein. Ein zweiter Trend ist die Abh�ngigkeit der
Bindungskonstanten von der NaCl-Konzentration. Da viele
biologische Prozesse in einer Umgebung mit hoher Ionen-
st�rke stattfinden, musste der Einfluss auf die Bindung von 3
an NPs bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen ermittelt
werden.

Die Bindung zwischen NPs und 3 hat hydrophobe und
elektrostatische Anteile. Eine zunehmende Salzkonzentra-
tion sollte sich, zumindest auf den ersten Blick, st�rend auf
den elektrostatischen Anteil auswirken, den hydrophoben
Anteil aber ungest�rt lassen. Jedoch scheinen die Verh�lt-
nisse komplizierter zu sein: Die am st�rksten hydrophoben
NPs (die „aromatisch“ funktionalisierten) weisen die h�chs-
ten Bindungskonstanten in reinem Wasser auf, zeigen sich
aber am st�rksten von der Salzkonzentration abh�ngig. Die-
ser Effekt k�nnte seine Ursache darin haben, dass die
schwache Bindung zwischen der p-Fl�che des Polymers und
den kationischen Kopfgruppen (Kation- p-Wechselwirkun-
gen) gest�rt wird.[21]

Zur weiteren Analyse haben wir die Hydrophobie der
Liganden (bestimmt durch den Verteilungskoeffizient) mit
den Bindungskonstanten (Ka) korreliert, wie sie aus der Tit-
ration der Gold-NPs mit 3 erhalten wurden (Abbildung 4).
Interessanterweise haben im Fall der Alkyl-substituierten
Thiole die hydrophoben Eigenschaften keinen großen Ein-
fluss auf die Bindung. Ihre h�here Hydrophobie f�hrt nicht zu
einer gr�ßeren Bindungskonstante. Der Grund hierf�r
k�nnte sein, dass gleichzeitig die elektrostatische Wechsel-
wirkung des Gold-NP mit 3 abnimmt. Im Falle der aromatisch
substituierten Thiole korreliert hingegen Ka mit der Hydro-
phobie des Au-NP. Je hydrophober die Ligandensph�re um
das Gold-NP ist, umso gr�ßer ist die Bindungskonstante f�r
die Anbindung an 3. Dieses Ergebnis ist leicht nachvollzieh-
bar, da die starken Aren-Aren-Wechselwirkungen zwischen
den Gold-NPs und PPE die Bindung verst�rken werden. Je-

doch muss eine starke elektrostatische Komponente vorhan-
den sein, da die Konstrukte aus 3 und „aromatischen“ NPs
beim steigender Salzkonzentration rasch gespalten werden.
Bei physiologischen Salzkonzentrationen ist die Bindung der
NPs mit aromatischer Kopfgruppe zwar geschw�cht, mit Ka =

106–107 aber immer noch groß genug, um diese Systeme in
Verdr�ngungsassays einsetzen zu k�nnen. Falls h�here Bin-
dungskonstanten erw�nscht sind, kann PPE 2 eingesetzt
werden, das eine h�here Ladungsdichte aufweist und h�here
Bindungskonstanten ergibt. Die Titration von NP3 mit 2 er-
gab Ka = 1.7 � 108, die Titration von NP3 mit 3 ergab Ka =

8.8 � 107. Charakteristische Titrationskurven f�r die Wech-
selwirkung von NP3 mit 2 sind in Abbildung 5 gezeigt.

Abbildung 3. Logarithmische Auftragung der Bindungskonstanten f�r
Konjugate zwischen NP2–NP12 und PPE 3 in Wasser und in 0.1, 0.25
und 0.5 m NaCl-L�sung (Ks = KSV =Ka). Wiedergabe mit Genehmigung
nach Lit.[18].

Abbildung 4. Logarithmische Auftragung der Bindungskonstanten ge-
gen die Verteilungskoeffizienten von NP1–NP11. Wiedergabe mit Ge-
nehmigung nach Lit. [18].

Abbildung 5. �nderung der Fluoreszenzintensit�t von 2 (100 nm) bei
465 nm nach Zugabe des kationischen NP3. Der Einschub zeigt das
Fluoreszenzspektrum von 2 vor und nach der Zugabe von NP3 sowie
eine Photographie der L�sung. Wiedergabe mit Genehmigung nach
Lit. [22].
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3. Erkennung von Proteinen mit Goldnanopartikel-
Fluorophor-Konstrukten

3.1. Erkennung von Proteinen mit Konstrukten aus PPE und einer
Bibliothek aus sechs NPs[22]

Um die Eignung von NP-PPE-Konstrukten zum Nach-
weis von Proteinen zu untersuchen, wurde eine kleine Bib-
liothek aus den NPs NP0,1,3,5,10,12 und dem Carboxylat-
PPE 2 erzeugt. L�sungen der NPs wurden mit einer ver-
d�nnten L�sung von 2 gemischt, bis die Fluoreszenz des PPE
auf 10 % des Ursprungswerts gesunken war (Abbildungen 5
und 6). Die Bibliothek wurde mit verd�nnten L�sungen der

sieben in Abbildung 7 gezeigten Proteine versetzt, und die
Fluoreszenz�nderung der Konstrukte wurde quantifiziert
(Abbildung 8). Schon an den Rohdaten ist zu erkennen, dass
die sieben Protein-Analyte ein unterschiedliches Ein- und
Ausschalten der Fluoreszenz der sechs NP-PPE-Konstrukte
bewirken. Nicht ganz unerwartet zeigt b-Gal den st�rksten
Einfluss, was sein hohes Molekulargewicht und die stark ne-
gative Ladung bekundet. Cytochrom c (CC) zeigt eine wirk-
same Fluoreszenzl�schung als Folge des effektiven FRET
vom PPE zum stark farbigen Protein. In der linearen Dis-
kriminanzanalyse (Abbildung 8b) sind alle sieben Proteine
deutlich unterscheidbar, und die mathematischen Unbe-
kannten aus dem Trainingsdatensatz wurden mit 95 % Ge-
nauigkeit identifiziert.

3.2. Gr�n fluoreszierendes Protein zur Erkennung von Proteinen
im Blutserum[23]

Die Unterscheidung von Proteinen mithilfe dieser einfa-
chen, nichtbiologischen NP-PPE-Konstrukte gelingt er-
staunlich genau. Der Grund d�rfte darin liegen, dass jedes
NP-PPE-Konstrukt ein analoges Ansprechverhalten auf jedes
der Proteine zeigt: Wenn angenommen wird, dass jede
Fluoreszenz-Antwort z. B. 1000 unterscheidbare Werte erge-
ben kann, so h�tte man eine theoretische Antwortbreite im
Bereich von 10006 = 1018 unterschiedlich ansprechenden
Elementen (die tats�chliche Zahl ist geringer, da nicht alle
Antworten unabh�ngig voneinander sind). Der m�gliche
Nachweis einzelner Proteine in Wasser – wiewohl von fun-
damentalem Interesse – ist nicht hinreichend, um diese
Konstrukte zur Erkennung von Analyten in komplexen Ma-
trices wie Blutserum, Sperma, Urin oder Schweiß einzuset-
zen. Die diagnostisch wichtigste biologische Matrix ist
menschliches Blutserum (die proteinreiche L�sung, die �b-
rigbleibt, wenn weiße und rote Blutk�rperchen aus dem Blut
entfernt werden).[24] Das Blutplasma/Serum-Proteom enth�lt
mehr als 20 000 unterschiedliche Proteine und ist damit das
perfekte Testsystem f�r jedwede bioanalytische Methode.
Um nichtspezifische Wechselwirkungen zwischen Fluorophor
und den Serumproteinen zu minimieren, wurde gr�n fluo-
reszierendes Protein (GFP) als Fluorophor zur Erkennung
von Serumproteinen eingesetzt; PPE kann nichtspezifische
Wechselwirkungen mit verschiedenen Proteinen zeigen
(Abbildung 9).[25a] Dar�ber hinaus weist GFP eine definierte
Gr�ße und definiertes Molekulargewicht auf, und weil der

Abbildung 6. Fluorophorverdr�ngungsassay zum Proteinnachweis.
a) Verdr�ngung des fluoreszenzgel�schten Polymers durch den Pro-
teinanalyt, einhergehend mit der Wiederherstellung der Fluoreszenz.
b) Generierung eines Analysemusters durch differentielle Abspaltung
fluoreszierender Polymere von den Gold-NPs. Wiedergabe mit Geneh-
migung nach Lit. [22].

Abbildung 7. Relative Gr�ßen, Molekulargewichte und isoelektronische
Punkte (pI) der sieben Proteine und des Au-NP, die im Verdr�ngungs-
assay in Lit. [22] verwendet wurden. BSA = Rinderserumalbumin. Wie-
dergabe mit Genehmigung nach Lit. [22].
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Fluorophor in einer fassf�rmigen Proteinstruktur eingebettet
ist, sind aggregationsinduzierte Fluoreszenzl�schung und die
Bildung von Excimeren, wie sie bei konjugierten Polymeren
auftreten k�nnen, deutlich reduziert.[25b] Die Bindungskon-
stanten der GFP-NP-Komplexe sind �hnlich hoch wie im Fall
von PPE; zum Beispiel zeigt der NP13-GFP-Komplex einen
Ka von 5 � 109, �hnlich dem Komplex zwischen PPE 3 und
NP10–13.

Die 20 am h�ufigsten vorkommenden Serumproteine
machen gewichtsm�ßig 99% aller Serumproteine aus. Von
diesen 20 stellen wiederum die f�nf h�ufigsten, n�mlich Al-
bumin (70%), IgG (14 %), Transferrin (5.7%), Fibrinogen
(2.8%) und a-Antitrypsin (0.7%), 93 % der Proteinmasse im
menschlichen Blutserum. Serumproben werden bei medizi-
nischen Diagnosen �blicherweise durch einfache Elektro-
phorese untersucht,[1] wodurch sich St�rungen im Protein-
haushalt, die einen Hinweis auf Leberst�rungen und andere
Krankheiten geben, bestimmen lassen. F�r den Nachweis von

Proteinen wie Troponin hingegen, die nur in Spuren vor-
kommen, werden Antik�rpertests eingesetzt. Ein Br�cken-
schlag zwischen diesen beiden Methoden sind die 2D-SDS-
PAGE[1]-Elektrophorese und die SELDI-Massenspektrome-
trie (SELDI = oberfl�chenverst�rkte Laser-Desorption/Ioni-
sation).[26] Monoklonale Antik�rper sind sehr empfindlich,
erfordern aber f�r jedes Protein einen spezifischen Antik�r-
per; die Elektrophorese ist einfach, aber in ihren M�glich-
keiten begrenzt, w�hrend die Massenspektrometrie teure
Ger�tetechnik erfordert und keinen hohen Durchsatz er-
m�glicht. Daher besteht Interesse an grundlegenden dia-
gnostischen Methoden, mit denen der Gehalt eines be-
stimmten Proteins im Serum bestimmt werden kann. Zu
diesem Zweck wurde eine Bibliothek der positiv geladenen
NP1,3,6,9 und NP13 erstellt, die mit dem negativ geladenem
GFP in kommerziell erh�ltlichem Human-Blutserum kom-
biniert wurden. Ein typisches Verh�ltnis von NP zu GFP, bei
dem Komplexe mit einem Optimum an Reaktionsf�higkeit
gegen�ber hinzugef�gten Proteinen erhalten wurden, war 2:1
bei einer NP-Konzentration von 500 nm. Abbildung 10 zeigt
die Fluoreszenz�nderung der NP-GFP-Konstrukte im Serum
bei Konzentrationen von je 500 nm HSA, IgG, Fibrinogen,
Antitrypsin und Transferrin. Man beobachtet sowohl Ab- als
auch Zunahme der Fluoreszenzintensit�t. Die lineare Dis-
kriminanzanalyse zeigt, dass die Proteine, mit Ausnahme von
IgG und Antitrypsin, zweidimensional gut aufgel�st werden
und nicht�berlappende Muster bilden. Allerdings k�nnen
IgG und Antitrypsin in der dritten Dimension differenziert
werden (nicht gezeigt). In weiteren Versuchen ließ sich zei-

Abbildung 8. Array-basierter Nachweis von Proteinanalyten in Konzen-
trationen von 5 mm. a) Fluoreszenzantworten (DI) des NP-PPE-Sensors
(NP0,1,3,5,10,12) f�r verschiedene Proteine (BSA: Rinderserumalbu-
min, CC: Cytochrom c, b-Gal: b-Galactosidase, PhosA: saure Phospha-
tase, PhosB: alkalische Phosphatase, SubA: Subtilisin A). Jeder Wert
ist der Mittelwert aus sechs Parallelmessungen. b) Kanonisches Score-
Diagramm der ersten zwei Faktoren aus vereinfachten Fluoreszenzant-
wortmustern, wie sie in den NP-PPE-Arrays der sieben Proteine (5 mm)
erhalten wurden. Die kanonischen Scores wurden durch lineare Diskri-
minanzanalyse (LDA) f�r die Identifizierung der sieben Proteine be-
rechnet. Ellipsen markieren einen Vertrauensbereich von 95 %. Wieder-
gabe mit Genehmigung nach Lit. [22].

Abbildung 9. Kompetitive Bindung zwischen Proteinen und einem
fluoreszenzgel�schten GFP-NP-Komplex: Je nachdem, ob das Protein
GFP vom NP verdr�ngt oder bevorzugt an GFP anlagert, kommt es zu
einer Aktivierung der Fluoreszenz oder einer weiteren L�schung. Un-
tersucht wurden NP1,3,6,9 und 13. Wiedergabe mit Genehmigung
nach Lit. [23].
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gen, dass auch Mischungen verschiedener Proteine oder die
Zugabe eines Proteins in unterschiedlichen Konzentrationen
zu einer spezifischen und reproduzierbaren �nderung in den
LDA-Mustern f�hrte.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass einfache Bi-
bliotheken aus unterschiedlich funktionalisierten Gold-NPs
und entweder Biofluorophoren wie GFP oder aber konju-
gierten Polymeren bef�higt sind, Proteine ebenso wie St�-
rungen im Proteinhaushalt in einer komplexen Matrix wie
dem Blutserum erkennen und aufsp�ren zu k�nnen. Dies ist
ein beeindruckendes Ergebnis f�r diese doch eher einfachen
Konstrukte, bei denen hierzu elektrostatische und hydro-
phobe Wechselwirkungen reichen.

4. Erkennung von Bakterien- und S�ugerzellen mit
PPE-NP-Konstrukten

4.1. Wechselwirkungen von Bakterien mit anorganischen NPs

Bakterien sind zwischen 0.5 und 10 mm groß und haben
eine negativ geladene Oberfl�che, wodurch sie mit NPs ver-
schiedener Gestalt Wechselwirkungen eingehen k�nnen.
Murphy et al.[27a] zeigten, dass CTAB-funktionalisierte
Goldnanost�bchen und -nanosph�ren (Abbildung 11;
CTAB = Cetyltrimethylammoniumbromid) homogen auf der
H�lle von B. cereus anlagern. Die Teichons�uregruppen ver-
leihen diesem Gram-positiven Mikroorganismus eine stark
negative Ladung, wodurch elektrostatische Bindungen zu
kationischen Materialien erleichtert werden.

Bei anderen Untersuchungen wurden Mannose-substitu-
ierte Gold-NPs spezifisch durch die Pili von E.-coli-Bakterien
komplexiert (Pili sind feine „H�rchen“ auf der Oberfl�che
des Bakteriums). Pili sind reich an Lectinen, d.h. zuckerbin-
denden Proteinen, und wechselwirken daher bevorzugt mit
jenen Bestandteilen des Bakteriums.[28] In einer Studie von
Bertozzi und Bednarski wurde mittels Avidin ein Mannose-
Biotin-Konstrukt erzeugt und mit E.-coli-Bakterien zusam-
mengebracht.[27b] Ein Avidin-Antik�rper wurde hinzugege-
ben und das gebildete Konstrukt mit Protein-A-funktionali-
sierten Gold-NPs inkubiert. Dieses Vorgehen erm�glichte die
Visualisierung von funktionellen Mannose-bindenden Grup-
pen auf den Pili mittels TEM. Auf eine �hnliche Weise wur-
den Goldnanost�bchen durch elektrostatische Wechselwir-
kungen oder kovalente Beladung mit einem Antik�rper ge-
gen P. aeruginosa funktionalisiert. Durch Inkubieren mit P.
aeruginosa wurden Hybride erhalten, bei denen die Nano-
st�bchen die Bakterienoberfl�che bedeckten.[29] Wechselwir-
kungen zwischen Fluorophor-NP-Konstrukten und Bakterien
wurden bislang noch nicht genutzt, obwohl die Gruppen um
Swager und Bunz die Wechselwirkungen von konjugierten
Polymeren mit Bakterien untersucht haben.[30, 31]

Die erfolgreiche Erkennung von Proteinen l�sst vermu-
ten, dass auch Proteine auf Bakterienoberfl�chen auf Nano-
konstrukte aus Gold-NPs und PPEs wie 2 und 3 ansprechen
sollten. Die Zellw�nde von Bakterien sind negativ geladen
und bieten eine polyvalente Umgebung, die mit NP-PPE-
Konstrukten unter Anschalten der Fluoreszenz stark wech-
selwirken kann – �hnlich dem Effekt, wie er bei Proteinen
beobachtet wurde. Die bisherigen Ver�ffentlichungen spre-
chen stark daf�r, dass dieser Ansatz Erfolg haben k�nn-
te.[30–31]

Abbildung 10. a) Fluoreszenz-Antworten (DI) von f�nf GFP-NP-Adduk-
ten auf Serumproteine (500 nm) in Human-Blutserum. Die aufgetrage-
nen Antworten sind der Mittelwert aus sechs Messungen, die Fehler-
balken zeigen die Standardabweichung der Messungen. b) Kanoni-
sches Score-Diagramm der Fluoreszenzmuster, wie sie aus der LDA
gegen f�nf Proteinanalyten bei einer definierten Konzentration
(500 nm) erhalten wurden. Ellipsen markieren einen Vertrauensbereich
von 95 %. Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [23].

Abbildung 11. a) Monoschicht aus Au-Nanost�bchen (25 nm � 400 nm)
nach 15 min. b) Au-Nanosph�ren (Durchmesser: 45 nm) auf Bacillus
cereus, 15 min nach Zugabe. Maßstabsbalken 1 mm. Wiedergabe mit
Genehmigung nach Lit. [27a].
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4.2. Erkennung von Bakterien[32]

Der Nachweis und die Quantifizierung von Bakterien ist
von immenser Bedeutung f�r die Bereiche Medizin, Um-
weltschutz und Gesundheitswesen. Bakterielle Infektionen
treten im Zusammenhang mit Lebensmittelvergiftungen,
nosokomialen Infektionen usw. auf und sind von großem
Belang f�r die �ffentliche Gesundheit. In der klinischen
Diagnostik werden diese Infektionen in Plattenkulturen
nachgewiesen, was eine effiziente, aber auch recht zeitinten-
sive Methode ist. Mehrere hochentwickelte Methoden wie die
PCR sind zum Nachweis spezifischer Mikroorganismen ein-
gesetzt worden,[33] allerdings w�re eine einfache nasschemi-
sche Methode zur schnellen Identifizierung von Mikroorga-
nismen von hohem Interesse im klinischen Bereich, in der
Lebensmittel�berwachung usw.[34] Laut Reisner und
Woods[35] werden mehr als 80 % aller klinisch gemeldeten
Infektionen von nur sieben Mikroorganismen verursacht,
wobei allein E. coli und S. aureus f�r rund 50 % verantwort-
lich sind.

Die drei hydrophoben Partikel NP3,5,10 wurden mit PPE
3 zu Konstrukten kombiniert, deren PPE-Fluoreszenz auf
10% der urspr�nglichen Intensit�t verringert war (Abbil-
dung 12). Die so erhaltenen L�sungen wurden mit Bakteri-
enpr�paraten versetzt, die eine optische Dichte von 0.05 bei
600 nm aufwiesen. Nach einigen Minuten hatten die Bakte-
rienzellen einen Teil des PPE 3 an den NPs ersetzt, und ein
betr�chtlicher Anstieg der Fluoreszenzintensit�t konnte in
den meisten F�llen beobachtet werden. Zw�lf unterschiedli-
che Bakterienst�mme wurden untersucht; Abbildung 13 zeigt
die Fluoreszenzantworten der Konstrukte in Gegenwart der
Bakterien. Wichtig ist dabei zu erw�hnen, dass alle drei NPs
hydrophobe Kopfgruppen aufweisen. Konjugate mit Beteili-
gung hydrophiler oder kurzkettiger Ammoniumsalze wie
NP0,1,12,13 konnten nicht gespalten werden und zeigten
praktisch keinen Fluoreszenzanstieg. Wie Abbildung 13 be-
legt, konnten die zw�lf Bakterienarten problemlos durch die

drei NPs unterschieden werden, und auch das LDA-Dia-
gramm (Abbildung 14) zeigt ihre deutlich separierte Grup-
pierung. Ein wichtiges Ergebnis ist, dass drei unterschiedliche
E.-coli-St�mme (XL1-Blue, BL21(DE3), DH5a) m�helos
differenziert werden konnten. Dass ihre Fluoreszenzantwor-
ten nicht eng gruppiert sind, weist auf merkliche Unter-
schiede in ihrer Oberfl�chenchemie hin. Gram-negative(E.
coli, P. putida) und Gram-positive Bakterien (A. azurea, B.
subtilis, B. lichenformis) sind leicht unterscheidbar und sind
ebenfalls nicht auff�llig gruppiert (Abbildung 14). Zuf�llig
ausgew�hlte Bakterienl�sungen aus dem Trainingssatz wur-
den in 95 % der F�lle identifiziert, was die Robustheit dieser
kleinen NP-PPE-Bibliothek unter Beweis stellt. Es wird
spekuliert, dass hydrophobe reaktive Zentren (Hotspots) an
der Oberfl�che der Bakterien f�r die Bindung an hydrophobe

Abbildung 12. Verdr�ngung von anionischen konjugierten Polymeren
von kationischen NPs durch negativ geladene Bakterienoberfl�chen.
Bei der Freisetzung vom NP wird die zuvor gel�schte Fluoreszenz des
p-konjugierten Polymers wiederhergestellt. Die Fluoreszenzantwort
h�ngt vom Ausmaß der Verdr�ngung ab, das wiederum von den relati-
ven Bindungskr�ften der Polymer-NP- und Bakterien-NP-Wechselwir-
kungen bestimmt wird. Durch Modulieren dieser Wechselwirkungen
k�nnte die Sensoranordnung unterscheidbare Antwortmuster f�r un-
terschiedliche Bakterien generieren. Wiedergabe mit Genehmigung
nach Lit. [32].

Abbildung 13. Fluoreszenzantworten von NP-Polymer-Konstrukten in
Gegenwart verschiedener Bakterien (OD600 = 0.05). 3D-Darstellung der
�nderung in der Fluoreszenzintensit�t, aufgetragen gegen die drei NP-
Polymer-Konstrukte. Jeder Wert ist der Mittelwert aus sechs Parallel-
messungen. Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [32].

Abbildung 14. Kanonisches Score-Diagramm der Fluoreszenzantwort-
muster, ermittelt durch LDA. Die ersten zwei Faktoren weisen eine Va-
rianz von 96.2% auf. Ellipsen markieren einen Vertrauensbereich von
95%. Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [32].
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NPs zust�ndig sind. W�hrend die Wirkungsweise von Pro-
teinen auf Bakterienoberfl�chen ebenso wie die Oberfl�-
chenstruktur von Bakterien in der Literatur ausf�hrlich do-
kumentiert sind, ist �ber die mesoskopische „Landschaft“ der
Bakterienoberfl�che – also wie sich die Proteinkomplexe,
Lipid-Rafts und Glycane zu Strukturen von Gr�ßen zwischen
10 und 100 nm anordnen – bislang wenig bekannt. Es ist aber
davon auszugehen, dass diese selbstorganisierten �berstruk-
turen eine große Rolle f�r den �berraschenden Erfolg dieses
einfachen NP-PPE-basierten Nachweisverfahren spielt.

4.3. Erkennung von S�ugerzellen[36]

Die erfolgreiche Erkennung von Bakterien durch NP-
Komplexe fluoreszierender Polymere bietet eine Perspektive
auch f�r den Nachweis von S�ugerzellen. Eine offenkundig
wichtige Frage ist, ob Krebszellen in unterschiedlicher Weise
auf die NP-Fluorophor-Konstrukte ansprechen im Vergleich
zu gesunden Zellen. Oder, in einem n�chsten Schritt, ob die
Methode zwischen karzin�sen und metastatischen Zellen
unterscheiden kann. S�ugerzellen und ihre Wechselwirkun-
gen mit (Gold-NP)-Fluorophor-Konstrukten wurden auf eine
m�gliche Differenzierung zwischen normalen und karzin�-
sen/metastatischen sowie zwischen karzin�sen und metasta-
tischen Zellen untersucht. Eine erfolgreiche Differenzierung
erg�be Ans�tze f�r die Entwicklung einfacher Nachweisver-
fahren f�r die fr�he Erkennung neoplastischen Wachstums
und dessen Klassifizierung als metastatisch oder nichtmeta-
statisch.

Um die F�higkeit unserer Sensoren zur Differenzierung
von S�ugerzellen zu testen, haben wir eine Reihe von Zell-
linien (Tabelle 1) mit den Konstrukten aus NP5,10,12 und
PPE 2 versetzt. Diese drei Konstrukte zeigten das st�rkste

Ansprechverhalten auf S�ugerzellen (Abbildungen 15 und
16) und wurden aus der in Abbildung 2 dargestellten Biblio-
thek erhalten. Andere NPs wurden ebenfalls getestet, spra-
chen aber nicht nennenswert auf S�ugerzellen an.

Die drei NP-PPE-Konstrukte sind in der Lage, vier
menschliche Krebszelllinien sowie auch gesundes, karzin�ses
und metastatisches Brustgewebe zu differenzieren. Diese
Ergebnisse sind vielversprechend, allerdings wurden die
Zelllinien aus unterschiedlichen Individuen entnommen. Das
bedeutet, dass die Beobachtungen nicht zwangsl�ufig auf die

unterschiedlichen Zust�nde eines bestimmten Zelltyps zu-
r�ckzuf�hren sein m�ssen, sondern ihre Ursache auch in ge-
netischen Unterschieden der Individuen haben k�nnten. Um
diese M�glichkeit auszuschließen, wurde eine Gruppe isoge-
ner Zelllinien untersucht. Diese wurden aus Brustgewebe von
BALB/c-M�usen gewonnen und enthielten sowohl gesunde
als auch transformierte Zelllinien, die nach Implantation in

Abbildung 15. Mechanismus der Zellerkennung durch Fluorophorver-
dr�ngung. Die Zelle verdr�ngt das fluoreszenzgel�schte Polymer, wo-
durch dessen Fluoreszenz wieder hergestellt wird (dunkle B�nder:
Fluoreszenz ausgeschaltet; helle B�nder: Fluoreszenz angeschaltet).

Tabelle 1: �bersicht �ber die in unserer Studie eingesetzten S�ugerzel-
len.

Spezies Organ Zelllinie Zustand

Mensch Leber HepG2 karzin�s
Geb�rmutterhals HeLa karzin�s
Hoden NT2 karzin�s
Brust MCF10A gesund

MCF-7 karzin�s
MDA-MB-231 metastatisch

Maus BALB/c Brust CDBgeo gesund
TD karzin�s
V14 metastatisch

Abbildung 16. a) Erkennung von isogenen Zellarten: Drei Zelllinien
des gleichen Genotyps (CDBgeo, TD und V14) �ndern ihre Fluores-
zenzintensit�t bei Einwirkung supramolekularer NP-Polymer-Komplexe.
Jeder Wert ist �ber Parallelmessungen gemittelt. b) Kanonisches Score-
Diagramm f�r die ersten zwei Faktoren vereinfachter Fluoreszenzant-
wortmuster, die mittels NP-PPE-Array gegen unterschiedliche S�uger-
zellarten erhalten wurden. Wiedergabe mit Genehmigung nach
Lit. [36].
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M�usen in nichtinvasiven und invasiven Tumoren resultieren.
Da die Zellen alle den gleichen Genotypen haben und daher
die beobachteten �nderungen nur vom Zustand der Zelle
(gesund, karzin�s oder metastatisch) herr�hren k�nnen, ist
der Einsatz von isogenen Zelllinien ein besonders stringenter
Test zur Entwicklung von Diagnoseverfahren. Wie Abbil-
dung 16 belegt, konnten mit den drei NP-PPE-Konstrukten
die isogenen Zelllinien anhand der Fluoreszenz�nderung und
– noch deutlicher – im LDA-Diagramm differenziert werden.

Abbildung 17 zeigt ein kanonisches Score-Diagramm der
Fluoreszenzmuster aller beobachteten Fluoreszenzantworten
der von uns untersuchten Human- und M�usezellen aus
Brustgewebe. Das LDA-Diagramm differenziert metastati-

sche von karzin�sen und gesunden Zellen. Interessanterweise
k�nnen die gesunden Zellen CDBgeo und MCF10A nicht
unterschieden werden, alle anderen Zelltypen sind aber er-
staunlich gut separiert. Dieses Ergebnis l�sst vermuten, dass
die drei hydrophoben Konstrukte offenbar empfindlicher auf
Unterschiede in der Chemie der Zelloberfl�che ansprechen,
als auf �nderungen, die aus dem Genotyp der Zelle resul-
tieren. Dies ist �berraschend, k�nnte aber daraus folgen, dass
bei karzin�sen Zellen der Aufbau der Zelloberfl�che be-
tr�chtlich ver�ndert ist.

Die vorgestellte Methode beruht nicht auf der Detektion
von Krebsmarkern, sondern spricht auf geringe �nderungen
in der physikalischen Chemie der Zelloberfl�chen an. F�r die
nahe Zukunft planen wir die Entwicklung einer Referenz-
datenbank, in der wir die Wechselwirkungen verschiedener
Krebszellarten mit einem Pool von NP-Fluorophor-Kon-
strukten zusammenstellen.

5. Ein einfacher Pyrophosphat-Sensor unter Einbe-
ziehung von PPE-Spinell-NP-Konstrukten[37]

Gold-NPs sind leicht zu funktionalisieren und in einer
Vielfalt unterschiedlicher Formen erh�ltlich, aber auch an-
dere NPs k�nnen attraktive IDA-Materialien sein. Im vor-

liegenden Fall werden Cobaltferrit-Nanow�rfel (10 nm) mit
Spinellstruktur, (CoFe2O4)n, mithilfe von Dimethylamino-
benzoes�ure (DMAB) als stabilisierendem Liganden einfach
und schnell synthetisiert. Hinzugesetztes PPE 2 verdr�ngt
DMAB, und man erh�lt ein Konstrukt aus 2 und (CoFe2O4)n-
Nanow�rfel (best�tigt durch photoakustische IR-Spektro-
skopie). Eine L�sung mit 5 mm 2 zeigte eine Fluoreszenz-
abnahme von 90% in Gegenwart von 20 pm Nanow�rfel, was
auf eine extrem effiziente Bindung schließen l�sst. Da das
Absorptionsspektrum der Nanow�rfel mit dem Emissions-
spektrum von 2 �berlappt, handelt es sich vermutlich um ei-
nen FRET-Prozess, obwohl eine Fluoreszenzl�schung durch
einen Elektronentransfermechanismus nicht ausgeschlossen
werden kann. Das Prinzip der Komplexbildung ist in Abbil-
dung 18 skizziert. Abbildung 19 zeigt das Emissionsspektrum
von 2 nach Zugabe der Nanow�rfel sowie die resultierende
Stern-Volmer-Kurve.

Metalloxidoberfl�chen mit exponierten Hydroxygruppen
und �bergangsmetallkationen k�nnen starke Wechselwir-
kungen mit kleinen, harten anorganischen Oxoanionen ein-
gehen. Im Fall der Wechselwirkung von 2 mit Spinell-Nano-
w�rfeln zeigten Phosphat-Ionen den gr�ßten Effekt auf die
Wiederherstellung der Fluoreszenz, w�hrend die meisten
anderen Anionen die Konstrukte nicht spalten konnten. Be-
sonders interessant war die Unterscheidung der Konstrukte
zwischen Phosphat (Pi) und Pyrophosphat (PPi). Pi erzielte in
einer Konzentration von 0.2 mm einen sichtbaren Fluores-
zenzanstieg, mit PPi gen�gten aber bereits 2 mm. Allerdings
k�nnen durch Fluoreszenzspektroskopie 40 nm PPi in einer
0.1 mm Pi-L�sung nachgewiesen werden. F�r diagnostische
und biologische Anwendungen ist dies von großer Bedeu-
tung, da Pi im Blutserum in millimolaren Mengen enthalten
ist, PPi dagegen im mikromolaren Bereich auftritt. Das Ver-
h�ltnis Pi/PPi im Blutserum ist > 250:1, und zahlreiche kar-
diovaskul�re und osteoporotische Krankheiten werden mit
einer St�rung des Pi/PPi-Verh�ltnisses in Verbindung ge-
bracht.[38] Durch Verwendung der Nanow�rfel/PPE-2-Kon-
strukte kann gezeigt werden, dass die Differenzierung von Pi
und PPi mithilfe von Sensoren prinzipiell machbar ist. Zum
Nachweis von Pi/PPi in Blutserum oder Urin sind sicher noch
weitergehende Entwicklungen bez�glich Selektivit�t und
Empfindlichkeit n�tig, aber in Pufferl�sung sind diese einfa-

Abbildung 17. Kanonisches Score-Diagramm f�r die ersten zwei Fakto-
ren vereinfachter Fluoreszenzantwortmuster, die mittels NP-PPE-Array
gegen gesunde und karzin�se Brustgewebszellen erhalten wurden.
Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [36].

Abbildung 18. Aufbau des PPE-NP-Konstrukts und Prinzip der Fluores-
zenzl�schung bei konjugierten Polymeren. Dargestellt ist der Aus-
tausch von DMAB durch 2. Wiedergabe mit Genehmigung nach
Lit. [37].
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chen Konstrukte bereits jetzt erstaunlich leistungsf�hig (Ab-
bildung 20).

6. Zusammenfassung und Ausblick

Die Kombination von Ammonium-funktionalisierten
Gold-NPs mit konjugierten Polymeren oder gr�n fluoreszie-
renden Proteinen in Wasser ergibt einen diversifizierten
Satz[39] von selbstorganisierten hydrophoben/elektrostati-
schen Komplexen oder Hybriden. Die Fluoreszenzintensit�t
dieser Konstrukte kann durch das Verh�ltnis von konjugier-
tem Polymer oder GFP zu Gold-NP beliebig eingestellt wer-

den: Je h�her die NP-Konzentration, desto niedriger die
Emissionsintensit�t. Der Mechanismus der Fluoreszenzl�-
schung ist nicht vollst�ndig verstanden, allerdings l�sst die
�berlappung des Absorptionsspektrums der Gold-NPs mit
dem Emissionsspektrum der Fluorophore einen effizienten
Energietransfer vermuten.

Die Bildung dieser „nichtfluoreszierenden“ Konstrukte
wird durch elektrostatische Wechselwirkungen getrieben.
Dabei beeinflusst die chemische Natur der eingesetzten
Ammoniumgruppen �ber die Bindungs- oder Assoziations-
konstanten (Ka) zwischen Partikel und Fluorophor die Fluo-
reszenzl�schung. Unabh�ngig von den eingesetzten NPs weist
Ka aber stets hohe Wert von 107 bis 1011 in Wasser auf, wobei
Ammoniumsalze mit aromatischen Kopfgruppen die st�rkste
Bindung zeigen. Diese hohen Ka-Werte f�hren zu einer effi-
zienten Bildung der Komplexe schon bei relativ geringen,
analytisch und diagnostisch relevanten Konzentrationen
(Fluorophore im hohen nanomolaren Bereich von 100 bis
500 nm).

Die Wechselwirkungen der selbstorganisierten Hybride
mit (negativ geladenen) biologischen Analyten, z. B. Protei-
nen in Wasser und Blutserum, anorganischen Ionen wie PPi
und bakteriellen oder S�ugerzellen, f�hren zu einer �nde-
rung der Fluoreszenzintensit�t des Konstrukts – in den
meisten F�llen wird die Fluoreszenz „angeschaltet“. In
manchen F�llen kann eine zus�tzliche Fluoreszenzl�schung
beobachtet werden, etwa durch induzierte Aggregation der
Komplexe oder durch Analyt-induzierte Aggregation der
beteiligten Fluorophore.

Die hervorstechenden und emergenten, d.h. nicht vor-
hersagbaren Eigenschaften dieser Hybride sind:
* Hohe Selektivit�t gegen�ber Analytgruppen, wenn ein

kleiner Satz von drei bis sechs NPs in Verbindung mit ei-
nem geeigneten Fluorophor zur Identifizierung biologi-
scher Analyte eingesetzt wird.

* Nachweis von sehr geringen Mengen zugesetzter Proteine
in nat�rlichem Human-Blutserum, d. h. eine hervorra-
gende Leistungsf�higkeit der Konstrukte in komplexen
biologischen Matrices.

* Erkennung und Differenzierung von Proteinen, Bakterien
und Zellen mittels einer geringen Zahl von Konstrukten.

* Die oben angegebenen Eigenschaften werden durch ein-
fache Monoschicht-gesch�tzte, positiv geladene Gold-NPs
erreicht, die sich nur in ihren Kopfgruppen unterscheiden
(siehe Abbildung 2).

* Durch die Verwendung von differenzierteren Kopfgrup-
pen sollten sich die Selektivit�t und Empfindlichkeit der
NP-PPE-Konstrukte gegen�ber den bisher beschriebenen
Systemen deutlich verbessern lassen. Solche Kopfgruppen
k�nnten Oligopeptide, Zucker, kleine Wirkstoffmolek�le
oder niedermolekulare Proteine sein, die �ber Thiol-
Oligoethylenglycole an das Gold-NP gekn�pft werden.

Mit nur geringem Syntheseaufwand sollte es m�glich sein,
die Eigenschaften der gebildeten Konstrukte an die spezifi-
schen Bed�rfnisse anzupassen, etwa den Ka der NP-Fluoro-
phor-Bindung zu erh�hen oder zu senken oder die Selekti-
vit�t und Empfindlichkeit gegen�ber bestimmten Analyten
zu �ndern. Irgendwann – mit ausgekl�gelteren Konstrukten –

Abbildung 19. a) Fluoreszenzl�schung von PPE 2 (5 � 10�6
m) in Ge-

genwart unterschiedlicher Konzentrationen von DMAB-stabilisierten
(CoFe2O4)x-NPs (10 nm). b) Stern-Volmer-Kurve f�r das Verh�ltnis der
Fluoreszenzintensit�ten F0/F. Die unterschiedlichen Anfangsintensit�-
ten, wie sie in (a) zu sehen sind, wirken sich nicht auf die Stern-Vol-
mer-Kurve aus, die per Definition intern kalibriert ist. Wiedergabe mit
Genehmigung nach Lit. [37].

Abbildung 20. Funktionsprinzip des NP-basierten Verdr�ngungstests.
Links: fluoreszenzgel�schtes PPE-NP-Konstrukt; rechts: PPi-gebunde-
nes NP und verdr�ngtes, jetzt fluoreszierendes PPE. Wiedergabe mit
Genehmigung nach Lit. [37].
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wird die Empfindlichkeit nur noch von der Menge des frei-
gesetzten Fluorophors abh�ngen; man wird dann Kata-
lysekreisl�ufe in Betracht ziehen m�ssen, wobei ein NP-Ka-
talysator-Komplex zum Einsatz kommen k�nnte.

Kombinationen von einfachen Ammonium-funktionali-
sierten NPs mit Polymer- und Peptid-Fluorophoren detek-
tieren und quantifizieren Proteine in Wasser, Pufferl�sungen
und Blutserum, k�nnen aber auch zwischen unterschiedlichen
Bakterienst�mmen und Krankheitszust�nden in isogenen
Zelllinien unterscheiden. Insgesamt k�nnte sich diese Me-
thodik zu einer leistungsf�higen, technisch einfachen Erg�n-
zung zu ELISA-Verfahren und Antik�rpertests entwickeln,
genauso gut wie zu einer aufger�steten, „molekularen“ Ver-
sion einer Gelelektrophorese. Die Nachweisgrenze f�r Ana-
lyte kann direkt durch die Struktur der Konstrukte beeinflusst
werden. Beim Nachweis von Proteinabnormit�ten im Blut-
serum kann unsere Methode bereits mit den breit eingesetz-
ten, einfachen Elektrophoresemethoden mithalten.[1] Der
Einsatz der NP-Fluorophor-Konstrukte im klinischen Bereich
wird eine Implementierung in einfache und robuste Vorrich-
tungen erfordern, die keine umfangreiche Datenaufbereitung
ben�tigen, sondern wo der Analyt lediglich auf einen Streifen
aufgebracht oder einem einfachen Mikrofluidiksystem zuge-
f�hrt werden muss. Mit den Studien, die wir in diesem
Kurzaufsatz beschrieben haben, wurde nur die Oberfl�che
dieser Methode gekratzt.

Die hier beschriebenen Forschungen wurden vom U.S. De-
partment of Energy, Office of Basic Energy Sciences, Division
of Materials Sciences and Engineering (DE-FG02-
04ER46141) (UB-Sommergehalt; Lit. [14b, 18, 19, 25a, 30b,
31, 32, 37] wurden vollst�ndig oder teilweise vom BES gef�r-
dert), dem National Science Foundation (NSF) Center for
Hierarchical Manufacturing an der University of Massachu-
setts (NSEC, DMI-0531171) und den NIH (GM077173 und
AI073425) gef�rdert.
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