Kurzaufsdtze

I. Willner und M. Zayats

DOI: 10.1002/ange.200604524

Elektronische Aptasensoren
Itamar Willner* und Maya Zayats

Stichworter:
Aptamere - Biosensoren - Elektrochemie -
Nanostrukturen - Proteine

Die Selektion von Aptameren — Nucleinsduren, die spezifisch nie-
dermolekulare Substrate oder Proteine binden — mithilfe des SELEX-
Verfahrens (systematische Evolution von Liganden durch exponenti-
elle Anreicherung) ermdoglicht die Suche nach neuen spezifischen
Erkennungsstrukturen. Vor allem die Anwendung von Aptameren als
vielseitige Materialien fiir Biosensoren wurde in jiingster Zeit intensiv
untersucht. In diesem Kurzaufsatz werden die aktuellen Fortschritte
bei der Entwicklung elektronischer Sensoren auf Aptamerbasis
(Aptasensoren) zusammengefasst, darunter elektrochemische, ionen-
selektive Feldeffekttransistor- und Quarzkristallmikrowaage-Senso-
ren, und es werden Strategien zum Entwurf von signalverstirkenden
und markierungsfreien Aptasensoren beschrieben.

die eine Affinitdt zum Substrat (oder
einigen unspezifischen Nucleinsidure-
adsorbaten) aufweisen, binden an die
Matrix, wihrend der GrofBteil der Bib-
liothek abgewaschen wird. Die ma-
trixgebundenen Nucleinsduren werden
eluiert und durch Polymeraseketten-

1. Einleitung

Aptamere sind Nucleinsduren (DNA, RNA), die selektiv
an niedermolekulare organische und anorganische Substrate
oder an Makromolekiile wie Proteine binden.!"! Die Affini-
tdtskonstanten von Aptamer-Substrat-Komplexen liegen im
mikro- bis nanomolaren Bereich und sind mit den Bin-
dungskonstanten von Antikorper-Antigen-Komplexen ver-
gleichbar.”) Die Verwendung von Aptameren als spezifisch
bindenden Reagentien ist vor allem wegen ihrer relativ ein-
fachen Herstellung durch ein evolutionidres Selektionsver-
fahren interessant, das ein kompliziertes Design von Rezep-
toreinheiten vermeidbar macht. Die Selektion der Aptamere
fiir eine spezifische Zielstruktur erfolgt nach dem SELEX-
Verfahren (systematische Evolution von Liganden durch ex-
ponentielle Anreicherung),”! das in Abbildung 1 schematisch
dargestellt ist. Der Prozess wird mit einer Zufallsbibliothek
von Oligonucleotiden (meist 10°-10'® Komponenten) ge-
startet; diese besteht aus linearen Nucleinsduren zufilliger
Sequenz, die von zwei konstanten Sequenzen am 5'- und 3'-
Ende flankiert wird. Zur Entwicklung eines RNA-Aptamers
muss zundchst die DNA-Bibliothek in einen RNA-Pool
transkribiert werden, der dann eine die Zielstruktur enthal-
tende Trennungsmatrix passiert. Die wenigen Nucleinsduren,
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reaktion (PCR) amplifiziert; so entsteht eine Mischung aus
Nucleinsduren mit unterschiedlichen Affinitdten zum Ziel-
molekiil (Target). Durch wiederholte Trennung der Mischung
iiber der ligandenmodifizierten Matrixoberflidche lassen sich
diejenigen Nucleinsduren anreichern, die eine hohe Affinitat
fiir das Substrat haben. Gewohnlich erhélt man brauchbare
Aptamere nach 8 bis 15 Trennungs-/Amplifikations-Zyklen.

Promotor Zufallssequenz
___
konstante konstante
Sequenz Sequenz

DNA Pool

Ziel-
= molekiil
Polymerase-
kettenreaktion

Extraktion der

Promotor affinen Stréange
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werden verworfen

Abbildung 1. Herstellung eines Aptamers durch systematische Evoluti-
on von Liganden durch exponentielle Anreicherung (SELEX-Verfahren).
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Die Selektion von DNA-Aptameren lduft genauso ab; es fehlt
lediglich der einleitende Transkriptionsschritt. Die einzel-
strangigen DNA- oder RNA-Aptamere binden an ihr Target,
indem sie durch Ausbildung von Schleifen und hybridisierten
Regionen (durch komplementire Watson-Crick-Basenpaa-
rung) eine dreidimensionale Struktur einnehmen.’! Abge-
schlossen wird der Entwicklungsprozess durch die Identifi-
zierung der Aptamerzusammensetzung durch Sequenzierung
und die Aufkliarung der Tertidrstruktur des Aptamer-Sub-
strat-Komplexes durch NMR-Spektroskopie.”! Auf diese
Weise gelangt man ausgehend von einer Zufallsbibliothek zu
einer hochaffin bindenden Substanz, die durch PCR-Ampli-
fikation praktisch unbegrenzt verfiigbar ist.

Aptamere finden wachsendes Interesse als aktive Trenn-
medien fiir die Chromatographie!® und Elektrophorese,” als
therapeutische und diagnostische Verbindungen® und als
aktive Materialien fiir Biosensoren.”’] Der Einsatz von Ap-
tameren in Biosensoren ist besonders interessant, da sie hier
Antikorper ersetzen konnen und mehrere Vorteile gegeniiber
Immunsensoren haben: 1) Die In-vitro-Selektion der Apta-
mere macht die In-vivo-Immunisierung von Tieren zur An-
tikdrpergewinnung iiberfliissig. Dies ermoglicht die Herstel-
lung von Aptameren als Liganden fiir toxische Verbindungen,
z.B. solchen, gegen die das Immunsystem keine Antikorper
bilden kann. 2) Anders als bei Antikorpern, die wéihrend des
Immunisierungsprozesses Mutationen und Strukturdnderun-
gen durchlaufen, liefert die chemische Synthese von Apta-
meren gewOhnlich hoch reproduzierbare Strukturen der
bindenden Liganden. 3) Die chemische Modifikation von
Aptameren mit optischen oder redoxaktiven Markierungen
oder mit funktionellen Gruppen, die die Bindung an Uber-
trager ermoglichen, ist meist einfacher als die Derivatisierung
von Antikorpern. 4) Die direkte Modifikation der Aptamere
mit bildgebenden Markierungen ermoglicht den direkten
Nachweis des Aptamer-Substrat-Komplexes ohne einen
komplexen Antigen-Antikdrper-Sandwich-Assay. Dies ist vor
allem fiir niedermolekulare Verbindungen wichtig, bei denen
mit Immunsensoren nur kompetitive Tests moglich sind.
5) Unspezifische Adsorptionsphanomene an Kontaktflichen
sind bei Nucleinsduren meist weniger ausgeprigt als bei
Proteinen. Ein weiterer Vorteil ist die thermische Stabilitét
von Nucleinsduren im Vergleich zu Antikorpern.

Bei all den genannten Vorteilen von Aptameren gegen-
iiber Antikorpern sollen auch die Nachteile nicht verschwie-
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gen werden: DNA und besonders RNA sind sehr empfindlich
gegen hydrolytische Spaltung durch Nucleasen, sodass sie nur
in sehr reiner Umgebung eingesetzt werden konnen. Einige
Ansitze wurden bisher vorgestellt, um Aptamere durch
Modifikationen an der 2'-Position des Riboserings!'” oder
durch die spezifische Modifikation der Pyrimidinnucleoti-
del! in nucleaseresistente Verbindungen umzuwandeln.

Es gibt bereits zahlreiche Untersuchungen iiber optische
Aptasensoren,['>¥ die auch schon in mehreren Ubersichts-
artikeln zusammengefasst wurden.””’ Dariiber hinaus erleben
wir zurzeit eine rasante Entwicklung bei elektronischen
(elektrochemischen, FET-, piezoelektronischen) Aptasen-
sorsystemen. Dieser Kurzaufsatz fasst die Fortschritte zu-
sammen und beleuchtet die Vorteile einer elektronischen
Signaliibertragung in Aptasensorsystemen.

2. Elektrochemische Aptasensoren

Die enormen Fortschritte bei der Entwicklung elektroni-
scher Biosensoren und besonders der Signalverstdarkung ha-
ben sich auch in den Konzepten fiir die Entwicklung und
Herstellung von Aptasensoren niedergeschlagen. Fiir den
Erkennungsvorgang werden oft katalytisch aktive Marker wie
Enzyme, anorganische oder organische Katalysatoren oder
Nanopartikel eingesetzt. Enzyme, insbesondere Redoxenzy-
me, werden an Antikdrper oder Nucleinsduren gekuppelt,
und diese bewirken als biokatalytische Konjugate eine Ver-
starkung des elektronischen Messsignals der Immunkomple-
xe oder der DNA. So wird beispielsweise durch Hydrolyse
von p-Aminophenylphosphat durch das Konjugat eines An-
tikorpers mit alkalischer Phosphatase p-Aminophenol als
elektrochemisch nachweisbares Produkt erhalten." Die
elektrochemische Analyse von DNA gelang mit Nucleinsiu-
ren, die mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) als Marker fiir die
bioelektrokatalysierte Reduktion von H,O, konjugiert wa-
ren.” In dhnlicher Weise wurde die enzymkatalysierte Aus-
fallung eines unloslichen Produkts auf den Elektroden als
verstarktes Messsignal fiir den elektrochemischen oder mi-
krogravimetrischen Nachweis von Bindungsereignissen ge-
nutzt. Beispielsweise dienten biotinmarkierte Meerrettich-
Peroxidase und alkalische Phosphatase oder Nucleinsduren,
die mit alkalischer Phosphatase funktionalisiert waren, als
Marker fiir die Analyse von Immunkomplexen,['®! DNA
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oder Fehlpaarungen einzelner Basen in der DNA.M! Mess-
signal war die biokatalysierte Ausfdllung unloslicher Pro-
dukte (z.B. eines unlgslichen Indigoderivats) auf der Elek-
trode. Solche Konstrukte wurden auch zum Nachweis biolo-
gischer Erkennungreaktionen genutzt, indem die Isolierung
der Elektrode mit Faraday-Impedanzspektroskopie verfolgt
oder die Masseverdanderung auf piezoelektrischen Quarz-
kristallen gemessen wurde.

Zwei unterschiedliche Ansitze, die auf den biokatalyti-
schen Eigenschaften von Enzymen beruhen, wurden zum
Nachweis von Thrombin durch sein Aptamer und zur Sig-
nalverstirkung beschrieben (Abbildung 2)."! Im einen Fall

A) B) + H,0, + Med(red) C) Glucose

Gluconséure
H»O + Med(ox)

B-Ala-Gly-p-Nitroanilin (2)

Abbildung 2. Elektrochemischer Nachweis von Thrombin und Verstiar-
kung des Messsignals. A) Die thrombinkatalysierte Erzeugung des
elektroaktiven Substrats 3. B,C) Enzymgekuppelte Antithrombin-Apta-
sensoren als verstirkende Marker (Meerrettich-Peroxidase (HRP) bzw.
Glucosedehydrogenase (GDH)). Med: Mediator; mPMS: 1-Methoxy-5-
methylphenaziniummethylsulfat. D) Mit Pt-Nanopartikeln markierte
Aptamere als Elektrokatalysatoren.

(Abbildung 2 A) wurde ein thiolderivatisiertes Aptamer, 1,
auf einer Goldelektrode fixiert; dieses Konjugat reagierte
dann als Sensoroberfldche auf die Bindung von Thrombin.
Das gebundene Thrombin wurde als Protease aktiv und
spaltete von einem Nitroanilin-funktionalisierten Peptid 2
p-Nitroanilin (3) hydrolytisch ab. Letzteres wurde dann
elektrochemisch nachgewiesen. Im zweiten Ansatz (Abbil-
dung 2B) wird die Eigenschaft genutzt, dass Thrombin zwei
unterschiedliche Bindestellen fiir Aptamere aufweist.”” In
einem Sandwich-Assay wurde ein zweites Aptamer, das mit
Meerrettich-Peroxidase gekuppelt ist, an den immobilisierten
Aptamer-Thrombin-Komplex gebunden und so als Marker
mit Verstarkungsfunktion eingesetzt. Das Enzym katalysiert
iiber einen Zwischenschritt die Reduktion von H,0,. Anhand
des amperometrischen Signals wurde dann die Konzentration
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von Thrombin bestimmt; die Nachweisgrenze dieser Methode
liegt bei 8 x 107¥ M.

Auch die vom Pyrrolochinolinchinon abhéngige Gluco-
sedehydrogenase (GDH) wurde als biokatalytischer Marker
fiir den signalverstidrkten amperometrischen Nachweis von
Thrombin eingesetzt (Abbildung 2C).”"! Erneut wurde der
Umstand, dass zwei unterschiedliche DNA-Aptamere an
Thrombin binden,?” fiir die Entwicklung eines Aptasensors
fiir Thrombin genutzt. Thrombin wurde tiber ein thiolderi-
vatisiertes, 15-gliedriges Aptamer an eine Goldelektrode ge-
bunden. Uber die zweite Bindestelle wurde ein biotinyliertes
29-mer Aptamer und daran ein GDH-Avidin-Konjugat kon-
jugiert. Die bioelektrokatalysierte Oxidation von Glucose in
Gegenwart von 1-Methoxy-5-methylphenaziniummethylsul-
fat (mPMS) als diffusiblem Mediator lieferte bei ampero-
metrischem Nachweis ein lineares Signal im Bereich von 4-
10 x 10~®m Thrombin.

In einem dhnlichen Ansatz wurden die Biokatalysatoren
durch Pt-Nanopartikel (NPs) als katalytische Marker ersetzt
(Abbildung 2D).? Die Pt-NPs wurden mit dem thiolderi-
vatisierten Aptamer 1 beladen. Die schrittweise Anlagerung
von Aptamer 1 an die Oberfldche und die nachfolgende Bil-
dung des Aptamer-Thrombin-Komplexes an der Oberfldache
wurde durch die Assoziation des aptamerfunktionalisierten
Pt-NP an den Aptamer-Thrombin-Komplex auf der Elektro-
de verfolgt. Die Nanopartikel katalysieren die elektroche-
mische Reduktion von H,0O,, und der resultierende Katho-
denstrom verstdrkt das Bindungsereignis, sodass Thrombin
bis zu einer Nachweisgrenze von 1 x 10~°M gefunden werden
kann. Dieses System &hnelt zwar dem biokatalytischen
Sandwich-Nachweis von Thrombin mit HRP oder GDH als
Biokatalysatoren (Abbildung 2B, C), doch der Pt-NP-Kata-
lysator ist etwa 80-mal empfindlicher. Diese Verbesserung
rithrt zum Teil wohl daher, dass, anders als bei den enzyma-
tischen Systemen, kein diffusibler Elektronenmediator be-
notigt wird.

Man hat eine Reihe von elektrochemischen DNA-Sen-
soren entwickelt, deren Funktion auf der Konformations-
danderung von Nucleinsduren bei der Hybridisierung be-
ruht.*?Y Immobilisiert man beispielsweise eine pinzettenar-
tige DNA-Haarnadelstruktur mit redoxaktivem Marker auf
einer leitenden Oberfldche, kommt es aufgrund der rdumli-
chen Nihe zwischen dem Redoxreporter und der Elektrode
zur Elektroneniibertragung. Hybridisiert die Haarnadelse-
quenz allerdings mit einer komplementiren DNA, bildet sich
eine gestreckte Doppelhelix, sodass der Redoxmarker von
der Elektrode wegbewegt und der elektrische Kontakt un-
terbrochen wird. So lédsst sich die DNA amperometrisch
nachweisen, wobei durch die Hybridisierung der elektrische
Kontakt zwischen Elektrode und Redoxmarker zusammen-
bricht.” Einzelstringige flexible Nucleinsiuren als Apta-
mere fiir Proteine oder niedermolekulare Substanzen gehen
in wohldefinierte dreidimensionale Strukturen iiber, wenn sie
einen Komplex mit dem Wirtsubstrat eingehen. Dies ermog-
licht es, redoxaktive Gruppen an die Aptamer-Nucleinsduren
zu binden, sodass sich die Bildung des Aptamer-Substrat-
Komplexes durch die Messung der elektrischen Eigenschaf-
ten des Redoxmarkers im starren dreidimensionalen Kom-
plex nachweisen lasst.
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Das Thrombin-Aptamer geht bei der Bindung des Sub-
strats in eine G-Quadruplex-Form iiber. Darauf aufbauend
wurde ein elektrochemischer Aptasensor fiir Thrombin ent-
wickelt, indem das Aptamer mit einem redoxaktiven Me-
thylenblau-Marker versehen und auf einer Elektrode immo-
bilisiert wurde (Abbildung 3 A).”! Durch die flexible Kon-

A) B)

Thrombin

NG
ye

Abbildung 3. Elektrochemische Thrombin-Aptasensoren, deren Funkti-
on auf einer kontrollierten Elektroneniibertragung zwischen redoxmar-
kierten Aptameren und der Elektrode beruht. A) Der elektrische Kon-
takt zwischen dem aptamergebundenen Methylenblau (MB) und der
Elektrode wird durch die Bildung des Aptamer-Thrombin-Komplexes
verhindert. B, C) Der elektrische Kontakt zwischen aptamergebunde-
nem Ferrocen (Fc; B) oder Methylenblau (C) wird durch die Bildung
des jeweiligen Aptamer-Thrombin-Komplexes hergestellt. D) Die mit
der Konfiguration in (C) aufgenommenen Voltammogramme: a) kein
Thrombin, b) 10 nm Thrombin, c) 256 nm Thrombin. (Wiedergabe mit
freundlicher Genehmigung aus Lit. [27]. Copyright 2005. American
Chemical Society.) E) Blockade des elektrischen Signals von Methylen-
blau, das in eine Haarnadelstruktur interkaliert ist, durch Bildung des
Aptamer-Thrombin-Komplexes.

formation der Nucleinsdurekette kann ein elektrischer Kon-
takt zwischen Redoxgruppe und Elektrode hergestellt wer-
den, sodass die Reaktion von Methylenblau voltammetrisch
bestimmt werden kann. Die Selbstorganisation des Aptamers
in eine G-Quadruplex-Struktur bei der Bindung von
Thrombin schirmt den Redoxmarker von der Elektrode ab,
sodass die Elektroneniibertragung unterbrochen wird;
Thrombin lésst sich elektrisch mit einer Nachweisgrenze von
etwa 2x10®M detektieren. Die elektrochemischen Apta-
sensoren lassen sich durch Behandlung mit 6 M Guanidini-
umhydrochlorid regenerieren.

Ein Nachteil dieses Verfahrens besteht darin, dass mit der
Abnahme des amperometrischen Signals des Redoxmarkers
durch die Assoziation von Thrombin ein negatives Messsignal
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erzeugt wird. Zur Losung dieses Problems wurden zwei al-
ternative Ansétze vorgeschlagen. Im einen Fall wurde ein
difunktionelles thrombinbindendes Aptamer als elektroche-
mischer molekularer Signalgeber genutzt. Der Aptamer-
strang trigt, je liber einen Hexamethylenspacer verbunden,
eine elektroaktive Ferrocengruppe als Redoxmarker am ei-
nen und eine Thiolgruppe am anderen Ende. Wegen der
Léange und Flexibilitdt der Aptamerkette kommt es zu kei-
nem elektrischen Kontakt zwischen der Ferrocengruppe und
der Elektrode (Abbildung3B). Bindet allerdings das
Thrombin an die Aptamerdoméne, bildet sich die starre G-
Quadruplex-Konfiguration des Aptamers, wodurch die Fer-
roceneinheit zur Elektrode hin orientiert wird. Dadurch
kommt es zu einer Elektroneniibertragung zwischen dem
elektroaktiven Ferrocen und der Elektrode, wodurch ein
positives amperometrisches Messsignal als Reaktion auf die
Bindung von Thrombin ausgelost wird.?™ Der Sensor er-
reichte eine Nachweisgrenze von etwa 5 x 10~"M und lieB sich
durch eine Entfaltung des Aptamers in 1m HCl regenerieren.

In einem verwandten Ansatz””! (Abbildung 3C) wurde
ein Komplex mit einem DNA-Doppelstrang auf einer Gold-
elektrode fixiert. Er bestand aus zwei doppelstriangigen Do-
ménen, die iber eine nichtkomplementire Nucleinsdurebrii-
cke verbunden waren. Die elektrodenferne Doméne enthielt
die Aptamersequenz und die komplementére, am Ende mit
Methylenblau funktionalisierte Sequenz als Gegenstrang. In
Gegenwart von Thrombin dissoziiert der thrombinbindende
Doppelstrang und bildete den (G-Quadruplex)-Thrombin-
Komplex. Dadurch kann der nun flexible Gegenstrang iiber
die Methylenblau-Gruppe einen elektrischen Kontakt zur
Elektrode aufnehmen. Das amperometrische Signal des Re-
doxmarkers ist der Messwert fiir den Thrombinnachweis
(Abbildung 3D). Auf diese Weise lieB sich Thrombin bis zu
einer Konzentration von etwa 3 x 10~°M nachweisen. Zum
Nachweis des niedermolekularen Substrats Cocain wurde ein
dhnlicher elektrochemischer Aptasensor entwickelt.”®! Das
Cocain-bindende Aptamer wurde mit Methylenblau als Re-
doxmarker funktionalisiert und iiber eine Thiolgruppe auf
einer Goldelektrode fixiert. Durch die Bildung des Aptamer-
Cocain-Komplexes geht die Nucleinsdure in eine starre
Konformation iiber, in der die redoxaktiven Einheiten in
Elektrodennédhe gelangen und ein voltammetrisches Signal
auslosen. Eine weitere Methode, um die Wechselwirkung
zwischen Aptamer und Substrat elektrochemisch zu verfol-
gen, besteht in der Verwendung redoxaktiver Reportergrup-
pen, die in doppelstriangige DNA interkalieren anstatt kova-
lent an das Aptamer zu binden.” Eine Nucleinsiure in
Haarnadelkonfiguration, die die Erkennungssequenz fiir
Thrombin enthielt, wurde an eine Goldelektrode gekuppelt;
Methylenblau interkalierte in den Doppelstrangbereich der
haarnadelférmigen Sonde (Abbildung 3E). Durch die Asso-
ziation von Thrombin mit dem Aptamer wurde die Haarna-
delstruktur geoffnet und die interkalierten redoxaktiven
Gruppen wurden freigesetzt. In der Folge wurde durch die
Thrombinbindung das amperometrische Signal des Systems
reduziert. Auf diese Weise konnte Thrombin bis zu einer
Konzentration von 11 x 10~M nachgewiesen werden.

Fine andere Variante der indirekt signalverstdrkten
Analyse von Aptamer-Protein-Komplexen greift auf elek-
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trochemische Aptasensoren zuriick, bei denen Metallnano-
partikel zum Nachweis der Nucleinsdurehybridisierung die-
nen.”™ Die Hybridisierung einer biotinylierten Zielnuclein-
sdure mit einem komplementédren Strang, der mit Magnet-
partikeln funktionalisiert war, wurde verfolgt, indem strept-
avidinbeschichtete Goldnanopartikel an die Ziel-DNA ban-
den. Die magnetische Abtrennung der Magnetpartikel, die
mit Metalltracern markiert waren, Auflosen der Metallna-
nopartikel und Identifizierung der freigesetzten Metallionen
durch Inversvoltammetrie ermoglichte den indirekten, si-
gnalverstidrkten Nachweis der DNA. Auf dhnliche Weise
wurden Metallsulfid-Halbleiter-Quantenpunkte (QDs) fiir
die parallele Analyse von DNAs eingesetzt.”!! Die magneti-
schen Nanopartikel wurden mit drei unterschiedlichen Nuc-
leinsduren modifiziert, die als Sonden fiir unterschiedliche
DNA-Zielsequenzen dienten (Abbildung 4 A). Die Magnet-
partikel wurden einer Probe ausgesetzt, die die drei zu den
Sonden-DNAs komplementdren DNA-Ketten enthielt.
Halbleiter-QDs wie ZnS, CdS und PbS, die an Nucleinsduren
mit zu den Analyt-DNAs komplementdren Sequenzen ge-
bunden waren, wurden durch Hybridisierung mit den an den
Magnetpartikeln hiangenden Doppelstringen verbunden. Die
Halbleiter-QDs fungieren als Sonde zum Nachweis der Hy-
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bridisierung der Analyt-DNA, denn sie werden nur nach
Hybridisierung der Ziel-DNA an die Magnetpartikel gebun-
den. Die Abtrennung der Magnetpartikel mit einem externen
Magneten und die dann folgende Auflosung der Quanten-
punkte ermoglichte eine quantitative Bestimmung der DNAs
durch voltammetrischen Nachweis der Metalle bei ihren
charakteristischen Potentialen.

Dieses Verfahren wurde in Folgestudien auf die parallele
Analyse von Proteinen durch ihre spezifischen Aptamere
iibertragen.®? Eine Goldelektrode wurde mit Aptameren
funktionalisiert, die fiir Thrombin und Lysozym spezifisch
waren (Abbildung 4B). Thrombin und Lysozym wurden mit
CdS- bzw. PbS-QDs modifiziert und an die entsprechenden
oberflachenfixierten Aptamere gebunden. Die QD-funktio-
nalisierten Protein fungierten als Marker fiir die Analyse der
nichtmarkierten Proteine. In Gegenwart dieser Analyte
wurden die entsprechenden markierten Proteine zunéchst
verdrangt bzw. durch die jeweiligen unmarkierten Proteine
ersetzt, dann wurden die an der Oberfliche verbliebenen
Metallsulfide aufgelost und die freigesetzten Ionen durch
elektrochemische Stripping-Verfahren nachgewiesen. So lie-
Ben sich die beiden Proteine quantitativ nachweisen (Abbil-
dung 4C).

Zn Cd Pb

NN
PaB JUA

ZnS

-08 -06 -04

E/N —»

Abbildung 4. A) Parallele elektrochemische Analyse von DNA-Sequenzen mit Magnetpartikeln (MP), die mit Sonden fuir unterschiedliche Ziel-
DNAs funktionalisiert sind, sowie mit Metallsulfiden, die mit spezifischen Nucleinsiuren als Tracern bestiickt sind. B) Parallele elektrochemische
Analyse der beiden Proteine Thrombin und Lysozym in einem Verdringungstest, bei dem mit CdS-QDs modifiziertes Thrombin sowie mit PbS-
QDs modifiziertes Lysozym als Sonden dienten. C) Square-Wave-Voltammogramme (Stripping-Verfahren) zur parallelen Detektion von Thrombin
(a) und Lysozym (b): 1) kein Thrombin und Lysozym; 2) 1 pgL™' Lysozym, kein Thrombin; 3) kein Lysozym, 0.5 ugL~" Thrombin; 4) 0.5 ugL™"
Thrombin; 1 ugL™" Lysozym. (Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [32]. Copyright 2006, American Chemical Society.)
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Es gibt interessante Berichte iiber elektrochemische Ap-
tasensoren, die auf der Wechselwirkung des Ferrocen-funk-
tionalisierten Polyelektrolyten Poly(3-alkoxy-4-methylthio-
phen) (4) mit DNA beruhen.” Diese Wechselwirkungen
zwischen dem positiv geladenen Polythiophen-Polyelektro-
Iyten und der doppelstrangigen DNA und die Entwicklung
optischer Nucleinsduresensoren wurden intensiv unter-
sucht.® Die Verwendung des redoxmarkierten Polyelektro-
Iyten 4 ermoglichte den voltammetrischen Nachweis eines
Proteins (hier Thrombin) durch das entsprechende Aptamer.
In einem Ansatz (Abbildung 5 A) wurde das thiolfunktiona-

Thrombin

®

+1

oA~
Polymer M Blr Fe (4)
S n :
1) Thrombin/
Aptamer

B)

Polymer
—’
2) S1-Nuclease 4
3) AT
C)
1.70 f
e
1.30- \
/dN
0.80 / / ;\
1/ pA 4‘%\\ —
YOS /
0.50 V
0.10

100 200 300 400 500 600 700 800
E/mV vs Ag/AgCl —— 3

Abbildung 5. Elektrochemischer Nachweis von Thrombin durch die
Wechselwirkung einer Nucleinsiure mit dem redoxaktiven Oligothio-
phen-Polyelektrolyten 4: A) Blockade des elektrischen Kontakts zwi-
schen dem Polyelektrolyten und der Elektrode durch den Aptamer-
Thrombin-Komplex. B) Trennung des Aptamer-Thrombin-Komplexes
durch Bildung eines Doppelstrangs zwischen einer Peptidnucleinsiure
(PNA) und einem gedffneten Aptamer-Doppelstrang auf der Elektrode
und die Analyse anhand des redoxaktiven Polyelektrolyten. C) Voltam-
metrische Messung unterschiedlicher Konzentrationen von Thrombin
nach der in (B) skizzierten Methode: a) 0 m, b) 125 nm, c) 250 nm,

d) 500 nm, €) 1 um und f) 2 um. (Wiedergabe mit freundlicher Geneh-
migung aus Lit. [33]. Copyright 2006, American Chemical Society.)

lisierte Aptamer an einer FElektrodenoberfldche fixiert.
Durch die Wechselwirkung zwischen dem Polyelektrolyten
und dem Thrombin-Aptamer wurde ein voltammetrisches
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Signal der Ferroceneinheit von 4 ausgelost. Die Assoziation
mit Thrombin blockierte die Bindung des kationischen Po-
lymers und schwichte die elektrochemische Antwort ab.
Nachteil dieser Konfiguration ist das negative Messsignal bei
der Bestimmung von Thrombin und die mangelnde Emp-
findlichkeit des Tests (ca. 1 x 10~°*m). Eine verbesserte, wenn
auch kompliziertere Methode, in der 4 als elektrochemischer
Tracer eingesetzt wird, ist in Abbildung 5B gezeigt. Bei dieser
Methode stehen Thrombin und das zugehorige Aptamer in
Losung miteinander in Kontakt. Die Mischung wurde mit
einer S1-Nuclease behandelt, die alle freien Nucleinsduren
verdaute und den Aptamer-Thrombin-Komplex unversehrt
lieB. Zuriick blieb das von der Proteinhiille abgeschirmte
Aptamer. Die Nuclease wurde dann mit Ethylendiamin-
tetraessigsdure inhibiert, und der Aptamer-Thrombin-Kom-
plex wurde durch Hitzebehandlung abgetrennt. Bei der Hy-
bridisierung des dissoziierten Aptamers mit der komple-
mentdren, an einer Goldelektrode immobilisierten Pepti-
dnucleinsdure (PNA) entstand eine negativ geladene Dop-
pelstrangstruktur, die den Polyelektrolyten 4 band. Die
Menge an gebildetem Doppelstrang auf der Elektrode nimmt
mit der Thrombinkonzentration zu, sodass das voltammetri-
sche Signal ansteigt (Abbildung 5 C). Mit dieser Methode lie
sich Thrombin bis zu einer Konzentration von 7.5x10™%m
nachweisen.

Die oben beschriebenen elektrochemischen Aptasenso-
ren enthalten Redoxmarker oder Katalysatoren, die als Re-
portergruppen auf die Bildung des Aptamer-Substrat-Kom-
plexes reagieren. Dariiber hinaus wurden aber auch markie-
rungsfreie elektrochemische Aptasensoren entwickelt. In
diesem Fall verursacht die biologische Erkennung Anderun-
gen des Elektroneniibergangswiderstands an der Elektrode,
die sich durch Faraday-Impedanzspektroskopie verfolgen
lassen.® Die Assoziation von Proteinen an die Elektroden-
unterlage, z. B. unter Bildung von Antigen-Antikorper-Kom-
plexen, erzeugt eine Barriere fiir den elektrischen Kontakt
zwischen einem Redoxmarker (der sich in der Elektrolyt-
16sung befindet) und der Elektrode; dadurch steigt der
Elektroneniibergangswiderstand an der leitenden Unterlage
an.'®% In einem #hnlichen Ansatz erzeugt die Bildung einer
doppelstrangigen DNA auf einer Nucleinsdure-modifizierten
Elektrode eine hohere negative Ladung an der Elektrode und
stoflt so einen negativ geladenen Redoxmarker, der sich in
der Elektrolytlosung befindet, ab. Die Abstoung der re-
doxaktiven Sonde erhoht an der Grenzfliche den Elektro-
neniibergangswiderstand; anhand der Anderung lisst sich die
Menge der hybridisierten DNA bestimmen.?”*!

Der Umstand, dass sich die Figenschaften einer Elek-
trodenoberfliche iiber Aptamer-Substrat-Wechselwirkungen
steuern lassen, wurde ebenfalls zur Entwicklung von mar-
kierungsfreien elektrochemischen Aptasensoren entwickelt.
Um eine Sensoroberfliche fiir Lysozym zu erhalten, wurde
das zugehorige biotinylierte Aptamer an eine mit Streptavi-
din beschichtete Indiumzinnoxid(ITO)-Elektrode gekup-
pelt.®) Das Aptamer erzeugt eine negativ geladene Ober-
fliche, die eine anionische Redoxsonde wie [Fe(CN)q]>™"~
elektrostatisch abstot. Dies induziert eine Barriere gegen die
Elektroneniibertragung auf den Elektrodentriger und ver-
ursacht einen hoheren Elektroneniibergangswiderstand. Die
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Assoziation des Proteins an die ,,negativ geladene Grenzfla-
che“ des Aptamers (bei geeignetem pH-Wert) fiihrt zu einer
Umkehrung der Oberflichenladung und bringt eine positive
Ladung ein, die den Elektroneniibergangswiderstand verrin-
gert (Abbildung 6). Auf diese Weise gelingt die quantitative
Bestimmung von Lysozym. Mit Faraday-Impedanzspektro-
skopie lief3 sich auch Thrombin auf einer thiolbedeckten ap-
tamerfunktionalisierten Goldelektrode bestimmen.*! Die
Assoziation des Proteins mit der aptamerbedeckten Ober-
fliche isolierte die Elektrodenoberfliche gegen die
[Fe(CN)¢]> " -Redoxsonde in der Elektrolytlésung und er-
hohte den Elektroneniibergangswiderstand; so lie sich
Thrombin quantitativ bestimmen.

Die Faraday-Impedanziibertragung von Aptamer-Prote-
in-Erkennungsvorgingen wurde auch fiir Elektrodenanord-

k, [Fe(CN)s]*'*

Abbildung 6. Impedimetrische Analyse des Aptamer-Lysozym-Komple-
xes mit [Fe(CN)¢J*/*~ als Redoxmarker. PABA: Polyaminobenzoesiure.

I. Willner und M. Zayats

nungen untersucht.*!! Das Aptamer fiir menschliche IgE-
Antikorper wurde auf den Goldelektroden eines Chips im-
mobilisiert, und der Anstieg des Elektroneniibergangswider-
stands an den Grenzfl4dchen bei Bindung des IgE-Antikorpers
mit [Fe(CN)¢]>"*~ als Redoxsonde wurde detektiert. Der
Widerstand an der Grenzfliche stieg mit zunehmender
Konzentration des Antikorpers, und IgE konnte mit einer
Nachweisgrenze von 1 x 107'°m detektiert werden. Es konnte
moglich sein, eine solche Elektrodenanordnung fiir die Mul-
tiplex-Analyse von Proteinen zu nutzen. Bereits untersucht
wurde der Einfluss von Basenmutationen in der Aptamer-
sequenz auf die Bindung von IgE-Antikorpern. Bringt man
unterschiedliche Aptamermutanten auf dem Elektrodenfeld
auf und bestimmt den Elektroneniibergangswiderstand an
der Grenzfldche bei der Bindung des IgE-Antikorpers, lassen
sich daraus die Affinitdten der Mutanten zum Protein ablei-
ten.

Der Nachweis von Affinitdtskomplexen zwischen Apta-
meren und kleinen Molekiilen mit Faraday-Impedanzspek-
troskopie ist dagegen schwieriger, weil die Bindung des
Zielmolekiils durch das Aptamer an der Elektrode nur eine
kleine, meist nicht nachweisbare Anderung des Elektronen-
ibergangswiderstands an der Grenzfliche hervorruft. Ein
Ansatz, um dieses Problem zu iiberwinden, besteht in der
Immobilisierung eines doppelstrangigen DNA-Komplexes
auf der Elektrode, der aus dem aminofunktionalisierten Ap-
tamer 5 fiir Adenosin und einem zum Aptamer komple-
mentdren Fragment besteht (6; Abbildung 7A). In Gegen-

6: 5~TCTCTTGGACCC-3'

Q@ - ool
.

OHH

5: 5-NH,-AGAGAACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGGT-3'
NH,
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Abbildung 7. A) Impedimetrische Analyse von Adenosin durch die Bildung des Aptamer-Adenosin-Komplexes unter Offnung des an der Elektrode
immobilisierten Aptamer-Nucleinsaure-Doppelstrangs. Die Redoxsonde in Lésung ist [Fe(CN)¢]>/*". B) Elektroneniibergangswiderstand an der
Grenzfliche bei Messung unterschiedlicher Adenosinkonzentrationen: a) an der Monoschicht, die durch die Assoziation des Aptamer-Nucleinséu-
re-Doppelstrangs an die Elektrode entsteht; b—f) nach Zugabe von Adenosin: b) 1x10°°m, c) Tx107°m, d) 1x10*m, €) 1x10>m und

f) 1x1072m; g) an der unbehandelten Elektrode vor der Immobilisierung des Aptamer-Nucleinsdure-Doppelstrangs. C) a) Kalibrierkurve zur Be-
stimmung von Adenosinkonzentrationen (R: Widerstand); b) Kalibrierkurve fiir das Kontrollexperiment, in dem die gleichen Konzentrationen von
Cytidin mit dem Aptamer-Nucleinsiure-Komplex analysiert wurden. (Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [42]. Copyright 2006,

American Chemical Society.)
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wart von Adenosin wurde der DNA-Doppelstrang aufge-
trennt, und das Aptamer wurde in die 3D-Struktur umgefal-
tet, die Adenosin bindet.”) Durch die Auftrennung des mit
der Elektrode assoziierten Doppelstrangs wird die negative
Ladung von der Elektrodenoberfliche angezogen und so der
Elektrodeniibergangswiderstand an der Grenzfldche verrin-
gert. Die Auftrennung des DNA-Doppelstrangs wird durch
die Konzentration des Adenosins gesteuert, wodurch die
quantitative Analyse des niedermolekularen Substrats mog-
lich wird (Abbildung 7B, C).

3. Feldeffekttransistoren als Aptasensoren

Eine weitere Methode zum elektronischen Auslesen von
biologischen Erkennungsereignissen beruht auf der Verwen-
dung ionenselektiver Feldeffekttransistoren (ISFETs). Die
Steuerung des Gate-Potentials von Feldeffekttransistoren
mithilfe von biologischen Erkennungsprozessen, die auf der
Oberfliche der Gate-Elektrode ablaufen, ist ein mittlerweile
verbreitetes Konzept in der Biosensorik.***! Die Anderung
der Ladung (und damit des Potentials) auf der Gate-Elek-
trode des ISFET bei der Hybridisierung einer komplemen-
tdren Nucleinsdure an eine an der Gate-Elektrode immobi-
lisierte DNA diente zum markierungs- und reagentienfreien
Nachweis von DNA. 4l Allgemein besteht ein ISFET-Bio-
sensor aus zwei Elektroden (Source- und Drain-Elektrode)
auf einer Halbleiterunterlage (z.B. Silicium). Eine Gate-
Oberflache wird auf dem Halbleiter in Form einer diinnen
Isolierschicht abgeschieden, die die beiden Elektroden von-
einander trennt. Das Potential der Gate-Elektrode kann
durch auf seiner Oberfldche ablaufende chemische Vorginge
wie Ladungsverdnderungen oder Ionisierungen (z.B. durch
Anderung des pH-Werts) beeinflusst werden. Fiir die Ver-
wendung als Biosensor wird die Vorrichtung in ein Elektro-
lytmedium eingetaucht, und eine Referenzelektrode, die mit
der Source-Elektrode verbunden ist, erfasst das Gate-Poten-
tial. So kann fiir ein bestimmtes Gate-Potential ein Potential
zwischen Source- und Drain-Elektrode (V) angelegt wer-
den, wobei ein Stromfluss I, aufrechterhalten bleibt. Andert
sich durch die biologische Erkennung das Potential an der
Gate-Elektrode, kann die Anderung des Source-Drain-
Stroms entweder durch Anderung des V,-Potentials oder des
Potentials zwischen der Referenz- und der Source-Elektrode
(V) kompensiert werden.

Die Bindung des niedermolekularen Substrats Adenosin
an sein Aptamer wurde mit einem ISFET verfolgt.*? Die
Oberflache der Al,O;-Gate-Elektrode wurde mit 3-Amino-
propyltriethoxysilan funktionalisiert und dann mit Glutardi-
aldehyd modifiziert; anschlieBend wurde das aminofunktio-
nalisierte Aptamer 5 (siche Abbildung 7) auf der Oberfliche
der Gate-Elektrode immobilisiert (Abbildung 8 A). Die Nu-
cleinsdure 6 wurde mit dem Aptamer hybridisiert, um die
negative Ladung auf der Oberflidche der Gate-Elektrode zu
verstiarken. Das Adenosin wurde durch die Verdridngung von
6 und die Umorientierung des Adenosin-Aptamer-Komple-
xes an der Oberfldche nachgewiesen. Die Verdringung von 6
beeinflusst die lokale Ladung an der Gate-Elektrode, wo-
durch ein Signal fiir die Bindung von Adenosin am ISFET
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erzeugt wird. Die Kurve a in Abbildung 8B zeigt die Ande-
rungen des Potentials zwischen Gate- und Source-Elektrode
(V,s) beim Nachweis unterschiedlicher Adenosinkonzentra-
tionen. Die Nachweisgrenze fiir Adenosin lag bei 5x 107> m.
Die Messung von Adenosin durch das Aptamer lduft mit
hoher Spezifitdt ab; der aptamermodifizierte ISFET reagiert
nicht auf andere Nucleotide wie Cytidin (Abbildung 8B,
Kurve b). Das Verfahren ermoglicht eine markierungs- und
reagentienfreie Analyse der Bindungsreaktionen zwischen
Aptameren und niedermolekularen Substraten.

Fiir die Aptamer-Protein-Affinitdtsbindung wurde ein auf
einwandigen Kohlenstoffnanorohren (SWCNTs) basierter
FET verwendet.*”) Die Untersuchung von Bindungsereig-
nissen zwischen Proteinen mithilfe eines FET ist schwierig,
weil die Erkennung auBerhalb der elektrischen Doppel-
schicht auf der Gate-Elektrode stattfindet und die Auswir-
kungen auf das Potential deshalb gering sind. Andererseits
ermoglichen die Aptamer-Abmessungen von 1-2nm eine
Storung des Gate-Potentials durch aptamergebundene Pro-
teine, da die Bindungsereignisse innerhalb der Debye-Linge
der Doppelschicht stattfinden (ca. 3 nm bei einer Ionenkon-
zentration von 10 mm). Um diesen Effekt zu nutzen, wurden
SWCNTs zwischen Source- und Drain-Elektrode angeordnet
und das Thrombin-Aptamer an die Kohlenstoffnanorohren
konjugiert (Abbildung 8 C). Die Leitfihigkeit dndert sich bei
der Bindung von Thrombin an das Aptamer, sodass die Bin-
dung des Proteins nachgewiesen werden kann (Abbil-
dung 8 D). Der FET war spezifisch fiir Thrombin, und ein
anderes Protein wie Elastase zeigte keinen Einfluss auf die
Leitfahigkeit.

4. Mikrogravimetrische Aptasensoren auf piezoelek-
trischen Kristallen

Mikrogravimetrische Sensoren auf piezoelektrischen
Quarzkristallen (Quarzkristall-Mikrowaagen; QCMs) wur-
den zur elektronischen Ubertragung von Aptamer-Protein-
Wechselwirkungen verwendet. Die Frequenz f des Quarz-
kristalls hingt von Anderungen der Masse m des Kristalls
gemifB der Sauerbrey-Gleichung ab [GI. (1); A ist die piezo-

A
& = 27 g (1)

elektrisch aktive Fléche, y, ist der Schermodul und p, ist die
Dichte von Quarz].*! Entsprechend dieser Gleichung erhoht
die Assoziation eines Proteins auf einem Aptamer-modifi-
zierten Kristall die Masse der Ubertrigereinheit, wodurch die
Resonanzfrequenz des Kristalls sinkt.

Ein RNA-Aptamer, das spezifisch fiir das HIV-1-Tat-
Protein war, wurde auf einer QMC immobilisiert. Damit
konnte das Protein mit einer Nachweisgrenze von etwa
0.25 ppm bestimmt werden.™! Auf dhnliche Weise wurde das
DNA-Aptamer fiir [gE-Antikorper als mikrogravimetrischer
Sensor fiir den Nachweis des Antikdrpers verwendet.” Der
mit einer Goldelektrode versehene Quarzkristall wurde mit
einer Schicht Streptavidin belegt, und das biotinylierte De-
rivat des Aptamers wurde an den Kristall gebunden. Der IgE-
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Abbildung 8. A) Markierungs- und reagentienfreie Analyse von Adenosin auf einer ISFET-Komponente durch Spaltung des Aptamer-Nucleinsiure-
Komplexes in Gegenwart von Adenosin. B) Anderungen des Potentials zwischen Gate- und Source-Elektrode bei der Analyse von a) Adenosin und
b) Cytidin. (Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [42]; Copyright 2006, American Chemical Society). C) Bestimmung von Thrombin

mithilfe einer Aptamer-funktionalisierten SWCNT, die als Gate-Elektrode eines Feldeffekttransistors fungiert. D) Anderungen der Leitfahigkeit des

Aptamer-funktionalisierten SWCNT-FET bei der Bestimmung von Thrombin (Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [47]. Copyright

2005, American Chemical Society).

Antikorper lieB sich mit einer Empfindlichkeit von 100 pgL™"
nachweisen. Der lineare Konzentrationsbereich fiir den
Nachweis der IgE-Antikorper ist zehnfach grofer als mit
klassischen Immunsensoren, bei denen anti-IgE auf der
Kristalloberfliche immobilisiert wird. Als Ursache fiir den
verbesserten Nachweisbereich wurde die geringe Grofle des
Aptamers genannt, die die Bildung einer dichten, einheitlich
orientierten Sensoroberfldche fiir den Antikorper ermoglicht.
Die Aptasensoren fiir IgE konnten leicht regeneriert werden
und waren spezifisch fiir IgE. Die einfache Wiedergewinnung
der Aptasensoren und die Vermeidung unspezifischer Ad-
sorption von Proteinen sind klare Vorteile eines Proteinsen-
sors, der ohne Antikorper als Erkennungsmolekiile aus-
kommt.

Auch fiir die Analyse von Thrombin wurde ein elektro-
chemisches QCM-Verfahren beschrieben.’ Das biotinylierte
Aptamer, das Thrombin erkennt, wurde an einer avidin-
beschichteten Oberfliche immobilisiert, und Thrombin wur-
de an das Aptamer gebunden (Abbildung9A). Die Bin-
dungskonstante des Thrombin-Aptamer-Komplexes wurde
entweder durch die Frequenzénderungen ermittelt, die mit
der Bindung von Thrombin bei unterschiedlichen Throm-
binkonzentrationen im Medium einhergehen, oder durch
kolorimetrische Analyse der chemischen Reduktion von
Methylenblau, das an den Aptamer-Thrombin-Komplex ge-
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bunden ist. Mit dem elektrochemischen Verfahren konnte das
Protein bis zu einer Nachweisgrenze von etwa 1x 10™*M be-
stimmt werden, wihrend die Nachweisgrenze der empfindli-
cheren QCM-Methode bei 1x10°m liegt. Aus den QCM-
Messungen lie sich eine Assoziationskonstante fiir den
Thrombin-Aptamer-Komplex von 1.7x107'°M ableiten.
Ebenfalls beschrieben wurde der Einsatz von Metallnano-
partikel-Markern fiir einen empfindlicheren Nachweis von
Thrombin.’? Zur Entwicklung eines mikrogravimetrischen
QCM-Aptasensors fiir Thrombin wurden die beiden Bin-
dungsstellen des Thrombins fiir Aptamere!®! sowie auch die
katalytischen Eigenschaften von Gold-Nanopartikeln genutzt
(Abbildung 9B). In dieser Anordnung wird das thiolderiva-
tisierte Aptamer 1 an einen mit einer Au-Elektrode verse-
henen Quarzkristall gebunden. Die Wechselwirkung des
modifizierten Kristalls mit Thrombin und die nachfolgende
Assoziation des Konjugats mit Aptamer-funktionalisierten
Gold-Nanopartikeln ergab eine Verstdrkung des Messsignals
von Thrombin durch die als ,,Gewichtsmarker® wirkenden
Gold-NPs. Der Groflenzuwachs der Gold-NPs durch die
partikelkatalysierte Reduktion von AuCl,” mit 1,4-Dihydro-
nicotinamidadenindinucleotid (NADH)™ machte das Ver-
fahren noch empfindlicher. Bei der Messung einer Throm-
binkonzentration von etwa 2x 10’ fiihrte der erste Ver-
starkungsschritt zu einer Frequenzénderung von —30 Hz und
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Abbildung 9. Mikrogravimetrischer Nachweis von Thrombin auf piezoelektrischen Kristallen: A) Nachweis des Aptamer-Thrombin-Komplexes;
B) empfindlicherer Nachweis von Thrombin durch Assoziation mit einem mit Gold-Nanopartikeln markierten Aptamer und anschlieBenden kataly-

tischen GréRenzuwachs der NPs. CTAB: Cetyltriethylammoniumbromid.

der zweite Schritt zu einer Frequenzédnderung von —900 Hz
(wenn fiir das Experiment 9-MHz-Kristalle eingesetzt wur-
den).

Ein anderer Ansatz, um die Bildung von Aptamer-Pro-
tein-Komplexen zu verfolgen, greift auf die Anwendung von
Oberflichenschallwellen (surface acoustic waves, SAWSs) in
Love-Wellensensoren zuriick.’¥ Die Beladung der Oberfli-
che des Sensors mit Proteinen verdndert die Ausbreitungs-
geschwindigkeit der Schallwellen, sodass entweder die Re-
sonanzfrequenz des Kristalls verringert oder die Phasenver-
schiebung zwischen Ein- und Ausgangssignal verandert wird.
Die Love-Wellensensoren nutzen horizontale akustische
Scherwellen, die die Energiedissipation mit dem umgebenden
Losungsmittel minimieren. Die Methode hat sich auch bei
fragmentierten Monoschichten als tauglich erwiesen.™ Das
Verfahren wurde zum Nachweis von Thrombin oder des HIV-
1-Rev-Peptids mit den entsprechenden Aptameren verwen-
det. Das DNA-Aptamer fiir Thrombin bzw. das RNA-Apta-
mer fiir das HIV-1-Rev-Protein wurden auf den SAW-Kris-
tallen immobilisiert, und durch die Auswertung der Phasen-
verschiebung zwischen Ein- und Ausgangssignal konnten die
jeweiligen Proteine mit einer Nachweisgrenze von 75 pgem
bestimmt werden.

5. Schlussfolgerungen und Ausblick

Elektronische Aptasensoren weisen etliche Vorteile ge-
geniiber optischen Aptasensoren auf. So ist es z. B. moglich,
den Aptamer-Target-Komplex mit katalytischen oder bioka-
talytischen Markern zu versehen, die die Nachweisgrenze fiir
das Substrat herabsetzen und so die Empfindlichkeit der
Methode erhohen. In aktuellen Arbeiten wurde auch eine
markierungsfreie elektronische Detektion der Substrate
durch Aptamere beschrieben, wobei auf Fluoreszenzmarker
verzichtet werden konnte.

Mit den in groBer Zahl verfiigbaren Oligonucleotid-
sequenzen ergibt sich eine enorme Diversitdt von Aptameren
fiir fast jedes Molekiil oder Makromolekiil, und tatsédchlich
wurden bereits fiir Hunderte von Zielmolekiilen DNA- und
RNA-Aptamere entwickelt.’® Die beeindruckende Selekti-
vitdt der Aptamere lidsst erwarten, dass die evolutionir opti-
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mierte Bindung der Oligonucleotide die Selektivitdt der
Antikorper tbertreffen kann. So bindet ein Aptamer fiir
Theophyllin sein Substrat etwa 10*-mal besser als Coffein, das
sich in der Struktur nur durch eine Methylgruppe unter-
scheidet.””) Und obwohl bei der Anwendung von Aptameren
in der analytischen Chemie bereits betridchtliche Fortschritte
erzielt wurden, gibt es bei den Aptasensoren noch geniigend
Spielraum fiir aufregende Entwicklungen. Zum Beispiel
konnte die Verwendung synthetisch modifizierter Nucleotide
als Zusatzkomponenten bei der Selektion der Aptamere
nucleaseresistente Oligonucleotide und eventuell auch Ap-
tamere mit hoherer Affinitdt fiir ihre Substrate liefern. Die
Anwendung des SELEX-Verfahrens fiir die Synthese von
Aptameren haben wir erwéhnt; dhnlich wie zur Erzeugung
katalytischer Antikorper wurde das SELEX-Verfahren ver-
wendet, um katalytische DNA und RNA (DNAzymes und
RNAzymes) herzustellen.””) Die Kombination der Bin-
dungseigenschaften von Aptameren mit den Eigenschaften
von DNAzymen konnte zu Hybridsystemen fiihren, die einen
internen verstarkenden Marker tragen. Solche molekularen
Hybride sollten iiberlegene Sensoreigenschaften aufweisen,
da sie evolutionér selektierte Bindungs- und katalytische Fi-
genschaften von Nucleinséduren in sich vereinen.

Unsere Forschungsarbeiten iiber Aptasensoren werden durch
das Israelische Wissenschaftsministerium gefordert.

Eingegangen am 5. November 2006
Online veroffentlicht am 28. Juni 2007
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