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Die Bioelektronik ist ein sehr dynamisches interdisziplindres
Forschungsgebiet, das grofie Bedeutung fiir die Entwicklung von
Biosensoren, Biobrennstoffzellen, Computern, die auf Biomaterialien
basieren, und bioelektronischen Funktionseinheiten hat. Mit der
magnetisch gesteuerten molekularen und Bioelektronik ist nun ein
neues Thema hinzugetreten, das sich mit dem Einfluss eines dufleren
Magnetfelds auf elektrokatalytische und bioelektrokatalytische
Prozesse funktionalisierter magnetischer Teilchen an Elektroden
befasst. Hier beschreiben wir die Fortschritte, die bei der Entwicklung
magnetisch schaltbarer elektrokatalytischer und bioelek-

trokatalytischer Transformationen gemacht wurden, und diskutieren
den Einfluss der Rotation der magnetischen Teilchen auf diese
Prozesse. Dariiber hinaus wird die Bedeutung dieser Ergebnisse fiir
die Entwicklung von Biosensoren, amplifizierenden Immun- und

DNA-Sensoren erliutert.

Einleitung

Die Bioelektronik ist ein sehr dynamisches Forschungs-
gebiet, das die Entwicklung von Biosensoren, beispielsweise
Enzym-basierten Sensoren,! Immun-?' und DNA-Senso-
ren,?! den Bau von Elementen fiir Biobrennstoffzellen,™ die
Herstellung bioelektronischer® und mechanischer Funk-
tionseinheiten, die Konstruktion elektronischer Schaltkrei-
sel’! und die Nutzung von Biomaterialien fiir Computerkom-
ponenten!® umfasst.

Die Moglichkeit, Signale durch molekulare” und bio-
molekulare Redoxvorginge!'” auszuldsen, stimulierte Arbei-
ten zur Entwicklung informationsverarbeitender Funktions-
einheiten, logischer Bauelemente und molekularer Maschi-
nen. So wurden chemische Stimuli wie pH-Anderungen dazu
genutzt, Redoxvorginge zu aktivieren,' und es wurde
vorgeschlagen, das photochemische Auslosen schaltbarer
Redoxvorginge als Methode zur elektronischen Fortleitung
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gespeicherter photonischer Informati-
on zu nutzen."? Auch photochemische
Isomerisierungen  supramolekularer
Assoziate, die mit dem mechanischen
Schalten molekularer Komponenten
zwischen zwei diskreten Zustinden
einhergehen, wurden als Mittel zur
Datenspeicherung und -verarbeitung
erortert’™ und iber erste Versuche, einen molekularen
Computer herzustellen, ist berichtet worden.'! Die photo-
chemische Aktivierung der Redoxfunktion von Enzymen ist
gelungen, und Systeme aus Biomaterialien, die gespeicherte
photonische Informationen elektronisch weiterleiten konnen,
wurden detailliert untersucht.™ So wurde berichtet, dass sich
bei Redoxproteinen mit photoisomerisierbaren Einheiten*
und bei Apoproteinen, die mit photoisomerisierbaren Cofak-
toren rekonstitutiert sind,** die biokatalytischen Protein-
funktionen zwischen den Zustinden ,,An‘ und ,,Aus“ schal-
ten lassen. Auch wurden photoisomerisierbare Grenzflachen
als ,,Kommando-Oberflachen®“ genutzt, um eine Kommuni-
kation zwischen Redoxprotein und Elektrodenmaterial si-
cherzustellen oder um eine ,,An-aus“-Stimulierung bei Elek-
tronentransfer-Enzymkaskaden zu erreichen.['")

Im Folgenden geben wir einen Uberblick iiber die
wissenschaftlichen Fortschritte, die bei der Steuerung und
beim Schalten elektrokatalytischer und bioelektrokatalyti-
scher Prozesse durch einen externen Magneten erzielt wor-
den sind. Weiterhin erdrtern wir mégliche Anwendungen
derartiger Systeme bei der Entwicklung von Biosensoren und
bei der Herstellung neuer optobioelektronischer Systeme.
Wir betonen dabei die Nutzung rotierender Magnetfelder zur
Verbesserung elektrokatalytischer und bioelektrokatalyti-
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scher Transformationen, um neue Konzepte fiir amplifizie-
rende Biosensoren und fiir die Beschleunigung von Bio-
erkennungsprozessen herauszustellen. Viel Energie wurde in
die Entwicklung von Biosensoren mit magnetischen Teilchen
gesteckt, und kreative Verfahren zur Beschichtung magneti-
scher Partikel mit Biomaterialien wie Antigenen/Antikor-
pern!'” oder Nucleinsauren™ fiir Immun- bzw. DNA-Senso-
ren wurden entwickelt. Bei diesen Systemen werden die
magnetischen Teilchen als Matrix zur Bildung, Isolierung und
physikalischen Trennung der Bioerkennungskomplexe aus
komplizierten biologischen Gemischen mithilfe eines exter-
nen Magneten genutzt. Anders ausgedriickt ermoglicht die
Anziehung zwischen einem externen Magneten und den
funktionalisierten magnetischen Partikeln deren Reinigung
durch einfaches Waschen und gestattet daher das Anreichern
der biologischen Erkennungspaare. Wihrend es in bisherigen
Veroffentlichungen um die Verwendung von magnetischen
Partikeln als Vehikel zur physikalischen Translokation der an
sie gebundenen Biomaterialien ging,'™"! stellen wir hier
neuere Arbeiten vor, in denen elektrochemische Transforma-
tionen mithilfe funktionalisierter magnetischer Partikel
durchgefithrt werden, die wiederum durch ein &dufleres
Magnetfeld an das Elektrodenmaterial gebunden sind.

Herstellung und Reaktionen funktionalisierter
magnetischer Partikel

Magnetit-Partikel® (Fe,0,, Sittigungsmagnetisierung ca.
65 emug ', mittlerer Durchmesser ca. 1 um) wurden mit
einem Aminopropylsiloxanfilm tiberzogen. An diese Partikel
wurden kovalent unterschiedliche redoxaktive Molekiile
gekniipft: 2,3-Dichlor-1,4-naphthochinon (1), N-Ferrocenyl-
methyl-6-aminohexansdure (Fc, 2), N-Carboxyundecyl-N'-
methyl-4,4"-bipyridinium (3), das Pyrrolochinolinchinon 4
(PQQ) und Mikroperoxidase-11 (MP-11, 5) (SchemalA
und B).*Y

Das Schalten der elektrochemischen Aktivitdt dieser
funktionalisierten Partikel mit einem externen Magneten ist
in Schema2A dargestellt. Durch die Anziehungskraft des
externen Magneten werden die magnetischen Partikel an die
Elektrodenoberfldche gefiihrt, wodurch der elektrische Kon-
takt zwischen den Redoxeinheiten R und der Elektrode
hergestellt wird und die Redoxeigenschaften der Komponen-
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ten aktiviert werden. Positioniert man den Magneten iiber der
elektrochemischen Zelle, werden die magnetischen Partikel
wieder von der Elektrode abgezogen, und ihre elektroche-
mische Aktivitidt wird ausgeschaltet.

In Abbildung 1 sind die Ergebnisse der reversiblen,
Magnetfeld-induzierten Kontaktherstellung und -unterbre-
chung fiir magnetische Partikel zusammengefasst, die mit
dem Aminonaphthochinon 6 (E°=-0.39V vs. SCE bei
pH 7.0) bzw. dem Ferrocenderivat 2 (E°=0.32V vs. SCE)
funktionalisiert waren. Die elektrochemische Aktivierung
der auf die magnetischen Partikel aufgebrachten Redoxein-
heiten ermoglicht die sekundidre, magnetisch gesteuerte
schaltbare Aktivierung/Desaktivierung elektrokatalytischer
Prozesse. So wirkt das Pyrrolochinolinchinon PQQ (4, E°=
—0.16 V vs. SCE bei pH 8.0) als Elektrokatalysator bei der
Oxidation von 1,4-Dihydro-f-nicotinamid-adenin-dinucleo-
tid (NADH).’? Entsprechend lieB sich bei Verwendung
PQQ-funktionalisierter Partikel (mittlere Oberflachenbele-
gung 7.5 x 10° PQQ-Molekiile pro Partikel) die elektrokata-
lytische Oxidation von NADH mit einem externen Magneten
steuern.”’® Abbildung 2 A zeigt die zyklisch schaltbare Ak-
tivierung/Desaktivierung der elektrokatalytischen Oxidation
von NADH durch PQQ-funktionalisierte Partikel iiber deren
Anziehung an die und Ablésung von der Elektrode unter dem
Einfluss eines externen Magneten. In dhnlicher Weise wurden
mit MP-11 (5) funktionalisierte Partikel zur magnetisch
gesteuerten, elektrokatalytischen Reduktion von Wasser-
stoffperoxid herangezogen.*'"

Elektronenrelaiseinheiten fungieren als Elektronentrans-
fer-Vermittler, die sowohl mit dem Redoxenzym als auch mit
dem Elektrodenmaterial elektrisch kommunizieren. Mit
einem Ferrocen-Redoxrelais beispielsweise lédsst sich ein
elektrischer Kontakt zu oxidierenden Redoxenzymen wie
Glucose-Oxidase (GOx) und mit einem Bipyridinium-Re-
doxrelais einer zu reduzierenden Biokatalysatoren wie Nit-
rat-Reduktase herstellen.! Daher ermoglicht die Aktivie-
rung der Redoxfunktion eines Redoxrelais-funktionalisierten
magnetischen Partikels auch die Aktivierung/Desaktivierung
bioelektrokatalytischer Transformationen mithilfe eines ex-
ternen Magneten.”!! In Schema 2B ist die magnetisch schalt-
bare Aktivierung von Redoxenzymen in Gegenwart Elek-
tronenrelais-funktionalisierter magnetischer Partikel skiz-
ziert. Ein Beispiel fiir die praktische Umsetzung dieses
Schemas ist die bioelektrokatalytische Oxidation von Gluco-
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Schema 1. Synthese Relais-funktionalisierter magnetischer Teilchen durch kovalentes Anbinden von redoxaktiven Einheiten an magnetische Parti-
kel, die mit einem [N-(2-Aminoethyl)-3-aminopropyl]siloxan-Film beschichtet sind: A) Anbinden von 2,3-Dichlor-1,4-naphthochinon (1) zur Herstel-
lung magnetischer Partikel, die mit dem Aminonaphthochinon 6 funktionalisiert sind. B) Carbodiimid-Kupplung von Carbonsaurederivaten mit
Elektronenrelais-Eigenschaften an die Aminogruppen der Siloxanschicht (EDC=1-[3-(Dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbodiimid-hydrochlorid).

C) Mit der PQQ-NAD™-Dyade funktionalisierte magnetische Partikel zur elektrochemischen Aktivierung von NAD*-abhangigen Enzymen.

se durch GOx, die durch mit dem Ferrocenderivat Fc (2)
funktionalisierte magnetische Teilchen vermittelt wird. Die
Fc-funktionalisierten Teilchen werden durch die Magnetan-
ziehung an die Elektrode gebracht, an der die Ferrocenein-
heiten zu Ferrocenylkationen oxidiert werden. Diese wieder-
um oxidieren das Redoxzentrum der GOx und aktivieren die
bioelektrokatalytische Glucose-Oxidation. Werden die ma-
gnetischen Teilchen durch den Magneten wieder von der
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Elektrodenoberfliche abgezogen, wird der elektrische Aus-
tausch zwischen Elektrode und Ferroceneinheiten unterbro-
chen und die sekundére bioelektrokatalytische Glucose-
Oxidation blockiert.

In Abbildung 2B sind die Ergebnisse von Versuchen zur
magnetischen Aktivierung der bioelektrokatalytischen Oxi-
dation von Glucose dargestellt. Wenn die funktionalisierten
magnetischen Teilchen durch den externen Magneten an die
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der Elektrode und einmal iiber der
elektrochemischen Zelle lie3 sich
die elektrokatalytische Reduktion
von Nitrat somit reversibel an- und
abschalten.

Funktionalisierte magnetische
Teilchen wurden auch bei der zyk-
lischen Aktivierung/Desaktivierung
von NAD*-abhingigen Enzymen
mithilfe externer Magnete einge-
setzt. So wurde berichtet,® dass
eine Monoschicht aus kovalent ver-
kniipftem PQQ und NAD™ an einer
Elektrode als aktive Grenzfliche
zur Aktivierung NAD™-abhiingiger
Enzyme wie der Lactat-Dehydro-
genase (LDH) eingesetzt werden
kann. Die biokatalytische Oxida-
tion des Substrats liefert NADH,
das von PQQ zu NAD' oxidiert
wird. Das entstehende PQQH, wird
zu PQQ oxidiert und erméglicht so

die elektrochemisch gesteuerte bio-
katalytische Oxidation eines Sub-
strats wie Lactat. Es wurden daher

Enzym = GOx R= 'f; Substrat = Glucose Produkt = Gluconséure
Enzym = LDH R=PQQ-NAD"  Substrat=Lactat  Produkt = Pyruvat

PQOQ-funktionalisierte magnetische
Teilchen mit N°(2-Aminoethyl)-f-

Schema 2. Mit einem externen Magneten gesteuerte elektrochemische, elektrokatalytische und bio-
elektrokatalytische Reaktionen funktionalisierter magnetischer Partikel. A) An- und Abschalten der
elektrochemischen Reaktion der Redoxrelaisgruppen R, die kovalent an die magnetischen Partikel ge-
bunden sind, sowie das entsprechende Schalten der durch die Redoxgruppen geleisteten elektrokata-
lytischen Funktion. B) An- und Abschalten der bioelektrokatalytischen Oxidation entweder von Gluco-

nicotinamid-adenin-dinucleotid

(NAD™, 7) versetzt, um PQQ-
NAD™-modifizierte Partikel zu er-
zeugen (Schema 1C).! Anschlie-
Bend konnten die bioelektrokataly-
tischen Funktionen des NAD*-ab-

se in Gegenwart von GOx und Fc-funktionalisierten magnetischen Partikeln oder von Lactat in Gegen-

wart von LDH und PQQ-NAD*-funktionalisierten magnetischen Partikeln.

Elektrode gezogen werden, setzt ein Anodenstrom ein, und
das Abziehen der magnetischen Teilchen von der Elektrode
fithrt entsprechend zur Blockierung der bioelektrokatalyti-
schen Oxidation. Durch das reversible Hinziehen der ma-
gnetischen Teilchen zur Elektrode und Abziehen von ihr ldsst
sich eine zyklische ,,An“/,,Aus“-Aktivierung und -Desakti-
vierung des bioelektrokatalytischen Prozesses erreichen. Ein
dhnliches Verfahren wurde bei der magnetisch schaltbaren
bioelektrokatalytischen Reduktion von Nitrat zu Nitrit ver-
wendet, bei der Nitrat-Reduktase als Biokatalysator und mit
dem Bipyridinium 3 funktionalisierte magnetische Teilchen
(E°=—0.57 V vs. SCE) als Redoxvermittler eingesetzt wur-
den.™ Wurden die Bipyridinium-funktionalisierten magne-
tischen Teilchen vom externen Magneten an die Elektrode
gezogen und ein Potential von E = —0.7 V angelegt, verlief die
durch das Bipyridinium-Radikalkation vermittelte bioelek-
trokatalytische Reduktion von Nitrat zu Nitrit mit einer
Reaktionsgeschwindigkeit von 6.5 x 10> mMmmin . Das Ab-
ziehen der Teilchen von der Elektrode (durch Positionierung
des Magneten tiber der elektrochemischen Zelle) bewirkte
wieder das Blockieren des bioelektrokatalytischen Prozesses.
Durch Positionierung des externen Magneten einmal unter
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hédngigen Enzyms LDH mit einem

externen Magneten gesteuert wer-

den (Schema 2B). Das durch den

Magneten ausgeloste Anlagern der
PQQ-NAD*-funktionalisierten Partikel an die Elektrode in
Gegenwart von LDH aktivierte die bioelektrokatalytische
Oxidation von Lactat zu Pyruvat. An die biokatalytische
Reduktion des NAD*-Cofaktors durch das Lactat schloss sich
die Oxidation des entstandenen NADH durch den Elektro-
katalysator PQQ an. Durch Anlegen eines zur Oxidation des
so erzeugten PQQH, geeigneten Potentials (E=0.05V vs.
SCE) lieB sich der Elektrokatalysator regenerieren. Auf diese
Art gelang die kontinuierliche bioelektrokatalytische Oxida-
tion von Lactat zu Pyruvat in Gegenwart von LDH. Der
elektrokatalytische Anodenstrom des Systems nahm mit
zunehmender Lactatkonzentration zu und erreichte bei einer
Stromdichte von i, =1.8 pAcm™ und einer Lactatkonzen-
tration von 50 mMm ein Plateau. Die genauere Analyse der
elektrokatalytischen Oxidation von Lactat zu Pyruvat durch
LDH mithilfe der Steady-State-Elektrolyse ergab, dass Pyru-
vat mit einer Geschwindigkeit von 0.13 mMmin™" gebildet
wird. Das Abziehen der Teilchen von der Elektrode (durch
Positionierung des Magneten iiber der elektrochemischen
Zelle) bewirkte den Abbruch der bioelektrokatalytischen
Lactat-Oxidation. Durch Positionierung des externen Mag-
neten einmal unter der Elektrode und einmal iiber der
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Abbildung 1. Die Elektrochemie Relais-funktionalisierter magnetischer Partikel, die sich mithilfe

eines externen Magneten reversibel an- und abschalten lasst. A) Fiir Partikel, die mit dem Am

nonaphthochinon 6 funktionalisiert sind, B) fur Partikel, die mit dem Ferrocen 2 funktionalisiert

sind. Unten: Differentialpulsvoltammogramme aufgenommen a) wahrend die Partikel magne-
tisch an die Elektrodenoberfliche herangezogen wurden,
b) wihrend sie magnetisch von ihr abgezogen wurden.

Oben: Reversible Verdnderungen der Peakstromstirke im

I. Willner und E. Katz

NAD™"-funktionalisierte magnetische Partikel
und ein externer Magnet zum Einsatz kommen.
Die Elektrode wurde durch eine Monoschicht
aus dem Ferrocen 2 modifiziert, und die PQQ-
NAD"*-funktionalisierten Partikel, die Enzyme
LDH und GOx sowie die beiden Substrate
Lactat und Glucose wurden in das System ein-
gebracht. Wird ein Potential von £>0.32V (vs.
SCE) an die Elektrode angelegt und werden die
magnetischen Partikel von der Elektrode fern-
gehalten (Schema 3 A), setzt die Ferrocen-ver-
mittelte bioelektrokatalytische Oxidation von
Glucose ein (Abbildung 3A unten, Kurve b),
wogegen die bioelektrokatalytische Oxidation
von Lactat blockiert ist (Abbildung 3 A, oben,
Kurve 2). Wird die Position des Magneten so
verindert, dass sich die PQQ-NAD"-funktiona-
lisierten Partikel an der Elektrode anreichern,
und anschlieBend ein Elektrodenpotential von
—0.13 V<E<032V (vs. SCE) angewendet,
kann in Gegenwart des NAD*-abhiingigen En-
zyms LDH die PQQ-NAD"-vermittelte Oxida-
tion von Lactat ablaufen (Schema 3B). Da die
Ferroceneinheiten in diesem Potentialbereich
nicht oxidiert werden, ist die bioelektrokatalyti-
sche Glucose-Oxidation unterdriickt. Kurve b im
unteren Teil von Abbildung 3B zeigt den elek-
trokatalytischen Anodenstrom der biokatalyti-

, ) . A) B)
Differentialpulsvoltammogramm als Folge des magneti-
schen An- (1) und Abschaltens (2) der Redoxwirkung der
funktionalisierten Partikel; n=Zahl der Schritte. Die Daten
wurden mit funktionalisierten magnetischen Partikeln
(10 mg) in 0.1 m Phosphatpuffer bei pH 7.0 unter Argon er-
halten. Die Differentialpulsvoltammogramme wurden bei ei-
ner Potentialvorschubgeschwindigkeit von 20 mVs™' mit ei-
ner Pulsstirke von 5 mV aufgenommen.
30;
elektrochemischen Zelle lieB sich auch ¢
diese Reaktion reversibel an- und abschal- 20l
ten. T
15}
1/ pA 10}
Duale Biosensoren ]
Die Moglichkeit, bioelektrokatalytische of
Transformationen durch einen externen 5 . . ‘ ‘ » ‘ . ) ) ‘
Magneten zu steuern, wurde dazu genutzt, 05 -04 03 -02 -01 0 01 0 01 02 03 04 05 06

selektive duale Biosensoren zu konzipie-
ren.”® Der spezifische und simultane quan-

E/IN ——

4728

titative Nachweis von zwei Substraten mit
dhnlichen Redoxpotentialen ist eine grofle
Herausforderung in der Bioelektronik. In
Schema 3 ist das Konzept eines dualen
Sensors fiir Lactat und Glucose in Gegen-
wart der beiden oxidierenden Enzyme
LDH und GOx dargestellt, bei dem PQQ-

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Abbildung 2. Magnetisch schaltbare bioelektrokatalytische Umwandlungen: A) durch PQQ-
funktionalisierte Partikel (10 mg) vermittelte Oxidation von NADH (50 mm) in Gegenwart
von CaCl, (10 mwm); B) durch Fc-funktionalisierte Partikel (10 mg) vermittelte Oxidation von
Glucose (10 mm) in Gegenwart von GOx (1 mgmL™"). Unten: Cyclovoltammogramme

a) wihrend die Partikel magnetisch an die Elektrodenoberfliche herangezogen wurden,

b) wihrend sie magnetisch von ihr abgezogen wurden. Oben: elektrokatalytische Stromstir-
ken 1) wihrend die Partikel magnetisch an die Elektrodenoberfliche herangezogen wurden,
2) wihrend sie magnetisch von ihr abgezogen wurden. Firr experimentelle Einzelheiten siehe
Lit. [21b].
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Schema 3. Magnetisch gesteuerter dualer Nachweis von Glucose (A) und Lactat (B) in Gegenwart von GOx, LDH, PQQ-NAD*-funktionalisierten
magnetischen Partikeln und einer mit einer Monoschicht aus Ferroceneinheiten modifizierten Au-Elektrode.
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Abbildung 3. Magnetisch gesteuerter dualer Nachweis von Glucose und Lactat in Gegenwart
PQQ-NAD*-funktionalisierter magnetischer Partikel (20 mg) durch Cyclovoltammetrie an einer
mit einer Ferrocen-Monoschicht funktionalisierten Goldelektrode in 0.1 m Tris-HCI (unter Argon,
pH 7.0, CaCl, (10 mm); Potentialvorschubgeschwindigkeit: 5 mVs™'). In (A) sind die magneti-
schen Partikel durch einen externen Magneten von der Elektrode abgezogen, in (B) zu ihr hinge-
zogen. Unten: Kurven a: in Gegenwart von GOx (1 mgmL™") und LDH (2 mgmL™); Kurven b: in
Gegenwart von GOx (1 mgmL™"), LDH (2 mgmL™"), Glucose (50 mm) und Lactat (20 mm).
Oben: Kalibrierung der amperometrischen Messungen mit dem Magneten in der oberen (A)
bzw. unteren (B) Position und einem angelegten Potential von E=0.50V (vs. SCE) fiir verschie-
dene Glucose- (Kurven 1) bzw. Lactatkonzentrationen (Kurven 2).

Elektrodenpotential limitiert wird.
Man muss jedoch beriicksichtigen, dass
der spezifische Nachweis von Glucose
nur moglich ist, wenn die magnetischen
Teilchen durch den externen Magneten
von der Elektrode ferngehalten wer-
den, da beide bioelektrokatalytischen
Transformationen im erweiterten Po-
tentialbereich ablaufen konnen.

DNA-Sensoren

Auch beim elektronischen Nach-
weis von DNA wurden magnetische
Partikel zur Abtrennung und Anrei-
cherung der zu untersuchenden DNA
eingesetzt.”’! Zu diesem Zweck wurden
Avidin-modifizierte magnetische Parti-
kel hergestellt und mit einer biotiny-
lierten DNA-Sonde funktionalisiert.
Nach der Hybridisierung wurde die
DNA mithilfe des externen Magneten
von der Analysenprobe abgetrennt.
Die Freisetzung der Hybrid-DNA unter
basischen Bedingungen und das an-
schlieBende chronopotentiometrische
Stripping der freigesetzten Guaninein-
heiten ermoglichten eine quantitative
DNA-Bestimmung. Auf diese Weise
wurde die DNA-Sequenz des Brust-
krebs-Gens brcal analysiert. Die rever-
sible, magnetisch gesteuerte DNA-Oxi-
dation wurde mithilfe von Nucleinsidu-

schen Lactat-Oxidation, und Kurve 1 im oberen Teil von re-modifizierten magnetischen Partikeln moglich.® Avidin-
Abbildung 3B belegt das Ausbleiben eines elektrischen An-  modifizierte magnetische Partikel wurden mit einer biotiny-
sprechens des Systems auf Glucose. Der spezifische Nachweis  lierten Nucleinsdure-Sonde funktionalisiert und anschlieBend
von Lactat wird daher dadurch erreicht, dass das angelegte = mit der komplementdren DNA hybridisiert. Zwei Kohle-
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paste-Elektroden wurden auf einer Oberfliche orientiert und
als Arbeitselektroden verwendet. Die rdumliche Anlagerung
der funktionalisierten magnetischen Partikel an der rechten
(r) oder an der linken Elektrode (1) ermoglichte die magne-
tisch gesteuerte DNA-Oxidation in chronopotentiometri-
schen Experimenten (Potentialpuls 0.6 V-1.2V, Abbil-
dung 4).

#

Abbildung 4. Inverschronopotentiometrie (Poten-
tiometric Stripping Analysis, PSA) von mit DNA-
Oligomeren funktionalisierten magnetischen Parti-
keln (100 ug) an einem Aufbau mit zwei Kohlepa-
d ste-Elektroden. Die Signalintensitit in sV~ ist je-
[ d weils gegen die Spannung E in V aufgetragen. Die
= Potentiogramme a—d wurden an der linken (1), die
Potentiagramme a’-d’ an der rechten Elektrode (r)
gemessen; bei a, b, c und d" war kein Magnet vor-
handen, bei a’, b, ¢’ und d dagegen schon (aus
Lit. [28]).

Wang et al. stellten ein interessantes elektrochemisches
Verfahren zur magnetisch gesteuerten amplifizierenden
DNA-Bestimmung vor, bei dem Nucleinsédu-
re-modifizierte Metall-** und Halbleiter-
Nanopartikel®" zum Binden der DNA die-
nen. In diesem Verfahren werden die Nu-
cleinsdure-funktionalisierten =~ Nanopartikel
an der Sensorgrenzfliche durch elektroche-
misches Stripping oder chemisch in Losung
gebracht und dort elektrochemisch analy-
siert. Dariiber hinaus konnten die Metall-
Nanopartikel der Sensorgrenzfldche als Nu-
kleationskeime fiir die Ablagerung anderer
Metalle dienen. Mittelbar wiirde durch die
Akkumulation von Metall und das Entstehen
einer groeren Menge geldster, elektroche-
misch analysierbarer Produkte das DNA-
Detektionssignal amplifiziert.

In Schema4A ist die amplifizierende
DNA-Bestimmung mithilfe von Nucleinséu-
re-funktionalisierten magnetischen Kiigel-
chen und Au-Nanopartikeln als Nukleations-
keimen zur Ablagerung von Silber darge-
stellt.”” Eine mit Biotin markierte Nuclein- B)
sdure (8 in Schema 4 A) wurde an Avidin-
funktionalisierten magnetischen Partikeln
immobilisiert und mit der komplementéren
biotinylierten Nucleinsdure 9 hybridisiert.
Dieses Hybrid-Ensemble wurde dann mit
einen Konjugat aus Au-Nanopartikeln und
Avidin zur Reaktion gebracht. Mit einem
externen Magneten wurden die Partikel und
damit das Hybrid-Ensemble magnetisch von
der zu analysierenden Probe und den Reak-
tionspartnern getrennt. Die Konjugatpartikel
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wurden in Gegenwart von Hydrochinon mit Silberionen
behandelt, was zur Abscheidung von metallischem Silber auf
den Au-Nanopartikeln fiithrte. Dieses Verfahren ist eine
Amplifikationsmethode, da die Akkumulation von Silber
auf den Au-Nanopartikeln durch einen einzigen DNA-
Erkennungsvorgang ausgelost wird. Der Strom, der beim
Potential-Stripping des akkumulierten metallischen Silbers
auftritt, liefert das elektrische Signal zur Analyse der zu
bestimmenden DNA.

Ein verwandtes System zur elektrochemischen DNA-
Bestimmung nutzt Au-Nanopartikel als elektroaktive und
katalytisch wirksame DNA-Marker (Schema 4B).F® Der
biotinylierte Nucleinsdure-Primer 10 wird tiber eine Avidin-
Briicke an die magnetischen Kiigelchen gebunden. Nach der
Hybridisierung mit der an die Au-Partikel angebrachten
Nucleinsdure 11 folgt die chemische Auflosung der Nano-
partikel in einer HBr/Br,-Losung. Die so erzeugten Au’*-
Ionen werden an der Elektrode reduziert, und das entstan-
dene metallische Gold wird durch elektrochemisches Strip-
ping bestimmt (Weg a in Schema 4 B). Durch eine zwischen-
geschobene Goldabscheidung auf den Nanopartikeln ist eine
weitere Amplifikation moglich (Wegb). Der dadurch er-
reichte hohere Goldgehalt fiihrt zu einem groeren chrono-
potentiometrischen Signal. In Abbildung 5 sind die Potentio-
gramme wiedergegeben, die nach Analyse der Nucleinsduren
an 5 nm gro3en Au-Nanopartikeln und nachfolgendem Strip-

y EX U e SO
Mx .. M. (V) 7
@ g g X X@

Elekirode ?

Magnet

Goldabscheidung
Lasung

Al HBr + Br,

Magnet

Schema 4. Elektrochemische DNA-Analyse nach Anlagerung von DNA-Molekiilen an
magnetische Partikel und nachfolgender Assoziation mit Au-Nanopartikeln. Fiir Einzel-
heiten siehe Text.

Angew. Chem. 2003, 115, 4724— 4737


http://www.angewandte.de

Magnetisch gesteuerte Elektrokatalyse

A) B)

T2sv- Teos v

N

058 0.2 0.8 0.2
E/IV— E/IV—»

Abbildung 5. Effekt der Goldanreicherung beim Stripping-Verfahren zur
Analyse der DNA 11 (10 pgmL™"). PSA-Signal der Au-Nanopartikel vor
(A) und nach 10 min in der Goldanreicherungslésung (B). Hybridisie-
rungszeit: 25 min; Menge der magnetischen Kiigelchen: 90 ug; Zahl
der mit Avidin Uiberzogenen 5 nm grofRen Goldpartikel: 7.6 x 10'; Zeit
fiir die Gold-Oxidation: 5 min (aus Lit. [30a]).

ping des an der Elektrode abgeschiedenen Goldes (Weg a)
bzw. nach einer zehnminiitigen Goldabscheidung an den Au-
Nanopartikeln erhalten wurden (Weg b).

In dhnlicher Weise wurden Nucleinsdure-modifizierte
CdS-Halbleiter-Nanopartikel als Marker zur Bestimmung
von DNA-Hybridisierungsereignissen eingesetzt.®!) Nach
Auflosung des CdS (durch 1M HNO;) werden die Cd**-Ionen
elektrochemisch zu Cd° reduziert, das sich an der Elektrode
abscheidet. Der Cd’-Stripping-Prozess (Bildung von Cd**)
liefert das elektrische Signal fiir die DNA-Bestimmung.
Abbildung 6 zeigt die Chronopotentiogramme, die bei der
Analyse komplementirer Ziel-DNA unterschiedlicher Kon-
zentration mithilfe dieser modifizierten CdS-Partikel erhalten
wurden.

' -0.4 -1.0
Abbildung 6. PSA-Signale als Funktion der Spannung E in V zum
Nachweis von DNA fiir unterschiedliche DNA-Konzentrationen (aus
Lit. [31]). Die DNA wurde an magnetische Partikel gebunden und mit
CdS-Nanopartikeln markiert: a) 0.2, b) 0.4, c) 0.6 mgL™"' DNA, d) Kon-
trollexperiment mit nichtkomplementarer DNA (0.6 mgL™"). Menge
der magnetischen Partikel: 20 pg; Konzentration der DNA-funktionali-
sierten CdS-Nanopartikel: 0.01 mgmL™"; Hybridisierungszeit: 10 min;
Akkumulationspotential: —0.9 V; Akkumulationszeit: 2 min; Stripping-
Stromstdrke: 1 pA.

Bei den in Schema 4 skizzierten Verfahren dienen die
magnetischen Partikel zum einen als Tréger fiir die Metall-
oder Halbleiter-Nanopartikel und zum anderen als Mittel zur
Anreicherung der zu analysierenden DNA. Eine interessante
Weiterentwicklung dieser Systeme besteht darin, eine Kom-
bination aus verschiedenen Metall- oder Halbleiter-Nanopar-
tikeln mit unterschiedlichen Nucleinsduren zu verwenden, um
so eine DNA-Bibliothek iiber die Bindung an unterschiedli-
che magnetische Partikel simultan analysieren zu konnen. Bei
einem solchen Verfahren konnten die unterschiedlichen
Potentiale, die zum Stripping der einzelne Metalle notig sind,
als elektrochemische Indikatoren fiir die Art der unter-
suchten DNA dienen.
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Elektrochemisch getriebene Chemilumineszenz-
systeme

Die magnetische Steuerung elektrokatalytischer Trans-
formationen an Elektroden wurde auch zur Herstellung eines
magnetisch gesteuerten, elektrochemisch getriebenen Che-
milumineszenzsystems herangezogen.® Dabei wurden mit
dem Aminonaphthochinon 6 funktionalisierte magnetische
Partikel als aktive Komponenten zum Schalten des elektro-
chemilumineszenten Prozesses eingesetzt. Beim Kontakt der
Partikel mit dem Elektrodenmaterial wird das Chinon zum
Hydrochinon reduziert, das wiederum die Reduktion von O,
zu H,0, katalysiert.® Das Enzym Meerrettich-Peroxidase
(horseradish peroxidase, HRP) katalysiert die chemilumines-
zente Reaktion zwischen Luminol (3-Aminophthalhydrazid,
12) und H,0,, bei der Licht der Wellenlinge A =425nm
emittiert wird (siche Schema 6).**! Werden die magnetischen
Partikel von der Elektrode abgezogen, wird der Licht
emittierende Prozess unterdriickt, da die Chinoneinheiten
dann nicht mehr mit der Elektrode in Kontakt sind. Bei
diesem Aufbau handelt es sich um ein magnetisch schaltbares
optoelektronisches System, bei dem das elektrochemisch
erzeugte Licht an- und ausgeschaltet werden kann. Elektro-
chemilumineszente Systeme werden haufig als optische
Signalgeber bei Bioerkennungsprozessen eingesetzt.*> Man
kann sich daher vorstellen, dass magnetisch steuerbare
Lichtemissionsprozesse mit biologischen Nachweisverfahren
gekoppelt werden konnen (siehe unten).

Signalverstdrkung durch Rotation der
magnetischen Partikel

Ein wichtiger Fortschritt bei der magnetischen Steuerung
elektrokatalytischer und bioelektrokatalytischer Transforma-
tionen wurde dadurch erzielt, dass die magnetisch an das
Elektrodenmaterial gebundenen Partikel durch einen exter-
nen rotierenden Magneten in Rotation versetzt werden."
Eine solche Rotation ldsst die redoxfunktionalisierten ma-
gnetischen Teilchen zu rotierenden Mikroelektroden werden.
Als Folge davon werden redoxaktivierte, durch die funk-
tionalisierten magnetischen Partikel vermittelte elektrokata-
lytische oder bioelektrokatalytische Prozesse nun nicht mehr
durch die Diffusion des Substrats an die Mikroelektrode,
sondern durch Konvektion kontrolliert. Man sollte daher fiir
den durch die Partikel gesteuerten elektrochemischen Pro-
zess stdrkere amperometrische Signale erwarten, und der
resultierende Strom sollte zur Rotationsgeschwindigkeit der
Partikel proportional sein. In Schema 5 ist die amplifizieren-
de amperometrische Analyse von Glucose mithilfe rotieren-
der Ferrocen-funktionalisierter magnetischer Partikel an
einer Elektrode dargestellt. Die rotierenden magnetischen
Teilchen sind mit einem Elektronentransfer-Vermittler funk-
tionalisiert, und die Reaktion zwischen GOx und Glucose
verlduft konvektionskontrolliert. Der gemessene elektroka-
talytische Strom sollte daher zur Quadratwurzel der Rota-
tionsgeschwindigkeit proportional sein (I, ox®'?). In Ab-
bildung 7 A sind die bioelektrokatalytischen Stromstérken,
die bei unterschiedlicher Rotation des externen Magneten
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Glucon- gemessen wurden, wiedergegeben. Man erkennt deutlich,

Ehe dass das amperometrische Signal mit zunehmender Rota-

tionsgeschwindigkeit ansteigt. Abbildung 7B zeigt die Analy-

se von Glucose in unterschiedlichen Konzentrationen durch

Partikel mit zwei verschiedenen Rotationsgeschwindigkeiten

im Vergleich zu Messungen mit nichtrotierenden Partikeln.

Durch die Rotation der Partikel wird das amperometrische

Signal dieses bioelektrokatalytischen Prozesses bis zum

15fachen verstirkt. Ahnliche Effekte wurden bei der elek-

trokatalytischen Oxidation von NADH durch rotierende,

PQQ-funktionalisierte, elektrokatalytisch wirksame magne-

tische Partikel beobachtet. Auch die Rotation der durch das

Aminonaphthochinon 6 funktionalisierten Partikel fiihrte in

Gegenwart von HRP und Luminol zu einer hoheren elek-

Schema 5. Bioelektrokatalytische Oxidation von Glucose in Gegenwart trochemisch erzeugten Chemilumineszenz (Abbildung 7 C).

von GOx und Ferrocen-funktionalisierten magnetischen Partikeln, die Das durch elektrokatalytische Transformationen hervorgeru-

durch die von einem externen Magneten angetriebene Rotation der fene, an den rotierenden redoxfunktionalisierten magneti-
Partikel verstirkt wird. . . . .. .

schen Teilchen entstehende amperometrische Signal 14sst sich

mithilfe der konventionellen Theorie fiir rotierende Schei-

Rotation

A asor e benelektroden analysieren.””’ Werden die experimentell bei
unterschiedlicher = Rotationsgeschwindigkeit erhaltenen
200 | Stromstiarken mithilfe der Levich-Theorie analysiert, ldsst
[ sich die Geschwindigkeitskonstante des Elektronentransfers

150 [ an der Grenzflache abschétzen.
r Die durch den Einsatz rotierender magnetischer Partikel
100 L verbesserte Elektro- oder Bioelektrokatalyse lésst sich auch
na T zur Intensitdtssteigerung beim Nachweis von Biomolekiilen
sol verwenden. Dies ist in Schema 6 A fiir einen Analyten A
i gezeigt, wenn magnetische Partikel eingesetzt werden, die mit
a dem zu A komplementdren Rest B funktionalisiert sind.

v b b by e L

01 02 03 04 o6 07 Durch Binden von C, dem an HRP gekniipften, zweiten
E/IV — o o) Erkennungselement von A, erhilt man die ,,Sandwichstruk-

b tur” zur Analyse von A.
Der externe Magnet ermoglicht in einer Mischung aus
magnetischen Teilchen, die entweder mit dem Aminonaph-
thochinon 6 funktionalisiert oder Trager der Komponenten

B) 2501

B/A/C-HRP sind, durch Heranfiihren der Partikel an die
1501 [25 nw Elektrode den amplifizierenden Nachweis des Analyten
I /nA P/nW durch elektrochemisch erzeugte Chemilumineszenz. Durch

die FElektroreduktion der Aminonaphthochinoneinheiten
wird die elektrokatalytische Reduktion von O, zu H,O,
initiiert, die in Gegenwart von Luminol und HRP zur
biokatalytischen Lichtemission fiithrt (Schema 6B). Werden
0 o 20 oo 20 100 6, die magnetischel? Teilchen in Rptation versetzt, 'wech.st.elwir-
[Glucose] / mm —= t/s —m— ken O, und Luminol mit den beiden Arten funktionalisierter
magnetischer Partikel durch Konvektion, was eine verstirkte
Abbildung 7. Amplifikation des Nachweissignals durch das Rotieren der funk- Chemilumineszenz zur Folge hat.
tionalisierten magnetischen Partikel. A) Cyclovoltammogramme an einer
Goldelektrode mit magnetisch angezogenen, Ferrocen-funktionalisierten mag-
netischen Partikeln (6 mg) in Gegenwart von GOx (1x 107> M) und Glucose
(50 mm) bei Rotationsgeschwindigkeiten des Magneten von a) 0, b) 10,

Die zum Nachweis genutzten Affinitdtswechselwirkungen
an den magnetischen Teilchen konnen Antigen-Antikorper-
oder Nucleinsdure-DNA-Bindungsprozesse oder beliebige

c) 100 und d) 400 Upm. Potentialvorschubgeschwindigkeit: 5 mVs™. B) Kali- andere intermolekulare Wirt-Gast-Wechselwirkungen sein.
brierung der amperometrischen Bestimmung von Glucose (E=0.5V vs. SCE)  Tatséchlich sind bereits mit Bioerkennungskomplexen funk-
bei Rotation des Magneten mit a) 0, b) 100 und c) 400 Upm. Die Daten wur- tionalisierte magnetische Partikel fiir Nachweissysteme, in
den in einem 0.1 m Phosphatpuffer bei pH 7.0 aufgenommen. C) Elektroche- denen die elektrisch generierte Chemilumineszenz fiir die

milumineszenzintensitaten, die durch die Rotation funktionalisierter magneti-
scher Partikel bei einem Elektrodenpotential von E=—0.5V (vs. SCE) ver-
stirkt werden: a) 0 und b) 400 Upm. Die Messungen wurden an Luft mit ei-
nem System aus Aminonaphthochinon-funktionalisierten Partikeln (10 mg),
HRP (1 mgmL™") und Luminol (1x10 °m) in einem 0.1m Phosphatpuffer bei ~ nalisierten magnetischen Partikeln, die mit [Ru(bpy)s]
pH 7.0 durchgefiihrt. (bpy = Bipyridin) als Elektrochemilumineszenz erzeugender

Transduktion genutzt wird, eingesetzt und erfolgreich kom-
merzialisiert worden.”® Die ORIGEN-Methode basiert auf

der Bildung von Bioerkennungskomplexen an funktio-
24
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Schema 6. Amplifizierende Detektion von auf Bioaffinitit beruhenden Erkennungsprozessen mithilfe mehrfach markierter magnetischer Partikel:
A) Synthese der funktionalisierten magnetischen Partikel fiir den Bioerkennungsassay. B) Amplifizierender Bioerkennungsassay durch Rotation der

funktionalisierten magnetischen Partikel.

Komponente markiert sind. Das elektrochemisch erzeugte
[Ru(bpy);]** oxidiert Triphenylamin unter Bildung von
angeregtem *[Ru(bpy),]**, das Licht emittiert und so den
Bioerkennungsprozess in ein detektierbares Signal iiberfiihrt.

Neben den neuen, hier diskutierten Signalverstarkungs-
methoden zur Analyse von Antigen-Antikorper-Komplexen
und von DNA soll auch die Bedeutung der Rotation
magnetischer Partikel fiir die Intensitétssteigerung beim
Nachweis von Biomolekiilen Erwidhnung finden. So konnten
mit rotierenden funktionalisierten magnetischen Partikeln
immunologische Wechselwirkungen amplifiziert nachgewie-
sen werden, und es gelang die ultrahochempfindliche Be-
stimmung von DNA.*!

Das in Schema 6 skizzierte Verfahren kann beispielsweise
zur Analyse des Dinitrophenyl-Antikérpers (DNP-AD) ein-
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gesetzt werden. Magnetische Partikel, die mit dem Dinitro-
phenyl-Antigen 13 als Erkennungsmerkmal funktionalisiert
sind, werden als Sensor-Partikel verwendet, und magnetische
Partikel, die mit dem Aminonaphthochinon 6 markiert sind,
dienen als elektrokatalytische Teilchen zur Erzeugung von
H,0, (Schema 6B). In Gegenwart des DNP-Ab wird der
Antigen-Antikorper-Komplex auf den Sensor-Partikeln ge-
bildet und so die sekundédre Anlagerung des Avidin-HRP-
Konjugats ermoglicht. Die elektrokatalytische Reduktion von
O, durch die Aminonaphthochinon-funktionalisierten Parti-
kel liefert H,O,, das, in Gegenwart von Luminol und dem
HRP-Konjugat, zur Chemilumineszenz des Systems fiihrt
(Schema 6B). Bei rotierenden Partikeln wird die elektroka-
talytische Reduktion von O, und die nachfolgende HRP-
Luminol-induzierte Chemilumineszenz durch die Konvektion
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Chemie

4733


http://www.angewandte.de

Angewandte

4734

Chemie

der Substrate an die Teilchen kontrol-
liert, die sich an der Elektrode befinden.
Demzufolge kann man eine verstirkte
Chemilumineszenz erwarten.
Abbildung 8 A zeigt eine Auftragung
der Intensitédt des emittierten Lichts als
Funktion der Zeit bei verschiedenen
Rotationsgeschwindigkeiten der Parti-
kel in einem den DNP-Ab (50 ngmL™")
analysierenden System. In Abbil-
dung 8B sind die Intensitdten des emit-
tierten Lichts in Abhéngigkeit von der
DNP-Ab-Konzentration dargestellt.
Wenn die Rotationsgeschwindigkeit zu-
nimmt, wird die Empfindlichkeit des
Detektionssystems erhoht, und bei einer
Rotationsgeschwindigkeit von 400 Upm
liegt die Nachweisgrenze fiir den DNP-
Ab bei ca. 1ngmL™'. Das Verfahren
wurde auch zur DNA-Bestimmung ge-
nutzt.*” Die Ziel- DNA wurde zunichst
mit einer komplementiren Nucleinsdure

I. Willner und E. Katz
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Abbildung 8. A) Chemilumineszenzintensititen bei der Analyse des DNP-Ab (50 ngmL™),
wenn die funktionalisierten magnetischen Partikel mit a) 0 und b) 400 Upm rotieren; c) Kon-
trollexperiment ohne den DNP-Ab bei einer Rotationsgeschwindigkeit von 400 Upm. B) Maxi-
ma der Chemilumineszenzintensitit fiir verschiedene DNP-Ab-Konzentrationen und fiir Rota-
tionsgeschwindigkeiten von a) 0 und b) 400 Upm. Bei allen Experimenten wurden die Chemilu-
mineszenzsignale durch einen Potentialsprung an der Elektrode von 0 zu —0.5 V (vs. SCE) und
zuriick erzeugt. Die Pfeile in (A) kennzeichnen die Zeiten, zu denen das Potential nach —0.5
bzw. 0.0 V veridndert wurde. Die Messungen wurden an Luft an einem System aus funktionali-
sierten magnetischen Partikeln (10 mg), HRP (1 mgmL™") und Luminol (1x10 ®m) in einem
0.1 m Phosphatpuffer bei pH 7.0 durchgefiihrt.

auf magnetischen Partikeln hybridisiert.
Eine zweite Hybridisierung erfolgte mit
einer biotinylierten, zu einem zweiten Segment der Ziel-
DNA komplementédren Nucleinsdure, sodass ein aus drei
Komponenten bestehender Nucleinsdure-DNA-Komplex
entstand. Die Anlagerung des Avidin-HRP-Konjugats an
diesen Komplex und die Herstellung eines Kontakts zu den
Aminonaphthochinon-funktionalisierten Partikeln fiihrten,
nach elektrochemischer Reduktion der Chinoneinheiten,
zur Lichtemission (Schema 6B). Wurden die magnetischen
Partikel rotiert, wurde die Chemilumineszenz verstirkt.
Eine Modifizierung dieses Verfahrens zur amplifizieren-
den Detektion viraler DNA mithilfe funktionalisierter mag-
netischer Partikel ist in Schema 7 fiir die Analyse der DNA
des Phagen M13 (7229 Basen) dargestellt.””! Der 27 Basen
lange DNA-Primer 14, der komplementér zu einem Segment
der Phagen-DNA ist, wird an die magnetischen Partikel

15

Tag-Polymerase

dNTPs
Biotin-dUTP

14 90 Zyklen

gebunden. An die Hybridisierung von 14 mit der Phagen-
DNA 15 schlieB3t sich ein Polymerisationsprozess in Gegen-
wart der dNTPs (Desoxynucleosidtriphosphate) und von
Biotin-markiertem dUTP an. Durch diese Replikation wer-
den Biotin-Marker in die Nucleinsduren an den magnetischen
Partikeln eingefiihrt. Im Anschluss an die Replikation
werden mehrere thermische Zyklen durchgefiihrt, in denen
die DNA des Phagen M13 dissoziiert, mit einem weiteren
Primer auf dem Partikel hybridisiert und erneut unter Einbau
von Biotin-Markern repliziert wird. Die so hergestellten
Partikel werden mit dem Avidin-HRP-Biokonjugat versetzt,
die funktionalisierten magnetischen Teilchen mithilfe eines
externen Magneten an der Elektrodenoberflidche gebiindelt
und dort mit den Aminonaphthochinon-funktionalisierten
Partikeln vermischt. Die elektrokatalytische Reduktion von

i
@
N aniat.
x
: g |
b b =@
: " '

14: §-HS-(CH,),-CCCCCACGTTGTAAAACGACGGCCAGT-

x. = Avidin-HAP

= Biotin-Marker

Schema 7. Markierung replizierter Nucleinsiuren auf magnetischen Partikeln mit Biotin durch thermische Zyklen. Ziel ist die amplifizierende

Detektion viraler DNA mithilfe mehrfach markierter rotierender magnet
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Abbildung 9. A) Intensitit der Chemilumineszenz, die bei der Analyse der DNA des Phagen M13 (8x107°m) bei Rotationsgeschwindigkeiten von
a) 0, b) 60, c) 400 und d) 2000 Upm erzeugt wurde; e) Chemilumineszenzsignal ohne Phagen-DNA bei einer Rotationsgeschwindigkeit von
2000 Upm. B) Kalibrierung der Chemilumineszenzintensitat fiir verschiedene Konzentrationen der Phagen-DNA bei einer Rotationsgeschwindigkeit

von 2000 Upm. Firr Einzelheiten siehe Legende zu Abbildung 8.

O, durch die Chinoneinheiten liefert H,O,, das in Gegenwart
von Luminol und HRP zur Chemilumineszenz fiihrt, die
wiederum durch die Rotation der magnetischen Partikel
verstiarkt werden kann. Abbildung 9 A zeigt die Intensitét des
emittierten Lichts bei der Analyse der DNA des Phagen M13
fiir verschiedene Rotationsgeschwindigkeiten der Partikel.
Mithilfe dieses Verfahrens lief3 sich die Ziel-DNA bis zu einer
Nachweisgrenze von 8 x 107¥m (Abbildung 9B) bestimmen.
Die Chemilumineszenzintensitdt korreliert linear mit der
Quadratwurzel der Rotationsgeschwindigkeit (»'?), was da-
mit in Einklang ist, dass die Lumineszenzintensitit durch die
Konvektion der Substrate an die rotierenden magnetischen
Partikel kontrolliert wird. Ein &hnliches Verfahren wurde
beim Nachweis von FEinzelbasenfehlpaarungen in DNA
angewendet.*

In all den Systemen, in denen die Detektion des Bio-
erkennungsvorgangs durch die Rotation der magnetischen
Partikel verstirkt wird, wird der Verstarkungseffekt dadurch
erreicht, dass das Erzeugen der Chemilumineszenz durch die
Konvektion der Substrate an das Elektrodenmaterial kon-
trolliert wird. Da die Chemilumineszenz nur dann auftritt,
wenn sich die Biokomponenten in rdumlicher Nidhe zum
Elektrodenmaterial befinden, kann sie durch einfaches Mi-
schen oder Riihren des Mediums nicht ausgelost werden.
Eine Signalverstirkung ldsst sich jedoch moglicherweise
erreichen, indem die Biokomponenten an einer rotierenden
Scheibenelektrode verankert werden. Die Vorteile der rotie-
renden magnetischen Partikel gegeniiber einer rotierenden
Scheibenelektrode sind offensichtlich. Als Beispiele sind die
grof3e Oberflache der als Mikroelektroden wirkenden Parti-
kel sowie die Moglichkeit einer raschen Regeneration des
Sensorsystems durch den Austausch der funktionalisierten
magnetischen Partikel mithilfe eines externen Magneten zu
nennen.

Schlussbemerkungen und Ausblick

Wir haben hier das erst vor kurzem entstandene For-
schungsgebiet der Steuerung elektrokatalytischer und bio-
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elektrokatalytischer Transformationen mithilfe von Magne-
ten vorgestellt. Dieses Verfahren konnte verwendet werden,
um die Zusammensetzung von Bioreaktoren zu beeinflussen.
So konnten funktionalisierte magnetische Partikel beispiels-
weise mit einer Sensorvorrichtung gekuppelt werden und
mithilfe magnetisch schaltbarer elektrokatalytischer oder
bioelektrokatalytischer Transformationen lie3e sich der Ab-
bau von Inhibitoren oder storenden Komponenten regulie-
ren. Weitere in der Zukunft realisierbare Anwendungen von
magnetisch schaltbaren bioelektrokatalytischen Prozessen
liegen im Bereich des spezifischen und simultanen quantita-
tiven Nachweises von zwei Substanzen (duale Biosensoren)?!
und der Erzeugung von Mikromustern auf Oberflichen.™!]
Die Nutzung funktionalisierter magnetischer Partikel und
insbesondere ihre extern steuerbare Rotation stellen eine
neues Konzept bei der Entwicklung bioelektrokatalytischer
Systeme dar.’”*! Das Heranziehen funktionalisierter magne-
tischer Partikel an Oberfldchen kann zur Anreicherung und
Abtrennung von Komponenten des jeweiligen analytischen
Verfahrens genutzt werden. Die Lokalisierung redoxfunk-
tionalisierter magnetischer Partikel an Elektroden ermoglicht
die Umwandlung des Bioerkennungsvorgangs in ein elektro-
nisches Signal. Durch die Rotation der magnetischen Partikel
auf der Elektrodenoberfliche sollten sich Bioerkennungs-
prozesse an den Partikeln oder die aus ihnen hervorge-
gangenen elektronischen Signale verstdrken lassen. Diese
Eigenschaften der magnetischen Partikel konnten entweder
einzeln oder nacheinander genutzt werden, um die Leistung
bioelektrochemischer Sensoren zu steigern. Die Kombination
aus verbesserter Hybridisierung und verstiarkter elektroni-
scher oder optoelektronischer (chemilumineszenter) Detek-
tion von DNA oder DNA-Protein-Wechselwirkungen an
rotierenden magnetischen Partikeln scheint eine leistungs-
starke Technik fiir die Genanalyse der Zukunft zu sein. Eine
weitere kiinftige Anwendung dieses Konzepts konnte in der
gezielten Aktivierung therapeutisch wirksamer Verbindun-
gen mithilfe leitender magnetischer Stdbchen und funktio-
nalisierter magnetischer Partikel liegen. Dariiber hinaus kann
man sich magnetische Partikel, die mit immobilisierten
heterogenen Katalysatoren funktionalisiert sind, als integrier-
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te elektrokatalytische Systeme vorstellen, die mithilfe eines
externen Magneten gesteuert werden konnen. Die Rotation
solcher magnetischer Partikel auf Elektrodenmaterialien
konnte zu einer amplifizierenden, elektrochemisch induzier-
ten heterogenen Katalyse fithren. Zum jetzigen Zeitpunkt
stecken die Anwendungen fiir magnetisch schaltbare elek-
trokatalytische und bioelektrokatalytische Systeme noch in
den Kinderschuhen. Die jiingst erzielten Fortschritte lassen
jedoch auf faszinierende Forschungsmoglichkeiten fiir Che-
miker, Biologen und Materialwissenschaftler schlieBen.

Unsere Arbeiten wurden zum Teil von der Israel Science
Foundation und der U.S.~Israel Binational Science Foundation
(BSF) unterstiitzt.
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