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Sensoren auf Virenbasis

‘/iren haben sich in jiingster Zeit als einzigartige Hilfsmittel fiir den
empfindlichen und selektiven Nachweis von Analyten wie Explosiv-
stoffen, Proteinen, Bakterien, Viren, Sporen und Toxinen erwiesen.
Auf Bakterien spezialisierte Viren, die Bakteriophagen — oder kurz
Phagen —, wurden dabei am intensivsten untersucht: Zielspezifische
nichtlysierende Phagen (sowie von diesen prisentierte Peptide und
Proteine) konnen mithilfe hoch entwickelter Phagendisplaytechniken
identifiziert werden, und lysierende Phagen konnen gezielt Bakterien
aufbrechen und spezifische Zellmarker wie Enzyme ausschiitten, die
analysiert werden konnen. Dariiber hinaus sind Phagen chemisch wie
thermisch hinreichend stabil, und sie lassen sich mit Molekiilen kup-
peln und mit Nanomaterialien kombinieren und auf der Oberfliche
eines Signalwandlers in einem Analysesystems verankern. Im Mittel-
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Phagen in Chemo- und Biosensoren durch Kombination mit etab-

lierten analytischen Techniken. Uberdies werden aktuelle Entwick-
lungen bei der Verwendung von Virus-Nanomaterial-Kompositen und

anderen Viren in Sensoranwendungen vorgestellt.

1. Einleitung

Chemo- und Biosensoren liefern quantitative oder zu-
mindest halbquantitative Informationen, indem sie ein che-
misches bzw. biologisches Erkennungselement nutzen.'™! In
den Sensoren ist dieses Erkennungselement entweder in
einen Signalwandler eingebettet oder eng mit diesem ver-
bunden; dieser Signalwandler muss in der Lage sein, chemi-
sche, physikalische oder biologische Wechselwirkungen in ein
Ausgabesignal umzuwandeln. In den vergangenen zwanzig
Jahren sind Sensoren, und besonders Biosensoren, unent-
behrlich geworden. Sie ermdglichen den Nachweis so ver-
schiedener Analyte wie Explosivstoffe,>° Proteine,”*
DNA > Krebsmarker,'"'? Bakterien,>"¥ Viren!">!% und
Toxine!"" ¥ in Bereichen wie Nahrungsmittelindustrie, Um-
weltliberwachung, klinischer Diagnostik oder Bioterroris-
mus-Bekampfung.®"®?! Je nach Art des Signalwandlers
lassen sich die Biosensoren als optisch, thermometrisch, pie-
zoelektrisch, magnetisch, mikromechanisch oder elektroche-
misch einstufen.”*! Weil solche Signalwandler gewdhnlich
nicht auf einen bestimmten Analyt ansprechen, muss zu-
ndchst ein Weg gefunden werden, ihnen eine entsprechende
Spezifitit zu vermitteln.’? Erschwerend kommt hinzu, dass
die Analytkonzentration in den Proben iiber einen breiten
Bereich variieren kann; zudem sind oft nur geringe Proben-
mengen verfiigbar, und die Proben kénnen noch dazu hete-
rogen sein.

Aus diesen Griinden ist es unbedingt erforderlich, ziel-
selektive Sensoren fiir bestimmte Analyte zu entwickeln. Um
hierbei erfolgreich zu sein, werden Viren eingesetzt, die ihre
Wirte spezifisch infizieren. Die natiirliche Funktion von Viren
besteht darin, die Virusgene zu speichern und zu transpor-
tieren. Seit kurzem ist es auch moglich, Viren als Templat
beim Aufbau von Nanomaterialien,”?” zum gezielten
Transport von Genen und Wirkstoffen®?) sowie als Sonden
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in Sensoren und Bildgebungsanwen-

dungen einzusetzen.”** Drei Virus-

arten konnen hierfiir verwendet

werden: Bakteriophagen sowie Tier-

und Pflanzenviren.”*¥ Insbesondere der Einsatz von Viren

in Sensoren scheint viele Moglichkeiten zu bieten. Der vor-

liegende Aufsatz stellt die Fortschritte auf diesem schnell

wachsenden Forschungsfeld vor und wigt dessen Entwick-
lungsmoglichkeiten ab.

In den Untersuchungen zum Einsatz von Viren in Chemo-
und Biosensoren erwiesen sich Bakteriophagen (kurz
Phagen) — auf Bakterien spezialisierte Viren — aus verschie-
denen Griinden als die aussichtsreichsten Kandidaten. Am
wichtigsten ist dabei, dass mit dem Phagendisplay™®>* eine
hoch entwickelte Technik zur Verfiigung steht. Peptide oder
Proteine mit der Fahigkeit zur spezifischen Analyterkennung
lassen sich mithilfe einer kombinatorischen Peptid-/Protein-
Bibliothek im Phagendisplayformat ermitteln, aus der ziel-
spezifische Viruspartikel selektiert werden. Des Weiteren
sind Phagen thermisch und chemisch stabil, sie lassen sich
leicht an Biomolekiile oder Nanopartikel kuppeln, und sie
konnen auf der Oberflidche eines Signalwandlers verankert
werden. Aus diesen Griinden werden wir uns hier auf die
Anwendungen von Phagen in Sensoren konzentrieren.

Phagen konnen gentechnisch so modifiziert werden, dass
sie zielspezifische Peptide oder Proteine fiir biologische
Erkennungsprozesse tragen. Ihr Grundkorper selbst verfiigt
hingegen iiber keinerlei physikalische Eigenschaften, die sich
zur Erzeugung eines Ausgabesignals nach der Bindung an
einen bestimmten Analyt nutzen lieBen. Somit erfordern
Anwendungen von Phagen in Sensoren noch die Integration
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der Sonde — dies konnen die ziel-
spezifischen Phagen selbst oder
die von ihnen prisentierten Pep-
tide oder Proteine sein — in Ana-
lysesysteme, die den Erkennungs-
prozess zwischen der Sonde und
dem Analyt in ein Ausgabesignal
tibersetzen. Wir werden daher er-
kliren, wie der Einsatz von
Phagen mit herkémmlichen ana-
Iytischen Techniken kombiniert
werden kann, um hoch selektive
und empfindliche Sensoren fiir
unterschiedliche Anwendungsge-
biete zu erhalten. Wir werden auch
auf die Anwendung anderer Viren
in Sensoren eingehen und ab-
schlieBend auf einige Perspektiven
fiir Sensoren auf Virusbasis ver-
weisen.

2. Phagen als bakterienspezi-
fische Viren und das
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Abbildung 1. Struktur eines filamentésen Phagen (M13 oder fd) und seiner gentechnisch verinderten
Varianten. Die Phagen-DNA ist in einem Kapsid eingeschlossen, das aus den vier Hillproteinen an
den Enden (plll, pIX, pVI und pVIl) und dem Haupt-Hiillprotein (pVIIl) besteht, das in mehreren Tau-
send Kopien die Seitenwand des Phagen aufbaut. Pfeile zeigen unterschiedliche Méglichkeiten an, ein
Peptid oder Protein auf der Oberfliche des Phagen zu prisentieren: durch Ankniipfen an plll oder pIX
(am Ende) und/oder durch Ankniipfen an pVIIl (an der Seitenwand). Ein, zwei oder drei Peptide oder

Phagendisplay

rot dargestellt.
2.1. Phagen

Phagen — bakterienspezifische Viren — bestehen aus einer
Proteinhiille, die das genetische Material (DNA oder RNA)
umschlieBt.?”*! Man unterscheidet lysierende und nichtly-
sierende natiirliche Phagen: Wenn lysierende Phagen wie T4
oder MS2 Bakterienzellen infizieren, so werden diese nach
der Replizierung der Viren lysiert (d.h. aufgebrochen) und
abgetotet.!! Nach der Zerstérung der Bakterienzellen
suchen sich die freigesetzten Virionen neue Wirtzellen.
Solche lysierenden Phagen wurden als Mittel fiir eine anti-
bakterielle Behandlungsmethode vorgeschlagen (Phagen-
therapie)."**?! Nichtlysierende Phagen wie fd und M13 (Ab-
bildung 1) brechen nach einer Infektion ihre Wirtzellen hin-
gegen nicht auf, sondern sie nutzen einen lysogenen Zyklus,
wobei das Phagengenom in die Wirt-DNA eingebaut und mit
dieser repliziert wird. Die befallenen Wirtzellen leben weiter
und vermehren sich, aber auch die Phagen. Aus diesem
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Proteine lassen sich an diesen bestimmten Bereichen der Phagenoberfliche prisentieren, indem die
Phagen-DNA gentechnisch verandert wird. Fremde Peptide oder Proteine an den Hiillproteinen sind

Grund werden nichtlysierende Phagen wie M13 héufig zur
Erzeugung rekombinanter DNA eingesetzt.

Chemiker und Materialwissenschaftler diirften an den
morphologischen Unterschieden zwischen den verschiedenen
Phagenarten interessiert sein, wenn sie Phagen in der Nano-
synthese und in Sensoren einzusetzen planen. In dieser Hin-
sicht sind drei Phagenarten zu unterscheiden:® 1) filamen-
tose (stabformige) Phagen wie fd und M13 (Abbildung 1 und
2), 2) ikosaedrische Phagen wie MS2 und ®174, und 3) ver-
zerrt ikosaedrische Phagen mit helikalen Schwanzfasern wie
T4 und T7. Bei all diesen Phagen handelt es sich um nano-

Abbildung 2. Transmissionselektronenmikroskopie(TEM)-Bild eines an-
gefirbten M13-Phagen. Die Morphologie von fd- und M13-Phagen ist
in TEM-Bildern praktisch identisch.
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metergrole Strukturen. Die filamentosen fd- und M13-
Phagen entsprechen beispielsweise Nanofasern von etwa
1 pum Lénge und 7 nm Breite (Abbildung 1 und 2), der iko-
saedrische MS2-Phage ist ein Nanokiigelchen mit ungefahr
23-27 nm Durchmesser,*** und der T7-Phage besteht aus
einer kugelformigen Proteinhiille mit 55 nm Innendurch-
messer, an die ein 28.5nm langer Schwanz mit 19 nm
Durchmesser angesetzt ist.’>***! Diese GroBe der Phagen
sowie die Fahigkeit, die chemischen Eigenschaften ihrer
Oberfldche durch gentechnische Modifizierung so zu veridn-
dern, dass ein Peptid oder Protein an bestimmten Stellen
prasentiert wird, ermdglicht es, Phagen sowohl als Template
fiir die Synthese und den Aufbau von Nanomaterialien als
auch fiir die Entwicklung fortschrittlicher Nanosensoren zu
nutzen.

2.2. Filamentése Phagen als gentechnisch modifizierbare
biologische Nanofasern

Die bisher erfolgreichsten Phagen in Nanosynthese- und
Biosensoranwendungen waren die filamentosen M13- und fd-
Phagen, vor allem weil die etablierten Phagendisplays
hauptsichlich auf solchen filamentosen Phagen beruhen. Der
M13- und der fd-Phage sind beziiglich Struktur und Mor-
phologie nahezu identisch (Abbildung 1 und 2). Sie sind als
zylindrische Anordnungen von ca. 3000 Kopien des Haupt-
Hiillproteins (pVIII) um einen zirkuldiren DNA-Einzelstrang
als Genom zu beschreiben (Abbildung 1).1! Der Unterschied
zwischen M13- und fd-Phagen liegt in der zwolften Amino-
sdure des 50 Aminosduren langen Proteins pVIII; anstelle
von N in M13 findet man D in fd-Phagen. Der DNA-Ein-
zelstrang kodiert pVIII fiir die Seitenwand sowie vier weitere
Strukturproteine, ndmlich die Hiillproteine fiir die beiden
Enden: pIIl und pVI, pVII und pIX. An einem Ende des
Zylinders befinden sich jeweils fiinf Kopien von pIII und pVI,
am anderen Ende jeweils fiinf Kopien von pVII und pIX.
Indem man fiir Fremdpeptide kodierende DNA-Sequenzen
in die Gensequenzen der Hiillproteine einfiigt, kann man
bewirken, dass diese Peptide an der Oberfldche des Phagen
préasentiert werden; je nachdem, welche Sequenz modifiziert
wurde, kann dies an den Enden (z.B. beim pIlI- oder pIX-
Display) und/oder entlang der Seitenwand geschehen (pVIII-
Display; Abbildung 1). Damit ist das Prinzip des Phagendis-
play von Peptiden oder Proteinen beschrieben. Durch Mo-
difizieren der DNA lassen sich Peptide oder Proteine gezielt
an einem Ende und/oder entlang der Seitenwand des Phagen
prasentieren, indem ihre Gene mit den Genen fiir die jewei-
ligen Hiillproteine fusioniert werden. Auf diese Weise konnen
ein, zwei oder drei verschiedene Peptide oder Proteine auf
einem einzigen Viruspartikel préisentiert werden (Abbil-
dung 1). Ein filamentdser Phage ist demnach nichts anderes
als eine Nanofaser (Abbildung 2), deren Oberfliche auf ge-
netischem Weg gezielt modifiziert werden kann (Abbil-
dung 1).5°
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2.3. Das Phagendisplay als Technik zur Identifizierung von
zielspezifischen Peptiden oder Proteinen

Es ist also moglich, fremde Peptide oder Proteine an
einem Ende (z.B. an pllIl) und/oder entlang der Seitenwand
(an pVIII) von filamentésen Phagen zu prisentieren, indem
man einfach eine DNA-Sequenz inseriert, die fiir diese Pep-
tide oder Proteine kodiert (Abbildung 1). Damit lésst sich
eine Bibliothek aus Milliarden von M13- oder fd-Phagen-
klonen aufbauen, in der jeder Phagenklon eine andere fremde
Peptid- oder Proteinsequenz prisentiert.”® In einer solchen
Bibliothek kann unter Milliarden von Kandidaten ein Peptid
oder Protein identifiziert werden, das spezifisch an einen
Analyt bindet (z.B. an ein Protein, eine Zelle oder einen
Kristall). Hierbei kommt ein als ,,Biopanning* bezeichneter

Selektionsprozess zum Einsatz, der in Abbildung 3 skizziert
ist [35.47.48]
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o
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Abbildung 3. Vorgehensweise beim ,Biopanning* zur Identifizierung
eines zielspezifisch bindenden Peptids oder Proteins mithilfe eines
Phagendisplays. a) Der Analyt (blaue Kreise) wird auf dem Substrat
immobilisiert; b) eine Bibliothek aus Milliarden von Phagenklonen
wechselwirkt mit dem Analyt; ¢) mit Waschpuffer werden nicht gebun-
dene Phagen heruntergesplilt, bindende Phagen verbleiben am Analyt;
d) die bindenden Phagen werden mit einem Elutionspuffer vom Analyt
gewaschen; e) die bindenden Phagen werden durch Infektion von Bak-
terien in Kultur vermehrt; so erhilt man eine kleinere Bibliothek, die in
der nichsten Selektionsrunde wieder in Schritt (b) eingesetzt wird;

f) nach mehreren Selektionsrunden (b—c—d—e—b) werden die am
besten an den Analyt bindenden Phagenklone vermehrt. g) Die kodie-
rende Region der Phagen-DNA wird sequenziert, um die Primirstruk-
tur des zielspezifisch bindenden Peptids oder Proteins zu entschliis-
seln. h) Struktur eines ,Landscape“-Phagen, in dem jede der tausen-
den pVIll-Kopien das fremde Peptid trigt. PCR: Polymerasekettenreak-
tion.
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Derzeit gibt es zwei Arten von Peptid-/Protein-Biblio-
theken im Phagendisplayformat:®>*! In pVIII-Bibliotheken
wie der ,Landscape“-Phagen-Bibliothek®™ wird jede Pep-
tidsequenz, gebunden an pVIII, in tausendfacher Kopie ent-
lang der Seitenwand des Phagen prisentiert (Abbildung 1
und 3).°Y Hierbei ist zu beachten, dass die Fusion langer
Peptide an pVIII die Zusammenlagerung der pVIII-Proteine
um die DNA und somit die Bildung des reifen Phagenparti-
kels beeintrachtigen kann. Die Lange von Peptiden, die auf
der Seitenwand problemlos présentiert werden konnen, ist
auf 12 Aminosiurereste beschrankt (wobei auch die Peptid-
sequenz eine Rolle spielt).”*) Die Alternative hierzu sind pIII-
Bibliotheken,™2** in denen die Peptide oder Proteine an
die fiinf Kopien von pllII fusioniert und an einem Ende des
Viruspartikels prisentiert werden (Abbildung 1).*¥! Die
,Landscape“-Phagen-Bibliothek wurde von Petrenko, Smith
und Mitarbeitern entwickelt.”>! Abbildung3 zeigt das
Prinzip des ,,Biopanning”, durch das ein Peptid, das spezifisch
an einen Analyt bindet, in einer ,Landscape“-Phagen-
Bibliothek ermittelt werden kann.

Die allgemeine Vorgehensweise beim ,Biopanning®
(Abbildung 3) zur Selektion eines zielspezifischen Phagen aus
einer Zufallsbibliothek umfasst die folgenden Schritte: Zu-
néchst ldsst man eine Bibliothek mit Milliarden von Pha-
genklonen, die an einer Spitze oder an ihrer Seitenwand je-
weils ein anderes Peptid oder Protein tragen (siche Abbil-
dung 1), auf den immobilisierten Analyt einwirken, wobei
einige der Phagen an den Analyt binden. AnschlieBend
werden die nicht bindenden Phagen mit einem Waschpuffer
entfernt. Die bindenden Phagen werden im néchsten Schritt
mithilfe eines Elutionspuffers vom immobilisierten Analyt
abgewaschen. Das Eluat enthilt den bindenden Phagen, der
dann durch Infektion von E.-coli-Bakterien vermehrt werden
kann, sodass man, als Ergebnis des ,,Biopanning®, eine klei-
nere Bibliothek mit weniger Phagenklonen erhilt. Um die
spezifischsten Phagen fiir den Analyt zu ermitteln (und somit
das Peptid oder Protein mit der hochsten Sperzifitit), wird
diese kleinere Bibliothek erneut mit demselben Analyt um-
gesetzt. Nach mehreren solcher Zyklen erhélt man eine Bi-
bliothek mit deutlich weniger Phagenklonen, die dann se-
quenziert werden, um die Peptide oder Proteine auf denje-
nigen Phagenklonen zu identifizieren, die aus dem ,,Biopan-
ning“ hervorgingen. Weil diese Peptide oder Proteine mit
dem Hiillprotein des Phagen fusioniert sind, sind sie genetisch
in der Phagen-DNA verschliisselt. Die Sequenzierung dieser
DNA ergibt somit die Aminosiduresequenz der zielspezifisch
bindenden Peptide oder Proteine, die auf der Oberfldche der
Phagen prisentiert werden. Weil es sich beim Phagendisplay
grundsétzlich um einen evolutiondren Selektionsprozess
handelt, sollte der Analyt theoretisch auf die Erkennung
durch ein spezifisches Peptid oder Protein reagieren. Eine
Verédnderung des Analyts wiirde wiederum eine Verdnderung
der zielspezifischen Peptid- oder Proteinsequenz zur Folge
haben. Die Phagendisplaytechnik wurde in mehreren Uber-
sichten®™ >3 und Biichern beschrieben.’**¥ Sie war bei der
Entwicklung von Impfstoffen und Antikérpern erfolgreich
und hat sich bei der Untersuchung von Protein-Protein-
Wechselwirkungen sowie beim Protein-Engineering be-
wiihrt [25:37:49.56]
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2.4. Phagen als Template beim Aufbau von Nanostrukturen

Filamentose Phagen sind einzigartige Template fiir die
Synthese und den Aufbau von Nanostrukturen.”*! Dafiir
gibt es zwei Griinde: Erstens konnen Phagen fremde Peptide
oder Proteine exprimieren und auf ihrer Oberfldche préasen-
tieren, wenn die Gensequenzen dieser fremden Peptide oder
Proteine in die Phagen-DNA eingebaut werden (Abbil-
dung 1); dadurch konnen Phagen als Templat fiir die Ab-
scheidung von Nanokristallen dienen. Zweitens haben mit
Nanopartikeln beschichtete Phagen, wie Wildtyp-Phagen
auch,””*® eine einheitliche GroBe und Form, sodass sie frei-
tragende dreidimensionale Materialien mit unterschiedlichen
Strukturen aufbauen konnen (z. B. iiber die Bildung lyotroper
Fliissigkristalle).?*2*#1 Peptide, die durch Screening einer
kombinatorischen Bibliothek (,,Biopanning®) identifiziert
wurden und spezifisch fiir anorganische Materialien wie ZnS
oder CdS sind, wurden entlang der Seitenwand eines M13-
Phagen présentiert, um dort das geordnete Wachstum von
Nanokristallen in einer bestimmten Orientierung auszuldsen
(Abbildung 4).7*2% Solche mineralisierten Phagen kénnen

Wildtyp-Virus Virus mit genmanipuliertes Virus,
genmanipuliertem das die Kristallisation von
pVvil Nanokristallen auslést

7

‘fffi}’rumr

Abbildung 4. Oben: Ein Wildtyp-Phage (links) kann gentechnisch da-
hingehend verindert werden, dass er kristallspezifische Peptide am
Haupt-Hullprotein pVIII tragt (Mitte), die eine Mineralisation von Na-
nokristallen auf der Seitenwand auslésen kénnen (rechts). Unten:
hochaufgeléste TEM-Bilder von Phagennanofasern mit einem Uberzug
von ZnS-Nanokristallen auf der Seitenwand. Die Einschiibe zeigen
Elektronenbeugungsmuster der mineralisierten Nanofasern, die Infor-
mationen iiber die bevorzugte Kristallorientierung liefern.!

dann zu einem dreidimensionalen bioanorganischen Hybrid-
material aggregieren (Abbildung 5).”*! Dieses Beispiel
zeigt, dass Phagen leistungsfahige Template fiir die Synthese
und den Aufbau von Nanomaterialien sind. Durch Modifi-
zieren der DNA lassen sich verschiedene kristallisationsver-
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(a) (b)
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Abbildung 5. Beispiele fiir fliissigkristalline Strukturen, die aus mine-
ralisierten Phagennanofasern aufgebaut werden kénnen: a) choleste-
risch, b) smektisch. c) Photographie eines diinnen flissigkristallinen
Films. d) Schematische Darstellung des diinnen Films in (c). ) AFM-
Bild des diinnen Films in Draufsicht und f) SEM-Bild des diinnen
Films in Seitenansicht. Wo sich die Nanokristalle abscheiden, hingt
von der Platzierung des kristallisationsvermittelnden Peptids auf den
Phagen ab."®

mittelnde Peptide an der Seitenwand prisentieren, sodass
unterschiedliche Nanokristalle auf den Phagen aufgewachsen
werden konnen.

3. Viren und Sensoren: Phagen als Fallbeispiel
3.1. Phagen in der Sensorentwicklung

Mithilfe des Phagendisplays konnen bereits seit den 80er
Jahren zielspezifische Peptid- oder Proteinsonden identifi-
ziert werden, dennoch wurden Phagen kaum in der Sensor-
entwicklung eingesetzt. Fiir Chemo- und Biosensoren ist die
Spezifitit ein entscheidendes Kriterium;®! Phagen kénnen
verwendet werden, um zielspezifische Peptide oder Proteine
zu identifizieren, und ihnen kann eine Spezifitédt fiir einen
bestimmten Analyt verliechen werden. Lysierende Phagen
toten lberdies spezifisch Bakterienzellen ab, deren Inhalt
dadurch in das Medium ausgeschiittet wird; somit konnten
lysierende Phagen den spezifischen Nachweis von Bakterien
ermoglichen. Weil Phagen selbst nicht tiber die erforderlichen
physikalischen Eigenschaften verfiigen, um ein Ausgabe-
signal zu erzeugen, miissen sie — oder nur die zielspezifischen
Peptide oder Proteine, die durch ein Phagendisplay identifi-
ziert wurden — in ein Analysesystem integriert werden, das
den Erkennungsprozess zwischen dem Phagen und dem
Analyt in ein Ausgabesignal iibersetzt.

Phagen verfiigen iiber einige vorteilhafte chemische und
biologische Eigenschaften im Hinblick auf die Entwicklung
eines Sensors zum schnellen und selektiven Nachweis von
Antigenen in Echtzeit. Erstens kann ein Phagendisplay ge-
nutzt werden, um Peptide oder Proteine zu selektieren, die
Analyte spezifisch erkennen. Diese zielspezifischen Peptide
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oder Proteine konnen auf der Oberfliche von Phagen pra-
sentiert werden, die dadurch als ganzes zu zielspezifischen
Sonden werden. Zweitens lassen sich nichtlysierende Phagen
wie M13 und fd in groBen Mengen, leicht und billig durch
Infektion von Bakterien produzieren. Drittens sind Phagen
unter harschen Bedingungen bestidndig, etwa im sauren oder
basischen pH-Bereich sowie in Gegenwart von Nucleasen
oder proteolytischen Enzymen.*”! Viertens sind Phagen auch
thermisch (bis 180°C)®) und chemisch stabil (z.B. in nicht-
wiissrigen Medien).*>®! Diese ausgezeichnete Stabilitiit, ge-
paart mit der Moglichkeit, die Spezifitét auf genetischem Weg
einzustellen, schafft die Voraussetzung fiir den Einsatz von
Phagen als Sonden in Biosensoren.

Phagen sind bisher in viererlei Weise bei der Sensorent-
wicklung verwendet worden: 1) Nichtlysierende Phagen
(M13 oder fd), die das zielspezifische Peptid oder Protein
préasentieren, wurden durch Phagendisplay identifiziert und
anstelle von Antikorpern direkt als Sonden in den Sensoren
eingesetzt; 2) Analyte erkennende Peptide, Proteine oder
Antikorper wurden durch Phagendisplay identifiziert, che-
misch synthetisiert oder gentechnisch produziert und als
Sonden eingesetzt; 3) lysierende Phagen (T4 oder T7) konnen
als Sonden fiir Bakterien wirken, die sie spezifisch aufbre-
chen; der Inhalt der Bakterienzellen kann daraufhin analy-
siert und der entsprechende Bakterienstamm nachgewiesen
werden; 4) Phagen konnen als Nanofasern in Sensoren mit
organischen Molekiilen oder Biomolekiilen konjugiert und/
oder mit anderen Nanomaterialien zu Kompositstrukturen
kombiniert werden, die auf du3ere Reize ansprechen.

3.2. Sensoren auf der Basis von Phagen und bioanalytischen
Methoden

Um funktionsfihige Sensoren zu erhalten, miissen
Erkennungsprozesse durch Phagen mit weiteren analytischen
Methoden kombiniert werden. In den folgenden Abschnitten
werden wir erkliaren, wie solche Sensoren durch Kombination
von Phagen und in Phagendisplays selektierten Proteinen mit
analytischen Techniken wie der Quarzmikrowaage (QCM),
dem enzymgekoppelten Immunadsorptionstest (enzyme-
linked immunosorbent assay, ELISA) sowie optischen und
elektrochemischen Methoden zugénglich sind. Die vielfalti-
gen Analyte und Zielstrukturen, die auf diesem Weg nach-
gewiesen werden konnen, sind in den Tabellen 1-4 zusam-
mengefasst.

3.2.1. QCM-Biosensoren auf Phagenbasis

Eine QCM spricht empfindlich auf Massednderungen im
Nanogrammbereich an. Entsprechende Sensoren bestehen
aus einer piezoelektrischen Quarzscheibe im AT-Schnitt, die
auf beiden Seiten mit Metallelektroden (z.B. aus Gold)
iiberzogen ist. Wenn eine geringe Masse auf der Elektro-
denoberfliche adsorbiert wird, kommt es zu einer Fre-
quenzverringerung der Resonanzfrequenz des piezoelektri-
schen Kristalls, die proportional zur adsorbierten Masse ist.
Diesen Zusammenhang gibt die Sauerbrey-Gleichung wieder
[GL. (1)].
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Darin ist Af die Anderung der Resonanzfrequenz, Am die
Massendnderung, n die Ordinalzahl der Oberschwingung, u
der Schermodul von Quarz (2.947 x 10" gecm™'s™?), £, die
Resonanzfrequenz, A die piezoelektrisch aktive Flidche des
Kristalls und p die Dichte von Quarz (2.648 gcm ™). Weil die
QCM hoch empfindlich Massen im Nanogrammbereich be-
stimmen kann, ist auch eine Anwendung zur Messung von
Biomolekiil-Wechselwirkungen in Echtzeit moglich."! QCM-
Sensoren konnen dazu dienen, die Bindung zwischen einem
Analyt und einer Sonde zu verfolgen, die an der Oberfldche
eines piezoelektrischen Kristalls verankert ist. Solche QCM-
Sensoren wurden fiir Immunassays>"* sowie zum Nachweis
von Bakterien,”** Viren und Toxinen entwickelt.[’?8-5

Der gravierendste Nachteil dieser Methode ist die man-
gelnde Selektivitit. Falls aber durch Phagendisplays zielspe-
zifische Phagen oder Proteine identifiziert werden konnten,
die auf der Oberfldche des QCM-Signalwandlers immobili-
siert werden konnen, so wire dieses Problem gelost (Tabel-
le 1). Abbildung 6 skizziert den Aufbau einer Quarzmikro-
waage, in der Phagen auf dem piezoelektrischen Signal-
wandler verankert sind./*!

QCM-Sensoren eignen sich zum Nachweis von Bakterien,
wenn zielspezifische Phagen als Sonden auf dem QCM-
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Abbildung 6. Aufbau einer Quarzmikrowaage.® Der zielspezifische
Phage kann auf der Oberfliche des piezoelektrischen Substrats veran-
kert werden.

Tabelle 1: QCM-Sensoren auf Phagenbasis (0.A.: ohne Angabe).

C. B. Mao et al.

Signalwandler gebunden sind (Abbildung 6). Fiir herkomm-
liche QCM-Verfahren ohne Phagen war der empfindliche
Nachweis von Bakterien problematisch. Zudem verursachte
die direkte Bindung von Bakterien an den Signalwandler eine
innere Reibung oder die Einlagerung von Wasser zwischen
den Zellen, was die Schwingung des Kristalls dimpfte.*”) Um
trotzdem Bakterien mithilfe eines QCM-Sensors nachweisen
zu konnen, muss also eine Methode gefunden werden, die
Bakterien fest an der Oberfldche des QCM-Signalwandlers zu
fixieren — beispielsweise durch Verankern von Bakterien er-
kennenden Phagen. So gelang der schnelle Nachweis von S.-
typhimurium-Bakterien in Losung mithilfe eines fd-Phagen
als Sonde, der durch Affinititsscreening in einem Phagen-
display selektiert (Abbildung 3) und auf dem piezoelektri-
schen Signalwandler physisorbiert worden war.* Zuerst
wurden binnen 1h bei Raumtemperatur ungefihr 3 x
10" Phagenpartikel pro cm? auf der Oberfliche der QCM-
Signalwandler adsorbiert. Im nédchsten Schritt fiihrte die
spezifische Bindung von Bakterien an die immobilisierten
Phagen zu einer Anderung der Resonanzfrequenz der QCM-
Sensoren. Dabei bestachen die mit Phagen belegten QCM-
Sensoren durch eine kurze Antwortzeit (unter 180 s) und eine
Nachweisgrenze von nur 10 Bakterienzellen pro mL.[*!
Phagen konnen auf verschiedene Art auf der Oberfldche
von QCM-Signalwandlern verankert werden, z.B. durch
Physisorption, mithilfe der Langmuir-Blodgett(LB)-Technik
oder durch molekulare Selbstorganisation. Die einfachste
und billigste Methode ist die Physisorption, wihrend die
Sensorleistung bei allen drei Immobilisierungstechniken
dhnlich ist.”) Durch Affinititsscreening ermittelte fd-Phagen
fiir den Nachweis von B-Galactosidase (f-gal) wurden in
einem Beispiel auf einem QCM-Sensor physisorbiert.”
Durch die Anwendung des Phagen als Sonde hatte der Sensor
eine Nachweisgrenze im niedrigen nanomolaren Bereich und
eine kurze Reaktionszeit um 100 s. Dariiber hinaus war er
auBergewohnlich selektiv fiir 3-gal, sogar in einer Mischung
mit der 2000-fachen Konzentration an BSA."! In einem
weiteren Beispiel wurden Streptavidin- oder S.-typhimurium-
selektive Phagen aus einem Phagendisplay mithilfe der LB-
Technik an QCM-Sensoren verankert. Die resultierenden
QCM-Sensoren waren hoch selektiv und sprachen schnell

Sonde Analyt Nachweisgrenze Lit.
verzweigte Maltosepolymere M13-Phagen mit dem Maltose bindenden Protein auf plll 20 Phagen [64]
Anti-pVIll-Antiksrper M13-Phagen 10° pfumL™! [65]
VTPPTQHQ auf pVIIl von fd-Phagen, selektiert Salmonella typhimurium 10? ZellenmL™ [66]
aus einer f8/8-,Landscape“-Phagen-Bibliothek

{-gal bindendes Peptid auf pVIII von fd-Phagen B-gal aus E. coli 3pm [67]
S. typhimurium bindendes Peptid auf pVIII Salmonella typhimurium 10% ZellenmL™ [68]
von sphiroiden fd-Phagen

MOMPELFragment aus Legionella pneumophila M13-Phagen, die ein Anti-MOMP-Fragment prisentieren o.A. [69]

[a] MOMP = major outer membrane protein.
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und empfindlich auf zunehmende Konzentrationen der
Analyte, Streptavidin oder S. typhimurium an. Anstelle von
affinen Phagen konnten auch nur die in einem Phagendisplay
selektierten Peptide auf QCM-Sensoren immobilisiert und als
Sonden fiir den Nachweis von speziesiibergreifenden Zell-
oberflichenmarkern in Gewebehomogenaten verwendet
werden.[!

QCM-Sensoren konnen aulerdem eingesetzt werden, um
Phagen in Losung nachzuweisen, vorausgesetzt, es sind
Sonden auf den Signalwandlern verankert, die diese Phagen
binden konnen.*®! Eine Schicht, die verzweigte Maltose-
polymere enthielt, wurde tiber Au-S-Bindungen chemisch an
der Oberfliche eines QCM-Signalwandlers befestigt.™ Der
resultierende, mit Maltose funktionalisierte QCM-Sensor
lagert M13-Phagen an, die das Maltose bindende Protein an
einem Ende tragen (an pIII). Die Gewichtsabnahme beim
Ablosen der Maltose bindenden Phagen von der Oberfldache
des Signalwandlers konnte genutzt werden, um diese Phagen
empfindlich nachzuweisen; Phagen, die Maltose nicht binden,
storten dabei nicht.*” Angeblich kann dieser QCM-Sensor
schon 20 Phagen nachweisen, was eine Anwendung als
empfindliches und kostengiinstiges Virus-Nachweisverfahren
nahelegt.®” Bei einem #hnlichen Immunassay, das auf der
spezifischen Wechselwirkung zwischen Anti-M13-Antikor-
pern und M13-Phagen beruht, wurden die Anti-M13-Anti-
korper zunédchst auf dem geédtzten, im Schermodus schwin-
genden Quarzkristall verankert, der als Signalwandler diente.
Der mit den Antikorpern belegte QCM-Sensor wurde dann
verwendet, um M13-Phagen direkt und spezifisch nachzu-
weisen. Die spezifische Bindung der M13-Phagen an den
Sensor erhohte das Signal-Rausch-Verhéltnis um einen
Faktor groBer 6, und die Nachweisempfindlichkeit fiir M13-
Phagen wurde um das 200-fache verbessert.[*"]

Die beschriebenen Ergebnisse deuten an, dass QCM-
Sensoren auf Phagenbasis angewendet werden konnen, um
Bakterien und Viren in Nahrungsmitteln sowie fiir Verteidi-
gungs- und Personenschutzzwecke aufzuspiiren.®® Dabei
kamen Techniken wie Infrarot- und Fluoreszenzspektrosko-
pie, Flusszytometrie, Chromatographie und Chemolumines-
zenzverfahren zum Einsatz."" Fortschritte bei der Entwick-
lung von Sensoren fiir pathogene Bakterien in der klinischen

Tabelle 2: ELISA-Sensoren auf Phagenbasis (0.A.: ohne Angabe).

Angewandte

Diagnostik und in der Umweltiiberwachung waren zu ver-
zeichnen,® doch es ist nach wie vor eine Herausforderung,
pathogene Bakterien in Nahrungsmitteln sicher nachzuwei-
sen. Sensoren auf der Basis von Phagen und analytischen
Techniken wie der QCM konnen einen schnelleren und se-
lektiveren Bakterien-Nachweis ermoglichen.

Ferner konnen Phagendisplays genutzt werden, um An-
tikorperfragmente zu selektieren, die spezifisch an ein Anti-
gen binden. Dabei ist es wichtig, die Bindungsaffinitéit des
rekombinanten Antikorperfragments fiir sein Antigen zu
bestimmen. Dies kann mithilfe von QCM-Sensoren gesche-
hen. Wenn an Phagen befestigte Antikérper an ein Antigen
binden, das auf einem QCM-Sensor verankert ist, wird sich
die Resonanzfrequenz infolge der Gewichtszunahme verrin-
gern. Auf diesem Weg lasst sich die effektive Affinitit eines
»single-chain“-Fv(scFv)-Antikorpers fiir das Antigen ermit-
teln. So erhaltene effektive Affinitidten stimmten mit Affini-
tatswerten fiir das scFv-Fragment iiberein, die mithilfe von
tiblichen Gleichgewichts-ELISA- und Oberflichenplasmo-
nenresonanz-Methoden erhalten wurden.**

3.2.2. Phagen in ELISA-Biosensoren

ELISA wird weithin zum Nachweis von biologischen
Agentien und von spezifischen Antikorpern angewendet.[''”)
Man unterscheidet zwei Arten von ELISA: Bei indirekten
ELISA-Tests wird das Zielantigen durch einen Antikorper
eingefangen und durch einen zweiten Antikorper detektiert,
wiahrend bei direkten ELISA-Tests das Antigen in der Pro-
benldsung mit einem markierten Antigen um die Bindung an
einen Antikorper konkurriert. Phagen konnen Antikorper in
direkten ELISA-Tests als Sonden ersetzen (Tabelle 2). Bei-
spiele hierfiir sind zielspezifische fd-Phagen fiir f-gal,’®”
Streptavidin und Neutravidin.®® Direkte ELISA-Tests mit
Phagen anstelle von Antikorpern als Sonden wurden ange-
wendet, um Bakterien,[*! Sporen®™ und Viren!'*"¥! spezi-
fisch nachzuweisen.

,Landscape“-Phagen sind fd-Phagen, die je ein fremdes
Peptid an jeder Kopie des Haupt-Hiillproteins tragen. Anders
als Phagen, die fremde Proteine an den fiinf Kopien der
Hiillproteine an ihren Enden tragen, présentieren diese

Sonde Analyt Nachweisgrenze Lit.
B.-anthracis-Sporen bindendes Peptid auf pVIII von fd-Phagen Bacillus-anthracis-Sporen o.A. [80]
zielbindende Peptide auf pVIII von fd-Phagen Streptavidin, Avidin und f-gal oA [88]
(selektiert durch Phagendisplay)
mAbs F4, F5 und LT1 bindendes Heptapeptid auf T7-Phagen mAbs F4, F5 und LT1 (Antikorper oA [89]
gegen das grofle T-Antigen
des Mauspolyomavirus)
HBsAg bindendes Heptapeptid, prisentiert auf plll von M13-Phagen Hepatitis-B-Oberflichenantigen (HBsAg) Ks=2.9 nm [90]

(selektiert durch Phagendisplay)
humane scFv-Antikérper (selektiert durch Phagendisplay)

Anti-Atrazin-Antikérper (selektiert durch Phagendisplay)

Proteinantigene (z.B. ErbB2) Ky=220 pm—4 nm [91]

Atrazin 1-2 ppt [92]
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»Landscape“-Phagen tausende Kopien des Peptids in hoch
geordneter Form an ihrer Seitenwand (Abbildung 1). Phagen,
die durch Affinitidtsscreening einer ,Landscape“-Phagen-
Bibliothek (Abbildung 3) ermittelt wurden, stellen einen
Ersatz fiir den Antikorper in ELISA-Test dar, der bequemer
ist als die Immunglobuline.®™ Beispielsweise war die Bin-
dungsaffinitit des spezifischsten Phagen, der durch Phagen-
display in einer ,Landscape“-Phagen-Bibliothek selektiert
wurde und das Peptid EPRLSPHS an der Seitenwand pri-
sentierte, fiir Sporen von B. anthracis Sterne um 3.5- bis 70-
mal hoher als fiir Sporen anderer Bacillus-Spezies.® Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass derartige Phagen in der
kontinuierlichen Uberwachung und in Biosorbentien zum
Einsatz kommen konnten. ™

3.2.3. Optische Biosensoren auf Phagenbasis

Es gibt zwei Arten von optischen Sensoren: Die einen
messen Intensitdtsschwankungen bei einer vorgegebenen
Wellenldnge und nutzen dabei z.B. UV/Vis-Spektrometrie,
Fluoreszenz- oder Phosphoreszenzspektrometrie, Bio- oder
Chemolumineszenz sowie IR-Spektrometrie. Die anderen
erfassen Anderungen von chemischen Eigenschaften beim
Wechsel der Wellenldnge anhand von Oberflichenplasmo-
nenresonanz (SPR), resonantem Fluoreszenzenergietransfer
(FRET) oder Kolorimetrie. In diesem Abschnitt werden wir
uns auf optische Biosensoren auf der Grundlage von Im-
munfluoreszenz, FRET und SPR konzentrieren (Tabelle 3).

3.2.3.1. Immunfluoreszenzassays

Immunfluoreszenzassays beruhen auf Fluoreszenzspek-
trometrie und spezifischen biologischen Erkennungsprozes-
sen und liefern quantitative Resultate. Ein lysierender Phage
infiziert und zerstort Bakterienzellen, die daraufhin ihre Be-
standteile freisetzen. Wenn diese zellspezifischen Bestand-
teile nachgewiesen werden konnen, lédsst sich mithilfe des
lysierenden Phagen als Sonde ein Nachweisverfahren fiir die
Bakterien ausarbeiten. Bei einer Methode betrachtet man die
Fluoreszenz der freigesetzten Zellbestandteile. Blasco et al.
entwickelten einen schnellen und empfindlichen Bakterien-
nachweis, wobei sie E. coli und Salmonella newport als Mo-
dellorganismen priiften.'"”! Bei ihrem Test lysierte der Phage
die Bakterien spezifisch, und die Freisetzung des Zellinhalts
wurde durch ATP-Biolumineszenz nachgewiesen.''”) Die
Nachweisempfindlichkeit lie sich erhohen, wenn anstelle
von ATP die Adenylat-Kinase der Bakterien als Zellmarker
verwendet wurde. Diese Methode war in der Lage, schon
weniger als 10° Bakterienzellen nachzuweisen, wofiir sie nicht
einmal 1 h benotigte.'') Wu et al. nutzten eine Biolumines-
zenzmethode, um Adenylat-Kinase aus lysierten Bakterien zu
erkennen, und sie bestimmten die Zahl an Salmonella-ente-
ritidis- und E.-coli-Bakterien, die von spezifischen Phagen
lysiert worden waren.''” Dabei war die Freisetzung von
Adenylat-Kinase am groften, wenn das Verhiltnis von
Phagen zu Bakterienzellen (,,multiplicity of infection*) zwi-
schen 10 und 100 lag. Mit diesem Test gelang der Nachweis
von Bakterien schon binnen 2 h und bei niedrigen Konzen-
trationen (10° CFUmL')."™ Der spezifische Nachweis von
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Bakterien mithilfe von lysierenden Phagen vermeidet zeit-
aufwindige mikrobiologische Arbeitsschritte sowie die Ver-
wendung selektiver Medien, weil die Phagen von Natur aus
selektiv die Rezeptoren bestimmter Bakterien angrei-
fen.[32,120]

Ein Bakteriophagen-Fluoreszenzassay (fluorescent bac-
teriophage assay, FBA) wurde entwickelt, um E. coli
O157:H7 in Rinderhackfleisch und Rohmilch nachzuwei-
sen.” Dieses zweistufige Verfahren umfasst eine immun-
magnetische Reinigung des Zielorganismus aus einer ge-
mischten Kultur sowie die Anwendung eines fluoreszenz-
markierten Phagen, der E.-coli-O157:H7-Zellen hoch spezi-
fisch angreift.” Mit dem FBA gelang es, 10 bis
100 CFUmL™" in kiinstlich verunreinigter Rohmilch nach
einem 10-stiindigen Anreicherungsschritt nachzuweisen.
Diesen Untersuchungen zufolge eignet sich das FBA zum
ziigigen Nachweis von E. coli O157:H7 in Nahrung und
Milch.”! Durch das FBA war E. coli O157:H7 auch in Kon-
zentrationen von 10* Zellen pro mL in Kulturbrithe nach-
weisbar.[1!

In einer weiteren Studie wurde durch ein Phagendisplay
ein Peptid mit 12 Aminosdureresten selektiert, das an das
Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB), eine Ursache von
Lebensmittelvergiftungen, binden konnte.'"™ Die neun se-
lektierten SEB bindenden Phagenklone zeigten iiberein-
stimmend eine N-terminale Trp-His-Lys-Sequenz. Nach der
Markierung der SEB bindenden Phagen mit dem Fluorophor
Cy5 wurde eine Nachweisgrenze von 1.4 ng SEB pro Pro-
bentasche in einem Immunfluoreszenzassay erzielt.'™ Spiter
entwickelte Biosensoren mit einem #dhnlichen Wirkprinzip
konnen Bacillus globigii, den MS2-Phagen und SEB neben-
einander nachweisen."”! Diese Studien belegen, dass auf
Phagen basierende Immunfluoreszenzassays zum hoch se-
lektiven Nachweis in der Nahrungsmittelanalyse und fiir die
klinische Diagnostik infrage kommen.

Ein Immunfluoreszenzassay auf Phagenbasis kann auch
dabei helfen, Explosivstoffe mit hoher Empfindlichkeit auf-
zuspiiren.'"” Zunichst wurden in einem Phagendisplay fiir
2,4,6-Trinitrobenzol — eine dem 2.4,6-Trinitrotoluol (TNT)
dhnliche Verbindung — spezifische Peptide identifiziert. Die
Phagen mit den entsprechenden Peptiden wurden dann in
einen Immunsensor zum TNT-Nachweis integriert.'"” Dazu
wurden sie mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cyanin5 (Cy5)
markiert und in einen Durchfluss-Sensor eingebaut. Der so
erhaltene Fluoreszenzsensor detektierte 10 pgmL ™ TNT mit
hohem Signal-Rausch-Verhiltnis in einer Seewasser-Probe
(die nach und nach eingespritzt wurde).l'”” In diesem Sensor
wurde erstmals ein farbstoffmarkierter spezifischer Phage
zum TNT-Nachweis im Durchflussmodus eingesetzt,!"
wobei eine sehr niedrige Nachweisgrenze von 1 ngmL™' er-
reicht wurde.'” Diese Ergebnisse deuten an, dass solche
Sensoren fiir TNT und &hnliche Verbindungen sowie fiir
weitere Explosivstoffe entwickelt werden konnen. Kiirzlich
wurde iiberdies entdeckt, dass Peptide, die durch ein Pha-
gendisplay fiir den Nachweis von Explosivstoffen in der
Flissigphase selektiert worden waren, dieselben Analyte
auch selektiv in der Gasphase erkennen.?

Hybride aus zielspezifischen Phagen und fluoreszieren-
den Substanzen konnen als neuartige Fluoreszenzsonden fiir
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Tabelle 3: Optische Biosensoren auf Phagenbasis (0.A.: ohne Angabe).
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Sonde Analyt Nachweis- Nachweis- Lit.
verfahren grenze
Calciumempfindlicher X-rhod-Farbstoff, Ca** Calciumempfindliche 100 nm [98]
gebunden an ein farbstoffbindendes Peptid Fluoreszenz
(selektiert durch Phagendisplay)
Fluoreszierender Bakteriophage LG1 E. coli O157:H7 FBA, Flusszytometrie 2.2 CFUg™" in Rinderhackfleisch  [99]
Fluoreszierender Bakteriophage LG1 E. coli O157:H7 Immunmagnetische 10* ZellenmL™" in Kulturbriihe [100]
Abtrennung mit
Bakteriophagen-
Fluoreszenzassay
und Flusszytometrie
Rekombinanter A511:luxAB-Phage Listeria-Zellen Epifluoreszenzmikro- oA [107]
skopie an Filtern
TNT bindendes Peptid auf M13-Phagen 2,4,6-Trinitrotoluol (TNT) ELISA, 10 pygmL™ [102]
(selektiert durch Phagendisplay) Immunfluoreszenzassay
Rekombinante Anti-TNT-Antikérper (isoliert  2,4,6-Trinitrobenzol ELISA, 1 ngmL™' [103]
aus einer Antikérper-Phagenbibliothek) (TNB) Immunfluoreszenzassay
SEB bindendes Peptid auf plll von M13- Staphylokokken- ELISA, 1.4 ngmL™" [104]
Phagen mit Cy5-Farbstoffmarkierung Enterotoxin B (SEB) Immunfluoreszenzassay
HBsAg bindendes Protein auf plll von Hepatitis-B- Phagengekoppeltes ca. 1ng [105]
M13-Phagen Oberflichenantigen Immunabsorptionsassay
(HBsAg)
Humane Anti-HBsAg-Antikérper Hepatitis-B- ELISA, Nitrocellulose-Filter- o.A. [106]
(selektiert durch Phagendisplay) Oberflichenantigen Assay
(HBsAg)
Anti-HSV-Antikérper an M13-Phagen Herpes-simplex-Viren Phagengekoppeltes o.A. o7
Immunabsorptionsassay
Morphin bindendes Peptid auf Phagen Morphin FRET 5ngmL™ [108]
(selektiert durch Phagendisplay)
CPMV bindendes Peptid auf plll von Phagen Augenbohnen- SPR o.A. [109]
(selektiert durch Phagendisplay) Mosaikvirus (CPMV)
{-gal bindender , Landscape*“-Phage B-gal SPR 1pm 110
scFv-Antikérper auf plll des Phagen Lm L. monocytogenes, SPR L. monocytogenes: mm
P4:A8 Actin polymerisierendes 2x10° CFCmL™";
Protein (ActA) ActA: 4.5 nm
Lysierende Phagen S. aureus ssp. aureus SPR 10* CFUmL™ [112]
Anti-Aflatoxin-B,-scFv-Antikérper Aflatoxin B, SPR 3ngmL™’ [113]
(selektiert durch Phagendisplay)
Affibody-Liganden (selektiert durch Oberflichenglykoprotein ~ SPR monovalenter Affibody: 114
Phagendisplay) gp120 von HIV-1 K;~100 nm; divalenter
Affibody: 10 nm
Freisetzung des Enzyms AK als Zellmarker  Salmonella enteritidis, Biolumineszenz 10° CFUmL™' [115]
durch lysierende Phagen E. coli
luxI-basierte Acylhomoserinlacton-Synthase,  E. coli Biolumineszenz, Kontaminiertes Spiilwasser von  [116]

gebunden an A-Phagen

Bioreporter

Blattsalat, 130 CFUmL™'
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Sensoranwendungen dienen. So kann eine Liganden prisen-
tierende leere T7-Phagenhiille unter Bildung eines Hybrid-
nanopartikels mit einem fluoreszierenden anorganischen
Europiumkomplex beladen werden.*”! Ein zielspezifisches
Peptid (Ligand) kann durch ein Phagendisplay selektiert und
auf der Virusoberfldche prisentiert werden. Diese Methode
bietet daher einen neuen Ansatz fiir die Fluoreszenzmarkie-
rung eines zielspezifischen Viruspartikels — und, umgekehrt
betrachtet, zur Biofunktionalisierung von fluoreszierenden
Nanopartikeln.*! Wird die leere Phagenhiille mit radioakti-
ven oder magnetischen Nanopartikeln beladen, so erhilt man
weitere funktionelle Hybridsonden fiir Bildgebungsanwen-
dungen und Bioassays.*!

3.2.3.2. Resonanter Fluoreszenzenergietransfer

Die Beobachtung von FRET-Prozessen ist eine sehr ver-
breitete Untersuchungsmethode fiir Wechselwirkungen,
Struktur und Dynamik von Biomolekiilen."?2* Um ein
FRET-Signal zu erzeugen, sollten die beiden beteiligten
Fluorophore ungefihr 2 bis 6 nm voneinander entfernt sein.
In diesen Bereich fillt auch der Abstand zwischen zwei Fab-
Antikorper-Fragmenten, die ein Immunkomplex(IC)-Bin-
dungspaar aufbauen, sodass dieses System einem FRET-
Assay zugénglich ist. Durch ein Phagendisplay lassen sich
spezifisch bindende Proteine selektieren, die in Kombination
mit einem FRET-Assay zum immunologischen Nachweis
niedermolekularer Analyte wie Morphin in einem Schritt
angewendet werden konnen. Beispielsweise wurden Anti-
Morphin- und Anti-IC-Antikorper-Fragmente fiir ein FRET-
Assay aus Antikorperbibliotheken im Phagendisplayformat
selektiert und mit Donor- (Europium) bzw. Akzeptorfluoro-
phoren (Cy5) markiert.'®® Dieses FRET-Assay erwies sich als
spezifisch und empfindlich, schnell und leicht zu handhaben;
auflerdem lie3 es sich auch zum Nachweis anderer nieder-
molekularer Analyte nutzen. Morphin-Konzentrationen von
5 ngmL ™" waren nachweisbar, ohne dass Codein oder Heroin
storten.'® Der Anti-IC-Fab-Antikorper kann zwischen dem
Immunkomplex, der aus M1-Fab und Morphin entsteht, und
denjenigen aus M1-Fab und den strukturell dhnlichen Sub-
stanzen Heroin oder Codein unterscheiden.”

3.2.3.3. Oberfldchenplasmonenresonanz-Sensoren

Eine SPR resultiert aus der Anregung von Oberfldchen-
plasmonen mit Licht und geht mit einer Verdnderung des
Brechungsindex durch die Molekiile in unmittelbarer Néhe
der Metalloberfliche einher."”! Die SPR wurde in der Sen-
sorentwicklung genutzt, weil sie einen empfindlichen,
schnellen und markierungsfreien Nachweis von Biomolekii-
len bei geringen Probenvolumina ermoglicht. Haes et al.
haben kiirzlich eine Ubersicht iiber optische Nanosensoren
auf der Basis von SPR publiziert.'! Der Aufbau eines SPR-
Sensors ist in Abbildung 7 skizziert.''” SPR-Biosensoren
(z.B. von BIAcore) haben sich als niitzlich fiir die Untersu-
chung von Biomolekiil-Wechselwirkungen in Echtzeit er-
wiesen."'*127l Phagen kénnen bei der Entwicklung von spe-
zifischen SPR-Sensoren in zweierlei Weise genutzt
werden: M0 14131277129 qyrch Verankern des zielspezifischen
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Abbildung 7. Oben: Durchfluss-SPR-System mit Behiltern fur die Aus-
gangslosungen, einem Abfallbehilter fiir verbrauchte Lésungen, einer
peristaltischen Pumpe und einem Computer (PC) fiir Datensammlung
und Offline-Analyse. Die Phagen werden auf dem goldbeschichteten
SPR-Sensorchip verankert. Unten: typisches Verhalten eines SPR-Sen-
sors mit immobilisierten Phagen im Durchflussmodus. Die Kurve A
entspricht der Antwort des [3-gal-spezifischen Phagen 1G40, der in
einem der beiden Kanile des Sensors verankert ist, bei [3-gal-Konzen-
trationen zwischen 0.0032 und 210 nm. Kurve B zeigt die Antworten
des Wildtyp-Phagen F8-5 im zweiten Kanal; auch bei der héchsten f3-
gal-Konzentration im Test (210 nm) ergab der fiir das Zielantigen -gal
hochaffine Phage ein ungefihr zehnmal so starkes Signal wie der Wild-
typ-Phage.""” RU = Resonanzeinheiten.

Phagen auf einem Sensorchip!"'®!?”) sowie bei der Selektion
eines zielspezifischen Proteins mithilfe eines Phagendisplays
und anschlieBendem Verankern dieses Proteins auf dem
Sensorchip.[1%114]

Durch Einfiihrung eines zielspezifischen Phagen in einen
SPR-Sensor konnte dessen Leistungsfidhigkeit merklich ge-
steigert werden. Beispielsweise wurde in einem Zweikanal-
Experiment ein p-gal-spezifischer ,Landscape“-Phage, der
mithilfe eines Phagendisplays identifiziert worden war (Ab-
bildung 3), durch Physisorption auf der Goldoberfliche in
einem Kanal eines SPREETA-SPR-Sensorchips veran-
kert.""”) Im zweiten Kanal war zum Vergleich ein unspezifi-
scher Wildtyp-Phage auf der Oberfliche des Sensorchips
verankert. Die optische Antwort des Sensors wurde beob-
achtet, um die Auswirkungen der Behandlung des Sensor-
chips mit verschiedenen [3-gal-Konzentrationen in den beiden
Kanilen zu vergleichen. Der SPR-Sensorchip mit dem f-gal-
spezifischen Phagen sprach selektiv auf $-gal an, wihrend der
Kanal mit dem Wildtyp-Phagen kein Signal lieferte (Abbil-
dung 7). Der Sensor konnte f3-gal in Konzentrationen zwi-
schen 107* nm und 10~" pm leicht nachweisen. Aus dem zeit-
lichen Verlauf der optischen Antwort im Durchflussmodus
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konnten auBerdem der mittlere Kg-Wert (1.3 +0.001 nm) und
die Bindungsvalenz (1.5 & 0.03) bestimmt werden.!'!"]

In einer anderen Untersuchung!’?”! wurde ein Phage, der
einen scFv-Antikorper gegen einen Virulenzfaktor, das Actin
polymerisierende Protein ActA, présentierte, physikalisch
auf einem SPR-Sensorchip adsorbiert. Dieser SPR-Sensor-
chip wurde dann verwendet, um das Bakterium L. monocy-
togenes, das hiufig als Verunreinigung in Lebensmitteln auf-
tritt, spezifisch nachzuweisen. Die Nachweisgrenze fiir L.-
monocytogenes-Zellen betrug dabei 2 x 10° CFUmL™, und
fir die Wechselwirkung zwischen dem phagengebundenen
scFv und l6slichem ActA wurde experimentell ein K -Wert
von 4.5nM bestimmt.'””l Die Moglichkeit, K-Werte und
Bindungsvalenzen messen zu koénnen, ist einer der wichtigs-
ten Vorteile dieser SPR-Sensoren auf Phagenbasis gegeniiber
anderen Sensoren. Alternativ kann ein zielspezifisches Peptid
oder Protein durch ein Phagendisplay selektiert und an-
schlieBend auf dem Sensorchip verankert werden, um einen
Erkennungsprozess oder einen Nachweis zu ermoglichen.!'!
Ein spezifischer ScFv-Antikorper gegen Aflatoxin B, (AFB1)
wurde in einem Beispiel aus einer Phagendisplay-Bibliothek
selektiert. Auf der Grundlage dieses scFv-Antikorpers und
der SPR wurden Inhibitionsimmunassays entwickelt, die
AFB1 empfindlich und selektiv nachweisen konnten.""! Die
vorgestellten SPR-Biosensoren arbeiten viel schneller und
sind viel einfacher zu handhaben als herkommliche ELISA-
Verfahren.

Mithilfe von SPR-Sensoren lésst sich auch die Spezifitit
der Phagen und Proteine iiberpriifen, die durch Phagendis-
plays selektiert wurden. Glutathion-Peroxidase (GPX), ein
Oxidantien abbauendes Enzym, ist maf3geblich am Abbau
reaktiver Sauerstoffspezies beteiligt. Entsprechende kataly-
tische Antikorper wurden durch ,Biopanning“ aus einer
Phagendisplay-Bibliothek von humanen Antikorpern selek-
tiert, wobei die drei Haptene (S)-2,4-Dinitrophenyl-tert-bu-
tylester, (S)-2,4-Dinitrophenyl-tert-hexylester und (S)-2,4-
Dinitrophenyl-cyclohexylester als Analyt dienten.'”! Diese
Antigene wurden jeweils unter Bildung einer Membran che-
misch auf der Goldoberfldche eines SPR-Sensorchip veran-
kert. Durch Wechselwirkung dieser Antigen-Membran mit
den phagengebundenen Antikérpern konnen die Bindungs-
spezifititen ermittelt werden.['*!

3.2.4. Phagen in elektrochemischen Biosensoren

Biosensoren auf der Grundlage elektrochemischer Me-
thoden sind einfach, schnell und hoch empfindlich sowie zum
Einsatz in triilben Medien und zur Miniaturisierung geeig-
net."*>141 Solche elektrochemische Sensoren wurden fiir den
Nachweis von Bakterien, Viren und Toxinen vorgeschla-
gen.'¥! Die Elektrodenoberflichen konnen mit verschie-
denartigen Materialien beschichtet werden, z.B. mit Poly-
meren, Sol-Gel-Materialien, Ionophoren, Enzymen, Anti-
korpern, DNA, Bakterien oder Viren, um entsprechende
elektrochemische Sensoren zu erhalten.'>141%] Die Veran-
kerung eines zielspezifischen Phagen als Sonde auf der Ar-
beitselektrode eines elektrochemischen Sensors kann zum
spezifischen Nachweis von Analyten genutzt werden (Tabel-
le 4).
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3.2.4.1. Amperometrische Sensoren

Phagen selbst sind nicht elektrochemisch aktiv. Lysieren-
de Phagen sind aber in der Lage, die Freisetzung von Enzy-
men als Zellmarkern aus ihren bakteriellen Zielzellen aus-
zulosen; solche Enzyme konnen daraufhin bestimmte Sub-
strate in elektrochemisch aktive Spezies umwandeln. Dieser
Prozess ldsst sich zum elektrochemischen Nachweis der
Bakterien oder der lysierenden Phagen nutzen, 3132131301 g
sind die Infektion durch einen virulenten Phagen (phage A
vir) und die Aktivitit des Enzyms (3-D-gal spezifisch fiir den
Bakterienstamm E. coli (K-12, MG1655).%% Der lysierende
Phage erkennt, infiziert und lysiert Bakterien dieses Stamms,
die daraufhin -p-gal freisetzen. Dieses Enzym wandelte das
elektrochemisch inaktive Substrat p-Aminophenyl-f3-D-galac-
topyranosid (PAPG) in p-Aminophenol (PAP) um, das
elektrochemisch oxidiert werden konnte. Der bei diesem
Prozess auftretende Strom diente zum amperometrischen
Nachweis des spezifischen Bakterienstamms anhand der 3-b-
gal-Aktivitit. Bei 6 bis 8 h Analysedauer lag die Nachweis-
grenze bei lediglich 1 CFU pro 100 mL.[*!

Ein é&hnliches Konzept kann eingesetzt werden, um
Phagen nachzuweisen.['*>1% Ein Beispiel hierfiir ist der MS2-
Phage, der auf Pockenviren stimulierend wirkt. Weil solche
Viren eine potenzielle Bedrohung darstellen, ist der Nachweis
dieses Phagen von grofSter Bedeutung. In einem elektroche-
mischen Immunassay unter Verwendung von paramagneti-
schen Kiigelchen wird der MS2-Phage amperometrisch
nachgewiesen (Abbildung 8).*?! Ein biotinyliertes Kanin-
chen-Anti-MS2-IgG wurde zuerst an ein Mikropartikel mit
Streptavidin-Uberzug gebunden und immobilisierte dann
seinerseits den Phagen. Anschlieend wurde ein Konjugat aus
Kaninchen-Anti-MS2-IgG und f3-gal an der anderen Seite des

10 nm

MS2-Phage
B-Galac-

tosidase

MS2 .I‘gG MS2 IgG

th

Abbildung 8. Immunassay fiir den Bakteriophagen MS2. Biotinyliertes
Kaninchen-Anti-MS2-1gG (biotin-1° Ab) wird an die Streptavidin-be-
schichteten Mikrokiigelchen gebunden. Der Bakteriophage MS2 bindet
zugleich an biotin-1° Ab und an ein Konjugat aus dem Kaninchen-Anti-
MS2-1gG und B-Galactosidase. Dieses Enzym wandelt p-Aminophenyl-
[-p-galactopyranosid (PAPG) in p-Aminophenol (PAP) um. Die elektro-
chemische Zweielektronenoxidation von PAP bei einem Potenzial von
+290 mV gegen Ag/AgCl fuihrt zu p-Chinonimin (PQI), das bei

—300 mV wieder zu PAP reduziert werden kann."*?
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C. B. Mao et al.
Tabelle 4: Elektrochemische Biosensoren auf Phagenbasis (0.A.: ohne Angabe).
Sonde Analyt Nachweisverfahren Nachweisgrenze Lit.
Freisetzung von P-gal als Zellmarker E. coli K-12, Freisetzung von Marker- 1 CFU/100 mL [130]

durch lysierende Phagen E. coli MG1655

M13-Phagen mit einem Gen fiir E. coli TG-1

alkalische Phosphatase

Anti-MS2-1gG auf paramagnetischen Kiigelchen Bakteriophage
MS2

Mit Anti-MS2/OVA-IgG funktionalisierte MS2-Phage,

paramagnetische Mikrokiigelchen Ovalbumin

Antikérper auf Phagen Lactose,

L. monocytogenes,
MtKatG-Enzym

hPRL-3, MDAMB231-
Brustkrebszellen

Zielspezifische Peptide auf Phagen

Elektrodenverankerte M13-Phagen PSMAP!

Anti-M13-
Antikérper

Elektrodenverankerte M13-Phagen

Anti-M13-
Antikérper

Elektrodenverankerte M13-Phagen

ha1-Sdure-
glykoprotein,
Ricin,
M13-Phage,
Fluorescein,
Bacillus globigii

Antikérper auf Phagen

Sonden-DNA Phagen

Bacillus cereus,
Mycobacterium
smegmatis

o- oder B-Glucosidase auf Phagen

enzymen; Amperometrie

Amperometrie

1 CFUmL™'

[131]

elektrochemisches Immun- 1.5x10'® MS2-PhagenpartikelmL™  [132]

assay mit paramagne-

tischen Kiigelchen

Amperometrie 1.6x10"" MS2-PhagenpartikelmL™"; [133]
470 (ng Ovalbumin) mL™

Amperometrie o.A. [134]

Potentiometrie, 0.04 nm hPRL-3, [135]

LAPS 10° MDAMB231-ZellenmL™"

EIS 120 nm [136]

EIS 20 nm [137]

EIS, QCM 7nm [138]

Redoxenzymverstarkte Attomolare Konzentrationen [139]

elektrochemische

Detektion

Elektronische DNA-Chips, 10’ Phagen [140]

Sandwich-Hybridisierung mit

enzymmarkierten
Sonden auf Kiigelchen

Amperometrie mit bedruckten 10 lebende ZellenmL™'

Einwegelektroden

[147]

[a] PSMA = prostataspezifisches Membranantigen.

Phagen befestigt. -gal wandelt PAPG in p-Aminophenol
(PAP) um, das elektrochemisch zu p-Chinonimin (PQI) oxi-
diert werden kann. Der Stromfluss bei dieser Reaktion lésst
sich durch Amperometrie mit einer rotierenden Scheiben-
elektrode (RDE) oder mithilfe einer verzahnten Mikroelek-
trodenanordnung messen; er ist direkt proportional zur
Konzentration des Antigens in der Probe. Die Nachweis-
grenze dieser elektrochemischen Methode kann 3.2 x 10'°
Virenpartikel pro mL erreichen (RDE-Amperometrie bei
einem Potential von +290mV gegen Ag/AgCl und
3000 Umdrehungen pro Minute).'? Fiir ein Immunassay mit
amperometrischem Nachweis von MS2-Phagen und Ovalbu-
min (OVA) wurde ein vollautomatisches Fluss-System ent-
worfen.!™")

Uber diesen Einsatz lysierender Phagen in amperome-
trischen Sensoren hinaus kann auch ein Reporter-Phagemid-
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System zum spezifischen amperometrischen Nachweis von
Bakterien eingesetzt werden.™ Der Helferphage M13KO7
und das kéufliche Plasmid pFLAG-ATS-BAP wurden dabei
zu einem Phagemid kombiniert. Das System enthielt weiter-
hin ein Gen fiir alkalische Phosphatase (ALP) als Reporter-
gen.™ ALP reagiert mit p-Aminophenylphosphat, dem
Substrat der enzymatischen Reaktion, im Periplasma von
Bakterienzellen.®! PAP, das Produkt der enzymatischen
Reaktion, kann die Zellen verlassen und an der Arbeits-
elektrode bei einem Potenzial von 220 mV gegen Ag/AgCl
oxidiert werden. Auch in diesem Fall dient der erzeugte Strom
zum Nachweis der Bakterien. Die ALP-Aktivitdt kann mit-
hilfe einer elektrochemischen Zelle zum spezifischen ampe-
rometrischen Nachweis von Bakterien in Gegenwart eines
Phagen ermittelt werden. Der amperometrische Sensor mit
einem Phagemid detektierte bereits 1 CFUmL™ E. coli TG1
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in weniger als 3 h. Indem man sich die ALP-Aktivitit zunutze
machte, konnte die Empfindlichkeit des Sensors um das 10-
fache gegeniiber amperometrischen Nachweismethoden mit
lysierenden Phagen verbessert werden. Es ist moglich, solche
amperometrischen Sensoren zum schnellen Nachweis belie-
biger Bakterienstimme zu entwickeln, indem man geeignete
Phagen und Reportergene verwendet.['!

3.2.4.2. Lichtadressierbare potentiometrische Sensoren

Lichtadressierbare potentiometrische Sensoren (LAPSSs)
sind Chemo- oder Biosensoren mit einer Elektrolyt-Isolator-
Halbleiter-Konfiguration.'>!! Bei LAPS werden viele Mess-
Stellen in die Sensoroberfldache integriert, die einzeln mit
einem Lichtstrahl angefahren werden konnen. Ein Sensor mit
unterschiedlich modifizierten Mess-Stellen kann mehrere
Analyte nachweisen. LAPS kann genutzt werden, um das
extrazellulire Aktionspotenzial einzelner lebender Zellen
unter Reizeinwirkung nachzuverfolgen. Weil Phagen unter
den Messbedingungen stabil sind und weniger kosten als
Antikorper, konnen zielspezifische Phagen als Sonden zur
Modifizierung von Mess-Stellen in LAPS eingesetzt werden.
In solchen LAPS sind spezifische Phagen kovalent an der
Oberfliache eines beleuchtbaren Si;N,-Chips verankert. Ein
LAPS auf Phagenbasis konnte zwei Analyte in unterschied-
lichen Konzentrationen erkennen: hPRL-3 (,,human phos-
phatase of regenerating liver-3) in Konzentrationen von
0.04-400 nm und MDAMB231-Brustkrebs-Zellen in Kon-
zentrationen von 0-10° Zellen pro mL."**! Die Zellen ergaben
maximale potentiometrische Signale um 10 bzw. 60 uV bei
der Bindung an spezifische Phagen auf der Oberfliche des
Sensorchips. Derartige LAPSs mit Phagen sind besser fiir den
Nachweis von Krebszellen geeignet als Tests auf Krebsmar-
ker;™* sie konnten zur Fritherkennung angewendet werden,
um eine effizientere klinische Behandlung zu ermoglichen.

3.2.4.3. Elektrochemische Impedanzspektroskopie

Die elektrochemische Impedanzspektroskopie (EIS),
eine Untersuchungsmethode fiir Elektrodengrenzflichen, ')
wurde zur Entwicklung von Biosensoren mit Phagen kombi-
niert (Abbildung 9).13138132153] Eine Schicht von M13-
Phagen wurde dabei zunidchst unter Bildung einer kovalent
gebundenen Virusschicht (covalent virus layer, CVL) auf der
Oberfliche einer Goldelektrode verankert.*? Dann wurde
die Impedanz dieser CVL-beschichteten Elektrode in Kon-
takt mit verschiedenen Konzentrationen von Anti-M13-
Phage-Antikorpern (p-Ab) in einer Pufferlosung bei Fre-
quenzen zwischen 0.1 und 1 MHz gemessen, um die elektro-
chemische Antwort der CVL auf p-Ab zu ermitteln. Die
Anderung der ohmschen Impedanz (AZ,,, bezogen auf die
Impedanz der urspriinglichen CVL-beschichteten Elektrode)
war bei hohen Frequenzen (zwischen 4 und 140 kHz) direkt
proportional zur p-Ab-Konzentration in Losung (Abbil-
dung 10)."%”) Wurde der nichtbindende Anti-FLAG-M2-An-
tikorper (n-Ab) als Analyt verwendet, so war AZ,, praktisch
unabhingig von der Antikoérper-Konzentration. Folglich
bietet sich die EIS in Kombination mit Phagen als ein selek-
tives und hoch empfindliches Nachweisverfahren fiir p-Ab an
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Abbildung 9. Eine Viruselektrode: Auf einer Au-Scheibenelektrode mit
3 mm Durchmesser sind modifizierte M13-Phagenpartikel kovalent ge-
bunden (Schritte 1-3 in Bildteil (e)). Der Zustand der Elektrode lasst
sich anhand ihrer ohmschen Impedanz Z, bei hohen Frequenzen (2—
500 kHz) gegen eine groffliachige Platinelektrode in derselben Pufferls-
sung bestimmen. Vor der Anlagerung der Phagenpartikel (a) ist Z,
des Systems bei allen Frequenzen recht gering. b) Eine Virenschicht
wurde gemif der Schritte 1-3 in (e) kovalent an die Goldoberfliche
gebunden. Die dadurch erhaltene dichte Phagenschicht isoliert die
Goldoberflache elektrisch von der Pufferlésung. c) Bei Behandlung
dieser Viruselektrode mit einem ,negativen Antikérper (n-Ab, blau)
dndert sich weder der Imaginirteil Z,, der Impedanz noch Zg,. d) Kon-
takt mit einem ,,positiven Antikérper (p-Ab, rot), der durch die
Phagen selektiv erkannt und gebunden wird, fihrt zu einem deutlichen
Anstieg von Z, bei hohen Frequenzen, jedoch nur zu geringen Ande-
rungen von Z, bei allen Frequenzen. e) Die Arbeitsschritte bei der
Herstellung der Viruselektrode: 1) Auf eine elektrochemisch aktivierte
Goldelektrode wird iiber Thiol-Gold-Bindungen eine selbstorganisierte
Monoschicht (SAM) von Liponsaure-N-hydroxysuccinimid (NHS)-Ester
aufgebracht. 2) M13-Phagen werden kovalent an die selbstorganisierte
Monoschicht gekniipft, indem Amidbindungen zwischen freien Amino-
gruppen auf der Oberfliche der Phagen und den aktivierten Carboxy-
gruppen aufgebaut werden. 3) Mit BSA werden Liicken in der Mono-
schicht geschlossen und nicht umgesetzte NHS-Ester entfernt.

4) Fertig ist die Viruselektrode, bereit fiir den Einsatz in der Analy-
se![136]
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Abbildung 10. Anderung der ohmschen Impedanz AZ;, mit der Kon-
zentration eines Anti-Phage-Antikérpers (p-Ab) und eines nichtbinden-
den Antikérpers (n-Ab) .3
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(Abbildung 10). Die Methode liefert auerordentlich repro-
duzierbare Ergebnisse.'” Wird beim ,Biopanning“ das
prostataspezifische Membranantigen (PSMA) als Analyt fiir
M13-Phagen eingesetzt, so kann man einen Phagen identifi-
zieren, der PSMA spezifisch bindet. Ein EIS-Biosensor mit
einer CVL aus solchen Phagen eignet sich fiir den selektiven
PSMA-Nachweis.**! Weil zielspezifische Proteine durch
Phagendisplays identifiziert und mithilfe von gentechnischen
Methoden auf der Oberflichen von Phagen présentiert
werden konnen, sollten Phagen fiir EIS-Biosensoren mit ho-
herer Affinitdt und Spezifitdt fiir so gut wie jeden Analyt
herstellbar sein.['*"

3.3. Phagen in Feuchtigkeitssensoren: Anwendungen fiir Virus-
Nanomaterial-Komposite

Die lokalisierte SPR an Goldnanopartikeln (AuNPs)
kann zur Entwicklung von optischen Sensoren genutzt
werden.™ Der Aufbau von Nanopartikelstrukturen an
Viren??#l und die schichtweise Abscheidung (layer-by-
layer assembly, LBL)*****) wurden schon zuvor unabhiingig
voneinander eingesetzt, um Bionanoarchitekturen zu erhal-
ten. Vor kurzem kombinierten wir beide Ansétze zur Ferti-
gung von Nanokompositfilmen aus anionischen AuNPs und
kationischen M13-Viren, die gentechnisch so verdndert
worden waren, dass sie das positiv geladene Peptid tetraArg
an der Seitenwand prisentierten.'®! Zuerst wurde ein Quarz-
Objekttrager mit zwei Doppelschichten des Kaliumsalzes von
Poly(vinylsulfat) (PVS) als anionischer und Poly(diallyldi-
methylammoniumchlorid) (PDDA) als kationischer Kompo-
nente beschichtet. Der LBL-Aufbau der Kompositstrukturen
gelang anschlieBend durch abwechselndes Eintauchen des
Objekttrigers in Losungen der anionischen AuNPs und der
kationischen, tetraArg-modifizierten M13-Phagen fiir jeweils
30 min. Die SPR-Spektren des so erhaltenen Nanokomposits
anderten sich interessanterweise bei wechselnder Luftfeuch-
tigkeit.!*"!

Der Gang der SPR-Spektren dieser (PVS/
PDDA),(AuNPs/M13),-Nanokompositfilme mit der relativen
Luftfeuchtigkeit (RH) bei 25°C ist in Abbildung 11 darge-
stellt. Eine abnehmende Feuchtigkeit resultierte in einer
Rotverschiebung von 4., des SPR-Spektrums. Diese Ver-
schiebung hing zwischen 19 und 86 % RH néherungsweise
linear von der Feuchtigkeit ab. Wurde der Sensor erst
feuchter Luft mit 98% RH und dann Luft mit 70% RH
ausgesetzt, so pendelte sich die Absorbanz des Sensors
binnen 20 s auf einen recht stabilen Wert ein (Abbildung 12),
und nach 15 min konnten wir keinerlei Anderungen in den
SPR-Spektren mehr feststellen. Wir fanden weiterhin, dass
der RH-Sensor reversibel war.'®! Dieser Film aus gentech-
nisch modifizierten M13-Phagen und AuNPs mit seinen au-
Bergewohnlichen, feuchtigkeitsabhéngigen SPR-Spektren
ermoglicht es also, einen spektrophotometrischen Feuchtig-
keitssensor auf Phagenbasis zu entwickeln.*”

Die Feuchtigkeitsabhéngigkeit der SPR-Spektren dieser
Phagen-AuNP-Nanokompositfilme ldsst sich erkldren, wenn
man zwei bekannte Phinomene in Betracht zieht: 1) Die
SPR-Spektren der AuNPs sind abhéngig vom Partikelab-
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Abbildung 11. SPR-Spektren eines mit (PVS/PDDA),(AuNPs/M13), be-
schichteten Quarz-Objekttragers als Funktion der relativen Luftfeuch-
tigkeit.'s"
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Abbildung 12. Antwortzeit des Feuchtigkeitssensors aus dem (PVS/
PDDA),(AuNPs/arg-M13),-Film auf einem Quarz-Objekttrager. a) SPR-
Spektren des Films in Luft mit 98% RH und zu verschiedenen Zeit-
punkten nach dem Ubergang in Luft mit 709 RH. b) VergréRerter Be-
reich um die Absorbanzpeaks in (a). Die Werte auf dem Pfeil geben
den Zeitpunkt der Spektrenaufnahme nach dem Wechsel von 98 zu
709 RH wieder."®

stand, und 2) die Phagenkorper flachen mit abnehmender
Feuchtigkeit ab. Bei der LBL-Abscheidung ordnen sich die
AuNPs aufgrund von elektrostatischen Wechselwirkungen
entlang der Phagen an. Beim Trocknen des Phagen-AuNP-
Nanokompositfilms an der Luft sinkt der Wassergehalt im
Film, und die von AuNPs eingehiillten zylinderféormigen M13-
Phagen flachen ab. Dadurch verringerten sich der Abstand
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der AuNPs sowohl in vertikaler (fiir AuNPs ober- und un-
terhalb eines Zylinders, der auf dem Film liegt) als auch in
horizontaler Richtung (fiir AuNPs, die an zwei benachbarte
Zylinder gebunden sind; Abbildung 13). Diese Anndherung

.?. .|?. l. . an der Luft
0' o0 'Y %
O}O‘O O:ol' J{.
| .ﬂol o "_0 --._ ..
THER \°-"°._°. -':-'.'."

. .T. /
" ) o ®
AuNPs  MI13-Virus /@

Abbildung 13. Unterschiedliches Verhalten des arg-M13/AuNPs-Nano-
komposits in Wasser und an der Luft (nicht skaliert). Das stabférmige
Virus ist an der Luft teilweise abgeflacht, sodass sich sein Querschnitt
von einem Kreis zu einem Oval verindert. Die Seitenwand jedes Virus
besteht aus etwa 2700 Kopien des Proteins pVIIl, deren Konformation
sich beim Abflachen des Virus ebenfalls dndern wird.

der AuNPs verursacht die Rotverschiebung der Absorbanz-
maxima in den SPR-Spektren des Films. Umgekehrt erhoht
sich der Abstand der AuNPs bei zunehmender Feuchtigkeit
wieder, und es kommt zu einer Blauverschiebung in den SPR-
Spektren. Der Phagen-AuNP-Nanokompositfilm reagierte
empfindlicher auf den Wassergehalt als Komposite aus einem
amphiphilen Triblockcopolymer und Goldnanostéibchen.!*!

4. Andere Viren fiir Sensoranwendungen

Wie Phagen wurden auch andere Viren, darunter das
Tabakmosaikvirus (TMV),*) CCMV (cowpea chlorotic
mottle virus),' RCNMV (red clover necrotic mosaic
virus)!'®! und das Augenbohnenmosaikvirus (CPMV),'*¥ als
Template zur Synthese von Nanomaterialien angewendet.
Anorganische Materialien konnen dabei entweder auf der
Hiille oder im Inneren von stabférmigen Viren wie TMV
abgelagert werden. So wurden 3 nm breite und bis zu 150 nm
lange Kupfernanodrihte durch stromlose Abscheidung im
kanalformigen Innenraum von TMV-Partikeln erhalten.
Auch auf oder in ikosaedrischen Viren wie CCMV konnen
Nanomaterialien aufgebaut werden. Beispielsweise wurden
im Inneren von CCMYV gezielt anorganische Mineralien und
ein organisches Polymer eingelagert, was zur Bildung von
Hybridmaterialien fiihrte.!'*?

Berichte iiber Anwendungen solcher Viren in Sensoren
sind hingegen sehr selten. Mit Palladiumnanopartikeln be-
schichtete TMV-Viren wurden als Sensormaterial in Wasser-
stoffsensoren auf der Grundlage akustischer Oberfldchen-
wellen (surface acoustic wave, SAW) vorgeschlagen, die mit
Zweitor-SAW-Resonatoren bei 315 MHz arbeiten."! Die
Adsorption und Desorption von Wasserstoff an der Palla-
dium-TMV-Sensorschicht hatten Veridnderungen der Wel-
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lengeschwindigkeit und der Resonanzfrequenz der Oberfla-
chenwellen zur Folge, die direkt mit der Wasserstoffkonzen-
tration zusammenhingen. Niedrige Wasserstoffkonzentratio-
nen (0.2-2.5 %) lieBen sich bei einer Antwortzeit von nur 30 s
nachweisen. In diesem Gassensor fungieren die TMVs als
Gertist, das die Palladiumnanopartikel tragt.

Eine Modifizierung dieser Viren liefert neue Hybrid-
materialien, die fiir zukiinftige Studien in Sensoren geeignet
sein konnen. Fiir den Nachweis biologischer Analyte und fiir
Bildgebungsanwendungen konnen funktionelle Molekiile mit
den Viren konjugiert werden. Die Carboxygruppen an der
Oberfldche von CPMV-Partikeln lassen sich beispielsweise
mit ansprechbaren Gruppen modifizieren."® So kann der
Fluoreszenzfarbstoff ~N-Cyclohexyl-N'-[4-(dimethylamino)-
naphthyl]carbodiimid angehidngt werden, oder es konnen
ungefihr 180 redoxaktive Methyl(aminopropyl)viologen-
Gruppen an die Oberflache eines Viruspartikels gekniipft
werden. Solche Konstrukte konnen zur Entwicklung neuar-
tiger Elektroneniibertriager in der Redoxkatalyse, in Biosen-
soren und in der Nanoelektronik von Nutzen sein.'*! Au-
Berdem konnten Fluoreszenzfarbstoffe an die Untereinheiten
von CPMYV angebracht werden; dies fiihrte zu Viruspartikeln,
die Fluoreszenzfarbstoff-Molekiile in hoher Dichte auf ihrer
Oberfliche prisentieren."™ SolchermaBen modifizierte
Viren eignen sich fiir die Bildgebung tiefliegender Gewebe in
lebenden Organismen. Die fluoreszenzmarkierten CPMVs
zeigen kein erkennbares Loschen, sodass sie als sehr helle
Partikel eine hochauflosende Bildgebung des Gefaf3endothels
iiber Zeitrdume von 72 h oder mehr erméglichen konnten. Sie
haben sich bereits bei der Abbildung der Blutgefdf3e und des
Blutflusses in lebenden Miusen und Hiithnerembryos bei
Eindringtiefen bis 500 um bewihrt.['4

Vor kurzem wurden auf der Hiille von stabformigen
TMVs leitfihige Polymere wie Polyanilin aufgewachsen.!'*”
Auf diesem Weg gelang es, Polyanilin-Nanodréhte einheitli-
cher GroBe herzustellen. Zwar wurden solche Virus-Polymer-
Komposite noch nicht in Biosensoren gepriift, doch weil
leitfahige Polymere als Materialien fiir (Bio)Sensoren gut
etabliert sind,!'®""" sollten auch sie fiir den Einsatz in neu-
artigen Sensoren geeignet sein. Es ist iiberdies vorstellbar,
auch andere funktionelle molekulare oder Nanomaterialien
mit Viren zu verkniipfen und dann mit modernen analyti-
schen Methoden in leistungsfidhigen Sensoren zu kombinie-
ren.

Nanopartikel (NPs), Quantenpunkte (QDs), Nanodrihte
und Nanorohren bieten sich wegen ihrer auSergewohnlichen
physikalischen und chemischen Eigenschaften!'""'™! als
aktive Komponenten oder Sensormaterialien in empfindli-
chen Sensoren an.'**'7%'1 AuNPs konnen selektiv an die
Enden von TMV gebunden werden, wodurch Gold-Virus-
Gold-Hanteln entstehen.”! Die selektive Anlagerung von
AuNPs an die Viren deutet auf Anwendungsmoglichkeiten
solcher Komposite in Sensoren hin. Dafiir spricht auch die
Entwicklung kolorimetrischer Biosensoren durch die An-
ordnung von Nanopartikeln mithilfe von Nucleinsdureenzy-
men.!"

Die Erforschung der physikalischen und chemischen Ei-
genschaften von Virus-Nanomaterial-Kompositen kann den
Weg zu neuartigen Sensoren bereiten. Dieses noch uner-
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forschte Gebiet kann von den erfolgreichen Arbeiten zu
Sensoren auf Phagenbasis profitieren, denn &hnlich wie
Phagen lassen sich auch andere Viren gentechnisch in einer
Weise modifizieren, dass sie ein bestimmtes Peptid oder
Protein auf ihrer Oberflidche préasentieren und Komposite mit
anderen Nanomaterialien bilden konnen. Weiterhin kénnen
anorganische Nanomaterialien dem Komposit physikalische
oder chemische Eigenschaften verleihen, die nach der Bin-
dung eines Analyts in einem messbaren Signal resultieren.
Medintz et al. haben Methoden beschrieben, um lumineszie-
rende QDs iiber eine Biotin-Avidin-Verkniipfung an CPMV
zu kuppeln:"” An die Lysinreste auf der Oberfliche der
CPMVs wurden Biotingruppen angebracht, und die so er-
haltenen Konjugate wurden anschlieBend iiber Neutravidin-
Biotin-Wechselwirkungen auf einem Substrat verankert. Die
freien Biotingruppen an der Oberfliche der verankerten
CPMV konnten daraufhin QDs anlagern, die einerseits
Avidin und andererseits ein zweites Protein, z. B. das Maltose
bindende Protein, trugen.'” Solche Virus-QD-Konjugate
konnten beim Maltose-Nachweis zur Anwendung kommen.

Kiirzlich wurden auch behiillte Viren bei der Entwicklung
neuartiger Nanomaterialien fiir Biosensoren genutzt.'8"-184
So kann ein lipidumhiilltes Rubella-Virus (RV) an die
Oberfldche seiner Wirtzellen binden und nach der Endozy-
tose mit der Endosomenmembran fusionieren. Das RV-
Membranprotein E1, das einen Komplex mit E2, einem wei-
teren duBBeren Membranprotein von RV, bildet, vermittelt die
Bindung und den Fusionsprozess. Die Fusionsfahigkeit des
E1-Proteins wird durch einen niedrigen pH-Wert aktiviert.
RV ohne Virusgenom, so genannte Rubella-dhnliche Partikel
(rubella-like particles, RLPs), konnen verwendet werden, um
LBL-Kolloide zu funktionalisieren.'® Dabei wird ein Kol-
loidkern zunéchst durch einen LBL-Prozess mit mehreren
Polyelektrolytschichten umhiillt, und dann wird auf diese
Polyelektrolytschicht eine Lipiddoppelschicht aufgesetzt. Die
resultierenden Teilchen werden bei niedrigem pH-Wert mit
RLPs umgesetzt, die mit den Lipiddoppelschichten fusionie-
ren. Die RLPs werden erst elektrostatisch an die Lipiddop-
pelschicht angelagert und dann mit dieser fusioniert, wobei
die RV-Hiillproteine E1 und E2 zuginglich an der Oberfldache
verbleiben. Nach Entfernen des Kolloidkerns entsteht eine
Kapsel, die die Virusproteine auf der Oberfldche prisentiert.
Diese Strategie ldsst sich anwenden, um virusbeschichtete
LBL-Kolloide fiir den quantitativen Nachweis mehrerer vi-
russpezifischer Antikoérper in Suspension zu erhalten.!'*
Echte Viren (Chiméren oder Wildtyp) wie Baculoviren sowie
Influenza-A-Viren wurden an farbkodierten, mit einer Li-
piddoppelschicht iiberzogenen Kiigelchen angebracht, um
virusspezifische Antikorper in einer flusszytometrischen
Analyse einzufangen und zu quantifizieren. Eine Immun-
fluoreszenz zeigte die spezifische Bindung zwischen den auf
der Kiigelchenoberfldche présentierten Viren und den ge-
wiinschten Antikorpern an. Mithilfe dieser Technik war es
moglich, Primérantikorper in bis zu 10°-facher Verdiinnung
nachzuweisen. Die Methode konnte mit ELISA bei der
schnellen Analyse virusspezifischer Antikorper konkurrie-
ren,'® beispielsweise beim Nachweis schwerwiegender vira-
ler Infektionen in Menschen.
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5. Perspektiven fiir den Einsatz von Viren
in Sensoren

Sensoren auf Virusbasis wurden in den vergangenen
Jahren intensiv erforscht und haben durch die allgemeinen
Fortschritte der Nanotechnologie noch an Reiz gewonnen.
Die noch immer hiufigste Anwendung ist die Phagen-ba-
sierte Sensorik, vor allem weil selektive Chemo- und Bio-
sensoren mithilfe von Phagendisplays und durch gentechni-
sche Modifizierung der Phagen mit einem zielspezifischen
Motiv erhiltlich sind. Zunehmend héaufiger wird auch die
Anwendung von Viren als Template fiir Nanomaterialien und
in Biosensoren. Wenn es darum geht, Chemo- und Biosen-
soren mit verbesserter Empfindlichkeit und Selektivitét fiir
Echtzeitmessungen zu entwickeln, verdienen unserer Mei-
nung nach die folgenden drei Gebiete starkere Beachtung:
1) die Kombination von Viren mit neuen analytischen Me-
thoden und der Einbau in Mikro- und Nanofunktionseinhei-
ten, 2) die Entwicklung und die Anwendung virusihnlicher
Nanomaterialien (VLNs) und 3) der Einsatz selbstorgani-
sierter supramolekularer Strukturen aus Viren und Nano-
materialien.

5.1. Kombination von Viren mit neuen analytischen Methoden
und ihr Einbau in Mikro- und Nanofunktionseinheiten

Viren als solche konnen keine vollstindigen Sensoren
darstellen, aber sie eignen sich als Schliisselkomponenten wie
Sonden. Dank aufstrebender Techniken wie On-chip- und
Mikrofluidik-Verfahren sowie der enormen Fortschritte in
der Mikro- und Nanofabrikation koénnen Viren nun als
Sonden in neuartige Analysesysteme integriert werden. Bei-
spielsweise wurde durch Kombination eines konventionellen
Ringresonators mit einem Mikrofluidiksystem ein optoflu-
idischer Ringresonator (OFRR) fiir den Echtzeitnachweis
von Biomolekiilen entwickelt.'® Bei der Umsetzung dieses
Konzepts wurde ein filamentoser Phage, der das Streptavidin
bindende Peptid auf der Seitenwand présentierte, chemisch
an der Innenwand der mikrofluidischen Kapillare verankert.
Wellenleitermoden (waveguide modes, WGMs) kreisen um
den Kanal herum, d.h. um die Resonatoroberfliche. Das
evaneszierende Feld der resonanten WGMs kann in die mi-
krofluidischen Kanile hineinreichen und mit dem Analyt (im
Beispiel Streptavidin) wechselwirken, der im Kanal spezifisch
an die Phagen gebunden ist, die ihrerseits an der Kanalwand
verankert sind. Diese Wechselwirkung zwischen dem eva-
neszierenden Feld der resonanten WGMs und dem gebun-
denen Analyt liefert ein erfassbares Signal (eine Verschie-
bung im WGM-Spektrum), sodass es moglich ist, einen
Analyt ohne radioaktive oder fluoreszierende Markierung
nachzuweisen. In OFRRs kreisen Photonen viele Male um
den Ringresonator herum, was die Wechselwirkung zwischen
der evaneszierenden Welle und dem oberflichengebundenen
Analyt (dem phagengebundenen Streptavidin) — und somit
auch die Empfindlichkeit der Methode — stark erhoht. Ein
OFRR mit Phagen hatte eine Nachweisgrenze um 100 pM fiir
Streptavidin und einen K -Wert von 25 pm.['! Weil es leicht
ist, zielspezifische Phagen mithilfe von Phagendisplays zu
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erhalten, sollte sich der Anwendungsbereich solcher OFRR-
Biosensoren auf weitere Biomolekiile ausdehnen lassen und
hoch empfindliche, kostengiinstige und selektive Systeme
liefern.

Viren konnen als Template Nanomaterialien mit ver-
schiedenen Funktionen anordnen, beispielsweise magneti-
sche und metallische Nanopartikel oder Quantenpunkte
(Abbildung 4). Die Virus-Nanomaterial-Komposite sind
vielversprechende Bausteine fiir Mikro- oder Nanofunk-
tionseinheiten. Als Vorteile dieser Komposite sind ihre defi-
nierte GroBe und Form zu nennen, die bei Anwendung syn-
thetischer Template nicht erreichbar sind. Beispielsweise
wurden kiirzlich Platinnanopartikel auf der Oberfldche von
stabformigen TMVs gebildet.'*! Diese Virus-Nanopartikel-
Nanodrdhte wurden genutzt, um Liicken zwischen zwei
Elektroden in mikroelektronischen Funktionseinheiten zu
uberbriicken. Ein Gedichtniseffekt der mit Pt-Nanopartikeln
beschichteten TMVs lief sich zur Entwicklung eines Spei-
chermediums einsetzen. Dieser Effekt resultiert aus einem
Ladungseinfang durch die Nanopartikel, die entlang des
TMV angeordnet sind, und aus einem Elektronentunneln
zwischen den Nanopartikeln.'®! Diese Arbeit zeigt, wie
Virus-Nanopartikel-Komposite in Mikro- und Nanofunk-
tionseinheiten integriert werden konnen, um Sensoren zu
erhalten, deren Funktion auf den elektronischen Eigen-
schaften des Komposits beruht. Wird iiberdies der M13-Phage
verwendet, so hat man die Moglichkeit, seine Enden mit
Proteinen zu versehen, die bestimmte Materialien spezifisch
erkennen (Abbildung 1). Solche Virus-Nanomaterial-Kon-
strukte lassen sich gezielt platzieren, z.B. zwischen zwei
Elektroden, die durch Elektronenstrahllithographie erzeugt
wurden.

5.2. Entwicklung und Anwendung virusihnlicher
Nanomaterialien

Viren wie die M13- oder T7-Phagen sind vereinfacht als
Nucleinsduren (DNA oder RNA) mit einer Proteinhiille zu
betrachten. Zwischen der Nucleinsdure im Inneren und der
Proteinhiille wirken elektrostatische Krifte, und die Hiille
besteht aus vielen Kopien der Proteine. Man konnte sagen,
dass die Viruspartikel durch Anordnung der Proteine um das
Nucleinsdure-Templat entstehen, wobei elektrostatische
Wechselwirkungen als Triebkraft wirken. Ersetzt man nun die
Nucleinsdure in einem Virus durch anorganische Nano-
kiigelchen, Nanostidbe oder Nanodrihte, deren Oberfléche in
einer Weise funktionalisiert ist, dass sie hinsichtlich der
elektrostatischen Eigenschaften die Nucleinsdure nach-
ahmen, so resultiert ein virusdhnliches Nanomaterial (VLN)
aus einem analogen, elektrostatisch getriebenen Selbstorga-
nisationsprozess. Um solche VLNs aufzubauen, benotigt man
das gereinigte virale Protein des Viruspartikels. Die Selbst-
organisation solcher viraler Proteine um Nanopartikel-
Template unter Bildung von viruséhnlichen Partikeln gelang
vor kurzem:(118191 Beispielsweise kann das Hiillprotein des
Trespenmosaikvirus (brome mosaic virus, BMV) ein funk-
tionalisiertes AuNP als Kern eines VLP umgeben (Abbil-
dung 14). Die funktionalisierten AuNPs ahmten dabei die
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Abbildung 14. a) TEM-Bilder von negativ angefirbten virusihnlichen
Partikeln aus funktionalisierten AuNPs (schwarze Kerne, 12 nm Durch-
messer) und dem BMV-Kapsidprotein. b) Vergleich der Ausbeuten bei
der Einlagerung von Gold-Citrat- und Gold-TEG-Nanopartikeln sowie
nativer RNA im Kapsid. c—e) Gemittelte TEM-Bilder von leerem BMV-
Kapsid (c), VLP mit citratbeschichteten NPs (d) und VLP mit TEG-be-
schichteten NPs (e) (jeweils konstruiert durch Uberlagerung von zehn
Einzelbildern).l'®

elektrostatischen Eigenschaften der Nucleinsdure im nativen
Virus nach und l6sten die Umbhiillung durch die Proteine
aus."8! Auf diesem Weg sind VLNs erhiltlich, die zielspezi-
fische Peptide oder Proteine auf ihrer Oberfliche tragen.!'®!
Uberdies lieBen sich funktionalisierte magnetische Nano-
kiigelchen auch dann von viralen Proteinen umschlief3en,
wenn sie groffer waren als der Hohlraum im nativen Kapsid
des BMV.["? Vor kurzem konnten Petrenko et al. nachwei-
sen, dass ein durch Phagendisplay selektiertes zielspezifisches
Hiillprotein auf einer Liposomenoberfliche présentiert
werden kann;** somit sollten entsprechende zielspezifische
Proteine auch auf der Oberfliche von Nanopartikeln pra-
sentiert werden konnen.

5.3. Selbstorganisierte supramolekulare Strukturen aus Viren und
Nanomaterialien

Es ist bekannt, dass stabformige Viren wegen ihrer ein-
heitlichen GroBe und ihrer Anisotropie dreidimensionale
lyotrope Fliissigkristalle bilden kénnen, %1% wohingegen
kugelférmige Viren wegen ihrer einheitlichen Grofe und
gleichméBigen Form zweidimensionale Ubergitter aufbau-
en.[1001%.1%] Dje Ordnung dieser zwei- oder dreidimensiona-
len Virenmuster lésst sich auf anorganische Nanomaterialien
iibertragen, indem beispielsweise Nanopartikel auf der
Oberfldche von stabformigen Viren oder im Inneren ikosa-
edrischer Viren angeordnet wurden. Auch ein Komposit aus
einem stabformigen Virus und Nanopartikeln kann einen
dreidimensionalen Fliissigkristall ergeben, der nach dem
Verdampfen des Losungsmittels einen freitragenden Film
zuriicklisst (Abbildung 5).¥! Die auf diese Weise zugingli-
chen freitragenden supramolekularen Materialien aus Viren
oder deren Kompositen mit Nanomaterialien wurden unseres
Wissens noch nicht in Sensoranwendungen erprobt. Vor
kurzem kamen selbstorganisierte Virus-Nanopartikel-Kom-
posite in einer Lithiumionen-Batterie mit verbesserter Leis-
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tungsfahigkeit zum Einsatz, was die Bedeutung dieser Mate-
rialien fiir elektrochemische Funktionseinheiten belegt.!'”

Nanopartikel, Nanodridhte und Nanorohren wurden be-
reits erfolgreich in Sensoren eingesetzt.'”*1*! Die Anwen-
dung supramolekularer Strukturen aus zielspezifischen Viren
und einem oder mehreren dieser Nanomaterialien in Chemo-
und Biosensoren sollte daher auch gepriift werden. In frei-
tragenden supramolekularen Strukturen (Filme oder Fest-
korper) aus zielspezifischen Viren und funktionellen Nano-
materialien konnen viele physikalische Phinomene auftreten,
da die Nanomaterialien individuelle und kollektive Eigen-
schaften aufweisen wie Elektronentunneln (wenn sich Halb-
leiternanopartikel in engem Kontakt befinden) oder Ober-
flaichenplasmonenresonanz (wenn Metallnanopartikel sich
nahe beieinander befinden). Ob die Spezifitdt der Viren mit
den physikalischen Eigenschaften der Nanomaterialien vor-
teilhaft vereint werden kann, wird sich zeigen, wenn die
Kompositmaterialien bei der Entwicklung spezifischer und
empfindlicher Sensoren getestet werden.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Viren sind bereits mehrfach zur Entwicklung von Chemo-
und Biosensoren genutzt worden, wobei die Verwendung von
Phagen am erfolgreichsten war. Nichtlysierende Phagen wie
der M13-Phage konnen mithilfe etablierter Phagendisplay-
Techniken so veridndert werden, dass sie zielspezifische Pep-
tide oder Proteine (fiir beliebige Analyte) présentieren. Ly-
sierende Phagen konnen Bakterien spezifisch abtoten und
dadurch Zellmarker freisetzen, anhand derer die Bakterien
dann nachgewiesen werden. Im Zusammenhang mit Sensoren
konnen Phagen in viererlei Weise eingesetzt werden: Erstens
konnen zielspezifische Peptide oder Proteine in einer Peptid-/
Protein-Bibliothek im Phagendisplayformat entdeckt und als
Sonde eingesetzt werden. Zweitens kann auch der Phage, der
die zielspezifischen Peptide oder Proteine prisentiert, direkt
als Sonde dienen. Drittens konnen lysierende Phagen Bak-
terien spezifisch abtoten und dadurch Zellmarker fiir den
Nachweis der Bakterien freisetzen. Viertens konnen Phagen
als Geriistmaterial wirken, das funktionelle Molekiile oder
andere Nanomaterialien fiir die Anwendung in Sensoren
anordnet. Um einen funktionsfihigen Sensor zu erhalten,
miissen Phagen, mithilfe von Phagendisplays selektierte
Proteine oder Phagen-Nanomaterial-Komposite mit Analy-
sesystemen gekoppelt werden, die ein Ausgabesignal erzeu-
gen konnen.

Sensoren mit anderen Viren als Phagen wurden bisher
kaum erforscht, doch es erscheint moglich, dass weitere Bei-
spiele folgen werden, sobald es gelingt, solche Viren auf
chemischem Weg mit funktionellen Molekiilen zu konjugie-
ren oder mit anorganischen Nanomaterialien zu kombinieren,
die iiber besondere physikalische (optische, elektronische
oder magnetische) Eigenschaften verfiigen. Solche Kompo-
site, denen ihre Spezifitdt durch ein zielspezifisches Protein
auf dem Kapsid vermittelt wird, konnten dann als Sensor-
oder Signalwandler-Material dienen.

Weitere Perspektiven bieten die Kombination von Viren
mit neuen Analysesystemen und der Einbau in Mikro- oder
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Nanofunktionseinheiten, die Entwicklung virusdhnlicher
Nanomaterialien und die Anwendung freitragender supra-
molekularer Strukturen aus zielspezifischen Viren und funk-
tionellen Nanomaterialien. Auf der Suche nach neuen Ideen
fiir Sensormaterialien und -prinzipien konnte man sich auch
biologische Prozesse zum Vorbild nehmen, etwa die Bindung
und Fusion behiillter Viren an der Zellmembran. Biosensoren
mit einer solchen biomimetischen Strategie konnen die ziel-
spezifischen Erkennungsprozesse echter Viren und die funk-
tionellen Eigenschaften von Nanomaterialien vereinen. Sen-
soren auf Virusbasis werden zu neuen Strategien fiir einen
schnellen, selektiven und empfindlichen Nachweis von Che-
mikalien, Explosivstoffen, Proteinen, Bakterien, Sporen,
Viren und Toxinen in der chemischen Analytik, der Nah-
rungsmittelindustrie, der medizinischen Diagnostik, der
Umweltiiberwachung und bei der Bekdmpfung des Bioter-
rorismus fiithren.
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