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F. ortschritte in der Messtechnik ermoglichen immer kleinere Pro-
benmengen, sodass mittlerweile der Nachweis einzelner Molekiile
moglich ist. Schwerpunkt dieses Aufsatzes ist die nichste Generation
von Analysewerkzeugen, die die Einzelmolekiil-Detektion mit der
simultanen Messung vieler Einzelmolekiile kombinieren und/oder
grofiere und komplexere Probenmengen bearbeiten konnen. Solche
Einzelmolekiil-Sensoren sind eine neue Art quantitativer Analyse-
werkzeuge, da die Untersuchung durch Molekiilzdhlung erfolgt und
dadurch die Heterogenitit der Probe bestimmt werden kann. Der
Aufsatz gibt eine Ubersicht iiber die Vorteile und das Potential dieser
neuen, quantitativen Einzelmolekiil-Sensoren, die messtechnischen
Herausforderungen bei der Herstellung von Einzelmolekiil-Instru-
menten fiir die Analyse, die Anregungen aus der Biologie zur Be-
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wialtigung dieser Herausforderungen sowie einige der derzeit unter-

suchten Losungsansiitze.

1. Einleitung

Die enge Verkniipfung von Entwicklungen in der Mess-
technik mit Erkenntnisfortschritten kann kaum deutlicher
veranschaulicht werden als in der Mikroskopie und Biologie.
Die Anwendung des Mikroskops in der Biologie durch
Leeuwenhoek im 17. Jahrhundert war der Beginn der mo-
dernen Biologie und stief3 technische Entwicklungen in der
Optik an, die in der Erfindung der superauflosenden Fluo-
reszenzmikroskopie unserer Zeit gipfelten.!! Die Mikrosko-
pie ist jedoch nicht das einzige analytische Verfahren zur
Auflosung und Detektion immer kleinerer Stoffmengen. Bei
elektrochemischen Methoden, Massenspektrometrie, Mikro-
fluidik und Spektroskopie gab es dhnliche Fortschritte bei der
Verringerung der Probenmenge, wenn auch in einem kiirze-
ren Zeitraum. Historisch betrachtet haben Analyseverfahren
nun die Ebene von Einzelzellen und Einzelmolekiilen er-
reicht (Abbildung 1). Gegentiiber der Ensemble-Messung (die
Tausende oder Millionen von Einheiten umfasst) liefern
Einzelmolekiil- und Einzelzell-Messungen detailliertere In-
formationen, da sie Heterogenititen und stochastische Pro-
zesse in den biologischen Systemen aufzeigen kénnen.” Ein
duBlerst wichtiger Aspekt dieser wertvollen analytischen In-
formationen ist die Moglichkeit zum Nachweis und zur
Quantifizierung seltener aberranter Spezies, die andernfalls
im Rauschen eines Analysengeréts wihrend einer Ensemble-
Messung verloren gehen wiirden. Messungen von einzelnen
Entitdten in komplexen Systemen sind jedoch sowohl aus
technischer Sicht als auch fiir die Datenauswertung an-
spruchsvoll. Kann ein biologisches System durch die Messung
nur weniger Komponenten als ,,gesund“ oder ,.krank® be-
wertet werden? Wie konnen wir garantieren, dass der nach-
gewiesene Ausreiler in einem Assay fiir einzelne Entitdten
biologisch relevant ist? Werden jemals ,,intelligente* Senso-
ren entwickelt werden, die anzeigen, ob eine Mutation oder
ein veridndertes Molekiil die Ursache fiir oder Reaktion auf
eine Erkrankung ist? Letztlich ist ein Umdenken notig und
muss die Beziehung der einzelnen Komponenten zur Reak-
tion des gesamten Systems betrachtet werden, sowohl in der
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Sensortechnologie als auch in biologischen Systemen. Tat-
sédchlich gibt es viele Analogien zwischen einzelnen biologi-
schen Bausteinen/Analyten und Reaktionen des Systems/
Sensors, was am Ende dieses Aufsatzes diskutiert werden soll.

Der erste Schritt dabei, die Antwort eines einzelnen
Molekiils fiir die quantitative Analyse zu nutzen, ist die
massive Erhohung der Anzahl der Detektionsereignisse
(Abbildung 1). Anstelle der Detektion beispiclsweise eines
Molekiils in einer Zelle miissen alle oder zumindest die
meisten seiner Kopien in einer Zelle gemessen werden oder
muss das gleiche Molekiil in vielen Zellen identifiziert oder
miissen viele verschiedene Molekiile in der gleichen Zelle
analysiert werden. Dies bedeutet, dass Einzelmolekiil-Sen-
sorik nicht automatisch kleinere Proben oder weniger Proben
umfasst. Vielmehr kann bei der Einzelmolekiil-Sensorik
schnell ein dhnliches Problem von ,,grofen Datenmengen®
auftreten, wie in der Systembiologie beobachtet.’! Der Ver-
such zur Losung dieser Probleme wird motiviert durch die
Molekularbiologie, in der neue molekulare und mechanisti-
sche Erkenntnisse gewonnen werden sollen, und durch die
Diagnostik, fiir die leistungsfihigere Analyseinstrumente
benotigt werden.

Aus analytischer Sicht ist die Frage verstindlich, warum
ein Analyseverfahren durch Strategien zur Quantifizierung
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Abbildung 1. Die Entwicklung der Messtechnik vom ganzen Kérper zu
einzelnen Zellen und einzelnen Molekilen. Fiir die Detektion immer
kleinerer Einheiten hat sich die Probengréfe drastisch reduziert. Die
Messtechnik ist nun an dem Punkt angelangt, dass Einzelmolekiil-
Messungen in einer quantitativen Wissenschaft eingesetzt werden,
und man tendiert wieder zu gréferen Proben, um viele einzelne Mole-
kiile zu erfassen. Dies wird zu einer Anniherung von Messtechnik und
Molekularbiologie fiihren. Die in der Abbildung gezeigten Strategien
beruhen auf der Eingrenzung von Einzelmolekiil-Messungen auf viele
einzelne Volumina (Nahfeld-Messung), dem Einfangen der Molekiile in
einer Volumenprobe vor der Messung in Nahfeld-Konfiguration (Fern-
feld-Erfassung) und zukiinftigen Fernfeld-Messungen, in denen viele
Einzelmolekiil-Messungen simultan verfolgt werden.

vieler Einzelmolekiil-Ereignisse verkompliziert werden soll.
Darauf gibt es mehrere Antworten. Die offensichtliche Ant-
wort ist, dass dank unserer Fihigkeit zur Detektion von
Einzelmolekiilen Sensoren entwickelt werden konnen, die die
hochstmogliche Nachweisgrenze aufweisen und deren Signal-
Rausch-Verhiltnis mit abnehmenden Konzentrationen des
Analyten nicht abnimmt. Ein weiterer Gewinn ist die erziel-
bare Informationstiefe der Analyse. Normalerweise werden
Sensoren angestrebt, die nur auf eine Art Spezies reagieren,
und somit sind alle Wechselwirkungen anderer Spezies mit
dem Sensor unerwiinscht oder werden als unspezifisch be-
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wertet. Doch fiir Einzelmolekiil-Sensoren, die beispielsweise
detektieren, wie ein Molekiil mit einer Oberfliche wechsel-
wirkt, entféllt eine solche Bewertung, da der Zielanalyt ein-
zigartige Wechselwirkungseigenschaften aufweisen wird.
Dies verlagert den Schwerpunkt von der Einzelmolekiil-De-
tektion (mit digitaler Ausgabe) zur Quantifizierung von
Einzelmolekiil-Wechselwirkungen (mit differenzierteren und
somit informationsreicheren Ausgaben). Einzelmolekiil-Sen-
soren, die iiber ein breites Spektrum an Interaktionseigen-
schaften molekulare Wechselwirkungen messen konnten,
konnten auch seltene Ereignisse, wie anomales Verhalten,
messen. Bei einer traditionellen Ensemble-Messung, bei der
nur der Mittelwert der Reaktion gemessen wird, gehen solche
seltenen Ereignisse im Rauschen verloren. In der Einzelmo-
lekiil-Technik ist die Verteilung der Wechselwirkungseigen-
schaften tatsédchlich informativer als der Durchschnittswert.
Zu guter Letzt konnte durch Untersuchung vieler einzelner
Molekiile auch die Anzahl der Analytmolekiile direkt gezdhlt
werden, was eine Kalibrierung vereinfachen oder sogar un-
notig machen wiirde.

Wie aus diesem Aufsatz ersichtlich werden wird, ist die
Entwicklung von Einzelmolekiil-Sensoren fiir die quantitati-
ve Analyse nicht unkompliziert; zudem umfasst die Losung
nicht zwangsldufig konventionelle Paradigmen der Sensorik.
Grund dafiir ist, dass die meisten aktuellen Sensorgeréte zwei
wesentliche Merkmale aufweisen, die sie ungeeignet fiir die
Einzelmolekiil-Sensorik machen: Erstens umfasst die Funk-
tionsweise der meisten Sensoren Ensemble-Messungen, d.h.,
es erfolgt eine einzige Datenausgabe gemif3 dem Mittelwert
vieler Einzelmolekiil-Reaktionen oder -Wechselwirkungen.
Zweitens streben konventionelle Sensoren hohe Selektivitét
und/oder Affinitit an, da diese Eigenschaften die Grundlage
fiir eine Reaktion auf nur eine Spezies bilden, auch wenn der
Sensor mit der komplexen Mischung einer biologischen
Probe in Berithrung kommt.

Dieser Aufsatz soll zeigen, warum sich Einzelmolekiil-
stark von Ensemble-Messungen unterscheiden und wie das
Sensordesign verdndert werden muss. Auflerdem werden
Strategien vorgestellt, die derzeit zur Entwicklung von Ein-
zelmolekiil-Sensoren fiir die quantitative Analyse genutzt
werden, und ihre Vor- und Nachteile aufgezeigt. Anschlie-
Bend werden neuere Strategien betrachtet und zum Schluss
Beispiele aus der Biologie fiir die quantitative Einzelmolekiil-
Sensorik aufgefiihrt. Dieser Aufsatz soll keine umfassende
Ubersicht iiber alle bekannten Methoden und Techniken zur
Detektion eines einzelnen Molekiils bieten; vielmehr werden
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ausgewdhlte Beispiele beschrieben, die konzeptionelle Fort-
schritte fiir die Entwicklung verbesserter quantitativer Ein-
zelmolekiil-Sensoren repriasentieren. Zudem muss zwischen
den hierin diskutierten, quantitativen Einzelmolekiil-Senso-
ren und dem deutlich weiter entwickelten und ausfiihrlich
besprochenen®* Gebiet der Einzelmolekiil-Messung unter-
schieden werden, auf dem die Eigenschaften von einzelnen
Molekiilen oder Einzelmolekiil-Bindungspaaren untersucht
werden.

2. Entwicklung quantitativer Einzelmolekiil-Senso-
ren

Der Zugang zur Welt einzelner Molekiile ist das Ergebnis
unglaublicher Fortschritte in der Messtechnik. Durch die
optische Falle fiir einzelne Kinesinmolekiile gewannen 1993
Svoboda et al. erste Einblicke in die Biophysik molekularer
Motoren.’! Andere Methoden folgten, wie Kraftmessungen
durch Rasterkraftmikroskopie fiir Protein-Liganden-Bin-
dungen® und DNA-DNA-Duplexe,! Einzelmolekiil-Fluo-
reszenzmessungen der Umsetzung einzelner ATP-Molekiile
durch ein einziges Myosinmolekiil® und die Translokation
von DNA durch a-Himolysin-Nanoporen.”! Seitdem haben
sich Einzelmolekiil-Messungen erstaunlich schnell weiter-
entwickelt, und jetzt ist ein Punkt erreicht, an dem feine
Details enzymatischer Reaktionen auf der Einzelmolekiil-
Ebene beobachtet und somit mechanistische Informationen
erhalten werden konnen, die andernfalls unzugidnglich wéren.
Beispielsweise konnten Experimente zur Wechselwirkung
von Enzymen (NS3-Helikasen) mit RNA mithilfe einer op-
tischen Pinzette kinetische Effekte, wie Pausieren, Umkeh-
rung von Enzymreaktionen und Aufwicklung von abgewi-
ckelten Teilen der doppelstringigen RNA, aufdecken.!!
Ahnlich wurden in Einzelmolekiil-Studien neue mégliche
Antibiotika identifiziert, indem Molekiile durchmustert
wurden, die den Ionentransport iiber Einzelionenkanile in
einer Lipiddoppelschicht blockieren.!"!!

Diese Beispiele fiir Einzelmolekiil-Studien haben drei
wesentliche Aspekte gemein: Erstens konnen die Methoden
nur ein einzelnes oder wenige Molekiile zur gleichen Zeit
detektieren, was die Untersuchung der Anzahl der wechsel-
wirkenden Spezies in der Probe begrenzt. Zweitens erfordern
diese Methoden normalerweise aufgereinigte Komponenten
und einen Ex-vivo-Aufbau der zu untersuchenden Struktur.
Drittens wird fiir die Einzelmolekiil-Detektion in den meisten
Fillen der Messraum auf sehr kleine Volumina oder Flichen
reduziert. Folglich waren Einzelmolekiil-Messungen bislang
eine , Nahfeld“-Wissenschaft.

Der Hauptvorteil von Einzelmolekiil-Messungen liegt in
der Moglichkeit, Heterogenitét in einer Population von Mo-
lekiilen zu untersuchen. Da die Wechselwirkung von Bio-
molekiilen normalerweise stochastisch erfolgt, konnen die
Feinheiten von dynamischem Verhalten durch Ensemble-
Durchschnittsmessungen nicht wahrgenommen werden, auch
wenn alle Reaktionen gleichzeitig initiiert wiirden. Bei-
spielsweise untersuchten Xie etal. die Michaelis-Menten-
Enzymkinetik auf der Einzelmolekiil-Ebene."? Auch wenn
dieser klassische Enzymmechanismus auf der Einzelmolekiil-
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Ebene nach wie vor giiltig ist, zeichnete sich der Enzymum-
satz durch Anhdufungen von Ereignissen aus, die durch
Zeitraume niedriger Aktivitdt voneinander getrennt waren —
Schwankungen, die auf der Ensemble-Ebene nicht beobach-
tet werden konnten.

Stochastisches Verhalten bedingt, dass eine Population
von Molekiilen auf der Einzelmolekiil-Ebene untersucht
werden muss, um das Verhaltensspektrum, das in der En-
semble-Messung einen Mittelwert ergibt, zu untersuchen.
Dies impliziert entweder Serienmessung vieler Einzelmole-
kiille oder zahlreiche parallele Einzelmolekiil-Messungen.
Einzelmolekiil-Elektronentransfer-Messungen mithilfe eines
Rastertunnelmikroskops zeigten, dass eine zeitliche Tren-
nung vieler Einzelmolekiil-Messungen fiir statische Systeme
moglich ist, wenn die Messung schnell ablauft.”! Fiir bio-
molekulare Wechselwirkungen weisen die Nahfeld-Ansétze,
die in der Einzelmolekiil-Fluoreszenzmikroskopie und an-
deren biophysikalischen Methoden Anwendung finden, al-
lerdings einige wesentliche Einschriankungen auf.

Die Reduzierung des Messvolumens auf wenige Femto-
liter, wie es héufig bei Nahfeld-Einzelmolekiil-Messungen
erfolgt, schriankt die Breite der zu untersuchenden biomole-
kularen Wechselwirkungen auf zweierlei Weise ein: in Form
einer Konzentrationsgrenze und in der einer thermodynami-
schen Grenze, wie von Tinnefeld et al. im Zusammenhang mit
Einzelmolekiil-Fluoreszenzmessungen auf elegante Weise
diskutiert wurde; jedoch betrifft dies in gleicher Weise alle
Methoden, die den Nahfeld-Ansatz nutzen.””! Die Konzen-
trationsgrenze ergibt sich aus Nahfeld-Einzelmolekiil-Mes-
sungen, bei denen nur ein Molekiil im Detektionsvolumen zu
jedem Zeitpunkt vorhanden sein soll. Betrdgt das Volumen
1 fL, entspricht dies einer Konzentration von ca. 2nM im
Detektionsvolumen. Messlosungen mit hoheren Konzentra-
tionen fithren zu einer groferen Wahrscheinlichkeit, dass
mehr als ein Molekiil im Detektionsvolumen vorliegt und
dass dementsprechend unzuverldssige Daten erhalten
werden. Andererseits erfordern niedrigere Konzentrationen
iibermiBig lange Messzeiten (Abbildung 2). Fiir die Quanti-
fizierung in biologischen Medien liegt diese niedrigere Kon-
zentrationsgrenze iiber den Werten, die normalerweise de-
tektiert werden sollen. Fiir eine typische Analyse von Serum
werden gewdhnlich Konzentrationen von 10 '°-10" M be-
notigt, oder sogar noch niedriger. Rissin et al.'! erliuterten
dies anhand eines Beispiels eines 1 mm® Tumors aus einer
Million Zellen, die 5000 Proteine in den Blutkreislauf eines
Volumens von 5 L absondern, was zu einer Konzentration von
ca. 2 fm fiihrt. Mit Einzelmolekiil-Messmethoden benétigte
man zwischen Einzelmolekiil-Aufnahmen bei einer Kon-
zentration von 1 fM nahezu 10 min, unter der Annahme
eines typischen Protein-Diffussionskoeffizienten von 1 x
107" em?s™.

Dieser lange Zeitraum zwischen den Messungen wird bei
einer quantitativen Analyse noch linger. Grund dafiir ist, dass
die zur Analyse bestimmten Proben die gesamte Population
repriasentieren miissen. Bei niedrigen Konzentrationen wird
die Probenstatistik nicht durch eine GauB-Verteilung, son-
dern durch eine Poisson-Verteilung bestimmt. Diese Vertei-
lung wird zur Berechnung der Wahrscheinlichkeit des Auf-
tretens seltener Ereignisse in einer grof3en Anzahl von Ver-
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Abbildung 2. Konzentrationsbereiche, in denen Detektion, Einzelmole-
kiile und biologische Wechselwirkungen tiblicherweise auftreten. Der
Einzelmolekiil-Bereich bezieht sich auf ein klassisches Einzelmolekiil-
Experiment, in dem Messungen durch Verringerung des Messvolu-
mens (1 fL) durchgefiihrt werden, sodass sich nur ein Einzelmolekiil
oder weniger in diesem Volumen befindet. Dies entspricht einer Kon-
zentration von 2 nM. Bei hdheren Konzentrationen, bei denen norma-
lerweise Wechselwirkungen zwischen biologischen Molekiilen in leben-
den Systemen auftreten, wird mehr als ein Molekiil pro Messvolumen
vorliegen, und daher sind solche Konzentrationsbereiche fiir Einzelmo-
lekiil-Messungen ungeeignet. Andererseits sind die typischen Konzen-
trationen fiir eine Detektion wesentlich niedriger als dieser Bereich.
Die Einschrinkung des Detektionsbereichs beruht auf der méglicher-
weise sehr langen Zeitspanne zwischen den Messungen. So wird die
Messung nicht nur beziiglich der Messzeit erschwert, sondern auch,
weil die Lebenszeit des biologischen wechselwirkenden Komplexes auf
der Einzelmolekiil-Ebene kiirzer sein kann als die Zeit zwischen den
Messungen. Es wird angenommen, dass das Messvolumen 1 fL und
der Diffusionskoeffizient eines typischen Biomolekiils 1x1077 cms™
betragen.

suchen verwendet. Fiir das beschriebene Beispiel mit einer
Konzentration von 1 fm muss ein Volumen von iiber 50 nL
bearbeitet werden, um ein Konfidenzniveau von 95 % zu er-
reichen, damit die Analyse die Probe widerspiegelt. Bei
einem Zeitraum von 10 min zwischen Einzelmolekiil-Auf-
nahmen wiirde die Messung aller Molekiile in der Probe
mindestens sechs Stunden dauern. Wie in Abschnitt 4.1 er-
lautert werden wird, ist diese Einschrankung der Grund
dafiir, dass die Nanoporensensoren, die eine Pore passierende
Einzelmolekiile detektieren konnen, normalerweise im na-
nomolaren bis mikromolaren Bereich angewendet werden."!
Folglich werden diese Poren hiufiger zur DNA-Sequenzie-
rung!™ genutzt, bei der eine Identifizierung statt einer
Quantifizierung das Ziel ist.

Eine Folge der ,,Mafstabsverkleinerung* auf das Niveau
des FEinzelmolekiils ist, dass die Kinetik biomolekularer
Wechselwirkungen nicht langer ignoriert werden kann; dies
stellt die thermodynamische Beschridnkung dar. Die statische
Sichtweise auf biologische Bindungsereignisse, die aus En-
semble-Messungen resultiert, sollte mit zunehmendem Ver-
stechen der Dynamik von Bindungsprozessen {iiberdacht
werden. Wechselwirkungen mit hoher Affinitdt verlaufen
normalerweise mit Dissoziationskonstanten im mikromola-
ren bis nanomolaren Bereich. Dies bedeutet, dass beispiels-
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weise in Enzymimmunassays (ELISA) die Reversibilitit des
Bindungsgleichgewichts nicht nachgewiesen wird, da die
Anderung der Anzahl von Bindungsereignissen zu einer be-
stimmten Zeit zu gering ist, um von konventionellen Mess-
wertaufnehmern erfasst zu werden. Dagegen wird mit Ein-
zelmolekiil-Messungen — oder mit Messmethoden, die fast
eine entsprechende Auflosung erreichen — die Reversibilitét
von Affinititsreaktionen wihrend der Messung erkennbar.[!
Dies ist wichtig, da die Lebenszeit des Komplexes mit der
Dissoziationsgleichgewichtskonstante und Assoziationsge-
schwindigkeitskonstante verkniipft ist. Daher muss die Mes-
sung ausreichend schnell ablaufen, um den Komplex zu de-
tektieren. Erwartungsgemdfl betrdgt die Lebenszeit eines
Komplexes mit einer typischen Dissoziationskonstante im
mikromolaren Bereich etwa 1 s, wenn die diffusionsbegrenzte
Assoziationskonstante bei ca. 5x 10 m 's™! (Lit. [2a]) liegt,
und iiber 3 min fiir hochaffine Antikorper mit einer Disso-
ziationskonstante im nm-Bereich.'”! Bei einer Zeitdauer von
10 min zwischen den Messungen konnen solche Lebenszeiten
die Qualitdt erhaltener analytischer Informationen beein-
trachtigen.

Die Suche nach Losungen fiir diese Probleme in der
Einzelmolekiil-Messtechnik aufgrund der konzentrationsbe-
zogenen und thermodynamischen Grenzen erdffnet neue
Moglichkeiten fiir das Messdesign zur Beeinflussung von
Gleichgewichten und zur Auslésung von Bindungsreaktio-
nen, beispielsweise durch Kompartimentierung und Immo-
bilisierung.

3. Die Natur als Vorbild zur Lésung von Problemen
in der Einzelmolekiil-Sensorik

Eine Zelle kann Signale in ihrer Umgebung wahrnehmen,
auf diese reagieren und entsprechend ihre Morphologie und
ihr Verhalten anpassen, um so ihr weiteres Schicksal zu be-
einflussen. Tatséchlich sind in der Biologie Beispiele bekannt,
in denen ein einzelnes Molekiil Einfluss auf das Gesamter-
gebnis ausiiben kann. Ein einzelnes Peptidantigen kann bei-
spielsweise den T-Zell-Rezeptor aktivieren und ein Aktivie-
rungsprogramm auslosen, das zu einer Immunreaktion fithren
kann." Um dies zu verstehen, muss man wissen, dass die T-
Zelle nicht nur spezifische Peptide in &duBlerst niedrigen
Konzentrationen detektieren und identifizieren konnen muss,
sondern auch eine schicksalbestimmende Entscheidung tref-
fen muss: Ist eine bestimmte Peptidsequenz ein gutartiges
oder ein immunogenes Peptid? Prinzipiell gibt es zwei Stra-
tegien fiir das Design von Sensoren fiir entsprechende Mes-
sungen: Erstens konnte eine grofle Peptid-Datenbank auf-
gebaut werden, die Peptidsequenzen von allen bekannten
Pathogenen, von Krebs sowie von korpereigenen Proteinen
enthilt, und dann die nachgewiesene Peptidsequenz mit der
Datenbank abgeglichen werden. Zweitens konnte man von T-
Zellen lernen: Diese nutzen variierende Bindungseigen-
schaften zwischen Peptidantigen und T-Zell-Rezeptor, um
Peptide zu detektieren und zu bewerten.

Die Bindungsaffinitidten des T-Zell-Rezeptors zu seinen
Peptidliganden sind relativ niedrig (K;=1-100 um), und die
Bindungsaffinitdt entspricht nicht zwangsldufig den T-Zell-
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Reaktionen.”! Daher kann das erstaunliche Unterschei-
dungsvermogen von T-Zellen zwischen gutartigen und im-
munogenen Peptiden nicht nur von der Spezifitit einer
einzigen Rezeptor-Liganden-Wechselwirkung abgeleitet
werden. Tatsdchlich verwenden Zellen Tricks, um bei niedri-
gen Affinititen reagieren zu konnen, beispielsweise durch
Beschrianken der wechselwirkenden Spezies auf kleine Vo-
lumina. Dies verdndert die erkennbare Wechselwirkungs-
kinetik, die von der Zelle wahrgenommen wird.”” Beispiels-
weise wird der T-Zell-Rezeptor auf der Zelloberflidche in
nanogrofle Dominen gruppiert, was nicht nur die Konzen-
tration des Rezeptors in diesem Volumen erhoht, sondern
auch die Mobilitit von jedem Rezeptor einschriankt.”! Auf
diese Weise kann ein Ligand an den gleichen Rezeptor oder
benachbarte Rezeptoren fortlaufend binden.””?! Dies ist ein
Beispiel dafiir, dass vielzdhlige Einzelmolekiil-Wechselwir-
kungen die geringe Affinitdt einer einzigen solchen Wech-
selwirkung kompensieren konnen.

Weitere Zellstrukturen, die Molekiile eingrenzen und
somit die Geschwindigkeit der ,Detektion® verdndern
konnen, sind Vesikel, zweidimensionale Membranen oder
eindimensionale Fasern. Die Dimensionalitéit dieser Struk-
turen beeinflusst wesentlich die Reaktionskinetik zwischen
den Molekiilen, die in diesen Rdumen eingeengt werden.
Hierbei konnte der Entwurf von Sensorgeometrien Anre-
gungen aus biologischen Strategien der Eingrenzung erhal-
ten. Wihrend Zellen Volumina verkleinern, um Konzentra-
tionsgrenzen zu iiberwinden, wirken andere Elemente, wie
Poren und Rezeptoren, iiberwiegend durch Einzelmolekiile
und fungieren als , Torwachter* fiir diese Kompartimente.
Eine solche selektive Einengung in kleine Volumina wiirde
Einzelmolekiil-Messungen erheblich vereinfachen.

Eine andere Strategie der Zelle ist die Kombination von
Kompartimentierung mit ,,Multiplexing“. Viele Proteine,
insbesondere Signalmolekiile, haben mehrere Wechselwir-
kungspartner.”! Dementsprechend sind biologische Systeme
nicht nur beziiglich Wechselwirkungen und Reaktionen unter
Beteiligung der gleichen Molekiile heterogen, sondern auch
in Bezug auf Wechselwirkungen oder Reaktionspartner. Ein
Molekiil, das mit unterschiedlichen Partnern unter verschie-
denen Bedingungen wechselwirken kann, ist, biologisch ge-
sehen, wertvoller und konnte somit evolutiondr selektiert
worden sein, im Unterschied zu einem Molekiil, das nur einen
anderen Partner binden kann.® Die Vielfiltigkeit der Bin-
dungspartner ist jedoch nur funktionell niitzlich, wenn ver-
schiedene Wechselwirkungen kommuniziert werden konnen.
Es ist wahrscheinlicher, dass vielmehr FEigenschaften der
Bindungsereignisse, statt der Identitdt der Bindungspartner,
durch Signalnetzwerke tibermittelt werden. Beispielsweise ist
letztlich fiir die Auslosung einer Immunreaktion durch die T-
Zelle nicht wichtig, welches antigene Peptid an den T-Zell-
Rezeptor gebunden ist. Es gibt also einen gemeinsamen Si-
gnalmechanismus, der die Lebenszeit der Ligand-Rezeptor-
Wechselwirkung iibermittelt, und diese Bindungseigenschaft
dient letztlich der Unterscheidung der Liganden. Diese ist
auch die biologisch entscheidende Information, wihrend die
eigentliche Sequenz der antigenen Peptide unerheblich ist.
Fir Einzelmolekiil-Sensoren konnen daraus folgende
Schlussfolgerungen gezogen werden: Eine Reduzierung der
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Wechselwirkungsspezifitdt kann einen hoheren Informati-
onswert per Einzelmolekiil-Bindungsereignis bedeuten (d.h.,
Quantifizierung der Lebenszeit von Komplexen auf Kosten
der Identifizierung des Bindungspartners) und dadurch neue
Moglichkeiten fiir die Multiplex-Erkennung eroffnen, die
wertvolle Einblicke in komplexe Systeme geben kann. Sen-
soren, die Einzelmolekiil-Bindungsereignisse quantifizieren,
wiirden die gleiche Zuverldssigkeit fiir seltene Bindungser-
eignisse aufweisen wie fiir hiufige. Somit sind die Eigen-
schaften, die einen guten Ensemble-Sensor definieren (z.B.
Spezifitat, hohe Bindungsaffinitit), nicht unbedingt die glei-
chen wie fiir Einzelmolekiil-Sensoren.

4. Neue Ansdtze fiir Einzelmolekiil-Sensoren

Wie konnten sich die genannten Einschrinkungen bei
Einzelmolekiil-Messungen iiberwinden lassen und so Mes-
sungen mit hinreichender Geschwindigkeit und statistischer
Genauigkeit durchfithrbar werden? Die neuen Strategien
konnen eingeteilt werden in: 1) schnelle Nahfeld-Messungen,
2) massiv parallele Nahfeld-Messungen, 3) Fernfeld-Samp-
ling/Nahfeld-Detektions-Messungen und 4) Fernfeld-Mes-
sungen. Die letzten drei Strategien sind in den unteren drei
Feldern in Abbildung 1 dargestellt.

4.1. Schnelle Nahfeld-Messungen

Vermutlich bestanden die ersten Einzelmolekiil-Mes-
sungs-Strategien fiir eine quantitative Analyse in den von
Bayley etal. entwickelten Nanoporen-Strategien,”>!! mit
denen Metallionen und organische Molekiile detektiert
werden sollten. Die entsprechenden Sensoren beruhten auf
modifizierten o-Hédmolysin-Nanoporen in einer Lipiddop-
pelschicht, die zwei Seiten einer Losung trennte, sodass
Spezies nur durch die Pore iibertreten konnten. Dieses
Design dhnelt stark den Poren und Kanélen in Zellmembra-
nen. Durch Elektroden an jeder Seite der Pore konnte die
Leitfdhigkeit quer durch die Membran gemessen werden.

a
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Abbildung 3. Ein Einzelmolekiil-Nanoporensensor. a) Reversible Bin-
dung von unterschiedlichen einzelnen Analytmolekiilen (durch rote
und griine Kreise dargestellt) an einen Rezeptor in der Nanopore.

b) Die GréfRenordnung der damit verbundenen Widerstandspulse (als
Anderung der Leitfihigkeit, Ag, angezeigt) gibt die Art des Analyten
wieder und erméglicht eine Unterscheidung zwischen verschiedenen
Analyten. Wiedergabe aus Lit. [28] mit Genehmigung der Royal Society
of Chemistry. Copyright 2010.
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Wenn sich eine Spezies durch die Pore bewegt und diese
teilweise blockiert, nimmt die Leitfdhigkeit ab (Abbildung 3).
Die Selektivitit wird dadurch erzielt, dass der Analyt von
Interesse eine Affinitéit fiir die modifizierte Pore aufweist.
Daher wird der Analyt durch einen Widerstandspuls erkannt,
und jeder Widerstandspuls ist mit einer einzelnen Spezies
verbunden, die durch die Pore gelangt. Somit entspricht die
Anzahl der Pulse der Menge der durch die Poren hindurch-
tretenden Spezies. In den frithen Studien wurden Detek-
tionsgrenzen im GroBenbereich von nw fiir Tonen! und pm
fiir organische Spezies™! bestimmt. Seit diesen Anfingen
wurde der Einsatz von sowohl proteinbasierten als auch
Festphasen-Nanoporen als Sensoren intensiv erforscht, wobei
die Detektion und Sequenzierung von DNA im Mittelpunkt
stand. Bei der DNA-Sequenzierung bestand das Hauptpro-
blem hidufig darin, dass die Diffusion des DNA-Molekiil
durch die Nanopore schneller ist als das Ablesen durch das
System (oder Gerit) und dadurch die Transfergeschwindig-
keit der Molekiile zur Pore irrelevant ist.?! Der an dieser
auflergewohnlichen Arbeit interessierte Leser sei auf einige
der vielen Ubersichtsartikel®™?" zu diesem Thema verwiesen.
Nanoporen sind ein ausgezeichnetes Beispiel dafiir, wie De-
tektionsgrenzen von Einzelmolekiil-Sensoren  gesenkt
werden konnen, indem die Geschwindigkeit, mit der der un-
tersuchte Analyt das Nahfeld-Messvolumen erreicht, erhoht
wird.

In einem Nanoporen-Experiment wiirde die Zeit bis zum
Aufeinandertreffen von Analyt und Pore durch die gleichen
zeitlichen Regeln bestimmt sein wie in einem Fluoreszenz-
Experiment (siche Abschnitt2), d.h. ca. 10 min zwischen
Widerstandspulsen fiir ein Protein in einer 1 fm Losung. Na-
noporen sind jedoch nicht rein diffusionsbestimmte Systeme.
Bei der Messung wird ein elektrisches Feld zwischen den
beiden Elektroden angelegt. Tragt der Analyt eine Ladung,
kann die Wanderung des Analyten zur Pore die Zeit bis zum
Aufeinandertreffen bei einer bestimmten Konzentration
deutlich erhohen. Héfler und Gyuresanyi®' untersuchten
dieses Problem theoretisch mit einem Zufallsbewegungsmo-
dell und zeigten, dass die Zeit bis zum Aufeinandertreffen
von Analyt und Pore mit zunehmendem elektrischem Feld
um bis zu zwei Groflenordnungen abnimmt, bei gleichzeitiger
Abnahme der Detektionsgrenze. Auch wenn das elektrische
Feld die Zeit bis zum Aufeinandertreffen des Analyten mit
der Pore verringert, zeigt sich, dass aufgrund der fiir die
Messungen erforderlichen Elektrolytlosung das elektrische
Feld nicht weit von der Pore vordringt. Somit verlduft in der
Realitdt der Massentransport vom Analyten zu einer Nano-
pore in grofer Entfernung von der Pore normalerweise durch
Diffusion, wihrend eine Migration im elektrischen Feld nur
in der ndheren Umgebung der Pore bedeutsam wird.

Freedman et al.*" legten auf elegante Weise die Auswir-
kungen des Elektrolyten auf das elektrische Feld beim
Transfer von Spezies zur Nanopore dar. Sie postulieren, dass
bei einem Einfangradius der Pore von 3 um aufgrund des
elektrischen Felds nur 34 Molekiile im Einfangvolumen einer
1 nm Losung vorliegen. Bei einer Losungskonzentration im
subpikomolaren Bereich wiirden sich nur 0.03 Molekiile im
Einfangvolumen befinden, und somit konnte der Sensor
wieder nur mit iibermdBig langen Messzeiten betrieben
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werden. Meller et al.?! begegneten diesem Problem mit der
Verwendung von Salzkonzentrationsgradienten. Sie zeigten,
dass, anstelle von 1m KCI auf jeder Seite der Pore, durch
Verringerung der Konzentration auf 0.2m auf der Seite mit
der DNA (der cis-Seite) und Aufrechterhaltung von 1m auf
der trans-Seite ein Ionengradient erzeugt wird, der von der
Pore in die cis-Seite iibergeht. Die Folge war ein 30-facher
Anstieg der Detektionsgeschwindigkeit fiir 3.8 py DNA-L6-
sungen. Ein steiler Konzentrationsgradient von 0.2m auf der
cis-Seite und 4m auf der trans-Seite fiihrte zu etwa einem
Widerstandspuls pro Sekunde, gegeniiber mehreren Sekun-
den zwischen Widerstandspulsen mit 1M KCI auf jeder Seite.

Aufbauend auf die Ideen von Meller et al.®!! zur Vergro-
Berung des Einflussvolumens des elektrischen Felds ausge-
hend von der Nanopore wendeten Freedman et al.”” die
Wechselstromtechnik von Dielektrophoresefallen an. Mit-
hilfe einer Metallbeschichtung auf einer Nanopipette fiir die
Widerstandspulsmessung von DNA wurde gezeigt, dass die
Spitze-Spitze-Spannung die FEinfanggeschwindigkeit und
somit das Einfangvolumen beeinflusste. Eine Verdopplung
der Spitze-Spitze-Spannung von 10 auf 20 V fiihrte zu einem
10-fachen Anstieg der Einfanggeschwindigkeit. Mithilfe
dieses Ansatzes konnten Freedman et al.’” 5 fm DNA mit
315 Ereignissen pro Minute detektieren; dies ist eine er-
staunliche Verbesserung gegeniiber der Messung ohne Di-
elektrophoresefalle.

FEin alternativer Ansatz zur elektrophoretischen Methode,
um das Einfangvolumen zu erhohen, ist die bewédhrte ma-
gnetische Einfangstrategie. Bisher wurden solche Strategien
zur Aufkonzentration des Analyten®™ vor der Nanoporen-
Messung angewendet, im Unterschied zur Verwendung ma-
gnetischer Nanopartikel, die den Analyten zu den Poren
transportieren.

Die Einschriankung dieser allgemeinen Strategie schneller
Nahfeld-Messung liegt unseres Erachtens darin, dass sie sich
auf Messmethoden beschriankt, bei denen sich der Analyt
durch das Nahfeld-Messvolumen bewegt. Fiir Einzelmolekiil-
Techniken, bei denen die Molekiile im Messvolumen ver-
bleiben miissen, sind dann Alternativen erforderlich.

4.2. Massiv parallele Nahfeld-Messungen

Massiv parallele Nahfeld-Messungen zahlreicher Einzel-
molekiil-Ereignisse konnen in vielen kleinen isolierten Pro-
benvolumina durchgefiihrt werden. Auf diese Weise verfuh-
ren Walt et al. unter Nutzung einer Lichtfaserbiindeltech-
nik.® Die Enden der Faserbiindel werden geitzt, sodass jede
Faser eine Vertiefung von 46 fL enthélt. Ein 1-mm-Biindel
weist 24000 dieser Vertiefungen auf, die jeweils rdumlich
voneinander getrennt sind. Die erste Anwendung dieser
Technik war ein Assay fiir ein einzelnes Enzym (3-Galacto-
sidase), in dem bei niedrigen Konzentrationen von (-Gala-
ctosidase entweder 1 oder 0 Enzymmolekiile in den Vertie-
fungen vorlagen, deren Aktivitidt mit einem fluoreszierenden
Substrat beobachtet wurde.*” Dementsprechend ist das
Grundprinzip dieses Einzelmolekiil-Assayformats die Ein-
engung der zu analysierenden Spezies in kleinen Volumina,
sodass die Konzentration des fluoreszierenden Substrats pro
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Vertiefung fiir die Messung ausreichend hoch ist. Kiirzlich
wurde eine interessante Variante dieses Experiments be-
schrieben, bei der das Enzym an paramagnetischen Kiigel-
chen immobilisiert war, sodass Tropfchen mit diesen Kugeln
magnetisch in die Vertiefungen iiberfiihrt werden konnten.!
Mithilfe dieser Technik konnen einzelne Nukleinsduremole-
kiile amplifiziert werden.*® Eine weitere Variante ist die so
genannte Slip-Chip-Methode von Ismagilov et al.*” Der Slip-
Chip ist ein Mikrofluidiksystem, in dem eine Fliissigkeitssdule
mechanisch iiber nL-groe Vertiefungen bewegt wird, in
denen ein einzelnes Molekiil eine Reaktion eingehen kann.
Auf diese Weise gelang eine Einzelmolekiil-DNA-Amplifi-
kation.®!

Die vielen Varianten dieser Art Experiment fiir die Be-
obachtung der Enzymkinetik wurden kiirzlich in einem
Ubersichtsartikel beschrieben.” Kleine Volumina wurden
auch zur Verfolgung von Protein-Protein-Bindung in einem
Nullmoden-Wellenleiter (Zero-Mode-Waveguide) verwen-
det.*! Eine besonders beeindruckende Neuheit auf diesem
Gebiet ist die Entwicklung von Arrays von Nullmoden-Wel-
lenleitern zur spektroelektrochemischen Untersuchung eines
einzelnen Flavinmononukleotids (FMN), das in einem Fern-
feld-Format von Bohn et al.™! visualisiert wurde. FMN ist ein
Redoxenzym-Cofaktor sowie elektrochemisch und optisch
nahe verwandt mit dem weit verbreiteten Enzym-Cofaktor
Flavin-Adenin-Dinukleotid. Bei einer Anregung ist die oxi-
dierte Form fluoreszierend, die reduzierte Form hingegen
weniger. Ein Merkmal der Nullmoden-Wellenleiter ist eine
goldene optische Plattierschicht (Abbildung 4). Das heiBt,
dass nur die oxidierten FMN-Molekiile, die den unteren
Abschnitt des Nullmoden-Wellenleiters erreichen, stimuliert
werden. Die goldene Beschichtung dient auch der Oxidation
und Reduktion des FMN in jedem Nullmoden-Wellenleiter.
Das Volumen der Nullmoden-Wellenleiter wird auf 200 zL
geschitzt, sodass bei Konzentrationen unter 10 um eine Be-
legung pro Wellenleiter von 1 oder 0 FMN-Molekiilen er-
wartet wird. Somit resultiert eine Anderung des Potentials —
ausgehend von FMN in seiner reduzierten Form hin zu einem
Oxidationspotential — in einer FMN-Fluoreszenz in den
FMN-haltigen Nullmoden-Wellenleitern. Diese Studie eroff-
net neue Moglichkeiten fiir die spektroelektrochemische
Untersuchung von Einzelenzymmolekiilen und weiterrei-
chend fiir Bioassays. Vorteile dieser Methode bestehen darin,
dass sie elektrochemisch ist, was sie gut kompatibel mit
Sensoruntersuchungen macht, dass die Ablesung in einem
Fernfeld-Format erfolgt, sodass die Reaktionen einfach op-
tisch gezdhlt werden, und dass die Spezies in jedem Nullmo-
den-Wellenleiter frei diffundieren.

Ein wesentlicher Aspekt der in diesem Abschnitt be-
schriebenen Techniken ist ihre Eignung fiir digitale Assays,*”!
da die Zdhlung der Vertiefungen mit Aktivitit eine Quanti-
fizierung ermoglicht. Zur Bestimmung der Konzentration aus
einer digitalen Zihlung muss die Poisson-Statistik angewen-
det werden.”" Ist die Konzentration ausreichend gering,
sodass lediglich die Beobachtung von 0 oder 1 Ereignis sehr
wahrscheinlich ist, ist das Verhéltnis zwischen dem Prozent-
anteil an ,,aktiven” Vertiefungen und der Enzymkonzentra-
tion der gesamten Menge anndhernd linear. Die Grenze
dieser Technik, selbst bei einer Detektion von bis zu 24000
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Abbildung 4. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Null-
moden-Wellenleiter von Bohn et al.""! a) Draufsicht einer Anordnung
von 11x 11-Wellenleitern; vergréRerte Ansicht b) von neun Wellenlei-
tern und c) eines einzelnen Nullmoden-Wellenleiters; d) Aufnahme
eines Querschnitts eines einzelnen Nullmoden-Wellenleiters mit dem
Rasterelektronenmikroskop; e) schematische Darstellung des spektro-
elektrochemischen Aufbaus eines einzelnen Wellenleiters, in dem Gold
sowohl als Elektrode zur Oxidation und Reduktion von FMN als auch
als optische Beschichtung dient, sodass nur oxidiertes FMN im unte-
ren Bereich zur Fluoreszenz angeregt werden kann. Wiedergabe aus
Lit. [41] mit Genehmigung der Royal Society of Chemistry. Copyright
2015.

Einzelmolekiilen im Fall der Arbeit von Rissin und Walt,?¥
liegt fiir die Quantifizierung in der noch immer sehr kleinen
ProbengroBe (ca. 1 nL). Das heifit, dass seltene Zielspezies,
fiir die groe Proben erforderlich sind, mit diesem Ansatz
nicht detektiert werden konnen. Auflerdem sollte angemerkt
werden, dass dieses Untersuchungsformat das zu erfor-
schende biologische System vor der Analyse kompartimen-
tiert, was die Messung von Wechselwirkungen zwischen Mo-
lekiilen in einer Probe verhindern konnte.
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] gy nVerietnoen \§ 8. Fluoreszenzbildgebung’, P 3 Affinitdtskonstante  bestimmt. Bei
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‘ N dem Kiigelchen (ca. 80000 im Fall von
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Blotin-Marker 200000 Kiigelchen die Konzentration

Abbildung 5. Digitaler ELISA von Rissin et al.: a) magnetische Kiigelchen, die mit Antikérpern des eingefangenen Molekiils etwa
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modifiziert sind, um den Analyten einzufangen sowie einen zweiten Antikérper zu binden, der
mit einem Enzym markiert ist. b) Die Kiigelchen fangen den Analyten ein und werden anschlie-
Rend in fL-Lochplatten uiberfithrt, worauf das Enzymsubstrat zugegeben wird. Es wird nur in den
Vertiefungen eine Farbe sichtbar, in denen sich ein Kiigelchen mit dem abgefangenen Analyten
befindet. c) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der fL-Vertiefungen, von denen einige ein
Kiigelchen enthalten. d) Fluoreszenzbild eines Abschnitts der Lochplatte, in dem die hellen
Punkte Signale des Enzyms darstellen, das mit einem Kiigelchen mit Analyt verbunden ist. Wie-
dergabe aus Lit. [14] mit Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd. Nature Biotechnology.

Copyright 2010.

4.3. Fernfeld-Sampling/Nahfeld-Detektion

Rissin et al.l! entwickelten die Idee massiver paralleler
Nahfeld-Messungen weiter und nutzten das gleiche Prinzip
fiir das Design eines digitalen Einzelmolekil-ELISA, mit
dem grofle Probenmengen und daher niedrige Analytkon-
zentrationen analysiert werden koénnen (Abbildung 5). Dies
gelingt mithilfe von Antikérper-modifizierten magnetischen
Kiigelchen, die den Analyten in der Losung einfangen und
anschliefend einen sekundidren Antikorper mit einer Biotin-
Markierung binden, an die ein Streptavidin-f3-Galactosidase-
Konjugat gebunden wird. Erst dann werden die magnetischen
Nanopartikel in die Probenvertiefungen zur Einzelmolekiil-
Quantifizierung der Anzahl ,,aktiver” Vertiefungen gegeben.
Dementsprechend erfolgt die Einengung nur wéhrend der
digitalen Ablesung. Dieses Assayformat wird hier als Fern-
feld-Sampling/Nahfeld-Detektions-Messung bezeichnet. Die
erzielten Detektionsgrenzen sind ausgezeichnet; fiir Biotin-
Streptavidin betrugen sie 350 zm, was 10-20 Enzymmarkie-
rungen in einer Probe von 100 pL entspricht.!! Diese Technik
wird als Einzelmolekiil-Analyse oder SiMoA (,,Single Mole-
cule Analysis“) bezeichnet und bildete die Grundlage fiir die
Griindung der Firma Quanterix. Die Walt-Gruppe zeigte das
Potential dieser Technik fiir verschiedene Assays, wie fiir den
Krebs-Biomarker , prostataspezifisches Antigen®,*! das
Toxin Ricin,*! Cytokine,*”! Dengue-Fieber-1*! und genomi-
sche bakterielle DNA." Die Vielfalt der unterschiedlichen
Analyten belegt die allgemeine Anwendbarkeit dieser Me-
thode, und in allen Fillen sind die Detektionsgrenzen im
subfemtomolaren Bereich auBerordentlich niedrig.
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0.3 nm betrdgt und ein hoher Prozent-
anteil der Zielspezies eingefangen
werden wird (ca. 70%). Die Verringe-
rung der Antikorperkonzentration auf
den Kiigelchen reduziert die Einfang-
effizienz. Zudem muss in dem digitalen
ELISA-Assay von Rissin et al."¥ die
Anzahl der Kiigelchen ausreichend
grof} sein, sodass gentigend Kiigelchen
in den 50000 Vertiefungen eingefangen
werden, doch andererseits wird mit zu vielen Kiigelchen das
Verhiltnis von Zielspezies zum Fingeragens verringert.
Folglich wiirden moglicherweise viele Kiigelchen, die ein
Zielmolekiil eingefangen haben, nicht in eine der Vertiefun-
gen iiberfithrt werden und so analytische Informationen ver-
loren gehen. Grund dafiir ist, dass von den 200000 Kiigelchen
nur 20000-30000 erfasst werden.

Wesentlich fiir digitale Ableseverfahren ist die Kalibrie-
rung. Die Kalibrierung stimmt die Reaktion eines Gerits auf
die Menge oder Aktivitidt des Analyten in der Probe ab. Ein
Problem bei der Kalibrierung ist die Verwendung von Stan-
dardlosungen, die selten Probenlosungen dhneln. Daher sind
Analysemethoden ohne Kalibrierung vorteilhaft. Prinzipiell
ist fiir Analysemethoden, die die Menge eines Stoffs zdhlen,
wie bei der Gravimetrie (Bestimmung der Masse) oder
Coulometrie®! (Messung der elektrischen Ladung), keine
Kalibrierung erforderlich. Parallele Einzelmolekiil-Messun-
gen mit digitaler Ablesung konnten moglicherweise ohne
Kalibrierung erfolgen.

Es sind auch zahlreiche andere Strategien fiir Fernfeld-
Sampling/Nahfeld-Messung bekannt, die andere Ubertra-
gungsmethoden einsetzen. FEine Strategie, die Fernfeld-
Sampling/Nahfeld-Messung ermoglicht, jedoch die Kompar-
timentierung der Probe wihrend der Erfassung und Messung
vermeidet, nutzt die optischen Eigenschaften einzelner Na-
nopartikel, die auf einer Oberfliche immobilisiert sind. Es
sind etliche neue Assayformate bekannt, die der Empfind-
lichkeit von Einzelmolekiil-Messungen nahe kommen und
sich fiir die massive parallele Ausfithrung und kontinuierliche
Erfassung vieler einzelner Nanopartikel eignen konnen.
Haiufig werden plasmonische oberflichengebundene Nano-

Angew. Chem. 2016, 128, 11526 —11539


http://www.angewandte.de

GDCh
~~

partikel verwendet. Beispielsweise entwickelten wir Anord-
nungen von plasmonischen Nanopartikeln auf Goldoberfla-
chen fiir oberflichenverstirkte Raman-Spektroskopie
(SERS), in der die SERS-Hotspots mithilfe thermoresponsi-
ver Polymere reversibel fiir das Einfangen von Analyten ge-
offnet und fiir die Messung wieder geschlossen wurden.*!
Wie auch mit anderen SERS-Methoden gelang mithilfe dieser
Technik der Nachweis von Einzelmolekiilen, und durch Un-
tersuchung einzelner Partikel konnten viele Einzelmolekiil-
Ereignisse detektiert werden. Mayer et al.”” stellten einen
Einzelmolekiil-Immunassay vor, in dem ein Dunkelfeldmi-
kroskop und Antikorper-modifizierte, oberflichengebundene
Gold-Bipyramiden verwendet wurden. Die Antikorper
fingen ein Zielprotein in Losung ein, und die Dissoziation
eines einzelnen Antikorpers von der Pyramidenoberfldche
bewirkte eine wahrnehmbare Verschiebung der plasmoni-
schen Merkmale der Nanopartikel. Auf dhnliche Weise ent-
wickelten Sannomiya et al.”!! einen Einzelmolekiil-DNA-
Hybridisierungsassay unter Verwendung von DNA-modifi-
zierten Gold-Nanopartikeln. Dabei wurde ein Marker fiir die
optische Reaktion verwendet. Die DNA-Hybridisierung er-
moglichte die Bindung eines zweiten, kleineren Gold-Nano-
partikels an den Hauptpartikel und bewirkte so eine Ande-
rung der plasmonischen Signatur des oberfldchengebundenen
Partikels. In diesem Beispiel wurden die Spektren von neun
Nanopartikeln nacheinander aufgenommen, um Informatio-
nen zur DNA-Hybridisierung zu erhalten. Kiirzlich wurde
jedoch von Zijlstra et al.’” und Ament et al.* {iber Einzel-
protein-Bindung an Gold-Nanostdbchen ohne Marker be-
richtet. Keines dieser Beispiele wurde bisher jedoch in massiv
paralleler Messweise durchgefiihrt. Indes zeigt eine nicht-
biologische Anwendung der plasmonischen Bildgebung vieler
einzelner Nanopartikel fiir das Versténdnis der Elektrokata-
lyse das Potential fernfeldmikroskopischer Ansitze auf.*
Es wurden Ansédtze mit plasmonischen Nanopartikeln auf
Oberflichen entwickelt, die Fernfeld-Mes-
sungen erméglichen. Kill et al.” beschrieben
ein interessantes Beispiel fiir die Abbildung @ /J(
von Anordnungen biotinylierter Nanopartikel ~ graneszentes ,J(\
auf einer Oberfldche mithilfe eines Dunkel-
feld-Kondensors, der einen durchstimmbaren,
vor einer CCD-Kamera platzierten Fliissig-
kristallfilter nutzt, der den Spektralbereich

3

TIR-Anregung

mit Inkrementschritten von 1 nm scannt. Auf €

diese Weise kann durch Umschichten der

Abbildungen das Spektrum fiir jeden Partikel ; :
verfolgt werden. Der Nutzen dieses Ansatzes

wurde unter Verwendung von Meerrettich- Radc®
peroxidase-Streptavidin-Biokonjugaten Ly|:at \t',icsp

belegt. Das Enzym bindet an die Nanoparti-

Aufsitze

ein einziger Widerstandspuls den Widerstand nicht ausrei-
chend verdndert, um eine wahrnehmbare digitale Antwort zu
erhalten. Im Wesentlichen bedeutet dies, dass die Einzelmo-
lekiil-Kapazitit verloren geht, da eine grofle Menge an Poren
ein analoges Signal wiedergibt. Wallace et al.* 16sten dieses
Problem kiirzlich auf raffinierte Weise mit einer biomimeti-
schen Strategie. Anstelle der Leitfahigkeit zur Erfassung des
Tonenflusses durch die Nanoporen verwendeten sie den als
Calciumsignal fungierenden Fluorophor Fluo-8. Analog zur
Widerstandsmessung ist die Fluoreszenz aufgrund des Calci-
umflusses durch die Pore hoch, bis eine DNA-Sequenz durch
die Pore tritt, woraufhin ein Abfall der Fluoreszenz beob-
achtet wird. Somit sind Translokationen durch die Poren
durch lokalisierte Abnahmen der Fluoreszenzsignale ge-
kennzeichnet. Oh et al.’”! zeigten, dass auch eine plasmoni-
sche Variante dieser Messung moglich ist, denn ihnen gelang
die Messung von geringen Analytmengen infolge des Pas-
sierens durch Anordnungen plasmonischer Nanolocher unter
Verwendung der in Abschnitt 4.1 beschriebenen Dielektro-
phoresefallen, da der Abstand zwischen den Lochern grofier
ist als die Beugungsgrenze.

4.4. Fernfeld-Messungen

Die am Ende des letzten Abschnitts beschriebenen An-
sdatze nahern sich vollstindigen Fernfeld-Messungen. Die
optische Mikroskopie ermoglicht Fernfeld-Messungen und
wird hdufig zur Detektion von Reaktionen auf Partikelober-
flachen eingesetzt. Das Prinzip wird auch in Einzelmolekiil-
Pulldown-Assays zur Charakterisierung und Quantifizierung
der Anzahl gleicher Proteinkomplexe in Zellen angewendet
(Abbildung 6).* Dazu werden eine Antikorper-modifizierte
Glasoberfldche als Einfangvermittler und Immunfluoreszenz
sowie interne Totalreflexionsfluoreszenz (TIRF) zur Able-

j Wk Polymerbiirste o Biotin
K NeutrAvidin (7> Kéderprotein

ﬁr/ Antikérper FP

,J(\ Fluorophor-markierter Antikorper

)
't

d
= 800
o
& 2 600
K}
[s}
2 400
§ 200
= § 0
- Flag His N |P His - Flag His
- 10xYFP 10xCon Lysat YFP - 10x 10x
YFP Con
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kel, wobei die Enzymreaktion von einem
einzelnen oder einigen wenigen Enzymen die
Bildung eines Niederschlags auf den Nano-
partikeln unter gleichzeitiger spektraler Ver-
schiebung bewirkt. In einem weiteren Beispiel
wurde auf Nanoporen zuriickgegriffen. Der
Grund fiir die Verwendung einzelner oder
weniger Nanoporen besteht darin, dass bei
Widerstandsmessungen mit zu vielen Poren
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Abbildung 6. Einzelmolekiil-Pulldown-Assays, in denen eine Antikérper-modifizierte Ober-
fliche zum Einfangen eines Kéderproteins verwendet wird, das entweder a) durch einen
sekundaren fluoreszenzmarkierten Antikorper sichtbar gemacht wird oder b) genetisch
mit einem Fluoreszenzprotein (FP) fusioniert wurde. Die Visualisierung erfolgt mithilfe
von TIRF-Mikroskopie, in der die eingefangenen Marker weiter auseinander liegen
missen als die Beugungsgrenze. c,d) TIRF-Aufnahmen und Quantifizierung fiir gelb fluo-
reszierendes Protein (YFP), das aus Zellen eingefangen wurde, die Hiss-YFP exprimieren,
sowie negative Kontrolloberflichen (—), Marker (Flag) und Zellen (Con). Wiedergabe aus
Lit. [58] mit Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd. Nature Biotechnology. Copy-
right 2011.
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sung eingesetzt. Die zeitliche Trennung des Einfangens und
der Messung begrenzt jedoch die Anwendungsbreite der
Methode, da Bindungen iiber Minuten oder Stunden stabil
sein miissten, was die Methode, wie in Abschnitt 2 beschrie-
ben, aus kinetischer Sicht einschrinkt. Lee et al.””) modifi-
zierten den Einzelmolekiil-Coimmunprizipitationsassay fiir
Echtzeitmessungen, sodass Protein-Protein-Wechselwirkun-
gen mit Lebenszeiten von wenigen hundert Millisekunden in
Zellrohextrakten beobachtet werden konnten. Gambin et al.
kehrten das Format um und nutzten Fluoreszenzfluktuatio-
nen in einem konfokalen Detektionsvolumen, anstelle von
Oberflichenimmobilisierung und TIRF-Mikroskopie, um die
Stochiometrie von Proteinkomplexen in lysierten Zellen zu
analysieren.”) Wihrend mit diesen Methoden sogar transi-
ente einzelne Bindungsereignisse nachgewiesen werden
konnen, erfordern die Strategien normalerweise eine Zell-
transfektion und niedrige Protein-Expressionsniveaus.

Einzelmolekiil-Lokalisationsmikroskopie [SMLM, auch
photoaktivierte Lokalisationsmikroskopie (PALM),"! (di-
rekte) stochastische optische Rekonstruktionsmikroskopie
((d)STORM) ! GSD-Mikroskopie (Entvolkerung des
Grundzustands)]*! konnte eine Methode der Wahl fiir die
Fernfeld-Detektion werden. Bei dieser superauflosenden
Fluoreszenzmikroskopie wird eine zeitliche Trennung von
Fluoreszenzereignissen zur Identifizierung von Einzelmole-
kiilen in sehr dichten Proben und in einem Fernfeld-Format
genutzt. Bisher wurde die Einzelmolekiil-Lokalisationsmi-
kroskopie hauptsichlich zur Bildgebung in der Zellbiologie
verwendet.® Die Photoschaltung und -aktivierung der
Fluorophore fiihrt eine zeitliche Auflosungsgrenze ein, und
die Zahlung von Molekiilen erfordert, selbst in festgelegten
Proben, eine sorgfiltige Kalibrierung.!” Daher besteht die
Hiirde fiir eine Quantifizierung darin, Einzelmolekiil-Ereig-
nisse von Rauschen zu unterscheiden. Hinzu kommt, dass aus
technischer Sicht die Detektionswahrscheinlichkeit des Si-
gnals berticksichtigt werden muss. Dieses Problem ist fiir die
SMLM besonders akut, wo Photoaktivierung/-schaltung von
Fluorophoren das Molekiil vor der Aufnahme seines Signals
zerstoren kann. Eine neuere Studie schitzte die Detektions-
wahrscheinlichkeit von hédufig verwendeten Fluoreszenzpro-
teinen in der SMLM auf 50-70 % . Allerdings ist die Iden-
tifizierung seltener Ereignisse in der Biologie ebenfalls pro-
blematisch. Beispielsweise wurde in einem rekombinanten
System gezeigt, dass die Aktivierung der kleinen GTPase Ras
durch den Austauschfaktor Son of Sevenless (SOS) aus-
schlieBlich durch seltene, jedoch langlebige Zustdnde hoher
Aktivitdt angetrieben wird, die sehr wenig zur mittleren Ka-
talysegeschwindigkeit beitragen.[”) In diesem Beispiel kann
der Grof3teil der Austauschreaktion als Rauschen betrachtet
werden. Somit ist die Zuverléssigkeit der Detektion proble-
matisch, besonders bei einer Diagnose, bei der nach seltenen
Ereignissen gesucht wird.

Eine interessante Nicht-Fluoreszenz-Methode zur Fern-
feld-Messung entstammt der Charakterisierung von Dotier-
stoffen in Graphen iiber Raman-Spektroskopie.l! Strano
etal!®! nutzten die Empfindlichkeit von Graphen gegen
kleine Verdnderungen beziiglich der Dotierstoffe zur bildli-
chen Darstellung lokalisierter Verdnderungen der Dotier-
stoffmenge. Die Forscher nahmen dabei praktisch an, dass

www.angewandte.de

Aufsitze

© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

An dte

Chemie

eine Graphenschicht eine unabhéngig ansprechbare Anord-
nung optischer Sensoren darstellt. Sie verwendeten die Me-
thode zur Bildgebung des pH-Werts mit rdumlicher Sub-20-
nm-Auflésung sowie zur Demonstration der Messung lokali-
sierter pH-Verédnderungen in einer Zelle auf der Graphen-
oberflidche als MaB fiir den Zellmetabolismus.

Zu diesem Zeitpunkt sind wir der Meinung, dass massiv
parallele Nahfeld-Strategien gut zur Quantifizierung geeignet
sind, wihrend Fernfeld-Strategien in biologischen Experi-
menten erfolgreicher sind, in denen die Probe dem Assay-
format zum Teil angepasst werden kann. Dennoch fand die
Fernfeld-Mikroskopie auch Anwendung, um die Hybridisie-
rungskinetik von DNA-Duplexen auf einer Oberfliche zu
quantifizieren sowie um die tatsdchlich an die Oberfldache
bindenden, fluoreszenzmarkierten Zielstrange bis zu 1 pm zu
zihlen.” Die Bedingungen sind hier jedoch, dass die zeitli-
che Trennung der Zielsequenzen, die die Fluorophore ent-
halten, gewéhrleistet ist, eine Bindung an die Oberfldche er-
folgt oder eine niedrige Dichte vorliegt, um eine spektrale
Uberlagerung zu vermeiden.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Der Ubergang von Einzelmolekiil-Detektoren zu Ein-
zelmolekiil-Sensoren fiir die quantitative Analyse befindet
sich erst in einer frithen Phase. Die Entwicklung entspre-
chender Techniken ist fiir die Analytik und Biologie unver-
zichtbar. Aus analytischer Sicht bieten quantitative Einzel-
molekiil-Sensoren die ultimative Auflésung bis zum Einzel-
molekiil zusammen mit der Fihigkeit zur kalibrierungsfreien
Zihlung von Molekiilen. Allerdings konnten — jenseits der
Leistungsfahigkeit gegenwdrtiger Sensorikstrategien — Ein-
zelmolekiil-Sensoren iiber die digitale Z&hlung von Molekii-
len hinausgehen und Einzelmolekiil-Wechselwirkungsereig-
nisse selbst parametrieren. Diese Fiahigkeit zur Quantifizie-
rung von Einzelmolekiil-Wechselwirkungen fiihrt uns zum
dringenden Bedarf an quantitativen Einzelmolekiil-Sensoren
in der Biologie. Biologische Systeme sind durch Heterogeni-
titen in der Reaktions-/Wechselwirkungskinetik der gleichen
Spezies wie auch der Reaktions-/Wechselwirkungspartner
gekennzeichnet. Letztlich gibt es fiir das Verstdndnis biolo-
gischer Systeme keine Alternative zur Abbildung dieser He-
terogenitéten, und nur Einzelmolekiil-Sensoren konnen He-
terogenitédten auf molekularer Ebene messen.

Fiir die Entwicklung quantitativer Einzelmolekiil-Senso-
ren missen im Wesentlichen zwei Hiirden tiberwunden
werden: Erstens muss ein ausreichend starkes Signal von
einem Einzelmolekiil erhalten werden. Diese Aufgabe wurde
in den letzten 20 Jahren infolge der erstaunlichen Fortschritte
bei Systemen zur Einzelmolekiil-Detektion und -Verfolgung
bewiltigt. Ohne die Schwierigkeiten bei der Durchfiihrung
solcher Messungen trivialisieren zu wollen, kann die Einzel-
molekiil-Detektion dank dieses neuen Forschungsgebiets
heutzutage nahezu als Routine betrachtet werden. Ein aus-
reichend starkes Signal wird iiberwiegend durch Einengung
des Messvolumens auf den Nanobereich erhalten. Die zweite
Hiirde besteht in der Messung vieler Einzelmolekiil-Ereig-
nisse, um ausreichend Informationen fiir eine quantitative
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Analyse zu erhalten. Die Reduzierung des Messraums auf
sehr kleine Volumina bedeutet folglich, dass ein Massen-
transport von ausreichend vielen Einzelmolekiilen in das
Messvolumen innerhalb eines praktikablen Zeitrahmens ge-
lingen muss.

Seit den ersten Einzelmolekiil-Sensoren zur quantitativen
Analyse vor etwas mehr als zehn Jahren wurden erstaunliche
Fortschritte erzielt, und es ist nun der Punkt erreicht, dass
Unternehmen Einzelmolekiil-Sensoren fiir die quantitative
Analyse entwickeln. In diesem Aufsatz wurden die verof-
fentlichten Ansitze fiir quantitative Einzelmolekiil-Sensoren,
die sich der Herausforderung des Massentransports stellen, in
vier Gruppen unterteilt. Diese sind:

1) schnellere Uberfithrung der Molekiile zum Messvolumen
fiir schnelle Nahfeld-Messungen,

2) Konstruktion massiv paralleler Nahfeld-Messvolumina,

3) Sammeln der Einzelmolekiile aus dem Losungsraum in

Verbindung mit massiv parallelen Nahfeld-Messvolumina,
4) Durchfithrung von Fernfeld-Messungen auf Einzelmole-

kiil-Ebene.

Die ersten drei dieser Ansdtze etablieren sich gerade,
wobei fiir jeden davon verschiedene Strategien entwickelt
wurden. Beispielsweise wurde in Abschnitt 3 deutlich, dass
die Idee der Einengung in kleinen Volumina oder auf zwei-
dimensionalen Oberflichen und eindimensionalen Fasern
breite Anwendung findet. Die andere Gemeinsamkeit der
bisherigen Konzepte fiir die Einzelmolekiil-Sensorik ist, dass
sie mehrheitlich Endpunkt-Assays sind. Das heif3t, die ein-
zelnen Molekiile werden in die Messvolumina eingebracht,
und anschlieBend erfolgt die Messung. Die Strategie der
Natur, die Zeitskalen und anderen Bindungseigenschaften
von Wechselwirkungen unterschiedlicher Molekiile mit
einem gemeinsamen Rezeptor als Unterscheidungsmittel zu
nutzen, muss dagegen erst noch auf Sensoren iibertragen
werden. In nur wenigen Fillen, wie bei einigen Nanoporen-
Methoden,”® werden Wechselwirkungseigenschaften ein-
zelner Spezies zur Identifizierung genutzt. Dies ist faktisch
ein noch unerforschtes Gebiet fiir zukiinftige Untersuchun-
gen.

Der vierte Ansatz, bei dem Einzelmolekiile auf einer
Oberflache in einem Fernfeld-Format untersucht werden, ist
ebenfalls kaum erforscht. Diese letzte Kategorie dhnelt einem
traditionellen Sensor darin, dass viele Molekiile mit der
Oberfldche wechselwirken und ein Signal erzeugen. Wiahrend
Signale bei einem traditionellen Sensor jedoch einen Durch-
schnitt der Wechselwirkung vieler Molekiile mit einer Ober-
flache darstellen, wird beim Einzelmolekiil-Sensor ein Signal
von jedem einzelnen Molekiil erhalten. Die Gewinnung von
Informationen von jedem einzelnen Molekiil, wihrend es mit
einer Oberflache wechselwirkt, ist ein offensichtlicher Weg
zur Entwicklung von Einzelmolekiil-Sensoren als Antwort
auf die zweite Herausforderung der Natur: das Quantifizieren
von Einzelmolekiil-Wechselwirkungen und Erkennen von
Heterogenitdten in Bindungseigenschaften und Bindungs-
partnern. Auf diese Weise konnten Einzelmolekiil-Sensoren
weit mehr als nur digitale Informationen liefern und dabei die
gegenwirtige Denkweise im Bereich der Sensorik vollstdndig
verdndern. Diese besteht darin, die sensorischen Beriih-
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rungsflichen hochspezifisch fiir die interessierende Zielspe-
zies zu préaparieren, da bei traditionellen Sensoren nur eine
einzige Information erhalten wird. Zur Quantifizierung von
Einzelmolekiil-Wechselwirkungen muss diese Denkweise
jedoch verdndert werden: Es miissen sensorische Beriih-
rungsflichen hergestellt werden, die fiir eine Reihe von
Spezies moderat selektiv sind. Eine Quantifizierung von
Einzelmolekiil-Wechselwirkungen hat enorme Vorteile, von
der einfachen Unterscheidung spezifischer von nichtspezifi-
schen Wechselwirkungen bis hin zur Entwicklung wichtiger
Werkzeuge fiir das bessere Verstdndnis der Bedeutung von
Einzelmolekiil-Wechselwirkungen in der Biologie.

Die Quantifizierung von Einzelmolekiil-Wechselwirkun-
gen wird allerdings riesige Mengen an Daten erzeugen, die
intrinsisch heterogen sind. Es muss daher iiberlegt werden,
wie Heterogenitdten beschrieben und quantifiziert werden
sollen. Die iiblichen statistischen Hilfsmittel, wie Mittelwerte
und Standardabweichungen, sind schlicht unzureichend.
Dank neu entwickelter Methoden, wie Conditional-Density
Resampled Estimate of Mutual Information (DREMI), kann
die Stdrke der zugrundeliegenden, komplexen Beziehungen
zwischen Parametern unter den verrauschten Daten quanti-
fiziert werden.""!

Zu guter Letzt werden fiir die Bestédtigung der Zuverlés-
sigkeit von Einzelmolekiil-Sensoren Testproben benotigt, die
moglicherweise noch nicht vorhanden sind. Beispielsweise
erfordert ein Gerit, das die absolute Zahl an Molekiilen einer
bestimmten Spezies in einer Probe angeben konnte, einen
Standard mit einer bekannten Zahl an Molekiilen. Trotz aller
Hindernisse konnte die Zusammenarbeit von Analytikern
und Biologen noch iiberraschende Entwicklungen hervor-
bringen und uns so den Eintritt in die Welt der Einzelmole-
kiile gewidhren — fiir eine wirkliche ,,Bottom-up-Perspektive*
des Lebens selbst.
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