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Einleitung 
Der Bedarf an schnellen und zuverlässigen Messer-
gebnissen treibt die Entwicklung neuer Hochdurch-
satzmethoden voran. Insbesondere in Bereichen wie 
der Proteomik, Genomik und Diagnostik steigt der 
Bedarf an hochdurchsatzfähigen Analysemethoden 
kontinuierlich. Um diesem Bedarf gerecht zu werden, 
werden häufig etablierte Techniken wie die Massen-
spektrometrie, die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
und der Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
eingesetzt. Diese Methoden ermöglichen eine sensi-
tive und spezifische Detektion von Biomolekülen, sind 
jedoch zeitintensiv und erfordern oft eine aufwendige 
Probenvorbereitung. Unter anderem bietet der ELISA 
im Mikrotierplattenformat die Möglichkeit zur paralle-
lisierten und damit gleichzeitigen Untersuchung meh-
rerer Proben. Um niedrige Nachweisgrenzen zu er-
zielen, werden in ELISA und verwandten Methoden 
(z.B. RIA, FIA) Marker wie Enzyme, radioaktive Ma-
ker, Fluorophore oder Nanopartikel eingesetzt. Im 
Gegensatz dazu ermöglichen direkte optische Sen-
sormethoden wie die reflektometrische Interferenz-
spektroskopie (RIfS), die biolayer interferrometry 
(BLI), die Oberflächenplasmonenresonanzspektro-
skopie (SPR) oder Gitterkoppler eine markierungs-
freie Detektion [1]. Diese direkte Messung bietet nicht 
nur eine quantitative Bestimmung des Analyten, son-
dern erlaubt auch eine detaillierte Charakterisierung 
von Analyt-Rezeptor-Interaktionen, da störende Ein-
flüsse von Markermolekülen vermieden werden. Dar-
über hinaus können thermodynamische und kineti-
sche Parameter bestimmt werden. Durch die Echt-
zeitüberwachung in hoher zeitlicher Auflösung und 
den geringen Bedarf an Probenvorbereitung können 
direkte optische Verfahren schnelle und aussagekräf-
tige Ergebnisse liefern. 
Da vermehrt biotechnologische Verfahren eingesetzt 
werden, um u.a. Therapeutika herzustellen, wird auch 
zunehmend die Herausforderung an die Sensorik ge-
stellt, auch komplexere biologische Systeme analy-
sieren zu können. Auch in der Medizintechnik gewinnt 
die Untersuchung von Wechselwirkungen zwischen 
(Bio)Materialien und Zellen zunehmend an Bedeu-
tung, um Implantat Oberflächen spezifischer auf den 
jeweiligen Anwendungszweck anzupassen. Auch 
hier sind direkte optische Methoden zur Interaktions-
analyse eine vielversprechende Option [2,3,4,5]. Vor 
allem photonische Kristalle [6] und Gitterkoppler [7] 
wurden bisher verwendet, um die Zelladsorption oder 
rezeptorvermittelte Veränderungen des Zellmetabo-
lismus nach der Bindung von Wirkstoffmolekülen zu 
untersuchen. Auch die Reflektometrie eignet sich für 
die Untersuchung von Zellen auf Oberflächen. Die 

RIfS wurde eingesetzt um die Adsorption von Zellen 
an mit Proteinen modifizierten Oberflächen [8] und 
das Spreiten von Jurkat-T-Zellen nach Aktivierung 
des Rezeptors CD28 [9] zu untersuchen. 
Trotz der zahlreichen Vorteile direkter optischer 
Messmethoden ist die parallele Durchführung 
mehrerer Messungen häufig eine Herausforderung. 
Im Fall der SPR wurden verschiedene Varianten ent-
wickelt, um auch mehrere Proben zeitgleich messen 
zu können [10]. Sowohl die SPR wie u. a. auch Mach-
Zehnder Interferometer, Young interferometer, Gitter-
koppler und optische Resonatoren basieren auf dem 
Prinzip der Refraktometrie, wobei ausschließlich Än-
derungen des Brechungsindex gemessen werden [1]. 
Jedoch weisen refraktometrische Methoden häufig 
eine geringe Eindringtiefe auf, wodurch das Messen 
großer Analyten wie Zellen erschwert wird. Die Ein-
wellenlängenreflektometrie, auch 1ʎ Reflektometrie 
genannt, ist eine reflektometrische Methode, die auf 
der Interferenz von Licht an dünnen Schichten beruht 
[11, 12]. Sie ist eine Variante der RIfS und bietet die 
Möglichkeit zum Imaging und damit zum Multiplexing. 
Zudem liegt die Eindringtiefe dieser Methode bei der 
Kohärenzwellenlänge des verwendeten Lichtes, und 
damit deutlich höher als bei den meisten refraktomet-
rischen Methoden. 
Die in diesem Artikel vorgestellten Ergebnisse der 1-
λ-Reflektometrie sollen das Potenzial dieser Methode 
in verschiedenen Anwendungsbereichen, von der 
Anwendung als Biosensor bis hin zur Untersuchung 
von Zell-Material-Interaktionen demonstrieren. 

Die 1-λ-Reflektometrie  
Durch die Anlagerung der Analyten entsteht in der 1-
λ-Reflektometrie eine Interferenzschicht and der 
Transduceroberfläche (Abb. 1a, b). Die Intensität des 
reflektierten Lichtes hängt sowohl von der Dicke die-
ser Interferenzschicht sowie der Änderung des Bre-
chungsindexes an der Grenzfläche ab. Wird die Sig-
naländerung über die Zeit aufgetragen erhält man 
eine Bindungskurve (Abb. 1d).  

In der Einwellenreflektometrie wird ein mikrofluidi-
sches System mit Pumpe und Flusszelle genutzt, um 
die Probenlösungen kontinuierlich über den Trans-
ducer zu führen (Abb. 2). Das Licht einer grünen LED 
wird senkrecht auf die Rückseite des Transducers 
eingestrahlt und die Intensität des reflektierten mono-
chromatischen Lichts mittels Photodioden aufgenom-
men. Durch den Einsatz einer CCD-Kamera kann die 
Intensitätsänderung des reflektierten Lichts auch 
ortsaufgelöst aufgezeichnet werden (Abb. 2). 
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Imaging in der 1-λ-Reflektometrie 
Oberflächenmodifizierung: 
Um mit der imaging-fähigen reflektometrischen Me-
thode eine Vielzahl von Interaktionen gleichzeitig be-
obachten zu können, muss die Sensoroberfläche 
ortsaufgelöst funktionalisiert werden. Zunächst wird 
eine (Bio)Polymerschicht kovalent auf den gereinig-
ten Transducern immobilisiert, um unspezifische 
Wechselwirkungen zu minimieren. Da alle Bindungs-
ereignisse an der Oberfläche in der Reflektometrie zu 
einer Signaländerung führen, ist es wichtig die Sen-
soroberfläche gegenüber unspezifischen Wechsel-
wirkungen mit Probenmatrixbestandteilen abzuschir-
men, um ein spezifisches Signal zu erhalten. An-
schließend werden auf dieser Schutzschicht reaktive 
Gruppen erzeugt, die als Ankerpunkte für die kova-
lente Immobilisierung von Biomolekülen dienen. Nun 
können die Erkennungsstrukturen wie z. B Antikörper 
auf die aktivierte Oberfläche gespottet werden. Hier-
für können z.B. kleine Tropfen der jeweiligen Lösun-
gen mit Hilfe einer Pipette auf dem Transducer plat-
ziert werden. Auch das Verwenden von Schablonen 
in deren Aussparungen die entsprechenden Lösun-
gen pipettiert werden, ist möglich. Mit Hilfe von auto-
matisierten Druckverfahren können hochpräzise und 
reproduzierbare Arrays mit mehreren hundert ver-
schiedenen Proben erstellt werden.  
 
Referenzierung: 
Um mögliche Inhomogenitäten der Beleuchtung des 
Transducers und des Probenflusses in der Flusszelle 
zu kompensieren, werden Bereiche auf dem Trans-
ducer nahe der Probenspots für eine interne Referen-
zierung herangezogen (Abb. 3). Die Möglichkeit ört-
lich aufgelöst messen zu können, bietet einen großen 
analytischen Vorteil der 1-λ-Reflektometrie, da Kon-
troll- und Referenzmessungen in derselben Messung 
mitgeführt werden können. 

  

Abb. 2: Apparativen Aufbaus der 1-λ-Reflektometrie. 
Mit Hilfe der Pumpe und einer Flusszelle wird die Probe 
über den Transducer geleitet. Als Lichtquelle wird eine 

grüne LED verwendet und das reflektierte Licht wird mit 
Hilfe einer CCD-Kamera aufgezeichnet. 

 
 

Abb. 1: Funktionsprinzip der 1-λ-Reflektometrie. a) Der 
Transducer der 1-λ-Reflektometrie wird senkrecht von 

unten (hier aus Gründern der Übersichtlichkeit in deinem 
Winkel gezeichnet) mit einer schmalbandigen Lichtquelle 

beleuchtet. b) Durch die Anlagerung der Analyten ent-
steht oder verändert sich eine Interferenzschicht. Die an 

den Phasengrenzen der Materialien mit unterschiedlichem 
Brechungsindex reflektierten Teilstrahlen überlagern sich. 
c) Das hypothetische Interferenzspektrum des reflektier-
ten Lichtes erklärt die Änderung der Intensität des reflek-
tierten Lichtes bei einer Wellenlänge, wenn Bindungspro-
zesse an der Oberfläche auftreten. d) Beispielhafte Bin-

dungskurve gemessen mit der 1-λ-Reflektometrie  

Abb. 3: Referenzierung in der 1-λ-Reflektometrie. Der 
Bereich des Messspots ist in Rot gekennzeichnet, wäh-
rend der Referenzbereich um den Messspot herum in 

Blau gekennzeichnet ist. 
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Untersuchungen biomolekularer Wech-
selwirkungen mittels Reflektometrie 
Klassischerweise können direkt-optische Sensoren 
zur Untersuchung biomolekularer Wechselwirkungen 
herangezogen werden. Um die Leistungsfähigkeit der 
1-λ-Reflektometrie in diesem Bereich zu zeigen, 
wurde die Interaktion eines Anti-Testosteron-Antikör-
pers mit Testosteron-BSA an der Oberfläche unter-
sucht. Die Abbildung 4 zeigt ein Array mit 960 Spots 
mit unterschiedlichen Konzentrationen von Testoste-
ron-BSA und verdeutlicht damit das hohe Multiple-
xing-Potenzial dieser Technologie. Zunächst wurde 
mit PBS eine Basislinie aufgenommen, um sicherzu-
stellen, dass das Signal zu Beginn der Messung kon-
stant ist. Nach 220 s wurde die Testosteron Antikör-
perlösung injiziert und die Bindungskurven aufge-
zeichnet. Sowohl die erhaltenen Bindungskurven als 
auch Intensitätsunterschiede im Array zeigen deut-
lich, dass die Signalintensität direkt von der Konzent-
ration des immobilisierten Testosteron-BSA abhängt. 
 
In einem zweiten Beispiel wurde anhand eines Mo-
dellsystem die Hybridisierung von DNA-Strängen un-
tersucht. In diesem Modellsystem wurden unter-
schiedliche Konzentrationen der verwendeten 

Fänger-DNA auf der Oberfläche mittels Spotting im-
mobilisiert (Abb. 5). Auch hier wurde zu Beginn für 
280 s eine Basislinie aufgezeichnet. Anschließend 
wurde bis zum Zeitpunkt 550 s die DNA-Lösung 
(DNA-Länge: 20 Basenpaare) injiziert und die Hybri-
disierung der Fänger-DNA an den Spots über die In-
tensitätsänderung des reflektierten Lichtes beobach-
tet. Anschließend wurde die Dissoziation der DNA 
von der Fänger-DNA für weitere 200 s aufgenom-
men. Die Bindungskurven in Abb. 5 bilden den gemit-
telten Signalverlauf aller Spots mit gleicher Fänger-
DNA Konzentration ab. Da in diesem Modellsystem 
der komplementäre DNA-Stränge verwendet wurden 
zeigen diese erwartungsgemäß keine Dissoziation. 
 
Die Ergebnisse belegen, dass die 1-λ-Reflektometrie 
ein sehr gutes Werkzeug zur Untersuchung biomole-
kularer Wechselwirkungen darstellt. Verschiedene 
Erkennungsstrukturen konnten erfolgreich und stabil 
auf der Oberfläche immobilisiert werden. Zudem sind 
unspezifische Wechselwirkunten an den verwende-
ten Probenarrays für den Antikörper-Assay sowie den 
DNA-Assay nicht feststellbar und die spezifische 
Wechselwirkung zwischen dem Analyten und Erken-
nungsstruktur konnte mit hoher örtlicher und zeitlicher 
Auflösung beobachtet werden. 
 

Abb. 4: Sensorarray der 1-λ-Reflektometrie mit den zuge-
hörigen Bindungskurven eines Antikörper-Assays. Auf ei-
nen 1-λ-Reflektometrie Transducer wurden 960 Testoste-
ron-BSA Spots in unterschiedlichen Konzentrationen im-
mobilisiert. Oben ist die Intensitätsänderung des reflek-
tierten Lichtes als Folge der Bindung des Anti-Testoste-
ron Antikörpers in Falschfarbendarstellung gezeigt. Die 

Bindungskurven zu den mit einem grünen, gelben und ro-
ten Kreis markierten Spots sind unten abgebildet. 

Abb. 5: Probenarray der 1-λ-Reflektometrie mit den zu-
gehörigen Bindungskurven eines DNA-Assays. Auf einen 

1-λ-Reflektometrie Transducer wurde Fänger-DNA auf 
Spots in unterschiedlichen Konzentrationen immobilisiert. 
Oben ist die Intensitätsänderung des reflektierten Lichtes 
als Folge der Bindung des komplementären DNA-Strangs 
in Falschfarbendarstellung gezeigt. Die gemittelten Bin-
dungskurven an die Spots mit unterschiedlicher Fänger-

DNA Konzentration sind unten abgebildet. 
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Imaging von Zell-Material-Interaktionen 
Die Untersuchung komplexer biologischer Systeme 
erfordert häufig den Einsatz von Multiplexing-
Techniken. Aufgrund der hohen Variabilität biologi-
scher Systeme, die durch genetische Unterschiede, 
Umwelteinflüsse und zufällige Schwankungen be-
dingt ist, ist eine hohe Anzahl an Replikaten notwen-
dig, um robuste und statistisch signifikante Ergeb-
nisse zu erhalten. Zudem ist es oft nötig viele Interak-
tionspartner bei identischen Versuchsbedingungen 
zu untersuchen. Durch das Mutliplexing in der 1-λ-
Reflektometrie ist sowohl das effiziente Messen von 
Replikaten sowie eine simultane Messung vieler Pro-
ben zugleich möglich. Daher kann die 1-λ-Reflekto-
metrie eingesetzt werden, um die Adsorption von Zel-
len an unterschiedliche Proteine zu untersuchen [13]. 
Hierfür wurden auf einem Glastransducer mit Hilfe ei-
ner PDMS-Schablone die Proteine Vitronektin, Kol-
lagen, Albumin, Fibronektin und Laminin mittels Phy-
sisorption aufgebracht (Abb. 6a). Die verwendeten 
Maus Wildtyp Epidermis Fibroblast Zellen (MEF) wur-
den vor der Messung vom Boden der Kulturflaschen 
mittels Trypsin-EDTA gelöst und eine Zellsuspension 
mit einer Konzentration von 10∙106 Zellen/mL herge-
stellt. Während der Messung wurde die Zellsuspen-
sion auf 37 °C temperiert und regelmäßig ge-
schwenkt, um eine Sedimentation der Zellen in der 
Probe zu verhindern. Nachdem die Basislinie mit Zell-
kulturmedium aufgezeichnet wurde, wurde die Zellsu-
spension 15 min lang über die Oberfläche geleitet. 
Während der folgenden 45 min wurde erneut das 
Zellkulturmedium über den Transducer geführt, um 
das Verhalten der Zellen an den Oberflächen zu be-
obachten. 
Die Injektion des Zellsuspension führte auf allen 
Oberflächen zu einem deutlichen Anstieg des Mess-
signals, was auf eine Adsorption der Zellen an die je-
weiligen Proteine hinweist (Abb. 6). Die größte Sig-
naländerung wurde auf den Laminin, gefolgt von Fib-
rinektin, Albumin, Kollagen und Vitronektin Oberflä-
chen beobachtet. Da die initiale Zelladsoption zum 
Teil die Kinetik der Zell-Material-Interaktion wider-
spiegelt, wurde die Anfangssteigung der Bindungs-
kurven bestimmt. Im Vergleich zu den anderen getes-
teten Oberflächen (Fibronektin, Kollagen, Albumin) 
zeigte Laminin die höchste initiale Adhäsionsrate, 
während Vitronektin die niedrigste aufwies. Die Be-
trachtung der Dissoziationsphase lieferte weitere 
wertvolle Erkenntnisse. Ein ausgeprägter Abfall des 
Signals auf den Laminin- und, in geringerem Maße, 
auf den Albumin- und den Kollagen-Oberflächen deu-
tet auf eine Ablösung der Zellen von diesen Substra-
ten hin. Auf der Fibronektin-Oberfläche ist der Signal-
abfall am wenigsten deutlich was für eine bessere Ad-
häsion der Zellen auf diesen Oberflächen spricht. Die 
konstante Erhöhung des Signals auf Vitronektin-
Oberflächen weist hingegen auf eine bessere Adhä-
sion und ein beginnendes Spreiten der Zellen auf der 
Oberfläche hin. In Tab.1 sind einige Charakteristika 
der Interaktion zusammengefasst. 

Abb.6: Adsorption von MEF-Zellen auf mit Spots ver-
schiedenen Proteinen auf einer Glasoberfläche. a) Illust-
ration des durch die Zelladsorption verursachten 1-λ-Re-
flektometrie-Signals. Die Spots der 5 untersuchten Prote-
inen mit jeweils 4 Replika sind mit den verschiedenfarbi-
gen Kreisen markiert. Das Graustufenbild zeigt die Inten-
sität des reflektierten Lichtes. b) Sensorgramm der Zella-
dsorption auf Kollagen und Fibronektin und c) Laminin, 
Vitronektin und Albumin. Die Linien zeigen den Mittel-

wert und die farbig hinterlegte Fläche die Standardabwei-
chung von jeweils 12 Replikaten. Nach der Basisline mit 
dem Zellkulturmedium wurde die Zellsuspension mit ei-

ner Konzentration von 10∙106 Zellen/mL 15 min lang 
über den Transducer geleitet. Daraufhin wurde das Zell-
kulturmedium 45 min lang injiziert, um die Dissoziation 

der Zellen von der Oberfläche zu beobachten. 
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Tab. 1: Charakteristika der Adsorption von MEF-Zellen 
auf mit Proteinen modifizierten Oberflächen. 

 initiale  
Zelladsorption 
in a. u./s 

Signal  
nach 15 min 
in a. u. 

Vitronektin 0,35 ± 0,08 0,64 ± 0,09 
Kollagen 0,36 ± 0,10 0,72 ± 0,11 
Albumin 0,49 ± 0,14 0,80 ± 0,13 
Fibronektin 0,46 ± 0,11 0,89 ± 0,12 
Laminin 0,75 ± 0,15 0,98 ± 0,12 

 
Um einen direkten Vergleich zwischen dem Mess-
signal der 1-λ-Reflektometrie und der Anzahl 
adhärierter Zellen zu ermöglichen, wurden 
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen verwendet. 
Hierzu wurden die Zellen in einer Dichte von 500 Zel-
len/mm2 auf den mit Proteinen funktionalisierten 
Transducer für 15 min oder 24 h inkubiert und an-
schließend fixiert und gefärbt (AktinGreen, NucBlue). 
Die Anzahl der adhärenten Zellen auf den unter-
schiedlichen Oberflächen wurde über die Zählung der 
gefärbten Zellkerne ermittelt (Abb. 7). Der Vergleich 
des Messignals nach 15 min und der Anzahl der ad-
härenten Zellen resultierte in einer hervorragenden 
Korrelation dieser beiden Messgroßen. Daher spie-
gelt das Signal in der 1-λ-Reflektometrie nach 15 min 
die Anzahl der adsorbierten Zellen wider. Während 
eine Fixierung und Färbung der Zellen nach 15 min 
keine belastbaren Ergebnisse liefern würde, da die 
noch schwach gebunden Zellen während dem Fixie-
ren und Färben leicht abgelöst werden können, liefert 
die 1-λ-Reflektometrie schon nach dieser kurzen 
Messzeit aussagekräftige Ergebnisse. Zudem er-
möglicht die hohe zeitliche Auflösung eine umfas-
sende Charakterisierung der Zell-Material-Interak-
tion, wobei die Interaktion der Zellen mit verschiede-
nen Proteinen simultan untersucht werden konnte.  

Zusammenfassung und Ausblick 
In den vorliegenden Studien konnten wir die breite 
Anwendbarkeit der 1-λ-Reflektometrie demonstrie-
ren, die von der Anwendung als Biosensoren bis hin 
zur Untersuchung von Zell-Material-Interaktionen 
reicht. Die Verschiedene Erkennungsstrukturen 
konnten auf dem Transducer erfolgreich immobilisiert 
werden. Automatisierte Druckverfahren ermöglichten 
eine Anzahl von bis zu 960 Messspots auf einem 
Transducer, was das hohe Multiplexing-Potenzial 
dieser Methode zeigt. Mit verfeinerten Druckprotokol-
len kann theoretisch auch eine weitaus größere An-
zahl an Proben auf einem Transducer immobilisiert 
werden. Neben der Untersuchung von biomolekula-
ren Wechselwirkungen lieferte auch die Untersu-
chung von Zell-Material-Interaktionen vielverspre-
chende Ergebnisse. Es konnte gezeigt werden, dass 
das Signal der 1-λ-Reflektometrie nach einer Mess-
zeit von 15 min proportional zur Anzahl der adhären-
ten Zellen ist. Zudem konnte die Interaktion der MEF-
Zellen mit den Proteinen Vitronektin, Kollagen, Al-
bumin, Fibronektin und Laminin aufgrund der hohen 
zeitlichen Auflösung der 1-λ-Reflektometrie umfas-
senden charakterisiert werden. Die gewonnenen Bin-
dungskurven können für kinetische und thermodyna-
mische Analysen der Interaktionsprozesse herange-
zogen werden, womit ein Affinitätsscreening mit Hilfe 
der 1-λ-Reflektometrie realisierbar ist. Auch die Un-
tersuchung einzelner Zellen erscheint möglich, wenn 
Objektive mit stärkerer Vergrößerung verwendet wer-
den. Ein mögliches Anwendungsfeld dieser Methode 
ist die Qualitätskontrolle biotechnologischer Herstel-
lungsprozesse. Die 1-λ-Reflektometrie wird bereits im 
Rahmen des HORIZON EUROPE Projekt (BioProS) 
eingesetzt, um an einer Verbesserung der Qualitäts-
kontrolle während der Produktion therapeutischer Vi-
ren zu forschen. In diesem Projekt soll ein 

Abb.7: links: Morphologische Untersuchung der Adhärenten MEF-Zellen auf dem mit verschiedenen Proteinen be-
schichtetem Glas. Die in grün dargestellte Färbung von F-Aktin gibt Aufschluss über die Organisation des Zytoskeletts 

der Zellen. Die Anzahl der adhärenten Zellen würde über die Zählung der gefärbten Zellkerne (blau) erfasst. Rechts: 
lineare Korrelation des 1-λ-Reflektometrie -Signals nach einer Injektionszeit der Zellsuspension von 15 min und der 

Anzahl an fixierten und fluoreszenzmarkierten Zellen nach einer Inkubationszeit von 24 h. 
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multifunktionaler Sensorchip zur simultanen Mes-
sung verschiedener Assays (DNA, Antikörper, zellba-
siert) entwickelt werden. In der Materialforschung für 
die Medizintechnik kann die 1-λ-Reflektometrie dazu 
beitragen, die Interaktionen der relevanten Zelltypen 
mit neu entwickelten Implantat Oberflächen zu cha-
rakterisieren. 
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