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Logisches Mehrschrittgatter auf Basis eines Aptamersensors mit

verstiarktem Sensorsignal™*

Lingyan Feng, Zhaozi Lyu, Andreas Offenhdusser und Dirk Mayer*

Abstract: Konventionelle Elektronik kann mehrere Logik-
operationen hintereinander ausfiihren; fiir bioelektronische
Logikgatter wurde diese Fihigkeit bisher jedoch selten nach-
gewiesen. Zudem ist die Fragestellung, wie man die technolo-
gische Liicke zwischen biochemischen Prozessen und Silici-
um-basierten elektrischen Schaltungen schliefit, eine Schliis-
selproblematik der Bioelektronik. Hier untersuchen wir ein
neuartiges, Aptamer-basiertes Mehrschrittgatter, zusammen-
gesetzt aus INHIBIT- und AND-Gattern, das eine Netto-
XOR-Analyse ausfiihrt und ein elektrochemisches Ausgabe-
signal erzeugt. Durch die Bindung des Zielmolekiils an ein
Aptamer wird ein Ladungstransfer zwischen Elektrode und
Redoxsonden in der Losungsphase ermoglicht, der das Sen-
sorsignal verstirkt und eine direkte und zuverlissige Diagnose
erlaubt. Wir zeigen eine neue Moglichkeit auf, bioelektronische
logische Mehrschrittgatter zu entwerfen, mit dem Ziel, eine
komplexe Diagnose basierend auf mehreren Eingangssignalen
in eine Ja- oder Nein-Entscheidung zu vereinfachen.

Eine grof3e Auswahl an DNA-basierten Schaltkreisen wurde
wiahrend des letzten Jahrzehnts realisiert, mit dem Ziel, die
spezifischen Eigenschaften von Molekiilen fiir elektrische
Bauelemente zu nutzen.! Verschiedene boolesche Logik-
operationen konnten ausgefithrt werden. Diese waren primir
auf die logischen Basisfunktionen wie AND, OR und XOR
fokussiert, mit Anwendungen in der Biologie, der Biosenso-
rik, dem Bioimaging und der Therapie von Krankheiten.”
Fiir integrierte elektronische Schaltungen kann eine logische
Mehrschrittoperation einfach durch die elektrische Ver-
kniipfung von mehreren Logikgattern realisiert werden. Die
Kombination von biologischen Logikgattern zu Mehrschritt-
schaltungen ist in der Regel nicht einfach ausfithrbar und
wurde erst selten demonstriert. Zwar konnten enzymatische
Netzwerke mit hierarchischem Schaltungsdesign® sowie
DNA-basierte boolesche Gatter mit Dreischrittschaltung
realisiert werden,' jedoch basiert die Ausgabe diese Logik-
gatter in der Regel auf fluoreszierenden oder kolorimetri-
schen Signalen. Das weitere Kombinieren von optischen Si-
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gnalen bei der Herstellung von Mehrschrittgattern erweist
sich als umstindlich und ist schwierig in elektrische Bauele-
mente zu integrieren. Um eine breite Basis an kombinierba-
ren Mehrschrittgattern zu entwerfen und die Liicke zwischen
DNA-Logik und Festkorper-basierten elektrischen Schal-
tungen zu schlieen, bedarf es einer geeigneten Plattform, die
sowohl Logikoperationen als auch eine Signalwandlung in
elektrische oder elektrochemische Signale ermoglicht. Bis-
lang wurde nur in einigen wenigen Pionierarbeiten iiber
Gatter berichtet, bei denen DNA-Bausteine auf elektroche-
misch aktive Substrate immobilisiert wurden. Diese Systeme
waren jedoch auf logische Ein- oder Zwei-Schritt-Operatio-
nen begrenzt.”!

Hier wird ein elektrochemisches Logikgatter vorgestellt,
dass eine Drei-Schritt-Operation ausfithrt und auf einer Ap-
tamererkennungsreaktion beruht. Aptamere stellen neue Art
von molekularen Erkennungselementen dar, die auf Einzel-
strang-DNA/RNA-Molekiilen basieren und durch ein Selek-
tionsverfahren aus Bibliotheken von Molekiilen mit zufélliger
Sequenz ausgewihlt werden.”! Die Aptamere weisen eine
grof3e konformative Flexibilitdt auf und ermoglichen es somit,
eine Vielzahl unterschiedlicher Zielmolekiile mit hoher Af-
finitdt und Spezifitdt zu binden. Sie konnen als vielverspre-
chende Kandidaten sowohl fiir bioanalytische Anwendungen
als auch fiir neuartige Logikgatter angesehen werden.[") Wird
das Aptamer in zwei Teile gespalten, konnen diese einen
Sandwichkomplex mit ihrem Zielmolekiil bilden. Hier wird
das Konzept des geteilten Aptamersensors erweitert, indem
ein elektrochemischer Stromgleichrichter (ECR) fiir die Si-
gnalverstirkung und die Erzeugung einer logischen Mehr-
schrittschaltung eingebunden wird.

Die besondere Charakteristik des ECR-Prozesses ist, dass
der gesamte Ladungstransfer zwischen redoxaktiven Mole-
kiilen in der Losungsphase und der Elektrode iiber oberflé-
chengebundene Redoxgruppen nur in eine Richtung auftritt,
wihrend der Transfer in die entgegengesetzte Richtung aus
thermodynamischen Griinden unterdriickt ist.”) Elektroche-
mische Gleichrichter wurden in verschiedenen bioelektroni-
schen und bioelektrochemischen Systemen implementiert.!"”
So wurde beispielsweise iiber den Einsatz von ECRs zum
Ausfiihren von Operationen molekularer Logikgatter sowie
iber die Realisierung elektrochemischer Transistorfunktio-
nen mit Signalverstirkung berichtet.!"!

Wir stellen hier ein Aptamer-basiertes, logisches Mehr-
schrittgatter vor, das aus sequenziellen INHIBIT(INH)- und
AND-Gattern aufgebaut ist und eine Netto-XOR-Analyse
mit elektrochemischem Ausgabesignal ausfithrt. Hierfiir
werden ATP als Analyt und ein zugehoriges, geteiltes Apta-
mer zur Detektion verwendet, die eine Logikoperation in
Form eines INH-Logikgatters ausfithren (Abbildung 1A).

Wiley Online Library

die

Chemie

7803


http://dx.doi.org/10.1002/anie.201502315
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201502315
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201502315

Angewandte

7804

Zuschriften

@~ N\,

+@-m

e ATP m TP (€ ADA SApt-1 “\, Fc-Apt-2

154 (cynt ;D—Ausgabe
In2
10
In1 In2 Ausgabe
< 5 (ATP) (ADA)
~ 04 0 0 0
~
5 1 0 1
101 0 1 0
T T T T g T 1 1 0
02 00 02 04 06 08
E|V gegen Ag/AgCI INH-Gatter

Abbildung 1. A) Schematische Darstellung des ATP-Aptamer-basierten
INH-Logikgatters. In der Gegenwart von ATP bildet sich ein Sandwich-
komplex zwischen dem oberflichengebundenen Teilaptamer (Apt-1)
und dem Ferrocen-modifizierten Teilaptamer (Apt-2). ADA ist fahig,
das ATP katalytisch zu Inosintriphosphat (ITP) umzusetzen. Dieses
zeigt keine Wechselwirkung mit dem ATP-Aptamer, und der Sandwich-
komplex dissoziiert. B) CV-Kurven von verschiedenen Elektrodenober-
flichen. a) Apt-1-modifizierte Goldelektroden; Apt-1-modifizierte Elek-
trode nach Inkubation in 1 um Apt-2-Lésung in der Gegenwart von

b) 500 um ATP sowie c) 500 um ATP und 0.1 UmL™" ADA. C) Das
INH-Logikschema und die zugehérige Wahrheitstabelle.

Das 27-mere ATP-Aptamer ist in zwei Teile mit verschiede-
nen Sequenzen aufgeteilt.®!? Die Elektrodenoberfliche wird
mit einem 14-meren Teilaptamer (Apt-1) iiber kovalente
Thiol-Gold-Bindungen modifiziert (Abbildung 1B, Kurve a).
Mit dem Hinzufiigen des zweiten 13-meren Teilaptamer-
stranges (Apt-2), der einen Ferrocen(Fc)-Marker trégt, wird
eine stabile Sandwichstruktur iiber die Bildung einer ATP-
Aptamer-Bindung aufgebaut. Ein anodischer Peak bei ca.
0.35 V und ein kathodischer Peak bei ca. 0.28 V (gegen Ag/
AgCl) konnen nachgewiesen werden, die die Oberfldchen-
bindung des Ferrocenmarkers und die Bildung des Apta-
merkomplexes belegen (zyklisches Voltammogramm, CV;
Abbildung 1B, Kurve b). Das System reagiert unterschiedlich
auf die An- oder Abwesenheit von ATP-Molekiilen wegen
der thermischen Instabilitit von ATP-freien Aptamerkom-
plexen (Abbildung 1B, Kurve c).'”! Die Peakposition und die
gleiche Peakhohe lassen auf einen reversiblen und oberfla-
chengebundenen Elektronentransfer zwischen Fc und Elek-
trode schlieBen (Abbildung S1 der Hintergrundinformatio-
nen). Unter optimierten Modifizierungsbedingungen (Ab-
bildungen S2, S3) betrdgt die berechnete DNA-Oberfli-
chendichte ca. (3.85+0.33) x 10" Molekiilecm 2, was einer
frither publizierten DNA-Dichte entspricht.'¥ Dariiber
hinaus kann ein ATP-Aptamer-Komplex, der einmal gebildet
wurde, wieder dissoziiert werden, indem er mit Adenosin-
Desaminase (ADA) versetzt wird (Abbildung 1B, Kurve d).
ADA ist ein Schliisselenzym in Purinstoffwechselprozessen,
das effektiv die Desaminierung von Adenosin (Desoxyade-
nosin) in Inosin (Desoxyinosin) katalysieren kann, fiir wel-
ches das ATP-Aptamer keine detektierbare Affinitét zeigt.
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Dies ermoglicht es der ADA, die gebildete Sandwichstruktur
zu losen (Abbildung 1B, Kurve d).™! Vererbter ADA-
Mangel ist ein Hauptgrund fiir das Auftreten von schweren
kombinierten Immundefekten (SCIDs),'® aber auch ein er-
hohter ADA-Spiegel kann auf Krankheiten hindeuten, wie
hiamolytische Animie oder Tuberkulose.'"” Im Plasma von
gesunden Menschen liegt die ATP-Konzentration in etwa im
uM-Bereich und die ADA-AKktivitit bei 0.03 UmL .0

Zu hohe oder zu niedrige ATP/ADA-Konzentrationen
sind als kritisch fiir den Menschen zu betrachten. Das hier
vorgestellte Logikgatter ist nicht nur in der Lage, mehrere
Logikoperationen hintereinander auszufiihren, sondern kann
auch diagnostische Informationen iiber gekoppelte biologi-
sche Systeme liefern.

Um die Grenzwerte fiir ein INH-Gatter festzulegen,
werden Konzentrationen >10pum fiir ATP (Inl) und
>0.03 UmL™" fiir ADA (In2) als ,,1“-Status definiert, wih-
rend geringere Konzentrationen jeweils dem ,,0“-Status zu-
geordnet werden. Das elektrochemische Signal in Gegenwart
von 10 um ATP stellt den Grenzwert fiir die Ausgabe des
INH-Gatters dar. Falls der Stromwert hoher als dieser ist,
wird er als ,, 1 betrachtet, wihrend kleinere Werte als ,,0
angesehen werden. Beim Beurteilen der vier verschiedenen
Zustdnde in der An- und/oder Abwesenheit von ATP und
ADA - (0,0), (1,0), (0,1), (1,1) — liefert nur (1,0) eine signifi-
kante relative Stroménderung, was in einem Ausgabesignal
1% resultiert. Somit kann eine INH-Logikoperation durch
die Steuerung der Konzentrationen von ATP- und ADA-
Aktivititseinheit realisiert werden. Eine entsprechende
schematische Darstellung und die zugehorige Wahrheitsta-
belle des Logikgatters sind in den Abbildungen 1C und S4
dargestellt.

Eine Problematik bei Aptamersensoren ist, dass das er-
haltene Signal stark von der Oberflichendichte der Apta-
mermolekiile abhéngt, die typischerweise im Bereich von
einigen wenigen pmolcm 2 oder darunter liegt. Die niedrige
Sondendichte beeinflusst normalerweise die Empfindlichkeit
und Anwendbarkeit des Sensors erheblich.”! Deshalb fiihren
wir hier das Konzept des elektrochemischen Gleichrichters
(ECR) als Signalverstdrkung ein.

Zu diesem Zweck fiigen wir den Eingédngen des INH-
Gatters einen dritten Eingang, Ferrocyanid (In3), hinzu, um
eine Zwei-Schritt-Operation auszufithren. Der ECR-Effekt
wird durch einen gerichteten Ladungstransport zwischen den
Fc-Gruppen, die an die Aptamermolekiile gebunden sind,
und den Redoxsonden in der Losungsphase realisiert (Ab-
bildung 2 A). Die Fc-Gruppe wird an die Oberflidche durch
die Bildung einer stabilen Sandwichstruktur zwischen den
Aptamerstrangen Apt-1 und Apt-2 sowie ATP angeheftet.
Das Fc-modifizierte Apt-2 verhilt sich wie ein Ladungs-
transfermediator zwischen der Elektrode und den Redox-
molekiilen in der Losungsphase. Durch deren unterschiedli-
che Redoxpotentiale kann ein effektiver Ladungstransport
von der Elektrode iiber das Fc-Zentrum (Fe*/Fe-Redoxpo-
tential ca. 0.32 V gegen Ag/AgCl) zu den Ferrocyanidionen
stattfinden (Fe’"/Fe’"-Redoxpotential ca. 0.21 V gegen Ag/
Ag(l). Dies fiihrt zu einem signifikanten Anstieg des Ano-
denstromes (Abbildung2A). In der entgegengesetzten
Richtung ist der Elektronentransferprozess thermodyna-
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(Abbildungen 3 A, S8). Dieses Resultat entspricht
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Abbildung 2. A) Schema des elektrochemischen Stromgleichrichters (ECR). Der ECR-
Effekt wird durch einen gerichteten Ladungstransport zwischen der Aptamer-gebun-
denen Fc-Gruppe und Redoxmolekiilen in der Lésungsphase realisiert. B) CV-Kurven
des Gleichrichters in K, [Fe(CN)¢]-Lésungen verschiedener Konzentrationen. Ein-
schub: der lineare Zusammenhang zwischen Peakstrom und K,[Fe(CN)4]-Konzentrati-
on. C) Das zweistufige INH-AND-Logikschema und die dazugehérige Wahrheitstabel-

le.

misch unterdriickt."""! Die Umgebung der oberflichenge-
bundenen Aptamerstrange wird mit isolierenden 1-Unde-
canthiolmolekiilen aufgefiillt, um den direkten Ladungs-
transfer zwischen der Elektrode und den Redoxmolekiilen in
der Losungsphase zu eliminieren (Abbildung S5)."1 Das
Sensorsignal kann einfach verstdrkt werden, indem die Kon-
zentration der elektronenliefernden Redoxsonden in der
Losung eingestellt wird. So kann beispielsweise der An-
odenpeakstrom signifikant erhoht werden, indem die Kon-
zentration der Ferrocyanide angehoben wird (Abbil-
dung 2B). Die Redoxmolekiile in der Losungsphase diffun-
dieren zur Elektrode und fiillen Elektronen des Elektronen-
transfermediators wieder auf, der zuvor von der Elektrode
oxidiert wurde. Fiir die in der Folge beschriebenen Experi-
mente wurde eine Konzentration von 1 mm fiir die Redox-
sonden der Losungsphasen ausgewihlt (Abbildungen S6, S7).
Der gleichgerichtete Strom (j) kann durch zwei justierbare
Parameter [Gl. (1)] eingestellt werden: die Konzentration der
Redoxsonden in der Losung, wie oben diskutiert, und die
Anzahl an Fc-Redoxgruppen an der Elektrode, die wiederum
von der Bindung des ATP und der Bildung der Aptamer-
sandwichstruktur abhiingt (Abbildung 2 A).1"”

j: F’Ccross FO Cp (1)

Gleichung (1) enthélt die Faraday-Konstante F sowie die
Geschwindigkeitskonstante . fiir die Reaktion zwischen
oberflichengebundenen Fc-Gruppen und den Redoxmole-
kiilen in der Losungsphase; I, ist der Bedeckungsgrad der
redoxaktiven Fc-Gruppen an der Oberfliche und ¢, die
Konzentration an Redoxmolekiilen in Losung. I, hdngt ent-
scheidend von der Anzahl der Fc-markierten Apt-2-Apta-
mere in der Gegenwart von ATP ab. Die Abhingigkeit des
verstirkten Peakstroms und der ATP-Konzentrationen wurde
bestimmt und eine Detektionsgrenze von ca. 7.5 nM ermittelt
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und ermoglicht eine Bestimmung der ADA-Ak-
tivititsgrenze von 0.002 UmL™', was einer hohe-
ren Empfindlichkeit und exzellenten Selektivitit
im Vergleich mit fritheren Berichten entspricht
(Abbildungen 3B, S12 und Tabelle S1).

Weder die Detektion von ATP noch jene von
ADA werden durch die Gegenwart von Be-

standteilen komplexer Medien beeinflusst.
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Abbildung 3. A) CV-Kurven mit verstarktem Anodenstrom, verursacht
durch den Anstieg der ATP-Konzentration von 0.0 auf 50 um, in der
Gegenwart von 1 mm K,[Fe(CN)4]. Einschub: VergréRerung des linea-
ren Bereiches bei niedrigen ATP-Konzentrationen. B) CVs, die von einer
Elektrode mit einem oberflichengebundenen ATP/Aptamer-Komplex
wihrend der Detektion der ADA-Aktivitat mit verschiedenen Aktivitats-
einheit von (0, 0.0025, 0.005, 0.01, 0.03, 0.05, 0.1) UmL™ aufgenom-
men wurden. Einschub: lineare Region des Peakstroms und der ADA-
Aktivititseinheit.

Zudem wird das Sensorsignal nicht entscheidend durch die
Permeation von Redoxsonden aus der Losungsphase durch
die selbstorganisierte Monoschicht verfilscht. Dies ist ein
wichtiger Vorteil der ECR-basierten Verstdrkung gegeniiber
zuvor berichteten elektrokatalytischen Verstdarkungsprinzi-
pien, da ein direkter Ladungstransfer zwischen Elektrode und
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Redoxsonde die Effizienz des Ladungstransfers zwischen Ay ©)[in1 [n2 | in3 | In4 [Ausgabe
oberflichengebundenen Fc-Gruppen und Redoxmole- In2 (ATP) | (ADA) [ (Fe) [ (In)
kiilen in der Losung verringern wiirde.”” Unser einfaches " Ausgabe | 0 0 0 0 0
ECR-Verstirkungsprinzip ist nicht auf vergleichsweise fnd 1 0 0 0 0
teure Enzyme, stringente experimentelle Bedingungen o | 1 L L
oder komplizierte Syntheseprozesse angewiesen.”!! Des- ! ! 0 0 0
halb kann geschlussfolgert werden, dass das Konzept der (1) 2 : 2 :)
ECR-basierten Signalverstirkung ein geeignetes Ver- o ; ; o o
fahren ist, um die Leistung von Aptamerbiosensoren zu y » y 0 0
verbessern. 0 0 0 1 0

Dariiber hinaus wird durch Verwendung des dritten 1 0 0 1 1
zusitzlichen Einganges (In3) eine zweite Logikoperation -0'-25‘;??/ g%zger?hA . /Opgc?b 0 1 0 1 0
ausgefiihrt, die unterscheidbare Ausgabesignale durch R T i — 1 1 0 1 0
Erhohung der Ausgabegrenzwerte ermoglicht. Deshalb ST ¢ 0 0 1 1 0
konnen das Ausgabesignal des INH-Logikgatters (siche 1 0 1 1 0
oben) und In3 als Eingénge fiir die ndchste INH-AND- 0 1 1 1 0
Logikoperation angesehen werden (sieche Logikschema L L L ! B

und zugehorige Wahrheitstabelle in Abbildung 2 C). Be-
achtenswert ist hier, dass wir verschiedene Grenzwerte
fir den endgiiltigen Ausgabestrom nach ECR-Verstir-
kung definiert haben. Die Region mit einem absoluten
Stromwert >1.5nA (wenn ATP>10 um oder ADA <
0.01 UmL™") wurde als ,,1“ definiert, die zweite Region
mit einem Stromwert < 0.1 pA (wenn ATP < 0.1 pm oder
ADA >0.03 UmL™") als ,,0“. Der Unterschied zwischen
beiden Grenzwerten liegt bei einem Faktor von 15, wo-
durch doppeldeutige Zustande vermieden werden (Ab-
bildung 3). Diese als grauer Bereich bezeichnete Region
zwischen ,,1“ und ,,0“, in der beide Grenzwerte nicht iiber-
schritten werden, kann einer Menge an ATP (0.1-10 pum) und
ADA (0.01-0.03 UmL") zugeordnet werden, wie sie ge-
wohnlich in normalem menschlichem Serum auftritt."* Die
Definition von Graubereichen entspricht der Zuordnung von
Grenzwerten in der Elektronik, wo nur eindeutige Span-
nungsregionen fiir die Ausgabesignale genutzt werden, um
fehlerhafte Operationen zu vermeiden. Mit der Hilfe des
ECR ist das unterschiedliche Ansprechen der Sensoren auf
die ATP-Konzentration und ADA-AKktivitit viel einfacher zu
analysieren, da das Logikgatter direkt unterschiedliche Ge-
sundheitszustdnde diskriminieren kann. Der Strom steigt si-
gnifikant nur, wenn In1=1 (ATP > 10 um), In2=0 (ADA <
0.01 UmL ™) und In3=1 (1 mm Ferrocyanid) ist, was zu
einem Ausgabesignal von ,,1“ fithrt. Diese Signal kodiert
einen Krankheitszustand, z.B. das Vorhandensein eines
schweren kombinierten Immundefekts.”” Ist im Unterschied
dazu die Stromintensitét klein, erhédlt man ein Ausgabesignal
von ,,0“ (Abbildungen 2C und S13). Laut klinischen Studi-
en"™ haben Patienten mit Tuberkulose normalerweise er-
hohte Werte fiir die ADA-AKktivitit (ADA >0.03 UmL™) in
ihrem Serum, was zu den Eingédngen (0,1,1) oder (1,1,1) fiihrt.
Beide Ausgabesignale, ,,0“ und ,,1, liefern Diagnosedaten,
die auf korperliche Erkrankungen schlie3en lassen. Nur wenn
die Einginge innerhalb des grauen Bereiches liegen, ist die
Diagnose ohne Befund.

Auf Grundlage dieses ECR-verstiarkten Aptamersensors
soll nun eine weitere Logikoperation hinzugefiigt werden. Zu
diesem Zweck wird das INH-AND-Gatter mit einer XOR-
Funktion kombiniert (Abbildung 4 A). Dafiir muss beriick-
sichtigt werden, dass anstelle der anodischen Gleichrichtung
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Abbildung 4. A) Schema des INH-AND-XOR-Logikgatters aus einem INHI-
BIT- und AND-Gatter, das eine Netto-XOR-Analyse ausfiihrt. B) Der Apta-
mersensor in der Gegenwart von verschiedenen Eingéngen: a (1,0,0,0), b
(1,0,1,0), ¢ (1,0,0,1) und d (1,0,1,1). Die anodische und kathodische Strom-
verstarkung ist mit 1 mm K,[Fe(CN)g] bzw. 1 mm K,[IrCl] realisiert. C) Elek-
trontransferprozesse zwischen Redoxmolekiilen und der Aptamer-modifizier-
ten Elektrodenoberfliche. Die chemische Gleichung zeigt den direkten La-
dungstransfer zwischen den beiden Redoxsonden in der Lésung. D) Wahr-
heitstabelle aller Schritte des mehrstufigen Logikgatters.

auf Basis der Ferrocyanide auch der kathodische Strom ver-
stiarkt werden kann. Dies kann einfach iiber einen Austausch
der Redoxsonde von Ferrocyanid (0.21 V gegen Ag/AgCl)
gegen Hexachloroiridat(IV) (0.68 V gegen Ag/AgCl) erreicht
werden. Die unterschiedlichen Redoxpotentiale dieser Re-
doxmolekiile in der Losungsphase fithren zu unterschiedli-
chen Richtungen des Ladungstransfers zwischen den ober-
flichengebundenen Fc-Zentren  (Fc'/Fc-Redoxpotential
0.32 V gegen Ag/AgCl) und Elektrondonoren (Ferrocyanid,
Fe*'/Fe*") sowie -akzeptoren (Hexachloroiridat, Ir**/Ir*");
Abbildung 4B. In3 und In4 entsprechen der Zugabe von
1 mMm Ferrocyanid bzw. Iridat(IV)-Ionen, wohingegen das
Fehlen der jeweiligen Verbindung eine ,,0“ darstellt. Mit der
gleichen Definition der Ausgabe, wie oben fiir das INH-
AND-Logikgatter beschrieben, werden drei Regionen ,,1%,
0% und ,,grau” fiir die Intensitdt des Ausgabesignals ange-
nommen. Die angestrebte Drei-Schritt-Logikfunktion kann
nun iiber das FEinstellen der verschiedenen Eingabesignale
realisiert werden. Wenn nur eine Sorte der Redoxsonden zur
Losung hinzugefiigt wird, konnen die Aptamer-modifizierten
Elektroden als anodischer oder kathodischer ECR angesehen
werden. Diese ECR-Funktionen dhneln einer Diode, die den
elektrischen Strom in eine Richtung ermdglicht (Durchlass-
richtung) und den Strom in der entgegengesetzten Richtung
blockiert (Sperrrichtung). Dies resultiert im oben beschrie-
benen INH-AND-Logikgatter (Abbildung 4B, Kurven b und
c). Wenn In3 und In4 gleichzeitig zugegeben werden, ver-
mindert sich das Stromsignal aufgrund von verschiedenen
grenzflichen- und l6sungsbasierten Ladungstransferprozes-
sen signifikant (Abbildung4B, Kurved, und Abbil-
dung 4 C)." Das Mehrschrittgatter fiihrt letztlich eine XOR-
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Operation aus, die auf der Kombination des INH- und AND-
Gatters basiert (Abbildungen 4D und S16). Zwei Eingangs-
sitze (1,0,1,0) und (1,0,0,1) ergeben in der Summe eine ,,1“-
Ausgabe, in welcher der Strom als Absolutwert richtungsun-
abhingig ausgelesen wird. Das XOR-Logikgatter kann ge-
nutzt werden, um ungenaue Diagnosen infolge von Fehl-
funktionen des Systems zu eliminieren. Hohe Rauschanteile
im Sensorsignal konnen félschlicherweise zu einer falschen
»1“-Ausgabe fithren. Diese Ausgabe sollte nach der Zugabe
von In3 und In4 zusammen jedoch nur Bestand haben, falls
das System defekt ist. Das Signal sollte sich aber in ,,0 oder
»grau® dndern, wenn das System korrekt arbeitet und der
Rauschanteil am Signal gering ist.

Die volle Funktion des hier vorgestellten Logikgatters
entspricht einer INH-AND-XOR-Operation. Es kombiniert
das Sensorsignal des Aptamer-basierten biochemischen Lo-
gikgatters (INH) mit dem Logikgatter des elektrochemischen
Transducers (AND-XOR). Auf diese Weise wird ein bioche-
mischer Bindungsprozess in ein elektrisches Signal umge-
wandelt, das Sensorsignal wird verstirkt und mehrere
(bio)chemische Eingangssignale werden zu einem Ausgabe-
signal zusammengefasst, das den globalen Status des unter-
suchten Systems widerspiegelt. Unterschiedliche Analytkon-
zentrationen fithren zu unterscheidbaren und einfach zu
analysierenden Ja- oder Nein-Ausgaben, was speziell fiir
,,Point of care“-Diagnosen von Bedeutung ist.

Ein neues logisches Mehrschrittgatter wurde hergestellt,
das auf der Kombination einer empfindlichen Aptamerbin-
dungsreaktion mit dem Konzept der elektrochemischen
Gleichrichtung basiert. Ein gleichgerichteter Sensorstrom
wird durch den fortlaufenden Ladungstransfer zwischen der
Elektrode, dem Aptamer-gebundenen Redoxmediator und
den Redoxsonden in der Losung erzeugt. Die auf diese Weise
erhaltene Verstarkung des Sensorsignals bietet eine emp-
findliche, direkte und robuste Detektionsstrategie fiir Apta-
mer-basierte elektrochemische Biosensoren. Durch die sorg-
faltige Auswahl der Konzentrationsbereiche der Analytmo-
lekiile und die Zusammenfassung der anodischen sowie ka-
thodischen Stromgleichrichter wird eine logische INH-AND-
XOR-Operation ausgefiihrt, die ein hohes Signalverhiltnis
zwischen den Ausgabesignalen ,,1 und ,,0“ aufweist. Die
Analyse des Logikgatters ermoglicht eine Unterscheidung
von verschiedenen Gesundheitszustinden und auf diese
Weise eine schnelle sowie akkurate Diagnose. Der hier vor-
gestellte Sensor soll als Nachweis fiir die Machbarkeit von
Sensoren dienen, die durch die Verwendung von multiplen
Logikgattern zu hoheren Sensorsignalen und zu exakteren
Diagnosen fiihren.

Stichworter: Aptamere - Diagnose - Logikgatter - Sensoren -
Signalverstarkung
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