Integrierter optischer Biosensor fur industrielle Anwendungsfelder
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Zusammenfassung

In diesem Beitrag wird ein integrierter optischer Biosensor auf Basis eines Hefe-
Ganzzellsensorsystems vorgestellt, dessen Funktionsprinzip nachgewiesen und
Anwendungspotentiale untersucht. Dabel kommt neben gentechnisch modifizierten Zellen ein
kompaktes, optisches Auslesesystem zur Erfassung eines konzentrationsabhéngigen
Fluoreszenzsignals zum Einsatz.

1 Motivation

Biologische Wandler stellen einen vielversprechenden Ansatz fir den Aufbau neuartiger Sensoren dar, mit
denen sich bisher nur unzureichend geloste Messaufgaben im Bereich der Umwelt- und
Industrieprozessiiberwachung bewéltigen lassen. Dabei sind diese Systeme nicht auf die Anwendung im
Labor oder Disposable-basierten Point-of-Need-Systemen beschrénkt, sondern kdnnen vielmehr in solchen
Bereichen zum Einsatz kommen, wo portable, giinstige und kontinuierliche Echtzeitmessungen mit einem
Schwerpunkt auf Bioverfugbarkeit und Aktivitét der Analyten von Interesse sind. Mit der Entwicklung eines
integrierten Messsystems soll das Potential robuster optischer Biosensoren fir den Einsatz in industriellen
Umgebungen untersucht werden.

2 Ganzzellsensoren

Gentechnisch modifizierte Mikroorganismen werden bereits heute vielfdtig as biologisches
Erkennungselement fir die Detektion und Quantifizierung von unterschiedlichsten Analyten in
Ganzzellsensorsystemen verwendet. Dabel kann die Interaktion zwischen den Mikroorganismen und den zu
detektierenden Zielsubstanzen durch eine Vielzahl von Techniken nachgewiesen werden, wobei vor alem
elektrochemische und optische Methoden breite Anwendung finden [1]. Die optische Detektion basiert auf
der Generierung von Lumineszenz-, Fluoreszenz- oder kolorimetrischen Signalen durch gentechnisch
modifizierte Mikroorganismen in Abhangigkeit von der Anwesenheit bzw. Konzentration der zu
detektierenden Zielsubstanz. Dabel wird haufig ein Reportergen mit einem abhangigen Gen bzw. dessen
regulatorischen Bereichen fusioniert, was zu einer Induktion oder Repression der Reportergenexpression in
Anwesenheit der Zielsubstanz fuhrt [2].

Fir den Prinzipnachweis eines integrierten optischen Biosensors wird ein fluoreszenzbasierter
Ganzzellsensor auf der Grundlage von rekombinanten Hefezellen aufgebaut, der die Erfassung von
verschiedenen Schwermetallkonzentrationen in wassrigen Losungen gewdahrleisten soll. Dabel kommt ein
zelluldres Verstérkersystem zum Einsatz, bei dem Sensorzellen auf die Anwesenheit eines definierten
Schwermetals mit der Expression und Sekretion eines kleinen |6dlichen Peptidmolekils, dem
Hefepheromon (a-Faktor) reagieren. Dieses Molekll induziert in a-Faktor responsiven Aktorzellen bzw.
Verstarkerzellen die Expression von Fluoreszenzproteinen (FP) oder die Produktion und Sekretion von -
Faktor und fuhrt dadurch zu einer erhéhten Konzentration des Pheromons, was letztlich in einer verbesserten
Fluoreszenzinduktion resultiert [3]. Das Konzept des zelluléren Verstérkersystems ist in Bild 1 schematisch
dargestellt.
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Bild 1 Hefe-basiertes zelluldres Verstarkersystem: Rekombinante Hefe-Sensorzellen reagieren auf die Prasenz
auswahlbarer Signalmolekiile (Analyt, bspw. Arsen) mit der Sekretion eines kleinen |éslichen Peptidmolekils, dem
Hefepheromon (a-Faktor). Dieses Molekdl induziert in a-Faktor responsiven Aktorzellen die Expression von
Fluoreszenzproteinen und in Verstérkerzellen die Produktion und Sekretion von a-Faktor, was zu einer Erhéhung der
Konzentration des Pheromons und damit zu einer Verstérkung des Signals fuhrt.

3 Methoden

Fir die Herstellung von a-Faktor responsiven Aktorzellen wurden Hefen des Saccharomyces cerevisiae
Stammes BY4741 barlA [MATa, ura3A0, leu2A0, met15A0, his3A1, yilO15w::kanMX4] (Euroscarf,
Frankfurt, Deutschland) verwendet und mit den Hefeplasmiden p426FIG1 bzw. p426FIG1-EGFP
transformiert [3]. In letzteren Zellen ist die Expression des FP EGFP durch a-Faktor induzierbar. Fur die
Erfassung der a-Faktor abhdngigen Generierung eines EGFP-Fluoreszenzsignals wurden diese Zellen
zunéchst Uber Nacht wie von GROR et al. beschrieben [3] inkubiert. Anschlief3end wurden die Hefezellen in
einem Verhdltnis von 1:5 in frischem Medium verdinnt und weitere zwel Stunden kultiviert. Die Zellen
wurden danach bei 3500 x g fir 10 min zentrifugiert und die optischen Dichte ODgg auf 2,0 eingestellt. Je 1
mL dieser Zellsuspension und 1 mL Medium ergénzt mit 2 uM synthetischem a-Faktor (Zymo Research,
Irving, CA, USA) wurden in einer sterilen 35 mm p-Petrischale (ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland)
gemischt und flr die Fluoreszenzmessung in einem verdunkelten, auf 28°C temperierten Inkubationsraum
verwendet.

Mit dem in Bild 2 dargestellten Aufbau wurde der Ansatz Uber einen Zeitraum von 24 Stunden beobachtet.
Die gewdhlte transmissive Topologie verbindet hohe technol ogische Flexibilitét und Miniaturisierungs- bzw.
Integrationspotential mit geringen optischen Verlusten. Um die induzierbare EGFP-Fluoreszenz erfassen zu
konnen, ist eine anregende Strahlung im blauen Wellenlangenspektrum und ein Detektor, der selektiv die
grine Emission erfasst, nétig. Um die Komplexitdt des Systems zu reduzieren, wurde nur ein Filter
verwendet. Dieses muss den Wellenléangenbereich der Anregung mit hoher optischer Dichte sperren und
gleichzeitig die Fluoreszenzemission durchlassen.

In einem paralelen Ansatz wurde eine analog préparierte Petrischale mit Hilfe eines Axio Observer
Fluoreszenzmikroskops (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena, Deutschland) unter Verwendung eines
Inkubators (XLmulti S1) bei einer konstanten Temperatur von 28°C fir den entsprechenden
Versuchszeitraum analysiert. Die Bildaufnahme eines identischen Bereichs erfolgte mittels AxioVision



Software (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena, Deutschland) alle 15 min, wobei ein 40x Objektiv (C-
Apochromat, NA1,2) und ein entsprechender Filtersatz (38 HE eGFP shift free) verwendet wurden.
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Bild 2 In einem transmissiven Messaufbau sind Anregungsquelle, Probe (Zellsuspension/Medium) und optisches
Sensor kompakt angeordnet. (Einzelheiten siehe Text)

4 Ergebnisse und Diskussion

In Bild 3 sind die Ergebnisse der Messungen dargestellt. Wéhrend bei der Kontrolle mit zellfreiem Medium
ein sehr stabiler Photostrom gemessen werden konnte, unterlagen die Messungen mit Hefezellen einer
gréleren Streuung, wie sie fur biologische Systeme typisch ist.

Das durch das intrazelluldre FP generierte Fluoreszenzsignal kann mit dem gewdahiten Messaufbau etwa
sieben Stunden nach der Zugabe des Hefepheromons sicher erfasst werden, wobel die Fluoreszenz im
mikroskopischen Bild je nach Belichtungszeit bereits nach etwa zwei Stunden zu erkennen ist. Der relativ
lange Zeitraum zwischen Applikation des Stimulus und frihester Detektion der Fluoreszenz ist durch
mehrere biologische Prozesse bedingt. Zunéchst setzt die Anwesenheit des Pheromons nach dessen Bindung
an spezielle Rezeptoren intrazelluldre Signalkaskaden in Gang, wodurch letztendlich im Zellkern die
Genexpression induziert wird [4]. Weiterhin benétigt die Reifung der Chromophore von FP nach erfolgter
Expression bis zu zwei Stunden [5]. Um die Reaktionszeit des Biosensors zu erhdhen, kénnten daher in
Zukunft FP-Varianten mit einer deutlich verkirzten Reifungszeit (z.B. mCherry, TurboRFP) verwendet
werden. Allerdings besitzen derartige Alternativen haufig eine geringere Quantenausbeute und Helligkeit [6].
Die Steigerung der Fluoreszenzausbeute kdnnte zum einen durch die Verwendung von FP-Varianten mit
groferer Helligkeit (z.B. tdTomato) erreicht werden [6]. Zum anderen sollte angestrebt werden, dass jede
einzelne Hefezelle zum Gesamtfluoreszenzsignal des Biosensors beitrégt, was durch die derzeitige plasmid-
kodierte Expression des Reportergens nicht gewéhrleistet ist.

Wie in Bild 3 deutlich zu erkennen ist, kommt es durch das langsame Sedimentieren der Zellen nach Start
der Messung und durch die Ausbildung der typischen Paarungsprojektionen (Birnenform, sog. Shmoo) nach
Zugabe des a-Faktors zu einer charakteristischen Anderung des Streuverhaltens der Probe, was zu einem
Ansteigen des Signals fihrt. Diese charakteristische Anderung der Zellmorphologie kann im
mikroskopischen Bild bei einigen Hefezellen bereits nach 30 min beobachtet werden. Die separate Detektion
dieses Parameters konnte daher as zeitiger Indikator fir die abhangige Sekretion des Hefepheromons
innerhalb des zelluldren V erstarkersystems verwendet werden [7].
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Bild 3 Vergleich zwischen zellfreiem Medium (Kontrolle) und mit p426FIG1 bzw. p426FI G1-EGFP transformierten
Hefezellen: zeitliche Anderung des Signals (6-Sigma-Bereich grau unterlegt). Neben dem Fluoreszenzsignal, das nach
ca. 7 Stunden sicher erfasst werden kann, gibt es einen deutlichen Einfluss des verénderlichen Streuverhaltens der Probe
durch die Anderung der Zellmorphologie.

5 Ausblick

Es wurde ein Aufbau fur ein Ganzzellsensorsystem vorgestellt, mit dem sich eine abhangige Biofluoreszenz
erfassen lésst. Der Prinzipnachweis eines kompakten, integrierten Biosensors konnte erfolgreich gefiihrt
werden. Allerdings missen bei der weiteren Entwicklung insbesondere die optischen Auswirkungen der
Zellmorphol ogie-Anderung beachtet werden.
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