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DNA -basierte Strichcodes, Nanopartikel und
Nanostrukturen fiir die ultraempfindliche Detektion und
Quantifizierung von Proteinen

Susanne Brakmann*

I mmunassays sind Techniken, bei de-
nen markierte oder nichtmarkierte An-
tikorper als Reagentien fiir die quanti-
tative Bestimmung von Analyten einge-
setzt werden. Diese Techniken erfreuen
sich grofler Beliebtheit in Forschung
und klinischer Diagnostik, weil sie pri-
zise, empfindlich und relativ preiswert
sind. In zunehmendem MaBe erhilt
jedoch der Nachweis von Proteinen auf
extrem niedrigem Konzentrationsni-
veau Bedeutung, beispielsweise in der
Diagnostik von Krankheitsmarkern in
Korperfliissigkeiten oder der Detektion
von toxischen oder unzuldssigen Protei-
nen in Lebensmittel- und Umweltpro-
ben. Obwohl klassische Tests wie ELI-
SA (enzyme-linked immunosorbent as-
say, Abbildung 1a) oder RIA (Radio-
immunassay) durchaus sehr hohe Emp-
findlichkeiten —und sehr niedrige
Detektionsgrenzen (ca. 1 fmol) aufwei-
sen, lassen sich manche Substanzen wie
Antigene nur schwer oder gar nicht
nachweisen, weil sie in zu geringer Kon-
zentration vorliegen. Gegenwairtig stellt
beispielsweise der Nachweis von Prio-
nen-Erkrankungen ein solches Problem
dar. Fine wesentliche Verbesserung der
Nachweisempfindlichkeit von Immun-
assays konnte vor etwa zehn Jahren
durch Cantor und Kollegen erzielt wer-
den, die einen Nachweis-Antikorper
nicht mit einem Enzym, sondern mit
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04103 Leipzig (Deutschland) Abbildung 1. a) Prinzip des ELISA-Assays. b,c) Prinzip der Immun-PCR mit ,konventionellem
Fax: (+49)341-97-37838 Nachweis“ des PCR-Produkts (b) und mit quantitativem Nachweis durch eine FRET-Sonde
E-mail: sbrakma@rz.uni-leipzig.de (Echtzeit-IPCR, c).
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DNA als Reportermolekiil verkniipf-
ten: Die gekuppelte Nucleinsdure konn-
te dann mithilfe der Polymeraseketten-
reaktion (PCR) sequenzspezifisch ver-
vielfiltigt und anschlieBend gelelektro-
phoretisch analysiert werden (Abbil-
dung 1b). An die Stelle der linearen
Signalverstarkung des ELISA-Tests tritt
somit die exponentielle Verstirkung
durch PCR, durch die eine Erniedrigung
der Nachweisgrenze um drei bis vier
GroBenordnungen moglich wird.!

Diese Immun-PCR (IPCR) genann-
te Methode hat sich inzwischen als sehr
gut geeignet fiir den hoch empfindlichen
Nachweis einer Vielzahl an Antigenen,
Antikorpern, Pathogenen, Tumormar-
kern und potenziellen Therapeutika in
femto- bis attomolaren Konzentratio-
nen erwiesen und ist deshalb vor allem
in der klinischen Diagnostik von gro-
Bem Interesse. Die Entwicklung einer
Vielzahl von Protokollen zeigt zudem,
dass IPCR an ein breites Spektrum an
Analyten und Immunassay-Verfahren
angepasst werden kann (eine aktuelle
Ubersicht findet sich in Lit. [2]). Auf-
grund der enormen Signalverstidrkung
durch PCR-Amplifikation ist IPCR je-
doch nicht nur beim Nachweis spezifi-
scher Proteine sehr empfindlich, son-
dern auch gegeniiber Kontaminationen
durch fremde Nucleinsduren oder ge-
geniiber falsch-positiven Signalen, die
infolge nichtspezifischer Antikorperbin-
dung auftreten. Im Einsatz als Routine-
methode sind daher die weitestgehende
Vermeidung oder Inaktivierung von
Verunreinigungen sowie die Verwen-
dung hochgradig standardisierter Proto-
kolle erforderlich.

Unter Verwendung der in den letz-
ten Jahren zu grof3er Popularitit gelang-
ten Echtzeit-PCR-Techniken® (real-
time-PCR) konnte die IPCR zu einer
Methode fiir den quantitativen Nach-
weis von Antigenen ausgebaut werden,
die sich auch als Routinemethode und
fiir die parallele Analyse groBer Pro-
benaufkommen eignet: Zu diesem
Zweck werden der PCR entweder
DNA-Intercalatoren  (z.B. SYBR-
Green) oder FRET-Sonden (z.B. Tag-
Man) zugesetzt, die an die entstehende
DNA binden und infolgedessen fluores-
zieren. Da die Fluoreszenz mit geeigne-
ten Instrumenten direkt wéhrend der
Amplifikation verfolgt und mithilfe von
Eichkurven quantitativ ausgewertet
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werden kann, erlaubt die Echtzeit-IPCR
(rtIPCR) die reproduzierbare Detekti-
on und Quantifizierung der Analyte im
Mikrotiterformat (96er- und 384er-Plat-
ten) und dariiber hinaus die Aufnahme
von Schmelzkurven zur weiteren Cha-
rakterisierung der DNA-Amplikons.

Ein wichtiges Beispiel fiir die Emp-
findlichkeit und Bedeutung dieser Tech-
nik ist der Nachweis des Cytostatikums
rViscumin, bei dem Mengen von nur ca.
30000 Molekiilen der Substanz (Kon-
zentration ca. 100 fgmL ™) in standardi-
sierten humanen Serumproben detek-
tiert werden konnten.! Ermoglicht wur-
de diese enorme Empfindlichkeit vor
allem durch die Verwendung der von
Niemeyer und Kollegen eingefiihrten
supramolekularen IPCR-Reagentien —
oligomerer Konjugate aus Streptavidin,
bis-biotinylierter dsDNA und biotiny-
lierten Antikdrpern,” die zu multiplen
Analytbindungen fithren konnen und
daher iiber einen entropischen Vorteil
verfiigen. Dariiber hinaus verwendeten
diese Autoren bei der rtIPCR ein kom-
petitiv zu replizierendes weiteres DNA-
Fragment, das als interner Standard
fungierte und auflerdem das Signal-
Rausch-Verhiltnis verbesserte (Abbil-
dung 1¢).1

Die rtIPCR hat trotz ihrer beein-
druckenden Empfindlichkeit und ihres
erfolgreichen Finsatzes fiir hochgradig
reproduzierbare Analysen bislang noch
nicht Einzug in die Routinediagnostik
gehalten. Ein moglicher Grund hierfiir
besteht in der sicherlich immer noch
komplexen Préparation der IPCR-Son-
den: Diese Konjugate aus DNA und
Antikorpern sind entweder kovalent
oder durch Streptavidin-Biotin-Bindung
verkniipft. Wahrend DNA-Antikorper-
Konjugate mithilfe von Sulfhydryl- und
Aminogruppen an DNA bzw. Antikor-
per hergestellt werden,”® bildet man
Strepavidin-gekuppelte Konjugate héu-
fig ausgehend von biotinylierten Anti-
korpern und biotinylierter DNA.F In
beiden Fillen sind Modifikationen an
DNA und Antikorperprotein notig, die
nicht immer trivial und nur gelegentlich
bereits kommerziell zugéinglich sind.
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Nanopartikel-basierte Strichcodes
zur Identifizierung von Proteinen

Limitierend fiir weitere Steigerun-
gen der Empfindlichkeit der rtIPCR
konnte das niedrige Verhéltnis von
Nachweis-Antikorper und DNA (in
der Regel 1:1) sowie die langsame Bin-
dung bei der Nachweisreaktion sein,
wenn einer der Partner (Analyt oder
Antikorper) an einer stationdren Phase
immobilisiert vorliegt."”

Viele neue Konzepte der amplifi-
zierten Biosensorik (amplified biosen-
sing) kombinieren daher das Immunas-
say mit der Immobilisierung der betei-
ligten Biopolymere an Mikro- und Na-
nopartikeln. Dabei erweist sich nicht
nur die Bildung der Erkennungskom-
plexe in Suspension als Vorteil. Viel-
mehr ermoglichen kommerziell erhaltli-
che und bereits weit verbreitete magne-
tische Mikropartikel eine anschlieBende
physikalische Isolierung dieser Immun-
komplexe mithilfe eines externen Ma-
gneten und sind daher ideal geeignet,
um Antigen-Antikorper-Konjugate aus
komplexen Mischungen abzutrennen
und anzureichern (siehe Lit. [11], zit.
Lit.).

In einem kiirzlich beschriebenen
Verfahren gelang Mirkin und Kollegen
der Nachweis eines Krebsmarkers
(PSA, prostate-specific antigen) mit ei-
nem System aus Antikorper-gekuppel-
ten magnetischen Mikropartikeln und
DNA-gekuppelten Gold-Nanoparti-
keln, die ebenfalls PSA-spezifische An-
tikorper enthielten, sodass die Goldpar-
tikel in Gegenwart von PSA spezifisch
an die magnetischen Partikel binden
(Abbildung 2). Die Herstellung von
Gold-Nanopartikeln, die sowohl DNA
als auch Antikorper tragen, wurde be-
reits zuvor beschrieben.'”! Mirkin et al.
konnten zeigen, dass freies PSA, das in
den Sera von Brustkrebspatientinnen
oft nur maximal femtomolar vorliegt,'¥)
ohne PCR-Amplifikation bereits in
Mengen von ca. 180 Molekiilen detek-
tierbar war (Konzentration 30 aMm); mit
Amplifikation geniigten sogar zehnmal
weniger, ndmlich nur 18 Molekiile
(3 am).

Mirkins erstaunlich empfindliches
Nachweisverfahren zeichnet sich nicht
nur durch die Anreicherung des Im-
munkomplexes mithilfe magnetischer
Abtrenntechnik, sondern auch durch
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Abbildung 2. Wichtige Schritte in einem Bio-Strichcode-Immunassay. Der erste (monoklonale)
Antikérper ist an magnetische Mikropartikel gebunden, die dazu dienen, das Protein aus der
Probenlésung anzureichern. Der zweite (polyklonale) Antikérper ist an Gold-Nanopartikel ge-
bunden, die aulerdem noch eine Vielzahl von kurzen DNA-Doppelstringen tragen. Nach Bil-
dung und magnetischer Anreicherung des Sandwich-Komplexes werden die DNA-Striange abge-
|6st und kénnen dann entweder durch PCR oder Chip-basiert nachgewiesen werden.

ein hohes Verhiltnis von Erkennungs-
antikérper zu Marker-DNA (ca. 1:100)
aus. Der signalgebende Immunkomplex
bildet sich als ,,Sandwich* aus magneti-
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schen Mikropartikeln, an deren Ober-
fliche viele Kopien eines monoklonalen
Antikorpers (mAB) immobilisiert sind,
den von diesen mABs gebundenen An-

www.angewandte.de

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte
Chemie

tigenen sowie Gold-Nanopartikeln, an
deren Oberfliche eine oder sehr wenige
Kopien eines polyklonalen Antikdrpers
und viele Kopien der doppelstrangigen
Marker-DNA gebunden sind. Nach der
Bildung des Sandwich-Komplexes wer-
den alle magnetischen Partikel oder
Partikel-Komplexe mithilfe eines exter-
nen Magneten abgetrennt. Dabei blei-
ben Nanopartikel und Antigene zuriick,
mit denen keine Komplexierung erfolgt
ist. Marker-DNA von angereicherten
Komplexen kann beispielsweise als Ma-
trize in einer PCR-Amplifikation einge-
setzt und durch Standardverfahren (z.B.
Gel-Elektrophorese und Ethidiumbro-
mid-Féarbung) leicht nachgewiesen wer-
den. Hoher empfindliche DNA-Nach-
weise erzielte Mirkin jedoch durch Auf-
schmelzen des Doppelstrangs, optionale
PCR-Amplifikation und Chip-basierte
Detektion, die die Hybridisierung mit
komplementirem Strang und den Nach-
weis der gebildeten Doppelstrang-DNA
durch Silberfarbung umfasst. Prinzipiell
konnen in einem solchen Assay auch
mehrere Antigene gleichzeitig nachge-
wiesen werden, wenn jedes Antigen
durch eine eigene Marker-DNA-Se-
quenz codiert wird. Mirkin pragte daher
den Begriff ,,Bio-Strichcode® fiir diese
DNA-Sequenzen.!"¥

Die Bio-Strichcode-Methode erfor-
dert jedoch — @hnlich wie die rtIPCR —
die Synthese von Antikorper-Konjuga-
ten. So miissen beispielsweise Gold-Na-
nopartikel zunédchst nichtkovalent und
dquimolar mit dem polyklonalen Anti-
korper und dann kovalent mit einem 10-
bis 100fachen Uberschuss an Strich-
code-DNA gekuppelt werden. Sowohl
die Gewihrleistung dieser Stochiome-
trie als auch die Stabilisierung und
Handhabung der entstehenden Konju-
gate sind duBerst schwierig. Die Immo-
bilisierung des monoklonalen Antikor-
pers an magnetischen Mikropartikeln
hingegen erfolgt bei Mirkin hoch effizi-
ent (90 % ) mithilfe kommerzieller Glu-
taraldehyd-Amin-Kupplungschemie.

Schwierigkeiten konnte bei diesem
Verfahren ferner die Erkennung des
Antigens durch einen polyklonalen An-
tikorper bereiten, von dem unter Um-
stinden auch andere Proteine gebunden
werden. Ein dadurch verschlechtertes
Signal-Rausch-Verhiltnis hétte einen
deutlichen Empfindlichkeitsverlust zur
Folge und wiirde insbesondere den pa-
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rallelen Analyt-Nachweis beeintrichti-
gen. Es bleibt also abzuwarten, wie
tauglich die ultraempfindliche Bio-
Strichcode-Detektionstechnik = wirklich
sein wird.

Bioelektronische Codierung und
Detektion von Proteinen

Eine vielversprechende Alternative
zu optischen Nachweisverfahren sind
elektronische Detektionsverfahren, die
zudem durch magnetische Mikroparti-
kel gesteuert und veranlasst werden
konnen.'! Diese Verfahren beruhen
darauf, dass Nucleinsiduren elektroaktiv
sind, weil sie an Elektroden stark adsor-
bieren und dort Ladungstransferreak-
tionen eingehen.!™ Dabei werden vor-
nehmlich die Nucleobasen an Quecksil-
berelektroden reduziert und an Gra-
phitelektroden oxidiert. Da die an der
Elektrodenoberfliche angereicherten
Nucleobasen zudem durch Oxidation
abgelost werden, konnen sie durch po-
tentiometrische Stripping-Analyse
(PSA) bereits in sehr niedrigen Konzen-
trationen (nM) nachgewiesen werden.!'”)

Wang und Kollegen nutzten diese
Eigenschaft von DNA, um ein hoch
empfindliches, Immunassay-basiertes
Nachweisverfahren fiir Proteine zu ent-
wickeln, das mit dem von Mirkin vorge-
stellten Verfahren eng verwandt ist.['%)
Das ,,bioelektrische” Protokoll beginnt
ebenfalls mit der Bildung eines Sand-
wich-Immunkomplexes ausgehend von
Antikorper-gekuppelten magnetischen
Mikropartikeln und DNA-funktionali-
sierten Polystyrol-Partikeln, an die au-
Berdem der Nachweis-Antikorper ge-
bunden ist. Nach magnetischer Abtren-
nung und Anreicherung der partikelge-
bundenen Immunkomplexe wird die
Marker- oder Strichcode-DNA durch
alkalische Denaturierung des Doppel-
strangs abgelost und anschlieBend einer
sdurekatalysierten Depurinierung un-
terworfen. Freie Purine (Adenin und
Guanin) werden dann mittels chrono-
potentiometrischer ~ Stripping-Analyse
an einer Elektrode aus pyrolytischem
Graphit quantitativ nachgewiesen (Ab-
bildung 3).

Die Autoren waren mit diesem Ver-
fahren in der Lage, ohne jegliche Am-
plifikation, beispielsweise durch PCR,
Mengen von nur 40000 Molekiilen eines
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Abbildung 3. Beim elektrischen Strichcode-Assay ist der zweite Antikérper an Kunststoffkiigel-
chen gekuppelt, die wiederum viele kurze DNA-Strange tragen. Nach dem Ablésen der DNA
werden die Purine Adenin und Guanin freigesetzt, die durch elektrochemische Analyse nachge-
wiesen werden kénnen. Dabei liefern Adenin und Guanin deutlich unterscheidbare Signale.

Analyts (Konzentration 13 fm) aufzu-
spiiren. Unter Einbeziehung eines Am-
plifikationsschritts lieBe sich die Emp-
findlichkeit ohne weiteres um mindes-
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tens zwei GroBenordnungen steigern.
Hohe Empfindlichkeit, Selektivitit
(kein Hintergrundsignal ohne Analyt
oder in Gegenwart eines 1000fachen
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Uberschusses an Rinderserumalbumin)
und hohe Reproduzierbarkeit des Ex-
periments (Standardabweichung von ca.
5% bei sechs analogen Messungen)
lassen auch den elektrischen Protein-
nachweis mit Strichcode-DNA sehr viel-
versprechend erscheinen. Abzuwarten
bleibt jedoch auch hier, wie sich die
Herstellung und die kommerzielle Ver-
fiigbarkeit der Sonden entwickelt, damit
aus diesem Ansatz eine Routinemetho-
de fiir die medizinische Diagnostik oder
die Proteomanalyse werden kann. Fiir
die Verbreitung jedes der drei vorge-
stellten Verfahren, rtIPCR, Bio-Strich-
codes und elektrische Strichcodes, diirf-
te letztlich entscheidend sein, wie sich
der Markt fiir neue Technologien ent-
wickelt, der fast immer zunichst mit
groBer Trigheit auf Neuerungen rea-
giert.
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