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1. Einfilthrung

In diesem Kapitel erhalten Sie einen Uberblick iiber die Funktionsweise von Biosensoren
und ihre Entstehungsgeschichte sowie die unterschiedlichen Typen und ihre Eigenschaf-
ten. Weiter werden Sie die Bedeutung und das Potenzial dieser Sensoren sowie ihre

wichtigsten Anwendungsgebiete kennenlernen.

Sie werden dann in der Lage sein, die Vorteile beim Einsatz von Biosensoren zu erkla-
ren, einige Anwendungsfelder zu benennen und Aussagen zur Entwicklung von Biosen-
soren zu treffen.

1.1 Biosensoren

Ein Biosensor ist eine Analysevorrichtung, die eine biologische Reaktion in ein elektrisches
Signal umwandelt. Der Begriff Biosensor wird auch oft verwendet, wenn ein Sensor zur
Messung biologischer Parameter verwendet wird, auch wenn dieser selbst keine biologi-
schen Rezeptoren enthalten.

Die Biorezeptoren sind im Allgemeinen sehr spezifisch und flir eine bestimmte Anwendung
malgeschneidert.

Bioreceptor

/o

Analytes

~ Transducer

Abb. 1: Erkennt der selektive Biorezeptor die Substanz, wird ein Signal erzeugt (links). Ein
unbekannter Analyt verursacht dagegen kein Signal am Ausgang (rechts).

Ein Biosensor-System besteht im Allgemeinen aus

a) einem Biorezeptor,

b) einem Transducer, der ein elektrisches Signal liefert (z.B. Elektroden),
c) einer Verstarker-Einheit

d) einer Verarbeitungseinheit

e) einer Anzeige

‘

Abb. 2: Das Biosensor-System. Wir beschaftigen uns in diesem Kurs hauptsachlich mit
den Einheiten a und b (rot eingekreist).

Was ist ein Biosensor? Aus welchen Komponenten besteht typischerweise ein
Biosensor-System?
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1.2 Die Entwicklung von Biosensoren

Die Biosensoren kombinieren die Selektivitat der Biologie mit der Verarbeitungsleistung
moderner Mikroelektronik womit uns leistungsfahige Diagnosewerkzeuge zur Verfligung
stehen. ldealerweise sollten Biosensoren - im Vergleich zur herkémmlichen Analysemetho-
den - bessere Messungen und Analysen erméglichen.

Die Vorteile sind dabei:

* kleinere Proben notwendig

* sind Empfindlich, selektiv und spezifisch

* einfacher zu verwenden

e schnellere Verfahren

*  kostengiinstiger

e ermdglicht Online-Monitoring

Die typischen Einsatzgebiete fiir Biosensoren sind:

e Medizin (z.B. klinische Diagnostik)

* pharmazeutische Medikamentenanalyse

e Industrieprozesse

e Nahrungsmittelkontrolle

e Umweltliberwachung

«  Uberwachung biologischer und chemischer Bedrohungen (Terror- oder Kriegsangriffe)

Im Folgenden sehen Sie einige Meilensteine bei der Entwicklung von Biosensoren:

* 1956 — L. D. Clark entwickelt die Sauerstoff-Elektrode. 1962 prasentierte er auf dieser
Basis einen Glukose-Sensor zur Online-Uberwachung des Blutzuckers wéhrend einer
Operation.

* 1969 - Guilbault und Montalvo berichten von dem ersten potentiometrischen Biosen-
sor, einem Harnstoffsensor auf Basis der Urease.

e 1972/1975 - Yellow Springs bietet den ersten kommerziell erhaltlichen Blutzucker-
messgerat auf Basis der Ideen von Clark.

e 1974 - Mosbach schlug die Verwendung von Enzymen mit thermischen Transducern
fir Biosensoren vor.

e 1975 - Divis schlug die Verwendung von Bakterien als biosensitive Elemente zur Mes-
sung von Alkohol vor.

* Lubbers und Opitz beschreiben den ersten optischen Biosensor, einen funktionalisier-
ten Faseroptik-Sensor mit immobilisiertem Indikator (Optode).

* 1976 - Clemens et al. bauten einen Glukose-Biosensor in einer stationdren, kinstlichen
Bauchspeicheldriise. Roche fiihrte den Lactate-Analyser LA 640 ein, der Hexacyano-
ferrate als Vermittler fiir Electronentransfer verwendete.

* 1982 - Shichiri et al beschreiben den ersten Nadelformigen Glukose-Biosensor fiir die
Implantation unter der Haut.

* 1983 - Liedberg beschreibt Echtzeit-Monitoring Affinitatreaktionen durch "surface
plasmon resonance" (SPR).

* 1984 - Ferrocen wurde als ein immobilisierter Mediator fiir Verwendung mit Oxidore-
duktasen beim Bau von kostengiinstigen Geraten vorgestellt und flihrte zu im Sieb-
druckverfahren hergestellte Enzymelektroden durch MediSense in 1987 fiir private
Blutzuckermessung. Die Verkaufszahlen von MediSense erhohten sich exponentiell
und erreichten US$175 Millionen in 1996 als MediSense von Abbott ibernommen
wurde. Roche Diagnostics (friher Boehringer Mannheim) und Bayer bieten nun &hnli-
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che Biosensoren und diese drei Firmen dominieren den Weltmarkt fiir Biosensoren fiir
Heimanwendung mit 85% Marktanteil.

e 1990 — Pharmacia bot the BlIAcore an (basiert auf SPR). GE-Healthcare (ibernahm
2006 BlAcore.

Nennen Sie einige Vorteile sowie Einsatzgebiete fiir Biosensoren.

1.3 Biosensorkomponenten

Ein Biosensor besteht normalerweise aus drei Komponenten:

* Biologischer Komponente (Biorezeptor) z.B. Enzymen, Mikroorganismen, Antikérper,
Proteinen, DNA-Arrays, Chemorezeptoren, Gewebe oder Organelle

*  Physikalischer Komponente (Transducer/Umwandler) z.B. Amperometrisch, Potentio-
metrisch, Halbleiter, Thermometrisch, Fotometrisch oder Piezoelektrisch.

e Schnittstellenkomponente (Polymerschicht, chemisch modifizierte Oberflache) als
Verbindung zwischen den beiden anderen Komponenten.

1.3.1 Biologische Komponente

Die biologische Komponente reagiert oder interagiert mit der zu detektierenden spezifi-
schen Substanz. Wir teilen die biologischen Komponenten in zwei Gruppen ein: katalyti-
sche und nichtkatalytische Gruppen. Enzyme, Mikroorganismen und Gewebe gehdren der
ersten Gruppe an wahrend Antikérper, Memberan-Rezeptoren, Nucleinsauren und synthe-
tische Rezeptoren zur zweiten Gruppe gehoren.

Enzyme sind Proteine, die ein Substratmolekiil erkennen und seine Umwandlung zum
Produktmolekiil durch eine chemische Reaktion Beschleunigen (Katalyse, Beschleunigung
bis zu 10™-Fach) ohne das Reaktionsgleichgewicht zu beeinflussen. Das Signal ist hier ent-
weder indirekt z.B. Anderung von p0,, pH, H,0,, Farbe, Temperatur etc. oder direkt durch
direkten Elektronentransfer von den Redox-Enzymen (siehe Abbildung unten).

10 nm
2 — @
analyle
: . praduct .

1

signal

enzyme

Abb. 3: Katalyse durch Enzymen und Abgabe eines Signals.

Antikorper sind ebenfalls Proteine (Immunoassay):

* Sie sind Y-formige Immunoglobuline mit einer spezifischen Bindungsstelle (Fab).

* Sie werden als natiirliche Erkennungsmolekiile von dem Immunsystem eines Korpers
produziert.

* Siesind in der Lage, bestimmte Antigene (Viren, Mikroben) zu binden.

*  Der Signalausgang ist gravimetrisch, optisch etc.

Was ist die Funktion der biologischen Komponente eines Biosensors? Welche Ein-
gruppierung kennen Sie fiir diese Komponente?
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10 nm
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signal

Abb. 4: Antikorper-Antigen-Bindung.
1.3.2 Physikalische Komponente

Die physikalische Komponente wandelt die biochemische Reaktion oder Interaktion in
ein quantifizierbares und verarbeitbares elektrisches Signal um. Diese kann eine einfache
elektrochemische Vorrichtung oder ein komplexes, multitechnologisches Instrument sein
und die Signalumwandlung kann auf unterschiedliche Methoden basieren:

e pH-metrisch.

*  Amperometrisch

* potentiometrisch

* kalorimetrisch

* thermisch

e optisch

e gravimetrisch
* etc.

1.3.3 Schnittstellenkomponente

Die Schnittstellenkomponente verbindet die biologische Komponente mit dem Transducer.
Sie kann zum Immaobilisieren des Biorezeptors herangezogen werden. Weiterhin kann sie
im Falle von labilen, toxischen oder aggressiven Substanzen eine selektive oder protektive
Funktion tibernehmen (Bsp. Diinnschichtmembrane).oder vor Signalfehlern schiitzen.
Beispiele sind Membrane, leitfahige Polymere, Gelmatrix, selbst-organisierte Monolayer
(self-assambled monolayer SAM) von Quervernetzern.

Die folgende Abbildung zeigt den Aufbau eines Glukose-Biosensors als klassisches Beispiel
fur das Zusammenwirken der drei Komponenten in einem Biosensor.

<
<
S8
T S
3%
S RE
Protein
(Plasma proteirs, Bnzymes)

o Andyte
R om0, (glucose, ghutamate, lactate)

o Neutral Intereferent
(paracstamal)

(=) egasively Charge Interef et
(ascorbats, wate, DOPAC)

Electrode

Polyureth:
(Polycarbonate)

Abb. 5: Aufbau eines Glukose-Biosensors.

Welche Methoden kennen Sie fiir die Signalumwandlung der physikalischen Kompo-
nente?
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1.4 Bedeutung von Biosensoren und ihr Markt-
potenzial

Biosensoren sind in der Lage, viele Bereiche zu beeinflussen. Ihre Haupteinsatzfelder sind
in der Medizin, Umweltiiberwachung, Kontrolle der Lebensmittel oder industrielle Prozes-
se. Die Blutzuckermessung bei Diabetikern spielt eine zentrale Rolle bei der Forschung und
erfolgreiche kommerzielle Verbreitung von Biosensoren. Der Diabetesmarkt ist bei weitem
der grolte Biosensormarkt, welche durch zwei Merkmale unterstiitzt wird: GroRRer Anteil
der Krankheit an der Bevdlkerung (weltweit 2%, in einigen Landern bis zu 6%) und die
Notwendigkeit der wiederholten Messungen (2- bis 4-mal pro Tag).

Als Vergleich brauchte man nur eine Cholesterinmessung pro Woche oder gar pro Monat,
obwohl ein groer Bevolkerungsanteil diese bendtigt.

Die Entwicklung der Biosensoren Uber die letzten 40 Jahre beginnt mit der Entwicklung
des Biosensor-Konzepts als einfache, spezifische, robuste, kostengiinstige, portable und
einfach zu benutzende Technologie tber die erste Generation mit dem Schwerpunkt Inte-
gration, die Sensorsysteme, Integration von mehreren Schritten und mehrfache Analyten
hervorbrachte und zeitgleich teuer war und trainierte Anwender und Laborumgebung er-
forderte bis zu der zweiten Generation mit dem Schwerpunk Miniaturisierung, die kleinere
integrierte Systeme, Massenproduktion und billigere Komponenten erméglichte.

16000.0

14000.0

12000.0

10000.0

$Million  8000.0
6000.0

4000.0

2000.0

a0

Abb. 6: Die Prognose von "Forst & Sullivan" fir Biosensoren aus dem Jahr 2009.

Total Biosensors Market: Percent Revenues (World), 2009 Total Biosensors Market: Percent Revenues (World), 2016
Environmer rital Biodefence Research Laboratories
26%

Process  Environmertal 3 3
Industries
::::::: i

Pairt of Care
479%

Pairt of Care
445%

Abb. 7: Die Verteilung des Markts flr Biosensoren bleibt zwischen 2009 und 2016 weitge-
hend unverandert.

Die Schlisselparameter, die die Entwicklung des Marktes beeinflussen, sind in der folgen-
den Abbildung dargestellt. Dabei sind die Synergie-Effekte mit anderen Technologien, die
Nachfrage in bestimmten Testgebieten, die allgemeinen Randbedingungen, die konkur-
rierenden Technologien, die gesetzlichen Anforderungen und die nétigen Ressourcen zu
nennen.
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- Global Food-Quality— « Mass Spectroscopy
Control Legislation

Abb. 8: Die sechs Parameterfamilien, die die kommerzielle Entwicklung von Biosensoren
beeinflussen (Quelle: SRIC-BI).

Wir behandeln in dieser Vorlesung hauptséchlich die drei rot eingekreisten Kategorien in
der oberen Abbildung.

1.4.1 Allgemeine Randbedingungen
Hier listen wir einige Randbedingungen und ihre Einflisse auf die Entwicklung auf:

e /eitlich niedrige Bestandigkeit und kurze Haltbarkeitsdauer bedeuten teure Einzelge-
brauch-Geréte.

* Angst vor schnellen Riickgang des Profits, wenn Biosensoren verbreitete Handelsgi-
ter wiirden, zégerten die Hersteller bei Herstellungsverpflichtungen.

* Da momentan keine "Standard"-Multifunktion-Biosensoren fiir ein breites Spektrum
von Anwendern existieren, fiihrt dies zur Konzentration auf Markte mit hohem Nach-
fragepotenzial z.B. fir Blutzuckermessung.

* Bislang werden die meisten finanziellen Mittel in die Entwicklung der Technologie
investiert und die Vermarktung bleibt vernachlassigt. Daher sind rentable Produkte
eher Mangelware.

* Die Forschung und Entwicklung von Biosensoren erfordern vielfaltige Kompetenzen
(Halbleiter, Elektrochemie, Optik, Polymerchemie, Mikrobiologie, Biochemie etc.).
Daher besitzen nur wenige Firmen oder Institutionen die Ressourcen, um solche
multidisziplinare Teams zusammen zu stellen.

1.4.2 Nachfrage-Faktoren

Die Entwicklung wird aber andererseits durch Nachfrage getrieben. Der grofte Antrieb ist
dabei die Gesundheitsfirsorge. Medikamentenentwicklung, Umweltverschmutzung und
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Lebensmittelanalyse sind weitere Anwendungsgebiete. Unten sind jeweils einige spezielle

Anwendungsfalle aufgefiihrt:.

* Gesundheitsfiirsorge: Schnelle Verbreitung von Diabetes, schnelle Uberwachung der
Hochrisikomedikamenten bzgl. Nebenwirkungen, schnelle Diagnose bei Schwerkran-
ken, schnelle In-situ-Analyse von kritischen Parametern

+  Medikamentenpriifung: Vorklinische Giftigkeitstests, Uberwachung wahrend der klini-
schen Tests, Qualitatskontrolle bei der Medikamentenproduktion.

Umweltverschmutzung: zunehmendes Bediirfnis fiir Umwelt-Uberwachung, Begeg-
nung der Gefahr von ABC-Terrorismus.

* Lebensmittelanalyse: Neue gesetzliche Standards fiir mikrobiologische Uberwachung.

1.4.3 Synergetische Technologien

Die Konvergenz der Technologien hinter Biosensoren ist sehr vorteilhaft. Die drei Haupt-
disziplinen sind hier die Biotechnologie, die Polymerchemie und die Mikroelektronik. Ein
Beispiel ist dabei die Anbringung von Metallschichten bei niederen Temperaturen an
Polymersubstraten anstelle der Anbringung an teuren Keramikmaterialien. Ein weiteres
Beispiel ist der Computergestiitzte Design von Enzymen und biomimetischen Molekiilen
2.B. Aptameren, der den Bedarf an teuren monokolonalen Antikérper, rekombinante DNA
und anderen seltenen Substanzen stark reduziert.

Durch welche Faktoren wird die Entwicklung von Biosensoren begiinstigt? Welche
Faktoren sind dabei eher hinderlich?

1.5 Anwendungen
1.5.1 Gesundheitsfiirsorge

Die Anwendungen in diesem Gebiet sind u.a.:

* Klinische Blutanalyse, 02, CO2, pH, Glukose, K, Na, Ca, Cl, Bikarbonate, Urea, Kreati-
nin, Laktat, Hamatokrit, Bilirubin und Cholesterin

* Krebsdiagnose anhand der Analyse von Urinproben.

* DNA-Diagnose, Entdeckung von genetisch bedingten Krankheiten.

* Patientennahe Uberwachung bei der Intensivpflege

* Haushaltsdiagnosegerate: Blutzucker, Schwangerschaft, Cholesterin, Urea, Sport &
Fitness-Uberwachung

* Veterindre Diagnose bei Haus- und Nutztieren.

Die schnelle Diagnose ist einer der Vorteile von Biosensoren. Da Biosensoren beinahe
sofort Ergebnisse liefern, erlauben sie die klinischen Diagnosen in kritischen Fallen vor Ort
durchzufiihren, sodass der Bedarf an langwierige Prozeduren in Laboratorien stark reduziert
wird. Die Behandlung von Patienten kann dementsprechend schneller beginnen.

Die schnelle Diagnose macht Medikamenten-Uberwachung dank nutzerfreundliche Forma-
te bei Selbsttests zuhause maglich.

Die gemeinsamen Eigenschaften der Produkte sind dabei die kleinen Probenvolumen,
schnellere Diffusion der Reaktanten, Reduktion des Hintergrundrauschens, einfachere
Fullung und Manipulation sowie Erschwinglichkeit und Tragbarkeit.
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Bedeutung sind.

Weitere Vorteile sind:

* Ergebnisse liegen in 3-5 Minuten vor
* Einfacher, einstufiger Prozess

* Erprobte Laborgenauigkeit

* Keine Proben-Handhabung

* Kein Bedarf an Klinikpersonal

e Kein Hinzufiigen von Reagenzien

* Kein Bedarf an Pipetten

* lange Haltbarkeit

Bei Konsumentenprodukten ("low tech" Methoden z.B. Schwangerschaftstests) kommen
direkte Immersion, Probentropfen auf Sensor, lateraler Fluss (engl. wicking) und Kapilla-
re Fllung hinzu wahrend bei Klinischen Produkten Mikrofluidik und "Lab on a chip" von

Bei schneller Medikamententests Zuhause (Konsumentenprodukte) ist die Messung einer
Palette von gebrauchlichen Medikamenten aus einer Urin- oder Speichelprobe maglich.

* Eingebaute Qualitatskontrolle z.B. durch Farbanderung

Ein Beispiel fiir ein professionelles Produkt ist der i-STAT von Abbott als portables Blutana-
lysegerat, womit einige Parameter direkt gemessen und einige weitere berechnet werden

konnen.
pH Bikarbonate
PCO, Total CO,
PO, Base-Uberschuss
Na* 0,-Sattigung
K+ Hamoglobin
Hamatokrit
lonisiertes Kalzium
Glukose
Urea

Abb. 9: i-STAT von Abbott.
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