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Einleitung

Biosensoren ermoglichen spezifische, schnelle und
sensitive Messungen biologischer oder chemischer
Substanzen in Bereichen wie Medizin, Umweltiber-
wachung und Lebensmittelindustrie (1-5). Klassische
Biosensoren verfugen Uber biofunktionalisierte Ober-
flichen an einer den Analyten fihrenden Kanalwan-
dung, durch die Bindungsereignisse in elektronisch
verarbeitbare Signale umgewandelt werden kénnen
(Abb. 1 links). Dieses Konzept fihrt jedoch aufgrund
der in mikrofluidischen Kanalen herrschenden lami-
naren Strdmung zu Problemen mit unspezifischer
Wechselwirkung und reduzierter Sensitivitat.

Hier wird ein neuartiger Biosensor auf Basis von frei
beweglichen, spezifisch funktionalisierten Mikroparti-
keln (uBeads) vorgestellt, die ihre Ziele auf ihrer
Oberflache binden, wahrend sie sich frei in der zu
analysierenden Probe bewegen. Durch diese freie
Bewegung sowie die schiere Zahl der eingesetzten
puBeads (typisch: einige Tausend) erhoht sich die
Wahrscheinlichkeit, die spezifischen Ziele zu treffen,
wahrend unspezifische Anbindung deutlich reduziert
wird (Abb 1 rechts). Somit kann der Zustand des Ana-
lyten hinsichtlich der gesuchten Ziele auf einfache
und schnelle Weise reprasentativ erfasst werden.

Methoden und Materialien

uBeads

Bei den yBeads handelt es sich um spharische, fluo-
reszenzmarkierte Polymerpartikel mit Durchmessern
zwischen etwa 6 und 12 pm. Der eingebrachte Farb-
stoff wird dazu benutzt, im Innern der Partikel zirku-
lierende optische Resonanzen anzuregen, die sog.
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~Whispering Gallery Modes* (Abb. 2 links) (6-8). Die-
se erzeugen ein evaneszentes Feld in unmittelbarer
Umgebung der Partikeloberflache, so dass Bindungs-
ereignisse, wie beispielsweise die Adsorption eines
Proteins, (ber die dadurch erwirkte Anderung des
Resonanzprofils des Partikels beriihrungslos optisch
ausgelesen werden kénnen (Abb. 2 Mitte/rechts). Ein
auf der Mie-Theorie basierender numerischer Algo-
rithmus wird auf die resultierenden Fluoreszenzspek-
tren angewendet, um mdgliche Bindungsereignisse
an der Sensoroberflache unabhangig von der uBead-
GroRe zu bewerten (Fluorescent Resonator Signa-
ture, FRS).

Um die gewinschte Spezifitdt in das Verfahren ein-
zubringen, wird, wie bei anderen gangigen Biosenso-
ren, beispielsweise der Oberflachenplasmonenreso-
nanz oder der Quarz-Mikrowaage, die Oberflache der
pBeads mit spezifischen Fangermolekilen funktiona-
lisert (Abb.3). In reichen Analyten, die eine Vielzahl
von Proteinen enthalten, kénnen zusatzliche Maf3-
nahmen zur Unterdriickung unspezifischer Adsorp-
tion getroffen werden.
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Abb. 1: Schematische Darstellung eines kla551schen Bio-
sensors (links) und frei beweglicher Mikropartikel (nBe-
ads) als Biosensoren (rechts).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Fluoreszenzresonatorsignatur (FRS)-Sensorik: (links) optischer Autbau zur An-
regung und Auslesung der FRS der frei schwebenden uBeads; (rechts) Darstellung der Anderung der FRS durch spezi-
fische Bindung von Zielmolekiilen an die Oberfldche der pBeads
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Verfahren

Abb. 2 links illustriert das Detektionsschema. Die
puBeads stromen zusammen mit dem Analyten durch
eine Messzelle, dhnlich wie in der Durchflusszytomet-
rie, und werden an einer Stelle von einem Laser zur
Fluoreszenz angeregt. Das von ihnen emittierte Fluo-
reszenzlicht wird Uber das auch zur Anregung be-
nutzte Objektiv gesammelt und Uber einen dielektri-
schen Filter auf ein hochauflésendes Spektrometer
gegeben (ca. 50 pm optische Auflésung). Eine hohe
spektrale Aufldsung ist zur genauen Bestimmung der
Resonanzpositionen unerlasslich.

Da die pBeads in Sekundenbruchteilen ausgelesen
werden kénnen, kann ihre Anzahl ausreichend hoch
gewahlt werden, um statistisch reprasentative Aussa-
gen Uber die Konzentration der Zielmolekdle im Gber-
wachten System zu erhalten. Dieser Ansatz kann
auch leicht auf die Detektion von mehr als einer Art
von Zielen erweitert werden, indem die spezifische
Biofunktionalisierung der verwendeten uBeads vari-
iert wird. Durch die frequenzbasierte optische Ausle-
sung und die freie Bewegung der Mikropartikel im
Analyten kann auch in komplexen Medien, wie bei-
spielsweise Milch oder Melasse, gemessen werden,
wodurch der Aufwand fir die Probenvorbereitung ent-
fallt und die Zeit bis zum Erhalt der Ergebnisse mini-
miert wird.
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Abb. 3: links: Illustration der pBead-Funktionalisierung
und der Zielbindung; rechts: REM- Aufnahme eines 10
pm groBen pBeads, das zuvor in Losung spezifisch Legi-
onellen gebunden hat.

Vergleich mit dem SdT

Herkédmmliche Biosensoren (Abb. 1) leiten den zu un-
tersuchenden Analyten in der Regel durch einen
Mikrokanal, dessen eine Wand mit spezifischen Fan-
germolekulen funktionalisiert ist, so dass nur die ge-
wulnschten Zielmolekiile selektiv binden kénnen. Die
Bindungsreaktionen werden dann Uber einen physi-
kalischen Transduktions-Mechanismus in elektrische
Signale umgewandelt. Bei diesem Ansatz miissen die
Zielmolekule zur Sensoroberflache kommen. Da in
mikrofluidischen Kanalen in der Regel laminare Stro-
mungsbedingungen herrschen, erfolgt dieser Trans-
port im Wesentlichen (ber Diffusion, was,
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insbesondere bei geringer Konzentration, recht lange
dauern kann. AuRerdem diffundieren auch andere
Komponenten des Analyten auf dhnlichen Zeitskalen
zur Sensoroberflache und kénnen dort fir Probleme
mit unspezifischer Wechselwirkung sorgen.

Biosensoren, die auf der Fluoreszenz-Resonator-Sig-
natur-Technologie (FRS) basieren, verwenden dage-
gen frei bewegliche Sensorpartikel. Auch hier besteht
die biospezifische Schnittstelle aus spezifischen Fan-
germolekiilen, die jedoch auf die Oberflache der mik-
roskopisch kleinen Sensorpartikel aufgepfropft wer-
den. Da die Partikel frei beweglich sind, kann das ge-
samte Analytvolumen innerhalb kurzer Zeit nach Ziel-
molekilen abgesucht werden, was die Zuverlassig-
keit der Messung erheblich verbessert. Mittels unse-
res proprietaren Ansatzes werden die Bindungsereig-
nisse optisch und damit berthrungslos ausgelesen
und anschlieBend in elektrische Signale umgewan-
delt.

Nachteile gangiger Biosensoren:

1. Die laminare Strémung behindert die Bewegung
der Zielobjekte in Richtung des Sensorbereichs

2. Unspezifische Bindung an den Sensorbereich wird
nicht wirksam weggespiilt

3. Die Kosten fur diese Sensoren sind hoch, und sie
sind schwer zu regenerieren oder zu ersetzen.

Stérende Merkmale der Fluoreszenz-Resonator-Sig-
natur (FRS):

1. Eine groRe Anzahl von frei schwebenden uBeads
scannt das gesamte Analytvolumen und ermdglicht
so Aussagen hoher statistische Giite.

2. Die kugelférmige Sensoroberflache vermeidet so-
wohl unspezifische Bindungen als auch spezifische
Rickbindungen

3. Optische Technologie ermdglicht das kontaktlose
Auslesen jedes einzelnen yBead-Sensors

Abb. 4: SpheroScan® Explorer in Laborumgebung
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Abhangig von der jeweiligen Anwendung werden
Grofe und optische Eigenschaften der uBeads so ge-
wahlt, dass sie auch in komplexen Medien beste Leis-
tungen erbringen, wahrend ihre Oberflache mit ver-
schiedenen Fangermolekilen, wie Peptiden, Apta-
meren oder Antikorpern, funktionalisiert wird. Die
Qualitatskontrolle nach jedem Praparationsschritt ge-
wahrleistet eine reproduzierbare und zuverlassige
Leistung des Gesamtsystems.

SpheroScan® Explorer

Eine erste Umsetzung der FRS-Technologie in ein ro-
bustes und industrietaugliches Mess-System erfolgt
derzeit bei der Fa. FluiDect in Form der Sphero-
Scan®- Modellserie. Abb. 4 zeigt das Modell Sphero-
Scan® Explorer, welches fir den Laborbetrieb aus-
gelegt ist, mit Hilfe eines gerade in der Entwicklung
befindlichen Auto-Samplers aber auch bereits at-line
betrieben werden kann. Das System wird Uber eine
integrierte Mess- und Analyse- Software gesteuert,
die Uber einen Touchscreen in der Frontplatte bedient
werden kann. Die zu analysierende Probe wird zu-
nachst in eine Multiwell- Plate pipettiert, das Einlegen
der Plate erfolgt dann von oben nach Anheben der
Probenklappe. Die Messungen werden halbautoma-
tisch nach individuellen Benutzereingaben, wie z.B.
Art der Probe und Anzahl der zu messenden Wells,
durchgefihrt.

Ergebnisse

Waéhrend das System noch misst, werden die ersten
Daten bereits von einem proprietdren Algorithmus
analysiert, der grundlegende Parameter, wie die je-
weilige yBead-Grofle und Oberflachenbeladung, lie-
fert (siehe Abb. 5). Aus diesen Basisdaten werden
benutzerrelevante Informationen, wie z.B. Koloniebil-
dende Einheiten pro Milliliter (KBE/mL), berechnet,
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angezeigt und optional ausgedruckt. Aufgrund des
hohen Durchsatzes des Systems und der gro3en An-
zahl von Messungen pro Test werden schlief3lich sta-
tistische Informationen Uber die Verteilung der ge-
suchten Zielmolekile im Analyten geliefert.

Diskussion

Der hier vorgestellte Ansatz zur Biosensorik mit Hilfe
spezifisch funktionalisierter, fluoreszenter uBeads
besitzt in mehrerer Hinsicht gegentiber dem SdT dis-
ruptiven Charakter. Dadurch, dass die yBeads dem
Analyten zugegeben werden und sich dabei frei be-
wegen konnen, erhdht sich die Wahrscheinlichkeit,
die gesuchten Zielmolekile zu binden. In strdmenden
Analyten bewegen sich die pyBeads in Regionen mit
maximaler Strémungsgeschwindigkeit, wodurch die
Zielmolekile aktiv zu den pBeads transportiert wer-
den. Durch die gleichzeitig entstehende Reibung zwi-
schen Partikeloberflache und Analyt werden schwach
und unspezifisch gebundene Molekiile weggesplilt
und so das Risiko unspezifischer Adsorption mini-
miert.

Mit der Modell-Serie SpheroScan® verfolgt die Flu-
IDect GmbH das Ziel, die FRS-Technologie als Platt-
form fUr den unterschiedlichen Kundenbedarf einzu-
fuhren. Das bereits kommerziell erhaltliche System
SpheroScan®- Explorer zielt dabei auf die Labornut-
zung, wie sie beispielsweise auch fiir die Einrichtung
neuer Zielmolekile in at-line- Systemen immer wich-
tig bleiben wird. Gerade in der Entwicklung befindli-
che Systeme, wie der SpheroScan®- Guard, ist fur
die Echzeit-Analytik direkt in Produktionsanlagen der
Wasseraufbereitung, Lebensmittelproduktion, Fer-
mentation, uvm., hin ausgelegt. Insgesamt ist mit die-
ser Diversitdt in der Modellpalette eine hohe
Marktpenetration zu erwarten.
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Abb. 5: Ergebnisse des proprietdren Algorithmus bei Adsorption von Thrombin auf den pBeads, gemessen mit Hilfe
des SpheroScan® Explorer: Radius der Mikropartikel (links) sowie Oberflaichenbeladung mit Thrombin (rechts)
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