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Einleitung

Krebs ist eine der haufigsten Todesursachen weltweit [1].
Bis 2040 wird die Zahl der jahrlichen Krebsneuerkrankun-
gen voraussichtlich auf 29,5 Millionen und die Zahl der
krebsbedingten Todesfélle auf 16,4 Millionen ansteigen.
[2). Leberkrebs ist weltweit die sechsthaufigste Krebser-
krankung, aber die zweithaufigste Krebstodesursache mit
jahrlich mehr als 700.000 Todesfallen [3]. Die hohe Morta-
litatsrate von Leberkrebs ist darauf zurtickzufihren, dass es
im Frihstadium keine Symptome gibt [4], [5]. Daher wird
Leberkrebs in der Regel erst spat im Krankheitsverlauf di-
agnostiziert. Die Diagnose wird in der Regel durch Ultra-
schall, Computertomographie (CT) oder Magnetreso-
nanztomographie (MRT) gestellt [6]. Eine zuverlassige Er-
kennung von Leberkrebs im Frihstadium ist ein entschei-
dender Schritt, um dessen hoher Mortalitatsrate entgegen-
zukommen [7]. In den letzten Jahren haben sich der Nach-
weis und die Analyse von Krebs-Biomarkern als wirksames
Instrument zur Krebsvorsorge, Diagnose, Prognose und
Behandlung etabliert. Biomarker sind Biomolekiile in den
Geweben und Koérperflissigkeiten des Menschen, deren
Werte sich bei der Entwicklung abnormaler Zustande und
verschiedener Krankheiten wie Krebs verandern [8]. Zahl-
reiche Biomolekiile wurden als Biomarker flr Leberkrebs in
Betracht gezogen unter anderem Nukleinsauren, Proteine,
Saccharide, Metabolite sowie grofiere biologische Einhei-
ten, wie z.B. ganze Tumorzellen [9]. MicroRNAs (miRNAs)
sind eine Klasse von nicht-kodierenden Genen, die als
RNA-Sequenzen von etwa 22 Nukleotiden Lange transkri-
biert werden. Das abnorme Expressionsmuster der miRNA
tragt zur Krebsentstehung und -progression bei [10]. Fir
den Nachweis von miRNA wurden bereits viele verschie-
dene Methoden entwickelt, z. B. Northern Blotting,
Microarray, und quantitative Polymerasekettenreaktion mit
reverser Transkriptase. Trotz der angemessenen analyti-
schen Leistung haben diese Techniken entscheidende
Nachteile, wie z. B. einen hohen Zeitaufwand, ein gro3es
Probenvolumen und teure Gerate. Daher ist die Entwick-
lung neuer, zuverlassiger und kostengunstiger Plattformen
fur das miRNA-Screening von entscheidender Bedeutung.
DNA-basierten Biosensoren ermdglichen eine schnelle und
selektive Identifikation von miRNAs [11]. Verschiedene
DNA-basierten Biosensoren wie elektrochemische, opti-
sche und elektromechanische Biosensoren wurden bereits
umfassend fir den Nachweis von krebsrelevanten miRNAs
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entwickelt, um Krebs in einem friihen Stadium zu diagnos-
tizieren. Elektromechanische Biosensoren sind interes-
sante Analysegerate, die das Grundprinzip einer Antwort
auf eine Veranderung der Masse nutzen. Ein Biosensor,
der auf der Quarzkristall-Mikrowaagen-Technologie (QCM)
basiert, ist eine der haufigsten markierungsfreien elektro-
mechanischen Biosensing-Plattformen fiir den Nachweis
einer breiten Anzahl von Biomolekilen. Darlber hinaus bie-
ten QCM-Biosensing-Assays eine hohe Empfindlichkeit
und einen kurzen Nachweisprozess, was sie flr die Ent-
wicklung neuartiger Einweg-Diagnoseinstrumente attraktiv
macht [12]. QCM-Biosensoren bestehen aus einem piezo-
elektrischen Kristall (Quarz), der mit einer Elektrode be-
schichtet ist, und ihre Funktion basiert auf der Anderung der
Resonanzfrequenz des Quarzes als Reaktion auf die Anla-
gerung eines Zielmolekils. DNA-Sonden kdnnen auf QCM-
Sensoroberflachen immobilisiert werden. Die Zugabe einer
miRNA-haltigen Probe und die anschlieende Hybridisie-
rung von DNA/miRNA flihrt zu einer Massenanlagerung an
der Kristalloberflache und erzeugt eine Frequenzantwort.
Die Immobilisierung der DNA Sonde auf der QCM-Sensor-
oberflache ist dabei ein entscheidender Schritt bei der Her-
stellung dieser DNA-Biosensoren. Die Silanisierung ist da-
fur ein einfacher, attraktiver und relativ kostengtinstiger An-
satz zur kovalenten Modifizierung der Sensoroberfla-
che[13]. Silan-Kopplungsmittel haben verschiedene funkti-
onelle Gruppen (z. B. Amin-, Carboxyl- und Epoxygruppen),
reagieren leicht mit hydroxylierten (OH) Oberflachen und
bieten damit eine ideale Plattform fir die Anbringung von
Biomolekulen [14]. In dieser Arbeit wurde die Indium-Zinno-
xid (ITO)-Elektrode des QCM-Sensors zunachst lber eine
O2-Plasmabehandlung hydroxyliert und dann mit 5,6-Epo-
xyhexyltriethoxysilan (EHTES) als Epoxy-Kopplungsmittel
funktionalisiert, um den NHz-terminierten DNA-Strang lber
eine Epoxy-Ringoffnungsreaktion durch nukleophilen An-
griff der NH2-Gruppen zu immobilisieren. Nach erfolgrei-
cher Immobilisierung der DNA-Sonde auf der ITO-Oberfla-
che ist der Sensor bereit fur die Detektion von Hybridisie-
rungsereignissen der komplementaren miRNA-122 (als Le-
berkrebs-Biomarker), die zu einer messbaren Frequenzan-
derung flihren.

Hydroxylierung, Silanisierung, Immobilisierung von NH2-
DNA und Hybridisierung von miRNA auf der Oberflache der
ITO-Elektrode sind in Schema 1 dargestellit.
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Modifizierung von
ITO-Elektrode als QCM-Sensor

Methoden und Materialien

Silanisierung der Oberfldache der ITO-Elektrode

Vor der Funktionalisierung wurde die ITO-Elektrode mit
Ethanol, Aceton und 2-Propanol gereinigt und mit Argongas
getrocknet. Um die schwach gebundenen Verunreinigun-
gen effizient zu entfernen und die Substratoberflachen zu
aktivieren, indem polare Gruppen auf der Oberflache fir
eine weitere kovalente Immobilisierung eingebaut werden,
wurden sie 5 Minuten lang einem Sauerstoffplasma ausge-
setzt. Die resultierende hydroxylterminierte ITO-Elektrode
wurde 30 Minuten lang bei 100 °C in eine EHTES-L6sung
(1,5 % v/vin Toluol) getaucht, dann griindlich mit Toluol und
entionisiertem Wasser gespult und mit Argongas getrock-
net.

DNA-Immobilisierung auf der silanisierten ITO Elekt-
rode

Fur die Immobilisierung einer inosinmodifizierter DNA
(CAAA CAC CAT TIT CAC ACT CCA), die am 3'-Ende mit
einem C6-Aminolinker (Eurofins) versehen wurde,, wurde
eine NH2-DNA-L6sung (1,0 uM in Tris-HCI-Puffer, pH 8) auf
die Oberflache der epoxyfunktionalisierten ITO-Elektrode
getropft und Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert,
dann wurde mit Tris-HCI-Puffer gespult, um nicht gebun-
dene DNA zu entfernen. Die DNA kann durch eine Epoxid-
Ringdffnungsreaktion durch nukleophilen Angriff der NH2-
Gruppen effektivimmobilisiert werden.

Hybridisierung und Detektion des miRNAs-122

Die Hybridisierung und Detektion des miRNAs-122 (UGG
AGU GUG ACA AUG GUG UUUG) wurde durch QCM-
Messung bestatigt. Die Hybridisierung und der Nachweis
von mMiRNA durch QCM-Messung wurde durch verschie-
dene Parameter wie Pufferldsung, Durchflussrate und Hyb-
ridisierungszeit optimiert.
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Ergebnisse

Um die erfolgreiche Funktionalisierung vor weiteren Expe-
rimenten zu Uberprifen, wurden Kontaktwinkelmessungen
mit Wassertropfen an der Oberflache von unbehandelten,
mit O2-Plasma behandelten und epoxidfunktionalisierten
ITO-Elektroden durchgefiihrt (Abb. 2).

Die Veranderung der chemischen Zusammensetzung der
ITO-Elektrodenoberflachen nach der Epoxidfunktionalisie-
rung und der DNA-Immobilisierung wurde ebenfalls mittels
Roéntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS) untersucht.
Abbildung. 3 zeigt reprasentative XPS-Spektren mit breiter
Energieverteilung.

Abb. 2: Kontaktwinkelmessungen von A) unbehandelten,
B) mit O2-Plasma behandelten und C) silanisierten ITO-
Elektroden
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Abb. 3: XPS-Analyse der ITO-Elektrode nach Silanisie-
rung und DNA-Immobilisierung

Der Nachweis von miRNA durch QCM-Messungen ist in
Abbildung 4 dargestellt.
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Abb. 4: QCM- Messung; Frequenzanderung der modifi-
zierten ITO-Elektrode nach Zugabe von 2.5 uyM miRNA-122
und Hybridisierung mit DNA

Diskussion

Kontaktwinkelmessungen mit Hilfe von Sessile-Drop-
Techniken werden haufig zur Charakterisierung von be-
schichteten Oberflachen oder Oberflachenmodifikationen
verwendet. Wie gezeigt, verringerte sich der Wasserkon-
taktwinkel der blanken ITO-Elektrode (Abb. 2A) nach der
Behandlung mit O2-Plasma (Abb. 2B), was auf die hoch-
gradig hydrophilen Oberflachen durch die dichte Bildung
von Hydroxylgruppen auf der Oberflache zurtickgefuhrt
werden kann.

Nach der Reaktion mit EHTES vergrof3erte sich der Was-
serkontaktwinkel des epoxidfunktionalisierten Substrats
(Abb. 2C), was auf die hydrophobe Natur der Silanmolekiile
zuruckzufihren ist [15]. Es wurde bereits berichtet, dass die
Temperatur und die Dauer der Silanisierung den Grad der
Silanisierung beeinflussen. Um diese Faktoren zu optimie-
ren, wurde die Silanisierungsreaktion bei verschiedenen
Temperaturen (60-120 °C) und Reaktionszeiten (30-240
Minuten) durchgefiihrt. Schlief3lich wurden eine Tempera-
tur von 100 °C und eine Reaktionszeit von 30 Minuten als
die optimalen Bedingungen fir den maximalen Silanisie-
rungsgrad des Substrats ermittelt.

Die Veranderung der chemischen Zusammensetzung der
ITO-Elektrodenoberflaichen nach der Silanisierung und der
DNA-Immobilisierung wurde auch mittels XPS untersucht.
Repréasentative breitbandige XPS-Spektren liefern eindeu-
tige Beweise fur die Silanisierung und DNA-Immobilisie-
rung. Wie in Abb.3 gezeigt wurde, erscheinen Peaks bei
529.70 eV, 284.70 eV, und 399.83 eV, die dem Sauerstoff
bzw. dem Kohlenstoff und Stickstoff in der DNA-Sonde ge-
hoéren [16]. Drei Peaks bei 443,7, 486,20 und 102,70 eV,
die In 3d, Sn 3d bzw. Si 1s entsprechen, werden auf die
Oberflachenzusammensetzung des ITO zurlickgefihrt [17].
Die Kontaktwinkel- und XPS-Ergebnisse bestatigen, dass
EHTES ein vielversprechendes Epoxid-Silan-Mittel fur die
direkte und effektive Immobilisierung von Biomolekulen mit
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Aminogruppen ist, ohne dass eine zusatzliche Reaktion er-
forderlich ist.

Abbildung 4 zeigt die QCM-Frequenzverschiebung bei
Einwirkung der miRNA-122-Lésung. Wie bereits erwahnt,
wurden verschiedene Faktoren wie Durchflussrate, Puffer-
I6sung und Hybridisierungszeit der miRNA optimiert. Unter
optimierten Bedingungen ist der Frequenzabfall nach Ein-
wirkung der miRNA-122-Lésung deutlich zu erkennen. In
Anwesenheit von 2,5 yM miRNA-122 und einer optimalen
Durchflussrate von 50 yL/min und einer Hybridisierungszeit
von 30 Minuten wurde eine Frequenzanderung von -55 Hz
gemessen. Dieses Ergebnis zeigt, dass der in dieser Arbeit
entwickelte Sensor eine vielversprechende Technik zum
Nachweis von miRNAs als Krebs-Biomarker ist.
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