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Einleitung

Krebs ist weltweit die haufigste Todesursache. Laut den
globalen Krebsdaten von 2018 ist die weltweite Belastung
des Gesundheitssystems durch Krebs auf 18,1 Millionen
neue Falle und 9,6 Millionen krebsbedingte Todesfélle
gestiegen [1]. In den letzten Jahren haben sich der
Nachweis und die Analyse von Krebs-Biomarkern als
wirksames Instrument zur Krebsvorsorge, Diagnose,
Prognose und Behandlung etabliert. Biomarker sind
Biomolekdle in den Geweben und Korperflissigkeiten des
Menschen, deren Werte sich bei der Entwicklung
abnormaler Zustande und verschiedener Krankheiten wie
Krebs verandern [2]. MicroRNAs (miRNAs) sind eine
Klasse von nicht-kodierenden Genen, die als RNA-
Sequenzen von etwa 22 Nukleotiden Lange transkribiert
werden [3]. Das abnorme Expressionsmuster der miRNA
tragt zur Krebsentstehung und -progression bei [4, 5]. Sie
kénnen entweder als Onkogene oder als
Tumorsuppressoren wirken [6] und lassen sich leicht aus
Geweben, Plasma, Serum, Urin und Fakalien extrahieren.
Bisher wurden viele verschiedene Methoden fir den
Nachweis von micRNA entwickelt, z. B. Northern Blotting
[71, Microarray [8] und quantitative
Polymerasekettenreaktion mit reverser Transkriptase (RT-
gPCR) [9]. Trotz der akzeptablen analytischen Leistung
dieser Techniken weisen sie kritische Nachteile auf, wie z.
B. den hohen Zeitaufwand, das grofte Probenvolumen und
die teure Instrumentierung. Daher ist die Entwicklung neuer
Plattformen, die das miRNA-Screening in die
routinemafige Point-of-Care-Diagnostik integrieren, von
entscheidender Bedeutung. In den letzten Jahren wurden
mehrere biosensorbasierte Techniken zum Nachweis
spezifischer Biomarker wie nicht codierende RNAs
entwickelt [10, 11]. Elektrochemische, optische und
elektromechanische Biosensoren wurden ausgiebig fur den
Nachweis krebsbezogener micRNAs eingesetzt, um den
Krebs in einem frlihen Stadium zu diagnostizieren [12].
Unter den verschiedenen DNA-basierten Biosensoren
bieten elektrochemische Biosensoren aufgrund ihrer
Einfachheit, Schnelligkeit, niedrigen Kosten und der
Moglichkeit der Miniaturisierung eine hervorragende
Maoglichkeit fiir den Nachweis von Biomarkern [13, 14].

Die elektrochemische Messung von miRNA st
empfindlich, schnell, einfach und kostengiinstig. Die
Immobilisierung der einzelstrangigen (ss-DNA)
Sondenmolekile auf der Wandleroberflache ist dabei ein
entscheidender Schritt bei der Herstellung dieser DNA-
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Biosensoren [15]. Um einen guten Immobilisierungseffekt
und eine hervorragende Nachweisleistung der Biosensoren
zu erreichen, werden viele neue funktionale Materialien wie
Polymere, ionische Flissigkeiten und Nanopartikel [16-18]
als Biosensorschnittstelle verwendet. Unter diesen sind
kohlenstoffbasierte  Nanomaterialien aufgrund ihres
ultrahohen  Oberflachen-Volumen-Verhaltnisses, ihrer
hervorragenden Leitfahigkeit und ihrer guten biologischen
Vertraglichkeit besonders vielversprechend.
Nanomaterialien auf Graphenbasis haben nachweislich
einzigartige Eigenschaften wie ultradinne Dicke, grofRe
Oberflache, hohe Leitfahigkeit und gute Biokompatibilitat,
was zu Oligonukleotidnachweisen mit verbesserter
Leistung fuhren kann [3]. Graphen selbst kann jedoch
aufgrund einiger inharenter Nachteile wie Hydrophobie,
Null-Bandliicke und chemischer Stabilitéat nicht direkt fur
den DNA-Nachweis verwendet werden, so dass es
modifiziert werden muss, um Verwendung finden zu
kénnen.

Zu diesem Zweck wurde Graphenoxid mit Hilfe einer
neuartigen Methode unter Verwendung von 5,6-
Epoxyhexyltriethoxysilan (EHTES) als Silanisierungsmittel
erfolgreich funktionalisiert. Silane werden haufig als
Vernetzungsreagenzien fur die Immobilisierung von
Biomolekilen auf Oxidoberflachen verwendet.
AnschlieBend wurde eine kommerzielle Graphit-
Siebdruckelektrode mit dem silanisiertem Graphenoxid
beschichtet, so dass jetzt aminomodifizierte ss-DNA-
Sondenmolekiile Gber eine starke kovalente Bindung direkt
auf die Epoxid-Terminierung zu angebunden werden
koénnen. AnschlieBend wurde die zum Sondenmolekdl
komplementare miRNA mit Hilfe der elektrochemsichen
Impedanzspektroskopie (EIS) und der
Differentialpulsvoltammetrie (DPV) nachgewiesen. Der
Biosensor zeigte eine hohe sub-nanomolare
Empfindlichkeit und auch eine groRRe Spezifitat, die in der
Lage ist, zwischen komplementéarer Ziel-miRNA und nicht-
komplementarer miRNA zu unterscheiden. Folglich kann
das entwickelte Assay als vielversprechende tragbare
Plattform fiir eine schnelle, empfindliche und spezifische
markierungsfreie  mi-RNA  Detektion z.B. fir die
Krebsfriiherkennung verwendet werden. Das grundlegende
Funktionsprinzip des elektrochemischen DNA-Biosensors
ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abb. 1: Tllustration eines markierungsfreien
elektrochemischen Biosensors zum Nachweis von
miRNA-122 auf der Grundlage einer mit ss-DNA

modifizierten silanisierten Graphenoxid-
Siebdruckelektrode

Methoden und Materialien

Silanisierung von Graphenoxid

In einer typischen Reaktion wurden 40 mg GO in einen
Dreihalskolben mit 240 ml Toluol gegeben und 30 Minuten
lang mit Ultraschall (im Wasserbad) dispergiert. Danach
wurden etwa 5 ml EHTES tropfenweise in die Mischung
gegeben. Dann wurde 12 Stunden lang bei 100°C unter
Stickstoffatmosphare gertihrt, um die Silanisierung
durchzufiuhren. Das umgesetzte GO wurde 2 bis 3 Mal mit
Toluol und 4 bis 5 Mal mit Ethanol gewaschen und
anschliefend 24 Stunden lang im Vakuumofen bei 60 °C
getrocknet. Das so erhaltene funktionalisierte GO-Material
wird als S-GO bezeichnet.

Elektrodenvorbereitung

1 mg S-GO wurde in 1 ml Dimethylformamid (DMF) geldst
und 10 Minuten lang im Ultraschallbad suspendiert. 1,5 pl
der Suspension von S-GO wurde auf die gereinigte
Oberflache der siebgedruckten Elektroden (SPE) getropft
und bei Raumtemperatur getrocknet. Die resultierende
funktionalisierte Siebdruckelektrode wird als S-GO/SPE
bezeichnet.

Fir die Immobilisierung einer inosinmodifizierter ss-DNA
(CAAA CAC CAT TIT CAC ACT CCA), die am 3'-Ende mit
einem C6-Aminolinker (Eurofins) versehen wurde, wurde
eine 30 uM-Lésung der Probe-DNA (1uM) auf die S-
GO/SPE-Oberflache aufgebracht und 4 Stunden im
Kuhlschrank reagieren gelassen. AnschlieRend wurde die
Elektrode 1 Minute lang mit phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS) gewaschen, um alle nicht gebundenen
ss-DNA-Sonden zu entfernen.

Fir die Hybridisierung mit dem komplementaren Target
(UGG AGU GUG ACA AUG GUG UUUG) und dem nicht
komplementaren miRNA-Let-7-a-Target (UGA GGU AGU
AGG UUG UAU AGUU) mit ss-DNA/S-GO/SPE wurde die
Elektrode in 1,0x Saline Natriumcitrat (SSC)-Puffer mit 1
MM miRNA-122 90 Minuten lang bei Raumtemperatur
inkubiert (miRNA-122/ssDNA/S-GO/SPE). Anschlief3end

15. Dresdner Sensor-Symposium 2021

DOI 10.5162/15dss2021/P3.4

wurde die Elektrode 1 Minute lang in 0,1x SSC-Puffer
gewaschen, um unspezifische Bindungen zu entfernen,
und anschlieBend wurden die impedimetrischen
Messungen durchgefihrt [19]. Das gleiche Verfahren
wurde fiir die nicht-komplementéare Sequenz angewandt.

Der Guanin-Oxidationsstrom wurde mittels in 0,1 M PBS
(pH 7,4) mit dem PalmSense4 Potentiostat/Galvanostat
gemessen.

Impedimetrische Messungen wurden in Gegenwart von
0,1 M KCI mit 2,5 mM Ks[Fe(CN)s] und 2,5 mM Ka[Fe(CN)g]
(1:1) als Redox-Sonde durchgefihrt. Die Impedanz wurde
im Frequenzbereich von 100 mHz bis 100 kHz bei einem
Potential von +0,24 V mit einem sinusférmigen Signal von
5 mV gemessen. Das Frequenzintervall wurde in 78
logarithmisch &quidistante Messpunkte unterteilt. Die
Randles-Schaltung wurde als Ersatzschaltungsmodell fir
die Anpassung der Impedanzdaten verwendet. Die
Elemente der Randles-Schaltung wurden mit dem
Anpassungsprogramm PSTrace 5.8 berechnet. Sie setzten
sich aus dem Ldsungswiderstand (Rs), der Kapazitat (Q),
dem Ladungstransferwiderstand (Rct) und der Warburg-
Impedanz (W) zusammen. Der jeweilige
Halbkreisdurchmesser entspricht dem
Ladungstransferwiderstand Rct.

Ergebnisse

Abbildung 2 zeigt die elektrochemische Reaktion von ss-
DNA/S-GO/SPE, miRNA-122/ss-DNA/S-GO/SPE  und
miRNA-Let7-a/ss-DNA/S-GO/SPE in 0,1 MPBS pH 7,4 und
einer Scanrate von 0,5 vs™.
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Abb 2: DPVs von ss-DNA/S-GO/SPE, miRNA-122/ss-
DNA/S-GO/SPE und miRNA-let7-a/ss-DNA/S-GO/SPE
in PBS 0,1 M pH 7.,4. Scanrate: 50 mv/s

Im Vergleich zu anderen elektrochemischen Methoden
kann die elektrochemische EIS mehr Informationen uber
die Grenzflacheneigenschaften von
oberflachenmodifizierten Elektroden liefern [21]. Das
Impedanzspektrum besteht aus zwei Teilen, der erste Teil
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ist ein Halbkreis, der bei hoéheren Frequenzen
aufgezeichnet wird und dem Elektronentransfer entspricht,
der zweite Teil ist linear und wird bei niedrigen Frequenzen
aufgezeichnet, was auf den Diffusions- und
Begrenzungsschritt des elektrochemischen Prozesses
zurtickzuflhren ist. Der Halbkreisdurchmesser entspricht
dem Rct und kann fir die Oberflachencharakterisierung der
Elektrode verwendet werden; sein zunehmender Wert zeigt
die Immobilisierung von isolierenden Molekilen auf der
Elektrodenoberflache an.

Abbildung 3 zeigt die Nyquist-Diagramme, die nach jedem
Schritt bei der Konstruktion des Biosensors (SPE, S-

GO/SPE, ss-DNA/S-GO/SPE und miRNA/ss-DNA/S-
GO/SPE) erhalten wurden.
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Abb 3: Nyquist-Plots wéhrend der Herstellung der
Biosensorschicht und nach der Hybridisierung mit 1M
miRNA-21. Redox-Marker: 2.5 mM [Fe(CN)g] >* mit

0,1 M KCI; Frequenzbereich: 10 KHz bis 10 mHz;

Potentialamplitude: 5 mV; Arbeitspotential: 0,24 V

Diskussion

In Abb. 2 zeigt Ss-DNA/S-GO/SPE keinen spezifischen
Spitzenstrom. Nach der Hybridisierung mit miRNA-122
erschien der Spitzenstrom bei 0,95 v, was auf die Oxidation
von Guanin auf miRNA-122/ss-DNA/S-GO/SPE
zurlickzufihren ist und die erfolgreiche Herstellung des
Biosensors beweist [20]. Die Selektivitat des
vorgeschlagenen miRNA-Biosensors wurde durch eine
Vergleichsstudie mit der nicht komplementéren
ZielmikroRNA-let7-a. MicroRNA-let7-a/ssDNA/S-GO/SPE
zeigte keinen signifikanten Spitzenstrom in 0,1 M PBS pH
7. Dieses Ergebnis zeigt, dass der vorgeschlagene
Biosensor selektiv fur die Unterscheidung der
komplementaren miRNA-122 von anderen unspezifischen
Sequenzen ist. AuRBerdem konnten unspezifische
Sequenzen die genaue Bestimmung von miRNA-122 in
realen Proben nicht beeinflussen.
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Wie in Abbildung 3 gezeigt fiuhrte die Einflihrung von S-
GO in SPE fuhrte aufgrund der blockierenden Wirkung der
Sauerstoffgruppen und der elektrostatischen AbstoRung
mit dem Redoxmarker zu der erwarteten Erhéhung von Ret.

Sobald das DNA-Sondenmolekul an S-GO/SPE
immobilisiert ist, erhéht sich Ret aufgrund der blockierenden
Wirkung der nichtleitenden Nukleinsaureschicht und der
elektrostatischen AbstoRung des Redox-Markers mit dem
negativ geladenen Ribose-Phosphat-Grundgerist der
DNA. Bei der Hybridisierung mit 1 uM miRNA-122 kommt
es zu einem erheblichen Anstieg von Rct aufgrund der
Zunahme der elektrostatischen Absto3ung zwischen der
Redox-Sonde und der héheren negativen Ladungsdichte
als Folge der Oberflachen-Heteroduplexbildung [22].

Zusammenfassend wurde ein chemisches GO-
Silanisierungsprotokoll  vorgestellt, das einfach zu
handhaben und  kostenglinstig ist und eine

Massenproduktion ermdglicht.. AulRerdem wurde ein
elektrochemischer Sensor zum Nachweis von miRNA
entwickelt. In diesem Zusammenhang wurde ein aminierte
ss-DNA-Sondenmolekul auf der Oberflache einer mit S-GO
modifizierten SPE immobilisiert. Die differentielle
Pulsvoltammetrie (DPV)-Technik wurde als erfolgreiche
Analysemethode zum Nachweis der Guanin-Oxidation
infolge der Bildung eines Hybrids zwischen der miRNA und
ihrer Inosin-Ersatz-Fangsonde verwendet, die auf der
Oberflache der ss-DNA/S-GO/SPE immobilisiert ist.
Aullerdem wurde eine zerstdrungsfreie EIS-Technik
entwickelt, die qualitativ hochwertige Daten auf der
Grundlage des Elektronentransfers an der
Biosensoroberflache liefert und als zuverlassige Plattform
fur den miRNA-Nachweis mit hoher Selektivitat und
Empfindlichkeit eingesetzt wird.
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