Zum Nachweis von Krankheits-
erregern, zur Krebsdiagnostik und
fur genetische Tests sind Fluores-
zenzfarbstoffe oft unverzichtbare
Hilfsmittel. Nicht immer ist mit
den meist organischen Substanzen
eine sichere und gleichzeitig
schnelle Diagnose moglich. Des-
halb suchen Forscher seit Jahren
nach Alternativen. Bayer-Wissen-
schaftler wurden jetzt im Nano-
kosmos fundig: Nanophosphore
sind den bisher verwendeten Farb-
stoffen in vieler Hinsicht weit
uberlegen.

Nanophosphore:

Mit den fluoreszieren-
den Pulvern (kleines
Foto) will Dr. Werner
Hoheisel die medi-
zinischen Diagnosen
sicherer machen.




Viren und Bakterien kann man nicht
anmalen. Um sie aber im menschlichen
Korper wirksam zu bekdmpfen, mis-
sen sie erst einmal sichtbar gemacht
werden. In speziellen Labortests zur
medizinischen Diagnostik nutzt man
dazu so genannte Fluoreszenzfarbstof-
fe. Werden diese Substanzen mit Licht
einer bestimmten Wellenldnge ange-
regt, strahlen sie die aufgenommene
Energie anschlieRend in Form von Licht
einer anderen Wellenldnge wieder ab.
Mit den Fluoreszenzfarbstoffen ist es
beispielsweise mdglich, Antikdrper ge-
gen bestimmte Krankheitserreger im
Blut eines Patienten zu identifizieren.
Dazu setzt man einer aus dem Blut
gewonnenen Probe spezielle Test-An-
tikdrper zu. Sind im Blut tatsachlich
die vermuteten Krankheitsausloser
enthalten, docken die Test-Antikdrper
an diese Proteine an. Weil die Test-
Antikérper wiederum mit speziellen
Leuchtstoffen markiert sind, kénnen
Mediziner durch die Messung des Flu-
oreszenzlichts die Anwesenheit der
spezifischen Proteine in der Patienten-
probe quantitativ nachweisen. Fluores-
zenzfarbstoffe werden zunehmend
auch eingesetzt, um mit Hilfe des als
,»Polymerase Chain Reaction* (PCR)
bekannten DNA-Analyseverfahrens
die medizinische Diagnostik fiir den
Nachweis von viralen Infektionskrank-
heiten Uber Krebserkrankungen bis hin
zu genetischen Defekten schneller und
sicherer zu machen. Nicht zuletzt wer-
den auch zukiinftige Biochips vielfach
auf Fluoreszenzfarbstoffen basieren,
um etwa Antikdrper, Hormone oder

Erbsubstanz zu entdecken und zu
quantifizieren.

,.In diesen Leuchtstoffrohren steckt das
Material, an dem wir fur die medizini-
sche Diagnostik forschen®, sagt Dr.
Werner Hoheisel, Projektleiter im Com-
petence Center Biophysics bei Bayer
Technology Services in Leverkusen, in-
dem er zur Decke zeigt. Was Buros welt-
weit erhellt, kénnte demnéchst in Labo-
ren der medizinischen Diagnostik Ein-
zug halten: Phosphore. Ihre Féhigkeit
zur Fluoreszenz will die Division Diag-
nostika bei Bayer HealthCare fiir Test-
verfahren nutzen — um beispielsweise
Krebserkrankungen in einem méglichst
friihen Stadium nachzuweisen.

Nanophosphore als
Minileuchten fur Blutproben

Auf die neue Methode kamen die Ex-
perten beim VorstoR3 in den Nanokos-
mos. Sie fanden so genannte Nano-
phosphore: eine miniaturisierte Form
der aus den Lichtquellen bekannten
anorganischen Leuchtphosphore in ei-
ner Grofle von nur wenigen Nanome-
tern. Die neuartigen ,,Mini-Leuchten*
konnten Untersuchungen von Blut-,
Speichel-, Urin- oder Haarproben im
Labor in Zukunft noch schneller und
sicherer machen. Auch bisher setzten
Mediziner schon Fluoreszenzfarbstoffe
fiir die Labortests ein. Diese — aller-
dings organischen — Molekule weisen
aber eine Reihe von Nachteilen auf.
Sie bleichen schnell aus, was beispiels-
weise die Archivierung von Gewebe-
proben erschwert. AuRerdem ist bei ih-

Farbenpracht: Bei
Bestrahlung mit
speziellem UV-
Licht fluoreszieren
die Nanophos-
phore (hier in
einer Dispersion)
in unterschied-
lichen Farben.

Fluoreszenz organischer Farbstoffe

Organische Fluoreszenzfarbstoffe sind aus
mehreren aromatischen Ringen aufgebaut,
wie etwa Fluorescein oder Rhodamin. Solche
Molekiilstrukturen lassen sich durch Licht
einer bestimmten Wellenlange anregen: Dabei
werden Elektronen von einem stabilen Grund-
zustand auf ein instabiles Energieniveau
gehoben — vergleichbar mit Wasser, das von
einem niedrigeren in ein hoheres Staubecken
gepumpt wird. Fallen die Elektronen zurtick,
wird die vorher ,,gespeicherte* Energie in Form
von Licht frei — so wie das Wasser beim
Hinuntersturzen eine Turbine antreiben und
Strom erzeugen kann. Wie oft sich diese
Zyklen aus Anregung und Emission wiederho-
len lassen, héngt vom jeweiligen Farbstoff ab.
Wird das Molekul zerstort oder das Elektron
in einen stabilen Zwischenzustand einge-
fangen, kann der Kreislauf unterbrochen wer-
den, so dass selbst die besten organischen
Farbstoffe nach relativ kurzer Zeit verblassen.

nen der Unterschied zwischen Anre-
gungs- und Emissionslicht sehr klein,
was zu unerwiinschten Uberlappungen
bei der gleichzeitigen Verwendung
mehrerer Farbstoffe fihrt: Das Emissi-
onslicht des einen Farbstoffs liegt bei
der gleichen Wellenlange wie das An-
regungslicht eines anderen Farbstoffs
— ein Problem, das die Auswertung,
wegen der schlechten Unterscheidung

Bayer research 15



N
o

Nanopartikel '

Fluoreszenz von Nanophosphoren

In die Molekulgitter von Phosphoren sind einzelne
Lanthanid-lonen — wie Europium oder Terbium
eingebettet. Das Kristallgitter oder manchmal
auch speziell eingesetzte ,,Aktivator-lonen*
nehmen das Anregungslicht auf und Ubertragen
die Energie auf die ,,Lanthanid-lonen* - die ei-
gentlichen Fluoreszenzerzeuger. Die Emission
hangt von den verwendeten Lanthanid-lonen ab:
Terbium etwa leuchtet gelbgriin, Europium rot.
Wie am Beispiel der ,,Mikroteilchen* in den
Leuchtstofflampen deutlich wird, kann der Zyklus
von Anregung und Emission unendlich oft ab-
laufen, so dass der Farbstoff nicht ausbleicht.

von Anregungs- und Emissionslicht, oft
unmdglich macht.

Daher forschen Wissenschaftler welt-
weit seit rund zehn Jahren an anor-
ganischen, fluoreszierenden Nanoteil-
chen als Alternativen. Zunéchst hatten
sie sich auf Halbleitermaterialien kon-
zentriert, die kleiner als zehn Nano-
meter waren. Sie brachten damit einen
Stein ins Rollen, der die Nachweis-
methoden in der medizinischen Diag-
nostik revolutionieren konnte.
,,Halbleiter-Nanoteilchen in diesen win-
zigen Dimensionen haben die Eigen-
schaft, dass die Wellenlange des von
ihnen abgestrahlten Fluoreszenzlichts
nicht nur vom Material, sondern auch
von der GroRe der Partikel abhangt®,
erlautert Werner Hoheisel. Da sie aber
alle bei einer einzigen Wellenlénge im
UV-Bereich angeregt werden konnen,
ist man so in der Lage, verschiedene

Winzige Detektive

Der Durchmesser der Nanophosphore ist
um den Faktor 100 kleiner als der ihrer
,»Kollegen* in den Leuchtstoffréhren.
Deshalb eignen sie sich viel besser fur die
Detektion von biologischen Strukturen.

Abmessungen
(Durchmesser) in
Nanometer (nm)

DNA 2,5
Protein 5
Antikodrper 10

Lampenphosphor  1.000
Nanophosphor 10

Anregungslicht

Phosphorpartikel

Lanthanid-lonen (z.B. Terbium)

Aktivator-lonen (Cer-lonen)

Energielibertragung

(@) Fluoreszenz: Licht-Emission

R, |

Antikorper oder Erbmaterial gleichzei-
tig in einer Probe nachzuweisen, ohne
Probleme mit Uberlappungen von An-
regungs- und Emissionslicht zu be-
kommen. ,,Diese Multiplexfahigkeit
wirde diagnostische Tests schneller
und preiswerter machen und zusétz-
lich wére weniger Probenmaterial
notig*, erklart Werner Hoheisel.

Lanthanid-lonen bestimmen die
Wellenlange der Fluoreszenz

Da die Synthese der Halbleiter-Nano-
teilchen, auch Quantum Dots genannt,
relativ aufwéndig ist und die darin oft
enthaltenen Schwermetalle wenig um-
weltfreundlich sind, setzten die Bayer-
Forscher auf eine neue Materialklasse:
die Nanophosphore. Phosphore sind
chemische Verbindungen beispielswei-
se aus Silikaten, Oxiden, Sulfaten oder
Phosphaten, in deren Molekilgitter

Forschergliick: Dr. Karlheinz
Hildenbrand (I.) und Helmut
Krills zeigen die erfolgreiche
Einhillung der Phosphore
mittels Gelelektrophorese.

einzelne Lanthanid-lonen eingebaut
sind. ,,Die Nanophosphore haben ein
hohes Potenzial, sie haben viele Vor-
teile der Quantum Dots — aber weni-
ger Nachteile, sagt Hoheisel — und er
muss es wissen: Bevor er zu Bayer kam,
arbeitete er an der University of Cali-
fornia in Berkeley als Postdoc an der
Entwicklung der Quantum Dots mit.
Auch die Nanophosphore bleichen
kaum aus und koénnen ebenfalls im
Multiplex-Verfahren verwendet wer-
den. Und gegeniiber Quantum Dots
haben sie den grofen Vorteil, dass die
Wellenlédnge ihres Emissionslichts
nicht von der TeilchengrélRe abhéangig
ist, sondern von der Art der verwende-
ten Lanthanid-lonen. Deshalb muss ih-
re TeilchengréRRe, die auch im Bereich
von unter zehn Nanometern liegt, nicht
50 genau kontrolliert werden — der Her-
stellungsprozess ist dadurch einfach
und kostengunstiger. AuRerdem gelten



Nanogetriebe
In Zukunft kénnten Nano-
Maschinen, mit Getrieben
(oben) aus einzelnen
Molekiilen, Arzte bei ihrer
Behandlung unterstiitzen.
Denkbar ist damit sogar das
Aussondern einzelner
kranker Blutkorperchen
aus der Blutbahn (unten).

die meisten lonen der Lanthaniden —
auch seltene Erden genannt — als
weniger bedenklich fiir die Umwelt,
was die Herstellung und Entsorgung
erleichtert.

,,Dartiber hinaus verspricht der neue
Farbstoff einen weiteren Vorteil, der
letztlich die Detektion verbessert®,
sagt Hoheisel. Viele biologische Be-
standteile von Zellen zeigen eine
schwache Eigenfluoreszenz — sie leuch-
ten, auch ohne Markierung. Dieser
Effekt, auch Hintergrundleuchten ge-
nannt, der die Wahrnehmung des
Signals — etwa das positive Ergebnis
eines Tests in der Krebsdiagnostik —
erschwert, l&sst sich mit Nanophos-
phoren umgehen. Denn die Lebens-
dauer der Fluoreszenz, also der Zeit-
raum zwischen Anregung und Emissi-
on, ist bei vielen Nanophosphor-Typen
auf mehrere Millisekunden ausge-
dehnt. Wird dann mit einem kurzen
Lichtpuls angeregt, ist das Hinter-
grundleuchten bereits verschwunden,
bevor das Testergebnis erscheint.
Dadurch erhéht sich die Empfindlich-
keit des Fluoreszenzmarkers fir die
verschiedenen Einsatzgebiete ent-
scheidend. Ein weiterer und fiir An-
wendungen in der medizinischen
Diagnostik wichtiger Vorteil des Nano-
phosphor-Systems ist dessen Fahig-
keit, die Fluoreszenzenergie auf einen
eng benachbarten Farbstoff zu tiber-
tragen. Dadurch kdnnen unter ande-
rem biochemische Reaktionen wie die
Kopplung zwischen Antikdrpern, ohne
einen weiteren Arbeitsschritt nachge-
wiesen werden. Das bedeutet: Die in
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einer Patientenprobe gesuchten Anti-
korper kdnnen bereits direkt nach des-
sen Zugabe zu der Testlésung erkannt
werden.

Auch den ndchsten Entwicklungs-
schritt hat das interdisziplinér arbei-
tende Forscherteam aus Physikern,
Chemikern und Biologen bereits ge-
startet: die Ankopplung von Biomo-
lekiilen. Denn bevor Nanophosphore
flir das Aufspiiren von bestimmten Ab-
schnitten der DNA — beispielsweise in
zukiinftigen Krebstests — eingesetzt
werden kdnnen, missen sie ihrerseits
an geeignete DNA-Segmente ange-
héngt werden. ,,Das gehért zu den
schwierigsten Aufgaben im Projekt.
Die stabile Ankopplung von kleinen
organischen Molekilen oder gréReren
Biomolekdilen an singulére, anorgani-
sche Nanoteilchen ist immer eine
grole Herausforderung. Denn die
Partikel missen miihsam an die Eigen-
schaften der organischen Molekille
angepasst werden, ohne sich dabei
vorher selbst zusammenzuballen.
Wenn uns das gelingt*, ist Hoheisel
Uberzeugt, ,,bieten die Nanophos-
phore eine sehr gute technologische
Basis, um auch den anspruchsvollen
zukunftigen Herausforderungen der
medizinischen Diagnostik gerecht zu
werden®.

www.schule-bw.de/unterricht/
faecher/biologie/
unterrichtsmaterialien/dna

Auf den Seiten des Bildungsservers
Baden-Wirttemberg gibt es weitere
Informationen zur DNA-Analyse.

Die Glattmacher

Nanopartikel leisten auch bei der Herstellung
von Speicherchips unentbehrliche Hilfe. Bei
der Produktion der hochsensiblen Bauteile
kommt es vor allem auf eine absolut glatte
Oberflache an. Denn moderne Speicherchips
bestehen aus bis zu 20 Schichten, in denen
sich Leitungsbahnen und Isolierschichten
abwechseln. Jede der Schichten wird einzeln
aufgetragen und bearbeitet. Weil sich dabei
Unebenheiten schnell summieren und Kurz-
schliisse in den Schaltkreisen verursachen
konnen, muss jede einzelne Schicht maglichst
glatt poliert werden, bevor die néchste auf-
getragen wird. Und glatt heif3t fur Dr. Arno
Nennemann von Bayer Technology Services in
Leverkusen, ,,wenn Unebenheiten von weni-
ger als einem millionstel Millimeter abge-
schliffen sind*. Er und sein Team entwickelten
deshalb gemeinsam mit Forschern der Bayer-
Tochter H. C. Starck feine Polierpasten mit
Nanoteilchen: winzigen Partikeln aus Silizium-
dioxid in einer GréRe von 5 bis 50 Nano-
metern. Ihre Harte kdnnen die Forscher durch
Zusatz einzelner Molekiile, beispielsweise
Aluminiumoxid, oder durch die Beschichtung
der Partikeloberflache mit organischen Verbin-
dungen variieren. Sowohl die Grol3e als auch
die Harte der Teilchen bestimmen die Abtrags-
rate und die Rauigkeit der polierten Schicht.

Feinschliff: miniaturisierte
Polierzelle zur Polierung der
Wafer-Oberflache.
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