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In j�ngster Zeit haben Fortschritte in der biomolekularen
Chemie und Nanotechnologie zum Design von biologisch
inspirierten Systemen mit innovativen, der Biologie entlehn-
ten Funktionen gef�hrt. Eine wichtige Fragestellung in
diesem Gebiet ist die Entwicklung von neuen „intelligenten“
Systemen, die auf der Kombination von nanoskopischen
Strukturen mit einer Vielfalt an Biomolek�len beruhen,
bisher unbekannte Funktionalit�ten aufweisen und in Berei-
chen wie Bio-Engineering, Biosensorik, Bio-Nanotechnolo-
gie und Wirkstofffreisetzung neue Wege erçffnen.[1] In der
Wirkstofffreisetzung hat die Entwicklung von Stimuli ge-
steuerten nanoskopischen Hybridmaterialien, die Biomole-
k�le als Verschl�sse tragen und eingeschlossene Gastmole-
k�le gezielt durch Anwendung eines �ußeren Stimulus frei-
setzen kçnnen, große Aufmerksamkeit erlangt.[2–6] Diese
Systeme bestehen aus einem Tr�ger, der gewçhnlich das
Reservoir darstellt, in dem bestimmte Substanzen eingelagert
sind, und Molek�len oder molekular an diese Container an-
gebundenen Objekten, die eine gesteuerte Freisetzung der
eingeschlossenen Molek�le ermçglichen. Beide Komponen-
ten kçnnen gezielt ausgew�hlt werden, sodass eine enorme
Bandbreite an Kontrollmechanismen implementiert werden

kann. Gekapselte Materialien wurden bislang meist f�r An-
wendungen in der Wirkstofffreisetzung eingesetzt,[7] Beispiele
aus dem Bereich der Sensorik sind wesentlich seltener.[8] F�r
die Sensorik sind die Tr�gersysteme in der Regel mit einem
Indikator beladen, und der Verschlussmechanismus ist der-
gestalt, dass nur der Zielanalyt in der Lage ist, den Verschluss
zu çffnen und die Ladung freizusetzen.

Aus dem Bereich der Biomolek�le sind DNA-Sequenzen
besonders attraktiv f�r das Design von gesteuerten Nano-
sensoren.[4, 5] Aufbauend auf solch einem Ansatz sind etwa
chromo- oder fluorogene Nanosensoren denkbar, bei denen
der Tr�ger mit einem Nukleins�urestrang verschlossen ist und
eine selektive �ffnung nur durch den komplement�ren Oli-
gonukleotidstrang bewirkt werden kann, die dann zu einer
Freisetzung der eingeschlossenen Farbstofffracht f�hrt. Wir
sind davon �berzeugt, dass solch ein einfaches System zur
Entwicklung sehr spezifischer und empfindlicher Sensorele-
mente f�r die einfache und schnelle Identifizierung genomi-
scher DNA-Sequenzen f�hren kann.

Als ersten Beweis f�r unsere Vermutung haben wir einen
empfindlichen Nanosensor f�r den direkten und schnellen
Nachweis von Mycoplasma entwickelt. Mycoplasma bezieht
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sich hier auf das Genom prokaryonter Mikroorganismen, die
als Parasiten auf Tieren und Pflanzen vorkommen. Des
Weiteren sind diese Mikroorganismen h�ufiger als Kontami-
nation in Zellkulturen von Forschungslaboratorien anzutref-
fen. So hat z. B. das Leibniz-Institut DSMZ – Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH in
einer Studie abgesch�tzt, dass Mycoplasma-Kontaminationen
in mindestens 20–25% der dauerhaft kultivierten Zellen
vorkommen, was zu Fehlern bei und Fehlinterpretationen von
Forschungsergebnissen f�hren kann.[9–11] In diesem Zusam-
menhang sind viele Forschungslaboratorien besonders auf
Strategien zur Fr�herkennung oder Pr�vention angewiesen.
Die US-amerikanische Food and Drug Administration
(FDA) und die DSMZ f�hren daher eine Reihe von Verfah-
ren f�r den Nachweis dieser Kontaminationen an, von denen
die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction,
PCR) die am weitesten verbreitete ist.[9, 10]

Abbildung 1 zeigt das von uns vorgeschlagene Modell f�r
den Mycoplasma-Nachweis. Mesoporçse Siliciumdioxid-Na-
nopartikel (MSN) vom Typ MCM-41 mit ca. 100 nm Durch-
messer wurden aufgrund ihrer vorteilhaften Struktureigen-
schaften wie großer spezifischer Oberfl�che (ca. 1000 m2 g�1),
Porenvolumen (> 1 cm3 g�1), stabiler Mesostruktur, einstell-

barem Porendurchmesser (2–10 nm) und Morphologie als
anorganischer Tr�ger ausgew�hlt. F�r das Material S1 wurde
der MCM-41-Tr�ger zuerst mit einem geeigneten Farbstoff
(Rhodamin B) beladen und dann die �ußere Oberfl�che mit
3-Aminopropyltriethoxysilan (APTS) funktionalisiert. Ami-
nopropylgruppen sind in pH-neutralen w�ssrigen Lçsungen
partiell positiv geladen und kçnnen so mit negativ geladenen
Oligonukleotiden wechselwirken, was ein Verschließen der
Mesoporen zur Folge hat. Die �ffnung der Poren sollte jetzt
nur in Anwesenheit des komplement�ren Strangs erfolgen.

F�r das verschließende Oligonukleotid wurde nun eine
Sequenz ausgew�hlt, die im Mycoplasma-Genom konserviert
ist und zu einem Fragment der 16S-ribosomalen RNA-Un-
tereinheit korrespondiert (O1, 5’-GGG AGC AAA CAG
GAT TAG ATA CCC T-3’).[12, 13]

Die mesoporçsen MCM-41-Nanopartikel wurden nach
bekannten Vorschriften hergestellt.[4a] Das aminofunktiona-
lisierte Material S1 wurde durch 24-st�ndiges R�hren einer
Suspension von 400 mg calciniertem MCM-41 und 0.32 mmol
Rhodamin B in Acetonitril bei Raumtemperatur erhalten,
um eine maximale Beladung der Poren zu garantieren.
Danach wurde ein �berschuss APTS zur Suspension gege-
ben. Zuletzt wurde der rosafarbene Feststoff (S1) durch Fil-
tration gesammelt, mit Acetonitril gewaschen und getrocknet
(siehe die Hintergrundinformationen).

S1-O1 wurde durch Suspendieren von S1 in einem Ge-
misch aus H2O/DMEM-Puffer (4:6 v/v; pH 7.2), das Oligo-
nukleotid O1 enth�lt, hergestellt (siehe die Hintergrundin-
formationen). Das Zielmaterial S1-O1 wurde nach Zentrifu-
gieren und Waschen mit DMEM, um Reste von nichteinge-
lagertem Rhodamin B und nichtgebundenem Oligonukleotid
O1 vom verschlossenen Material S1-O1 zu entfernen, isoliert.

Das MCM-41-Ger�st und der mesoporçse Feststoff S1
wurden mit Standardtechniken charakterisiert. Die struktu-
rellen Hauptmerkmale wie Partikeldurchmesser, spezifische
Oberfl�che nach BET, Porenvolumen und -grçße sind in Ta-
belle 1 zusammengestellt (siehe auch die Hintergrundinfor-
mationen). Dar�ber hinaus wurden die Gehalte an APTS und
Rhodamin B in S1 und S1-O1 durch thermogravimetrische

und Elementaranalyse bestimmt (0.86 mmol g�1 APTS und
0.31 sowie 0.073 mmolg�1 Rhodamin B).

Das Ansprechverhalten von S1-O1 auf Mycoplasma-
Genom wurde in Gegenwart von genomischer Mycoplasma-
fermentans-DNA untersucht. Mycoplasma wird mit der Pa-
thogenese von rheumatischer Arthritis beim Menschen in
Verbindung gebracht.[14] Hierf�r wurden 0.5 mg S1-O1 in
2.0 mL Hybridisierungspuffer suspendiert und in zwei Por-
tionen aliquotiert. Unterdessen wurde eine DMEM-Lçsung
mit genomischer Doppelstrang(ds)-DNA eines Mycoplasma-
fermentans-Standards (mit 2 � 103 DNA-Kopien mL�1) f�r
5 min auf 95 8C erw�rmt, um die dsDNA zu dehybridisieren.
Nach dem Abk�hlen auf 50 8C wurde diese Lçsung zu einem
Aliquot gegeben und eine 50 8C warme DMEM-Lçsung
(ohne DNA) zum anderen Aliquot. Beide Suspensionen
wurden bei 37 8C konditioniert. Nach verschiedenen Zeitin-
tervallen wurden kleine Fraktionen entnommen und zentri-
fugiert, um den Feststoff abzutrennen. Anschließend wurde

Abbildung 1. Illustration des mit APTS funktionalisierten und dem Ein-
zelstrang des Oligonukleotids O1 verschlossenen, gesteuerten Materi-
als S1-O1. Die Freisetzung des eingeschlossenen Rhodamin B wird se-
lektiv durch die Anwesenheit des komplement�ren, nichthybridisierten
16S-ribosomalen RNA-Strangs bewirkt.

Tabelle 1: Aus den TEM-, PXRD- und N2-Sorptionsanalysen erhaltene
strukturelle Hauptmerkmale von und MCM-41 und S1.

Probe
Partikel-

durchmesser
[nm]

SBET

[m2 g�1]

Poren-
volumen[a]

[cm3 g�1]

Poren-
grçße[a]

[nm]

Poren-
grçße[b]

[nm]

MCM-41 80�6 937 0.75 2.75 3.66
S1 80�6 80 0.26 – –

[a] BJH-Modell. [b] NLDFT-Modell.
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der in die Lçsung freigesetzte Rhodamin-Farbstoff durch
Fluoreszenzmessung bei 585 nm (lexc 555 nm) gemessen. Die
Freisetzungsprofile von Rhodamin B in An- und Abwesen-
heit von Mycoplasma-fermentans-DNA sind in Abbildung 2
dargestellt. In Abwesenheit der Ziel-DNA ist das Material
S1-O1 fest verschlossen und zeigt nur eine vernachl�ssigbare

Freisetzung von Rhodamin B (Kurve a). Ist dagegen Myco-
plasma-DNA in der Probe vorhanden, wird die �ffnung der
Poren induziert und der Farbstoff freigesetzt. Nach 90 min
sind ca. 80% Rhodamin B freigesetzt worden (entsprechend
30% des anf�nglichen Farbstoffgehalts in S1-O1).

Im n�chsten Experiment wurde die Farbstofffreisetzung
aus S1-O1 in Abh�ngigkeit der Zahl an Kopien genomischer
Mycoplasma-fermentans-DNA untersucht. Wie aus Abbil-
dung 3 ersichtlich, korreliert die durch die Konzentration an
genomischer DNA bewirkte Verdr�ngung von O1 und damit
einhergehende Porençffnung mit der Farbstofffreisetzung.

Maximale Freisetzung wurde f�r eine Konzentration von ca.
900 Kopien Mycoplasma-DNA mL�1 gemessen. Die Nach-
weisgrenze (limit of detection, LOD) dieser Methode wurde
zu einer Konzentration von nur 50 DNA-Kopien mL�1 (3s)
bestimmt. Abbildung 4 zeigt ein Foto der Rhodamin-B-

Fluoreszenz (Anregung bei 254 nm), die durch Freisetzung
unterschiedlicher Mengen an Kopien genomischer Myco-
plasma-fermentans-DNA (0, 100 und 266 Kopien mL�1) aus

dem Material S1-O1 in DMEM-Puffer (pH 7.2) erhalten
wurde. Eine sukzessive Zunahme der DNA-Kopienanzahl
bewirkt dabei eine verst�rkte Rhodamin-B-Freisetzung und
damit eine st�rkere Fluoreszenz. Deutliche Fluoreszenz�n-
derungen sind zwischen der Kontrollprobe und den Proben
mit 100 und 266 DNA-Kopien mL�1 sichtbar. So entspricht
etwa der Messpunkt nahe des Wendepunkts der Kurve in
Abbildung 3 einer Freisetzung von ca. 400 Farbstoffmolek�-
len pro verdr�ngtem Oligonukleotid, was einer bemerkens-
werten Signalverst�rkung entspricht.

Um die Selektivit�t der Methode zu verifizieren, wurden
entsprechende Experimente mit Material S1-O1 in Gegen-
wart genomischer DNA anderer Pathogene wie Legionella
pneumophilia und Candida albicans in Mengen von 250
Kopien mL�1 durchgef�hrt. Zus�tzlich wurde die Stçranf�l-
ligkeit des Nachweises durch andere Organismen �ber die
Analyse von Proben mit Mycoplasma-fermentans-, Legionella
pneumophilia- und Candida-albicans-DNA, jeweils in Kon-
zentrationen von 250 Kopien mL�1, sowie eines Gemisches aus
diesen DNA-Sequenzen, erfasst (Abbildung 5). Die Ergeb-
nisse zeigen, dass das Material S1-O1 hoch selektiv auf die
Anwesenheit von genomischer Mycoplasma-fermentans-
DNA anspricht.

Abbildung 2. Freisetzung von Rhodamin B aus Material S1-O1 in Ab-
wesenheit (a) und Anwesenheit (b) genomischer DNA eines Mycoplas-
ma-fermentans-Standards (2 
 103 Kopien mL�1) in DMEM-Puffer
(pH 7.2).

Abbildung 3. Freisetzung von Rhodamin B aus Material S1-O1 in Ge-
genwart unterschiedlicher Mengen an Kopien genomischer Mycoplas-
ma-fermentans-DNA in DMEM-Puffer (pH 7.2).

Abbildung 4. Emission (Anregung bei 254 nm) des aus S1-O1 in An-
wesenheit unterschiedlicher Mengen an genomischer Mycoplasma-fer-
mentans-DNA freigesetzten Rhodamin B in DMEM-Puffer (pH 7.2).
Von links nach rechts: 0, 100 und 266 Kopien genomischer DNA mL�1.
Die Proben wurden mit einer einfachen UV-Lampe bestrahlt.

Abbildung 5. Freisetzung von Rhodamin B aus S1-O1 in Gegenwart
von (von rechts nach links): DMEM, genomischer DNA (250 Kopien
mL�1) von Candida albicans (Can. A.), Legionella pneumophilia (Leg. P.)
und Mycoplasma fermentans (Myc. F.) sowie einer Mischung der DNA
aller drei pathogenen Spezies.
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Anschließend widmeten wir uns dem Nachweis von My-
coplasma in Realproben am Beispiel Mycoplasma-kontami-
nierter Zellkulturen. Insbesondere untersuchten wir den
�berstand von zwei Zellkulturmedien, humanen Geb�rmut-
terhalskrebs- und Lungenkrebszellen (HeLa bzw. A549), bei
denen eine Kontamination mit Mycoplasma bekannt war. Im
Vergleich dazu wurde der �berstand eines Kulturmediums
von nichtkontaminierten HeLa-Zellen untersucht. In Ana-
logie zu der oben beschriebenen Prozedur bestimmten wir die
Freisetzungskinetik von Rhodamin B aus Material S1-O1 f�r
die Mycoplasma-kontaminierten und nichtkontaminierten
Zellmedien (Abbildung 6). Trotz der Anwesenheit von di-
versen Proteinen und Metaboliten in den Zellkulturmedien,
die das sensorische Verhalten von S1-O1 h�tten beeintr�ch-

tigen kçnnen, zeigen die Ergebnisse, dass die mit Mycoplasma
kontaminierten Proben eine Freisetzung des eingelagerten
Farbstoffs bewirkten, w�hrend nur eine ganz geringe Frei-
setzung f�r die nichtkontaminierten Kontrolltests gemessen
wurde. Zudem sollte die unterschiedliche Menge an freige-
setztem Farbstoff aus den kontaminierten HeLa- und A549-
Zellproben von den unterschiedlichen Gehalten an Myco-
plasma-DNA in den Proben herr�hren.

Als n�chstes interessierte es uns, in wie weit ein Assay
basierend auf S1-O1 eine potenzielle Alternative zu den
derzeit etablierten Verfahren zum Mycoplasma-Nachweis mit
PCR darstellt. Standard-PCR-Techniken wurden als Refe-
renzmethoden f�r die Quantifizierung der Kontamination der
bereits genannten Proben von A549- und HeLa-Kulturme-
dien mit Mycoplasma herangezogen. Als Primer f�r den
PCR-Assay wurden Oligonukleotide ausgew�hlt, die spezifi-
schen Zielsequenzen der 16S-ribosomalen Mycoplasma-RNA
entsprechen und diese geeignet verst�rken sollten. Diese
Primer, O1 (5’ GGG AGC AAA CAG GAT TAG ATA CCC
T 3’) und O2 (5’ TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC
CTC 3’), ermçglichen die Vervielfachung der 280-Basen-
paar(bp)-Bande.[15] Geeignete PCR-Komponenten und Zy-
klenparameter wurden durch diverse Testl�ufe in Anlehnung
an Arbeiten von Choppa et al. ermittelt.[12] Die Ergebnisse
der PCR-Analyse kontaminierter Proben von A549- und
HeLa-Kulturmedien sowie von Mycoplasma-fermentans-

Standardlçsungen bei unterschiedlicher Verd�nnung sind in
Abbildung 7 gezeigt. Die PCR-Produkte wurden durch einen
Vergleich der Intensit�t der 280 bp-Bande bei verschiedenen
Verd�nnungen der kontaminierten Proben mit dem Myco-

plasma-fermentans-Standard quantifiziert (mit dem Pro-
gramm Multi Gauge V3.2). Nach dieser Methode wurden
Mycoplasma-Gehalte von 40 000 und 3600 Genomkopien
mL�1 in den HeLa- und A549-Kulturmedien berechnet. Des
Weiteren ergaben diese Untersuchungen eine LOD von ca. 65
Kopien genomischer Mycoplasma-DNA mL�1 (3s) f�r die
PCR-Analyse.

Nach Etablierung der Referenzmethode wurden die
Proben ebenfalls einem Freisetzungsassay auf Basis des neu
entwickelten Materials S1-O1 unterzogen. Die kontaminier-
ten A549- und HeLa-Proben wurden dabei sukzessive mit
frischem DMEM-Puffer verd�nnt, um die Nachweisgrenze
f�r S1-O1 zu bestimmen. Wenn man die aus der PCR-Analyse
enthaltene Zahl an Kopien zugrundelegt, ergibt sich eine
LOD von 70 Kopien an genomischer DNA mL�1 (3s) f�r den
gesteuerten Freisetzungsassay, was eine vergleichbare Emp-
findlichkeit zur LOD der PCR-Analyse darstellt (siehe die
Hintergrundinformationen). Diese Ergebnisse stellen ein-
drucksvoll die bemerkenswerte Leistungsf�higkeit des ge-
steuerten Materials bei der fluorometrischen Bestimmung
von Mycoplasma-Kontaminationen in Zellkulturmedien
unter Beweis. Des Weiteren haben vorl�ufige Studien erge-
ben, dass das S1-O1-Material �ber mehrere Wochen ohne
Verlust seiner Leistungsf�higkeit gelagert werden kann, was
ein wichtiges Kriterium f�r einfache In-situ-Anwendungen
darstellt.

Zusammenfassend haben wir mit Rhodamin B beladene
und mit DNA verschlossene, mesoporçse Siliciumdioxid-Na-
nopartikel hergestellt und f�r den Nachweis von Mycoplasma
in real kontaminierten Zellkulturmedien bis zu einer Nach-
weisgrenze von 70 Kopien genomischer DNA mL�1 ohne
Zuhilfenahme von PCR-Techniken eingesetzt. Daf�r wurde

Abbildung 6. Freisetzung von Rhodamin B aus a) dem Material S1-O1
in DMEM-Kulturmedium nichtkontaminierter HeLa-Zellen sowie in
Kulturmedien von b) HeLa-Zellen und c) A549-Zellen mit Mycoplasma-
Kontamination (pH 7.2).

Abbildung 7. Agarose-Gelelektrophorese von Produkten unterschiedli-
cher Proben (verst�rkt mit PCR), die die An- oder Abwesenheit der, mit
dem 16S rRNA-Fragment des Mycoplasma-Genoms �bereinstimmen-
den 280 bp-Bande zeigen. Bahnen a–e sind serielle Verd�nnungen
eines Mycoplasma-fermentans-Standards, die 104, 103, 102, 10 und 1 Ge-
nomkopie mL�1 enthalten. Bahnen f–h beziehen sich auf ein A549-Kul-
turmedium in Anteilen von 100, 10 und 5%. Bahnen i–l beziehen sich
auf ein HeLa-Kulturmedium in Anteilen von 100, 10, 1 und 0.5%.
Bahn m entspricht Wasser (als Negativkontrolle), Bahn n der DNA-
Leiter und Bahn o einem DMEM-Medium.
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eine im Mycoplasma-Genom hoch konservierte Oligonukle-
otidsequenz der 16S-ribosomalen RNA-Untereinheit einge-
setzt. In Anwesenheit genomischer Mycoplasma-fermentans-
DNA findet dabei eine �ffnung der Poren des Materials statt,
die eine Freisetzung des eingelagerten Farbstoffs bewirkt. Die
neue Methode erreicht vergleichbare Selektivit�ten wie die
PCR, ist aber deutlich einfacher zu handhaben, schneller (die
gesamte Assaydauer betr�gt ca. 60 min gegen�ber ca. 250 min
bei der PCR-basierten Methode) und besitzt den immanenten
Vorteil, dass das Signal und nicht der Analyt vervielf�ltigt
wird, was Transkriptionsfehler beim Kopieren der DNA ver-
meidet. In Anbetracht der vergleichsweise teuren Verst�r-
kungs- und Detektionsausr�stung, die f�r die PCR gebraucht
wird, ist die Methode kosteng�nstiger, denn man bençtigt nur
eine einfache UV-Lampe f�r die Detektion der Rhodamin-B-
Fluoreszenz (Abbildung 4). Die Tatsache, dass das f�r den
Freisetzungsassay notwendige Probenvolumen noch deutlich
grçßer als bei der PCR ist (120 mL gegen�ber 1 mL), stellt
keine Limitierung f�r Anwendungen dar, bei denen ausrei-
chend Probenmaterial vorhanden ist. Als Fazit l�sst sich
feststellen, dass die Kombination von gesteuerter Indikator-
freisetzung mit hoch spezifischer biochemischer Erkennung
eine innovative Strategie zum Nachweis von DNA-Sequen-
zen ist, die mit klassischen, auf der PCR-Vervielf�ltigung
beruhenden Methoden in wichtigen Bereichen wie der Vor-
Ort-Diagnose oder dem Nachweis von spezifischen biologi-
schen Kontaminationen mit Pathogenen konkurrieren kann.
Solche vergleichsweise einfachen und g�nstigen, dabei aber
hoch empfindlichen und selektiven Assays sind besonders
vielversprechend f�r den Einsatz in Entwicklungsl�ndern.

Eingegangen am 9. April 2013
Online verçffentlicht am 10. Juli 2013
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