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Kapitel 1 

 
Zusammenfassung 

 

 

1.1 Motivation und Stand der Forschung 

 

Die heutige Bioanalytik steht vor einer grundlegenden Veränderung ihrer 

standardanalytischen Nachweisverfahren. Ein Schwerpunkt ist der Wandel des gegenwärtigen 

zentralisierten Standards zu einer innovativen dezentralisierten Analytik. Der wachsende 

Bedarf nach schnellen und unkomplizierten Analysesystemen für bioanalytische 

Anwendungen stellt sowohl eine Herausforderung an die wissenschaftliche als auch die 

technische Konzeptentwicklung und deren Umsetzung dar. Vor allem die steigende 

Nachfrage nach kostengünstigen und robusten Vor-Ort einsetzbaren Analysesystemen kann 

mit den momentan genutzten standardisierten Verfahren nicht mehr erfüllt werden. Daher 

besteht eine Notwendigkeit in der Entwicklung moderner bioanalytischer Verfahren. Die 

Dezentralisierung der bioanalytischen Diagnostik für einen Einsatz außerhalb spezialisierter 

Laboratorien stellt hierbei ein Grundmotiv dar. Durch eine einfache und verständliche 

Bedienbarkeit sollen diese neuartigen Systeme auch dem geschulten Laien die Benutzung 

erlauben. Als generelle Bezeichnung dieser zukunftsorientierten Systeme hat sich der Begriff 

Point-of-care etabliert [1]. Point-of-care-Systeme bezeichnen transportable, einfache 

Strategien, welche schnelle Analysen mit hohen Sensitivitäten und Spezifitäten für eine Vor-

Ort einsetzbare Analytik verbinden [2-7]. Ein zusätzlicher Anspruch ist die erforderliche 

Robustheit der mobilen, transportablen Analysegeräte. Im Vergleich zu den konventionellen 

Verfahren liefert die Point-of-care-Analytik eine schnelle, transparente Diagnostik mit 

einfachen und preiswerten Tests, welche eine anschließende sofortige Behandlung Vor-Ort 

ermöglichen. Daher sind für Point-of-care-Anwendungen komplexe, kompliziert zu 

bedienende und störanfällige Geräte ungeeignet. Neben der Minimierung des manuellen 
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Aufwands sollten bei solchen Systemen die Ergebnisse direkt vorliegen und einfach zu 

verstehen sein. Die Eignung dieser stabilen Schnelltests für einen Einsatz Vor-Ort führt zu 

einer Verkürzung der Analysezeit, wodurch in der modernen Diagnostik und Analytik immer 

häufiger Untersuchungen außerhalb spezialisierter Labore favorisiert werden. Typische 

Beispiele für Point-of-care-Systeme sind derzeit Diabetes-, Schwangerschafts- oder 

Alkoholtests. 

Aufgrund der Vielfalt der organischen Verbindungen steht die Bioanalytik zusätzlich vor der 

Herausforderung einzelne Analyte selektiv in komplexen Matrices zu bestimmen, oder auch 

alle in einer Probe enthaltenen Komponenten. Dies ist insbesondere wichtig bei biologischen 

Proben und relevant in der klinischen Analytik, in der Proteomik und in der Systembiologie. 

Die analytischen Verfahren basieren auf den spezifischen physikalischen und chemischen 

Eigenschaften der Biomoleküle wie beispielsweise deren Form, Ladung, Polarisierbarkeit 

oder die Affinität zu anderen Molekülen. Beispielsweise nutzen diese Systeme die natürlichen 

charakteristischen Wechselwirkungen unterschiedlicher Biomoleküle, unter anderem 

zwischen DNA-DNA, DNA-RNA, Protein-Protein oder Protein-DNA für analytische 

Anwendungen aus. Dieses so genannte Schlüssel-Schloss-Prinzip erlaubt hierbei den 

hochspezifischen Nachweis von Proteinen, DNA, RNA, Zellen oder Geweben [8]. Dadurch 

kann auch eine Trennung komplexer biologischer Proben und der Nachweis einer bestimmten 

darin enthaltenen Komponente ermöglicht werden. 

Der Einsatz spezieller Mess- und Regeltechnik schafft anschließend die Vorraussetzung für 

eine qualitative und quantitative Auswertung der analytisch relevanten Informationen. 

Weitere Anforderungen an ein bioanalytisches Nachweisverfahren sind wichtige Faktoren wie 

Miniaturisierung, Parallelisierung, Automatisierung, Hochdurchsatz und Kosteneinsparung. 

In diesem Zusammenhang haben vor allem die Biochipsysteme in den letzten Jahren das 

Potenzial bewiesen, um eine automatisierte Vor-Ort-Analytik mit den geforderten Parametern 

zu realisieren [9]. Sie bilden eine kleine, kompakte Plattform, mit deren Hilfe verschiedene 

analytische Untersuchungen durchgeführt werden können. Dieses Verfahren wird sehr 

vielfältig eingesetzt, beispielsweise in der Umweltanalytik, Lebensmitteltechnologie, 

Biochemie, molekularen Genetik und Diagnostik, Medizin und der Pharmakologie [10, 11]. 

Die Vorteile von Biochips sind ihre Parallelität, Miniaturisierung, der hohe Probendurchsatz 

und die Möglichkeit zur Automatisierung [12, 13]. Biochips erlauben den Nachweis einer 

großen Anzahl von Zielmolekülen in einem einzigen Durchlauf. Dadurch werden die Kosten 

für eine Analyse durch einen verringerten Einsatz der Reagenzien reduziert. Des Weiteren 

können Biochips mit neuartigen Herstellungsverfahren günstig produziert und eingesetzt 
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werden [14]. Eine Automatisierung aller Prozessschritte eines Biochips ermöglicht die 

Konstruktion von laborunabhängigen Analysesystemen für den Vor-Ort-Einsatz [15]. Die 

verringerten Kosten von Biochips, die Platz sparenden Aspekte der Miniaturisierung und der 

hohe Durchsatz den die Automatisierung ermöglicht, verleiht klare Vorteile gegenüber nicht 

chipbasierten Technologien. Die genannten Vorteile sind die Hauptursachen für die stetige 

Weiterentwicklung dieser Methode. Mittlerweile gibt es eine Vielzahl kommerzieller 

Biochipsysteme für die Analyse spezieller Biomoleküle: Affymetrix (Affymetrix Inc., Santa 

Clara, USA), ParoCheck (Symbio Vaccin GmbH, Herborn, Deutschland), Nanogene 

(Nanogene Inc., San Diego, USA), ArrayIt (MicroSpotting Solution Plus, Telechem 

International, Sunnyvale, USA), Eppendorf (Eppendorf Biochip Systems, Hamburg, 

Deutschland). Trotz der momentanen Forschung und Entwicklung kann mit diesen 

kommerziellen Systemen gegenwärtig, aufgrund mangelnder Robustheit und geringen 

Sensitivitäten, keine Vor-Ort-Analytik realisiert werden. 

Um eine chipbasierte Bioanalytik in der Vor-Ort-Diagnostik zu verwenden ist die erfolgreiche 

Immobilisierung der so genannten Fängermoleküle auf den Chipoberflächen die grundlegende 

Vorraussetzung. Die Fängermoleküle sind in einem geordneten Raster in mikroskopisch 

kleinen Spots auf planaren Oberflächen immobilisiert [16]. Diese immobilisierten Moleküle 

müssen dann spezifische Reaktionen mit ihren komplementären Partnern eingehen können. 

Zusätzlich ist auch die Stabilität der Bindung zwischen den Fängermolekülen und den 

Chipoberflächen von großer Bedeutung. Biomoleküle können entweder durch kovalente oder 

elektrostatische Wechselwirkungen auf dem Chip gebunden werden. Dabei wird eine stabile 

kovalente Bindung bevorzugt. Durch ein Ablösen der Fängermoleküle von der 

Chipoberfläche im Verlauf des Analyseprozesses können instabile Bindungen zu einer 

Verringerung der Sensitivität führen. Aus diesem Grund wurden verschiedene Oberflächen 

und deren Modifikationen auf ihre Eignung als Trägeroberflächen für Biochips untersucht 

[17-20]. Als Trägermaterialien für Biochips dienen vorwiegend Glas oder Silizium, es ist aber 

auch ein Einsatz von Polymeren möglich [21, 22]. Glas oder Siliziumoberflächen werden 

üblicherweise mit einer Monolage, welche aktive organische funktionelle Gruppen enthält, 

modifiziert. Mit der Funktionalisierung der Trägeroberfläche wird die Bindungseffizienz des 

Chips für Biomoleküle erhöht. Beispielsweise werden Thiol- [23], Amino- [24], Aldehyd- 

[25] oder Epoxymodifizierungen [26] eingesetzt. Es konnte auch gezeigt werden, dass eine 

Mischung verschiedener Funktionalitäten eine Erhöhung der Anbindung von Biomolekülen 

zur Folge hat [27]. Die funktionellen Gruppen werden auf den Chipoberflächen durch 

kovalente Bindungen zwischen verschiedenen Siloxanen und Oberflächensilanolen etabliert 
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[28]. Modifizierte Oberflächen besitzen den Vorteil der direkten Reaktion mit 

funktionalisierten Biomolekülen. Dazu werden Biomoleküle beispielsweise mit Thiol- oder 

Amino-Funktionen versehen. Die resultierende Ausbildung von Disulfiden [29] oder 

amidartigen Verbindungen [26, 30] zwischen Oberflächen gebundenen Aldehyden [31], 

Epoxiden [20] oder Aminen führt zu der gewünschten stabilen Immobilisierung. Aufgrund 

dieses Vorteils sind modifizierte Glas- bzw. Siliziumoberflächen für Biochipanwendungen 

weit verbreitet. Allerdings führt die chemische Behandlung der Oberflächen zu einem 

erhöhten Kosten- und Zeitaufwand. 

Polymere benötigen zum Teil keine Modifizierung, da die Möglichkeit besteht die 

funktionellen Gruppen direkt in das Grundgerüst der Polymere einzubetten [22]. Sie stellen 

somit eine kostengünstige Alternative zu den konventionellen Materialien dar. Des Weiteren 

sind sie aufgrund ihres Potenzials 3D-Strukturen zu realisieren aussichtsreiche 

Trägeroberflächen für Biochips. Dadurch kann eine deutliche höhere Anzahl an 

Fängermolekülen im Vergleich zu 2D-Oberflächen immobilisiert werden. Jedoch werden 

Polymere in klassischen fluoreszenzbasierten Systemen aufgrund von störender 

Hintergrundfluoreszenz nur vereinzelt eingesetzt. Bei der Wahl des Materials ist zusätzlich 

darauf zu achten, dass die Trägeroberfläche nicht durch unspezifische Anbindungen von 

Biomolekülen zu einem Hintergrundsignal führt. 

Die anschließende Reaktion der nachzuweisenden Zielmoleküle mit den gebundenen 

Fängermolekülen führt zur Ausbildung eines Hybrids beider Moleküle auf der 

Biochipoberfläche. Für den Nachweis der spezifischen Interaktionen von Biomolekülen auf 

einem Biochip ist meist ein zusätzlicher Marker notwendig. Zur Markierung der Zielmoleküle 

gibt es eine Vielzahl an Möglichkeiten: Fluoreszenzfarbstoffe, radioaktive Marker, 

Chemilumineszenz, metallische Nanopartikel, redoxaktive Moleküle oder der Einsatz von 

Enzymen [32-35]. Die Detektion kann anschließend abhängig von dem gewählten Marker 

über verschiedene Methoden durchgeführt werden: optisch, spektroskopisch, gravimetrisch, 

elektrochemisch oder elektrisch. 

Das etablierte Nachweisverfahren stellt dabei die Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen dar 

[36]. Diese Methode ermöglicht einen hochsensitiven Nachweis und kann durch die 

Verwendung unterschiedlicher Farbstoffe auch zum Multilabeling herangezogen werden. 

Nachteilig sind jedoch Effekte wie Bleaching (Ausbleichen der Farbstoffe) und Quenching 

(Reduzierung des Signals durch die Umgebung) [37]. Eine mögliche Lösung bieten die so 

genannten Quantum Dots [38, 39]. Diese nanoskaligen Strukturen aus Halbleitermaterial 

verfügen über stabile Signale und können durch Variation ihrer Form und Größe in ihren 
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optischen und elektronischen Eigenschaften beeinflusst werden. Jedoch speziell in Bezug auf 

die Entwicklung von tragbaren Systemen für die Vor-Ort-Analytik stellen die benötigte 

Auswertetechnik und die anfallenden Kosten Probleme dar. Erste Entwürfe tragbarer 

Fluoreszenzreader zeigen zudem eine geringe Sensitivität und mangelnde Robustheit [40, 41]. 

Aus diesem Grund werden metallische Nanopartikel [32, 42, 43] und auch Enzyme [44-46] 

als aussichtsreiche Alternativen zur Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen verwendet. 

Enzyme werden in bioanalytischen Tests und in der Biosensorik seit langem erfolgreich als 

Markierungen zum Nachweis von Biomolekülen eingesetzt. Standardverfahren wie der 

ELISA (enzyme linked immunosorbend assay) [47] und der Westerblot [48, 49] werden seit 

den 70er Jahren in biomolekularen, immunologischen und bioanalytischen Laboren 

eingesetzt. Durch den Einsatz relevanter Enzyme konnten so verschiedene Nachweise für 

klinisch relevante Analyten entworfen werden. Die Verwendung von Enzymen für 

bioanalytische Nachweissysteme nutzt die hohe Spezifität und die hohen Umsatzraten 

enzymatischer Reaktion aus, um maßgeschneiderte sensitive und spezifische Verfahren für 

die Analyse unterschiedlichster Substrate zu realisieren [50, 51]. Ein weiterer Beweggrund für 

die Verwendung von Enzymen als Marker für biomolekulare Interaktionen ist das breite 

Wissen über ihren Aufbau, die Struktur sowie ihre Reaktionen und Funktionen [52-54]. Durch 

ihre katalytischen Eigenschaften und das Vorkommen in lebenden Organismen werden diese 

Moleküle zumeist als Biokatalysatoren bezeichnet [55]. Eines ihrer wichtigsten Merkmale ist 

ihre hohe Substratspezifität. Enzyme gehören aufgrund ihres Aufbaus aus Aminosäuren zu 

den Proteinen [56]. Ihre Aktivität kann durch Umgebungsparameter wie die Temperatur oder 

den pH-Wert beeinflusst werden. Eine Hemmung der enzymatischen Reaktion erfolgt durch 

entsprechende Inhibitormoleküle, die mit dem Enzym in Wechselwirkung treten. Heutzutage 

werden viele Enzyme rekombinant hergestellt [57]. Der Vorteil dieses Verfahrens ist die 

Herstellung von Enzymen im Produktionsmaßstab, wodurch die Kosten reduziert werden und 

große Mengen dieser Biomoleküle hergestellt werden können. Außerdem war es dadurch 

auch möglich ihre Aktivität zu verbessern und die Thermostabilität zu erhöhen oder die pH-

Toleranz und kinetischen Eigenschaften zu verbessern. Dazu finden sich in der Literatur 

unterschiedlichste Beispiele [58, 59]. 

Durch den Einsatz enzymatischer Reaktionen auf Chipoberflächen wird das analytische 

Potenzial von Enzymen mit den bereits beschriebenen Vorteilen von Biochips kombiniert. Ein 

schneller, spezifischer, einfacher und ökonomischer Nachweis sind die hauptsächlichen 

Einsatzgründe. Grundsätzlich können Enzyme direkt auf der Chipoberfläche immobilisiert 

sein, um einen Nachweis von bestimmten Substrat- oder auch Inhibitormolekülen zu 
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erreichen. Des Weiteren ist es auch möglich Enzyme mit Biomolekülen zu konjugieren, um 

einen indirekten Nachweis von biomolekularen Wechselwirkungen durch eine anschließende 

enzyminduzierte Reaktion nachzuweisen. In beiden Fällen sind die Enzyme an den 

Oberflächen assoziiert, so dass sie während des Nachweises nicht in Lösung diffundieren und 

verdünnt werden. Dadurch sind die Enzyme in ihrer Wirkung lokal auf einen bestimmten 

räumlichen Bereich eingeschränkt. Jedoch führt eine Immobilisierung zu einem zusätzlichen 

Schritt in der Kinetik der Gesamtreaktion. Das Substrat muss in diesen Fall zu Beginn an das 

gebundene Enzym transportiert werden. In den meisten Fällen geschieht dieses passiv durch 

Diffusion. Daher kann man die Kinetik eines immobilisierten Enzyms als zwei-Schritt 

Prozess betrachten, bestehend aus dem Transport des Substrates zum Enzym und der 

eigentlichen enzymatischen Reaktion. Da der Substrattransport der limitierende Faktor ist, 

wird ein aktiver Transport der Substrate bevorzugt [60, 61]. Aus diesem Grund kann eine 

Enzymimmobilisierung den dynamischen Messbereich eines bioanalytischen Nachweises 

beeinflussen, indem die Sensitivität des Enzyms verringert wird. Die Anbindung der Enzyme 

auf Chipoberflächen stellt an die Trägeroberfläche spezifische Anforderungen, deren 

technische Anwendungen erfordern zusätzlich bestimmte andere Qualitäten (chemisch, 

morphologisch, mechanisch). Die chemischen Wechselwirkungen mit dem Protein müssen so 

angepasst werden, dass keine unerwünschten Nebeneffekte, wie zum Beispiel eine 

Inaktivierung des Enzyms, erfolgen. Gebräuchliche Trägermaterialien sind dabei die schon 

bereits für Biochips beschriebenen Oberflächen: Polysaccharide (Cellulose, Dextran), 

synthetische Polymere (Polystyrol, Acrylamid) und anorganische Träger (z. Bsp. Silizium, 

Glas, Aluminiumoxid). Außerdem ist auch der Abstand des Enzyms zur Oberfläche für 

dessen Aktivität von Bedeutung, diese kann über entsprechende Spacer (z. Bsp. 

Alkylgruppen) definiert eingestellt werden [62]. Letztendlich ist der Nachweis der 

enzymatischen Reaktion auf den Chipoberflächen für eine Analyse ausschlaggebend. Dieser 

kann durch verschiedene Methoden erbracht werden. Hauptsächlich werden Amperometrie 

[63, 64] oder Fluoreszenz genutzt [65]. Auch der enzymatische Umsatz von chromogenen 

Substraten kann auf Biochips genutzt werden [66]. Jedoch besteht in allen Fällen das Problem 

der Signalinstabilität, da die enzymatischen Reaktionen zumeist lösliche Produkte 

hervorbringen. Aus diesem Grund werden neben Enzymen auch metallische Nanopartikel als 

Marker für bioanalytische Zwecke verwendet. Durch den Einsatz von Metallnanopartikeln auf 

Biochips werden stabile Signale erreicht. 
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Kolloidale Lösungen von Metallnanopartikeln sind seit langem bekannt. Quantitative 

Erklärungsversuche für ihre Farberscheinungen wurden seit Mitte des 19. Jahrhunderts 

unternommen. Die Erkenntnisse wurden erstmalig von Faraday und Mie beschrieben, welche 

sich mit den optischen Eigenschaften und deren theoretischen Berechnung beschäftigten [67, 

68]. Für die Aufklärung der heterogenen Natur kolloidaler Lösungen sowie für die dabei 

angewandten Methoden erhielt Zsigmondy 1925 den Nobelpreis für Chemie [69, 70]. 

Vielfältige optische Eigenschaften, wie resonant überhöhte Lichtstreuung und -absorption 

sowie nichtlineare Signalverstärkung machen Metallnanopartikel für eine Vielzahl 

physikalischer, chemischer und biophysikalischer Anwendungen interessant. Größtenteils 

nutzen diese Anwendungen aus, dass in Metallnanopartikeln Plasmonen, 

Kollektivoszillationen der Leitungselektronen, angeregt werden können, die zum Auftreten 

ausgeprägter Resonanzen in den optischen Spektren führen [71, 72]. Die optischen 

Eigenschaften von Nanopartikeln hängen dabei stark von ihrer Größe, Form, 

Zusammensetzung und der Umgebung ab [73]. 

Die technologischen Fortschritte hinsichtlich der Synthese und der exakten Charakterisierung 

haben in den letzten beiden Jahrzehnten in mehreren wissenschaftlichen Disziplinen ein 

großes Interesse vor allem an Gold- und Silbernanopartikeln ausgelöst. So lässt sich durch 

Laserbestrahlung von Goldnanopartikeln gezielt Wärme in der lokalen Umgebung der 

Partikel deponieren, was zum Beispiel zur selektiven photothermischen Molekülschädigung 

in medizinischen Anwendungen vorgeschlagen wurde [74]. Es konnte gezeigt werden, dass 

die Lichtstreuung dieser Partikel um bis zu fünf Größenordnungen intensiver als das 

Fluoreszenzsignal von üblicherweise in der Biologie zu Markierungszwecken eingesetzten 

Fluorophoren ist [75]. Das Lichtstreusignal einzelner Gold- oder Silberpartikel lässt sich mit 

einem handelsüblichen Lichtmikroskop betrachten und wird stark von der lokalen 

dielektrischen und chemischen Umgebung der Partikel beeinflusst. Die starke Lichtstreuung 

ist außerdem begleitet von einer hohen elektrischen Feldverstärkung in der Umgebung der 

Partikel, die für nicht lineare Lichterzeugung und für die oberflächenverstärkte Raman-

Spektroskopie ausgenutzt wird [76]. Aufgrund ihrer hohen Extinktionskoeffizienten mit bis zu 

1011 M-1 cm-1 können metallische Nanopartikel ebenfalls für einen Nachweis durch Messung 

der Extinktion verwendet werden [77]. Diese einzigartigen Eigenschaften weckten das 

Interesse für den Einsatz von Metallnanopartikeln für eine biochipbasierte Analytik und 

ermöglichten die Entwicklung von verschiedensten bioanalytischen Nachweisverfahren [32]. 

Zur Biofunktionalisierung der Nanopartikel kann beispielsweise thiolmodifizierte DNA 

genutzt werden [42, 78, 79]. Gleiche Ergebnisse konnten durch die Verwendung von Biotin-
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modifizierter DNA und Streptavidin konjugierten Goldnanopartikeln erreicht werden [80]. 

Ihre besonderen optischen Eigenschaften werden in der Entwicklung von Verfahren zur 

Messung von Absorption oder Streuung ausgenutzt [81-84]. Beispielsweise wurden einfache 

colorimetrische DNA-Nachweise auf Basis von Goldnanopartikeln entwickelt [85]. Durch 

Änderung der Abstände von Metallnanopartikeln untereinander kann die Plasmonenresonanz 

beeinflusst werden. Mirkin und Mitarbeiter modifizierten verschiedene Ansätze von 

Goldnanopartikeln mit unterschiedlichen DNA-Sequenzen. Durch die Mischung der 

Lösungen und die Zugabe von einzelsträngigen komplementären Zielmolekülen bildeten die 

Nanopartikel DNA-vermittelte Aggregate, mit genau definierten Partikelabständen. Dabei 

konnte eine Verfärbung der Lösung von Rot nach Blau beobachtet werden. Die Ursache für 

diesen Farbumschlag lag in der Wechselwirkung zwischen den komplementären DNA-

Strängen und der daraus resultierenden Distanz zwischen den Goldnanopartikeln. Ein 

Erwärmen der Mixtur auf die entsprechende Schmelztemperatur führte zum Denaturieren des 

DNA-Hybrids, wodurch sich die Lösung wieder Rot färbte. 

Besonders interessant für den Bereich der Bioanalytik ist die Möglichkeit Metallnanopartikel 

durch eine anschließende autometallographische reduktive Metallabscheidung zu vergrößern 

[86, 87]. Dabei werden die ursprünglichen Nanopartikel als Reaktionskeim genutzt, wobei so 

genannte Core-Shell-Strukturen entstehen [88]. Das induzierte Wachstum der Partikel führt zu 

einer Verstärkung des Signals, wodurch die Sensitivität und die Nachweisgrenze eines 

bioanalytischen Nachweises verbessert werden können. In ersten Versuchen war es möglich 

die Bindungsereignisse von Nanopartikel-markierten Biomolekülen an Oberflächen 

gebundene Fängermoleküle mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie (atomic force microscopy, 

AFM) nachzuweisen [89]. Durch die Verwendung von transparenten Oberflächen konnte eine 

optische Detektion von Nanopartikel-markierten DNA-Molekülen aufgrund von reflektiertem 

und transmittiertem Licht erfolgen [90]. Dieser Ansatz wurde genutzt, um spezifische 

Wechselwirkungen zwischen DNA-Molekülen auf Biochips nachzuweisen. Die Verwendung 

der gebundenen Nanopartikel als Reaktionskeim für eine anschließende reduktive 

Silberabscheidung führte zu einer Erhöhung der Sensitivität bis in den femtomolaren Bereich. 

Die Auswertung konnte sogar mit einem handelsüblichen Flachbettscanner erfolgen [91]. 

Dieses einfache Detektionsverfahren war die Grundlage für die Entwicklung von 

verschiedenen portablen Analysegeräten, die auf der Markierung mit Goldnanopartikeln und 

anschließender Silberabscheidung basieren: Nanosphere (Nanosphere Inc., Northbrook, 

USA), Eppendorf (Eppendorf Biochip Systems GmbH, Hamburg, Deutschland), Clondiag 

(CLONDIAG chip technologies GmbH, Jena, Deutschland). 
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Zusätzlich zu den großen Extinktionskoeffizienten haben viele Metallnanopartikel auch sehr 

große Streukoeffizienten. Dies erlaubt eine sensitive und quantitative Bioanalyse durch das 

gestreute Licht von Nanopartikel-markierten Biomolekülen [92]. 

Das Spektrum des gestreuten Lichts hängt wiederum stark von den Partikelbeschaffenheiten 

ab (Größe, Material, Form). Dadurch war es möglich mit unterschiedlichen Partikeln auf 

einem Biochip ein Multilabeling durchzuführen [93]. Im Vergleich zu den auf Absorption 

beruhenden Verfahren konnte die Nachweisgrenze durch Messung des gestreuten Lichts der 

Partikel um bis zu vier Größenordnungen verringert werden, da hierbei bereits ein einzelner 

Partikel für ein messbares Signal ausreichend ist. Dadurch war es möglich DNA-Proben im 

zeptomolaren Bereich nachzuweisen [94]. 

Des Weiteren kann von metallischen Nanopartikeln gestreutes Licht elektromagnetische 

Felder verstärken. Dieser Effekt wird in der oberflächenverstärkten Raman-Spektroskopie 

ausgenutzt (surface enhanced Raman spectroscopy, SERS). Es ist bekannt, dass 

Metallnanopartikel Raman-gestreutes Licht bis zu einen Faktor von 1014-1015 verstärken 

können [95]. Das Prinzip von SERS Messungen wurde für den Nachweis von Nanopartikel-

markierter DNA und RNA auf Chipoberflächen 2002 von Cao gezeigt [96]. Diese Methode 

verbindet die hohe Sensitivität von SERS mit dem spezifischen Fingerprint der Raman-

Spektroskopie. Verschiedene Entwicklungen zu SERS in der klinischen Diagnostik und für 

biologische Anwendungen sind bereits beschrieben [97, 98]. 

Neben der Vielfalt an Methoden, die die optischen Eigenschaften von Metallnanopartikeln 

ausnutzen, existieren nicht optische Verfahren, welche auf Messungen der elektrischen 

Leitfähigkeit, dem Redoxpotenzial oder der Partikelmasse beruhen. 

Die spezifische Masse von Nanopartikeln wird in elektromechanischen oder gravimetrischen 

Konzepten verwendet, um hochsensitive Nachweise durchzuführen. Das Prinzip wurde 

sowohl für Quarzmikrowaagen (quarz crystal microbalance, QCM) und oszillierende 

Mikrokantilever gezeigt [99]. Zwar kann diese Methode auch labelfrei eingesetzt werden, 

jedoch erhöht der Gebrauch von Nanopartikeln die Sensitivität dieser Systeme deutlich. Für 

gravimetrische Verfahren konnten durch die zusätzliche Verwendung von Goldnanopartikeln 

und anschließender Silberabscheidung Nachweisgrenzen im picomolaren Bereich erreicht 

werden [100]. 

Zusätzlich kann die elektrische Leitfähigkeit von metallischen Nanopartikeln ausgenutzt 

werden, um die Interaktion von Biomolekülen auf der Chipoberfläche nachzuweisen [101]. 

Die Immobilisierung von Metallnanopartikeln in einem Elektrodenspalt kann die Elektroden 

durch einen leitfähigen, metallischen Film verbinden [101]. Die Änderung der Leitfähigkeit 
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über den Elektrodenspalt kann durch eine einfache Gleichstrommessung realisiert werden. 

Mit diesem einfachen Verfahren können biomolekulare Wechselwirkungen, zum Nachweis 

von Mikroorganismen, unter Verwendung von Nanopartikel-markierten Biomolekülen auf 

einen Biochip durchgeführt werden [102]. Geringe Konzentrationen an Biomolekülen führen 

zu geringen Partikeldichten, welche keine leitfähige Schicht im Elektrodenspalt generieren. 

Eine nachträgliche Silberabscheidung kann auch in diesen Fall die Sensitivität verbessern 

[101, 103]. Durch die Nanopartikel beziehungsweise Analytkonzentration und die verwendete 

Silberabscheidungszeit kann ein direkter quantitativer Bezug zur Konzentration der 

nachzuweisenden Biomoleküle hergestellt werden. Die Konstruktion eines mobilen und 

robusten Auslesegerätes für elektrisch auswertbare Biochips war der grundlegende Schritt in 

Richtung eines laborunabhängigen Systems [104]. Eine parallele Kontrolle des elektrischen 

Signals während des reduktiven Silberabscheidungsprozesses ermöglicht eine direkte 

Überprüfung des Signalverlaufs und des entstehenden Hintergrundes. Die Online-Kontrolle 

der autometallographischen Reaktion wurde bereits von Diessel 2004 beschrieben [105]. 

Die kapazitive Messung bietet eine weitere Möglichkeit der chipbasierten Untersuchung von 

Biomolekül-Interaktionen [106]. Diese Methode bedarf keiner vollständig leitfähigen 

Strukturen, um die Bindung von Biomolekülen und Metallnanopartikeln zu detektieren. 

Allerdings benötigt dieser Ansatz aufwendige, teuere Technologien und anspruchsvollere 

Elektrodenstrukturen, wodurch er weniger interessant für eine kostengünstige, tragbare Vor-

Ort-Analytik ist. 

Elektrochemische Verfahren beruhen auf dem indirekten Nachweis metallischer Nanopartikel 

durch Redoxprozesse. Durch einen oxidativen Schritt können anschließend die resultierenden 

Metallionen der Partikel elektrochemisch nachgewiesen werden. Für Goldnanopartikel-

markierte DNA konnte das bereits durch Anodic Stripping Voltametry oder Potentiometric 

Stripping gezeigt werden [107, 108]. Die Signalintensität ist abhängig von der Art des Metalls 

und dessen Konzentration. 

Nachteilig bei den beschriebenen Nanopartikelmarkierungen sind die oft unspezifischen 

Partikelanlagerungen und zusätzlich unspezifischen Metallabscheidungen. Eine Alternative 

bieten neuartige enzymatische Prozesse zur Metallabscheidung. Die hohe Spezifität einer 

enzymatischen Reaktion soll die Probleme der Nanopartikelmarkierungen beseitigen. Dazu 

wird an die Zielmoleküle anstatt eines Metallnanopartikels ein Enzym gebunden, welches 

dann in einer spezifischen Reaktion auf der Oberfläche Metallnanopartikel erzeugt.  

In den letzten Jahren wurden Bestrebungen unternommen, um Enzyme als Katalysatoren für 

die Generierung von metallischen Nanopartikeln zu nutzen [109]. Diese Kombination hatte 



ZUSAMMENFASSUNG 

- 11 - 

das Ziel die schnelle und hochspezifische Reaktion der Enzyme mit den einzigartigen 

Eigenschaften von Metallnanopartikeln zu verbinden. Dadurch erweiterte sich das 

Anwendungsgebiet von Enzymen in der Bioanalytik, da die bisher katalysierten Nachweis-

reaktionen nur instabile, zumeist wasserlösliche Produkte erzeugten. Ein enzyminduziertes 

Wachstum von Metallnanopartikeln führt zu stabilen Signalen die nicht ausbleichen oder 

verblassen. Erstmalig wurde der Prozess des enzyminduzierten Wachstums metallischer 

Nanopartikel als Anwendung in der Immunhistologie und In-situ-Hybridisierung beschrieben 

[110, 111]. In diesen beiden Feldern bestand das Problem, dass die bisher enzymatisch 

umgesetzten Moleküle nach der Reaktion schnell zu diffundieren begannen, was zu einer 

Verringerung der Sensitivität und der räumlichen Auflösung des Signals führte. Die Vorteile 

eines enzyminduzierten Wachstums von Metallnanopartikeln, wie die effiziente Reaktion, die 

Stabilität und Reproduzierbarkeit führten zur Testung unterschiedlicher Enzyme auf ihre 

Fähigkeit Metallnanopartikel oder unlösliche Produkte zu generieren. Die elektrochemische 

Detektion von Silbernanopartikeln, abgeschieden durch alkalische Phosphatase, ist eine der 

ersten beschriebenen Reaktion für eine chipbasierte Bioanalytik [112-114]. Durch alkalische 

Phosphate induziertes Wachstum von Silbernanopartikeln wurde ebenfalls für die Dip-Pen-

Nanolithography genutzt [115]. Dabei wurde eine AFM (atomic force microscopy)-Spitze in 

eine Enzymlösung getaucht und anschließend im permanenten Kontakt über eine Oberfläche 

geführt. Durch die anschließende enzymatische Reaktion entstanden so metallische 

Leiterbahnen im Nanometermaßstab. Weitere in molekularbiologischen Tests häufig 

eingesetzte Enzyme, wie Glukoseoxidase und Acteylcholinesterase wurden als mögliche 

Initiatoren zum Wachstum von metallischen Nanopartikeln beschrieben [109, 116].  

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, 

HRP) induziertem Nanopartikelwachstum und der Anwendung dieses Prinzips in der 

Biochipanalytik. Meerrettichperoxidase gehört zur Gruppe der Oxidoreduktasen und enthält 

als Hämenzym einen Eisen(III) Komplex. Das Enzym besitzt eine hohe Substratspezifiät zu 

Wasserstoffperoxid. In dessen Gegenwart ist HRP in der Lage eine Vielzahl von phenolischen 

und aromatischen Aminoverbindungen zu oxidieren [117]. Des Weiteren ist bekannt, dass zu 

hohe Konzentrationen an Wasserstoffperoxid zur Denaturierung und folglich der 

Inaktivierung des Enzyms führen [118]. Allerdings kann die enzymatische Reaktion nicht mit 

einem Metallion als Substrat durchgeführt werden. Da das Metallion nicht direkt mit dem 

Enzym interagieren kann. Das enzyminduzierte Wachstum von Silbernanopartikeln ist 

demnach nicht ohne ein sekundäres Reagenz möglich, welches anschließend des Metallion 

reduziert. Durch Verwendung eines speziellen Reaktionskits ist das Enzym in der Lage 
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Silbernanopartikel zu generieren [119, 120]. Die bekannten Reaktionsabläufe bestimmter 

Enzyme und ihre Eignung metallische Nanopartikel zu erzeugen, führte zu Bestrebungen 

diese Biomoleküle zur Markierung auf Biochips zu nutzen. Dadurch sollten die 

abgeschiedenen Nanopartikel für eine Bioanalytik zugänglich gemacht werden. 

Um einen Aktivitätsverlust und Instabilität der Enzyme auf den Biochipoberflächen durch 

Trocknungseffekte oder nicht optimale Umgebungsparameter zu vermeiden, sind 

grundlegende Kenntnisse über die verwendeten Enzyme notwendig, um eine bestmögliche 

Leistungsfähigkeit der Chipplattform zu gewährleisten. Somit ist die Biochiptechnologie auf 

eine Automatisierung, sowie eine genaue Steuerung und Regelung (z. Bsp. Temperatur) 

angewiesen, um nachteilige Reaktionen, wie eine Deaktivierung der Enzyme durch falsche 

Reaktionsbedingungen, zu verhindern. In den letzten Jahren wurden viele Anstrengungen 

unternommen die Biochiptechnologie weiterzuentwickeln und zu automatisieren. Die 

grundsätzlichen Vorteile einer Automatisierung sind die verringerten Analysezeiten, der 

geringe manuelle Aufwand, die Verringerung von Fehlern bei der Versuchsdurchführung und 

die Kostenreduzierung für eine komplette Analyse. 

Biochips wurden in verschiedene Technologien integriert, um einen bestimmten Grad an 

Automatisierung zu erreichen [121, 122]. Dabei kamen beispielsweise Piezoelemente [123], 

Zentrifugen [124], Rotatoren [125] oder elektrische Felder zum Einsatz [126]. Diese 

Methoden erlauben eine induzierte Bewegung der nachzuweisenden Moleküle, wodurch eine 

Verkürzung der Diffusionswege erreicht wird. Zusätzlich wurde auch die Möglichkeit der 

Verbindung mit mikrofluidischen Systemen untersucht [1]. Mit Hilfe der Mikrofluidik lassen 

sich neuartige miniaturisierte Analysesysteme für chemische und biologische Anwendungen 

realisieren [127]. Damit stellt die Mikrofluidik eine viel versprechende Ergänzung zu der 

Biochiptechnologie dar. Vorzüge wie Miniaturisierung, geringer Probenverbrauch, verringerte 

Analysezeit, Hochdurchsatz und Automatisierung können mit mikrofluidischen Systemen 

erreicht werden [128]. Besonders bei der Verwendung von sensitiven Biomolekülen, wie 

Enzymen, kann die Kombination mit der Mikrofluidik die Stabilität dieser Moleküle 

sicherstellen. Beispielsweise können so Austrocknung oder Inaktivierung durch Einstellung 

bestimmter Pufferbedingungen (pH-Wert, Salzgehalt) vermieden werden. 

In herkömmlichen Biochipsystemen ist die spezifische Bindung zwischen Fänger- und 

Zielmolekülen hauptsächlich diffusionslimitiert. Der passive Stofftransport als 

Geschwindigkeits-bestimmender Schritt ist auch die Begründung für die langen Inkubations- 

bzw. Anbindungszeiten konventioneller Chipsysteme. Bei festgelegtem Druck und konstanter 

Temperatur ist, analog zur Thermodynamik, der chemische Gradient die treibende Kraft für 
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die Diffusion. Jedoch gerade im Hinblick auf eine Vor-Ort-Diagnostik sind kurze 

Analysezeiten erwünscht. Daher wird ein aktiver Transport der Zielmoleküle bevorzugt. Auch 

hier bietet die Mikrofluidik eine gute Möglichkeit Flüssigkeiten während der Prozessschritte 

zu bewegen, um die Analysezeit zu verkürzen. Eine Bewegung der Flüssigkeiten führt zur 

Aufhebung der Diffusionslimitierung der Prozessschritte, wodurch die Reaktionszeiten 

drastisch reduziert werden können. 

Neben der Entwicklung miniaturisierter optischer Techniken wird insbesondere eine 

elektrische Detektion für chipbasierte Biomolekülnachweise favorisiert. Die erleichterte 

Interpretation der Daten erscheint neben dem einfachen und robusten Nachweis als eine gute 

Basis für eine Automatisierung der Technologie. In dieser Arbeit wurde das enzyminduzierte 

Wachstum von Silbernanopartikeln für einen chipbasierten elektrischen Nachweis von 

Biomolekülen in ein mikrofluidisches System integriert [129]. Das Verfahren wurde aufgrund 

seiner Robustheit, Einfachheit und dem Potenzial zur Entwicklung eines mobilen, 

austauschbaren und kostengünstigen Gerätes für die Vor-Ort-Diagnostik ausgewählt. Der 

elektrisch auslesbare DNA-Chip wurde dazu in eine speziell angefertigte Durchflusskammer 

integriert. Bei der Entwicklung von Point-of-care-fähigen Geräten stehen flexible, 

zuverlässige Geräte mit simpler Handhabung im Vordergrund. Ein einfacher Austausch von 

wichtigen Bestandteilen der Durchflusskammer soll Kontaminationen verhindern und einen 

verlässlichen Betrieb gewährleisten. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen die Basis für die 

Entwicklung eines komplett automatisierten Systems mit dem Ziel einer mobilen 

transportablen Bioanalytik für den chipbasierten elektrischen Biomolekül-Nachweis. 
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1.2 Eigene Forschungsergebnisse 

 

1.2.1 Trägeroberflächen und Herstellung von Biochips 

 

Bei der Verwendung eines Biochips ist die verlässliche, reproduzierbare Immobilisierung von 

Biomolekülen der Schlüsselschritt für einen sensitiven und spezifischen bioanalytischen 

Nachweis. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Verfahren zur kovalenten Anbindung der 

Fängermoleküle auf epoxyfunktionalisierten Chipoberflächen genutzt. Dazu wurden die 

Fängermoleküle an ihrem 5´-Ende mit einer zusätzlich eingebrachten 

Aminofunktionalisierung modifiziert. Die anschließende Anbindung auf der epoxy-

funktionalisierten Chipoberfläche benötigt nach Standardverfahren, Inkubationszeiten von 

mehreren Stunden bis zu einem Tag. Eine Verkürzung der Anbindungszeit konnte durch ein 

UV-cross-linking der Fänger-DNA mit den Chipoberflächen erreicht werden. Hierzu wurden 

die Chips nach dem Aufbringen der aminomodifizierten einzelsträngigen Fängermoleküle für 

kurze Zeit mit UV-Licht bestrahlt. Das Einbringen von Energie führt dazu, dass sich die 

Epoxyringe öffnen, wodurch die Anbindung der Aminofunktion der Fänger-DNA erleichtert 

wird. 

Es wurden unterschiedliche Trägeroberflächen sowohl mit, als auch ohne 

Oberflächenmodifizierung, auf ihre Eignung für den Einsatz eines UV-cross-linkings 

untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die modifizierten Oberflächen verglichen mit 

unmodifizierten Oberflächen stärkere und homogenere Signale aufwiesen. Jedoch können 

auch unmodifizierte Glasoberflächen zur Immobilisierung von Fängermolekülen durch ein 

UV-cross-linking genutzt werden. Zusätzlich wurde auch der Einfluss der Modifizierung der 

Fängermoleküle untersucht. In den durchgeführten Versuchen konnte nachgewiesen werden, 

dass bei bestehender Oberflächenmodifizierung eine zusätzliche Modifizierung der 

Fängermoleküle nicht notwendig ist, um eine Immobilisierung zu erreichen. Da die 

Modifizierung der Fänger-DNA mit funktionellen Gruppen ein aufwendiges und teures 

Verfahren darstellt, konnten durch das UV-cross-linking neben dem bereits erwähnten 

Zeitfaktor auch die Preise für die Fängermoleküle reduziert werden. 

Es ist bekannt, dass DNA durch die Bestrahlung mit UV-Licht geschädigt werden kann [130]. 

Es können Effekte wie beispielsweise die Thymindimerisierung auftreten. Dabei werden 

benachbarte Thymidine im DNA-Strang verkettet, wodurch die Erbinformation anschließend 

nicht korrekt abgelesen werden kann. Eine Schädigung der DNA konnte in den 

durchgeführten Versuchen nicht festgestellt werden. Nach dem UV-cross-linking der 
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Fängermoleküle mit den epoxyfunktionalisierten Oberflächen waren diese einer 

anschließenden Hybridisierung vollständig zugänglich. Es konnte eine klare Diskriminierung 

zwischen der komplementären Sequenz und den Mismatch-Proben (DNA Proben, die 

Basenfehlpaarungen in ihrer Sequenz enthalten) erzielt werden. Auch die Kontrollen 

bestätigten in allen Tests die erhaltenen Ergebnisse. 

Die optimalen Bedingungen waren fünf Minuten Bestrahlung bei 254 nm mit einer 

Leistungsdichte von 23,96 mW/cm2. Das UV-cross-linking eignete sich sowohl für die 

konventionellen Chipmaterialien wie Glas und Silizium, als auch für verschiedene Polymere 

(PEN und PBEMA). Es konnten die gleichen Sensitivitäten und Spezifitäten, verglichen mit 

dem Verfahren ohne UV-cross-linking, erreicht werden. 

Der grundlegende Funktionsnachweis für den chipbasierten elektrischen Nachweis von DNA 

wurde für verschiedene Stämme der Gattung Kitasatospora (Gram-positive Bakterien der 

Familie Streptomycetacea) anhand von PCR (polymerase chain reaction) Produkten der 16s-

23s rDNA-ITS (internal transcribed spacer)-Region durchgeführt. Dabei konnten 

Konzentrationen in einem Bereich von 1 ng/ml bis 1 μg/ml Biotin-markiertem PCR Produkt 

nachgewiesen und korrekt identifiziert werden. Die Ergebnisse führten zu einer exakten 

taxonomischen Einordnung der untersuchten Spezies von Kitasatospora. Diese Arbeit zeigte 

das analytische Potenzial des chipbasierten elektrischen Nachweises von Biomolekülen und 

war die Basis für alle folgenden Untersuchungen. Die taxonomische Identifikation von 

Bakterien auf dem DNA-Chip mit elektrischer Detektion läuft nach dem in Abbildung 1 

dargestellten Prinzip ab. Zu Beginn wird auf der epoxymodifizierten Biochipoberfläche 

einzelsträngige Fänger-DNA in einen Spalt zwischen zwei Elektroden immobilisiert. Im 

Anschluss erfolgt die Hybridisierung der Biotin-markierten PCR-Produkte. Die PCR-

Produkte der 16s-23s rDNA-ITS-Region, erlauben die Verwendung eines einzigen 

Primerpaars für alle untersuchten Stämme von Kitasatospora. Da dieser Bereich der rDNA 

sowohl über hoch konservierte als auch sehr variable Bereiche, die zur Speziesunterscheidung 

genutzt werden können, verfügt. Durch die Biotinmarkierung wird die Anbindung von einem 

Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Konjugat ermöglicht. Im letzten Schritt führt das 

enzyminduzierte Wachstum von Silbernanopartikeln zum Überbrücken des Elektrodenspaltes 

und somit zu einem messbaren Anstieg der elektrischen Leitfähigkeit. Dieses Ereignis kann 

im Anschluss durch eine einfache Gleichstrommessung erfasst und ausgewertet werden [104]. 

Das Prinzip des elektrischen chipbasierten Nachweises von DNA ist zusätzlich in den 

folgenden Abbildungen verdeutlicht (2.1 Abb. 1, 2.2 Abb. 2 und 2.3 Abb. 4). 
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Abbildung 1 Prozessablauf zum speziesspezifischen Nachweis von Kitasatospora, mit Hilfe 

Biotin-markierter PCR Produkte, auf einem Biochip. 

Nach Zellaufschluss (a) und Filtration (b) der Zellbestandteile erfolgte im Anschluss eine 

PCR (c), unter Verwendung von Biotin-markierten Primern, der 16s-23s rDNA-ITS-Region. 

Die Immobilisierung einzelsträngiger Fängermoleküle auf der epoxyfunktionalisierten 

Biochipoberfläche (d, e) ermöglichte die anschließende Hybridisierung der Biotin-markierten 

PCR-Produkte (f). Die Anbindung von Streptavidin konjugierter Meerrettichperoxidase 

erlaubte ein enzyminduziertes Wachstum von Silbernanopartikeln (g), welche über eine 

elektrische Messung nachgewiesen werden konnten.  

 

Die enzyminduzierte metallographische Reaktion verhindert eine Wiederverwendbarkeit des 

Biochips. Ein Entfernen des abgeschiedenen Metalls würde zu einer Beschädigung der für die 

elektrische Signalerfassung notwendigen mikrostrukturierten Leiterbahnen führen. Für den 

Nachweis von Kitasatospora wurden die metallischen Leiterbahnen auf einer 

Siliziumoberfläche durch aufwendige photolithographische Prozesse aufgebracht. Für ein 

Einwegprodukt waren dadurch die Herstellungskosten bei geringen Stückzahlen deutlich zu 

hoch. Aus diesem Grund wurde nach alternativen Herstellungsverfahren für die 

Strukturierung der metallischen Leiterbahnen gesucht. Das Siebdruckverfahren bietet, auch 

für kleinere Stückzahlen, eine kostengünstige Möglichkeit, Plattformen für eine chipbasierte 

Analyse von Biomolekülen zu etablieren. Besonders für aufwendige und teure 

Elektrodenlayouts und Strukturen stellt dieses Herstellungsverfahren eine interessante 

Alternative dar. Bei der Untersuchung der Siebdruckelektroden fiel zu Beginn ihre raue und 

unregelmäßige Struktur auf (2.2 Abb. 1). Es wurden zwei Metalle zum Drucken der 

Elektrodenbahnen getestet, Gold und Platin. Durch seine stabileren Elektroden und die 

einfachere Handhabung während des Druckprozesses wurden im Anschluss die 

Goldelektroden bevorzugt verwendet. Die Auflösungsgrenze des Siebdruckverfahrens liegt im 

Bereich von 50 µm. Somit ist die Breite des Elektrodenspaltes ungefähr fünfmal größer im 

Vergleich zu den photolithographischen Strukturen (10 µm Spaltbreite). 

Die Nachweisgrenze lag für die enzyminduzierte metallographische Reaktion bei 50 pM der 

nachzuweisenden DNA. Durch Verwendung von Glas als Trägeroberfläche konnte ein 

zusätzlicher optischer Nachweis als Kontrolle des elektrischen Signals eingeführt werden. 

Dazu wurden die Silberspots durch Lichtmikroskopie in Transmission analysiert. Die 

resultierenden Grauwerte ergaben eine Nachweisgrenze von 5 pM. Da für die optische 

Detektion der enzymatisch generierten Silbernanopartikel keine durchgehende leitfähige 
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Schicht notwendig ist, kann mit dieser Methode eine höhere Sensitivität erreicht werden. 

Auch ein nicht geschlossener Partikelfilm führt in diesem Fall zu einer Änderung der 

Transmission. 

Durch die Verwendung der enzymatisch gewachsenen Partikel als Reaktionskeim für eine 

anschließende autometallographische reduktive Silberabscheidung konnte die Sensitivität für 

die elektrische Messung auf 500 fM erhöht werden (2.2 Abb. 5). Weitere 

Metallabscheidungen führten zu einem messbaren Anstieg des Hintergrundsignals, so dass die 

Nachweisgrenze für die elektrische Detektion, auf den Siebdruckelektrodenchips, mit 500 fM 

bestimmt wurde. Der Vorteil der elektrischen Messung gegenüber der optischen Detektion 

liegt in den großen dynamischen Messbereich, der neben der qualitativen Auswertung 

prinzipiell auch eine quantitative Bestimmung des Signals ermöglicht. In den durchgeführten 

Versuchen erlaubte die zusätzliche optische Kontrolle die Überprüfung der Ergebnisse der 

elektrischen Detektion. Dadurch konnte die Richtigkeit der elektrisch gewonnenen Daten 

bestätigt werden. 

Durch die Verwendung von Mismatch-Proben wurde die Spezifität des Nachweises überprüft. 

Eine hohe Spezifität der Ergebnisse ist für biologische Anwendungen von großer Bedeutung, 

beispielsweise für eine korrekte speziesspezifische Unterscheidung. Es war sogar möglich die 

komplementäre Sequenz (vollständige Übereinstimmung der Basenabfolge) von einer 

Sequenz mit einem Mismatch (eine Basenfehlpaarung) zu unterscheiden.  

Der Vorteil der Siebdruckstrukturen liegt in den deutlich reduzierten Herstellungskosten 

verglichen mit standardphotolithographischen Methoden. Die gedruckten Strukturen weisen 

eine hohe Stabilität auf. Das, auf den photolithographisch hergestellten Chips, etablierte 

Standardprotokoll konnte ohne Änderungen auf die Siebdruckchips übertragen werden. In den 

durchgeführten Versuchen konnten mit den Siebdruckelektroden die gleichen Sensitivitäten 

und Spezifitäten im Vergleich zu photolithographisch hergestellten Elektrodenstrukturen 

erreicht werden. Ein Einfluss des größeren Elektrodenspaltes und der unregelmäßigen 

Elektrodenstrukturen konnte hierbei nicht festgestellt werden. 

Weitere Kostenersparnisse sollten durch die Verwendung von Polymeren anstelle von Glas 

oder Silizium als Trägermaterial für die elektrisch auslesbaren Biochips erreicht werden. 

Dazu wurden Polyethylen-Naphthalat (PEN)-Folien getestet. Die PEN-Folien besaßen keine 

eingebettete Funktionalisierung in ihrer Struktur, so dass zur Anbindung der Fängermoleküle 

eine Oberflächenmodifizierung der Folien notwendig war. Ein weiteres Problem waren die 

fehlenden Elektrodenstrukturen, welche für einen elektrischen Nachweis erforderlich sind. 

Die Verwendung der PEN-Folien bietet den Vorteil, dass über einen Roll-to-Roll-Prozess die 
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Elektrodenstrukturen auf die Folienoberflächen gedruckt werden können. Damit besteht die 

Möglichkeit einer schnellen Produktion von einer großen Stückzahl an flexiblen 

Biochipoberflächen für den elektrischen Nachweis von Biomolekülen. In den Versuchen 

wurden PEN-Folien mit unterschiedlichen Stärken untersucht. Des Weiteren wurden zwei 

Herstellungsverfahren zur Aufbringung der Elektrodenstrukturen auf den Foliensubstraten 

getestet. Zum einen die direkte Metallbeschichtung und zum anderen ein üblicher Lift-off 

(Abhebetechnik oder Haftmaskentechnik)-Prozess. Beide Methoden zeigten eine gute 

Auflösung (2.3 Abb. 2,3). Die Stabilität und Qualität der Elektroden war nicht abhängig von 

der Stärke der PEN-Folien. Die Biochips auf PEN-Basis konnten erfolgreich für einen 

Nachweis von DNA eingesetzt werden. Das Nachweisprinzip war analog zu den Biochips auf 

Silizium oder Glas. Die einzelsträngigen Fängermoleküle konnten erfolgreich im Spalt 

zwischen den jeweiligen Elektroden immobilisiert werden. Die Biotin-markierte 

nachzuweisende DNA konnte aus Lösung an die immobilisierten Fängermoleküle hybridisiert 

werden. Das abschließende enzymatisch induzierte Partikelwachstum zeigt eine deutliche 

Silberabscheidung auf den PEN-Folien, im Bereich der einzelnen Elektrodenspalte (2.3 Abb. 

5,6). Die damit verbundene Erzeugung einer leitfähigen Brücke konnte wiederum durch eine 

einfache Gleichstrommessung nachgewiesen werden. Die elektrischen Messungen zeigten 

auch, dass die beiden verwendeten Herstellungsverfahren keinen Einfluss auf die 

Leistungsfähigkeit des Nachweisprinzips haben. Auch die getesteten Mismatch-Proben 

(analog zu den Versuchen auf den Siebdruckelektrodenchips) zeigten die erwarteten 

Signalunterschiede im Vergleich zu der komplementären Sequenz (2.3 Abb. 5,6). Die 

erhaltenen Ergebnisse waren im Hinblick auf die Sensitivität und Spezifität vergleichbar zu 

den Silizium oder Glasoberflächen. Wie auch auf den Siebdruckchips, mit Glas als 

Trägermaterial, konnte auch auf den transparenten PEN-Folien eine zusätzliche optische 

Kontrolle mitgeführt werden. Die optischen Signale bestätigten auch hier die Ergebnisse der 

elektrischen Messungen. Es ist daher geplant in anschließenden Arbeiten einen Nachweis mit 

zwei voneinander unabhängigen Messmethoden zu etablieren, um eine zeitlich permanente 

Signalüberprüfung auf diesen Biochips zu gewährleisten. Der dabei entstehende höhere 

Aufwand kann mit der gegenseitigen Kontrolle beider Messmethoden, der Verhinderung von 

falsch positiven bzw. falsch negativen und einem höheren dynamischen Messbereich 

begründet werden. 

Die PEN-Folien konnten mit dem gleichen Standardprotokoll behandelt werden ohne das eine 

Beschädigung der Elektroden oder ein Verlust der Funktionalität beobachtet werden konnte. 
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Alle drei verwendeten Oberflächen (Silizium, Glas und PEN-Folien) haben für einen 

bioanalytischen Nachweis die Notwendigkeit einer Oberflächenmodifizierung gemein. Das 

heißt, die Trägeroberflächen müssen für die kovalente Anbindung der einzelsträngigen 

Fängermoleküle funktionalisiert werden. Die eingesetzte Oberflächenchemie führt auf den 

Chipsubstraten eine reaktive Epoxyfunktionalisierung über ein Organosilan ein. An den 

Epoxygruppen können in einem weiteren Schritt endständig aminofunktionalisierte 

Oligonukleotide durch Ausbildung eines sekundären Amids anbinden. Prozessablauf und 

Aufwendungen sind für alle drei verwendeten Oberflächen gleich und bedeuten erhöhte 

Kosten und Zeitaufwand. 

Aus diesem Grund bestand das Interesse an der Entwicklung einer Chipplattform, die keine 

Oberflächenmodifizierung benötigt, um Biomoleküle kovalent auf ihrer Oberfläche zu binden. 

Deshalb wurde ein Konzept zur Realisierung eines vielseitigen Ready-to-Spot-

Einwegpolymers für einen Nanopartikel als auch einen labelfreien Nachweis von 

Biomolekülen, basierend auf optischen und massenspektroskopischen Verfahren, entworfen. 

Im Unterschied zu herkömmlichen Biochips aus Silizium oder Glas benötigt dieses neuartige 

Polymer keinerlei Modifikationen oder zusätzliche Aktivierungsschritte, um Biomoleküle auf 

der Oberfläche zu immobilisieren. Die Bindungsfunktionalität wird während des 

Herstellungsprozesses direkt in das Polymergrundgerüst integriert. Dadurch war es möglich 

auf der Polymerplattform unmittelbar nach der Herstellung, ohne weitere Zwischenschritte, 

Biomoleküle zu immobilisieren. Der Zeit- und Kostenaufwand konnte mit diesem Polymer 

deutlich verringert werden. 

Die Stoffchemie des Polymerchips wurde ausgiebig untersucht. Da sich die 

Epoxyfunktionalisierung für die Immobilisierung von DNA auf Glas und Silizium als sehr 

geeignet erwiesen hat, wurde diese Funktionalisierung auch für die Polymerchips verwendet. 

Der Polymerchip wurde durch eine Copolymerisation auf Basis von Methacrylaten 

hergestellt. Die erforderlichen Epoxygruppen wurden über das Monomer Glycidyl-

Methacrylat in das Polymer eingebettet. Für das Polymerrückgrat wurden unterschiedliche 

Methacrylate getestet: Methyl-Methacrylat (schwach hydrophob), Butyl-Methacrylat (stark 

hydrophob) oder Methyl-Methacrylat-[2-(methacryloyloxy)-ethyl]dimethyl-(3-sulfopropyl)-

ammonium (zwitterionisch). Durch die unterschiedlichen Monomere konnten die 

Oberflächeneigenschaften des Polymers beeinflusst und auf die gewünschten Parameter 

eingestellt werden (2.4 Abb. 2). Somit war es möglich neben der Hydrophobizität auch die 

Affinität der Oberfläche für die Adsorption verschiedener Biomoleküle zu steuern. 
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Die Qualität und Stabilität der Immobilisierung von Biomolekülen auf der Polymeroberfläche 

wurde mit MALDI/TOF-MS, AFM und Fluoreszenzmessungen untersucht. Außerdem 

wurden unspezifische Absorption von DNA und Proteinen sowie der Einfluss von Salzen und 

verschiedenen Puffern auf die Leistungsfähigkeit des Polymers getestet. Dazu wurde auch die 

Beeinträchtigung der DNA-Hybridisierung in verschiedenen Reaktionsmilieus analysiert. Die 

nachzuweisende Ziel-DNA wurde hierbei sowohl in humaner Plazenta-DNA als auch E.coli-

Zelllysat verdünnt, um einen realen Nachweis in einer biologischen Probe zu simulieren. 

Durch die zusätzlich eingetragenen Komponenten wie nicht komplementäre DNA, Proteine, 

Lipide und Salze sollte die Stabilität und Spezifität von DNA-DNA Wechselwirkungen auf 

dem Polymer erprobt werden. Die Ergebnisse wiesen nur geringe Unterschiede zwischen den 

Signalen auf. Die Sensitivität und Spezifität des Chips konnte auch in komplexen Medien 

(E.coli-Zelllysat und humane Plazenta-DNA) bestätigt werden (2.4 Abb. 4b). 

Basierend auf den Messdaten der MALDI/TOF-MS-Analyse, der Lichtmikroskopie 

(Transmission nach enzyminduziertem Wachstum von Silbernanopartikeln) und der 

Fluoreszenz wurde das Copolymer aus Glycidyl-Methacrylat und Butyl-Methacrylat als 

optimale Oberfläche für weitere Biochipanalysen ausgewählt (PBEMA). Davor war es jedoch 

wichtig eine homogene Verteilung, sowie eine optimale Dichte, der Epoxygruppen für die 

Fängermolekülanbindung auf der Polymeroberfläche sicherzustellen. Aus diesem Grund 

wurden Polymere mit unterschiedlichen Verhältnissen und Glycidyl-Methacrylat und Butyl-

Methacrylat hergestellt. Die molaren Verhältnisse wurden auf 1:13,3; 1:26,6 und 1:39,9 

PBEMA eingestellt. Ein Verhältnis von 1:13,3 zeigte die höchste Signalstärke verbunden mit 

einer sehr homogenen Oberflächenbeladung an Fängermolekülen. 

Ein weiterer Vorteil des Polymerchips ist die Möglichkeit verschiedene aktuell verwendete 

bioanalytische Nachweisverfahren auf der gleichen Oberfläche unter den gleichen 

Bedingungen zu testen. Diese Arbeit zeigte erstmalig die Kombination und Integration von 

momentan genutzten Detektionssystemen (MALDI/TOF-MS, Fluoreszenz, AFM, 

Translumineszenz) auf einer kostengünstigen Ready-to-Spot-Polymerplattform. Ein Vergleich 

der Sensitivitäten der Verfahren ist in 2.4 Abb. 4a gezeigt. Die Nachweisgrenze für 

MALDI/TOF-MS lag im nanomolaren Bereich. Mit einer Sensitivität im picomolaren Bereich 

war die Nachweismethode über einen Fluoreszenzfarbstoff deutlich empfindlicher. Die 

Sensitivität des enzyminduzierten Wachstums von Silbernanopartikeln ist abhängig von der 

Reaktionszeit (es wurden 1, 3, und 5 min getestet). Bei maximaler Reaktionszeit von fünf 

Minuten lag die Nachweisgrenze im femtomolaren Bereich. Längere Reaktionszeiten des 

enzymatischen Prozesses führten zu einem Anstieg des Hintergrundsignals und wurden 
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deshalb nicht in die Betrachtungen mit einbezogen. Der Vorteil von MALDI/TOF liegt 

allerdings in der zusätzlichen Information über die Beschaffenheit der DNA. Es war möglich 

einen Unterschied zwischen verschieden langen DNA-Sequenzen festzustellen. Dazu wurden 

Sequenzen mit 20, 30 und 40 Basenpaar Länge verwendet. Eine vergleichbare Aussage ist mit 

herkömmlichen Hybridisierungsassays über Fluoreszenz- oder Nanopartikelmarkierungen 

nicht möglich. 

Die aktiven Epoxygruppen des Polymers sind für mehrere Monate stabil, was eine Lagerung 

der Chips vor ihren bioanalytischen Einsatz ermöglicht. Zusätzlich besteht die Möglichkeit 

den Polymerchip in unterschiedlichsten Geometrien und Strukturierungen herzustellen, um 

ihn für verschiedene Auswertesysteme nutzbar zu machen. Das Herstellungsverfahren kann 

sehr einfach modifiziert werden, um Medium- oder Hochdichtearrays auf der Chipoberfläche 

zu realisieren. Durch Änderungen der Zusammensetzung des Copolymers (Variation der 

Verhältnisse der Monomere oder Verwendung anderer Monomere) können maßgeschneiderte 

Oberflächen für die Analytik verschiedener Biomoleküle entworfen werden. Des Weiteren 

können so Oberflächen hergestellt werden, die eine erhöhte Affinität zu Proteinen besitzen 

oder Proteine daran hindern an der Oberfläche zu adsorbieren. Wenn unspezifische 

Bindungen von Proteinen auf einer Oberfläche ausgeschlossen werden können, ist die 

Untersuchung von spezifischen DNA-Protein-Wechselwirkungen realisierbar. 

Ein Nachteil des Polymers sind derzeit die fehlenden Elektrodenstrukturen. In den 

durchgeführten Versuchen konnten ausschließlich optische oder spektroskopische Verfahren 

getestet werden. Eine Möglichkeit leitfähige Elektrodenbahnen auf das Polymer aufzubringen, 

könnte das Inkjet-Printing-Verfahren bieten. Hierbei werden über einen handelsüblichen 

Tintenstrahldrucker kolloidale Lösungen von Metallnanopartikeln auf die Polymeroberfläche 

gedruckt. Die Kompatibilität dieser Methode mit der Polymeroberfläche muss noch geprüft 

werden.
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1.2.2 Metallische Nanopartikel für einen chipbasierten elektrischen Nachweis von  

Biomolekülen 

 

Für die Verwendung von metallischen Nanopartikeln als bioanalytische Marker ist die 

Biofunktionalisierung, das heißt die Anbindung von Biomolekülen (DNA oder Proteine) auf 

der Oberfläche der Partikel, von großer Bedeutung. Die Entwicklung von stabilen und 

einfachen Methoden zur Biofunktionalisierung der Partikel ist daher ein wichtiger Punkt in 

der Entwicklung von bioanalytischen Verfahren, welche auf einen Nachweis von metallischen 

Nanopartikeln beruhen. Eine momentan häufig eingesetzte Methode ist die Modifizierung mit 

Streptavidin, um die Partikel an ein Biotin-modifiziertes Molekül zu binden. 

Die interessanten Eigenschaften metallischer Nanopartikel erlauben dabei eine große 

Bandbreite an Nachweisverfahren, die auch neue optische und elektrische Methoden 

beinhaltet. Dabei haben vor allem elektrische Methoden das Potenzial für eine Vor-Ort-

Analytik, durch stabile Signale und kostengünstige, robuste Nachweissysteme gezeigt. Des 

Weiteren kann die Sensitivität von Nanopartikel-basierten Systemen durch zusätzliche 

spezifische Metallabscheidungen erhöht werden. 

Genaue Kenntnisse von diesen Abscheidungsprozessen erlauben Rückschlüsse über die 

Geschwindigkeit der Reaktion und die entstehende Partikelgröße. Für einen elektrischen 

Nachweis von Biomolekülen kann so durch die Nanopartikel beziehungsweise 

Analytkonzentration und die verwendete Metallabscheidungszeit ein direkter quantitativer 

Bezug zur Konzentration der nachzuweisenden Biomoleküle hergestellt werden. Dazu wurde 

die Nanopartikel-basierte Generierung von leitfähigen Schichten in einem Elektrodenspalt 

mithilfe von AFM und Gleichstrommessungen charakterisiert und quantifiziert. Dabei konnte 

die Bedeckungsdichte der Chips mit Nanopartikeln (nach Metallabscheidung) genau ermittelt 

werden, ab der eine leitfähige Brücke zwischen den Elektroden etabliert wurde. Des Weiteren 

verhilft das Verständnis über Metallabscheidungsprozesse an Nanopartikeln zum Design von 

idealen Elektrodenlayouts. Ein wichtiger Punkt ist dabei die Größe des Elektrodenspaltes. 

Grundsätzlich konnte kein erheblicher Einfluss der Spaltbreite auf die Entstehung einer 

leitfähigen Schicht beobachtet werden. Das ist hauptsächlich dadurch zu erklären, dass die 

durchschnittliche Entfernung der einzelnen Partikel bei einer homogenen Verteilung nicht 

abhängig von der Größe des Elektrodenspaltes ist. Solang die mit Fängermolekülen bedeckte 

Fläche deutlich größer ist als der Elektrodenspalt, können nur geringe Abweichungen 

zwischen unterschiedlich großen Elektrodenspalten festgestellt werden. Vor allem bei einer 

inhomogenen Verteilung der Nanopartikel kann es durch die verringerte Wahrscheinlichkeit 
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für die Entstehung einer leitfähigen Brücke mit steigender Spaltbreite zu abweichenden 

Resultaten kommen. Daher ist ein optimales Ergebnis bei annährend vergleichbaren Größen 

von Spaltbreite und Spotdurchmesser zu erwarten. Auf Basis dieser Arbeiten könnten so 

einfache und schnelle quantitative Rückschlüsse für eine Vor-Ort-Analytik gezogen werden. 

Allerdings hat sich gezeigt, dass die unspezifische Anlagerung von Nanopartikeln auf 

Chipoberflächen, verbunden mit den notwendigen langen Verstärkungszeiten zu einem 

erhöhten Hintergrundniveau führt. Daher wurde nach einem alternativen System zur 

Herstellung von metallischen Nanopartikeln gesucht. 

Das enzyminduzierte Wachstum von Silbernanopartikeln zeichnet sich vor allem durch die 

hohe Spezifität und die Geschwindigkeit der Reaktion aus. Die durchgeführten Arbeiten 

sollten Aufschluss über die Reaktionsgeschwindigkeit, die entstehende Partikelform, 

Limitierungen der Reaktion und die Beeinflussung des Hintergrundniveaus geben. Das 

Meerrettichperoxidase induzierte Partikelwachstum wurde auf Einzelpartikelniveau mit Hilfe 

standardmikroskopischer Techniken untersucht. Es wurden sowohl die Form, als auch die 

Dimensionen der individuellen Strukturen analysiert. In diesen Untersuchungen wurde eine 

Wüstenrosen-ähnliche Form der generierten Silberpartikel festgestellt. 

 

           
 

Abbildung 2 TEM-Aufnahmen eines enzymatisch gewachsenen Silberpartikels mit 

Wüstenrosen-ähnlicher Struktur. Im rechten Bild ist die Feinstruktur aus Silberstäbchen 

deutlich zu erkennen. 

 

Durch hochauflösende TEM (transmission electron microscopy)-Aufnahmen (Abbildung 2) 

konnte gezeigt werden, dass die Feinstruktur der Partikel aus kristallinen Stäbchen besteht, 

welche ineinander wachsen und so die charakteristischen Partikelformen erzeugen. 

Untersuchungen zur Partikelhöhe und Partikelvolumen zeigten ein Abbrechen der schnellen 

enzymatischen Reaktion nach fünf Minuten (2.7 Abb. 4,5). Dieser Effekt kann durch die 
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Inaktivierung des Enzyms erklärt werden. Mit längeren Verstärkungszeiten umgibt sich das 

Enzym mit einer Silberhülle. Das führt dazu, dass das Enzym kein weiteres Substrat umsetzen 

kann und die Reaktion abstoppt. Die Erklärung für das langsame weitere Wachstum der 

Partikel nach fünf Minuten ist eine zweite Reaktion parallel zu der enzymatischen Reaktion. 

Diese Reaktion ist in ihrem Verlauf vergleichbar mit konventionellen autometallographischen 

reduktiven Metallabscheidungen auf Nanopartikeln. Mit höheren Enzymkonzentrationen oder 

längeren Verstärkungszeiten wachsen die enzymatisch hergestellten Silberpartikel ineinander 

und erzeugen somit deutlich größere, komplexere Strukturen. Die Effizienz der Reaktion kann 

durch die Variation der eingesetzten Menge an Enzym beeinflusst werden. Durch die Bindung 

mehrerer Enzyme in einem Komplex kann dadurch sehr schnell eine große Anzahl an 

Nanopartikeln erzeugt werden. Das ist vor allem für einen hochsensitiven Nachweis auf den 

elektrisch auslesbaren Biochip von Interesse. Allerdings sind die erhaltenen 

Wachstumskinetiken durch die Diffusion limitiert. Durch eine aktive Bewegung der 

Flüssigkeiten während der Reaktion könnte das Partikelwachstum weiter beschleunigt 

werden. Die gewonnenen Erkenntnisse sind wiederum für die Interpretation der Messdaten 

auf dem elektrischen Biochip wichtig und können für eine spätere Quantifizierung eingesetzt 

werden. 

Die besondere und einzigartige Form der enzymatisch gewachsenen Silberpartikel ermöglicht, 

neben der Ausnutzung ihrer elektrischen Leitfähigkeit, auch einen Einsatz für 

spektroskopische Anwendungen. Das breite Absorptionsprofil der Partikel erlaubt die 

Verwendung als SERS (surface enhanced Raman spectroscopy) Substrat bei 

unterschiedlichen Anregungswellenlängen. Die Wüstenrosen-ähnliche Struktur mit den 

stäbchenförmigen Einzelkristallen ist grundlegend für die nachgewiesen hohe SERS-Aktivität 

der Partikel. In dieser Arbeit wurde eine Beziehung zwischen der SERS-Aktivität und der 

elektrischen Leitfähigkeit der Silberpartikel gefunden. Üblicherweise nimmt die SERS-

Aktivität von Nanopartikeln rapide ab, sobald die Partikel nahe genug zueinander angeordnet 

sind, um eine leitfähige Brücke zu erschaffen. Das ist durch eine laterale Ausbreitung der 

lokalen Oberflächenplasmonen innerhalb der gebildeten leitfähigen Partikelschicht zu 

erklären. Aufgrund der Form der enzymatisch gewachsenen Silberpartikel tritt dieser Effekt 

selbst bei sehr dichten, leitfähigen, Partikelstrukturen nicht auf. Daher war es möglich durch 

das enzyminduzierte Wachstum von Silbernanopartikeln eine Relation zwischen der 

Leitfähigkeit und der entsprechenden SERS-Aktivität herzustellen. Durch eine einfache und 

schnelle Messung der elektrischen Leitfähigkeit konnte eine direkte Aussage über das SERS-

Verstärkungs- Potenzial der Partikel getroffen werden. Mit einer 60%igen Bedeckungsdichte 



ZUSAMMENFASSUNG 

- 26 - 

im Elektrodenspalt wurde der Schwellenwert der Leitfähigkeit erreicht. Dieser Wert ist 

sowohl vergleichbar mit den vorherigen Ergebnissen für Metallnanopartikel und einer 

anschließenden Silberabscheidung als auch für das enzymatische Wachstum von 

Silbernanopartikeln. Eine Beladung mit Silberpartikeln im Elektrodenspalt von 50 – 70% war 

ausreichend, um einen elektrischen Kontakt zwischen den Elektroden herzustellen. In diesem 

Bereich wurde auch das Maximum der SERS-Aktivität erreicht. Somit ist keine weitere 

aufwendige Charakterisierung unter Verwendung von Standardmolekülen zur Testung der 

Oberflächen notwendig. Weiterhin sind die SERS-Substrate auf Basis von enzymatischen 

Silberpartikeln kostengünstig, einfach und auch in großen Stückzahlen herzustellen. Ihre 

Anwendbarkeit konnte durch die Analyse von biologisch relevanten Molekülen demonstriert 

werden. 

 

 

1.2.3 Automatisierung für Point-of-care-Anwendungen 

 

Um den chipbasierten elektrischen Nachweis von Biomolekülen für eine Vor-Ort-Analytik 

zugänglich zu machen, war eine Automatisierung der gesamten Prozessschritte notwendig. 

Die damit verbundene, erleichterte Bedienbarkeit führt zur Vermeidung von Fehlern in der 

Handhabung, wodurch diese Technologie auch dem geschulten Laien zur Verfügung steht. 

Die grundsätzlichen Anforderungen an ein laborunabhängiges bioanalytisches System sind 

dabei Mobilität, Robustheit, Flexibilität und natürlich eine schnelle Analyse der zu 

untersuchenden Probe. Im Rahmen dieser Arbeit konnte der einfache, robuste und 

ökonomische chipbasierte Ansatz mit elektrischer Detektion in ein mikrofluidisches System 

integriert werden, mit dem Ziel ein benutzerfreundliches Gerät für die Vor-Ort-Analytik zu 

entwickeln. Die entworfene Durchflusskammer ist die Basis für die Automatisierung der 

chipbasierten elektrischen Detektion von Biomolekülen als Anwendung in den 

Lebenswissenschaften (2.8 Abb.3). 

Um Flüssigkeiten über den Chip zu transportieren und während der einzelnen Reaktionen eine 

Bewegung der Flüssigkeit zu induzieren, wurde eine Schlauchpumpe verwendet. Die aktive 

Bewegung führte zu einer erhöhten Bindungseffizienz der nachzuweisenden Biomoleküle mit 

den immobilisierten Fängermolekülen. Durch die Aufhebung der Diffusionslimitierung 

konnte der Analyseprozess beschleunigt werden. Die daraus folgende schnelle Reaktion aller 

Prozessschritte führte zu einer drastischen Verkürzung der Gesamtzeit für einen Nachweis 

(von über vier Stunden auf drei Minuten für 5 nM an nachzuweisender DNA, 2.8 Abb. 6). 
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Durch die Verwendung einer austauschbaren Silikondichtung mit mäanderförmigen 

Strukturen konnte der elektrisch auslesbare Biochip in ein mikrofluidisches System ohne 

Verlust von Funktionalität, Sensitivität und Spezifität integriert werden. Ein entsprechendes 

Temperatur- und Mikrofluidikmanagement erlaubte die Einstellung der optimalen 

Reaktionsparameter. Durch die verwendeten Technologien wurde ein einfacher Ansatz für die 

Herstellung eines Point-of-care-Gerätes entwickelt, welcher problemlos auf unterschiedliche 

Anwendungen angepasst werden kann. Aufgrund seiner Robustheit ist das Verfahren als 

tragbares Analysesystem für bioanalytische Prozesse einsetzbar. Die Nachweisgrenze für 

einen Versuch außerhalb der Durchflusskammer lag, ohne zusätzliche Metallabscheidung, bei 

50 pM. Die gleiche Konzentration konnte mit dem mikrofluidischen System nachgewiesen 

werden. Jedoch betrug die Analysezeit nur ein Viertel der bisher benötigten Nachweisdauer. 

Die Nachweisgrenze ist vergleichbar mit anderen in der Literatur beschriebenen Verfahren, 

die ebenfalls eine aktive Bewegung der Flüssigkeiten einsetzen [131-133]. 

Die Nachweisgrenze könnte durch eine Verlängerung der enzymatischen Silberabscheidung 

weiter verringert werden. Der Einfluss der Reaktionszeit konnte bereits für die Verwendung 

auf den Polymeroberflächen gezeigt werden (2.4 Abb. 4a). Allerdings führten längere 

Reaktionszeiten in dem mikrofluidischen System zu einem schnellen Anstieg des 

Hintergrundniveaus. Das wurde vor allem an den Bauteilen der Durchflusskammer, wie den 

Schlauchverbindungen und der Silikondichtung sichtbar. Aus diesem Grund wurde eine 

Reaktionszeit von drei Minuten als Standard verwendet. Die erhaltenen Signale wurden 

sowohl elektrisch als auch optisch in Transmisssion ausgewertet. In einer späteren 

Anwendung spielt der optische Nachweis allerdings keine Rolle. Hier wurden die elektrischen 

Messdaten zusätzlich überprüft, um ihre Exaktheit zu kontrollieren. In allen Versuchen 

bestätigten die optischen Daten die Werte der elektrischen Messungen. 

Bei höheren Konzentrationen der nachzuweisenden Moleküle kann die Analysezeit weiter 

reduziert werden. So betrug die Nachweisdauer für nanomolare Konzentrationen nur noch 

zehn Minuten. Natürlich sind diese Konzentrationen für eine Routinediagnostik nicht 

realistisch. Aus diesem Grund wird aktuell an der Verbindung des Biochips mit einer 

vorgeschalteten PCR gearbeitet. 

Aufgrund seiner Unkompliziertheit können die Teile der Durchflusskammer und ihre 

Funktionen leicht auf andere Anwendungen angepasst werden. Beispielsweise können das 

Chiplayout (Anzahl der Messpunkte, Anordnung der Elektrodenstrukturen) oder die 

Strukturen in der Silikondichtung (für den mikrofluidischen Kanal) einfach geändert werden. 
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Diese Arbeit bildete die Grundlage für die Entwicklung eines bioanalytischen Werkzeugs für 

die Vor-Ort-Analytik. Spätere Arbeiten werden alle notwendigen Komponenten (Pumpe, 

Auslesegerät, Durchflusskammer) in ein Gerät integrieren, um ein System zu verwirklichen, 

das auch von ungeschultem Personal außerhalb von spezialisierten Laboren verwendet 

werden kann. Dazu ist die Installation von Ventilen geplant. Die Verwendung einer speziellen 

Software erleichtert die Interpretation der Messdaten durch die Umwandlung in einen einfach 

zu verstehenden Farbcode. Dafür kann das Auslesegerät über eine Bluetooth-Schnittstelle mit 

einem PDA (personal digital assistant) oder einem mobilen Telefon verbunden werden. Die 

Unabhängigkeit des Systems kann durch den Einbau von aufladbaren Batterien weiter erhöht 

werden. Untersuchungen zur Online-Detektion des elektrischen Signals, zeitgleich zu der 

enzymatischen Reaktion, sollen die Möglichkeit zur Quantifizierung des Signals 

demonstrieren. 

 

 

1.2.4 Schlussfolgerungen 

 

Insgesamt wurde in dieser Arbeit die Leistungsfähigkeit eines chipbasierten elektrischen 

Nachweises von Biomolekülen unter Verwendung von enzymatisch gewachsenen 

Silbernanopartikeln demonstriert (2.1, 2.9). Durch die Testung und Verwendung von 

unterschiedlichen Chipplattformen konnte die Technologie weiter verbessert werden (2.3, 

2.4). Gerade der Einsatz von Polymeren als Trägeroberfläche stellt aufgrund von verbesserten 

Bindungseigenschaften für Biomoleküle eine viel versprechende Verbesserung zu den 

ursprünglich verwendeten Glas- und Siliziumoberflächen dar. In Verbindung mit dem 

Siebdruckverfahren zur Herstellung der benötigten Leiterbahnen konnte ein kostengünstiger, 

sensitiver und spezifischer Nachweis von Biomolekülen erreicht werden (2.2). Die 

enzymatische Reaktion zur Generierung von Silberpartikeln ist durch ihre hohe Spezifität und 

Geschwindigkeit eine ausgezeichnete Alternative als Marker zu metallischen Nanopartikeln 

und zusätzlichen reduktiven Metallabscheidungsprozessen (2.5, 2.6, 2.7). Aufgrund der 

besonderen Wüstenrosen-ähnlichen Form können die enzymatisch generierten Nanopartikel 

auch für spektroskopische Betrachtungen herangezogen werden. Die gefundene Beziehung 

zwischen der elektrischen Leitfähigkeit und der SERS-Aktivität der Partikel ermöglicht 

hierbei eine einfache Charakterisierung der Partikel und die Vorhersage ihrer SERS-Aktivität. 

Durch die Integration der vorgestellten Technologie in ein mikrofluidisches System konnte 

die Basis für eine vollständige Automatisierung der chipbasierten elektrischen Detektion von 
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Biomolekülen gelegt werden (2.8). Durch die Erfüllung der Grundanforderungen an ein 

Point-of-care-Gerät wie beispielsweise die Robustheit, Einfachheit, Schnelligkeit und 

Sensitivität ist das entwickelte Verfahren für einen Einsatz außerhalb spezialisierter Labore 

geeignet. 

Mit den Beiträgen dieser Arbeit konnte das Potenzial der Kombination einer neuartigen 

enzymatischen Reaktion zur Herstellung metallischer Nanopartikel mit einer chipbasierten 

Bioanalytik für Point-of-care-Applikationen erfolgreich demonstriert werden. 
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