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Einleitung

Heutzutage sind Biosensoren aus dem medizini-
schen Umfeld nicht mehr wegzudenken. So ist es
heutzutage damit mdglich, den Blutglukosewert Uber
mehrere Tage bis Wochen Uberwachen zu kdénnen.
Durch eine Verknlpfung mit einer automatischen In-
sulinpumpe koénnen so fir den Patienten gefahrliche
Situationen vermieden werden. [1]

In der klinischen Diagnose werden sie beispielsweise
verwendet, um die CRP-Konzentration bei Patienten
zu messen. Dies ermoglicht eine schnelle Bestim-
mung der aktuellen Entzindungswerte und kann so
helfen die Ursachen einzugrenzen [2]. Im Bereich der
Krebsfriherkennung wurden verschiedene optische
Biosensoren entwickelt, welche eine schnelle und
einfache Erkennung ermdglichen sollen [3].

Neben solchen ,Point-of-Care“-Tests kdnnen Bio-
sensoren in der biomedizinischen Forschung helfen.
Zum Beispiel bei der Entwicklung neuer Medika-
mente spielt die Biomolekulare Interaktionsanalyse
eine wichtige Rolle [4]. Diese erleichtert die Suche
nach neuen Wirkstoffen und ermoglicht das Testen
auf mdgliche Kreuzreaktionen. Eine relativ neue Art
von Therapeutika sind therapeutische Viren, auch bei
deren Entwicklung und Produktion kénnen Biosenso-
ren behilflich sein eine gleichbleibende Qualitat fur
den therapeutischen Einsatz zu gewahrleiten [5].
Auch in der Pravention von Krankheiten kénnen Bio-
sensoren eine wichtige Rolle Ubernehmen, sei es
durch die Untersuchung von Nahrungsmittel auf Pes-
tizidriickstande oder Pathogenen [6] oder der Uber-
wachung von Trinkwasser auf Verschmutzung [7].
Fir diese sehr unterschiedliche Anwendungen wur-
den im Laufe der Jahre unterschiedliche Arten von Bi-
osensoren entwickelt. Das Grundprinzip ist jedoch bei
allen gleich. Sie bestehen aus einer meist stationa-
ren, biologischen Erkennungsstruktur, welche durch
die Wechselwirkung mit dem Analyten eine Verande-
rung ihrer physikochemischen Eigenschaften bewir-
ken. Diese Veranderung wird durch den Transduktor
in ein messbares Signal umgewandelt und vom De-
tektor aufgezeichnet. [8]

In Abb. 1 sind moégliche Erkennungsstrukturen fur Bi-
osensoren skizziert. So kann beispielsweise die Inter-
aktion komplementarer DNA-Sequenzen miteinander
verfolgt und quantifiziert werden [9]. Ebenso werden
haufig Antikérper immobilisiert, welche zur spezifi-
schen Erkennung von Molekulen [10], Proteinen [11],
Viren [12] oder sogar ganzen Zellen genutzt werden
[13]. Auch immobilisierte Zellen werden in Biosenso-
ren verwendet [14].

Die verschiedenen Erkennungsstrukturen sind sehr
unterschiedlich in ihrer GroRe. So sind kleine
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Molekule und Peptide im unteren einstelligen Nano-
meter-Bereich, ebenso Antikérper (= 5 nm), Viren ein
bis zwei GroéRenordnung gréBer (=26 nm bei
AAVs [15] und 100 — 200 nm bei Herpesviren [16]).
Zellen hingegen sind von der Dicke im Mikrometerbe-
reich (= 10 um) [17].
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Abb. 1: Verschiedene Erkennungsstrukturen (nicht maf3-
stabsgetreu) fiir mogliche Anwendungen von Biosenso-
ren. Links: DNA fiir die Untersuchung von DNA-DNA-
Interaktionen; Mitte: Antikdrper zur Quantifizierung von
Virionen; Rechts: Zellen zur Untersuchung von Zellinter-
aktionen mit der Oberfldche.

In den vergangenen Jahrzehnten haben sich direkt-
optische Detektionsmethoden in den verschiedens-
ten Anwendungsfeldern bewiesen. Dies liegt unteran-
derem daran, dass durch die markierungsfreien
Techniken die Probenvorbereitung deutlich geringer
ausfallt. Ebenso kdnnen mogliche Artefakte durch die
Markierung ausgeschlossen werden. [14, 18]

Diese markierungsfreien, direkt-optischen Verfahren
kénnen in zwei Gruppen unterteilt werden, je nach-
dem, ob sie auf der alleinigen Anderung des Bre-
chungsindex oder der Reflektion beruhen. Der wohl
bekannteste Vertreter fir Erstere ist die Oberflachen-
plasmonenresonanzspektroskopie. Sie wird aufgrund
ihrer niedrigen Nachweisgrenzen und guten Repro-
duzierbarkeit, der Mdglichkeit zur parallelen, markie-
rungsfreien Echtzeit-Messung von Molekul-Interakti-
onen gerne verwendet. [19]

Ein Nachteil ist jedoch, dass der Brechungsindex
stark temperaturabhangig ist und dadurch bereits
kleinere Temperaturschwankungen die Messungen
negativ beeinflussen kdnnen. Reflektometrische Me-
thoden, welche auf der Anderung der optischen
Schichtdicke (n - d) beruhen, haben dieses Problem
nicht. [18]

Da der Brechungsindex n von der Dichte abhangig ist
und diese wiederum von der thermischen Ausdeh-
nung, nimmt der Brechungsindex n mit steigender
Temperatur ab. Die physikalische Schichtdicke d der
Bioschicht  hingegen nimmt mit steigender
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Abb. 2: Das Grundprinzip der Reflektometrie. Links: Licht (gelber Pfeil) wird an den Grenzfldchen zwischen Trans-
ducer (grau) und Bioschicht (griin) sowie Bioschicht und Medium teilweise reflektiert (oben). Die reflektierten Teil-
strahle interferieren miteinander und erzeugen ein Interferenzspektrum (unten). Rechts: Wenn die optische Schichtdicke
der Bioschicht sich verdndert, verschiebt sich das Interferenzspektrum in x-Richtung (unten).

Temperatur zu. Dadurch sind Methoden, welche auf
der Anderung der optischen Schichtdicke beruhen ro-
bust gegentber Temperaturanderungen. [20]
Verschiedene reflektometrische Methoden wie die
Reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS),
die Biolayerinterferometrie (BLI) oder die 1-A-Reflek-
tometrie haben sich im Laufe der Jahre entwickelt.
Sie alle beruhen auf dem gleichen Prinzip, dass Teile
von Licht an den Phasengrenzen reflektiert werden.
Die reflektierten Teilstrahlen interferieren wellenlan-
genabhangig konstruktiv oder destruktiv (vergleiche
mit Abb. 2, links). Wenn es nun durch die Interaktio-
nen von Erkennungsstruktur und Analyt zu einer An-
derung der optischen Schichtdicke kommt, so ver-
schiebt sich das Inferenzspektrum in x-Richtung (ver-
gleiche mit Abb. 2, rechts). [14]

Bei der RIfS wird Weilllicht verwendet. Das reflek-
tierte Licht wird mittels eines Diodenzeilenspektrome-
ters gemessen. So kann uber die Verschiebung des

B
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Abb. 3: Die Verschiebung des Interferenzspektrums kann auf

C

unterschiedliche Arten ausgewertet werden. a) Die Verschie-
bung eines Extrempunktes in x-Richtung. b) Die Intensitéts-
dnderung bei einer bestimmten Wellenlédnge wird gemessen.

) Manche Wellenldngen sind fiir die Auswertung iiber die
Intensititsdnderung geeignet, andere jedoch ungeeignet.
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Interferenzspektrums in x-Richtung in Echtzeit die
Anderung der optische Schichtdicken berechnet wer-
den (vergleiche mit Abb. 3, a)). Eine ausflhrlichere
Beschreibung der RIfS ist unter anderem in Referenz
[20] zu finden.

Bildgebende Techniken wie die (Imaging-)1-A-Reflek-
tometrie nutzen einfarbiges Licht anstelle von Weif3-
licht[21]. Wenn die optische Schichtdicke sich andert,
kann mit einen Bildsensor in Echtzeit die lokale Inten-
sitdtsdnderung des reflektierten Lichts beobachtet
werden (vergleiche mit Abb. 3, b)). Da die maximale
Intensitatsanderung von der Wahl der Wellenlange
abhangt, kann sie als Mal der Empfindlichkeit der 1-
A-Reflektometrie verwendet werden. Bei der Wahl der
falschen Wellenlange kann jedoch eine Bestimmung
der optischen Schichtdicke unmdglich sein (verglei-
che mit Abb. 3, ¢)). Deshalb ist es wichtig je nach ver-
wendeter Erkennungsstruktur die richtige Wellen-
lange zu wahlen.

Die in dieser Arbeit vorgestellte Mehrfarben-Imaging-
Reflektometrie ist eine Weiterentwicklung der 1-A-Re-
flektometrie, welche durch die alternierende Verwen-
dung mehrerer Wellenlangen und synchronisierter
Bildaufnahme flr verschiedenste Erkennungsstruktu-
ren und Analyten geeignet ist — besonders bei der pa-
rallelen Messung verschiedener Assays. Sie hat eine
gute zeitliche Aufldsung bei vergleichbaren Signal-
zu-Rausch-Verhaltnissen, ohne EinbuRen in der ortli-
chen Auflésung hinnehmen zu mussen.

Methoden und Materialien

Aufbau der Mehrfarben-Imaging-Reflektometrie

Der schematische Aufbau der Mehrfarben-Imaging-
Reflektometrie ist in Abb. 4 gezeigt. Dieser besteht
aus einer RGB-LED, bei der die einzelnen Farbka-
nale (rot= 635 nm, griin =540 nm und blau = 460 nm)
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einzeln ausgesteuert werden kdénnen. Das Licht der
RGB-LED wird dann Uber einen Strahlteiler zum
Transducer geleitet. Dort wird das Licht an den
Grenzschichten teilweise reflektiert. Das reflektierte
Licht fallt dann auf einen CMOS-Sensor und kann als
Bild abgespeichert werden.

3

Abb. 4: Schematischer Aufbau der Mehrfarben-Imaging-
Reflektometrie. 1) RGB-LED, 2) Strahlteiler, 3) Trans-
ducer mit immobilisierten Erkennungsstrukturen und
4) CMOS-Sensor.

Steuerung

Fur die Messungen wurde eine eigene GUI (Eclipse
IDE 4.31.0) programmiert, welche die steuerbare
RGB-LED mittels RS-232 jede Sekunde weiterschal-
tet (rot — griin — blau — rot — usw.). Synchronisiert
dazu wird die Bildaufnahme gestartet. Die Kamera
nimmt jede Sekunde die maximal mogliche Anzahl an
Bildern (8-bit) auf, addiert diese zu einem Summen-
bild und speichert diese Summenbilder nach Farbe
sortiert als 16-bit TIFF-Bilder ab.

Um die verschiedenen Prozesse des Schaltens der
RGB-LED, der Kameratriggerung und das Summie-
ren und anschlieBende Abspeichern in immer glei-
chen Zeitabstanden zu gewahrleisten, laufen diese
Prozesse parallel in verschiedenen Threads. So ladt
ein Thread wahrend einer Messung die aufgenomme-
nen Bilder konstant in den Zwischenspeicher. Ein
weiterer Thread nimmt, wenn jeweils die maximale
Anzahl an Bildern je Sekunden im Zwischenspeicher
zusammengekommen sind (die maximale Anzahl an
Bildern je Sekunde wird je nach verwendetem Sensor
durch den Sensor selbst oder die maximal mogliche
Datenlibertragung limitiert), werden diese daraus ent-
nommen und zu einem Bild aufaddiert. AnschlieRend
wird das Bild von dem gleichen Thread abgespei-
chert. Wenn wieder die Anzahl an Bildern fir die
nachste Farbe im Speicher vorhanden ist, wird der
Prozess wiederholt.

Das Schalten der LED wird ebenfalls durch die An-
zahl an Bilder im Arbeitsspeicher ausgeldst. Hierbei
ist es jedoch entscheidend, dass bereits 90 ms friher
der Befehl zum Farbwechsel der LED gesendet wer-
den muss, da diese so lange bendtigt, bis der Farb-
wechsel tatsachlich stattfindet. Das Programm
schickt dann entsprechend bereits zu einer friiheren
Bildanzahl den Befehl an die RGB-LED ab.
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Die RGB-LED wird so eingestellt, dass die Intensitat
des reflektierten Lichts jeder Farbe am Anfang der
Messung die gleiche Intensitat hat, um eine bessere
Vergleichbarkeit zu gewahren.

Messablauf

Fir die Imaging-Reflektometrie-Messungen wird der
Transducer in eine selbstgebaute Flusszelle einge-
spannt. Folgende Flissigkeiten werden von einer Pe-
ristaltikpumpe (IsmaTec) mit 200 pL/min Gber den
Transducer gepumpt:

e 0-200s:PBS
201 — 500 s: Analytlésung
501 - 700 s: PBS
701 — 800 s: Regenerationslésung
801 - 1000 s: PBS

Auswertung

Fur die Auswertung wird ein selbstgeschriebenes
Matlab-Skript (R2024a) verwendet. Damit werden
Bereiche (ROIs) markiert und dort die Intensitats-
werte der Bilderserie ausgelesen. Der gemittelte In-
tensitatswert je ROl wird dann durch den ersten Wert
der Messung geteilt. Anschlielend werden jeweils
ebenso berechnete Intensitatswerte eines gewahlten
Hintergrunds abgezogen. Man erhalt dadurch die pro-
zentuale Anderung der Intensitat Giber die Zeit. So er-
haltene Bindungskurven sind in Abb. 6 gezeigt.

Weitere Methoden

Neben der Mehrfarben-Imaging-Reflektometrie
wurde die RIfS verwendet, um die Signalanderung fur
verschiedene Wellenlangen in Abb. 5 zu messen.

Eine Bindungskurve in Abb. 6 (schwarze Punkte)
wurde mit der 1-A-Reflektometrie gemessen. Der
Grundaufbau ist gleich zur hier vorgestellten Mehrfar-
ben-Imaging-Reflektometrie, es wird jedoch eine
nichtregelbare, grine LED (= 530 nm) verwendet.

Materialien

Alle Messungen wurden in PBS (siehe Referenz [22],
pH 7,4) durchgefuhrt. Als Regenerationsldsung
wurde eine 0,5-prozentige Natriumlaurylsulfatiésung
(pH 1,5) verwendet.

Fir die Messung der wellenldngenabhangigen Sig-
naldnderung wurden streptavidinbeschichtete Poly-
strolkiigelchen (NANOCS, USA) mit den Durchmes-
sern von 20 nm und 10 ym verwendet. Diese wurden
Uber selbstbeschichtete biotinylierte Transducer (b-
BSA von Thermo Fisher Scientific) gegeben (siehe
Referenz [19]).

Fur die Imaging-Reflektometrie-Messungen wurden
Glastransducer mit PEG (Rapp, Tubingen) beschich-
tet und 500 ug/mL Testosteron-3-(O-carboxyme-
thyl)oxim:BSA (Merck) kovalent auf dem Transducer
immobilisiert (siehe Referenz [23]). Fir die Messun-
gen wurden jeweils 1 mL einer 10 pg/mL Anti-Testos-
teron (Origene) in PBS verwendet.
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Ergebnisse

Wellenldngenabhéngige Signalénderung

Das Diagramm in Abb. 5 zeigt die Signalanderungen
durch die Interaktion von streptavidinbeschichteten
Polystryrolkigelchen auf kovalent immobilisertem Bi-
otin-BSA. Aus den RIfS-Rohdaten wurde fiur jede
Wellenlange die Signaldnderung nach der Interaktion
berechnet. Es zeigt sich, dass fur verschiedene Gro-
Ren die maximale Intensitdtsdnderung bei unter-
schiedlichen Wellenlangen (445 nm fir die 20 nm Po-
lystyrolkiigelchen, 530 nm fiir die 10 um Polystyrolki-
gelchen) beobachtet wird.

AuRerdem gibt es Wellenlangen, in denen keine In-
tensitatsanderung zwischen Start der Messung und
Ende der Interaktion zu sehen ist. Fir die 20 nm Po-
lystyrolkiigelchen ist das bei etwa 490 und 610 nm,
fur die 10 ym Polystryolkigelchen bei etwa 470 und
490 nm der Fall.

Signaldnderung fiir verschiedene Polystyrolkiigelchen
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Abb. 6: Die prozentuale Anderung der Intensitit je Wel-
lenldnge. Gemessen wurde die Interaktion zwischen strep-
tavidinbeschichtete Polystyrolkiigelchen (10 pm und
20 nm Durchmesser) und immobilisiertem Biotin-BSA
mittels RIfS.

Testosteron-/Anti-Testosteron-Assay

Die in Abb. 6 gezeigten Bindungskurven zeigen die
Intensitatsanderung wahrend einer Testosteron/Anti-
Testosteron-Interaktion. Die starkste Signalanderung
nach der Assoziationsphase wird durch die 1-A-Re-
flektometrie und die blaue LED erreicht. Der Verlauf
der beiden Bindungskurven ist nahezu gleich. Die
grine LED zeigt ein etwas schwacheres Signal. Am
wenigsten erhalt man bei diesen Assay von der roten
LED. In Tab. 1 sind die Signalanderungen der Bin-
dungskurven nochmals zusammengefasst. Es wurde
aus der Differenz der Intensitatsanderung zwischen
den Zeitpunkten 0 s und 600 s berechnet. Das Rau-
schen wurde aus den ersten 20 Messwerten am An-
fang berechnet. Hierfir wurde jeweils die Wurzel des
mittleren quadratischen Fehlers berechnet, da dort
keine Signalanderung erwartet wird. Das Rauschen
ist fir alle Bindungskurven ahnlich, fur die getriggerte
blaue und griine LED leicht besser und bei der roten
LED am schlechtesten.
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Testosteron-/Anti-Testosteron-Assay
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Abb. 5: Bindungskurven eines Testosteron-/Anti-Tes-
tosteron-Assays. Die schwarzen Messpunkte wurden
mit der klassischen 1-A-Reflektometrie aufgenommen.
Die roten, griinen und blauen entsprechen den jeweili-
gen LED bei der Mehrfarben-Imaging-Reflektometrie.

Aus Signal und Rauschen Iasst sich dann das Signal-
Rausch-Verhéltnis berechnen. Durch das etwas nied-
rigere Rauschen erreichen die blaue und griine LED
in der Mehrfarben-Imaging-Reflektometrie das beste
Signal-Rausch-Verhaltnis. Nur etwas schlechter ist
die 1-A-Reflektometrie und deutlich schlechter durch
das héhere Rauschen und deutlich niedrigere Signal
die rote LED.

Alle Bindungskurven erreichen am Ende nach der
Regeneration wieder das Anfangssignal.

Tab. 1: Auswertung der Bindungskurven in Abb. 6

1-A Rot Grin Blau
Signalin % | 1,3 0,74 1,11 1,29
Rauschen 0,0036 | 0,0054 0,0028 0,0032
in %
Signal- 361,11 | 137,04 396,43 403,13
Rausch-
Verhaltnis
Diskussion

Die wellenlangenabhangige Auswertung der Sig-
nalanderung in Abb. 5 bestatigt die in der Einflihrung
genannte Problematik. Unterschiedliche Analyten
und Erkennungsstrukturen erfordern eine Anpassung
des Schichtsystems fir eine maximale Empfindlich-
keit. Da dies nicht ohne weiteres fir jede Messung zu
bewerkstelligen ist, ist es mit der Mehrfarben-Ima-
ging-Reflektometrie gelungen, durch die synchroni-
sierte Steuerung von Sensor, LED und Datenverar-
beitung parallel bei unterschiedlichen Wellenlangen
zu messen. Bei guter zeitlicher Auflosung wird die-
selbe ortliche Auflosung wie bei der 1-A-Reflektomet-
rie erreicht. Das erreichte Signal-Rausch-Verhaltnis
ist in der gleichen GréRenordnung.

Dadurch ist die Mehrfarben-Imaging-Reflektometrie
deutlich anpassungsfahiger an verschiedene Analy-
ten und Erkennungsstrukturen und ist damit bestens
geeignet fur die parallele Messung unterschiedlichs-
ter Assays.
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