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Schema 1 vorgenommen werden. Die Bildung der SiO2 Partikel aus TEOS im ersten beschrieben 
Schritt kann aber in diesem Fall ignoriert werden. 

Da die Oberflächenchemie der von dem Partner bereitgestellten SiO2 basierten Partikeln mit den oben 
genannten Spezies vergleichbar war, konnte der Modellansatz für die Initiator-Applikation, die 
oberflächeninitiierte Atom-Transfer-Radikalpolymerisation (SI-ATRP) und die anschließende 
Blockcopolymerisation unverändert auf diese Partikel übertragen werden. Die Passivierung der 
Partikel wurde über Polyacrylamid (PAM) realisiert und eine weitere Blockcopolymerisation mit 
Polyacrylsäure (PAA) ermöglichte die Einführung des „Catcher“ Oligonukleotids über EDC/NHS 
Chemie. Die erhaltenen funktionalisierten SiO2 basierten Partikel der Partner wurden mittels 
Röntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS), Feldemissionsrasterelektronenmikroskopie (FESEM), 
TEM, EDX sowie DLS, TGA, Messungen der optischen Dichte unter Berücksichtigung der 
Dispersionsstabilität in verschiedenen Medien, Fluoreszenzmessungen und zeitkorrelierter 
Einzelphotonenzählung (TCSPS) charakterisiert, sofern anwendbar. Die Dicke der Polymerbürsten 
entsprach dem zuvor erstellten Modell für reine SiO2-Partikel, und ihre kolloidale Stabilität war mit 
der dieser Partikel in wässrigen Medien (insbesondere phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS)) 
vergleichbar.  

Exemplarische XPS und TGA Daten zeigen die erreichte Funktionalisierung und weitere 
Blockcopolymerisation der Partikel von LIPI (Abbildung 2a bis d) und die Bürstendicke als Funktion 
der Reaktionszeit, das durch die vorher etablierte Synthese von SiO2 Partikeln ermittelt wurde 
(Abbildung 2e und f).  

Versuche zur Oberflächenfunktionalisierung von InP@ZnS-MPA (MPA: Mercaptopropionsäure) 
Quantenpunkte, die von KocU zur Verfügung gestellt wurden, wurden abgeschlossen. Hier mussten 
die in Schema gezeigten Reaktionsschritte angepasst werden, indem ein anfänglicher Reaktionsschritt 
über 1-Ethyl-3(3-dimethyaminopropyl)carbodiimid (EDC) mit verschiedenen Brückenbildern, wie 4-
Amino-1-butanol oder Dopamin, in verschiedenen Lösungssystemen mit wässrigen Medien und 
aprotischen Lösungsmitteln durchgeführt wurde. Nach dem Einbringen eines Initiators (α-
Bromoisobutyrylbromid (BIBB)) und einer chemisch kompatiblen Endgruppe auf der Oberfläche 
wurden die Reaktionsschritte, wie in Schema 1 dargestellt, von da an auch auf die Quantenpunkte 
angewandt. Dies war ohne weitere Anpassungen der Synthese nicht von Erfolg und die 
schlussendliche Funktionalisierung mittels ATRP nicht ausreichend zu erreichen. Die bereitgestellten 
Quantenpunkte zeigten mehrere Probleme hinsichtlich der Partikelstabilität, und zwar während der 
Synthese selbst und auch in den folgenden Wasch- und Regenerationsschritten. Diese Probleme 
wurden teilweise gelöst, indem eine weitere Schale zur vorhandenen ZnS-Schale eingesetzt wurde. Für 
diesen Prozess mussten ölstabilisierte InP@ZnS Quantenpunkte, die mit Oleylamin Liganden bedeckt 
waren, den Stöber Prozess in Gegenwart eines nicht-ionischen Tensids in einer mehrheitlich aus 
Heptan bestehenden öligen Lösung durchlaufen (Schema 2a), wodurch sich der Durchmesser der 
Quantenpunkte auf etwa 25 nm verdoppelte. 
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Obwohl die Funktionalisierung der InP@ZnS-MPA Quantenpunkte von KocU während des 
Vorhabens nicht erreicht werden konnte, wurden sie dennoch in folgenden Versuche einbezogen, da 
ihr MPA Ligand die kovalente Bindung von einzelsträngiger DNA unabhängig von ihrer kolloidalen 
Stabilisierung durch ein passivierende Polymerbürste ermöglichen würde. 

Die genaue DNA Sequenzen, die verwendet wurden, um die Viabilität der Partikel als ein durch 
Hybridisierung verbundenes sensorisches System festzustellen, waren wie folgt: NH2-C6H12- 
GGGTGGCGAAGGGCGTGCGGGGATAA, CGGCGGTGGGACCGGGCAGTATTTA-C6H12-NH2 
NH2-C6H12-
TCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAAAA
CTAGGTGTTGGTGAA und GATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCA 
AACAAAAATTTAGATAATGAAATATTATTAGCT-C6H12-NH2 für die Bindung an die jeweiligen 
Partikel Spezies und 
TAAATACTGCCCCGGTCCCACGCCGAATTATCCCGCACGCCCTTCGCCACCC und TAA 
TATTCATTATCTAAATTTTTGTTTGAAATTTGAGCATTATAAAATGGATAATCACTTGGTA
TATCTTCACCAACACCTAGTTTTTTCATGCCTTTTTCAAATTTCTTACTGCCTAATTCGAGT
GCTACTCTAGC als „Linker“ DNA zwischen den magnetischen und fluoreszierenden Partikeln.  

Außerdem wurden GGGTGGGCGAAGGGGCGTGCGGATAACGGGCGGGGGGCAGTATTTA 
und GACAAACTGCAACGGTCCCACGCCGCCGTTATCGCGCCCGCCCAACGCTACCC als 
nicht komplementäre bzw. als teilweise komplementäre DNA als Kontrolle verwendet. 

Durch die Hybridisierung zweier Partikelspezies über den komplementären DNA „Linker“, die 
anschließende Anreicherung und Konzentrierung der Partikel über ein Magnetfeld und den direkten 
Vergleich mit verschiedenen Kontrollen (Lösungen ohne komplementären DNA „Linker“, DNA 
„Linker“, der mit der auf den Partikeln immobilisierten DNA ein völliger Missmatch ist, und ein DNA 
„Linker“ der in 20% seiner Basenpaarpositionen unpassend ist) über Fluoreszenzmessungen wurde die 
erfolgreiche Bildung eines "Hybridisierungssandwichs" als sensorische Nachweiseinheit zwischen 
einer magnetischen Spezies und einer fluoreszierenden Spezies nachgewiesen werden. 

In WP2 (Charakterisierung und Optimierung von NPs basierend auf Tests) wurden die 
Nanopartikel und Quantenpunkte detailliert mikroskopisch und spektroskopisch charakterisiert und die 
Polymerbürstenbeschichtungen identifiziert, die in den durchgeführten Untersuchungen der 
kolloidalen Stabilität zu der notwendigen Stabilität der Teilchen führt. Ebenso konnte der Nachweis 
der DNA-mediierten Bindung der Partikel erfolgreich gezeigt werden. Die beiden Meilenstein von 
USiegen (MS 3 Stabilisierte NPs im bakteriellen Lysemedium, MS 4 DNA Nachweis in gepufferten 
Medien) wurden erreicht und ein Bericht über die Eigenschaften von Nanopartikeln und 
Quantenpunkten mit passivierenden Polymerbürsten und DNA (Deliverable D2) verfasst. 

Für die Grundlage des zweiten Arbeitspaketes WP2 (Task USiegen 2-1: Mikroskopischer und 
spektroskopischer Charakterisierung von Nanopartikeln und Quantenpunkten) und künftiger 
Optimierungsbemühungen, mussten definierte Standardzusammensetzungen der Oberflächenchemie 
und Fluoreszenzspezies in wässrigen Medien charakterisiert werden. Diese Basisproben umfassten 
SiO2 Partikel, die mit Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) oberflächenbehandelt und mit 
Carboxylgruppen funktionalisiert waren, sowie weitere Rhodamin 6G dotierte Varianten dieser beiden 
SiO2 Proben (LIPI), ferromagnetische Fe2O3@SiO2 Partikel, InP@ZnS Quantenpunkte mit MPA und 
Oleylamin Liganden (KocU) und deren weitere Funktionalisierung, soweit realisiert. 

Alle erfolgreich funktionalisierten Partikelvarianten wurden über ihre Synthesestufen hinaus auch in 
wässrigen Medien charakterisiert. Es wurden Variationen von Partikeln synthetisiert, die mit PAM und 
PAA Polymerbürsten und Blockcopolymerbürsten dieser beiden Polymere funktionalisiert wurden. 
Dazu gehörten FESEM, TGA, DLS, XPS, UV/Vis-Spektroskopie, Fluoreszenzspektroskopie und 
TCSPC.  
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für InP@ZnS-MPA-c1-DNA und 60 - 70 μg/ml DNA Linker) für verschiedene DNA Linker (Linker: 
komplementärer DNA Linker; Control: kein DNA Linker vorhanden). 

 

Auf Grundlage verschiedener Dichten und Partikelgrößeren wurde getestet ob präsente Linker DNA 
zu einem veränderten Sedimentationsverhalten nach Zentrifugation führe und ob dies in Theorie als 
qualitativer Test dienen könnte bakterielle DNA zu detektieren. Die in Abbildung 16 eingesetzten 
Partikelspezies waren beides fluoreszierende Partikel, die bereits vorher beschrieben wurden (siehe 
Task 1-1). Nach Zusammenführung und Zentrifugation wurde für die zwei verschiedenen Proben ein 
klarer Unterschied beobachtet der mit vorhergesagten Verhalten übereinstimmte. Die Kontrolle zeigte 
eine klare Aufteilung der vorhandenen Partikel nach ihrer Größenverteilung über den beobachtet 
Raum und die DNA Linker Probe starke Agglomeration um die schwerer Partikelspezies in der Spitze 
des benutzten Behälters (siehe Abbildung 16a). Auch hier wurde um zu zeigen, dass es sich um ein 
DNA-meditiertes Verhalten handelt, bis zur Auflösung der Hybridisierung, erhitzt und noch in der 
Hitze zentrifugiert. Durch die Auflösung der Hybridisierung zeigten beide Proben das gleiche 
Verhalten, dass durch einen Zwischenzustand der vorher beobachten Sedimentierung beschrieben 
wurde (siehe Abbildung 16b). Nach Inkubationszeit auf einem Rüttler wurde der Ausgangszustand für 
die DNA Linker Probe wiederhergestellt aber die Kontrolle zeigte keine weitere Veränderung mehr 
(siehe Abbildung 16c). Dies wurde mit der kolloidalen Stabilität der nicht funktionalisierten 
Quantenpunkte in Hinblick auf die eingesetzten Temperaturen begründet, da die Reproduzierbarkeit 
des Anfangszustandes vor Erhitzung durch leichtes Schütteln und Redispergierung möglich war. 
Weitergehend wurde auch hier, wie schon vorher für andere Partikel beschrieben, das Quenching der 
Emission für die nicht funktionalisierten Quantenpunkte in Präsens des DNA Linkers festgestellt 
(siehe Abbildung 16d). Für eine vollständige Bewertung der Viabilität des hier beschriebenen 
Detektionsweg müssen noch folge Experimente mit verschiedenen DNA Linkern durchgeführt 
werden. Jedoch sind die hier beschriebenen Ergebnisse ein erstes Indiz für die Machbarkeit.  

Fortgeschriebenen Verwertungsplan: Die ersten 4 der 5 Meilensteine des Projekts (MS1: Synthese 
stabiler fluoreszierender und magnetisch separierbarer NPs (LIPI) M18, MS2: Synthese und 
Charakterisierung von InP NPs mit hoher Quantenausbeute (KocU) M24, MS3: Stabilisierte NPs im 
bakteriellen Lysemedium (USiegen) M18, MS4: DNA Nachweis in gepufferten Medien, (alle Partner) 
M24) wurden erreicht. Der abschließende Meilenstein MS5 (Prototyp testfertig (M30) (alle Partner) 
M30) konnte aus den o.g. Gründen nicht vollständig umgesetzt und erreicht werden. Trotzdem konnte 
im Projekt gezeigt werden, dass die neuartige Methodik unter Laborbedingungen reproduzierbar 
funktionierte und dass relevante DNA Sequenzen ohne Verwendung von PCR in geringen 
Konzentrationen nachweisbar sind. Mit stärker leuchtenden und stabileren Nanopartikeln wäre 
zukünftig die Entwicklung eines Prototyps möglich. Dazu wären weitere Forschungs- und 
Entwicklungsarbeiten notwendig 

Während der Durchführung des Vorhabens dem Zuwendungsempfänger bekannt gewordenen 
Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen: In der Projektlaufzeit wurden keine 
neuen Publikationen oder auch Schutzrechte oder Schutzrechtsanmeldungen veröffentlicht, die einer 
späteren Verwertung der Projektergebnisse entgegenstehen. 

Geplante Veröffentlichungen des Ergebnisses. Die im Projekt erarbeiteten Ergebnisse zu den 
Nanopartikelfunktionalisierungen und dem Nachweis von DNA werden gemeinsam mit den 
Projektpartnern LIPI und KocU in mindesten zwei internationalen Peer Review Publikationen 
veröffentlicht werden. Dabei werden die im Konsortialvertrag getroffenen Regelungen eingehalten. 
Des Weiteren werden mögliche Folgeprojekte eruiert, um das unter Laborbedingungen 
funktionierende Nachweissystem zu verbessern und hinsichtlich möglicher zukünftiger Verwendung 
weiter zu entwickeln. 


