
  Treffpunkt Forschung

	 www.biuz.de� 1/2021 (51)    Biol. Unserer Zeit    27 
© 2021 Die Autoren. Biologie in unserer Zeit  
veröffentlicht durch VBiO e.V. unter der CC-BY-SA 4.0-Lizenz 

© Lorelyn Medina – FOTOLIA

Die Laborseite

Die Oberflächenplasmonenresonanz
spektroskopie

Biochemiker forschen daran, chemische Reaktionen in biologischen 
Systemen aufzuklären. Dafür ist es sehr wichtig, die Bindungskinetiken 
und -affinitäten verschiedener biologischer Moleküle zu verstehen. 
Ein äußerst cleveres Verfahren beruht auf einer Aneinanderreihung 
physikalischer Prozesse an Grenzflächen. Die Oberflächenplasmonen
resonanzspektroskopie, kurz SPR-Spektroskopie (von engl. surface 
plasmon resonance) als Methode zur Interaktionsanalyse zwischen 
Biomolekülen mittels quantenphysikalischer Oberflächenphänomene 
soll hier im Folgenden vorgestellt werden.

Oberflächenplasmonen sind Elektro-
nenschwingungen, welche sich par-
allel zu einer metallischen Oberfläche 
ausbreiten. Dabei ragen sie in Form 
von sogenannten evaneszenten Wel-
len in das umgebende Medium. Das 
heißt, dass sie exponentiell mit dem 
Abstand zur Oberfläche abklingen 
(lat. evanescere, „dahinschwinden“), 
während sie sich parallel dazu wei-
ter ausbreiten [1].

Totalreflexion und Resonanz
Wenn Licht auf eine Grenzfläche 
zwischen zwei Medien mit unter-
schiedlichen Brechungsindizes fällt, 
dringt ein Teil des Lichts gebrochen 
in das zweite Medium ein, während 
der andere Teil des Lichts reflektiert 
wird. Wird der Winkel des auftref-
fenden Lichts flacher, kommt es – 
abhängig von den Brechungsindizes 
der Medien – bei einem bestimmten 
Winkel zur Totalreflexion: (Fast) das 
gesamte Licht wird also reflektiert. 
Licht, welches durch ein Prisma auf 
eine Metalloberfläche unter einem 
Winkel der Totalreflexion trifft, 
dringt als elektromagnetische Welle – 
exponentiell abfallend – ins Metall 
ein. Das eindringende elektrische 
Feld des Lichts kann mit den Lei-
tungselektronen des Metalls kop-
peln, diese also zur Schwingung 
anregen. Für den Fall, dass der zur 
Oberfläche parallele Teil des Felds 
mit dem der Elektronen überein-
stimmt, kommt es zur Resonanz, 
der sogenannten Oberflächenplas-
monenresonanz. Vereinfacht kann 

also festgehalten werden, dass nur 
Licht, das unter einem ganz bestimm-
ten Winkel auf eine Metalloberfläche 
trifft, die Bedingungen erfüllt, unter 
denen eine Resonanz der Elektronen-
schwingung eintritt. Unter dieser 
Bedingung kommt es zu einem schar-
fen Intensitätsminimum, einer Art 
„Schatten“ im reflektierten Licht, da 
ein Teil der Lichtenergie dafür auf
gewendet wurde, die Elektronen-
schwingung anzuregen. Ein Detektor 
misst, in welchem Winkel das Inten-
sitätsminimum des reflektierten 
Lichts auftritt (Abbildung 1).

Interaktionsanalyse
Wie zuvor erwähnt, hängt der Win-
kel der Totalreflexion von den Bre-
chungsindizes der Medien ab. Der 
Brechungsindex eines Mediums 
ändert sich, wenn die Masse in der 
Umgebung verändert wird. Damit ist 
das Puzzle der SPR-Spektroskopie 
vollständig. In der Praxis werden 
Moleküle auf der Goldoberfläche 
eines Sensorchips gekoppelt. Darü-
ber befindet sich das Prisma, wel-
ches angestrahlt wird. Ein Detektor 
misst winkelabhängig die Intensität 
des reflektierten Lichts und gibt an, 
bei welchem Winkel das Intensitäts-
minimum auftritt. Wenn nun zum 
Beispiel Antikörper auf dem Chip 
gebunden sind, tritt das Intensitäts-
minimum in einem definierten Win-
kel auf. Durch eine Flusszelle kön-
nen jetzt verschiedene Antigene im 
Pufferfluss an den Antikörpern vor-
beigeleitet werden. Wenn ein pas-
sendes Antigen an die Antikörper 
bindet, kann die Bindung in Echtzeit 
detektiert werden: Durch die Mas-
senzunahme an der Chipoberfläche 
ändert sich der Brechungsindex und 
mit ihm die Resonanzbedingungen. 
Folglich tritt das Intensitätsminimum 

Abb. 1  Licht trifft auf die Grenzfläche zwischen dem Prisma und der Goldschicht. 
Ein Teil des Lichts dringt als evaneszente Welle in die Metallschicht und indu­
ziert SPR. Der Detektor misst die winkelaufgelöste Intensität des reflektierten 
Lichts. Das Intensitätsminimum liegt genau bei dem Winkel, bei welchem es 
zur SPR kommt (schwarze Kurve). In der Flusszelle unter der Goldschicht sind 
Ligandenmoleküle A befestigt. Binden interagierende Analytmoleküle B dar­
an, ändert sich der Winkel, bei welchem es zum Intensitätsminimum kommt 
(orangene Kurve).
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Informationen über die Affinitäten 
und die zugrundeliegenden Reak
tionsgeschwindigkeiten gewonnen 
werden. Des Weiteren kann unter-
sucht werden, inwieweit andere 
Moleküle, z. B. Cofaktoren wie 
Adenosintriphosphat (ATP), einen 
Einfluss auf die Stabilität und die 
Geschwindigkeit einer Bindung aus-
üben.

Ausblick
Die Technik der SPR-Spektroskopie 
ist ein sehr genaues und breit an-
wendbares Instrument, um vielerlei 
Interaktionen zu untersuchen. Es ist 
davon auszugehen, dass in den 
nächsten Jahren eine Vielzahl an 
Interaktionsanalysen verschiedenster 
Stoffe folgen werden, welche weit-
reichende Erkenntnisse über die 
Funktion biochemischer Systeme 
versprechen.
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Neben den Antikörper-Antigen-Inter-
aktionen lassen sich also viele wei
tere biologische relevante Systeme 
studieren. In der pharmazeutischen 
Industrie wird die SPR-Spektrosko-
pie daher als eine der Schlüssel
methoden zur Identifizierung und 
Charakterisierung neuer Wirkstoffe 
eingesetzt. Auch in der Grundlagen-
forschung gilt die SPR-Spektroskopie 
als Goldstandard der Interaktions-
analyse. So wird in der Abteilung 
Biochemie der Universität Kassel 
mit Hilfe der SPR-Spektroskopie 
beispielsweise intensiv an der Enzym-
familie der Proteinkinasen, ihren 
Aktivatoren, Inhibitoren und ande-
ren Interaktionspartnern geforscht 
[2–4]. Auf diese Weise können 

bei einem anderen Winkel des re-
flektierten Lichts auf. Die Winkelver-
schiebung kann in ein sogenanntes 
Sensorgramm übersetzt werden, 
indem das SPR-Signal gegen die Zeit 
aufgetragen wird (Abbildung 2). Die 
Methode ist äußerst sensitiv und 
eignet sich somit zur Interaktions-
analyse einzelner Biomoleküle.

Anwendungen
Die hohe Sensivität der SPR-Spektro-
skopie erlaubt die Untersuchung 
vieler biologischer Interaktionen wie 
Protein-Protein-, Protein-Nukleotid- 
und Protein-DNA-Interaktionen, aber 
auch der Interaktion zwischen Pro-
teinen und niedermolekularen Ver-
bindungen (engl. small molecules). 

Abb. 2  Abgebildet ist ein typischer Verlauf eines Sensorgramms, in welchem 
das SPR-Signal gegen die Zeit aufgetragen ist. In Phase 1 liegen nur Liganden­
moleküle (orange) an die Sensoroberfläche gebunden vor. In Phase 2 wird ein 
Puffer mit den Analytmolekülen B (blau) durchgespült. In diesem Abschnitt 
des Sensorgramms kann die Assoziation von Ligand und Analyt verfolgt wer­
den. In Phase 3 ist das Gleichgewicht eingetreten, in dem genauso viele Analyt­
moleküle B an die Liganden A binden wie zeitgleich aus dem Komplex AB dis­
soziieren – das SPR-Signal bleibt konstant. In Phase 4 wird mit reinem Puffer 
gespült; die Kurve gibt Aufschluss über die Dissoziation (Zerfall des Komplexes 
zwischen A und B). Um wieder den Ausgangszustand 6/1 herzustellen, wird 
mit einem Regenerationspuffer gespült, welcher alle verbleibenden Bindungen 
zwischen den Molekülen A und B löst.
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