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Biosensors are crucial tools for research and diagnostics. Optical bio-
sensors are easy to use, and light is non-invasive. Single-walled carbon
nanotubes (SWCNTs) are non-bleaching, near-infrared (NIR, 780-

2400 nm) fluorescent materials that are extremely sensitive to their
chemical environment. Modification of their surface makes them ver-
satile fluorescent biosensors. Now, so-called guanine quantum defects
serve as anchor structures and allow assembly of sensors with any
recognition unit that is attached to DNA. This general design enables

powerful novel biosensors.
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B Die SARS-CoV-2-Pandemie hat verdeut-
licht, dass wir auf schnell anpassbare Sensor-
systeme angewiesen sind, die etablierte Dia-
gnosemethoden ergdnzen. Leider ist die
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A Abb. 1: Eigenschaften von SWCNT-basier-
ten Biosensoren. Die optischen Ubergénge
von single-walled carbon nanotubes (SWCNT)
liegen im transparenten Bereich von biologi-
schen Geweben (exemplarisch fiir eine Art
von SWCNTs, schwarz). Hier ist beispielhaft
die Lichtabsorption durch eine Blutkompo-
nente (gelb) und von Wasser (blau) gezeigt.
AuBerdem sinkt mit steigender Wellenlénge
die Streuung (griin). Dadurch erhéht sich bei
Messungen das Signal-Rausch-Verhéltnis.

a. u. (willkrliche Einheiten). Abbildung
modifiziert aus [1], © 2023 die Autoren,
Angewandte Chemie, Wiley-VCH GmbH.
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Entwicklung und Anpassung von Sensoren
auf neue Zielmolekiile meist aufwendig.
Daher waren schnell anpassbare Systeme
wiinschenswert.

Fiir Messungen, die beriihrungsfrei und ort-
lich aufgeldst ausgelesen werden sollen, sind
optische Sensoren aufgrund des einfachen,
kontaktlosen Auslesens von Vorteil. Einwan-
dige Kohlenstoffnanorshren (single-walled
carbon nanotubes, SWCNTs) eignen sich
besonders fiir solche Messungen in komplexen
biologischen Fliissigkeiten. Dies liegt daran,
dass SWCNTs im nahen Infrarot-Bereich (NIR)
fluoreszieren und nicht bleichen. Gegeniiber
dem Auslesen im sichtbaren Bereich ist der
Hintergrund durch Autofluoreszenz, Absorpti-
on und Streuung im NIR (Gewebetransparenz-
fenster) reduziert (Abb. 1). Dies ermdglicht ein
hohes Signal-Rausch-Verhaltnis, was sich bei
Messungen oder der Bildgebung in einem
hohen Kontrast duBert.

Leuchtende Nanordhren und DNA als
programmierbare Bausteine

Strukturell sind SWCNTs eindimensionale
Nanomaterialien mit einem Durchmesser
von wenigen Nanometern und einer Lange
im Bereich von einigen hundert bis tausend
Nanometern. Man kann sich SWCNTs als
eine nahtlos aufgerollte einfache Lage aus
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sp?-hybridisiertem Kohlenstoff (Graphen)
vorstellen. Je nach Struktur (roll-up vector),
kommt es so zu metallischen, halbmetalli-
schen oder halbleitenden Eigenschaften. Fiir
optische Sensoren sind halbleitende SWCNTs
aufgrund ihrer Fluoreszenz besonders von
Interesse. Bei Anregung der SWCNT im sicht-
baren Bereich entsteht ein Elektron-Loch-
Paar (Exziton), dass entlang der Nanorchre
diffundiert. Da alle Atome einer SWCNT auf
deren Oberfliche liegen, wird das Exziton
und somit auch die Fluoreszenz stark durch
die chemische Umgebung (Corona-Phase) der
SWCNT beeinflusst.

Durch die Sensitivitat der SWCNTs fiir ihre
chemische Umgebung lassen sich prinzipiell
schnell adaptierbare Sensoren herstellen [1].
Fiir den Einsatz in biologischen Fliissigkei-
ten wird die Oberflache der Nanordhren
modifiziert. Dies sorgt sowohl fiir die kolloi-
dale Stabilitdt als auch fiir die molekulare
Erkennung des Ziel-Analyten. Durch Adsorp-
tion verschiedener Polymere oder Biomole-
kiile lassen sich SWCNT-basierte Sensoren
etwa fiir Neurotransmitter, Proteine und
Viren oder Bakterien entwickeln [1]. Zudem
eignen sich SWCNTs als Signalverstérker fiir
etablierte Reaktionssysteme wie sie z. B. in
den enzymatischen Reaktionen von ELISA-
Assays zum Einsatz kommen [2].

Obwohl eine Vielzahl an verschiedenen
Sensoren entwickelt wurde, ist die Oberfla-
chenchemie hdufig auf die jeweilige Ziel-
struktur abgestimmt und der Entwicklungs-
prozess durch das Fehlen eines einheitlichen
Konzeptes aufwendig. Zudem konnen nicht
beabsichtigte Interaktionen, wie die unspe-
zifische Adsorption anderer Molekiile aus
biologischen Proben, Anderungen der Fluo-
reszenz auslosen und die Stabilitdt der Sen-
soren beeinflussen. Diese Herausforderung
16sten wir durch die Einfiihrung von Guanin-
Quantendefekten als Ankersystemen auf der
SWCNT-Oberfldche [3].

Kohlenstoffsensoren schnell und
einfach anpassen

Mithilfe von Guanin-Quantendefekten (GY)
ist es moglich, Guanin-Basen gezielt auf der
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A Abb. 2: Guanin-Quantendefekte als Ankerstrukturen fiir Biosensoren. Zur Herstellung werden die Nanosensoren mit einer Nukleinsaure gemischt,
die aus einer Fanger- (ohne Guanin) und einer Ankersequenz (mit Guanin) besteht, und danach mit Ultraschall beschallt. Guanin-Defekte werden durch
Reaktion der DNA mit Singulett-Sauerstoff, z. B. durch Bestrahlung eines Photosensitizers erzeugt. Die kovalente Verkniipfung der DNA verandert die
Fluoreszenz (Quanten-Defekt). Uber die Fangersequenz lassen sich verschiedene Erkennungseinheiten an die Nanorohre binden. Beispielhaft ist ein
System zum Sensing von bakteriellen Siderophoren und Proteinen (hier fiir das Spike-Protein des SARS-CoV-2) dargestellt. Die Zugabe der Analyten
verdndert die Fluoreszenz der Sensoren, indem z. B. der Quencher aus der Nahe der SWCNT entfernt wird oder sich die chemische Umgebung durch
das Anbinden des Spike-Proteins dndert. Abbildung modifiziert aus [3], © 2023 American Chemical Society.

SWCNT zu fixieren [4, 5]. Bei der Reaktion
wird mithilfe eines Photosensibilisators
(hier: Bengalrosa) Singulett-Sauerstoff (10,)
hergestellt. Da 1O2 selektiv mit Guanin
reagiert, ist es moglich, Guanin-haltige Berei-
che einer ssDNA (einzelstrdngige DNA) kova-
lent mit der SWCNT-Oberfldche zu verkniip-
fen [4-6].

Nun konnten wir erstmals zeigen, dass
sich die neuartige Oberflaichenmodifikation
dazu nutzen ldsst, einfach adaptierbare
Nanosensoren herzustellen [3]. Dazu kon-
struierten wir ssDNA-SWCNT-Hybride, bei

denen die ssDNA auf der Nanordhre aus
einer Anker-Sequenz (mit Guanin) und einer
Fanger-Sequenz besteht (Abb. 2). Durch die
Reaktion der Guanin-Basen mit der SWCNT
und der damit verbundenen Fixierung der
Ankerstrukturen auf der Oberflache ist es
moglich, die Fluoreszenzanderungen von
unspezifischen Interaktionen zu reduzieren.
Zudem ist die Stabilitat der Nanosensoren in
Zellpuffern deutlich erhoht. So sind die Nano-
sensoren auch nach mehreren Wochen im
Zellmedium funktional und kénnen iiber
mehrere Monate in Puffer gelagert wer-
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A Abb. 3: Fluoreszente Nanosensoren auf Oberflachen (smart slides) zur hochauflésenden che-
mischen Bildgebung. Nanosensoren werden auf einer Oberflache immobilisiert und Zellen darauf
kultiviert. Die Freisetzung eines Analyten durch die Zellen (z. B. Neurotransmitterausschittung)
verandert die nahe NIR-Fluoreszenz der Nanordhren; man erhalt ein chemisches Bild der Mole-
kiile. Abbildung modifiziert aus [1, 8], © 2023, Small und Angewandte Chemie Wiley-VCH GmbH.

den. Durch die Verwendung einer mit dem
Guanin-Anker verkniipften Fanger-Sequenz
lassen sich SWCNTs mit verschiedenen
Erkennungseinheiten schnell und einfach fiir
unterschiedliche Anwendungen funktionali-
sieren (Abb. 3).

Dies bedeutet eine deutliche Vereinfa-
chung, da die Sensorantworten selektiver auf
einen Analyten angepasst werden konnen.
Dabei gewahrleistet die Ankersequenz kollo-
idale Stabilitdat, und Erkennungseinheiten
lassen sich modular tiber eine DNA-basierte
Konjugationsstrategie austauschen (Abb. 2).
Dies ermoglicht eine Nutzung der Sensoren
fiir Anwender:innen, die keine synthetische
Expertise haben, aber die Sensoren fiir ihre
Forschung anpassen wollen.

Um das Potenzial der Nanosensoren zu
demonstrieren, funktionalisierten wir die
Sensoren fiir die Detektion bakterieller Side-
rophore und viraler Proteine [3]. Dazu nutzen
wir Aptamere als Erkennungseinheiten, die
mit den entsprechenden Analyten direkt
oder indirekt interagieren. Die Aptamere
sind zur Anbindung an die SWCNT mit einer
der Finger-Sequenz komplementdren
Sequenz ausgestattet.

Fiir bakterielle Siderophore wie Pyoverdin
wahlten wir ein Aptamer, das Hamin bindet
und durch das Eisen im Hamin die Fluores-
zenz der Nanorohre quencht. Die Zugabe von
Siderophoren wie Pyoverdin und Deferoxa-
min (DFO) fiihrt zu einer Entfernung des
Eisens aus der Nahe des Exzitons, was die
NIR-Fluoreszenz der Sensoren wieder erhoht
(Abb. 2).

Um zu zeigen, dass das System modular
ist, verkniipften wir die Sensoren auBerdem
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mit verschiedenen Aptameren, die an das
Spike-Protein des SARS-CoV2 binden
(Abb. 2). Nach Zugabe des Spike-Proteins ist
ein konzentrationsabhangiger Abfall der
Fluoreszenz zu beobachten. Bemerkenswer-
terweise ist die Robustheit der Sensoren in
kiinstlichem Speichel zudem erhoht.

Prinzipiell lassen sich SWCNT-basierte
Sensoren sowohl im Assay-Format durch
Inkubation mit der zu untersuchenden Pro-
be als auch zur hochauflésenden chemi-
schen Bildgebung (Abb. 3) nutzen. Letzteres
kann man durch eine Beschichtung von
Oberflachen mit den Sensoren realisieren.
Mithilfe einer so modifizierten Petrischalen-
Oberfldache lassen sich z. B. zelluldre Frei-
setzungsprozesse, wie die Ausschiittung
von Dopamin, durch eine lokale Anderung
der SWCNT-Fluoreszenz rdaumlich und zeit-
lich messen [7, 8]. Dies ermoglicht neben der
reinen Detektion des gewilinschten Analyten
auch ein besseres Verstandnis komplexer
biochemische Vorgdange und Wechselwirkun-
gen. Diese Kombination aus Guanin-Quan-
tendefekten mit speziell zugeschnittenen
Oberflachenfunktionalisierungen ware ein
Schritt zu ,smarten Oberflachen®.

Ein Nachteil von NIR-fluoreszenten Senso-
ren war bislang, dass das NIR {iber 1.000 nm
einen erhohten Gerdteaufwand (NIR-Kame-
ras und Nutzung eines Lasers zur Anre-
gung der SWCNT) erforderte. Durch die Iso-
lation von SWCNTs, die ndher am sichtbaren
Bereich fluoreszieren, konnten wir aber
schon zeigen, dass diese Sensoren auch mit
normalen Mikroskopen und Standard-Kame-
ras (Smartphones) messbar sind [8].

Eine leuchtende Zukunft

SWCNT-basierte Nanosensoren sind eine
Plattformtechnologie, die sich zur Untersu-
chung von Neurotransmittern, Proteinen,
Viren und Bakterien eignet [1] und sich zur
Signalverstarkung auch auf etablierte Syste-
me wie enzymatische Reaktionen in ELISAs
tibertragen lasst [2]. Durch neue Oberflachen-
modifikationen wie den hier beschriebenen
Guanin-Defekten lassen sich in Zukunft
schnell und effizient fluoreszente Nanosenso-
ren flir einen gewilinschten Analyt entwerfen
und herstellen [3]. Neben dem synthetischen
und diagnostischen Potenzial bilden die Stu-
dien wertvolle Einblicke in die Oberfldchen-
chemie und photophysikalischen Eigenschaf-
ten solcher hybriden Bionanomaterialien.
Mit SWCNTs, die am Anfang des NIR fluo-
reszieren, konnen solche maBgeschneiderten
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Sensoren auBerdem ohne spezielles Equip-
ment gemessen werden [8]. Die Kombination
mit einer modularen Funktionalisierungs-
strategie wie den hier vorgestellten Guanin-
Quantendefekten in Anker-Sequenzen konn-
te Sensoren ermoglichen, die ohne langwie-
rige Sensorentwicklungen auf verschiedene
Zielmolekiile angepasst werden. Dies eroff-
net neue Perspektiven fiir die Forschung und
Anwendung in Bereichen wie der Mikrosko-
pie, der medizinischen Diagnostik, der
Umweltiiberwachung und vielen anderen
Anwendungsgebieten.
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