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Einleitung

Morbus Parkinson gehért zu den weltweit haufigsten neu-
rodegenerativen Erkrankungen [1]. Der Verlust von Neuro-
nen in der Substantia nigra fiihrt zu einem Dopaminmangel
im Gehirn [2], der die Signalleitung beeintrachtigt und damit
die Parkinson-typischen Bewegungsstdrungen verursacht.
Kommt als weiteres Merkmal die intrazellulare Akkumula-
tion von a-Synuclein hinzu, gilt die Diagnose von Parkinson
als gesichert [3].

Derzeit gibt es keine Therapie, die Morbus Parkinson ver-
hindern bzw. deren Fortschreiten aufhalten kann. Um die
Lebensqualitdt der betroffenen Patienten zu verbessern,
werden die Symptome durch das Einstellen des Dopamin-
spiegels behandelt. Die Gabe der Dopaminvorstufe L-Dopa
in Verbindung mit Inhibitoren Dopamin-abbauender En-
zyme fihrt im friihen Stadium der Erkrankung zu einer deut-
lichen Besserung [4]. Infolge der fortschreitenden Degene-
ration der dopaminergen Zellen verstarken sich allerdings
im Laufe Zeit die motorischen Stérungen wieder. Um die
Dosierung der Medikamente zu optimieren, ist eine Mes-
sung der Aktivitdt der betreffenden Enzyme wiinschens-
wert.

Diese Studie konzentriert sich auf die Aktivitatsbestim-
mung der Monoaminooxidase B (Mao B), die die Desami-
nierung von primaren und sekundaren aromatischen Ami-
nen katalysiert [5].

In der Literatur sind verschiedene Methoden zur Aktivi-
tatsbestimmung der Mao B beschrieben. In komplexen Me-
dien wird haufig die Markierung mit C-14 eingesetzt [6], de-
ren Anwendung jedoch besondere VorsichtsmaRnahmen
erfordert. Fluorometrische Assays detektieren das enzyma-
tisch gebildete Wasserstoffperoxid. In komplexen biologi-
schen Proben ist ihre Selektivitat jedoch eingeschrankt.

Die elektrochemische Quantifizierung der Mao B-Aktivitat
ist Gegenstand nur weniger Publikationen. Reyes-Parada
bestimmt die Aktivitdt der Mao B mittels HPLC und an-
schlielender amperometrischer Detektion des aus 4-Dime-
thylaminophenethylamin gebildeten Reaktionsproduktes 4-
Dimethylaminophenylessigsaure [7].

Des Weiteren kann die Aktivitatsbestimmung der Mao B
durch die selektive Detektion von Edukt oder Produkt an
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PEDOT:NAFION modifizierten Kohlefaser-Elektroden erfol-
gen8. Obwohl die Detektion von Catecholaminen in der
Literatur intensiv bearbeitet wird, wird der selektiven Detek-
tion dieser Botenstoffe in Gegenwart ihrer Metabolite aller-
dings wenig Beachtung geschenkt. So erlaubt fluor-dotier-
tes Zinnoxid die selektive Detektion von Dopamin nach der
Umsetzung zu Methoxytyramin durch die Catechol-O-Me-
thyltransferase [8].

SchlieBlich erlaubt auch das bei der enzymatischen Sub-
stratumsetzung entstehende Wasserstoffperoxid eine
Quantifizierung der Aktivitat. Hierflr eignen sich insbeson-
dere auf PreuBisch Blau-basierende Elektroden, die bereits
bei geringen Uberpotentialen die Reduktion des Wasser-
stoffperoxids erlauben [9]. Die polykristalline Struktur des
Preufisch Blau ermdglicht kleinen Molekilen wie Wasser-
stoffperoxid das selektive Eindringen in die Gitterstruktur
[10]. Diese vorteilhafte Eigenschaft soll hier mit der Fahig-
keit von spezifischen Antikorpern zur selektiven Bindung
der Mao B kombiniert werden.

Methoden und Materialien
Wasserstoffperoxid-Messungen

Die elektrochemischen Messungen erfolgten an dem Po-
tentiostaten CHI 800.

Vor der Kalibrierung der H202 Elektroden (Rusens, Russ-
land), erfolgte eine elektrochemische Vorbehandlung mit
100 pM H202 in 100 mM Phosphatpuffer (pH 7,2) mit
100 mM KCI und 1 mM Benzylamin. Dafiir wurden die
Elektroden in einer Wall-Jet-Durchflusszelle von Rusens
platziert, die in ein FlieRsystem integriert war. Eine Peristal-
tikpumpe sorgte fir eine Flussrate von 310 pl/min. Zum
Austausch der Lésungen wurde die Pumpe abgeschaltet,
um Luftblasen im FlieRsystem zu vermeiden.

Zunachst wurde ein Potential von -100 mV vs. Ag/AgCI
angelegt, welches die Reduktion des H20:2 erlaubt. An-
schlieBend wurde der Puffer (100 mM Phosphat (pH 7,2),
100 mM KCl und 1 mM Benzylamin) durch das FlieRsystem
gepumpt bis sich der Basisstrom stabilisiert hatte. Danach
wurden fur 5 min 100 pM H202 durch die Zelle geleitet und
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schlieBlich wurde das Fliesystem mit Puffer gespiilt, bis
sich ein stabiler Basisstrom einstellte.

Im Anschluss erfolgte die Kalibrierung der PreuRisch
Blau-Elektroden in einem H202-Konzentrationsbereich von
0,5 uM bis 20 yM in dem oben angegebenen Puffer. Nach
jeder Messung wurde das System gespldilt, bis wieder ein
konstanter Basisstrom vorlag.

Da Sensitivitdt der Preuflisch Blau-Elektroden variierte,
wurde die Kalibrierung fir neue jede Elektrode durchge-
fuhrt.

Vor den Mao B-Aktivitditsmessungen, wurden das Mao B
Substrat Benzylamin sowie die Produkte der enzymati-
schen Reaktion NHs und Benzaldehyd hinsichtlich ihres
Einflusses auf das Messsignal untersucht. Dafiir wurden
500 pl der drei Verbindungen mit Konzentrationen im Be-
reich von 1 mM bis 15 mM mit 310 pl/min bei -100 mV vs.
Ag/AgCl durch die FlieRzelle geleitet.

SchlieB3lich erfolgte die Aktivitatsbestimmung durch das
Durchleiten von Substrat-Lésungen (500 ul), die unter-
schiedlich lange in Kontakt mit der Mao B waren.

Mao B-Anreicherung

Um die Mao-B aus einer biologischen Probe zu isolieren
wurden spezifische Antikdrper eingesetzt. Diese wurden an
Cellulose-Beads gekoppelt Zunachst wurden 40 ul der
Bead-Suspension mit 2000 pl 100 mM Phosphatpuffer,
pH 7,2 (PP) gewaschen und bei 7400 rpm zentrifugiert.
Nach der Resuspendierung in PP wurde die Mao B mit ei-
ner Proteinkonzentration von 2,5 mg/ml unter Schiitteln bei
21 °C fur eine Stunde inkubiert. Schlief3lich wurden die Be-
ads jeweils 4-mal abzentrifugiert und resuspendiert, um un-
gebundene Mao B zu entfernen.

Bestimmung der Enzymaktivitat

Um die Detektion unterschiedlicher Mao-B Aktivitaten in bi-
ologischen Proben zu simulieren, wurden in den Experi-
menten verschiedene Volumina der Mao B-gekoppelten
Cellulose-Beads (40 pl bis 160 pl) eingesetzt. Bei allen An-
satzen wurde das Volumen mit PP auf 1000 pl aufgefullt
und in 4 Fraktionen zu 250 pl aufgeteilt und bei 7400 rpm
zentrifugiert. Nach Zugabe von 600 pl 1 mM Benzylamin in
PP wurden die Ansatze fiir 0, 10, 20, 30 min bei 37 °C unter
Schdtteln inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Beads
abzentrifugiert und 500 pl des Uberstandes mit 17,3 ul 3 M
KCI (in PP) hinzugegeben, um eine KCI-Konzentration von
100 mM zu erhalten (wichtig fur das Potential der Ag/AgCl
Referenz). Danach wurde die H202-Konzentration ampero-
metrisch bestimmt (Abb. 1).

Zur Verifizierung der Ergebnisse aus den amperometri-
schen Messungen wurde die H202-Konzentration mittels ei-
nes optischen Assays (Monoamine Oxidase Activity Kit,
Sigma Aldrich) bestimmt.
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Abb. 1: Prinzip der Aktivitatsbestimmung der Mao B mittels ampe-
rometrischer Messung an PreuBisch Blau-modifizierten Dick-
schicht-Elektroden von Rusens.

Ergebnisse

Amperometrische Wasserstoffperoxid-Messungen

Die amperometrische H202-Bestimmung wurde mit kom-
merziell erhaltlichen Dickschichtelektroden durchgefiihrt,
wobei eine Preufisch Blau-modifizierte Kohlenstoffelekt-
rode mit einer Kohlenstoff-Gegenelektrode und einer Sil-
ber-Referenzelektrode kombiniert wird. Ein stabiles Refe-
renzpotential ist dabei erst ab einer KCI-Konzentration von
100 mM gewabhrleistet und wurde fiir alle amperometri-
schen Messungen verwendet. Fir eine gute Reproduzier-
barkeit war eine elektrochemische Vorbehandlung der
Elektroden mit 100 yM H20: erforderlich.
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Abb. 2: Amperometrische Messung von H;O, an vorhandelten
Preuf3isch Blau-Dickschicht-Elektroden von Rusens in 100 mM
Phosphatpuffer (pH 7,2) mit 100 mM KCI bei einem Potential von
-100 mV vs. Ag/AgCl und einer Flussrate von 310 ul min™".

Nach der Vorbehandlung konnte die Kalibrierung mit H202
erfolgen. Um die Signalstabilitdt zu zeigen, wurde die Ka-
librierung dreimal in einem amperometrischen Experiment
wiederholt (Abb. 2). Dabei ist festzustellen, dass das Signal
mindestens 50 min sehr stabil ist und das amperometrische
Messsignal linear von der H202-Konzentration abhangt
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(Abb. 3). Die Sensitivitdt der PreuRisch Blau-modifizierten
Elektroden sinkt von der ersten bis zur dritten Messung um
nur 1 Prozent. Diese leichte Abnahme ist wahrscheinlich
auf die Reduktion von PreuBisch Blau zu PreuBisch Weif}
zuruickzuflhren, letzteres zeigt auf Elektroden eine gerin-
gere thermodynamische Stabilitat (Karyakin, 2001).

400 1
350+

4 R? = 0,9993
300+

Strom in nA
—_— —_ (3] (3]
[’ N =) wn
[~ () o o=
1 1 1 1

W
<
M-

<

0 > 10 15 20
H,0,-Konzentration in uM

Abb. 3: Kalibrationskurve der PreuRisch Blau-Dickschicht-Elekt-
roden fir H;O,.

Fir die Bestimmung der Mao B-Aktivitat mittels ampero-
metrischer H202-Messung muss auch der Einfluss des
Substrates Benzylamin und der Reaktionsprodukte Benzal-
dehyd und NHs auf das Messsignal betrachtet werden.
Wahrend p-molare Konzentrationen von Benzaldehyd und
NHs, wie sie beim Umsatz von Benzylamin durch die Mao B
in den untersuchten Zeitspannen entstehen, keinen Ein-
fluss auf die Signalstarke hatten, zeigte sich in Gegenwart
von 1 mM Benzylamin ein geringfugiger Anstieg um etwa
10 nA. Diese hohe Benzylaminkonzentration ist aber fur
das Messen der Enzymaktivitat erforderlich. Um Fehler bei
der H202-Bestimmung zu vermeiden, wurde den Lésungen
zur H202-Kalibrierung 1 mM Benzylamin hinzugegeben.

Nach dem Anpassen der Messlosungen konnten die
PreuBisch Blau-modifizierten Dickschicht-Elektroden mit
hinreichender Spezifitat fur die Mao B-Aktivitatsmessungen
mittels amperometrischer H202-Detektion eingesetzt wer-
den.

Amperometrische Mao B-Aktivitdtsmessungen

Spezifische Antikdrper wurden daflir eingesetzt, das En-
zym aus einer Losung selektiv zu binden. Dabei wurde
auch untersucht, ob die Antikdrperbindung die enzymati-
sche Aktivitat beeinflusst. Fur den Test kénnen nur Antikor-
per eingesetzt werden, die weit genug vom aktiven Zentrum
binden. Die Antikdrper wurden fir die Bindung der Mao-B
an Cellulose-Beads gekoppelt. Dann wurde die gebundene
Mao B fur 10, 20 und 30 min in einer Lésung mit 1 mM
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Benzylamin inkubiert und anschlie3end das gebildete Was-
serstoffperoxid detektiert. Aus den amperometrischen Sig-
nalen wurden mittels der Kalibrierungsgeraden die betref-
fenden H202-Konzentrationen ermittelt.
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Abb. 4: Bestimmung der Aktivitat der an mit Antikérpern modifizier-
ten Cellulose-Beads gebundenen Mao B mittels amperometrischer
Messung des beim enzymatischen Umsatz von Benzylamin ent-
stehenden Wasserstoffperoxids. Die verschiedenen Geraden re-
prasentieren Messungen mit Proben, die (a) 1.6; (b) 2.3; (c) 3.2 or
(d) 4.8 % (v/v) Cellulose -Beads mit gebundener Mao B enthalten.

Wie in Abbildung 4 zu sehen, besteht ein linearer Zusam-
menhang von gemessener H202-Konzentration und Zeit-
dauer der enzymatischen Reaktion. Damit kann gezeigt
werden, dass das hier vorgestellte System in der Lage ist,
die Mao M mittels Antikérper-modifizierten Cellulose-Beads
zu binden und deren Aktivitat quantitativ zu erfassen.

Fir diagnostische Anwendungen ist auRerdem erforder-
lich unterschiedliche Aktivitaten des Enzyms mit dem Sen-
sorsystem bestimmen zu kdnnen. Um diese zu untersu-
chen, wurden unterschiedliche Mengen an Cellulose Beads
gebundener Mao B mit Benzylamin inkubiert und das ent-
stehende H202 amperometrisch detektiert. Dabei zeigt sich,
dass fir alle Enzymmengen die H202-Konzentration linear
mit der Zeit steigt. AuBerdem korreliert die H202-Produkti-
onsgeschwindigkeit mit der eingesetzten Enzymmenge.
Ohne Benzylamin ist nahezu kein amperometrisches Sig-
nal zu beobachten und somit keine Enzymaktivitat festzu-
stellen. Mit der hier entwickelten Methode lassen sich En-
zymaktivitdten von 1*10-® bis 1,4*10 U nachweisen.

Die Ergebnisse aus der amperometrischen Aktivitatsbe-
stimmung wurden schlieRlich mit denen des oben beschrie-
benen fluoreszenz-basierten kommerziellen Tests vergli-
chen, bei dem das gebildete H202 mit Hilfe von Peroxidase
einen Fluoreszenzfarbstoff oxidiert. Beim Einsatz von
4,8 % (v/v) Cellulose-Beads mit gebundener Mao B werden
mit dem optischen Test 7,2*10-5 und mit dem elektrochemi-
schen Verfahren 8,6*10-% Enzymaktivitat detektiert. Damit
sind die Ergebnisse beider Methoden gut vergleichbar.
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Diskussion

Ziel dieser Entwicklung war die elektrochemische Aktivi-
tatsbestimmung der Mao B, einem der Enzyme, die eine
Schlisselrolle bei der Behandlung von Morbus Parkinson
haben. Dabei ist die Mao B aus einer Losung durch anti-
Mao B-IgG an Cellulose-Beads selektiv gebunden worden.
Dieser Bindungsschritt ist zusatzlich vorteilhaft fir die De-
tektion, da alle anderen Bestandteile einer realen Probe
(z.B. Blut) weggewaschen werden konnen und somit die
Enzymmessung unter genau definierten Bedingungen ab-
lauft.

Mit dem gewahlten Enzymsubstrat Benzylamin entsteht
durch die enzymatische Umsetzung Benzaldehyd, NHs und
H202. Letzteres wird durch die Verwendung von Preu-
Risch Blau modifizierten Dickschichtelektroden detektiert
und somit die Mao B-Aktivitat bestimmt. Ein Einfluss der
Reaktionsprodukte Benzaldehyd und NHs auf das Messsig-
nal kann bei den akkumulierten y-molaren Konzentrationen
ausgeschlossen werden. Eine Verfalschung der Messung
durch 1 mM Benzylamin kann durch die Zugabe einer ent-
sprechenden Menge zu den Kalibrierungslésungen vermie-
den werden.

SchlieBlich ist das entwickelte Verfahren zur Aktivitatsbe-
stimmung eingesetzt worden. Zeitabhangige Messungen
zeigen den linearen Anstieg der H202-Konzentration tber
einen Zeitraum von 30 min sowie eine klare Diskriminierung
unterschiedlicher Enzymaktivitdten. Die Sensitivitdt des
elektrochemischen Systems erlaubt dabei bereits nach
10 min eine Quantifizierung. Der Bereich der nachweisba-
ren Enzymaktivitat liegt bei 1*10-® bis 1,4*10* U. Bei einer
Enzymaktivitat von 0,01 U bis 0,015 U je 10'® Thrombozy-
ten [12] und einer Thrombozytenzahl von 15 bis 45*10'° je
Liter Blut [13], erreicht die hier entwickelte Methode die er-
forderliche Sensitivitat fir die Bestimmung der Mao B-Akti-
vitat in Blutproben.

Es lasst sich also sagen, dass das entwickelte Verfahren
zur Bestimmung der Enzymaktivitdt mittels amperometri-
scher Messung des enzymatisch gebildeten an Wasser-
stoffperoxid-sensitiven Dickschichtelektroden funktioniert
und somit als Grundlage zur Evaluierung der Wirksamkeit
der Medikation bei der Parkinson-Erkrankung dienen kann.
Dies eroffnet Perspektiven fiir eine individualisierte Be-
handlung von Patienten.
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