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Einleitung

Pflanzenviren tragen wesentlich zu Ernteverlusten
bei, wodurch hohe wirtschaftliche Kosten verursacht
werden [1, 2]. Das wohl bekannteste Pflanzenvirus
stellt das Tabakmosaikvirus (TMV) dar, welches das
erste entdeckte Virus der Geschichte und heute ei-
nes der am besten erforschten Viren ist. TMV sind
weit verbreitet und infizieren z.B. Tabak, Tomate,
Paprika und andere Mitglieder der Familie So-
lanaceae, sowie Pflanzen in etwa 30 weiteren Fami-
lien. FUr Saugetiere sind TMV hingegen nicht patho-
gen [3, 4]. Der durch TMV verursachte weltweite
Schaden belduft sich auf bis zu 100 Millionen USD
pro Jahr [5, 6]. TMV hemmen das Wachstum der in-
fizierten Pflanzen und verursachen typische, mosa-
ikartige Muster auf den Blattern. TMV-Partikel haben
eine nanordhrenartige Struktur mit einer Lange von
300 nm, einem AufRendurchmesser von 18 nm und
einem inneren Kanal mit 4 nm Durchmesser. Jedes
TMV-Nanoréhrchen besteht aus einer Einzelstrang-
RNA, die zwischen 2130 schraubenférmig angeord-
neten, identischen Hullprotein-Untereinheiten einge-
bettet ist. TMV kénnen sich Uber die Atmosphare
verbreiten und mechanisch von Pflanze zu Pflanze
Ubertragen werden [7].

Um Kontrollstrategien zu entwickeln, ist eine zuver-
lassige und frihzeitige Erkennung von Pflanzenvi-
ruskrankheiten vor Ort nétig. Um dies zu realisieren,
sind tragbare Biosensoren von grof3em Interesse
[8,9].

In dieser Studie wurde ein feldeffektbasierter SiO2-
Gate-Elektrolyt-Isolator-Halbleiter-Sensor  fur den
markierungsfreien elektrostatischen Nachweis von
TMV-Partikeln als Modell-Pflanzenpathogen einge-
setzt (siehe Abb. 1) [10]. Die kapazitiven Feldeffekt-
Sensoren  wurden hinsichtlich  ihrer  TMV-
Empfindlichkeit mit Hilfe von ,Konstant-Kapazitats®
(ConCap)-Messungen elektrochemisch und mittels
Rasterelektronenmikroskopie (REM) physikalisch
charakterisiert. Mit dem entwickelten Sensor konn-
ten biotinylierte TMV-Partikel aus einer Suspension
mit einer TMV-Konzentration von nur 0,001 mg/mL
nachgewiesen werden. Es zeigte sich eine klare
Korrelation zwischen dem aufgenommenen Sensor-
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Abb. 1: Schematischer Aufbau eines TMV-modifizierten
Feldeffektsensors mit SiO, als Gate-Isolator.

Methoden und Materialien

Herstellung der EIS-Sensorchips

Zur Herstellung der Al/p-Si/SiO2-Schichtstrukturen,
wurde ein p-dotierter Silizium (p-Si) Wafer (~385 ym
Dicke, 1-5 Qcm) fur 30 Minuten bei 1000 °C in Oq-
Atmosphare thermisch oxidiert, wodurch eine 30 nm
dicke SiO2-Gate-Isolatorschicht erzielt wurde. Eine
wahrend des Oxidationsprozesses unerwiinscht ge-
bildete SiO2-Schicht auf der Ruckseite des p-Si wur-
de durch Atzen mit Flusssdure entfernt. Anschlie-
3end wurden auf der Rickseite des Wafers 300 nm
Aluminium abgeschieden, um einen elektrischen
Kontakt zum p-Si herzustellen. In einem letzten
Schritt wurde der produzierte Wafer fir 10 Minuten
in N2-Atmosphare bei 400 °C getempert. Um einzel-
ne Sensorchips zu erhalten, wurde der Wafer in 10 x
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10 mm? vereinzelt. Vor dem Gebrauch wurden die
Sensorchips in einem Ultraschallbad fir je 5 Minuten
mit Aceton, Isopropanol, Ethanol und deionisiertem
Wasser gereinigt.

Vorbereitung der TMV-Lésungen

Als Modell-Pflanzenviruspartikel wurde eine gene-
tisch veranderte TMV-Variante mit einem exponier-
ten Cysteinrest auf jedem Hullprotein verwendet [10,
11]. Diese TMV-Variante wurde bereits in friheren
Arbeiten zur dichten Immobilisierung von Enzymen
auf Biosensoren eingesetzt [12, 13]. Dafir wurden
bifunktionelle Maleimid-Polyethylenglykol-Biotin-
Linker (EZ-Link Maleimid-PEG+1-Biotin (Thermo Sci-
entific, Rockford, IL, USA)) kovalent an die Thi-
olgruppen der Cysteinreste gebunden. Diese funkti-
onalisierten TMV-Partikel wurden in der vorliegen-
den Arbeit als Modell-Viruspartikel eingesetzt. Die
TMV-Stammldsung (5 mg/mL in 10 mM Natrium-
Kalium-Phosphatpuffer (NKP, 10 mM NaH2PO4
(Merck, Darmstadt, Deutschland) und 10 mM
K2HPO4 (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), pH 7)
wurde bei 4 °C gelagert. Fur die TMV-
Beladungsexperimente wurden unterschiedlich kon-
zentrierte  TMV-Loésungen durch Verdinnen der
TMV-Stammldsung mit 0,1 M NKP-Puffer (pH 7,0)
hergestellt.

Elektrochemische Charakterisierung der EIS-
Biosensoren mittels Feldeffektmessungen

EIS-Sensoren sind sensitiv gegenuber Potenzial-
anderungen an der Grenzflache Gate-
Isolator/Elektrolyt. Im Falle eines p-Typ-Halbleiters,
wie er in der vorliegenden Studie verwendet wurde,
reduziert die Adsorption von negativ geladenen Teil-
chen, wie es TMV-Partikel sind, die Breite der
Raumladungszone im Halbleiter, wodurch die Ge-
samtkapazitat der Sensorstruktur erhoht wird. Bei
der Charakterisierung der EIS-Sensoren mittels
.Kapazitats-Spannungs* (C-V)-Messungen flhrt dies
zu einer Verschiebung der Messkurve hin zu positi-
veren (bzw. weniger negativen) Spannungswerten,
was insbesondere im Verarmungsbereich der C-V-
Kurve erkennbar ist. Im ConCap-Messmodus, der in
dieser Arbeit zur elektrochemischen Charakterisie-
rung angewendet wurde, wird die Kapazitat im Ver-
armungsbereich der C-V-Kurve bei ~60% der maxi-
malen Kapazitat konstant eingeregelt. Dies ge-
schieht durch das Anlegen einer vorzeicheninvertier-
ten Spannung an der Referenzelektrode, wodurch
Potentialanderungen an der Gate-Oberflache kom-
pensiert werden, die durch die Adsorption der TMV-
Partikel entstehen. Auf diese Weise wird das Mess-
signal des Biosensors dynamisch Uber die Zeit auf-
genommen.

Fir den Nachweis von TMV-Partikeln mit den SiO2-
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EIS-Sensoren wurden die EIS-Sensorchips in eine
selbstgebaute Messkammer montiert und mit einem
O-Ring abgedichtet, wie in Abb. 1 dargestellt. Dabei
waren 0,5 cm? der SiO2-Isolatoroberflache wahrend
der elektrochemischen Messungen in Kontakt mit
der Elektrolytldsung und fur die TMV-Adsorption zu-
ganglich. Die Referenzelektrode (Ag/AgCl, Metrohm,
Filderstadt, Deutschland) wurde in die Messlésung
getaucht und mit einem Impedanzanalysator (Zah-
ner Zennium, Zahner Elektrik, Kronach, Deutsch-
land) kontaktiert. Der Al-Ruckseitenkontakt wurde
ebenfalls Uber eine Kabelverbindung mit dem Impe-
danzanalysator elektrisch verbunden und somit der
Stromkreis geschlossen. Die ConCap-Messungen
wurden in 0,33 mM phosphatgepufferter Kochsalzl6-
sung (PBS, pH 7) vor und nach Beladung der Sen-
soroberflache mit verschiedenen TMV-
Konzentrationen durchgefihrt. Fir die TMV-
Beladung wurden die Sensorchips mit 50 uL der
entsprechenden TMV-Loésung fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inku-
biert. AnschlieRend wurden die Sensoren dreimal
mit 0,33 mM PBS-Puffer gespult, um nicht adsor-
bierte TMV-Partikel zu entfernen.

Physikalische Charakterisierung der TMV-beladenen
SiO2-Oberflache mittels REM

Zur morphologischen Charakterisierung der TMV-
beladenen SiO2-Oberflache wurden REM-Bilder von
sechs reprasentativen Bereichen der Chipoberflache
mit einem JEOL JSM-7800F Schottky Feldemissi-
onsmikroskop (JEOL GmbH, Freising, Deutschland)
aufgenommen. Vor der Aufnahme wurde eine ca. 5
nm dicke Pt/Pd-Schicht auf die Chip-Oberflache ge-
sputtert. Die Dichte der adsorbierten TMV-Partikel
auf der Sensoroberflaiche wurde aus den REM-
Bildern mit Hilfe der Bildanalysesoftware Imaged Fiji
(Rasband, W.S., U.S. National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA, https://imagej.nih.gov/ij/) ermit-
telt. Fir die Berechnung der TMV-Dichte wurde ein
TMV-Partikel als ein 300 nm langes Nanoréhrchen
definiert. Da TMV-Partikel jedoch auch als lange
End-to-End-aggregierte Strukturen oder als kleinere
Partikelfraktionen mit Langen im Bereich von 50-200
nm auftreten kénnen, wurde die Anzahl der unter-
schiedlich groRen Partikel mit entsprechenden Fak-
toren multipliziert.

Ergebnisse und Diskussion

Zur Untersuchung der TMV-Empfindlichkeit der
SiO2-EIS-Biosensoren wurden ConCap-Messungen
in 0,33 mM PBS-Puffer (pH 7) vor und nach der
TMV-Beladung der Sensoroberflache aus unter-
schiedlich konzentrierten TMV-Lésungen zwischen
0,001 mg/mL und 0,2 mg/mL durchgefiihrt. Fur jede
TMV-Konzentration wurden drei EIS-Biosensoren
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charakterisiert. In Abb. 2 sind zwei exemplarische
ConCap-Kurven zu sehen, die vor (blanker Sensor)
und nach Beladung mit verschiedenen TMV-
Konzentrationen (0,001 mg/mL und 0,1 mg/mL) auf-
genommen wurden. Das ConCap-Signal des mit
negativ geladenen TMV-Partikeln modifizierten EIS-
Sensors ist erwartungsgemaf in Richtung weniger
negativer Gate-Spannungen verschoben.
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Abb. 2: Exemplarische ConCap-Kurven, aufgenommen
in 0,33 mM PBS-Puffer (pH 7,0) vor (blanker Sensor)
und nach Beladung der SiO,-Sensoroberflache mit TMV-
Partikeln aus TMV-Lésungen mit einer Konzentration
von 0,001 mg/mL (schwarze Kurve) und 0,1 mg/mL (rote
Kurve). Die Kurven wurden auf die Messwerte mit
0.001 mg/mL TMV normiert.

Um herauszufinden, ob die Signalanderungen wah-
rend der ConCap-Messungen mit der Anzahl der an
der Sensoroberflache gebundenen TMV-Partikel
korrelieren, wurde die Morphologie der Sensorober-
flachen nach den elektrochemischen Messungen
mittels REM analysiert. In Abb. 3 sind exemplarische
Abbildungen der beiden Sensoren gezeigt, mit de-
nen die Messkurven in Abb. 2 aufgenommen wur-
den. Es ist klar erkennbar, dass bei einer TMV-
Konzentration von 0,1 mg/mL (Bild unten) die An-
zahl der gebundenen TMV-Partikel hoher ist, als bei
einer Konzentration von 0,001 mg/mL (Bild oben).

In Tab. 1 sind die bei unterschiedlichen TMV-
Konzentrationen erzielten mittleren Signaldnderun-
gen und die dazugehdrigen TMV-Dichten aufgefuhrt.
Es ist erkennbar, dass mit steigenden TMV-
Konzentrationen zwischen 0,001 mg/mL und 0,2
mg/mL eine Steigerung des Sensorsignals von (26
2,9) mV auf (68,7 = 16,1) mV einhergeht. Ebenso
korrelieren die ermittelten TMV-Dichten mit (0,014 +
0,0092) x 10° TMV/cm? bei 0,001 mg/mL und (4,2 +
2,4) x 10° TMV/cm? bei 0,2 mg/mL mit den jeweili-
gen Sensorsignalen.

Die Ergebnisse dieser Studie demonstrieren das
hohe Potenzial der EIS-Biosensoren fiir die markie-
rungsfreie Detektion von TMV-Partikeln als Modell-
Pflanzenvirus. Das Detektionsprinzip kdénnte in zu-
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kinftigen Untersuchungen auf weitere Pflanzenviren
ausgeweitet werden.

0,001 mg/mL

Abb. 3: Exemplarische REM-Aufnahmen der SiO»-
Oberflache aufgenommen nach der Beladung mit TMV-
Partikeln aus TMV-Losungen mit einer Konzentration
von 0,001 mg/mL (oben) und 0,1 mg/mL (unten).

Tab. 1: Mittlere Signalanderungen (n = 3) der SiO,-EIS-
Sensoren nach Beladung mit TMV-Partikeln aus unter-
schiedlich konzentrierten TMV-Ldsungen.

TMV- Mittlere Mittlere TMV-
Konzentration | Signalinderung Dichte
(mg/mL) (mV) (10° TMV/cm?)
0,001 26,029 0,014 +0,0092
0,005 340+£22 0,036 + 0,0054
0,02 373+2,1 0,26 + 0,097
0,1 52,0+ 1,6 1,0+0,7
0,2 58,7+ 16,1 42+24
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