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1. Erkennung und Signaltransfer in Zellen und in Biosensoren

Lebewesen stehen tiber ithre Sinnesorgane in spezifischer Wechselwirkung mit der
Umwelt und konnen damit auf Veridnderungen des eigenen Stoffwechsels oder der
Umwelt optimal reagieren. Diese Sinnesorgane zeichnen sich durch eine hohe
Empfindlichkeit, die Fihigkeit der Wahrnehmung kleiner Anderungen des Signal-
pegels und eine hohe chemische Selektivitit aus.

Bei der Signalerfassung erfolgt eine enge Wechselwirkung des Signals mit einer
sensitiven Struktur, die sich auf komplex aufgebauten Systemen von Biomakro-
molekiilen befindet. In der Regel tritt be1 Biomakromolekiilen ein begrenzter Ab-
schnitt mit dem ,,chemischen Signal* (Reaktionspartner) in Wechselwirkung. Die-
ses Reaktionsareal besitzt eine spezifische rdaumliche Anordnung unterschied-
licher Molekiilbausteine und damit eine charakteristische Ladungsverteilung, so
dal} sich komplementire Partner mit hoher Affinitdt binden konnen. Solche selek-
tiv reagierenden Gebiete in molekularen und supramolekularen biologischen
Strukturen werden als Rezeptoren (Rezeptorareale, Bindungsstellen) bezeichnet.
Einfach gebaute Substanzen mit einem niedrigen Molekulargewicht werden rela-
tiv unspezifisch gebunden, wihrend bei Stoffen mit 10 bis 20 Kohlenstoffatomen
bereits eine hohe Spezifitit bei der Bindung an den Rezeptor auftritt. Daraus wur-
de geschlossen, dal die Ausdehnung der Rezeptorareale, z. B. fiir Acetylcholin,
Noradrenalin oder Dopamin, in der GroBenordnung von 10 nm® liegt.

Die Bindung eines Wirkstoffes an das Rezeptorareal bedingt zunichst lokale Ver-
schiebungen in der Elektronendichte, die sich auf weitere Gebiete des Gesamt-
molekiils sowie benachbarte Membranbezirke auswirken und zu Umorientierun-
gen (Konformationsdnderungen) fiithren. Es erfolgt somit eine Signaltransforma-
tion und Signalweiterleitung auf Strukturen, deren Aktivierung den biologischen
Effekt auslost, z. B. Muskelkontraktion, die Nervenerregung und die Steuerung
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enzymatischer Aktivititen. Mit der Dissoziation des Wirkstoff-Rezeptor-Kom-
plexes kehrt das Gesamtsystem unter Energieverbrauch in seinen Ausgangszu-
stand zuriick.

Die Rezeptoren von Wirkstoffen, wie Hormonen und Pharmaka, sind meist auf
Zellmembranen lokalisiert, wobei das chemische Signal in das Zellinnere iibertra-
gen wird. Durch Bindung des Wirkstoftes als ,first messenger” wird die Aktivitit
eines dem Rezeptor rdumlich benachbarten Enzyms (z. B. Adenylatcyclase) ge-
steigert, so dal} der intrazellulidre Spiegel dessen Produktes (z. B. zyklisches AMP)
ansteigt. Dieser ,,second messenger” stimuliert weitere Enzyme; so werden sie
iiber spezifische Proteinkinasen phosphoryliert und damit in ihrer Funktion verin-
dert, so daB ein entsprechender Wirkstoffeffekt zustande kommt. Die Ubertriiger
der Nervenerregung, die sogenannten Neurotransmitter, treten ebenfalls mit zell-
membranstindigen Rezeptoren in Wechselwirkung. Hier wird die Effektuierung
dadurch ausgelost, da3 die Rezeptoren zu Untereinheiten von Ionenkanilen ge-
horen oder eng mit Ionenkanélen gekoppelt sind, die durch Konformationsinde-
rungen fiir Ionen permeabel werden. Dadurch bricht die Ladungstrennung durch
die Membran zusammen, oder sie wird zeitlich verstarkt.

Enzyme sind eine grof3e Klasse von Biomakromolekiilen. Viele Pharmaka und Gif-
te verdndern ihre katalytische Aktivitidt. Antikorper werden als ein Teil des Immun-
abwehrsystems von Wirbeltieren bei Anwesenheit von korperfremden Stoffen (Anti-
genen) gebildet. Die hdufigsten Immunglobuline sind zuckerhaltige Proteine mit
einem Molekulargewicht um 160.000. Die Variabilitit von Antikérpern in einem
Organismus liegt bei 10° bis 10"’ unterschiedlicher Spezies (Alberts etal., 1986).
Die ausgezeichnete chemische Selektivitit von Enzymen, Antikorpern und Wirk-
stoffrezeptoren, 1thre hohe Affinitit zu den Reaktionspartnern und die Fahigkeit,
unter milden physikalischen und chemischen Bedingungen zu wirken, machen
diese Biomakromolekiile zu vielseitigen analytischen Werkzeugen fiir all jene Be-
reiche, in denen empfindliche, spezifische und genaue quantitative Bestimmungen
von Substanzen erforderlich sind.

Die hochempfindliche Bestimmung einer Vielzahl von Stoffen besitzt sowohl fiir
die Forschung als auch fiir die Produktionsiiberwachung in der chemischen,
mikrobiologischen und Lebensmittelindustrie, fiir den Umweltschutz sowie im
Gesundheitswesen fiir die Erkennung und Behandlung von Erkrankungen grofle
Bedeutung. Deshalb stellen diese Biomolekiile eine interessante Alternative fiir
die bisher in der Analytik iiblichen chemischen Reagenzien dar. Der Einsatz von
Biomolekiilen in der Analytik erfordert hohe Reinheit sowie ausreichende Akti-
vitdt und Stabilitdt dieser Priparate, so dall sie wesentlich zu den Reagenzien-
kosten beitragen. Einem Trend in der Biotechnologie folgend, gewinnt deshalb der
Einsatz immobilisierter, d. h. tragerfixierter Biomakromolekiile auch in der Ana-
lytik wachsende Bedeutung. Koppelt man die immobilisierten und damit wieder-
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verwendbaren Biomakromolekiile mit physikochemischen Signaliibertragungs-
bausteinen (Transduktoren), so erhidlt man eine neue Generation von analytischen
Instrumenten, die Biosensoren.

Grundprinzipien von Biosensoren

Bereits 1956 wurde das Prinzip des Enzymteststreifens durch Impréignierung von
Filterpapier mit einer reagenzienhaltigen Enzymlosung entwickelt. Solche Test-
streifen reduzieren die Analyse auf das Auftropfen und gegebenenfalls Abwischen
der Probe sowie die visuelle oder photometrische Auswertung. Parallel dazu ent-
wickelte man analytische Enzymreaktoren, in denen Biomolekiile entweder an
der Innenwand von Schlduchen oder an porésen Trdgern in Reaktoren eingesetzt
werden. Bei beiden Varianten sind die Komponenten des MelBvorgangs raumlich
getrennt (Abb. 1).

ANALYTISCHER ™

TESTSTREIFEN -
Analyt Biokom - Transduktor Elektronik

ponente
-
BIOSENSOR L3 3 o
K
Abb. 1

Ein anderes grundlegendes Prinzip in der analytischen Anwendung immobilisier-
ter Enzyme realisierten Clark und Lyons 1962 in den USA. Sie verwendeten eine
Sauerstoffelektrode, die zum Schutz vor Storsubstanzen mit einer Membran be-
deckt war, und schlossen vor ihr die Enzymlosung mit einer halbdurchlédssigen
Folie ein. Diese direkte Integration von Enzym mit dem MeBfiihler in einer ,,En-
zymelektrode* erlaubt die Wiederverwendung der Enzyme und stellte die Geburt
des Biosensors dar. Biosensoren basieren auf der direkten raumlichen Kopplung
einer immobilisierten biologisch aktiven Substanz mit einem Signalumwandler
und einem elektronischen Verstirker (Abb. 1). In den Biosensoren laufen nachein-
ander folgende Prozesse ab:
1. Erkennung der MeBBsubstanz (Analyt),
2. Umwandlung der physikochemischen Verdnderung, die bei der Wechselwirkung
mit dem Analyten entsteht, in ein elektrisches Signal,
3. elektronische Signalverstirkung.
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Eine dhnliche Schrittfolge wird in biotischen Rezeptoren auf der Grundlage sehr
komplexer Biomolekiile und Membranen realisiert.

In Analogie zur Affinitdtschromatographie, die auf der spezifischen Bindungs-
fahigkeit biologischer Molekiile beruht, wurden sogenannte Affinitétssensoren ent-
wickelt. Dabei werden Farbstoffe, zuckerbindende Proteine (Lektine), Antikorper
oder Hormonrezeptoren in immobilisierter Form fiir die molekulare Erkennung
von Enzymen, Glycoproteinen, Antigenen oder Hormonen benutzt (Tab. 1).

Tab. 1: Signaliibertragung in Biosensoren

Biokomponente Analyt Reaktions- Transduktor
Effekt Produkt
Enzym AE Photometer
AH Thermistor
Enzym Substrat 0,, H,0, Elektrode/
amperom.
Zelle Inhibitor AU Elektrode/
H*, CO,, NH, potentiom.
Elektrode
Rezeptoren Agonist/ Dielektrizititskonstante — conduktom.
Antagonist — kapazitiv
Antikorper Antikorper/ Am Schwingquarz
Antigen An Interferometer
Refraktometer
Fluoreszenzlabel Fluorimeter
Nukleinsédure DNA/RNA An Interferometer
Refraktometer
Fluoreszenzlabel Fluorimeter

A = Anderung in: E Extinktion, H Enthalpie, U Potential, m Masse, n Brechungsindex

Tatsdchlich besteht eine groRe Ahnlichkeit in den Grundprinzipien von Affinitts-
chromatographie und Affinitétssensoren. Die molekulare Erkennung des Analy-
ten erfolgt durch einen immobilisierten, paBfihigen (komplementiiren) Stoff der
»~stationdren Phase”, den Liganden. Nach dem Mefvorgang muf} der Ausgangszu-
stand durch Spaltung des Analyt-Ligand-Komplexes regeneriert werden, wobei der
pH-Wert, die Ionenkonzentration oder die Dielektrizititskonstante der ,,mobilen
Phase™ definiert verindert werden. Irreversible Strukturiinderungen im Auswasch-
prozel fiihren zu einem Verlust an Spezifitit.

e A ———
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Die bei der Komplexbildung eintretende physikochemische Verinderung, z.B.
der Schichtdicke, des Brechungsindexes, der Lichtabsorption oder der Ladungs-
verteilung, kann mit optoelektronischen Sensoren, potentiometrischen Elektroden
oder Feldeffekttransistoren angezeigt werden (Tab. 1).

Bindet jedoch ein Substrat an das entsprechende Enzym, dann wird das Substrat
im Kriftefeld der katalytischen Bindungsstelle des Enzyms chemisch verindert.
Die entstehenden Umsetzungsprodukte (Metabolite) werden anschlieBend freige-
setzt. Deshalb ist auch in Biosensoren die molekulare Erkennung von Substraten
durch Enzyme mit der chemischen Umsetzung zu den entsprechenden Produkten
verbunden. Dieser Typ erhielt die Bezeichnung katalytischer Sensor. Hier erfolgt
die Regenerierung des Ausgangszustandes als Ergebnis der Umsetzung des Ana-
lyten. Die kontinuierliche Analytanzeige ist moglich, da im nutzbaren MeBbe-
reich die Geschwindigkeit der Enzymreaktion (mit einer kurzen Zeitverzogerung)
der Analytkonzentration folgt.

Wiederum in Analogie zu biologischen Systemen werden jedoch in katalytischen
Sensoren nicht nur isolierte, aufgereinigte Enzyme als Rezeptorkomponente einge-
setzt. Bereits ein Jahrzehnt nach der Erfindung der Enzymelektrode wurden intakte
mikrobielle Zellen zur Erkennung und biochemischen Umsetzung des Analyten in
einem der Enzymelektrode analogen Sensor verwendet. Damit begann eine inten-
sive Suche nach weiteren in Biosensoren anwendbaren Materialien, in denen die
biokatalytisch wirksamen Komponenten in ihre native Umgebung integriert sind.
So sind heute neben mikrobiellen Sensoren auch solche mit subzellulidren Orga-
nellen und mit Gewebeschnitten bekannt (Scheller & Schubert, 1992).

2. Fixierung der Biokomponente

Die Immobilisierung von Enzymen und Antikorpern erfolgt sowohl fiir Biosen-
soren, Immunoassays als auch fiir Teststreifen durch physikalische und chemische
Methoden sowie ihre Kombination. Zu den physikalischen Methoden gehoren die
Adsorption an Trdgern, z.B. von Antikorpern, und die Einbettung von Enzymen
in wasserunlosliche Gele und organische Polymere. Die Immobilisierung der Ei-
weille auf chemischem Wege erfolgt durch kovalente Kopplung auf der aktivier-
ten Sensoroberfliche oder durch intermolekulare Vernetzung der Biomolekiile auf
dem Sensor. Durch Einbettung in polymere Substanzen mit definierten Poren
konnen die Enzyme daran gehindert werden, aus dem Reaktionsraum herauszu-
diffundieren, wihrend die kleinen Substrat- und Produktmolekiile dagegen leicht
permeieren. Da der Geleinschluf3 relativ schonend erfolgt, hat diese Methode eine
breite Anwendung fiir Enzymsensoren gefunden. Haufig benutzte Matrices sind
Alginat, Gelatine bzw. Kollagen, Zellulosetriacetat, Polyacrylamid, Silicone, Poly-
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vinylalkohol, Polyvinylbutyrat und Pripolymere, die durch Lichteinwirkung ver-
netzt werden.

Um Enzyme oder Antikorper kovalent an Tridger zu koppeln, wird das Protein
uber bifunktionelle Reagenzien an reaktive Gruppen auf der Sensoroberfliche
»angeheftet”. Chemisch reaktive Angriffspunkte eines Proteins sind Aminogrup-
pen, Carboxylgruppen, der Phenolrest des Thyrosins, Sulfhydrylgruppen und die
Imidazolgruppe des Histidins. Direkt auf Sensoroberflichen konnen fest haftende
Schichten mit funktionellen Anker- bzw. Kopfgruppen durch Elektropolymerisa-
tion, Abscheiden von Plasmapolymeren, Adsorption von Thioaminosidure oder
Thiolipiden oder vernetzenden Silanen erzeugt werden. Speziell bei amperometri-
schen oder konduktometrischen Enzymsensoren bietet der EnzymeinschluB durch
Elektropolymerisation von Pyrrol oder Anilin eine elegante Moglichkeit fiir eine
Fixierung auf dem gewiinschten Elektrodengebiet (Hall, 1991).

Bei Enzymelektroden wird der Analyt von einem groen Ensemble von Enzym-
molekiilen umgesetzt und das Signal durch die Wanderung eines Reaktionspart-
ners zur Grenzflache des Transduktors iibertragen. Dabei spielt die Orientierung
der Enzymmolekiile keine wichtige Rolle, sondern eine hohe spezifische Aktivitiit
und Permeabilitidt der Biokatalysatorschicht sichert die erforderliche Sensorcha-
rakteristik.

Fiir Antikorper hingegen ist die Ausrichtung von Bedeutung. Da die Bindung des
Antigens an der ,,variablen” Region (am Fab-Teil) der Antikorper erfolgt, ist es
fiir eine effektive Bindung giinstig, wenn die Bindungsstellen frei zugiinglich
sind, d.h. die Molekiile am entgegengesetzten Ende fixiert werden. Trotzdem
reicht die (spontane) physikalische Adsorption fiir die etablierten Immunoassays
aus, da die mangelnde Orientierung durch eine gro3e Zahl von Antikorpern aus-
geglichen wird. Be1 den in der Regel kleinen Sensorflichen sind allerdings die
Verluste an Bindungskapazitit bei adsorptiver Kopplung fiir sensitive Nachweise
zu groB}. Die gewiinschte Orientierung der Antikorper kann durch eine ,,Zwi-
schenschicht™ von Protein A oder Protein G erreicht werden, da diese Molekiile
an den Fc-Teil der Antikorper binden (Eliason etal., 1988). Bei der Kopplung von
intakten Zellen, z.B. Neuronen (Fromherz etal., 1991) oder Mikroorganismen
(Owicki & Parce, 1990), mit potential- oder pH-sensitiven Bauelementen ist der
direkte und reproduzierbare Kontakt zwischen Zelle und Sensoroberfliche fiir die
Qualitiat des Mel3signals entscheidend.

Bei Rezeptoren ist die Orientierung der ,,biologischen Maschine* fiir die Funktion
erforderlich. Deshalb ist die Verwendung von Membranfragmenten die einfachste
Moglichkeit. In der Literatur finden sich verschiedene methodische Ansitze, um
Rezeptoren in orientierten Lipidschichten auf die Transduktoroberfliche aufzu-
bringen. Hier ist die Messung einzelner molekularer Ereignisse, z. B. das Offnen
eines Ionenkanals, technisch moglich (Schmidt etal., 1992).
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3. Gerichteter Ladungstransfer als Analogon zur Atmungskette

Redoxreaktionen spielen in der belebten Natur eine Schliisselrolle. Sie bilden eine
Voraussetzung fiir die Existenz von Leben. Durch die Spezifitit der Wechsel-
wirkung der Reaktionspartner wird es moglich, dall Verbindungen mit gro3em
Unterschied in der Freien Enthalpie innerhalb eines Kompartiments nebeneinan-
der existieren, ohne dal} es zu einem chemischen ,,Kurzschlu3* kommt. Beispiele
sind die Reduktionsmittel Glucose, NADH oder Cytochrom ¢ in Gegenwart von
Sauerstoff.

Wihrend in biologischen Signalketten die Grenzen von Kompartimenten meist
durch ,,membraniiberspannende Rezeptoren in gerichteter Weise tiberwunden
werden, erfolgt die Ubertragung des chemischen Signals im Enzymsensor durch
niedermolekulare diffusible Reaktionspartner, die entsprechend der Konzentra-
tionsgradienten wandern. Dadurch geht der Hauptteil des chemischen Signals fiir
die Anzeige verloren, und durch die Erfassung von unspezifischen Signalen am
Transduktor wird die hohe Spezifitiat des Erkennungsschritts wieder teilweise aus-
geloscht.

Deshalb gibt es verschiedene Ansitze, den direkten Signaltransfer vom Enzym, das
den Analyten erkennt, zum Transduktor (die Redoxelektrode) zu realisieren.

Bei der Mehrzahl der substratumsetzenden Oxidoreduktasen befinden sich die re-
doxaktiven Gruppen im Innern des Molekiils (z. B. bei den Oxidasen fiir Glucose,
Lactat u.a.). Daher ist die direkte Kommunikation mit der Redoxelektrode nicht
moglich. Dagegen besitzen ,.extrinsische® Redoxenzyme, z.B. die PQQ-enthal-
tenden Dehydrogenasen fiir Glycolat, Fructose und Methylamin, fiir den hetero-
genen Elektronentransfer zugingliche Gruppen, so dal} ,,biokatalytische® Strome
bei Zugabe des Substrates auftreten (Ikeda, 1991). Auch fiir Laccase und Peroxi-
dase wurde der direkte Elektronentransfer postuliert, neuere Untersuchungen deu-
ten aber auf die Beteiligung von ,,Mediatorgruppen® auf der Elektrodenoberflidche
hin (Gorton, 1992).

In den siebziger Jahren wurden in Berlin-Buch Pionierarbeiten auf dem Gebiet
der Protein-Elektrochemie durchgefiihrt (Scheller & Schubert, 1992). Der hetero-
gene Elektronentransfer an Quecksilberelektroden wurde bei1 Cytochrom c, aber
auch bei Glucoseoxidase nachgewiesen und analysiert. Der damals vorgeschla-
gene Mechanismus des heterogenen Elektronentransfers wird auch heute noch zur
Interpretation benutzt.

Um die Redoxidquivalente auch bei elektrodeninaktiven Oxidoreduktasen ohne
die Beteiligung 16slicher Reaktionspartner gerichtet auf die Elektroden zu {iber-
tragen, wurden die iiblichen Mediatoren entweder als ,.electron transfer relays*
kovalent an das Enzymprotein (Degani & Heller, 1987) oder iiber bewegliche
Spacer von ,,Redoxpolymeren® an der Sensoroberflidche fixiert (molekulare Drih-
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te). Mit diesen Prinzipien gelang es, eine hohe Effektivitit der Elektroneniibertra-
gung (2mA/cm?) zu erzielen, aber die spontane (Neben-)Reaktion der fixierten
Mediatormolekiile mit anderen Probebestandteilen fiihrt zu Storsignalen.

Fiir verschiedene Oxidoreduktasen, z.B. die Oxidasen von Sulfit, Sulfat, Nitrat,
Lactat, aber auch die Elektronentransportketten in der Atmungskette und der Pho-
tosynthese, kann die Elektroneniibertragung zur Redoxelektrode durch l6sliches
Cytochrom c erfolgen. Dabei zeichnet sich die Redoxreaktion durch eine hohe
Selektivitét aus (vectorial mediator) (Armstrong, 1990).

Kiirzlich 1st es gelungen, durch orientierte Fixierung von Cytochrom ¢ bzw. Fer-
redoxin an Goldelektroden einen effektiven heterogenen Elektronentransfer in Ab-
wesenheit von Mediatoren zu erzielen (McNeil etal., 1992). Ob durch leitfdhige
Polymere, z. B. Polypyrrol, Polythiophen oder Polyanilin, der heterogene Elektro-
nentransfer ber Enzymen mit hinreichender Effizienz realisiert werden kann,
ist noch offen. Moglicherweise ist eine ,,Dotierung® mit Mediatormolekiilen er-

forderlich.

4. Gekoppelte Enzymreaktionen in Sensoren —
Prinzipien des Stoffwechsels

Die Kopplung unterschiedlicher Aktivitdten nach verschiedenen Grundmustern
bildet die Basis fiir Sensoren mit interner Signalverarbeitung (Wollenberger et al.,

1993,

Sequenz und Konkurrenz

Die Cosubstrate und Produkte vieler enzymatischer Reaktionen sind mit den vor-
handenen Transduktoren nicht nachweisbar, da sie z.B. nicht elektrochemisch
aktiv sind. Dadurch wird die Zahl der mit Monoenzymsensoren bestimmbaren
Substanzen erheblich eingeschrinkt. Zur Bildung elektrochemisch aktiver Verbin-
dungen miissen zusitzliche Enzyme nacheinander (sequentiell) an die Umsetzung
des Analyten gekoppelt werden.

Enzymsequenzelektroden sind fiir Cholesterolester, Fettsduren, Amide sowie
Mehrfachzucker bekannt. Ein allgemeines Problem von Enzymsequenzen in Bio-
sensoren ist die unterschiedliche Empfindlichkeit fiir die Substrate der einzelnen
Enzyme, wie z. B. fiir Lactose und Glucose, die beide mit einer Sequenzelektrode
bestimmbar sind. Dies i1st von Nachteil, wenn die Summe der Substrate bestimmt
werden soll. Bei vollstindigem Umsatz in der Enzymmembran und iiber-
einstimmenden Diffusionsgeschwindigkeiten aller Substrate ist jedoch eine der-
artige Summation moglich. Auf diese Weise wurde das fiir die Diagnostik bedeut-
same Verhéltnis der Metaboliten Lactat und Pyruvat mit einer Bienzymelektrode
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quantifizierbar. Betrachtet man diesen Sequenzsensor, so wird deutlich, da} das

Signal eine additive Verkniipfung von zwei Substratkonzentrationen darstellt
(Abb. 2).

Monoenzymelektroden

o S1 Jp4m B
Mehrenzymsensoren
§ Sy Sy
§ J,-3,4m 313,
\ S2 P
Summation Konkurrenz Rezyklisierung
Abb. 2

Die cofaktorabhingige Konkurrenz zweier Enzyme um ein und dasselbe Sub-
strat in Enzymkonkurrenzsensoren wird fiir die Cofaktoren Adenosintriphosphat
(ATP) und Nicotinamidadenindinucleotid (NAD™) genutzt. Hierbei wird Glucose-
oxidase mit Enzymen coimmobilisiert, welche die Umsetzung dieser Cofaktoren
unter Glucoseverbrauch katalysieren. Liegt nur Glucose in der MeBlosung vor, so
wird sie allein durch Glucoseoxidase unter Bildung eines entsprechenden Mel3-
signals oxidiert. Der Zusatz von ATP bzw. NAD" startet die jeweilige Konkur-
renzreaktion, in der nunmehr ein Teil der Glucose verbraucht wird. Die Folge ist
eine von der Cofaktorkonzentration abhingige Veridnderung des Signals. Das
Signal einer solchen Konkurrenzelektrode entspricht der Differenz der Signale

eines Enzymsensors fiir das gemeinsame Substrat und eines Sensors fiir den
Cofaktor.

Das Antiinterferenzprinzip

Mit steigender Komplexitit leiden Biosensoren zunehmend unter einer Verrin-
gerung ihrer Selektivitdat, weil die Substrate jeder einzelnen Reaktion Signale
hervorrufen. Weiterhin unterliegen Biosensoren ganz allgemein Storungen durch
Probenbestandteile, die entweder bereits auf der Ebene der molekularen Erken-
nung und chemischen Umsetzung oder am Transduktor selbst angreifen. Um sol-
che interferierenden Substanzen noch vor der Anzeige auszuschalten, wurden
enzymatische Antiinterferenzmembranen entwickelt, die in den Sensor integriert
werden.
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Wiihrend bei der Bestimmung der Blutglucose der EinfluB von Stérsubstanzen
nur innerhalb der Streubreite der MeBwerte liegt, treten bei Messungen im Urin
und in zahlreichen Fermentationsmedien erhebliche Verfilschungen auf. Ursache
dafiir 1st die hohe Konzentration von Substanzen, z. B. Harnséure oder Vitamin C,
die durch die Membran gelangen und an der Elektrode nicht vom Reaktionspro-
dukt der Glucoseoxidation unterschieden werden kénnen. Durch Einbringen von
zwel Enzymen in eine Membran gelang es, sowohl die Glucose spezifisch durch
Glucoseoxidase umzuwandeln und damit meBbar zu machen, als auch die Stor-
substanzen mit Hilfe von Laccase zu nichtstérenden Produkten umzusetzen.

Enzymatische Analytzyklen

Die untere Bestimmungsgrenze der konventionellen Enzymelektroden liegt bei
etwa 10° mol/l. In Anbetracht der Notwendigkeit, die Probe zu verdiinnen und
eventuell praanalytisch zu behandeln, bedeutet dies, daB fiir Hormone, Pharmaka,
Spurenwirkstoffe und einige Metabolite die Empfindlichkeit der Sensoren nicht
ausreicht. Hier hilft ein weiteres Kopplungsprinzip, mit dem es gelingt, die Emp-
findlichkeit um ein Vielfaches zu steigern. Dabei werden zwei Enzyme eingesetzt,
die eine Rezyklisierung des Analyten bewirken (Abb.2). Der Analyt wird durch
das erste Enzym E, in ein Produkt P umgewandelt, das seinerseits Substrat fiir das
zweite Enzym E, ist. Dieses katalysiert die Neubildung des zu bestimmenden
Substrats S, welches wiederum fiir das erste Enzym verfiigbar ist, usw. Auf diese
Weise wird die durch die Diffusion gesetzte Empfindlichkeitsschranke des Bio-
sensors durchbrochen. An mindestens einer der beiden Reaktionen des Zyklus
mul eine transduktoraktive Substanz beteiligt sein. Ihre Anderung wird infolge der
enzymatischen Amplifikation viel groBer als im Fall der einfachen Umsetzung
des Analyten. Mit solchen Sensoren werden Bestimmungsgrenzen von 10™'° mol/l
unterschritten.

J5. Anwendung von Biosensoren in Forschung und Routine

In den letzten 10 Jahren hat sich die Biosensorik zu einem prominenten For-
schungsgebiet entwickelt mit jahrlich mehr als 800 Publikationen und 200 Patent-
anmeldungen. Der Marktumfang betriigt gegenwiirtig etwa 1 Mrd. US-$, wobei
zweistellige Steigerungsraten das starke Wachstum belegen.

Im Gesundheitswesen beziehen sich die meisten Bestimmungen auf Stoffwechsel-
produkte im Blut oder im Urin, die im mikro- oder millimolaren Konzentrations-
bereich vorliegen. Fiir ein besseres Verstindnis von vielen Krankheitszustinden
ist die Bestimmung von Steroiden, Pharmaka und deren Produkten, Hormonen
sowie Proteinfaktoren erforderlich. Sofortbestimmungen oder kontinuierliche in
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vivo-Nachweise solcher Substanzen sind besonders wichtig, wenn kurzfristig Ent-
scheidungen iiber die Arzneimitteldosierung zu treffen sind, z.B. in lebensbe-
drohlichen Situationen und bei Operationen.

Mefpldtze und Laboranalysatoren

In der Anfangsphase wurden die Biosensoren ausschlieBlich in Labor-Mebplitzen
eingesetzt. Diese Epoche begann Ende der siebziger Jahre mit der Kommerzia-
lisierung des Glucose-Analysators der US-Firma Yellow Springs, die L. C. Clarks
Patent nutzte. Kurz danach brachten die Akademie der Wissenschaften, Berlin,
und Fuji Electric Corp. Japan Laboranalysatoren fiir die Bestimmung von Gluco-
se auf den Markt. Bei dieser Geritegeneration befindet sich das Enzym innerhalb
einer Doppelmembran. Die Messung erfolgt nach interner Probenverdiinnung und
erfordert etwa 60 bis 90sec. Mit einer Enzymmembran konnen typischerweise
800 Messungen durchgefiihrt werden. Durch Verwendung der entsprechenden
Enzyme — Lactatoxidase bzw. Uricase — konnten diese Analysatoren auf die Ana-
lyse von Lactat und Harnséure erweitert werden. Diese MeBplitze sind wegen der
manuellen Probenzufiihrung vor allem fiir kleine Laboratorien geeignet.

Durch die Integration der Enzymelektrode in eine DurchfluBzelle gelang es der
Priifgeriite Werk Medingen GmbH und der Firma Eppendorf/Hamburg, die Mef-
frequenz auf 180/h zu steigern. Durch die optimierte Praanalytik sind diese Ana-
lysatoren auf mittlere bis grole Laboratorien zugeschnitten.

Patientenselbstkontrolle

Mit dem Exac Tech ist der Firma MediSense/USA ein Einbruch in die Phalanx
der Glucose-Teststreifen gelungen. Das Fiillfederhalter- und neuerdings das Scheck-
karten-Format des MeBgerites mit einer groBflichigen MeBwertanzeige haben zu
einer hohen Akzeptanz bei den Nutzern gefiihrt. Das aus Japan stammende Glu-
cometer ELITE benutzt ebenfalls die elektrochemische Anzeige der enzymkataly-
sierten Glucoseumsetzung. Hier erfolgt aber das ,,Dosieren* durch die Kapillar-
wirkung der 4pl groBen Reaktionskammer, wodurch die Handhabung einfacher
und sicherer wird.

,On-line“ Messung mit implantierbaren Biosensoren

Die Miniaturisierung des Sensorkorpers ist vor allem fiir den ,,in vivo“-Einsatz
implantierbarer Biosensoren eine Voraussetzung. Mit Kohlefasern konnen Enzym-
sensoren mit einem Durchmesser von wenigen um prépariert werden. Diese ultra-
diinnen Nadeln werden durch Katheter in die Unterhaut, die Muskulatur, aber
auch in das Gehirn von Versuchstieren und Menschen ohne wesentliche Beein-
flussung eingefiihrt. Sie erlauben dann eine Echtzeitmessung solcher Schliissel-
substanzen wie Glucose, Milchsdure (Lactat), von Hormonen (z.B. Adrenalin)
oder Signaliibertriger von Nervenzellen (z. B. Glutamat).
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Zugang zu neuen Dimensionen durch neue Technologien
Wihrend fiir die Bestimmung niedermolekularer Analyte, z.B. von Zuckern,
Aminosduren, Fetten, Vitaminen, organischen Sduren und auch von verschiede-
nen Metallionen, die elektrochemischen Enzymsensoren (Enzymelektroden) do-
minieren, wurde fiir die Messung hochmolekularer Substanzen mit der Entwick-
lung optischer Immunosensoren ein technologischer Durchbruch erreicht. Insbe-
sondere biochemische und molekularbiologisch interessante Wechselwirkungen
hochmolekularer Reaktionspartner, aber auch von Viren und Mikroorganismen
konnen so in Echtzeit untersucht werden. Auf dem Markt sind heute dre1 Geriite
dieser Art. Lichtwellenleitertechnik nutzen das GKS 1 der Firma Artificial Sen-
sing Instruments (ASI, Ziirich, Schweiz), das mit Gitterkopplern arbeitet, und das
[Asys der Firma Fisons Applied Sensor Technology (Cambridge, Grof3britanni-
en). Am weitesten fortgeschritten sind Untersuchungen zur Oberflichenplasmo-

nenresonanz, was auch seinen Niederschlag in den verschiedenen Geritetypen der
Firma Pharmacia (Uppsala, Schweden) findet (BIAcore, BIAcore2000, BIAlite).

Prozefkontrolle in der Biotechnologie und im Umweltschutz

Fiir eine effektive Rohstoffverwertung in der Fermentation sowie rationelle Raum-
Zeit-Ausbeute durch ProzeBsteuerung ist die on-line-Erfassung einer Vielzahl von
ProzeBparametern erforderlich. Die Konzentrationsbestimmung von Nahrstoffen,
vor allem Kohlenhydraten, Aminosduren, Phosphaten und Ammoniumsalzen,
aber auch von Hormonen ist eine Grundvoraussetzung fiir die Optimierung der
Produktausbeute. So muf} bei verschiedenen Fermentationsprozessen, z. B. in der
Antibiotikaproduktion, der zeitliche Verlauf der Nihrstoffkonzentration in einem
engen Bereich eingehalten werden. Natiirlich gibt die Messung der Produktkon-
zentration die unmittelbarste Aussage iiber den Zustand des Bioprozesses.

Die ProzeBkontrolle besitzt vor allem bei Zellkulturreaktoren menschlicher oder
tierischer Zellen erhebliche Bedeutung, weil die Nidhrmedien und die Fermenta-
tionsprodukte auBlerordentlich teuer sind. Fiir die Mehrzahl der Nihrstoffe, z. B.
Kohlenhydrate und Aminosduren, und niedermolekularen Produkte, z. B. Penicil-
lin, Citronensidure und Gluconsdure, existieren Enzymelektroden. Dagegen erfor-
dert die Bestimmung hochmolekularer Substanzen den Einsatz von Antikorpern.
Aber auch bei der Substratmessung im Fermenter mit Enzymelektroden treten er-
hebliche Schwierigkeiten auf, weil eine Sterilisierung des Sensors nicht direkt
moglich ist. Deshalb gibt es nur wenige Arbeiten zum direkten Einsatz von Bio-
sensoren in Fermentern.

Fiir die in situ-Messung des Antibiotikums Penicillin haben Enfors und Nilsson
(1979) folgendes Prinzip entwickelt, das sowohl eine Sterilisation des Sensors 1im
Fermenter als auch die Erh6hung der Funktionsstabilitiit erlaubt: Zwischen einer
dulleren Dialysemembran und der Indikatorelektrode befindet sich eine Kammer,
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in der eine Enzymlosung erst nach der Sterilisation des Sensorgehiduses eingefiillt
wird. Diese Sensoranordnung erlaubt auch den Austausch der Enzymldsung wih-
rend der Fermentation, so da3 der Fermentationsprozel iiber die gesamte Dauer
verfolgt werden kann.

Die zunehmende Belastung der Biosphire mit den Abfallprodukten unserer Zivi-
lisation und das wachsende Bewulltsein der Menschen fiir die Erhaltung der
Umwelt erfordern neben der Entwicklung umweltfreundlicher Technologien auch
schnelle und genaue Analysenmethoden fiir Luft, Gewisser und Boden. Von be-
sonderer Bedeutung ist hierbei der Nachweis einer Vielzahl organischer Chemika-
lien und Schwermetalle.

Mikrobielle Sensoren befinden sich bereits im Routineeinsatz bei der Abwasser-
iiberwachung. Hier erfolgt die Anzeige der durch die Mikroorganismen assimilier-
baren Bestandteile des Abwassers, d. h., es wird eine MelBgro3e analog zum Bio-
chemischen Sauerstoffbedarf (BSB) ermittelt. Der konventionelle BSB-Test erfor-
dert 5 Tage, wihrend der Sensor-BSB innerhalb weniger Minuten vorliegt.

6. Nanobiotechnologie

Biologische Systeme funktionieren ebenso wie die im Nanometerbereich arbei-
tende Technik auf dem Niveau der Molekiile. Deshalb werden auf diesem Level
vergleichbare Grundprinzipien technischer und biologischer Systeme sichtbar.
Die biologische Zelle ist ein hochintegriertes System molekularer Maschinen,
wobei die vielfiltigen Leistungen auf der Basis von nur vier Stoffklassen realisiert
werden, den Nucleinsduren, Proteinen, Kohlenhydraten und Lipiden (Alberts
etal., 1986). Durch die Evolution wurde die Struktur dieser Funktionstriager auf
die jeweilige Funktion optimal angepalit, wobei wenige Grundprinzipien zugrun-
de liegen:

— Die Spezifitat der Wechselwirkungen, die spezifische Reaktionsabldufe in den
komplex zusammengesetzten Medien erlaubt, basiert auf der Komplementaritiit
der Strukturen.

— Durch die Anpassung an die Struktur des Reaktionspartners (induzierte Paf3-
féahigkeit) konnen die Selektivitidt weiter verbessert und abgeschlossene (was-
serfreie) Reaktionsrdume geschaffen werden.

— Der modulare Aufbau der Funktionssysteme gestattet die Diversifikation von
Funktionen bei allgemeiner Konstanz der Einzelbausteine (Domdnenstruktur,
z.B. be1 Rezeptoren).

— Durch Substitution von Komponenten wird die Spezialisierung erweitert (z. B.
prosthetische Gruppen von Enzymen).

Wiihrend die erhebliche Fehlerrate in der iiblichen Nanotechnologie ein wichtiges
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Problem darstellt — z. B. bei Sensoren, Ventilen, Motoren und Informationsverar-
beitungssystemen —, beherrscht die Natur diese Probleme bei der Erzeugung noch
wesentlich kleinerer Funktionssysteme.

Fiir eine mogliche technische Nutzung der Leistungen der biologischen Zelle auf
molekularem Niveau ist eine Reduktion der strukturellen Komplexitit und eine
Stabilisierung des Biomolekiils in der technischen Umgebung erforderlich. Dabei
kommt dem Interphasendesign eine Schliisselrolle zu, da die Verkniipfung beider
Teilsysteme an der Phasengrenze erfolgt. Deshalb stellt die Immobilisierung von
Biomolekiilen auf einem technischen Tridger ein wesentliches Problem dar (sie-
he 2.). Beim Ubergang zu molekularen Dimensionen erlangt die Orientierung der
immobilisierten Biomolekiile auf dem Substrat eine wichtige Bedeutung. Uber
den Aufbau geordneter monomolekularer Schichten durch self assembly und LB-
Methoden wird es moglich, dreidimensionale Uberstrukturen aufzubauen und da-
mit die Funktionsdichte zu erhéhen (Fuchs etal., 1991).

Auf der anderen Seite liefert die Biomineralisation und Biopolymerisation interes-
sante Strukturwerkstoffe mit hoher struktureller und morphologischer Regel-
méBigkeit. Die hohe Keimbildungsselektivitidt und Wachstumskontrolle durch das
Proteinimplantat im Submikrometer-Bioreaktor fiihrt zu nanokristallinen Festkor-
pern, z. B. bei Eisensulfid oder Braunstein sowie bei bisher 60 anderen Mineralien
(Mann etal., 1992). Weiterhin bieten sich geordnete Schichten aus Biopolymeren,
z.B. die S-Layers von Bakterien, als ,,molekulare Masken™ fiir die Schicht-
erzeugung an. Funktionelle Biopolymere konnen auch in Gebieten eingesetzt
werden, bei denen die urspriingliche Funktion nicht genutzt wird. Das photochro-
me Retinalprotein Bakteriorhodopsin funktioniert in der Photosynthese von Halo-
bakterien als lichtgetriebene Protonenpumpe. Seine photochemischen Eigenschat-
ten bieten fiir die optische Informationsverarbeitung interessante Anwendungen.
Durch gentechnische Modifikation des Proteins wurden Mutanten erzeugt, die
z.B. fiir die optische Datenspeicherung oder Mustererkennung geeignet sind
(Briauchle etal., 1991). Diese technischen Anwendungen sind bereits kurzfristig
realisierbar, eine breite Anwendung in der optischen Informationsverarbeitung ist
aber noch nicht absehbar.

Auch fiir die Aktorik auf molekularem Niveau besitzt die Zelle interessante Bei-
spiele. So benutzen viele Bakterien fiir die Fortbewegung Flagellen, die mit Hilfe
,molekularer Motoren in eine Drehbewegung versetzt werden. Jede der 6 bis 8
GeiBeln rotiert mit bis zu 1.500 Umdrehungen pro Minute, wobei die Rotations-
richtung umgeschaltet werden kann (Macnab & Parkinson, 1991). Als Energie-
quelle dient das Einstrémen von Protonen, die den Proteinmotor zum Rotieren
bringen. Diese Maschine besteht aus 5 bis 20 verschiedenen Proteinen. Lineare
Bewegungen werden durch die ATP-getriebenen Konformationsverdnderungen
im Paar Myosin-Aktin erzeugt.
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Die evolutive (Nano-)Biotechnologie strebt an, optimierte Zielstrukturen zu er-
mitteln, ohne aus Struktur-Funktionsbeziehungen gezielte Verdnderungen abzu-
leiten. Da andererseits die Suche nach verbesserten Biopolymeren in den (schier
unerfabaren) randomisiert generierten Varianten nur selten zum Erfolg fiihrt,
wird eine gerichtete Evolution angestrebt (Eigen, 1986). Fiir diese kombinatori-
schen Bibliotheken ist eine hohe Technisierung und Instrumentalisierung biolo-
gischer Prozesse erforderlich. Eine groBe Anzahl (10° bis 10°) individueller Reak-
tionsansidtze mul} parallel durchgefiihrt, und die minimalen Stoffmengen (10.000
Molekiile) miissen analytisch charakterisiert werden. Diese Anforderungen wer-
den durch Multireaktionskammern auf Si-Chips in Verbindung mit der Analyse
durch die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) und Fluoreszenz-Korrelationsspek-
troskopie (FCS) erfiillt. Bei der PCR konnen weniger als 10 Molekiile der DNA-
Vorlage mit einigen Tausend Nukleotiden in temperaturinduzierten Zyklen bis zu
10'%-fach in ihrer Konzentration amplifiziert werden (Mullis & Falooma, 1987).
Damit wird das Auffinden bestimmter Genabschnitte, z. B. von somatischen Mu-
tationen und Onkogenen aber auch die Titerbestimmung von Viren (z.B. HIV)
oder von DNA-Verunreinigungen in Gentechnikprodukten méglich. Der Nach-
weis von Einzelmolekiilen ohne Amplifizierung wird auch bei der FCS bei einer
Detektionsgrenze von 10 bis 10™"* Mol/l und einem MeBvolumen von 1071 er-
reicht. Voraussetzung fiir diese Methode 1st die Markierung der zu detektierenden
Molekiile (Rigler etal., 1993).
Die Biosensorik bewegt sich gegenwirtig auf zwei Wegen zur Nanobiotechno-
logie. Auf der einen Seite werden die Technologien der Mikroelektronik mit der
Mikrosensorik und Mikroaktorik zur Mikrosystem-Technologie vereinigt. Dadurch
wird die Herstellung von autonom arbeitenden Mikrosystemen erreicht, die iiber
(Bio-)Sensoren den Zustand ihrer Umgebung analysieren. Die Sensorsignale wer-
den durch die integrierte Elektronik verarbeitet und durch sie die Funktion von
Aktoren (z. B. Pumpen, Ventile) geregelt. Solche analytischen Mikrosysteme stel-
len ,,on chip“-Analysatoren dar, die zukiinftig in ,, kiinstlichen Organen* einge-
setzt werden sollen. Das bekannteste Konzept ist die kiinstliche Bauchspeichel-
driise, wo ein Blutzuckersensor die Signale fiir die Steuerung einer Insulinpumpe
liefert. Andererseits bewegt sich die Biochemie/Molekularbiologie auf die Bio-
elektronik zu.

— Die Signalverarbeitung in Nerven liefert Ansatzpunkte fiir das Konzipieren
neuer Computer. Dazu werden Nervenzellen auf Arrays von Mikroelektroden
oder Transistoren kultiviert und die Signalverarbeitung elektronisch ausgewer-
tet (Fromherz etal., 1991).

— Mit der scanning tunneling microscopy und atomic force microscopy gelingt
es, einzelne Biomolekiile im Nanometermal3stab anzuordnen, bzw. die Mole-
kiile zu zidhlen.
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