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Entwicklung eines optischen Biosensors fiir die toxikologische Notfalldiagnostik von

Salicylat

Aufgrund der leichten Zuginglichkeit von Acetylsalicylsdure (Aspirin®) spielen Salicylat-
' Vergiftungen mit jahrlich mehreren tausend Fillen in der Bundesrepublik eine bedeutende Rolle in
der klinischen Toxikologie. Acetylsalicylsdure ist das am haufigsten verwendete Schmerzmittel.
Nach der Einnahme wird der grofte Teil sehr schnell zu Salicylat hydrolysiert. Von
Salicylatvergiftungen betroffen sind vor allem Kinder: Bereits zwei bis drei Tabletten kénnen bei
Kleinkindern tédlich sein. Neben der im klinischen Labor eingesetzten sehr zeitaufwendigen
Analytik ist eine schnellere und handlichere MeBmethode fur Salicylat im Blut dringend
erforderlich,

Im Salicylatbiosensor wird ein fiir Biosensoren neues Nachweisprinzip verwendet, das auf der
Absorptionsinderung  beruht, die bei der Enzym-Substrat-Komplexbildung zwischen
Salicylathydroxylase und Salicylat entsteht.

Fir den Aufbau des Biosensors werden nach einer Vorauswahl mehrere Immobilisierungsmethoden
fuir Enzyme auf ihre Verwendbarkeit untersucht. Als besonders brauchbar stellte sich die
Immobilisierung mittels Hohlfaser heraus, die im Rahmen dieser Arbeit neu entwickelt wurde. Sie
ermoglicht gute Diffusionsbedingungen bei gleichzeitig guten optischen und mechanischen
Eigenschaften. Durch Aufkonzentrierung in der Hohlfaser werden hohe Enzymdichten erreicht, die
den Aufbau eines miniaturisierten Sensorsystems zulassen, welches nur geringste Mengen an
Enzym benotigt.

Im miniaturisierten Sensorsystem wird die Absorptionsinderung mit einem Mikrospektral-
photometer und einer Licht emittierenden Diode (LED) gemessen.

Fir die Salicylatbestimmung mittels Biosensor wird nur noch ein einziges, kleines Mefgerit
benotigt. Der Verzicht auf Probenvorbereitung und die Kalibrationsfreiheit erméglichen eine
einfache und sichere Handhabung des Biosensors. Die sehr kurze Analysendauer, die sich auf die
MeBzeit der Probe beschrinkt, liefert den in der Notfalldiagnostik entscheidenden Zeitvorteil.
Langerfristig liegt neben dem niedrigen Preis der Biosensoren der wichtigste Vorteil in der
einfachen Ausbaufihigkeit des Systems auf weitere Analyten. Der Biosensor eignet sich deshalb
auch fiir den Einsatz in Arztpraxen oder kleineren Krankenhdusern, wo bisher auf Grund des

fehlenden, teuren Fachpersonals keine entsprechende Analytik durchgefiihrt werden kann.




Development of an optical biosensor for the toxicological emergency diagnosis of

salicylate

Because of the ready availability of acetylsalicylic acid (Aspirin®), salicylate poisoning plays a
significant role in clinical toxicology, with several thousand cases per year in Germany.
Acetylsalicylic acid is the most commonly used pain killer. Following ingestion, most of the
dosage is rapidly hydrolyzed to salicylate. Children are especially at risk through salicylate
poisoning. As few as two or three tablets can be lethal for small children. A faster and handier
method for the determination of salicylate in blood is urgently needed as a supplement for the
more time-consuming clinical laboratory methods.

The salicylate biosensor makes use of new principle of detection, based on the absorption
changes occuring on formation of a complex between salicylate hydroxylase and salicylate.

For the construction of the biosensor, the applicability of a number of methods of enzyme
immobilization was investigated. Immobilization in hollow fibres, which was newly developed
in the course of this work, was found to be particularly advantageous. This method combines
favourable diffusion conditions with good optical and mechanical properties. High enzyme
densities could be achieved by concentration within the hollow fibres, thus enabling the
construction of a miniaturized sensor system requiring minimal amounts of enzyme.

Absorption changes are measured in the miniaturized sensor system with a
microspectrophotometer and a light-emitting diode (LED).

Salicylate determination with the biosensor requires a single, small instrument. The elimination
of sample preparation and calibration-free operation allow simple and secure operation of the
biosensor. The very short duration of analysis, consisting only of the time needed to measure
the sample, provides the decisive advantage in clinical emergency diagnosis.

In the longer term, the most important advantage of the biosensor — other than its low price —
lies in the the fact that the system can readily be extended to other analytes. The biosensor is
thus also suitable for use in medical practices or in smaller hospitals, where the absence of
expensive trained personnel currently prevents the performance of the required chemical

analyses.
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Abkiirzungsverzeichnis:

A Absorption

a.u. arbitrary units (willkiirliche Einheiten)

BIS N,N"-Methylenbis(acrylamid)

AA Absorptionséinderung

FAD Flavin-Adenin-Dinucleotid (oxidierte Form)

FADH, Flavin-Adenin-Dinucleotid (reduzierte Form)

GC Gaschromatographie

HPLC High Performance Liquid Chromatography
(Hochleistungsfliissigkeitschromatographie)

I Intensitét

LED Licht emittierende Diode

NAD Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (oxidierte Form)

NADH Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (reduzierte Form)

OX. oxidiert

PAA Polyacrylamid

Puf Puffer

red. reduziert

RSA Rinderserumalbumin

Sal Salicylat

Ty, Halbwertszeit (Die Zeit, in der eine Reaktion 1. Ordnung zur Hilfte

ablauft)
TMOS Tetramethoxysilan
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan




1. Einleitung

In vielen Krankenhiuser werden bis heute die toxikologischen Analysen nicht selbst
durchgefiihrt, da die herkdmmlichen Analysenmethoden zum einen sehr kostenintensiv
sind und zum anderen Bedienung durch qualifiziertes Personal erfordern.

Die Notwendigkeit einer einfach zu handhabenden, schnellen Analytik fiir die klinisch-
toxikologische Diagnostik in Krankenhiusern geht aus Denkschriften der Deutschen
Forschungsgemeinschaft [DFG, 1983; DFG, 1989] besonders deutlich hervor.

,»,Man schitzt, dal bei uns etwa 200 000 Vergiftungsfille pro Jahr - meist als Notfille -
in die Krankenh&user eingeliefert werden und sofortiger gezielter drztlicher Hilfe und
rascher Entgiftungsmafinahmen bediirfen.

Diese Patienten miissen auf bloflen Verdacht hin, teilweise mit invasiven, nicht
ungefidhrlichen Verfahren, symptomatisch behandelt werden, da gewdohnlich
toxikologische Analysen in den Krankenhiusern nicht moglich sind.

Bei etwa einem Viertel aller Vergiftungen wurde jedoch nicht das vermutete, sondern
ein ganz anderes Gift aufgenommen, wie entsprechende Untersuchungen an Kliniken

ergeben haben.“

Aufgrund der leichten Zuginglichkeit von Acetylsalicylsiure (Aspirin®) spielen
Salicylat-Vergiftungen mit jihrlich mehreren tausend Fillen in der Bundesrepublik
eine bedeutende Rolle in der klinischen Toxikologie [DFG, 1983]. Acetylsalicylsdure
ist das am haufigsten verwendete Schmerzmittel. Nach der Einnahme wird der grofite
Teil sehr schnell zu  Salicylat hydrolysiert [Faithetal, 1989]. Von
Salicylatvergiftungen betroffen sind vor allem Kinder: Bereits zwei bis drei Tabletten
kénnen bei Kleinkindern tédlich sein [Mutschler, 1975]. Eine Besonderheit der
Salicylat-Vergiftung bei Kindern ist das plotzliche Auftreten von Erkrankungszeichen
erst mehrere Stunden nach Einnahme einer Uberdosis. Dann eingeleitete Entgiftungs-
maflnahmen, wie =z B. eine Magenspiilung, erfolgen meist zu spit
[Goodman, Gilman, 1984]. Neben der im klinischen Labor eingesetzten sehr zeit-
aufwendigen Analytik ist also eine schnellere und handlichere MefBmethode fiir
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Salicylat im Blut dringend erforderlich. Diese kénnte sowohl fiir einen ersten, nur
qualitativen Giftnachweis, als auch zur Kontrolle des therapeutischen Erfolges von
Entgiftungsmalinahmen eingesetzt werden [Yip et al., 1994]. Dartiber hinaus wird bei
der Behandlung von akutem rheumatischem Fieber auf Grund der sehr hohen
verwendeten Dosen, besonders fiir #ltere Patienten, eine stindige Uberwachung von

Salicylat-Blutspiegeln empfohlen [Netter et al., 1985; Mutschler, 1975].

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung eines optischen Biosensors fiir die toxikologische
Notfalldiagnostik von Salicylat.

Der Salicylatbiosensor verwendet ein fiir Biosensoren neues Nachweisprinzip, das auf
der Absorptionsinderung beruht, die bei der Enzym-Substrat-Komplexbildung
zwischen Salicylathydroxylase und Salicylat entsteht [White-Stevens, Kamin, 1972a].
Fir den Aufbau des Biosensors mufl zunichst eine geeignete, lichtdurchlissige
Immobilisierungsmatrix fiir das verwendete Enzym gefunden werden.

Anschliefend erfolgt eine umfassende Charakterisierung und der Test des Biosensors

an Blutproben.




2. Einfiihrung in die Thematik

2.1 Methoden der Salicylatanalytik

Zur Salicylatbestimmung wurde eine Vielzahl an Methoden entwickelt. Die Vor- und

Nachteile der giingigsten werden hier kurz dargestellt.

Photometrische Bestimmung mit der Trinder-Reaktion

Salicylat wird traditionell mit der Trinder-Reaktion gemessen. Die Methode beruht auf
der Reaktion von Salicylat mit Eisen(Ill)ionen. Der entstehende rote Farbstoff wird
photometrisch vermessen. Dies ist ein sehr preiswerter Nachweis, der sich mit
entsprechenden Geriten auch automatisieren 148t [Hallbacher, Guder, 1991]. Der
wesentliche Nachteil der Reaktion ist ihre geringe Spezifitdt fiir Salicylat, wodurch
Querempfindlichkeiten auftreten [Kang et al., 1983]. Die Probenvorbereitung schlief3t
die Gewinnung von Serum oder Plasma mit ein, da sich mit Vollblut sehr hohe
Nullwerte ergeben wiirden. Weiterhin sind einige Pipettierschritte und die Zeitnahme
notwendig. Die Kalibration erfolgt iiber eine Salicylatstandardlésung [Trinder, 1954].

Photometrische Bestimmung iiber enzymatische Katalyse

Zur Bestimmung iiber die enzymatische Katalyse wird das Enzym Salicylat-
hydroxylase verwendet. Salicylathydroxylase katalysiert die Reaktion von Salicylat zu
Catechol unter stéchiometrischem Verbrauch an O, und NADH. Hierbei dient die
Abnahme der Absorption des NADH bei 340nm als Mefgrole fiir die
Salicylatbestimmung (vgl. 2.2.3 Neues Wirkprinzip fiir optische Biosensoren).
Gegeniiber der Trinder-Reaktion zeichnet sich die Salicylatbestimmung iiber die
enzymatische Katalyse durch eine hohere Spezifitit aus. Dennoch kommt es auch hier
zu storenden Querempfindlichkeiten (vgl. 4.5.4 Querempfindlichkeiten). Wie bei der
Trinder-Reaktion erfolgt die Messung mit Serum oder Plasma, das zunéchst noch auf

eine geeignete Konzentration verdiinnt wird. Wiahrend der Messung miissen




Temperatur und Zeitangaben exakt eingehalten werden. Die Kalibration wird mit

Salicylatstandardlésung durchgefiihrt.

Elektrochemische Bestimmungen

In der Literatur werden verschiedene elektrochemische Methoden beschrieben, Sie
basieren ebenfalls auf der durch Salicylathydroxylase katalysierten Umwandlung von
Salicylat zu Catechol. Je nach Methode wird die Sauerstoffkonzentration
[Rahni et al., 1986; You, 1985], die Kohlendioxidkonzentration [Fonong, Rechnitz,
1984] oder Catechol [Neumayr et al., 1995] als Maf} fiir die Salicylatkonzentration
bestimmt. Stérungen kénnen hierbei durch interferierende Redoxreaktionen auftreten.
Da die Reaktion sauerstoffabhiingig ist und Sauerstoff im Blut sehr leicht an
Hémoglobin bindet, wird auch hier in Serum oder Plasma gemessen [You, 1985]. Nach
Verdiinnen der Serumprobe und Zusatz von NADH erfolgt die Messung unter exakter
Temperierung und Zeitmessung, Hoherer Probendurchsatz kann durch Auto-

matisierung der Methoden erreicht werden [Neumayr et al., 1995].

Salicylatbestimmung mittels HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Salicylat wird mit einem organischen Ldsungsmittel, das einen internen Standard
enthdlt, aus Serum extrahiert. Der konzentrierte Extrakt wird durch HPLC aufgetrennt
und Salicylat iiber seine Absorption bei 248 nm detektiert. Die Kalibration erfolgt iiber
einen Salicylatstandard [Baselt, 1980]. Der Hauptvorteil der Salicylatbestimmung
mittels HPLC liegt in der Moglichkeit weitere relevante Substanzen in einem
Meflvorgang zu bestimmen [Carlson et al., 1987]. Nach vorangegangener
Probenvorbereitung erméglicht auch diese Methode iiber eine Automatisierung einen
hohen Probendurchsatz [Peng etal., 1978]. Eine mdgliche Fehlerquelle ist die
unspezifische Detektion im ultravioletten Bereich, die es nicht erlaubt
Untergrundstérungen zu erkennen. Die Bestimmung ist sehr zeitaufwendig und

bendtigt eine teure apparative Ausstattung,




Salicylatbestimmung mittels Gaschromatographie (GC)

Die gaschromatographische Bestimmungsmethode fiir Salicylat ist spezifisch und
empfindlich. Sie benétigt neben der iiblichen Probenvorbereitung eine zusitzliche
chemische Derivatisierung, wie etwa Silylierung, um Salicylat der Gas-
chromatographie zuginglich zu machen, Die chemische Derivatisierung ist sehr
zeitaufwendig (bis zu 60 Minuten) und kann zu verschiedenen Produkten fithren
[Tam et al., 1979]. Wie bei der HPLC sind auch mit der Gaschromatographie
Mehrkomponentenbestimmungen méglich. Der apparative Aufwand ist ebenfalls mit
dem einer HPLC-Anlage vergleichbar [Peng et al., 1978].

Die beschriebenen Methoden benétigen alle eine zeitaufwendige Probenvorbereitung,
die zumindest die Gewinnung von Serum oder Plasma und einige maBanalytische
Schritte beinhaltet.

Besonders aufwendig ist die Probenvorbereitung fiir die Gaschromatographie und die
HPLC. Beide Methoden erfordern eine teure Ausriistung und ein hohes MaB an
Fachkenntnis. Trotz ihrer Spezifitit sind sie somit ungeeignet fiir die Notfalldiagnostik.
[Chubb et al., 1986].

Die Probenvorbereitung fiir elektrochemische Bestimmungsmethoden ist nicht weniger
aufwendig, als die fiir optische Methoden. Die elektrochemischen Methoden setzen
jedoch mehr Fachkenntnis voraus, so dal in der Routineanalytik vor allem optische
Methoden eingesetzt werden. Nach wie vor wird meist die wenig spezifische Trinder-
Reaktion gegeniiber der spezifischeren enzymatischen Bestimmung bevorzugt [You,
Bittikofer, 1984], wobei aus preislichen Griinden die geringe Spezifitit in Kauf
genommen wird.

Eine Alternative zur herkdmmlichen Salicylatanalytik konnten preiswerte, einfach zu
handhabende Biosensoren sein, die eine schnelle Bestimmung ohne Proben-

vorbereitung erméglichen,




2.2 Biosensoren

2.2.1 Definition und Klassifizierung

Schon seit vielen Jahren werden Enzyme in der analytischen Chemie eingesetzt. Die
ihnen von der Natur gegebene Spezifitit ermoglicht mittlerweile ihren routinemifigen
Einsatz zur Bestimmung von etwa 80 verschiedenen Substanzen [Scheller, Schubert,
1989].

Leland Clark begriindete mit seiner Idee, Enzyme an Elektroden zu immobilisieren,
eine neue Sensorgeneration, die Biosensoren [Clark, Lyons, 1962]. Biosensoren sind
eine Untergruppe der Chemosensoren. Entsprechend gilt auch fiir sie die TUPAC-
Definition (International Union of Pure and Applied Chemistry) aus dem Jahr 1991
[Hulanicki et al., 1991], wonach chemische Sensoren MeBwertaufnehmer sind, die
eine chemische Information in ein analytisch auswertbares Signal umwandeln.
Chemische Sensoren bestehen aus zwei funktionellen Einheiten, dem Rezeptor

(chemisch sensitive Schicht) und dem Transducer (Ubertragungseinheit) (Abb. 2.1).

—

PE-p

Signal

!

Analyt Rezeptor  Transducer Elektronik

Abb. 2.1: Schematischer Aufbau eines chemischen Sensorsystems

Als Rezeptor der Biosensoren dient eine matrixgebundene biologisch aktive Substanz.

Meist handelt es sich dabei um Enzyme oder Antikérper, die Biosensoren eine hohe
10




Spezifitit verleihen [Brooks, 1991]. Der Transducer, der selbst relativ unspezifisch
sein kann, iibersetzt die vom Rezeptor kommende chemische Information in ein
elektronisch auswertbares Signal. Das MeBsignal wird verstirkt und in einer
Auswerteeinheit zu einem MeBwert verarbeitet.

Die Biosensoren lassen sich nach der Art ihres sensitiven Elements oder nach der Art
des verwendeten Transducers einteilen. Eine Einteilung nach dem stofferkennenden
Sensorelement ist sinnvoll, wenn die selektive Bindungsfihigkeit im Vordergrund
steht. Hierbei werden zwei Grundtypen unterschieden: Metabolismus- und Affinitéts-
sensor [Newman, Turner, 1994]. Im Metabolismussensor ist die molekulare Erkennung
von Substraten mit einer enzymbkatalysierten chemischen Umsetzung zu den
entsprechenden Produkten verbunden. Nach der katalytischen Umsetzung des Analyten
liegt das Enzym wieder im Ausgangszustand vor. Detektiert wird die
Konzentrationséinderung einer bei der Reaktion entstehenden oder verbrauchten
Komponente [Danielsson et al., 1981]. Im Affinititssensor wird die durch die Bindung
eintretende physikalische Verdnderung selbst iiberwacht. Nach dem Meflvorgang muf}
der Ausgangszustand durch Spalten der Bindung wieder hergestellt werden

[Schultz et al., 1982] (Abb. 2.2).
Metabolismussensor Affinitidtssensor

S+R = SR —> P+R S+R = SR
Substratverbrauch und Produktbildung Komplexbildung

S = Substrat, R = Rezeptor, P = Produkte
Abb. 2.2: Funktionsprinzipien von Biosensoren

Zum Vergleich der Nachweisgrenzen und Einsatzgebiete unterschiedlicher Sensoren
ist eine Klassifizierung anhand der eingesetzten Transducer und deren MefBgrofien
angeraten [Gopel et al., 1991; Cammann et al., 1991]. Einen Uberblick iiber die

unterschiedlichen Klassen von Sensoren gibt die Tabelle 2.1.
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Tab. 2.1: Klassifizierung der Sensoren

Art des Transducers MeBprinzip/MeBgrofie

optisch Absorption
Fluoreszenz
Lumineszenz

Reflexion

elektrochemisch Potentiometrie
Amperometrie
Voltammetrie
Feldeffekt

elektrisch Oberflichenleitfihigkeit
Elektrolytleitfahigkeit

massensensitiv Piezoelektrizitét
Oberflichenwellen (Surface Acoustic

Wave, SAW)

thermisch Reaktionswirme

Absorptionswirme

Fir den praktischen Einsatz miissen Biosensoren eine Reihe von Anforderungen

erfiillen:

Selektivitit:

Der Sensor sollte den zu erfassenden Analyten in der verwendeten Matrix moglichst
ohne Querempfindlichkeiten auf andere Verbindungen detektieren.

Sensitivitit:

Der Sensor sollte entsprechend seiner Anwendung hinreichend empfindlich auf die
jeweilige Konzentration des zu messenden Analyten reagieren.

Reproduzierbarkeit:

Die Sensoren einer Herstellungscharge sollten unter gleichen Bedingungen in

iibereinstimmender Weise reagieren.
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Stabilitit:
Die Sensoren sollten méglichst lange lagerbar und dann ohne Neukalibrierung
einsetzbar sein.

Reversibilitit;

Wird der Sensor fiir kontinuierliche oder wiederholte Messungen eingesetzt, so sollte

er nach Kontakt mit dem Analyten vollstindig und schnell regenerierbar sein.

Ferner sollten Biosensoren aus Wirtschaftlichkeits- und Mobilititsgriinden eine

moglichst minimale Grofle aufweisen sowie geringe Herstellungskosten verursachen,

2.2.2 Optische Biosensoren

Optochemische Sensoren werden in Analogie zur Elektrochemie gelegentlich auch als
Optoden [Luebbers, Opitz, 1975] oder Optroden (optische Elektroden) [Hirschfield et
al., 1983] bezeichnet. Optische Biosensoren, die eine Untergruppe der optochemischen
Sensoren darstellen, umfassen eine sehr heterogene Gruppe, bei der die
Wechselwirkung eines immobilisierten, biologisch aktiven Materials mit Licht durch
ein optoelektronisches Element erfait wird. Sie verfiigen deshalb neben dem

Transducerelement auch iiber eine Lichtquelle [Scheller, Schubert, 1989].

Allgemein bieten optochemische Sensoren gegeniiber herkdémmlichen elektro-

chemischen Sensoren eine Reihe von Vorteilen [Seitz, 1984; Janata, 1992]:

e Optische Sensoren benétigen kein Referenzelement. Es geniigt, das MeBsignal in
Relation zu einer Referenzintensitidt zu setzen, wie es sich beispielsweise unter

Verwendung eines isosbestischen Punkts des Spektrums erhalten 148t.

e Die Empfindlichkeit der optischen Sensoren kann dem benétigten MeBbereich in
weiten Grenzen durch Erhdhung der absorbierenden Rezeptorschicht angepaBt

werden.
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e Optische Signale werden nicht durch elektromagnetische Felder beeinfluft. Die
Sensoren kénnen daher auch ohne elektrische Abschirmung in elektromagnetisch

storenden Umgebungen eingesetzt werden.

e QOptische Mefgerite kénnen sich fiir ,,in vivo“ Messungen eignen, die mit elektro-
chemischen Sensoren oft nicht méglich sind, ohne die biologische Umgebung zu

storen [Turner, 1993].

e Optische Sensoren kénnen sehr stabil sein, wenn sie selbstkalibrierend gestaltet
werden. Beispielsweise 14t sich ein hochstabiler pH-Sensor fertigen, in dem bei
zwei verschiedenen Wellenlidngen die Hohe der sauren bzw. basischen Form des
Indikators gemessen wird. Der pH-Wert ergibt sich dann unabhdngig von
Austragsphidnomenen aus dem Verhiltnis der beiden Indikatorformen [Wolfbeis et
al., 1984].

e Die Verwendung eines Spektralphotometers ermoglicht Multikomponenten-
analysen, wenn sich die verschiedenen Rezeptoren in ihrem Absorptionsverhalten
deutlich unterscheiden. So wurde von einem Sensor berichtet, der simultan auf O,

und CO, anspricht [Opitz, Luebbers, 1976].

e Durch Messungen bei verschiedenen Wellenlidngen kénnen Signalstérungen erkannt
und eliminiert werden. Auflerdem lassen diese Messungen Riickschliisse auf die

Finsatzbereitschaft und den Austauschzeitpunkt des Sensors zu.

Im allgemeinen haben optische Sensoren folgende Nachteile:

e Beim Austausch der Rezeptorschicht mufl die optimale Kopplung an den
Transducer gewihrleistet sein. Der Austausch von Rezeptor und Transducer, als

Einheit - wie bei elektrochemischen Sensoren - ist aus Preisgriinden nicht méglich.
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e Die Messung kann unter Umstinden durch Umgebungs- und Streulicht
beeintrachtigt werden. Dies kann durch LichtausschluB oder mit Hilfe von

Modulationstechniken verhindert werden.

e Im Vergleich zu elektrochemischen Sensoren verfiigen optische Sensoren oft iiber
einen kleineren Mefbereich. So besitzt die pH-Elektrode einen MeBbereich gréBer
als 12 Zehnerpotenzen, ein optischer pH-Sensor nur von zwei Zehnerpotenzen

[Peterson et al., 1980].

e Die Miniaturisierung optischer Sensoren wird durch die Dicke der Rezeptorschicht
begrenzt. Je diinner die Rezeptorschicht ist, um so geringer wird die Intensitéit des

gemessenen Signals. Dies erschwert wiederum die Meftechnik.

o Die Stabilitit optischer Sensoren ist durch die Haltbarkeit der Rezeptorschicht

begrenzt, die unter intensiver Lichteinwirkung geschidigt werden kann,

o Die fiir optische Sensoren bendtigte Schichtdicke der Rezeptoren verlangsamt
Stoffiilbergangsreaktionen und damit die Ansprechzeiten [Zhu, 1990; Beswick,
1988].

Die Nachteile optischer Sensoren verdeutlichen, daB ihr praktischer Nutzen
entscheidend von der Entwicklung stabiler, méglichst diinner Schichten mit hohem
Rezeptorgehalt abhingt [Czolk, 1990; Lumpp, 1992]. Fiir optische Biosensoren
miissen die zur Detektion verwendeten Biomolekiile in einer Matrix immobilisiert

werden, in der die biologische Aktivitit erhalten bleibt [Sans, 1993].
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2.2.3 Neues Wirkprinzip fiir optische Biosensoren

Ein neuartiges Wirkprinzip fiir optische Biosensoren beschrankt sich auf den
spezifischen Schritt der enzymatischen Katalyse, der sogenannten Enzym-Substrat-
Komplexbildung,

Zur Spezifitit des Enzym-Substrat-Komplexes gibt es zwei verschiedene Theorien:
Nach der bereits 1894 von Emil Fischer formulierten Schliissel-SchlioB-Theorie
[Fischer, 1894], liegt das aktive Zentrum als starre, rdumlich praformierte Matrix vor,
die nur solche Substrate bindet, die zu ihrer Eigenstruktur wie ein Schliissel zum
SchloB passen. Eine modernere und zutreffendere Formulierung von Koshland ist als
Anpassungstheorie (engl.. induced fit theory) [Koshland, 1958] bekannt geworden.
Demnach sind Enzym und Substrat in der Lage, gegenseitige Strukturverinderungen
(Konformationsinderungen) zu induzieren, die zu komplementiren und im Sinne der
Katalyse aktiveren Zustinden fiihren, wihrend der Enzym-Substrat-Komplex
ausgebildet wird [Rémpp, 1995].

Als  spezifisches Enzym fiir einen Salicylatbiosensor eignet sich die
Salicylathydroxylase [EC 1.14.13.1]. Die Salicylathydroxylase, die auch als
Salicylatmonooxygenase bezeichnet wird, ist ein Flavoenzym, das aus Pseudomonas
cepacia [ATCC 29352], einem Bodenbakterium, isoliert wird. Pseudomonas cepacia
wird hierzu auf einem Nihrmedium kultiviert, das Salicylat als einziges
kohlenstoffhaltiges Substrat enthilt. Das Enzym besteht aus zwei Untereinheiten, mit
je einem Molekiil FAD. Seine Molmasse betrigt 91 000 [White-Stevens, Kamin,
1972a].

Die Salicylathydroxylase katalysiert die Reaktion von Salicylat unter Decarboxy-
lierung und Hydroxylierung zu Catechol. Die Umsetzung erfolgt unter stéchio-
metrischem Verbrauch an NADH und Sauerstoff [White-Stevens, Kamin, 1972a]
(Abb. 2.3).

Der Verbrauch an NADH fiithrit zu einer Absorptionsabnahme bei 340 nm
[Longenecker et al, 1984; You, Bittikofer, 1984], welche in enzymatischen Salicylat-
Test-Kits als MeBgroBe fiir die Salicylatbestimmung dient [GDS, 1995]. Ein
Salicylat-Test-Kit beinhaltet alle Chemikalienldésungen (Enzym, NADH und
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Salicylatstandard, jeweils in Puffer gelost), die benétigt werden, um eine
photometrische Bestimmung durchzufiihren,

Die Reaktion ist so jedoch fiir einen Biosensor nicht geeignet, da das teure und vor
allem instabile NADH vorgelegt werden mufl, In der Literatur allerdings wird eine
stabile Komplexbildung zwischen Salicylat und Salicylathydroxylase in Abwesenheit
von NADH beschrieben, die sich sehr gut als Wirkprinzip fiir einen Affinitdtsbiosensor
eignet [White-Stevens, Kamin, 1972b]. Der Vorteil dieses Wirkprinzips liegt in der
Einschrankung des Mefivorgangs auf den spezifischen biochemischen Schritt, die es
erméglicht, Storeinfliisse durch unerwiinschte Redoxvorgénge zu minimieren [Moss,

1994].

Test-Kit

Enzym + Catechol

Abb. 2.3: Darstellung des Biosensorwirkprinzips und der gesamten enzymatischen

Reaktion

Durch die Enzym-Substrat-Komplexbildung zwischen Salicylathydroxylase und
Salicylat erfolgen Anderungen im Absorptionsspektrum der im Enzym enthaltenen
Flavingruppe, die zur Quantifizierung des vorhandenen Salicylats verwendet werden

konnen [White-Stevens, Kamin, 1972a]. Alternativ konnte auch die bei der
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Komplexbildung verinderte Flavinfluoreszenz herangezogen werden [Wang et al,,

1984].

Da Salicylathydroxylase aus Kostengriinden nur in begrenzter Menge zur Verfiigung
steht, wird fiir Vorversuche die sehr preiswerte Glucoseoxidase [EC 1.1.3.4]
verwendet. Die aus Aspergillus niger gewonnene Glucoseoxidase ist ein Dimer
(Molmasse 168 000) mit zwei Molekiilen FAD. Da auch Salicylathydroxylase ein
flavinhaltiges Enzym ist, besitzen beide eine vergleichbare Absorptionscharakteristik.
Die Glucoseoxidase katalysiert die Oxidation von B-D-Glucose unter Verbrauch von
Sauerstoff (Abb. 2.4), wobei FAD zu FADH, reduziert wird. Diese Reduktion 14t sich
mit Hilfe der Absorptionsspektroskopie nachweisen [Belitz, Grosch, 1987].

B-D-Glucose 40, —=—— D-Gluconsiure-3-lacton + H,0,

Abb. 2.4: Enzymatische Katalyse der Oxidation von B-D-Glucose
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2.3 Immobilisierung von Enzymen

2.3.1 Immobilisierungsmethoden

Fir den Finsatz in Biosensoren werden Enzyme immobilisiert. Durch die
Immobilisierung lassen sich Strémungs- und Handhabungsprobleme minimieren [Carr,
Bowers, 1980]. In einigen Fillen konnen die Enzymeigenschaften (Aktivitdt und
Stabilitét) vorteilhaft verdndert werden [Cabral, Kennedy, 1993].

An die Immobilisierungsmatrix werden folgende Anforderungen gestellt:

e Verhinderung von Enzymaustrag

e Erhalt der Aktivitit wihrend und nach der Priparation

e Chemische und mechanische Stabilitdt iiber einen ldngeren Zeitraum
e Schnelle Diffusion des Analyten durch die Matrix zum Akzeptor

o AusschluB von Blutzellen aus dem Lichtstrahl

¢ Gute Transparenz und hohe Enzymdichte fiir optische Messungen

Drei grundsétzliche Methoden sind bei der Immobilisierung zu unterscheiden [Rémpp,
1995]:

e Quervernetzung:
Die Quervernetzung der Enzyme erfolgt auf chemischem Wege, entweder
untereinander oder mit anderen Polymeren, wie wasserunldsliche Polysaccharide

oder hochmolekulare Proteine.
¢ Bindung an Tréiger:

Die Bindung an einen Triger erfolgt durch Adsorption, Ionenbindung oder

kovalente Bindung,.
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¢ EinschluB:
Enzyme werden in eine semipermeable Membran in Form von Gelen, Mikrokapseln

oder Hohlfasern immobilisiert,

Die durch Bindung an Triger erzielten Schichtdicken sind selten ausreichend fiir
optische Messungen. Hohere Schichtdicken lassen sich mit Quervernetzungs- oder
Einschlufmethoden erreichen. Ihre Eignung fiir eine bestimmte Zielstellung muf in der
Regel empirisch ermittelt werden [Scheller, Schubert, 1989].
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2.3.2 Immobilisierung in Polyacrylamid-Gelen

Polyacrylamid ist die zur Enzymimmobilisierung am meisten verwendete Polymer-
matrix. Einer der Griinde fiir diese Popularitit ist der stark hydrophile Charakter, den
die Polymere durch die primdren Aminogruppen erhalten [Kennedy, Cabral, 1983]. Da
die Gele nicht ionisch sind, werden die pH-Eigenschaften des freien Enzyms kaum
verdndert. AuBlerdem wird der Analyt weder akkumuliert noch von der Matrix
abgestoflen. Die geringe Wechselwirkung zwischen Enzym und Matrix begiinstigt
jedoch Austragseffekte, die sich nur durch starke Quervernetzung der Gele vermeiden
lassen [Kierstan, Coughlan, 1985]. Fiir einen hohen Vernetzungsgrad ist neben der
Menge an Quervernetzermolekiilen auch der Sauerstoffausschlul entscheidend.
Nachteil des hohen Vernetzungsgrads sind verschlechterte Diffusionsbedingungen.
Dies macht sich besonders bei hohermolekularen Analyten bemerkbar

[Kierstan, Coughlan, 1991].

Das Verfahren zur Herstellung von Polyacrylamid-Gelen ist vergleichbar mit dem, das
zur Herstellung von Elektrophoresegelen verwendet wird [Raymond, Nakamichi,
1962]. Diese Methode basiert auf einer radikalischen Polymerisierung von Acrylamid
in wilriger Losung, die das geloste Enzym und einen Quervernetzer, meist
N,N'-Methylenbis(acrylamid) (BIS) enthalt.

Die Polymerisierung erfolgt in Stickstoffatmosphére, um Stérungen durch Sauerstoff
zu verhindern. Da die Reaktion stark exotherm ist, mufl das Enzym durch Eiskiithlung
vor Denaturierung geschiitzt werden. Gestartet wird die Polymerisierung mit
Kaliumperoxodisulfat (K,S,0z) oder Riboflavin. Als Katalysator dient entweder
B-Dimethylaminopropionitrii  (DMAPN) oder N,N,N' N'-Tetramethylendiamin
(TEMED) [Kennedy, Cabral, 1983]. Die entstehenden Polyacrylamid-Gele sind
vollstandig wasserunldslich, transparent und chemisch stabil [Fawcett, Morris, 1966].
Nach dem Waschen kénnen sie entweder in Losung oder gefriergetrocknet gelagert
werden [Goldstein, Manecke, 1976].
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2.3.3 Immobilisierung mit Proteinen iiber Quervernetzung

Enzymmolekiile konnen direkt miteinander vernetzt werden. Diese Vernetzung
ermdglicht zwar eine hohere Enzymdichte, ist jedoch sehr ineffizient, da ein Teil des
Enzyms hauptsidchlich als Matrix dient, wodurch sich die Enzymaktivitdt stark
verringert [Barker, 1987].

Als Matrix besser geeignet sind Proteine wie Albumin, Gelatine oder Collagen
[Kennedy, Cabral, 1987]. Meist wird hierfiir Rinderserumalbumin (RSA) verwendet,
dessen hoher Lysingehalt gute Vernetzung erméglicht [Gupta, Mattiasson, 1992]. Die
so immobilisierten Enzyme sind widerstandsfahiger gegen proteolytische und
thermische Inaktivierung [Cohenford et al., 1986]. Zu starke Vernetzung kann die
Aktivitit der Biomolekiile verringern. Dies wird durch intramolekulare Vernetzung
und Verdnderung bzw. Blockierung der aktiven Seite der Biomolekiile verursacht.
Aktivititsverluste lassen sich durch Verwendung niedriger Biomolekiil- und
Vernetzerkonzentrationen gering halten [Taylor, 1991].

Die Immobilisierung von Enzymen in Albumin-Polymeren ist eine Methode, die die
Vorteile des Geleinschlusses mit denen der kovalenten Kopplung an eine Matrix
vereint. Diese Methode beruht auf der Vernetzung des Enzymproteins mit der Matrix
durch bi- oder multifunktionelle Reagenzien. Glutaraldehyd ist hierfiir das gebriduch-
lichste Vernetzermolekiil [Yeung et al., 1979; Cohenford et al., 1983]. Mit seinen
beiden Aldehydgruppen kann Glutaraldehyd, unter Bildung Schiffscher Basen,
zwischen Aminogruppen der Matrix und des Enzymproteins Briicken bilden (Abb. 2.5)
[Chibata, 1978].

fHO Enzym H
| |
jCH2)3 + NH, —_—> |C =N-Enzym  +2H,0
CHO }\IHz (CH,)s
|
Albumin F =N - Albumin
H

Abb. 2.5: Vernetzung durch Glutaraldehyd [Guilbault et al., 1991]
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2.3.4 Immobilisierung durch den Sol-Gel-Prozef}

In der Literatur [Braun, Shtelzer, 1994] wird die Immobilisierung von Enzymen mit
Hilfe eines Sol-Gel-Prozesses beschrieben. Als Sol-Gel-Prozef wird ein Verfahren
bezeichnet, bei dem aus einer fliissigen Eduktmischung, dem sogenannten Sol,
bestehend aus einem Alkoxysilan (z. B. Tetramethoxysilan), Wasser und weiteren
Komponenten, durch Polykondensationsreaktionen ein Gel entsteht [Colomban, 1989;
Inoue et al., 1992]. Durch anschlieende Trocknung kann das Gel in ein pordses Glas

tiberfithrt werden (Abb. 2.6).

Eduktmischung
Sol

l Alterung

Polymer
Gel

l Trocknung

pordse Glaser

Abb. 2.6: Schematischer Ablauf des Sol-Gel-Prozesses
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Reaktionsmechanismus
Der Reaktionsmechanismus des Sol-Gel-Prozesses kann in zwei Schritte unterteilt
werden: die Hydrolyse und die anschliefende Kondensationsreaktion.
Im Sol findet, beschleunigt durch einen Katalysator (Sdure oder Base), zunichst eine
Hydrolyse der Alkoxygruppen des Alkoxysilans statt, die folgenden Polykonden-
sationsreaktionen fithren zur Bildung polymerer Strukturen mit unterschiedlichen
Si-O-Si- Bindungsanteilen (Abb. 2.7).
1. Hydrolyse

Si(OR); + HLO ——— HO-Si(OR); + R-OH
Der Hydrolysegrad des Si(OR), hdngt vom Wasseranteil und den Katalysatoren in der

Eduktmischung ab.

2. Kondensation (Beispiele)

(OR);Si-OR + HO-Si(OR); ———= (OR);Si-O- Si(OR); +ROH

oder

(OR);8i-OH + HO-Si(OR); = (OR);Si-O- Si(OR); + H,0

mit R = Methyl- fiir Tertramethoxysilan

Abb. 2.7: Reaktionsschritte im Sol-Gel-Prozef} [Brinker et al., 1990]
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Im Sol-Gel-ProzeBl ist der pH-Wert fiir die Beschaffenheit der Gelstruktur von
besonderer Bedeutung, da firr die Katalyse der Gelbildung entweder Protonen oder
Hydroxidionen benétigt werden [Arroyo et al., 1993; Brunet, Cabane, 1993]:

Ein saures Medium steigert die Hydrolyserate und behindert die Kondensations-
reaktion. Dadurch bilden sich verstirkt lineare Oligomere aus, die zu kleineren
Kolloidteilchen kondensieren, die sich ihrerseits im weiteren Verlauf der Reaktion zu
einem besonders kleinporigen Gel verdichten. In Gegenwart von Hydroxidionen
verhdlt es sich umgekehrt. Hier wird die Hydrolyse verlangsamt und der
Kondensationsschritt katalysiert, wodurch sich stark verzweigte Cluster bilden, die zu
groflen Kolloiden kondensieren und ein groBporiges Gel mit lockerer Netzstruktur

erzeugen.

Vorteile des Sol-Gel-ProzeB fiir die Enzymimmobilisierung

Die mittels Sol-Gel-Verfahren hergestellten Gele zeichnen sich durch gute
Transparenz und mechanische Stabilitdt aus. Da sowohl die Gelbildung als auch die
Trocknung bei tiefen Temperaturen erfolgen kann, eignet sich das Verfahren besonders
zur Immobilisierung sehr empfindlicher Biomolekiile [Dave, 1994]. Als Alkoxysilan
wird hierfiir meist Tetramethoxysilan verwendet, weil das bei der Reaktion freigesetzte
Methanol weniger denaturierend wirkt wie andere Alkohole.

Da die Gele zur Immobilisierung von Biomolekiilen nur sehr schwach getrocknet
werden, ist die Matrix nicht als Glas, sondern eher als getrocknetes Gel mit einem
gewissen Restgehalt an Wasser zu betrachten [Kraus, 1995].

Die so herstellbaren enzymhaltigen Gele sind chemisch und thermisch
(Glucoseoxidase bis 70 °C) stabil [Braun, Shtelzer, 1994].
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2.3.5 Immobilisierung in Hohlfasern

Hohlfasern haben viele Anwendungsgebiete, wie z. B. in der Dialyse
[Klein et al., 1976], Umkehrosmose [Rosevear, 1984], Ultrafiltration [Porter, Nelson,
1972] oder Immobilisierung von Enzymen [Porter, 1972] und Zellen
[Inloes et al., 1983; Chung, Chang, 1987]. Die bevorzugte Hohlfaser ist anisotrop, d. h.
sie besteht aus einer engporigen inneren Haut, umgeben von einer ,,schwammartigen®
dufleren Stiitzstruktur. Die innere Haut ist die aktive Membran, welche das
Ausdiffundieren groBer Molekiile, wie Enzyme, verhindert wihrend kleinen
Molekiilen der Durchgang moglich ist. So kénnen auch die kleinen Substratmolekiile
in das Innere der Faser eindiffundieren und mit dem immobilisierten Enzym reagieren.
Es handelt sich bei dieser Art der Immobilisierung um einen Einschlufl der
Enzymmolekiile in den inneren Teil der Hohlfaser [Breslau, Kilcullen, 1974]

Im Vergleich zu anderen gebriuchlichen Immobilisierungsmethoden haben Hohlfasern
folgende Vorteile [Tharakan, Chau, 1986; Rony, 1971; Wandrey, 1982]:

e Kein Aktivitdtsverlust durch die Immobilisierung.

e Die Hohlfaser verfiigt im Verhiltnis zum Faservolumen iiber eine sehr grofle
Membranoberfliche, was das Eindringen des Analyten begiinstigt.

e In Hohlfasern mit geringem Durchmesser ist der Diffusionsweg gering, so daf recht
kurze Reaktionszeiten erzielt werden.,

e Hohlfasern sind sehr leicht mit jeglicher Art an Enzymlosung zu befiillen, die die
Fasermembran nicht angreift.

o Die Enzymlésung aus der Hohlfaser kann gereinigt und wiederverwendet werden.

e Hohlfasern kénnen sehr preiswert und in hoher Qualitét hergestellt werden.

o Die Selektivitit der Membran erméglicht einem niedermolekularen Analyten den

freien Zugang bei gleichzeitigem Ausschlufl hohermolekularer Stérsubstanzen.
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e Die hohen Enzymdichten, die sich durch Konzentrieren in der Hohlfaser erreichen
lassen, bieten zusammen mit der guten Transparenz der Membran ideale
Voraussetzungen fiir optische Messungen.

¢ Die einheitliche Beschaffenheit der aktiven Membran verhindert den Austrag des
Enzyms,

27




3. Praktische Arbeiten und Ergebnisse

3.1 Messungen in Losung

Die fluorimetrischen Messungen werden mit dem Shimadzu Fluorimeter RF-5001 PC
in HELLMA Prizisions-Kiivetten aus Quarzglas SUPRASIL (10 mm * 3 mm)

durchgefiihrt. Die Anregung bei 450 nm erfolgt hierbei entlang des ldngeren optischen
Weges (10 mm).

Fiir die Absorptionsspektroskopie wird ein Diodenarray-Spektrometer X-DAP der
Firma Polytec und als Anregungslichtquelle eine Diaprojektorlampe (12V, 50 W
Xenophot HCX) verwendet. Es werden dieselben Kiivetten wie fiir fluorimetrische

Messungen eingesetzt (Wegldnge 10 mm).

3.2 Immobilisierungsmethoden

3.2.1 Immobilisierung in Polyacrylamid-Gelen

Zur Herstellung von Polyacrylamid-Gelen wird zunédchst die Acrylamidmonomer/
N,N"-Methylenbis(acrylamid)lésung mit der Enzymlésung unter Eiskithlung gemischt.
Danach wird der Sauerstoff durch sorgfiltiges Begasen mit Stickstoff entfernt. Die
Zugabe einer frisch  bereiteten Kaliumperoxodisulfatlosung  startet  die
Polymerisierungsreaktion, die durch N,N,N',N'-Tetramethylendiamin  weiter
beschleunigt wird. AnschlieBend wird die Polymerisierungsmischung mit einer Pipette
moglichst schnell in eine vorgekiihlte TeflongieBform eingespritzt. Die weitere
Polymerisierung erfolgt fiir eine Stunde im Kiihlschrank (4 - 8 °C) um Schédden des
Enzyms durch die exotherme Polymerisierungsreaktion zu vermeiden [Wheatley,
Phillips, 1983]. Die so préparierten Gele sind nach griindlichem Spiillen mit
Phosphatpuffer (pH = 6,88) fiir Messungen einsetzbar.
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Durchflufikiivette mit Doppelkammersystem

Zu Mefzwecken wird das PAA-Gel in eine spezielle DurchfluBkiivette (Abb. 3.1)
iiberfithrt, die das Beproben des Gels von beiden Seiten erméoglicht.

Die Fixierung des Gels erfolgt durch Einklemmen zwischen den beiden Teilen der
DurchfluBBkiivette. Die Formgebung der Kiivette ermoglicht den Einsatz in einer
optischen Bank. Dort wird das von einer Xenonlampe kommende Licht direkt auf das

Gel fokusiert und anschlieBend in einem Spektralphotometer vermessen.

Gel  Spektrometer

I

Einlal}

T Auslal
Licht

[ S——
1cm

Abb. 3.1: Aufbau einer DurchfluBlkiivette mit Doppelkammersystem zur Vermessung
von enzymbhaltigen Gelen
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3.2.2 Immobilisierung mit Proteinen iiber Quervernetzung

Zur Herstellung der Protein-Gele wird zundchst die Enzymlosung mit
Rinderserumalbumin gemischt und in einer Hohlfaser konzentriert. Das stark viskose
Konzentrat wird anschlieBend in den Hohlraum einer direkt vor der
Lichtleiterstirnfliche befestigten Metallhiilse iiberfithrt. Da das Zumischen von
Glutaraldehydlésung auf Grund der geringen Dimensionen nicht mehr moglich ist,
wird die Quervernetzung durch einminiitiges Eintauchen des Sensors in
Glutaraldehydlosung erreicht (Abb. 3.2). Nach griindlichem Spiilen wird der Sensor
iber Nacht im Kiihlschrank (4 - 8 °C) in Phosphatpufferlgsung gelagert, um Reste des
iiberschiissigen Glutaraldehyds zu entfernen. Am anderen Tag ist der Sensor

einsatzbereit.

Der MeBaufbau ist derselbe wie bei der Immobilisierung des Enzyms in einer an der
Stirnfldche des Lichtleiters fixierten Hohlfaser (Abb. 3.7).

Metallhiilse Lichtleiter (& 500 pm)

konz. Enzym/
RSA-Mischung

Glutaraldehyd

Abb. 3.2: Sensorpréiparation
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3.2.3 Immobilisierung von Enzymen durch Sol-Gel-Verfahren

Pionierarbeiten zur Enzymimmobilisierung mit Hilfe des Sol-Gel-Verfahrens wurden
von Dr, Braun beim Nachweis von Glucose mittels Glucoseoxidase durchgefiihrt
[Braun, Shtelzer, 1994]. Wie bei der Salicylathydroxylase handelt es sich auch bei der
Glucoseoxidase um ein Flavoenzym, so daB es naheliegend ist, die Methode auf dieses
Enzym zu erweitern. Zur Einarbeitung in die Methode werden die ersten Versuche mit
Glucoseoxidase durchgefithrt. Um mechanisch stabile Gele ohne Rifibiidung zu
erhalten, wird die Ausfiihrung der Methode leicht verindert. Die Anderungen sind in
der folgenden Tabelle 3.1 dargestellt.

Tab. 3.1: Immobilisierung von Enzymen mittels Sol-Gel-Verfahren

nach Braun, Shtelzer, 1994 veridnderte Methode
Ausgangslésung Ausgangslgsung
Tetramethoxysilan (124 pL) Tetramethoxysilan (124 pL)
Wasser (40 puL) 0,1 M TRIS-Puffer pH = 10 (116 pL)
0,1 M TRIS-Puffer pH = 10 (76 uL)

Durchfithrung Durchfithrung

3 min bei 0 °C gemixt max. 1 min bei 0 °C gemixt
Enzymzugabe (40 pL) Enzymzugabe (40 pL)
Polymerisierung bei 0 °C Polymerisierung bei 0 °C

5 h Trocknung bei 30 °C 2 Tage Trocknung bei 4 °C
Riickbefeuchtung: keine Angabe vorsichtiges Riickbefeuchten

Enzymkonzentration: Salicylathydroxylase original GDS Test-Kit bzw. fiir
Glucoseoxidase 100 mg mL™
TRIS = Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Die so hergestellten Gele werden in einer optischen Bank, in der schon fiir

Polyacrylamid-Gele verwendeten Durchflufikiivette, vermessen (vgl. Abb. 3.1).
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Priparation nach Sol-Gel-Verfahren mit Alginatzusatz

Fir die Herstellung von Gelen mit Alginatzusatz werden die unten aufgefiihrten
Reagenzien in der angegebenen Reihenfolge unter Eiskithlung gemischt. Nach der
Zugabe von Tetramethoxysilan wird noch zwei Minuten weiter gemischt, um eine
gleichmifBige Vorpolymerisierung zu gewiéhrleisten. AnschlieBend wird die Mischung
sofort in Gieffformen iberfithrt. Vier Stunden spiter werden die fertigen Gele
entnommen, gespiilt und bei Priparation 1 eine Woche naf}, bei Priparation 2 sieben

Wochen trocken, jeweils bei Raumtemperatur gelagert.

Immobilisierung von Salicylathydroxylase nach optimiertem Sol-Gel-Verfahren

Fiir das optimierte Sol-Gel-Verfahren zur Immobilisierung von Salicylathydroxylase
wird zunédchst Tetramethoxysilan auf Eis fiir eine Minute vorpolymerisiert. Die
Vorpolymerisierung erfolgt unter basischer Katalyse mit 0,1 M TRIS-Puffer (pH = 10).
Nach der Zugabe des Enzyms wird noch eine weitere Minute gemischt und
anschliefend sofort auf eine Teflonunterlage aufgetropft. Die ausgehérteten Tropfen
werden nach 5 min direkt in eine Feuchtekammer iiberfithrt (Abb. 3.3), wo sie in
nahezu 100 %iger Luftfeuchtigkeit im Verlauf von 19h im Kihlschrank

(4 - 8 °C) weiter aushérten konnen.,

~

____— Petrischalen

Wasser

Abb. 3.3: Feuchtekammer fiir die Aushirtung von enzymhaltigen Gelen
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Priparation des Sensors

Die fertig ausgehirteten Gele werden unter dem Mikroskop mit einem Skalpell
zurechtgeschnitten und dann mit Silikonkleber auf die Stirnfliche eines Lichtleiters
geklebt (Abb. 3.4).

Ummantelung

Lichtleiter (& 500 pm)

Enzym in Gel
(Schichtdicke 500 um)

Abb. 3.4: Sensor mit nach Sol-Gel-Verfahren immobilisiertem Enzym

Zur Messung wird derselbe miniaturisierte Aufbau auf der Basis von Lichtleitern
verwendet wie bei der Immobilisierung des Enzyms in einer an der Stirnfliche des
Lichtleiters fixierten Hohlfaser (Abb. 3.7).
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3.2.4 Immobilisierung in Hohlfasern

Praparation der Enzymldsung

Zunidchst wird die Enzymlosung (Salicylathydroxylase original GDS Test-Kit) fiir
20 Minuten bei 4 °C und maximaler Geschwindigkeit (4000 g) zentrifugiert, um un-
l6sliche Bestandteile abzutrennen,

Die iiberstehende Enzymlosung wird abpipettiert und in Microcon-Gefiflen
(Molmassenausschluf 30 000) von Amicon auf das 10fache konzentriert. Um das
Enzym in einen bekannten Puffer zu iiberfithren, wird 200 pL Merck Titrisol
Phosphatpufferlésung (pH = 7,00) zugegeben, wieder auf das 10fache konzentriert,
nochmals mit 200 pL. Phosphatpufferlésung versetzt und schlieflich auf die

Endkonzentration konzentriert.

Zusiitze zur Enzymlosung:

Glycerin: Glycerin schiitzt als Feuchthaltemittel das Enzym vor Schidden durch
Austrocknung. Gleichzeitig bestimmt es die Viskositit der konzentrierten
Enzymlésung und damit auch die Préparierbarkeit der Sensoren. Zuviel Glycerin

verringert den Anteil des fiir die Komplexbildung verfiigbaren Enzyms.

Phosphatpuffer: Phosphatpuffer dient wie Glycerin als Feuchthaltemittel. Sein Zusatz
verbessert das Verhiltnis von salicylatinduziertem Signal zur Flavinkonzentration.
Hierbei darf der Sittigungspunkt nicht iberschritten werden, da die aus-
kristallisierenden Salze das Enzym schidigen.

Rinderserumalbumin: Rinderserumalbumin verhindert als Schutzprotein Schiden des

Enzyms durch die Konzentrierung. Ohne Rinderserumalbuminzusatz kommt es zum
Eintriiben der Enzymlosung wihrend der Beprobung,
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Enzymkonzentrierung

Die Hohlfaser wird mit Ethanol nach Herstellerangaben gewaschen, um den
schiitzenden Myristinisopropylester zu entfernen [Spectrum, 1995)]. Danach wird mit
Wasser gewaschen, wobei sich die Poren 6ffnen. Diese Fasern werden bis zur weiteren
Verwendung in Ethanol gelagert.

Vor der Enzymkonzentrierung werden die Hohlfasern durch Ausblasen mit Stickstoff
von Ethanol befreit. Die so vorbereiteten, auf 4 cm zugeschnittenen Hohlfaserstiicke
werden mittels Pipette mit je 2,5 uL. der gut gemischten Enzymiosung befiilit. Durch
Kapillarkrifte wird das Wasser aus dem Faserinneren nach auflen gezogen, wo es
verdunstet. Dadurch konzentriert sich die EnzymlSsung selbsttitig, bis auf eine
Endkonzentration, die im wesentlichen durch den Anteil an Feuchthaltemittel
(Glycerin, Puffer) bestimmt wird. Gleichzeitig bewirkt das Verdunsten des Wassers
eine gleichmifBige, schonende Kiihlung der Enzymlésung (Abb. 3.5). Die Zeit bis zum
Erreichen der Endkonzentration betrdgt ca. Smin (bei 23°C und 25%
Luftfeuchtigkeit). Das Enzym erreicht hierbei ca. das 50fache der urspriinglichen
GDS Test-Kit-Konzentration. Bis zum Mefeinsatz werden die enzymbefiillten
Hohlfasern trocken, in einem verschlossenen Gefdl, im Kiihlschrank (4 - 8 °C)
aufbewahrt,

H,O Hohlfaser

Enzymlosung H,0

ca. 50fach konzentriertes Enzym

Abb. 3.5: Enzymkonzentrierung
35




Priiparation der Sensoren auf Hohlfaserbasis

Die Enden einer Hohlfaser werden jeweils an der Seite eines Lichtleiters mit Leim
fixiert, so dafl der mit hochkonzentrierter Enzymlosung (ca. 1 mM) gefiillte Teil der
Hohlfaser die Stirnseite des Lichtleiters bedeckt. Zur weiteren Stabilisierung wird {iber
Lichtleiter und Hohlfaser ein Metallréhrchen geleimt (Abb. 3.6). Da quer durch die
Hohlfaser gemessen wird, betrigt die optische Wegldnge in der Hohlfaser weniger als

0,2 mm.

Abb. 3.6: Sensor auf Hohlfaserbasis

Optischer Aufbau

Zu Mefzwecken wird der Sensor (Abb.3.6) in eine Miniaturdurchfluflkiivette
eingebaut. Das an der Stirnseite eines Lichtleiters (& 500 pm) immobilisierte Enzym
wird mit einer blauen Leuchtdiode (Emissionsmaximum bei 450 nm) angeregt und die

dabei erhaltene Transmission mit Hilfe eines Miniaturspektralphotometers gemessen
(Abb. 3.7).
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Miniatur-
spektralphotometer

Enzym in Dialysefaser:
Volumen <16 nL

AV

FIUR  cxmefge- . Flufd ==

N L/

Lichtleiter (& 500 um)

A

Leuchtdiode

Abb. 3.7: Optischer Aufbau
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Klemmbkiivette fiir Hohlfasern

Die Herstellung einzelner Sensoren wird auf Grund ihrer geringen Dimensionen unter
dem Mikroskop durchgefithrt. Da dies sehr zeitaufwendig ist und einer groBen
Geschicklichkeit bedarf, wird im Laboralltag ein einfacheres System verwendet,
welches den schnellen Austausch der Hohlfaser ermoglicht,

Als Halterung fiir die enzymbefiillten Hohlfasern dient eine Kiivette aus Plexiglas
(Abb. 3.8). In der symmetrisch aufgebauten Kiivette wird die Hohlfaser von zwei
identisch gearbeiteten Klemmteilen beidseitig gehalten, so daB sie frei im Beprobungs-
kanal aufgehingt ist und gut umspiilt werden kann. Die Beprobung erfolgt quer zum
Lichtweg. Um auch hier optimale Lichtausbeuten erzielen zu kénnen, wird das Licht
wiederum mit einem Lichtleiter direkt an die Hohlfaser herangefiihrt und mit einem

zweiten Lichtleiter zum Spektrometer weitergeleitet.

Enzym in Hohlfaser
Licht = / — zum Spektrometer

Lichtleiter (2200 um)

Durchfluf3

Abb. 3.8: Klemmkiivette fiir Hohlfasern
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Prinzip des Blutzellenausschlusses

Das Prinzip des Blutzellenausschlusses 148t sich am ehesten beim Betrachten der
»schwammartigen“ Oberflichenstruktur der Hohlfaser verstehen, Diese ,,schwamm-
artige” Beschaffenheit erméglicht den Lichtleitern beim Aufsetzen ein Stiick weit in
die Oberfliche der Hohlfaser einzudringen (Abb.3.9). Dabei schmiegt sich die
Hohlfaser auch an den Riindern so dicht an die Lichtleiter an, daB nicht einmal mehr
Blutzellen eindringen kénnen. Es werden lediglich die Stoffe im Lichtstrahl erfafit,
die in die Hohlfaser eindringen kénnen (Molmassenausschiufl: 19 000). Da der
Lichtweg nun nur noch direkt durch die Hohlfaser verlduft, werden gleichzeitig
wesentlich hohere Absorptionswerte erzielt. Der minimierte Lichtweg fiihit zu
geringerem Lichtverlust. Die dadurch verkiirzten Mefzeiten des Spektralphotometers
ermdglichen prizisere Messungen, zum einen weil sie rauschdrmer und zum anderen

weil sie in derselben Zeit 6fter wiederholbar sind.

///

Lichtleiter (<& 200 pm)

Hohlfaser

Abb. 3.9: Prinzip des Blutzellenausschlusses
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Kiivette mit Silikonkautschukdichtung fiir den Blutzellenausschluf}

Um das Aufsetzen der Lichtleiter auf die Hohlfaser méglichst schonend zu gestalten,
wird eine sehr weiche Silikonkautschukdichtung verwendet. Beim Schliefen der
Kiivette verformt sich der Silikonkautschuk unter dem auf ihn ausgeiibten Druck.
Dadurch wird die enzymhaltige Hohlfaser zusitzlich aufgeblidht und schmiegt sich
fest an die Lichtleiter an (Abb. 3.10). Gleichzeitig erfolgt hierbei nochmals eine
Konzentrierung des Enzyms, da Glycerin-Puffer-Gemisch aus der Hohlfaser
entweicht.

weicher Silikonkautschuk Lichtleiter (& 200 pm)

\

Druck

IR S—2

Druck

Enzym in Hohlfaser

Abb. 3.10: Kiivette mit Silikonkautschukdichtung
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3.3 MeBbedingungen

Sofern nicht anders angegeben wird als Losungsmittel entmineralisiertes Wasser
verwendet und die Versuche bei 23 °C durchgefiihrt. In Durchflulkiivetten betrdgt der
DurchfluB 1,2%¥10% m® s

3.4 Fehlerbetrachtung

In diesem Abschnitt werden kurz mogliche Fehlerquellen angesprochen. Weiterhin
wird erldutert, wie die erhaltenen MeBwerte mittels statistischer Verfahren

interpretiert werden kénnen, um sinnvolle Fehlergrenzen zu erhalten.

Allgemeine Fehler:

Allgemeine Fehler liegen meist in der Probenvorbereitung. Ungenauigkeiten bei
der Einwaage, bei der Pipettierung und anderen Arbeitsgéngen fithren zu geringen
Ergebnisfehlern. Ebenso auch Abweichungen bei der Qualitit der verwendeten
Reagenzien und Chemikalien. Diese Fehler sind iiberwiegend zufilliger Natur und

vernachlidssigbar klein.,

Photometer-Fehler:

Das Grundlinien-Rauschen des Photometers kann bei sehr kleinen Absorptionen
den MeBwert verfilschen. Bei sehr grofen Absorptionen kénnen nicht mehr alle
Molekiile im Strahlengang vollstindig zur Absorption beitragen, da bereits auf den
ersten Teilstiicken des optischen Wegs ein betrichtlicher Teil des MeBlichts

absorbiert wird.
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Ermittlung von Fehlergrenzen:

Die Standardabweichung S wird nach der folgenden Formel

[Bartsch, 1987]:

s:+\/ : l*i(xi ~x)?

n-1 i
mit  xj = MeBwert
x’ = arithmetischer Mittelwert der MefBwerte

n = Anzahl der MeBwerte

Fehlerfortpflanzung

ermittelt

In dieser Arbeit werden héufig Differenzen von Absorptionen und Differenzen von

Differenzen berechnet. Dies konnte wegen Fehlerfortpflanzung zu Ungenauigkeiten

filhren. Um dies zu vermeiden werden Absorptionsdifferenzen bei einer einzelnen

Wellenlidnge nicht durch Subtraktion berechnet, sondern wie folgt:

A =10gIT0

A' =logII—?

AA =A'-A
=logII - log%
=loglf'

Auf diese Weise werden sowohl Absorptionen als auch Absorptionsédnderungen aus je

zwel Intensititswerten berechnet, so daB keine Anhdufung von Fehlern zustande

kommt,
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Bei Subtraktion von Absorptionsdifferenzen bei zwei verschiedenen Wellenlidngen
kann keine der Intensititen wie oben eliminiert werden. Statt dessen geht man wie

folgt vor:
AAA = AA; - AA,,

I, 'y,
— _1' -
log I, log L,
I I
=1 22 - i
fog I, log Iy,

Das Verhiltnis der zwei Referenzintensititen im zweiten Term stellt bei gegebenen
Referenzzusammensetzungen und gegebener Lichtquelle einen Konstantwert dar, der

vor der eigentlichen Messung zu beliebiger Genauigkeit bestimmt werden kann.
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4. MeBergebnisse und Diskussion

4.1 Untersuchungen in Losung

Bevor das spektrale Verhalten des fiir den Salicylatnachweis verwendeten Enzyms
Salicylathydroxylase im immobilisierten Zustand untersucht wird, erfolgt zunichst
eine Charakterisierung in Losung.

Bei diesen Untersuchungen soll ermittelt werden, welche der beiden spektralen
Analysenmethoden Fluorimetrie oder Absorptionsspektroskopie sich besser fiir den
praktischen Einsatz eignet. Weiterhin gilt es abzukliren, inwieweit die Empfindlichkeit
der Nachweisreaktion den analytischen Anforderungen entspricht und die Grenzen der

Einsatzfihigkeit des Enzyms beziiglich pH und Temperatur zu bestimmen.

Bei der Fluorimetrie wird die Probe bei einer festen Wellenldnge angeregt und die
emittierte Lichtintensitit in Abhéingigkeit der Emissionswellenldnge detektiert. Die

Emissionsintensitit wird in willkiirlichen Einheiten (a.u.) angegeben.

Bei der Absorptionsspektroskopie wird die Intensitit (I) des durch die Probe
transmittierten Lichts als Funktion der Wellenldnge ermittelt. Zur Quantifizierung wird
die gemessene Intensitit mit der durch eine geeignete Referenz transmittierten

Intensitét in Beziehung gebracht.

I eferenz
A=log 70

Als Logarithmus hat die Absorption keine Einheit.
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4.1.1 Fluoreszenzspektren von Salicylathydroxylase

Das Fluoreszenzspektrum von Salicylathydroxylase zeigt bei der Anregungs-
wellenldnge 450 nm ein fiir Flavin typisches Emissionsmaximum bei 525 nm
(Abb. 4.1.). Der Vergleich zum freien Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD) macht
deutlich, daB das enzymgebundene FAD, bei gleicher Absorption (bei 450 nm)

weniger fluoreszenzfihig ist.

100

Emissions- 50 A
intensitit (a.u.)

400 500 600 700
Wellenléinge (nm)

Abb. 4.1: Fluoreszenzspektren von Salicylathydroxylase und FAD — die verwendete
GDS-Enzymlésung wird mit Phosphatpuffer (pH = 6,88) auf das Vierfache
verdiinnt und FAD im selben Puffer gelost, bis zum Erreichen desselben

Absorptionswertes (bei 450 nm).

Betrachtet man das Emissionsspektrum von Salicylathydroxylase vor und nach der
Zugabe von Salicylat (Abb. 4.2), so beobachtet man beim Enzym-Substratkomplex
unter gleichen Bedingungen einen deutlichen Anstieg der Fluoreszenzintensitit.

Salicylat selbst zeigt bei der Anregungswellenlinge 450 nm keine Eigenfluoreszenz.
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100

Enzym-Sal

Emissions- 50 -
intensitit (a.u.)

Enzym

0 -#l Ty v v vV P v v v v v v vy gy vy oryprovva

400 450 500 550 600 650 700

Wellenléinge (nm)

Abb. 4.2: Vergleich Salicylathydroxylase vor und nach der Salicylatzugabe (Sal) —
die verwendete GDS-Enzymlésung wird mit Phosphatpuffer (pH = 6,88)
auf das Vierfache verdiinnt, die Salicylatkonzentration betrdgt 0,25 mM.

Nachteilig bei der Fluoreszenzmessung als MaB fiir die Salicylatkonzentration ist, daB}
es sich nicht um ein gedndertes Emissionsspektrum sondern lediglich um eine
Intensititszunahme handelt. Somit sind eventuell auftretende Matrixeffekte, wie z. B.
die Absorption des Anregungslichts, schwer zu eliminieren. AufBlerdem ist die

Zunahme der Emissionsintensitit gering.
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4.1.2 Absorptionsspektren von Salicylathydroxylase verglichen mit
Glucoseoxidase und FAD

Das freie FAD mit seinen charakteristischen Absorptionsmaxima bei 370 nm und
450 nm besitzt eine intensive gelbe Farbe, welche durch Reduktion zum FADH,
verloren geht (Abb 4.3). Die Absorption wird im folgenden mit A abgekiirzt.

04 +———F————1
ox.
0.2 .
A ] ]
] red. {
0
400 500 600

Wellenldnge (nm)

Abb 4.3: Vergleich FAD in oxidiertem (ox.) und reduziertem (red.) Zustand — die
FAD-Konzentration betrdgt 20 pM, Dithionit wird in fester Form bis zur
vollstindigen Reduktion zugegeben.

FAD ist auch fiir die Farbe der Flavoenzyme verantwortlich, wo es als prosthetische
Gruppe dient. Das wohl bekannteste flavinhaltige Enzym ist die Glucoseoxidase. Auf
Grund ihrer mit Salicylathydroxylase vergleichbaren Absorptionscharakteristik, bei
gleichzeitig niedrigerem Preis, wird sie in dieser Arbeit oft fiir Vorversuche eingesetzt.
Unter anaeroben Bedingungen 148t sich Glucoseoxidase mit Glucose reduzieren. Dabei
kommt es, wie schon bei der Reduktion von FAD, zu einem Ausbleichen des

Flavinspektrums (Abb. 4.4).
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400 500 600

Weilleniange (nm)

Abb. 4.4: Vergleich Glucoseoxidase in oxidiertem (ox.) und reduziertem (red.)
Zustand — die Glucoseoxidasekonzentration betrigt 12 pM, die Reduktion
erfolgt mit 1,5 mM Glucose.

Wenn man das Absorptionsspektrum der oxidierten von dem der reduzierten
Glucoseoxidase subtrahiert, erhdlt man ein mit steigender Glucosekonzentration
abnehmendes Flavinspektrum (Abb. 4.5).

300 400 500 600

Wellenlange (nm)

Abb. 4.5: Glucoseinduzierte Differenzspektren von  Glucoseoxidase —  die
Glucoseoxidasekonzentration betrigt 12 pM, in Phosphatpuffer (pH = 6,88)
Catucos/MM = 0,5 (1); 0,75 (2); 1 (3); 1.25 (4); 1,5 (5).
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Die Salicylathydroxylase hat in oxidiertem Zustand im Absorptionsspektrum, wie alle
Flavoproteine, die charakteristischen Absorptionsmaxima bei 370 nm und 450 nm.
Betrachtet man jedoch das Absorptionsspektrum des freien Flavins, so erkennt man
beim enzymgebundenen Flavin sowohl bei der Salicylathydroxylase als auch bei der
Glucoseoxidase jeweils eine Verschiebung im Verhiltnis der beiden Absorptions-

maxima zueinander.

Die Salicylathydroxylase 146t sich in wéBriger Lésung mit Dithionit leicht reduzieren,
wobei die Flavinfarbe ebenfalls verblait (Abb. 4.6). Die starke Absorption unter
400 nm im reduzierten Spektrum wird durch die Eigenabsorption von Dithionit

verursacht.

Spektren in Losung:

0.2

0.15

Lododil 2 1

O W W T W SN U TR S N

0.05 4

0 L] 1 L] 1 1 1 L) L] 1 1 1 L] 1 1 |} 1 LI L) Ll 1 L) L] L 1

350 400 450 500 550 600
Wellenldnge (nm)

Abb. 4.6: Vergleich Salicylathydroxylase in oxidiertem (ox.) und reduziertem (red.)
Zustand — die GDS-Enzymlésung wird mit Phosphatpuffer (pH = 6,88) auf
die halbe Konzentration verdiinnt. Dithionit wird in fester Form bis zur

vollstindigen Reduktion zugegeben.
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Bei der Salicylatzugabe findet keine Reduktion der Salicylathydroxylase statt, wie dies
bei der Glucoseoxidase, nach Zugabe von Glucose geschieht. Die Komplexbildung
zwischen Enzym und Salicylat fithrt jedoch zu einer Verschiebung und VergroBerung
der Bande um 450 nm (Abb. 4.7).

oL I ! i | | 1 [ I 1 | 1 _
0.2 - Enzym-Sal _
A - -
01 - Enzym -
0 s, —
i T T T T T T T T T 1 -
400 500 600

Wellenldange (nm)

Abb. 4.7. Vergleich Salicylathydroxylase vor und nach der Salicylatzugabe (Sal) —
die GDS-Enzymldsung wurde unveréindert eingesetzt,
(Enzymkonzentration = 6 pM; Salicylatkonzentration = 20 mM).
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4.1.3 Differenzspektren von Salicylathydroxylase in Abhingigkeit der
Salicylatkonzentration

Die salicylatinduzierte spektrale Anderung erhdlt man durch Subtraktion des
Absorptionsspektrum des Enzyms von dem des Komplexes. Die Konzentrations-

abhingigkeit des daraus resultierenden Differenzspektrums ist in der folgenden

Abbildung (Abb. 4.8) dargestellt.

0.04 N T O N N O N Y N O IR O B

Pty rvyervrprrvyryprrerireyrrert

400 450 500 550 600 650

Wellenléinge (nm)

Abb. 4.8: Die salicylatinduzierte Anderung des Absorptionsspektrums von 6 pM
Salicylathydroxylase — Salicylathydroxylase original GDS-Enzyml6sung,
bei folgenden Salicylatkonzentrationen:

Csalieylat/mM = 20 (1); 1,0 (2); 0,52 (3); 0,41 (4); 0,28 (5); 0,16 (6); 0,05 (7).

Die salicylatinduzierte Anderung des Absorptionsspektrums von Salicylathydroxylase
duBlert sich mit zunehmender Salicylatkonzentration in einem einheitlichen Wachsen
der Differenzspektren. Der isosbestische Punkt bei 484 nm ermoglicht es, bei Bedarf

Untergrundkorrekturen vorzunehmen, um Storeinfliisse zu korrigieren.,
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4.1.4 Dosis-Wirkungskurve fiir Salicylat

Die Differenz vom Minimum (bei 497 nm) zum benachbarten Maximum (bei 470 nm)
des Differenzspektrums, als Funktion der Salicylatkonzentration aufgetragen, ergibt die
Dosis-Wirkungskurve (Abb. 4.9). Die Verwendung der Differenz vom gréfleren
Maximum bei 443 nm zum Minimum wiirde zwar zu groBeren Signalen fithren, hitte
jedoch den Nachteil, dal beim Auftreten einer Untergrundstrung mit schrigem

Verlauf auch der Fehler sehr viel grofer wire.

] T PTT IR RRR T TTTT T T TTTI
0.04 -
AAA -
0.02 -
0 | T TTTHH] T T T TTTT I TTITTIH
0.01 0.1 1 10 100
Salicylat (mM)

Abb. 4.9: Differenz (AAA = AAy70 am = AAsg74m) von 6 uM Salicylathydroxylase in
Abhingigkeit von der Salicylatkonzentration — Salicylathydroxylase
original GDS-Enzyml6ésung

Aus der Dosis-Wirkungskurve ist ersichtlich, daB die Nachweisreaktion sehr
empfindlich auf Salicylat anspricht und einen weiten Bereich an Salicylat-
konzentrationen abdeckt. Dies sind wichtige Voraussetzungen fiir den Einsatz der

Nachweisreaktion in einem Biosensor.
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Die Abhingigkeit der Differenz (AAA) von der Salicylatkonzentration 148t sich mit
Hilfe des Massenwirkungsgesetzes beschreiben.

Kurve; =

[Salicylat]

Der K4 -Wert ist die Dissoziationskonstante des Enzym-Substrat-Komplexes. Ein
Kurvenanpassungsprogramm (GraFit 2.0; Erithacus Software Ltd, Staines, UK., 1989,
1990) ergibt fiir den K y-Wert:

Regression: K4 = 0,54 mM

Mit Hilfe des K4 -Werts ist es moglich ein kalibrationsfreies Mefsystem zu bauen.

Die Absorptionsspektroskopie besitzt also gute spektrale Anderungen, mit einem
isosbestischen Punkt, der es erméglicht Storungen des Salicylatsignals zu korrigieren.
Somit bietet diese MeBmethode gute Voraussetzungen fiir den Finsatz in einem

Biosensor.

Die nédchste wichtige Frage ist, in welchem Bereich sich der Einflufl des pH-Werts und
der Temperatur auf die Absorptionséinderung des Enzyms bei der Beprobung mit

Salicylat bemerkbar macht.
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4.1.5 pH-Wert-Einflul

Ein pH-Wert von 4,66 fithrt zur Denaturierung des Enzyms und Eintriibung der
Loésung. Im Bereich 5<pH<11,5 146t sich das gewohnte salicylatinduzierte
Differenzspektrum beobachten. Bei einem pH-Wert von 12,50 stellt sich im Verlauf
von etwa 2,5 h eine leichte Veridnderung im Differenzspektrum ein, die jedoch nicht

mehr salicylatspezifisch ist (Tab. 4.1).

Tab. 4.1: Beprobung der Salicylathydroxylase mit Salicylat bei unterschiedlichen
pH-Werten — die Einstellung des jeweiligen pH-Werts erfolgt mit
Essigsdure bzw. Natronlauge, insgesamt wird die GDS-Enzymlésung auf %

der urspriinglichen Konzentration verdiinnt, die Salicylatkonzentration

betragt 20 mM.
pH-Wert Beobachtung Reaktionszeit
4,66 Eintriitbung der Lsung -
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4.1.6 TemperatureinfluB}

Bei niedriger Temperatur ist eine Verlidngerung der Reaktionszeit zu erwarten. Dies ist
aber unter den gegebenen Bedingungen selbst bei 10 °C noch nicht mefibar. Bei 50 °C
kommt es dann zur Denaturierung und Eintritbung der Lsung (Tab. 4.2).

Tab. 4.2: Beprobung der Salicylathydroxylase mit Salicylat bei unterschiedlichen
Temperaturen — die GDS-Enzymlosung wird mit Phosphatpuffer
(pH=6,88)  auf Y der urspriinglichen Konzentration verdiinnt, die

Salicylatkonzentration betrdgt 20 mM.

Temperatur Beobachtung Reaktionszeit

50 °C Eintriibung der Losung -

Die Messungen in Losung lassen fiir den praktischen analytischen Einsatz des Enzyms

eine ausreichende pH- und Temperaturstabilitit erwarten.
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4.1.7 SchluBfolgerungen zu den Ergebnissen der Kiivettenversuche fiir den Bau
eines Biosensors unter Verwendung von Salicylathydroxylase

Als MeBmethoden fiir den Salicylatnachweis eignen sich sowohl die Fluorimetrie, als
auch die Absorptionsspektroskopie. Die Absorptionsspektroskopie bietet mit dem
charakteristischen Maxima-Minimaverlauf des Differenzspektrums und einem
1sosbestischen Punkt jedoch mehr Méglichkeiten, im praktischen Einsatz das richtige
Signal von Stérungen zu unterscheiden, als die einfache Fluoreszenzerhéhung in
Anwesenheit von Salicylat und entspricht somit besser den Anforderungen eines
Biosensors.

Die Messungen in Ldsung lassen fiir den praktischen analytischen Einsatz des Enzyms
eine ausreichende pH- und Temperaturstabilitit erwarten.

Weiterhin zeigt sich, daB sich das Gleichgewicht der Nachweisreaktion schnell
einstellt und von der Dosis-Wirkungskurve ein weiter Bereich an Salicylat-
konzentrationen abgedeckt wird.

Damit sind gute Voraussetzungen fiir den Bau eines Biosensors gegeben.

56




4.2  Orientierende Untersuchungen zur Auswahl einer geeigneten
Immobilisierungsmethode

Der zweite Teil der Arbeit befaBt sich mit den Ergebnissen der Enzym-

immobilisierung.

4.2.1 Immobilisierung in Polyacrylamid (PAA)

Vergleich der Absorptionen des PAA-Gels mit und ohne Glucoseoxidase
Vorversuche zur Immobilisierung in PAA werden mit Glucoseoxidase als Enzym
durchgefiihrt, da es in groBerer Menge zur Verfugung steht und als Flavoenzym eine
vergleichbare Absorptionscharakteristik wie Salicylathydroxylase aufweist. Die
optisch guten Eigenschaften von PAA-Gelen zeigen sich im direkten Vergleich der
Absorption von PAA-Gelen mit und ohne Glucoseoxidase. Im relevanten MeBbereich
haben die PAA-Gele keine Eigenabsorption (Abb. 4.10).

0.2

PAA mit Glucoseoxidase
0.15 -

0.05 !

PAA ohne Glucoseoxidase

0 T Y T T
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Abb. 4.10: Vergleich der Absorptionen des PAA-Gels mit und ohne Glucoseoxidase
— beide Gele werden mit Phosphatpuffer (pH = 6,88) gespiilt.
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Glucoseinduzierte Differenzspektren von Glucoseoxidase

Nach Zugabe von 100 mM Glucoselsung zeigt das in PAA immobilisierte Enzym
eine Absorptionsinderung, die der in Losung gemessenen Absorptionsdnderung
entspricht (Abb. 4.11). Das Enzym bleibt voll reduzierbar.

Die Absorptionsinderung im PAA-Gel weist jedoch im Vergleich zu Versuchen in
Losung, wo sich das Gleichgewicht innerhalb weniger Sekunden einstellt, selbst bei
100 mM Glucosekonzentration eine deutlich langsamere Reaktionsgeschwindigkeit

auf.

380 430 480 530 580
Wellenldnge (nm)

Abb. 4.11: Geschwindigkeit der Absorptionsinderung von Glucoseoxidase in PAA
bei der Zugabe von Glucose — 100 mM Glucose in Phosphatpuffer
(pH = 6,88); t/min = 1 (1); 2 (2); 3 (3); 4 (4).
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Absorptionsspektren von Glucoseoxidase in PAA nach der Gefriertrocknung

Nach der Priparation miissen die PAA-Gele in Puffer gelagert werden. Da sie sehr viel
Wasser enthalten, schrumpfen sie beim Trocknen (23 °C und 25 % Luftfeuchte) bis
auf 20 % ihrer urspriinglichen Dicke. Beim Wiedereinbringen in Losung quellen sie
zum einen nur noch unvollstindig, und zum anderen wird auch die Enzymaktivitit bei
dieser Art der Trocknung in Mitleidenschaft gezogen. Eine Mdoglichkeit die Gele
dennoch trocken zu lagern bietet die Gefriertrocknung,

Die Gefriertrocknung ist eine etablierte Methode zur Haltbarmachung von Enzymen,
welche es ermoglicht, PAA-Gele zu trocknen und gleichzeitig die Enzymaktivitit voll
zu erhalten. In dieser Form sind die PAA-Gele gut lagerbar. Sie behalten ihre
urspriingliche Form und kénnen bei Bedarf sehr schnell rehydriert werden.

0.45
oxidiert
0.4

A 0.35 - reduziert

0.3 1

0- 25 Al \ T T
380 430 480 530 580

Wellenldnge (nm)

Abb. 4.12; Verhalten von gefriergetrockneten, glucoseoxidasehaltigen PAA-Gelen bei
der Beprobung mit Glucose — 100 mM Glucose in Phosphatpuffer
(pH = 6,88)

Auch nach der Gefriertrocknung bleiben die glucoseoxidasehaltigen PAA-Gele mit
Glucose vollstindig reduzierbar. Die guten optischen Eigenschaften der PAA-Gele
verschlechtern sich, was eine erhohte Lichtstreuung zur Folge hat (Abb. 4.12).
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Austragsverhalten des glucoseoxidasehaltigen PAA-Gels

Obwohl es sich bei der PAA-Methode um eine EinschluBimmobilisierung handelt, ist
das Enzym in PAA gut eingebunden. Nach finf Tagen Einspiilphase ist kein Austrag
mehr feststellbar (Abb. 4.13).
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Abb. 4.13: Austragsverhalten des glucoseoxidasehaltigen PAA-Gels

Die Vorversuche mit Glucoseoxidase, bei denen die Enzymaktivitit bei gleichzeitig
gutem Austragsverhalten erhalten bleibt, zeigen die Fignung der PAA-Gele zur
Enzymimmobilisierung. Weitere Versuche werden nun mit Salicylathydroxylase
durchgefiihrt,
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Eigenabsorption des PAA-Gels im Vergleich mit Salicylathydroxylase in PAA

Der Vergleich von PAA-Gelen mit und ohne Salicylathydroxylase zeigt, daf die
PAA-Gele im relevanten MeBbereich keine Eigenabsorption haben (Abb. 4.14). Sie
eignen sich daher gut fiir optische Messungen.

PAA ohne Enzym

400 450 500 550 600
Wellenldnge (nm)

Abb. 4.14: Vergleich der Absorptionen des PAA-Gels mit und ohne Salicylat-
hydroxylase — beide Gele werden mit Phosphatpuffer (pH = 6,88)
gespiilt,
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Absorptionsspektren der Salicylathydroxylase

Die salicylathydroxylasehaltigen Gele entsprechen in ihren physikalischen Eigen-
schaften den glucoseoxidasehaltigen Gelen. Sie sind ebenfalls von weicher
Beschaffenheit und zeichnen sich durch gute Transparenz aus. Wie schon bei der
Glucoseoxidase gelingt auch hier der Substratnachweis. So zeigt das in PAA
immobilisierte Enzym nach der Zugabe von 0,5 mM Salicylatlésung deutliche
Absorptionsédnderungen (Abb. 4.15).

mit Salicylat

0.1 1
ohne Salicylat

380 400 420 440 460 480 500
Wellenldnge (nm)

Abb. 4.15: Salicylathydroxylase in PAA vor und nach der Beprobung mit Salicylat
— Beprobung mit 0,5 mM Salicylat in Phosphatpuffer (pH = 6,88)
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Salicylatinduzierte Absorptionsiinderung von Salicylathydroxylase

Der ausgeprdgte Maxima-Minimaverlauf des Differenzspektrums (Abb. 4.16)
entspricht der fiir Salicylathydroxylase aus Messungen in Lgsung bekannten
Absorptionsidnderung (vgl. Abb. 4.8). Geringfiigige Abweichungen sind auf die

Verwendung unterschiedlicher Puffer zuriickzufiihren.
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Abb. 4.16: Differenzspektrum der Salicylathydroxylase in PAA, aus der Absorption
vor und nach der Beprobung mit Salicylat — Beprobung mit 0,5 mM
Salicylat in Phosphatpuffer (pH = 6,88)

Der Salicylatnachweis gelingt auch nach der Immobilisierung des Enzyms in PAA.
Das Enzym ist aber so locker eingebunden, dal es nach etwa 4 Tagen Lagerung in
Puffer vollstindig ausgetragen ist. Dies 4Bt sich auf den Unterschied der Molmassen
von Glucoseoxidase (168 000) und Salicylathydroxylase (91 000) zuriickfiithren. Nach
Erhohung des Vernetzungsgrads durch héheren BIS-Anteil kommt es zur Eintritbung
der Gele, so daB die optisch guten Eigenschaften verloren gehen.

63




4.2.2 Immobilisierung mit Proteinen iiber Quervernetzung

Die Miniaturisierung der Sensorpriparation ermdglicht es bei der Immobilisierung in
quervernetzten Protein-Gelen auf Vorversuche mit Glucoseoxidase zu verzichten.
Versuche die Enzymmolekiile direkt miteinander iiber Glutaraldehyd zu vernetzen,
filhren zu vélligem Aktivititsverlust. Erst der Zusatz von Rinderserumalbumin,
ermoglicht es die Enzymaktivitit zu erhalten. Dies fithrt zu sehr weichen,
transparenten Gelen, die auch ohne Enzymzusatz schon eine leicht gelbliche Farbung
aufweisen, Nach der Herstellung werden die Gele iiber Nacht mit Phosphatpuffer
pH=16,88 gespiilt, wodurch es zu einer leichten Quellung kommt. Die
Absorptionsidnderung in RSA-Gelen bendétigt selbst bei hohen Salicylatkonzentrationen
im Vergleich zu Versuchen in Lésung eine deutlich lingere Zeit bis zum Erreichen der

maximalen Signalidnderung (Abb. 4.17).
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Abb. 4.17: Absorptionsdnderung von Salicylathydroxylase im RSA-Gel bei der
Beprobung mit Salicylat — 20 mM Salicylat in Phosphatpuffer (pH = 6,88)
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4.2.3 Immobilisierung von Enzymen durch Sol-Gel-Verfahren

Nach dem Sol-Gel-Verfahren zur Glucoseoxidaseimmobilisierung [Braun, Shtelzer,
1994] wird versucht, Salicylathydroxylase zu immobilisieren. Zur Einarbeitung in die
Methode wird zunidchst die Immobilisierung von Glucoseoxidase nach
Literaturangaben reproduziert.

Nach geringfiigiger Variation der Methode lassen sich mechanisch stabile, intensiv

gelb gefirbte, klare Gele herstellen.

Glucoseinduzierte Differenzspektren von Glucoseoxidase

Wird die so immobilisierte Glucoseoxidase mit Glucose (100 mM) reduziert, so ist das
gleiche abnehmende Flavinspektrum zu sehen (Abb. 4.18) wie in willriger Losung
(vgl. Abb. 4.5). Im immobilisierten Zustand spricht das Enzym allerdings deutlich

langsamer auf Salicylat an.
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Abb. 4.18: Geschwindigkeit der Absorptionsinderung der mittels Sol-Gel-Verfahren
immobilisierten Glucoseoxidase bei der Beprobung mit Glucose

— 100 mM Glucose in Phosphatpuffer (pH = 6,88)
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Spektren von Salicylathydroxylase in Losung und in einer Sol-Gel-Matrix

Die Immobilisierung der Salicylathydroxylase unter gleichen Bedingungen wie fiir
Glucoseoxidase fiithrt ebenfalls zu mechanisch stabilen Gelen mit guten optischen
Figenschaften. Nach der Immobilisierung bleibt die Flavingruppe in gleicher Weise
(Abb. 4.19) wie in Losung reduzierbar (vgl. Abb. 4.6).
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Abb. 4.19: Reduktion von Salicylathydroxylase mit Dithionit, in Lésung und im Gel
— 10 mg Dithionit auf 1 mL Phosphatpuffer (pH = 6,88)

Fine salicylatspezifische Absorptionsinderung kann, selbst bei hoher Salicylat-
konzentration (20 mM), auch nach zwei Stunden noch nicht beobachtet werden. Dies
148t sich mit einer zu engen Einbindung in der Gelmatrix erkliren, wodurch Salicylat

nicht mehr an die spezifische Bindestelle gelangen kann.
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Weitere Immobilisierungsversuche mit dem Sol-Gel-Verfahren

Das Ziel weiterer Immobilisierungsversuche mit dem Sol-Gel-Verfahren ist es, die
Enzymaktivitit iiber die Herstellung einer lockeren Gelmatrix zu erhalten. Eine
Moglichkeit, dies zu erreichen, bietet der Zusatz von Alginat zur Ausgangsmischung.
Der Einbau von Alginatmolekiilen in die Gelmatrix fithrt zu einer starken Eintriitbung
der Gele. Diese schlechteren optischen Eigenschaften lassen eine Auswertung der
salicylatinduzierten Absorptionsidnderung nicht mehr zu. Um dennoch eine Aussage
iiber die Enzymaktivitit machen zu kénnen, wird die Abnahme der NADH-Absorption
bei 340 nm in Gegenwart des immobilisierten Enzyms nach der Zugabe von Salicylat

gemessen.

Vorversuch:
In einem Vorversuch wird die Enzymaktivitit nach der Sol-Gel-Immobilisierung
mittels Test-Kit-Reaktion getestet [GDS, 1995].

Tab. 4.3: Test der Enzymaktivitét

Zusammensetzung A 340 m
Enzym Enzym NADH Salicylat (Endpunkt)
(Sol-Gel) (L6ésung)
X X 1,09
X X 1,28
X X 1,24
X X 1,26
X X X 0,489
X X X 0,584
X X X 0,392!
X X X 0,554

" eine Woche alt, naB gelagert bei RT
? sieben Wochen alt, trocken gelagert bei RT

Die Versuche mit alginathaltigen Gelen bestitigen, dal es moglich ist, auch unter den
Bedingungen des Sol-Gel-Verfahrens die Enzymaktivitit zu erhalten (Tab. 4.3).
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Immobilisierung von Salicylathydroxylase nach optimiertem Sol-Gel-Verfahren
Eine bessere Moglichkeit Gele mit lockerer Struktur herzustellen, ist es, die
Schrumpfung der Gele bei der Trocknung zu verhindern. Hierzu werden die Gele nach
der Préparation direkt in eine Feuchtekammer tiberfithrt, wo sie in nahezu 100 %iger
Luftfeuchtigkeit im Verlauf von 19 h aushérten kénnen. Zur Messung wird ein
miniaturisierter Aufbau auf der Basis von Lichtleitern verwendet. Die Zugabe von
Salicylat bewirkt die gewohnte Absorptionsdnderung mit langsamer Reaktions-
geschwindigkeit. Der Gleichgewichtszustand wird bei Beprobung mit einer 0,5 mM
Salicylatlosung nach 5 Minuten erreicht (23 °C) (Abb. 4.20).
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Abb. 4.20: Differenzspektrum der immobilisierten Salicylathydroxylase — 0,5 mM
Salicylat in Phosphatpuffer (pH = 6,88)

Dieser Versuch belegt, daB sich auch mit dem Sol-Gel-Verfahren mechanisch stabile,

transparente, salicylathydroxylasehaltige Gele herstellen lassen, die den Salicylat-

nachweis ermoglichen.
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4.2.4 Immobilisierung in Hohlfasern

Vorversuch mit Dialysemembranen

Die Immobilisierung von Enzymen mit Hilfe von Dialysemembranen ist eine vor allem
in der Enzymreinigung etablierte Methode [Spectrum, 1995]. Dialysemembranen
bieten gute Diffusionsbedingungen und damit auch kurze Ansprechzeiten bei
gleichzeitig guter mechanischer Stabilitit. Thre einheitliche Beschaffenheit verhindert
den Enzymaustrag. Erste Versuche, die Immobilisierung mit Dialysemembranen auch
fir optische Systeme zuginglich zu machen, werden mit Hilfe einer mit zwei
Dialysemembranen bespannten Durchflulkiivette  durchgefithrt, wobei der
Zwischenraum zwischen den beiden Membranen mit Enzyml6sung befiillt wird. Die
anschliefende Beprobung fithrt zur salicylatinduzierten Absorptionsinderung
(Abb. 4.21).
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Abb. 4.21: Differenzspektrum der zwischen Dialysemembranen immobilisierten

Salicylathydroxylase — 0,5 mM Salicylat in Phosphatpuffer (pH = 6,88)

Diese Art der Immobilisierung benétigt groe Enzymmengen (0,5mL GDS
Enzymlésung), und die Finstellung des Gleichgewichtes erfolgt fiir 0,5 mM Salicylat
erst nach einer halben Stunde.
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Immobilisierung in Hohlfasern

Fine neue, im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Immobilisierungsmethode auf Basis
von Hohlfasern erméglicht auf Grund ihrer Miniaturisierung sehr kurze
Ansprechzeiten unter Verwendung minimalster Enzymmengen. Durch Heranfiihren der
Lichtleiter bis an die Hohlfaser lassen sich gute, rauschfreie Signalinderungen
erhalten.

Nach Zugabe von Salicylat zeigt das in der Hohlfaser immobilisierte Enzym die fiir
den Salicylatnachweis notige Absorptionsdnderung (Abb. 4.22).
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Abb. 4.22: Geschwindigkeit der Absorptionsinderung der in einer Hohlfaser
immobilisierten  Salicylathydroxylase - 0,5mM  Salicylat in
Phosphatpuffer (pH = 6,88)

Die Absorptionsidnderung des in einer Hohlfaser immobilisierten Enzyms weist im

Vergleich zu Versuchen in Losung eine langsamere Reaktionsgeschwindigkeit auf.
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4.2.5 Beurteilung der Immobilisierungsmethoden

Immobilisierung in PAA-Gelen

Zur Immobilisierung von Glucoseoxidase sind PAA-Gele sehr gut geeignet. Fiir
Salicylathydroxylase machen sich starke Austragseffekte bemerkbar, da das Enzym
wesentlich kleiner ist, als Glucoseoxidase. Versuche eine hohere Quervernetzung zu
erreichen, fithren zu triiben Gelen, die sich nicht mehr fiir optische Messungen eignen.

Die optischen Messungen kénnen durch Quellung der Gele beeintrichtigt werden.

Immobilisierung in RSA-Gelen

In RSA-Gelen wird das Enzym kovalent gebunden und damit sehr bestindig
immobilisiert. Es treten keine Austragseffekte auf, Dafiir verldngert der feste Einschluf}
die MeBzeit. Ein weiterer Nachteil sind Verdnderungen durch Quellung der Gele, die

optische Messungen beeintrichtigen.

Immobilisierung mittels Sol-Gel-Verfahren

Die starre Gelmatrix verhindert das Auftreten von Stérungen durch Quellungseffekte.
Nachteilig wirkt sich aus, daB nicht alle Enzymmolekiile fiir die Enzym-Substrat-
Komplexbildung verfiigbar sind.

Immobilisierung in Hohlfasern

Die Form ist durch die Faserdimensionen vorgegeben, so dafl sich Quellungseffekte
nicht bemerkbar machen. Die schonende Aufkonzentrierung in der Hohlfaser
ermdglicht sehr hohe Enzymdichten, wobei die Enzymmolekiile wie in Losung fiir
Salicylat zuginglich sind. Die einheitliche Beschaffenheit der aktiven Membran
verhindert einen Austrag des Enzyms.

Im Vergleich mit den anderen Methoden besitzt die Immobilisierung in Hohlfasern
wesentliche Vorteile fiir den Aufbau eines Biosensors. Ein wichtiger Vorteil liegt in
der einfachen Méglichkeit der Erweiterung der Methode auf weitere Analyten unter
Verwendung des jeweils spezifischen Enzyms, wodurch die Entwicklung eines

Multianalytsensors fiir die Notfalldiagnostik erméglicht wird.
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4.3  Charakterisierung des Hohlfasersensors in Losung

4.3.1 Geschwindigkeit des salicylatinduzierten Signals

Im Vergleich zu Messungen in Losung, ist die Gleichgewichtseinstellung der

Nachweisreaktion im Biosensor stark verzdgert.

Der zeitliche Verlauf des Sensorsignals ergibt sich durch Auftragen der Differenz
(AAA = AA4gs nm - AAyor nm) gegen die Zeit. Dabet stellt sich auch nach wiederholter
Beprobung mit derselben Salicylatkonzentration, der gleiche Kurvenverlauf, mit der
gleichen Halbwertszeit ein (Abb. 4.23; Abb. 4.24). Bei 0,5 mM Salicylatlosung liegt
sie bei etwa 40s. Die Abbildungen (Abb. 4.23; Abb. 4.24; Abb. 4.25) zeigen den
Verlauf des Sensorsignals des ersten Hohlfasersystems (vgl. unter 3.2.4

Immobilisierung in Hohlfasern).
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Abb. 4.23: Geschwindigkeit des salicylatinduzierten Signals — 0,5 mM Salicylat in
Phosphatpuffer (pH = 6,88), Temperatur 23 °C
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Abb. 4.24: Geschwindigkeit des salicylatinduzierten Signals bei wiederholter
Beprobung — 0,5mM Salicylat in Phosphatpuffer (pH = 6,88),
Temperatur 23 °C

Wird mit einer Salicylatlosung niedrigerer Konzentration beprobt, so fiihrt dies zu

einem flacheren Kurvenverlauf und einer lingeren Halbwertszeit (Abb. 4.25).
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Abb. 4.25:  Vergleich der Geschwindigkeit des salicylatinduzierten Signals bei
zwei verschiedenen Salicylatkonzentrationen — Temperatur 23 °C
(1) 0,5 mM Salicylat in Phosphatpuffer (pH = 6,88); T\, =43 s
(2) 0,05 mM Salicylat in Phosphatpuffer (pH = 6,88); T, = 176 s
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4.3.2 EinfluBl der Sensorgestaltung auf die Reaktionsgeschwindigkeit

Wesentlich kiirzere Reaktionsgeschwindigkeit lassen sich unter Verwendung einer
Klemmkiivette fiir Hohlfasern (vgl. 3.2.4 Immobilisierung in Hohlfasern, Abb. 3.8)
~erzielen. Die Bauart der Klemmkiivette verbessert die Umstrémung der Hohlfaser,
wodurch der Substrataustausch begiinstigt wird und sich das Gleichgewicht schneller
einstellt (Abb. 4.26). Aus diesem Grund werden alle weiteren Versuche mit einer

Klemmkiivette durchgefiihrt.
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Abb. 4.26: Geschwindigkeit des salicylatinduzierten Signals bei 23 °C in einer
Klemmkiivette — 0,5mM Salicylat in Phosphatpuffer (pH = 6,88),
Halbwertszeit: 17 s
100 % Signalhéhe stellt den Endpunkt der Reaktion dar.
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4.3.3 Temperaturabhiingigkeit der Geschwindigkeit des Signals von 0,5 mM
Salicylat

Im Vergleich zu Messungen im Gleichgewichtszustand weist die Geschwindigkeit des
salicylatinduzierten Signals eine deutliche Temperaturabhingigkeit auf. So verldngert
sich die Halbwertszeit von 17 s bei Raumtemperatur (23 °C) auf 37 s bei 10 °C
(Abb. 4.27). Diese Temperaturabhidngigkeit schrinkt die Verwendung von
Geschwindigkeitsmessungen zur Salicylatbestimmung stark ein.

Der Gleichgewichtszustand wird auch bei 10°C mit 0,5 mM Salicylat, einer
Konzentration die unterhalb des toxikologisch relevanten Bereichs liegt, schon nach

etwa 90 s erreicht.

100 -
;\; -
~ 80 0,5 mM Salicylat
2 Ty =37s,10°C i
2  60- _
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O i ] T
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Abb. 4.27: Geschwindigkeit des salicylatinduzierten Signals bei 10°C — 0,5 mM
Salicylat in  Phosphatpuffer (pH=6,88), Verwendung einer
Klemmkiivette, Halbwertszeit: 37 s
100 % Signalhéhe stellt den Endpunkt der Reaktion dar.
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4.3.4 pH-Abhiingigkeit des Signals

Im Blut ist der pH-Wert normalerweise durch ein Hydrogencarbonat-Puffersystem sehr
gut bei 7,4 gepuffert. In Folge von Salicylatvergiftungen kommt es meist zu einer
Acidose d. h. zu einer Verschiebung des pH-Werts in den sauren Bereich [Gaudreault
et al., 1982; Gabow et al.,, 1978]. Diese Verschiebung kann iiber eine verstirkte
Atmungsaktivitit und damit verbundene CO,-Abgabe wieder kompensiert werden
(kompensierte Acidose). Wird aber in Folge von Hyperventilation, was vor allem bei
Kleinkindern auftritt [Snodgrass et al., 1981] zuviel CO, ausgeatmet, so verschiebt sich
der pH-Wert in den basischen Bereich [Harper et al., 1987].

Eine Anderung des pH-Werts kann auch eine Anderung des MeBsignals bewirken. So
konnen mit zunehmendem pH-Wert mehr OH'-Ionen mit Salicylat um die Bindestelle
konkurrieren. Dies hat eine Abnahme des Salicylatsignals zur Folge.

Dieser Effekt ist jedoch im relevanten pH-Bereich zu gering, um das MefBsignal
wesentlich zu beeinflussen (Abb. 4.28, Abb. 4.29).

0,08 - .
0,06
AAA 0,04

0,02

0

6,88 7,10 7,40 7,70 8,00
pH-Wert
Abb. 4.28: EinfluB des pH-Werts auf die Signalhéhe von 0,5mM Salicylat
— 0,5mM Salicylat in Phosphatpuffer (pH = 6,88), auf den jeweiligen

pH-Wert mit Natronlauge eingestellt, Signal = AA4sg nm - AA492 nm
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Abb. 4.29: Einflu} des pH-Werts auf die Signalhohe von 5 mM Salicylat — 5 mM
Salicylat in Phosphatpuffer (pH = 6,88), auf den jeweiligen pH-Wert mit
Natronlauge eingestellt, Signal = AA4eg nm = AA493 nm
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4.3.5 Temperaturabhiingigkeit des Signals

Fiir die unterhalb des toxikologisch relevanten Salicylatbereichs liegende Salicylat-
konzentration von 0,5mM, ergibt sich fiir den getesteten Bereich von
10°C < T <40 °C eine leichte Temperaturabhingigkeit, die fir den in der Praxis
relevanten Bereich von 20 bis 30 °C nur 3 % betrégt (Abb. 4.30).

0,06

AAA 0,04

0,02

10 20 30 40
Temperatur in °C

Abb. 4.30: Einflu der Temperatur auf die Signalhéhe von 0,5 mM Salicylat
— 0,5mM Salicylat in Phosphatpuffer (pH = 6,88), auf die jeweilige
Temperatur eingestellt, Signal = AA468 nm = AAuoz nm
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Im oberen toxikologisch relevanten Konzentrationsbereich (hier bei 5 mM Salicylat
dargestellt, Abb. 4.31) 14Bt sich tber den gesamten Testbereich keine Abhingigkeit

von der Temperatur feststellen.

AAA
0,02

10 20 30 40
Temperaturin °C

Abb. 4.31: Einflu der Temperatur auf die Signalhohe von 5 mM Salicylat — 5 mM
Salicylat in Phosphatpuffer (pH = 6,88), auf die jeweilige Temperatur
eingestellt, Signal = AA4sg nm - AA492 um

Sofern nicht in extremen Temperaturbereichen gemessen wird, sind fiir den

praktischen Einsatz des Sensors keine wesentlichen Stérungen des Signals zu erwarten.
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4.3.6 Reversibilitit und Reproduzierbarkeit der Messungen

Die Grundvoraussetzung fiir die Mehrfachverwendung von Sensoren ist die
Reproduzierbarkeit der Messung. Um MeBergebnisse reproduzieren zu koénnen,
miissen Sensoren vollstindig reversibel sein.

Die Regenerierung der Salicylatbiosensoren erfolgt durch Spiillen mit Phosphat-
pufferlésung (pH = 6,88). Dabei zeigt sich, daB die Reaktion zwar langsam, aber
dennoch vollstindig reversibel ist. Beim emeuten Beproben mit derselben
Salicylatkonzentration 146t sich die Differenz (AAA = AA4sgum - AAyoanm)  gUL
reproduzieren (Abb. 4.32).

0.08 T T T T T T T T T T T T T T
i Sal  Puf Sal i
0.06 — l l l -
AAA 0.04 — |
0.02 - _
(o]
. .
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T T T 1 T T 7 T T 7 T T T T T T 7
0 30 60 90 120 150
Zeit (min)

Abb. 4.32; Reversibilitit und Reproduzierbarkeit der Messungen — Sal = Zugabe von
0,5mM Salicylat in Phosphatpuffer (pH = 6,88), Puf = Zugabe von
Phosphatpuffer (pH = 6,88)
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4.3.7 Beschleunigte Regenerierung mit NADH

Eine schnellere Regenerierung des Biosensors wird durch Zugabe von NADH erreicht.
Hierbei wird iiber die enzymatische Katalyse Salicylat zu Catechol umgewandelt
(Test-Kit-Reaktion), wodurch innerhalb kiirzester Zeit der Ausgangszustand des
unbeprobten Enzyms wieder hergestellt ist. Uberschiissiges NADH wird durch kurzes
Spiilen mit Puffer entfernt. Die jeweilige Differenz (AAA = AAygg um - AAuyoz nm) 1St in
Abb. 4.33 dargestellt.

0.08 N B N B S EN S E B B ER HE B HR N N (R S B
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AAA 0.04 - -]
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Abb. 4.33: Reversibilitit und Reproduzierbarkeit der Messungen — Sal = Zugabe von
0,5mM Salicylat in Phosphatpuffer (pH =6,88), Puf = Zugabe von
Phosphatpuffer (pH = 6,88), NADH = Zugabe von GDS NADH-L&sung
(0,3 mM)
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4.3.8 Reproduzierbarkeit der Sensoren

Die einzelnen salicylatinduzierten Differenzen konnen je nach Sensorpriparation
starke Unterschiede aufweisen, was auf verschiedene Enzymkonzentrationen
zuriickzufiihren ist. Dies macht eine sinnvolle Quantifizierung unméglich.

Die Streuung der Differenzen (AAA = AAysgnm - AAyorum) ist in der folgenden
Abbildung zu erkennen (Abb. 4.34).

0.04

0.03 -

AAA 0.02 -

0.01 1

Sensor

Abb. 4.34: Streuung der salicylatinduzierten Absorptionsinderung bei 0,5 mM
Salicylat

Das Erstellen von Eichgeraden ist sehr aufwendig und kostet Zeit, die in der
Notfalldiagnostik sehr knapp bemessen ist. Weiterhin wire die Normierung iiber nur
einen Salicylateichwert denkbar. Beides setzt stabile Salicylatldsungen voraus. Die
Praxis zeigt, daB sich Salicylatlésungen auch bei Lagerung im Kiihlschrank (4 - 8 °C)
stark verdndern. Nach einem halben Jahr sind die Lésungen gelb verfirbt und ergeben

im Vergleich zu frischen Salicylatldsungen viel zu geringe Signale.
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4.3.9 Normierung der Sensorsignale

Fine einfache Moglichkeit der Kalibration bietet die Normierung auf die
Enzymkonzentration, die sich mit Hilfe der Flavinabsorption bestimmen 146t.

Da nicht selbstverstindlich davon ausgegangen werden kann, daB die in der
Durchflulkiivette aus den Spektren mit und ohne enzymbefiillte Hohlfaser ermittelte
Absorption auch wirklich ausschlieBlich der des Flavins entspricht, wird diese
zundchst aus dem durch Reduktion mit Dithionit berechneten Differenzspektrum
ermittelt.

Bei der anschlieenden Normierung wird das salicylatinduzierte Signal, durch den mit
Hilfe der Dithionitreduktion ermittelten Wert fir die Enzymkonzentration dividiert.
Dieser Wert ergibt sich aus dem Betrag des Differenzspektrums, indem der Mittelwert
von As4o nm biS Agoo nm Vom Maximalwert Ayso nm Subtrahiert wird.

Die Normierung fiihrt zu den angestrebten einheitlichen Werten (Abb. 4.35). Je nach
Herstellungscharge kommt es noch zu geringfiigigen Abweichungen, die innerhalb
einer Charge nicht mehr auftreten (vgl. 4.3.8 Reproduzierbarkeit der Sensoren

innerhalb einer Herstellungscharge).

0.6

0.5 +

AAA/ A450 nm

Sensor

Abb. 4.35: Signale auf Enzymkonzentration (Dithionitreduktion) normiert
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Die Verwendung des mit Dithionit induzierten Differenzspektrums als Wert fiir die
Flavinabsorption ist fiir die Praxis ungeeignet, da die Dithionitlésung sehr instabil ist
und deshalb jeweils frisch hergestellt werden muB. Um ein kalibrationsfreies
MefBsystem aufzubauen, miiite sich das in der Durchflulkiivette erhaltene
,ZAbsorptionsspektrum“ des Enzyms direkt fiir die Normierung verwenden lassen.
Beim Betrachten 1lift sich dieses von dem in Lésung erzielten Absorptionsspektrum
nicht unterscheiden,

Im Vergleich mit dem dithionitinduzierten Differenzspektrum liegen die Werte des
Absorptionsspektrums im Bereich niedriger Wellenlingen aber deutlich hdéher
(Abb. 4.36).

0.3
. ,,/Absorptionsspektrum®
0.2 -
A . Dithionit
0.1 -
0 T T T T T T o ==
400 500 600

Wellenldnge (nm)

Abb. 4.36: Das mit Dithionit induzierte Differenzspektrum im Vergleich zum
»Absorptionsspektrum® im Biosensor
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Den Beweis, daB sich das ,, Absorptionsspektrum® dennoch fiir die Normierung eignet,
ergibt sich, wenn der Absorptionswert gegen die mit Dithionit induzierte Differenz
aufgetragen wird (Abb. 4.37). Der Absorptionswert wird hierzu in gleicher Weise wie
die mit Dithionit induzierte Differenz bestimmt.

0.4

0.35
0.3 -

0.25 +
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0.1 -

0.05 +

0 : : :
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mit Dithionit induzierte Differenz bei 450 nm

Abb. 4.37: Richtigkeit der Enzymkonzentrationsmessung

Die gegeneinander aufgetragenen MeBwerte liegen auf einer Geraden, was beweist,
dal die Proportionalitit zwischen beiden MeBwerten iber einen weiten Bereich
gegeben ist. Diese einfache Normierung auf die Enzymkonzentration mit Hilfe des
»Absorptionsspektrums® ist eine wichtige Voraussetzung fiir den kalibrationsfreien

FEinsatz der Sensoren.
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4.3.10 Reproduzierbarkeit der Sensoren innerhalb einer Herstellungscharge

Die Normierung fithrt zu sehr einheitlichen Werten. Je nach Herstellungscharge kann
es trotz Normierung noch zu Abweichungen kommen (vgl. 4.3.7 Normierung der
Sensorsignale).

Innerhalb einer Charge sind diese Abweichungen zu vernachlissigen. So ergibt sich fiir
drei Sensoren, die aus einer Hohlfaser pripariert werden, eine relative
Standardabweichung des normierten Signals (0,5 mM Salicylat) von 0,47 %. Fiir drei
Sensoren, die aus verschiedenen Hohlfasern prépariert werden, betrigt die relative
Standardabweichung des normierten Signals (0,5 mM Salicylat) 1,2 %. Die relativen

Standardabweichungen liegen somit im Rahmen des erwarteten MeBfehlers.
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4.3.11 Lagerstabilitit der Sensoren

Die Lagerstabilitdt ist eine Grundvoraussetzung fir den praktischen Finsatz der

Sensoren. Fiir die Lagerung bei Raumtemperatur (23 °C) ist eine Abnahme der
Signalhdhe mit der Zeit sichtbar (Abb. 4.38). Die Halbwertszeit betrigt 21 Tage. Der

Sensor kann somit hochstens einen Tag bei Raumtemperatur mitgefiihrt werden.

Abb. 4.38;
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Lagerstabilitit der Sensoren bei Raumtemperatur (23 °C) — relative
Signalhéhe in Bezug auf das Anfangssignal bei 0,5mM Salicylat in
Phosphatpuffer (pH = 6,88), Halbwertszeit: 21 Tage
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Die Lagerung im Kiihlschrank bei 4 - 8 °C verlidngert den kalibrationsfreien Einsatz
auf iiber 6 Monate (Abb. 4.39).
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Abb. 4.39: Lagerstabilitit der Sensoren im Kiihischrank (4 -8 °C) ~— relative
Signalhéhe in Bezug auf das Anfangssignal bei 0,5 mM Salicylat in
Phosphatpuffer (pH = 6,88)

Die Temperaturerniedrigung beeinflulit verschiedene Reaktionen, die fiir die
Lagerstabilitidt der Sensoren eine Rolle spielen. So werden chemische Reaktionen
verlangsamt und der fiir die enzymatische Katalyse optimale Temperaturbereich
unterschritten. Auch die Diffusion von Sauerstoff ist verzogert [Belitz, Grosch, 1987].
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4.3.12 Absorptionsinderung von Salicylathydroxylase bei héheren
Salicylatkonzentrationen

Die Zugabe von Salicylat in ansteigender Konzentration fithrt zunichst zu einheitlich
wachsenden Verinderungen im Differenzspektrum. Uber 0,3 mM Salicylat kommt es
mit zunehmender Salicylatkonzentration zu einer Verschiebung im Verhiltnis der
beiden Maxima (bei 439 nm und 468 nm) zueinander, bedingt durch eine stirkere
Abnahme der Absorptionséinderung bei 439 nm als bei 468 nm. Das Minimum um
492 nm verringert sich ebenfalls deutlich. Gleichzeitig werden die beiden Maxima, das
Minimum, sowie der isosbestische Punkt mit zunehmender Salicylatkonzentration
bathochrom verschoben.,

Trotz dieser Verinderungen gibt es eine Wellenldnge bei 472 nm, die bei der
Beprobung mit héheren Salicylatkonzentrationen jeweils den gleichen Differenzwert

aufweist (Abb. 4.40).
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Abb. 4.40: Absorptionsinderung von Salicylathydroxylase bei héheren Salicylat-
konzentrationen — verschiedene Salicylatkonzentrationen in Phosphat-

puffer (pH = 6,88)
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4.3.13 Dosis-Wirkungskurve bei Hohlfaser-Immobilisierung

Durch Auftragen der auf Flavinabsorption (450 nm) normierten Differenz
(AAA = AAysg nm - AAyoz nm) gegen die Salicylatkonzentration ergibt sich die Dosis-
Wirkungskurve.

Im Bereich kleiner Salicylatkonzentrationen bis 0,3 mM Salicylat verlduft die Kurve
sigmoid, dann knickt sie ab und nimmt cinen asymptotischen Verlauf (Abb. 4.41).

Das ,,Abknicken“ der Kurve entsteht durch eine Substratinhibition [Belitz, Grosch,
1987]. Dies kann bei hohen Salicylatkonzentrationen vorkommen, wenn ein Enzym-
Salicylat-Komplex mit zwei Salicylatmolekiilen gebildet wird. Der dabei entstehende,
sogenannte unproduktive Komplex bewirkt geringere und etwas andere Absorptions-

dnderungen, wie die Komplexbildung mit einem Salicylatmolekiil.
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Abb. 4.41: Dosis-Wirkungskurve mit Hohlfaser-Immobilisierung — Differenz
(AAA = AA4sg am - AAyoz nm) auf Flavinabsorption (450 nm) normiert
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Die Abweichungen zu Versuchen in Lésung lassen sich dadurch erkldren, dafl dort das
Enzym in der original von GDS eingesetzten Pufferlésung verwendet wird. Uber die
Zusammensetzung konnten von der Herstellerfirma keine Informationen erhalten
werden. Solche Verinderungen werden durch Anionen hervorgerufen, die mit Salicylat
um die aktive Stelle des Enzyms konkurrieren, wie das Beispiel der Chloridionen
belegt (vgl. 4.4.5 Hemmung des Salicylatsignals in Abhingigkeit von der Chlorid-

konzentration).

Es handelt sich folglich hierbei um keinen fiir die Hohlfaserimmobilisierung
spezifischen Effekt, wie auch ein Vergleich mit dem nach dem Sol-Gel-Verfahren
immobilisierten Enzym zeigt, ergibt sich hier ebenfalls die gleiche Form der Dosis-
Wirkungskurve (Abb. 4.42). Die unterschiedlichen Hohen der normierten Signale sind
durch die Immobilisierungsart bedingt. Wihrend in der Hohlfaser alle aktiven
Enzymmolekiile fiir die Komplexbildung mit Salicylat zur Verfiigung stehen, ist bei
der Immobilisierung nach dem Sol-Gel-Verfahren, auf Grund der festen Einbindung
nur ein Teil der Enzymmolekiile fiir die Komplexbildung zuginglich.
O, 1 —T T T T T,
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0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000
Salicylat (mM)

Abb. 4.42: Dosis-Wirkungskurve mit Sol-Gel-Immobilisierung — Differenz
(AAA = AA46s nm - AAyo; nm) auf Flavinabsorption normiert
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4.3.14 Auswertung der Dosis-Wirkungskurve bei zwei verschiedenen
Waellenlingen

Die Auswertung bei zwei verschiedenen Wellenléngen ermoglicht es, zwei Salicylat-
konzentrationen, welche sich nach der bisherigen Auswertung (AA468 nm - AA492 nm auf
Flavinabsorption normiert) in ihrer Signalhohe nicht unterscheiden, mit Hilfe einer

zweiten Auswertung doch eindeutig zuzuordnen (Abb. 4.43).
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Abb. 4.43: Auswertung der Dosis-Wirkungskurve nach zwei verschiedenen
Wellenldngen — AAA 468 1mdS2 am Differenz (AAA = AA468 nm = AA492 nm)
auf Flavinabsorption normiert, AAA . .~ = Differenz (AAA =
AA477 nm - AAsss o) auf Flavinabsorption normiert

Fiir die zweite Auswertung wird die Absorptionsdnderung bei 477 nm minus 492 nm,

auf Flavinabsorption normiert, verwendet. Die Absorptionsinderung bei 477 nm eignet

sich hierfiir besonders gut, da im Bereich hoherer Salicylatkonzentrationen hier die
maximale Verdnderung in der Absorption stattfindet, wohingegen bei 468 nm
gleichzeitig eine Abnahme erfolgt. Dadurch ergibt sich in diesem Bereich eine

geringere Signalabnahme, die es zusammen mit der urspriinglichen Auswertung

ermoglicht, Salicylatkonzentrationen korrekt zu bestimmen.
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4.3.15 Auswertung der Spektren

Fir die Komplexbildung mit einem Salicylatmolekiil gilt die folgende Gleich-

gewichtsreaktion:
kl k-l
Enz + Sal =—— Enz-Sal und Kg=—
k'l kl
Fiir die Bildung des unproduktiven Komplexes mit zwei Salicylatmolekiilen gilt:
l(2 k-2
Enz-Sal + Sal k= Enz-Salp  und Kgp=—
-2 2

Bei beiden Auswertungen setzt sich das salicylatinduzierte Signal aus einem Anteil des
Komplexes mit einem Salicylatmolekiil und einem Anteil des unproduktiven

Komplexes zusammen.

AAA, ¢ 1op o = @ *[Enz-Sal] + b *[Enz-Sal;] [1]
AAA477 nm-492 nm =cC *[Enz-Sal] + d *[Enz-Salz] [2]
wobei [Enz-Sal] = 1 3]
1+ Kai/[Sal]
[Enz-Saly] = 1 "
1+ Ka/[Sal]

Ein Kurvenanpassungsprogramm (GraFit 2.0; Erithacus Software Ltd,Staines, UK.,
1989, 1990)
ergibt: Ky, = 0,018 mM, Ky = 2,8 mM

und Werte fiir die Konstanten a, b, c und d
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Zur Bestimmung der Salicylatkonzentration wird folgendermaflen vorgegangen:

1. Messen von AAA, ., ., undAAA, . o

2. Losung der Simultangleichungen 1 u. 2,

dies ergibt Werte fiir [Enz-Sal] und [Enz-Sal]

3. Berechnung der [Sal] erfolgt entweder nach 3 oder 4:

Benutzung von Gleichung 3, wenn [Enz-Saly] <10 %

Benutzung von Gleichung 4, wenn [Enz-Saly] > 10 %

Diese Auswertung wird in der Praxis von einem Computerprogramm mit fest
integrierter Dosis-Wirkungskurve vorgenommen, so dal die MeBwerte sehr schnell

ermittelt werden kénnen.
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Werden die gemessenen Salicylatwerte gegen die Salicylateinwaage aufgetragen, dann
ergibt sich eine sehr gute Ubereinstimmung, wie die minimale Streuung der

MeBpunkte erkennen 148t (Abb. 4.44). Dies belegt die Anwendbarkeit der

Auswertemethode.
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Abb. 4.44: Vergleich der Salicylat-Messung mit der Salicylat-Einwaage
— fette Linie = theoretische Eichgerade

diinne Linien = 95 %ige Vertrauensgrenzen

Aus der Standardabweichung der MeBwerte werden mittels der t-Verteilung die
95 %igen Vertrauensgrenzen der theoretischen Eichgerade berechnet [McCormick,
Roach, 1987].
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4.4  Charakterisierung des Hohlfasersensors in Blut

4.4.1 Messung in verdiinntem Blut

Die Absorptionsmessungen lassen sich normalerweise nur mit verdiinntem Blut
durchfithren, da mit unverdiinntem Vollblut die Transmission zu klein ist, um noch
sinnvolle Absorptionsspektren erhalten zu konnen. Obwohl sich bei Messungen in
verdiinntem Vollblut ein abnehmendes Himoglobinabsorptionsspekirum der sich
senkenden roten Blutkorperchen zeigt, wird dennoch die salicylatbedingte

Absorptionsénderung des Enzyms sichtbar (Abb. 4.45).
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0.1

0.05

400 450 500 550
Wellenldnge (nm)
Abb. 4.45: Messung in verdiinntem Blut — 5 pL. Vollblut auf 1 mL 50 uM Salicylat

in Phosphatpuffer (pH = 6,88)

Eine einfache Untergrundkorrektur an Hand des isosbestischen Punkts erméglicht es,
die salicylatinduzierte Differenz (AAA = AA4sg nm - AA492 um) zut berechnen. Wird diese

Absorptionsidnderung gegen die Zeit aufgetragen, so zeigt die daraus resultierende
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Kurve denselben Verlauf, wie der einer Salicylatstandardlésung gleicher

Konzentration (Abb. 4.46).

T T T 1T T T 1 1T 1T T T T 1
0.008 -
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AAA N
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0.002 4 e 0 50 uM Sal-Standard
e 50 uM Sal in Blut J
0 T T T T T T T T T | T T T 1
0 5 10 15
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Abb. 4.46: Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeit in verdiinntem Blut und in
Standardsalicylatlgsung gleicher Konzentration — 5 pL. Vollblut auf 1 mL
50 pM Salicylat in Phosphatpuffer (pH = 6,88) bzw. 50 uM Salicylat in
Phosphatpuffer (pH = 6,88), Temperatur 23 °C

Damit ist die Salicylatbestimmung zwar moglich, die fiir diese Bestimmungsmethode
benétigte Blutverdiinnung ist jedoch zeitaufwendig und kompliziert den Mefvorgang.
Auch die Verwendung von Blutserum bietet hier keine Abhilfe. Die Gewinnung von
Serum ist ebenfalls zeitaufwendig, und obwohl Serum keine lichtabsorbierenden roten
Blutkérperchen mehr enthilt, bleibt dennoch die Absorption von Bilirubin um 450 nm
(vgl. 4.5.1 Bilirubinabsorption in der DurchfluBkiivette ohne Hohlfaser), die auf Grund
des von Blutprobe zu Blutprobe schwankenden Gehaltes jeweils neu korrigiert werden

muf.

Fir den praktischen Einsatz ist ein Sensorsystem vorzuziehen, das direkt mit
unverdiinntem Vollblut, ohne jegliche Aufbereitung oder MaBanalytik, zu Ergebnissen
fiihrt,
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4.4.2 Messung unter Blutzellenausschlufl

Das direkte Aufsetzen der Lichtleiter auf die Hohlfaser soll Stérungen durch Blutzellen
im MeBlichtstrahl verhindern (vgl. 3.2.4 Immobilisierung in Hohlfasern, Abb. 3.9).

Die Eignung dieser Methode wird zunichst mit verdiinntem salicylathaltigem Blut

getestet.
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Abb. 4.47: Vergleich der Absorptionsinderungen in verdinntem Blut und in

Standardsalicylatlésung gleicher Konzentration — 0,5 mM Salicylat in mit
Phosphatpuffer (pH = 6,88) auf 10 % verdiinntes Vollblut (0,5 mM Sal in
Blut) bzw. 0,5mM Salicylatstandard in Phosphatpuffer (pH = 6,88)
(0,5 mM Sal Standard), Temperatur 23 °C

Die bei der Beprobung mit verdiinntem Blut entstehende Absorptionsdnderung 146t

keine Stérung durch Blutzellen erkennen (Abb. 4.47). Sie ist aber im Vergleich mit

einer Standardsalicylatlésung gleicher Konzentration deutlich geringer, da im Blut ein

Teil des Salicylats an Albumin bindet und somit nicht mehr fiir die Messung verfiigbar

ist [Riggs et al., 1987]
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4.4.3 Blutinduzierte Signaldnderung

Die Beprobung des Sensors mit Vollblut fithrt sehr rasch zu einer unbekannten
Signaldnderung (Abb. 4.48). Es stellt sich die Frage, wodurch dieses Signal verursacht

wird und ob es zu Stérungen der Salicylatmessung fiihrt.

7 T T | T T T T 1 T T T 1
O | ANAYM;
AA -0,02 - -
0,04 n
T I I T | T I ! I | T I I I
400 450 500 550

Wellenldnge (nm)

Abb. 4.48: Absorptionsinderung in Vollblut
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4.4.4 Chloridinduzierte Absorptionsinderungen

Tests mit einigen in Vollblut enthaltenen Substanzen zeigen, da die Beprobung mit
Chlorid vergleichbare Absorptionsdnderungen hervorruft wie sie auch in Vollblut
auftreten (Abb. 4.49). Chlorid kommt im Blut mit einer sehr konstanten Konzentration
von etwa 100 mM vor. Die Schwankungsbreite liegt zwischen 98 und 106 mM [Harper
et al., 1987].

400 450 500 550

Wellenldnge (nm)

Abb. 4.49: Chloridinduzierte Absorptionsédnderungen — verschiedene Chloridkonzen-
trationen in Phosphatpuffer (pH = 6,88)
Cenoria/mM = 0,05 (1); 0,1 (2); 0,5 (3); 5 (4)
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4.4.5 Hemmung des Salicylatsignals in Abhéingigkeit von der
Chloridkonzentration

Die Wechselwirkung des Chloridanions mit dem Enzym fithrt zu einer Hemmung des
Salicylatsignals. Es handelt sich hierbei um eine sogenannte kompetitive Hemmung,
d. h. mit zunehmender Chloridkonzentration wird auch das Salicylatsignal zunehmend
gehemmt. Signale niedriger Salicylatkonzentrationen (hier am Beispiel 0,03 mM
Salicylat) werden so schon im Bereich der Blutchloridkonzentration von 100 mM
vollstindig gehemmt (Abb. 4.50). Signale von relativ hohen Salicylatkonzentrationen
werden dafiir aber selbst in Gegenwart von 100 mM Chlorid kaum bzw. nicht mehr
beeinfluflt (vgl. 4.4.10 Dosis-Wirkungskurve in Gegenwart von 100 mM Chlorid).
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Abb. 4.50: Hemmung des Salicylatsignals von 0,03 mM Salicylat in Abhéngigkeit von
der Chloridkonzentration — 0,03 mM Salicylat in Phosphatpuffer
(pH=6,88) mit der jeweiligen Chloridkonzentration, halbmaximale
Hemmung bei 1,61 mM Chlorid

100 % entspricht vollstindiger Hemmung
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4.4.6 ChlorideinfluB} auf die Geschwindigkeit des Signals von 0,5 mM Salicylat

Die Gegenwart von Chlorid beeinflut ebenfalls die Geschwindigkeit des
salicylatinduzierten Signals. So ist die Geschwindigkeit zu Beginn deutlich
herabgesetzt, da die kleinen Chloridanionen schneller als Salicylatanionen in die
Hohlfaser hineindiffundieren, wo sie an die Bindestelle des Enzyms gelangen und
somit zunéchst ein geringeres Salicylatsignals bewirken.

Nach Einstellung des Chloridgleichgewichts in der Hohlfaser nimmt dann das
Salicylatsignal stirker zu, so dafBl in Gegenwart von 100 mM Chlorid der Gleich-
gewichtszustand nach etwa 90 s erreicht wird (Abb. 4.51).

Signalhéhe (%)

T T T

2 3
Zeit (Minuten)

Abb. 4.51: Chlorideinflu} auf die Geschwindigkeit des Signals von 0,5 mM Salicylat
— 0,5 mM Salicylat in Phosphatpuffer (pH = 6,88) mit 100 mM Chlorid,
Temperatur 23 °C
100 % Signalhohe stellt den Endpunkt der Reaktion dar.
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4.4.7 Dosis-Wirkungskurve fiir Chlorid

Durch Auftragen der Differenz (AAA = AAssonm - AAssonm) in Abhiéngigkeit der
Chloridkonzentration ergibt sich die Dosis-Wirkungskurve fiir Chlorid (Abb. 4.52). In
der logarithmischen Darstellung 14t sie sich gut durch eine sigmoide Kurve
beschreiben. Der Sensor ist auch fiir relativ geringe Chloridkonzentrationen sehr
empfindlich und erreicht schon weit unterhalb der in Vollblut relevanten

Konzentration von 100 mM seinen Sittigungspunkt.
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Abb. 4.52: Dosis-Wirkungskurve fiir Chlorid — Differenz (AAA = AA4s0 nm = AAs40 am)
in Abhéngigkeit der Chloridkonzentration, halbmaximales Signal bei
0,25 mM Chlorid
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4.4.8 Auswertung der Dosis-Wirkungskurve mit Hilfe des Absorptionsspektrums
nach der Beprobung

Bisher erfolgt die Auswertung aus dem Differenzspektrum der Absorption vor und
nach der Beprobung. Dies kompliziert in der Praxis den Mefvorgang. Im folgenden
wird nun eine verbesserte Auswertung dargestellt, fiirr die nur das Absorptionsspektrum
nach der Beprobung verwendet wird. Damit werden Stérungen vermieden, die
beispielsweise durch Verdnderung der Enzymkonzentration im Lichtstrahl entstehen
konnen. Diese Auswertungsmethode erméglicht es auBerdem, einen Sensor in Form
eines Sensorstibchens (vgl. 5.2 Aufbau eines Sensorstdbchens) auflerhalb des

Mefgerits zu beproben und erst anschliefend zu vermessen.

Fiir die Normierung wird nur noch die Absorption bei einer einzelnen Wellenlidnge
(520 nm) als Nullwert verwendet, da im Bereich gréfler 520 nm, bedingt durch die
abnehmende Lichtintensitdt, das Grundrauschen stark zunimmt. Dies fiihrt zu
geringeren Fehlern, wie die Verwendung eines Mittelwerts der Absorption zwischen

530 nm und 600 nm extrapoliert zu 450 nm.

Als MaB fiir die Flavinkonzentration nach der Beprobung, dient der um den Nullwert
korrigierte Absorptionswert des isosbestischen Punktes bei 477 nm. Obwohl sich der
isosbestische Punkt bei hoheren Salicylatkonzentrationen zu hoheren Wellenldngen
verschiebt, ist der dabei entstehende Fehler so gering, daf} er keinen merkbaren Einflufl
auf die Richtigkeit des MeBergebnisses hat.

Anstatt Absorptionsdnderungen werden hier die Absorptionswerte des beprobten
Spektrums bei den entsprechenden Wellenldngen verwendet (Abb. 4.53). Ansonsten
erfolgt die Auswertung analog der bisher verwendeten Methode (vgl. 4.3.14
Auswertung der Dosis-Wirkungskurve bei zwei verschiedenen Wellenlidngen).
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Abb. 4.53: Dosis-Wirkungskurve anhand unterschiedlicher Wellenlédngen ausgewertet

- AAA nm492nm Differenz  (AAA = AAsegnm - AAsoznm) auf

Flavinabsorption normiert, AAA,. .. =~ = Differenz (AAA =

AA477 nm - AAygy um) auf Flavinabsorption normiert

Werden die gemessenen Salicylatwerte gegen die Salicylateinwaage aufgetragen, dann
ergibt sich eine sehr gute Ubereinstimmung, wie die minimale Streuung der
MeBpunkte erkennen liBt (Abb. 4.54). Dies belegt die Anwendbarkeit der neuen

Auswertemethode.
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Abb. 4.54: Vergleich der Salicylat-Messung mit der Salicylat-Einwaage
— fette Linie = theoretische Eichgerade

diinne Linien = 95 %ige Vertrauensgrenzen

4.4.9 Vereinfachter Sensoreinsatz durch eine neue Auswertungsmethode

Bisher werden die Sensoren zuerst vorgespiilt, bis die Flavinabsorption konstant bleibt.
Hierbei verursacht zuniichst die Anwesenheit von Glycerin und konzentriertem
Phosphatpuffer ein etwas veridndertes Absorptionsspektrum. Nach 90 s Spiilzeit ist
diese Stérung beseitigt. Bis die Flavinabsorption konstant bleibt, wird mindestens
5 min weitergespiilt.

Mit der neuen Auswertungsmethode, die nur das Absorptionsspektrum des beprobten
Enzyms verwendet, kann auf das Vorspiilen der Sensoren verzichtet werden. Sie
ermoglicht es, ohne Beriicksichtigung schwankender Flavinabsorptionen den Sensor
direkt zur Beprobung einzusetzen und dann 1,5-2min zu warten, bis sich ein

konstantes MeBsignal ergibt. Damit lassen sich die fiir die klinische Notfalldiagnostik

benotigten kurzen Mefzeiten erreichen.
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4.4.10 Dosis-Wirkungskurve in Gegenwart von 100 mM Chlorid

Die Auswertung mit Hilfe des Absorptionsspektrums nach der Beprobung ldBt sich
auch zur Bestimmung der Dosis-Wirkungskurve in Gegenwart von 100 mM Chlorid,

entsprechend der Blutkonzentration, ohne Anderungen direkt verwenden.

Die kompetitive Hemmung in Gegenwart von Clorid verursacht im Bereich geringer
Salicylatkonzentrationen einen flacheren Kurvenverlauf, wobei Signale kleiner
0,01 mM Salicylat vollstindig gehemmt werden. Im Bereich héherer Salicylat-
konzentrationen macht sich die 100 mM Chloridkonzentration kaum mehr bemerkbar
(Abb. 4.55).
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Abb. 4.55: Dosis-Wirkungskurve in  Gegenwart von  100mM  Chlorid
— AAA = Differenz (AAA = AAssgum - AAsopnm) auf

468 nm-492 nm

Flavinabsorption normiert, AAA,. .~ = Differenz (AAA =

AA477 nm = AA4oz 1) auf Flavinabsorption normiert
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Der toxikologisch relevante Bereich beginnt gemif Literaturangabe bei 2,2 mM
Salicylat in Serum. Serumkonzentrationen gréBer 4,4 mM Salicylat werden
normalerweise als todlich angesehen [GDS, 1995]. Eine andere Literaturstelle gibt fiir
todlich verlaufende Salicylatvergiftungen eine Anfangsserumkonzentration von grofer
12 mM an [Yip et al.,, 1994]. Der Vergleich mit der Dosis-Wirkungskurve zeigt, daf
dieser Bereich durch den Salicylatbiosensor (auch bei der Blutchloridkonzentration

von 100 mM) voll abgedeckt wird.

Werden die gemessenen Salicylatwerte gegen die Salicylateinwaage aufgetragen, dann
ergibt sich eine sehr gute Ubereinstimmung, wie die minimale Streuung der
MeBpunkte erkennen 148t (Abb. 4.56). Dies belegt die Anwendbarkeit der Auswerte-

methode.
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Abb. 4.56: Vergleich der Salicylat-Messung mit der Salicylat-Finwaage
— fette Linie = theoretische Eichgerade

diinne Linien = 95 %ige Vertrauensgrenzen
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4.4.11 Messungen in Vollblut

In Vollblut ohne Salicylatzusatz zeigt der Sensor kein Salicylatsignal, die Hohe des
MefBwerts entspricht dem Grundrauschen (Tab. 4.4).

Tab. 4.4: Blut ohne Zusatz

Messung: Salicylat (mM)
1,5 min 0,01
10 min 0,02

Mit Salicylat auf 0,1 mM aufgestocktes Vollblut ergibt ebenfalls ein Signal, das dem
Grundrauschen entspricht (Tab. 4.5), obwohl geméB der Dosis-Wirkungskurve ein
deutliches Signal zu erwarten wire. Die Ursache dafiir liegt in der Anlagerung des
Salicylats an Serumalbumin, welches dann nicht mehr fiir die Messung zuginglich ist

[Riggs et al., 1987].

Tab. 4.5: Blut mit 0,1 mM Salicylat

Messung: Salicylat (mM)
1,5 min -0,01
10 min 0,02

Eine weitere Aufstockung auf 1 mM Salicylat ergibt ein deutliches Signal, da bei
hoheren Salicylatkonzentrationen ein geringerer Teil des Salicylats an Protein
gebunden ist [Curry, 1992]. Dieses Signal ist immer noch stark vermindert und
entspricht in seiner Hohe 0,2 mM freiem Salicylat (Tab. 4.6).

Tab. 4.6: Blut mit 1 mM Salicylat

Messung: Salicylat (mM)
1,5 min 0,19
10 min 0,21
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Erst bei der Aufstockung auf 10 mM Salicylat ergibt sich ein nur noch geringfiigig
verringertes Signal, welches im Vergleich von Blutproben dreier verschiedener
Patienten sehr gut iibereinstimmt. Wie der Vergleich der MeBwerte zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten zeigt, 146t sich schon nach 15 s ein auswertbares MeBsignal

erhalten, das sich auch nach 10 min noch als stabil erweist (Tab. 4.7).

Tab. 4.7: Blut mit 10 mM Salicylat

Messung: Salicylat (mM)
Probe 1 Probe 2 Probe 3
15 s 7,6 8,7 10,6
10 min 9,2 10,0 8,7

Die Genauigkeit der MefBwerte entspricht den Anforderungen der klinischen
Notfalldiagnostik. Die Anlagerung von Salicylat an Serumalbumin hat keine
Bedeutung fiir die Einsatzfihigkeit des Sensors, da sich auch die Angaben fiir
Vergiftungen nur auf freies Salicylat beziehen.
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4.5  Storungen und Querempfindlichkeiten

4.5.1 Bilirubinabsorption in der Durchflulkiivette ohne Hohlfaser

Im Vollblut ist neben dem Himoglobin der Erythrozyten auch das gelbfarbene
Abbauprodukt des Hims, Bilirubin, geeignet, auf Grund seiner Eigenabsorption
optische Messungen zu beeinflussen (Abb. 4.57). In der Praxis wird dies bei
Salicylatmessungen im Hohlfasersystem nicht beobachtet, obwohl Bilirubin mit einer
Molmasse von 485 sehr leicht in die Hohlfaser mit Molmassenausschluff von 18 000
diffundieren und in den Lichtstrahl gelangen kénnte.

Der Grund liegt in der Bindung des Bilirubins an Serumalbumin mit einer Molmasse
von etwa 60 000, wodurch auch Bilirubin aus dem Lichtstrahl ausgeschlossen wird.
Freies Bilirubin kommt auf Grund der geringen Lslichkeit kaum im Blut vor. Schon
bei Konzentrationen von etwa 1 mg dL" kommt es zu Einlagerungen in das Gewebe,

was als Gelbsucht bezeichnet wird [Harper et al., 1987].
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Abb. 4.57: Absorption von Bilirubin — 19,1 mg Humanbilirubin in 1 dL Ethylen-

glykol, da schwer wasserloslich; in Klemmkiivette gemessen, in der sich
keine Hohlfaser befindet
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4.5.2 Storung der salicylatinduzierten Absorptionsinderung ohne aufgesetzte
Lichtleiter

Die Mefsignale miissen im praktischen Einsatz verldBllich sein. Dies ist in
miniaturisierten MeBsystemen oft schwerer realisierbar als in Makrosystemen, da
schon einfache Staubpartikel oder kleinste Luftbldschen Stérungen zur Folge haben
konnen. Die Storungen verursachen Lichtstreuung bzw. verdindern den Lichtweg,

wodurch die MeBsignale verfilscht werden.

Befinden sich Fasern im Lichtstrahl, so vergrofiert sich, bedingt durch Lichtstreuung,
die Differenz der Absorptionsspektren. Da die Lichtstreuung wellenldngenabhingig ist,
wirkt sich dies im Bereich kiirzerer Wellenlingen sehr viel stirker aus, wodurch

groflere MeBsignale vorgetduscht werden (Abb. 4.58).
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Abb. 4.58: Stérung durch Fasern im Lichtstrahl - 0,5mM Salicylat in
Phosphatpuffer (pH = 6,88)
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Kommen Luftblischen in den Lichtstrahl, so nimmt die Enzymabsorption durch den
verinderten Lichtweg zu. Die zusitzliche Flavinabsorption iiberlagert das
salicylatinduzierte Differenzspektrum, wodurch eine sinnvolle Auswertung stark
erschwert wird (Abb. 4.59).
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Abb. 4.59: Stérung durch Luftblidschen im Lichtstrahl — 0,5 mM Salicylat in
Phosphatpuffer (pH = 6,88)

Miniaturisierte Mefsysteme sind zum Teil stéranfilliger, als Makrosysteme, und wenn
Stérungen auftreten, so sind ihre Auswirkungen, wie hier dargestellt, auch oft
gravierender, so daB} eine Miniaturisierung nicht in jedem Falle sinnvoll ist.

Im folgenden soll nun gezeigt werden, wie sich mit Hilfe einer vorteilhaft gestalteten

Miniaturisierung die gezeigten Storungen vermeiden lassen.
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4.5.3 Eliminierung von Storeinfliissen durch aufgesetzte Lichtleiter

Durch das Aufsetzen der Lichtleiter auf die Hohlfaser geht der Lichtweg nur noch
direkt durch die Hohlfaser. Somit ist gewdhrleistet, daBl Staubpartikel keine Storungen
mehr verursachen konnen. Gleiches gilt auch fir Luftblasen. Hier sorgen die
aufgesetzten Lichtleiter dafiir, daBl selbst bei grolen Luftblasen der optische Weg nur
durch Fliissigkeit verlduft und damit auch ein kurzzeitiges ,,Trockenlaufen“ des

Sensors zu keinem verdnderten Signal fithrt.

Wird das Differenzspektrum des unbeprobten Sensors aus der Absorption vor und nach
der Zugabe von Luft gebildet, so =zeigt sich keine iiber das Grundrauschen

hinausgehende Verinderung (Abb. 4.60).
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Abb. 4.60: Luftblase im unbeprobten Sensor — Phosphatpuffer (pH = 6,88) bzw. Luft
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Wihrend der Beprobung mit Salicylat ergibt sich durch das Auftreten einer Luftblase
ebenfalls keine Verdnderung im Differenzspektrum, wie die Deckungsgleichheit der
salicylatinduzierten Differenzspektren beweist (Abb. 4.61).
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Abb. 4.61: Luftblase wihrend der Beprobung mit Salicylat — 0,5 mM Salicylat in
Phosphatpuffer (pH = 6,88), anschliefend Luft, Absorptionsinderungen
sind deckungsgleich

Durch das Aufsetzen der Lichtleiter auf die Hohlfaser ist es gelungen allfdllige

Storungen, die in Makrosystemen hiufig auftreten, bei der Miniaturisierung des

MefBsystems auszuschlieBen.
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4.5.4 Querempfindlichkeiten

Die Auswahl der moglichen Stérsubstanzen erfolgt entsprechend den Angaben eines

kommerziell erhiltlichen Salicylat-Test-Kits [GDS, 1995]. Es werden die dort

angegebenen Konzentrationsverhiltnisse eingehalten. Bei den zu untersuchenden

Substanzen handelt es sich im wesentlichen um Medikamente, Stoffwechselprodukte,

Zusitze zur Blutkonservierung und mit Salicylat strukturverwandte Stoffe (Tab. 4.8).

Tab. 4.8: Test auf Querempfindlichkeiten

Storsubstanz jeweils in 1L 0,03 mM
Salicylatlosung gelost

Signalhéhe in % (0,03 mM
Salicylatlosung = 100 %)

Acetaminophen (Paracetamol)
Acetylsalicylsdure (Aspirin)
EDTA Dinatriumsalz
Ibuprofen
a-Ketobuttersiure
Methylsalicylat

Phenol

Salicylamid
Natriumbenzoat
Natriumoxalat

Theophyllin

Harnséure

Ethanol
Heparin
Himoglobin

Natriumcitrat
Natriumfluorid

Oxalsdure

7,5 mg
7,5 mg
7,5 mg
7,5 mg
7,5 mg
7,5 mg
7,5 mg
7,5 mg
7,5 mg
7,5 mg
7,5 mg
7,5 mg

0,8 °/oo

215u

A =0,03
540 nm

57 mg
37,5 mg
30 mg -

100
104
102
103
101
101
100
100
101
101

97
100

100

98
100

100
101
100
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Tab. 4.9: Querempfindlichkeiten im Biosensor im Vergleich mit der enzymatischen
Test-Kit-Reaktion

Storsubstanz jeweils in 1L 0,03 mM Signalhéhe in % (0,03 mM
Salicylatlosung gelost Salicylatlosung = 100 %)
p-Aminosalicylsdure 7,5 mg 106 (215)*
2,5-Dihydroxybenzoesdure 7,5 mg 98 (123)*
2,5-Dihydroxyphenylessigsiure 7,5 mg 100 (119)*

*Wiederfindung mit enzymatischer Test-Kit-Reaktion
[GDS, 1995]

Fir die getesteten Substanzen ergeben sich bei der Messung mit dem
Salicylatbiosensor keine relevanten Querempfindlichkeiten, auch nicht fiir die zuletzt
aufgefithrten drei Substanzen (Tab. 4.9), die mit der enzymatischen Test-Kit-Reaktion
Probleme bereiten. Diese drei Substanzen sind, obwohl sie auf Grund ihrer
Strukturverwandtschaft mit Salicylat fiir die Test-Kit-Reaktion eine hohe Pseudo-
substrataktivitit aufweisen, bei den angegebenen Konzentrationsverhéltnissen kaum in
der Lage, wie Salicylat Absorptionsinderungen des Enzyms hervorzurufen. Dieser
wesentliche Nachteil der Salicylatbestimmung iiber den NADH-Verbrauch wird durch
die NADH-Oxidaseaktivitit der Salicylathydroxylase verursacht, die durch einige mit
Salicylat verwandte Substanzen stimuliert wird, deren Hydroxylierung aber nicht
stochiometrisch mit der NADH-Oxidation verlduft. Dieses Phdnomen wird in der
Literatur als ,,uncoupling” bezeichnet [White-Stevens, Kamin, 1972a]. Die Coenzym-
oxidaseaktivitit der Salicylathydroxylase bewirkt sogar in Abwesenheit von Salicylat
und verwandten Substanzen eine langsame NADH-Oxidation. Eine weitere
Fehlerquelle ist die Anwesenheit von Dehydrogenasen und deren Substrate in
Serumproben, wodurch der NADH-Verbrauch erhéht wird. So kann gezeigt werden,
daB salicylatfreies Serum mit hoher Lactatdehydrogenaseaktivitit und hoher
Pyruvatkonzentration eine signifikante NADH;Oxidation verursacht [Chubb et al,,
1986].
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4.5.5 Vergleich von herkommlicher Salicylatanalytik und Salicylatbestimmung
mittels Biosensor

Der neu entwickelte Salicylatbiosensor weist gegeniiber herkémmlicher Analytik viele

Vorteile auf:

Tab. 4.10: Vorteile des neu entwickelten Salicylatbiosensors gegeniiber herkdmmlicher
Analytik zum Nachweis von Salicylat

Eigenschaft herkémmliche Salicylatanalytik  neu entwickelter
Salicylatbiosensor

Grofle des grofle, nicht transportable der Einsatz von blauer LED und

MeBgerits Laborgerite Miniaturspektralphotometer

erméglicht den Aufbau eines
kleinen, tragbaren Mef3gerits

zusitzliche Gerite

z.B. Zentrifuge, Temperiergerit

keine

bendtigte allgemein hoch, bis sehr hoch fiir gering, von ungeschultem
Fachkenntnis des = HPLC und GC Personal nach kurzer Einweisung
Anwenders verwendbar
Probenvorbereitung Gewinnung von Serum, Plasma  keine, da Messung in Vollblut
oder Extrakt und Maflanalytik, =~ moglich
fiir GC zusitzlich Derivatisierung
MefBzeit fir Probe > 5 Minuten < 2 Minuten
Analysendauer Zeit fiir Probenvorbereitung entspricht der MeBzeit fiir Probe
+ MeBzeit fiir Probe
+ MeBzeit fiir Standard
Kalibration iiber Salicylatstandard iiber ein halbes Jahr
kalibrationsfrei
Spezifitit fiir HPLC und GC: geringe keine relevanten
Salicylat Querempfindlichkeiten; Querempfindlichkeiten
Farbreaktion nach Trinder sehr
unspezifisch
MeBbereich fiir HPLC und GC Anreicherung entspricht gut dem klinisch
notig, sonst Verdiinnung der relevanten Bereich
Probe notwendig
Mehrkomponenten- zum Teil méglich (HPLC und System 146t sich auf andere
bestimmungen GC) Analyten erweitern
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Fiir die Salicylatbestimmung mittels Biosensor wird nur noch ein einziges, kleines
MeBgerit benétigt. Der Verzicht auf Probenvorbereitung und die Kalibrationsfreiheit
erméglichen eine einfache und sichere Handhabung des Biosensors. Die sehr kurze
Analysendauer, die sich auf die MeBzeit der Probe beschrinkt, liefert den in der
Notfalldiagnostik entscheidenden Zeitvorteil. Wie der weit verbreitete Einsatz der sehr
unspezifischen Trinder-Reaktion verdeutlicht, spielt der Preis fiir die praktische
Verwendung einer Methode eine entscheidende Rolle. Auch hier ist der Biosensor
konkurrenzlos gut, denn bei gleichzeitig hoher Spezifitit wird fiir die Herstellung eines
Biosensors weniger als 10% der Enzymmenge, die fiir eine enzymatische
Salicylatbestimmung notwendig wire, benétigt.

Langfristig liegt neben dem Preis der groBte Vorteil der Biosensormethode in der
einfachen Ausbaufihigkeit des Systems auf weitere Analyten. Der Biosensor eignet
sich deshalb auch fiir den Einsatz in Arztpraxen oder kleineren Krankenhiusern, wo
bisher auf Grund des fehlenden, teuren Fachpersonals keine entsprechende Analytik
durchgefiihrt werden kann.
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5. Ausblick

5.1 Anpassung des Lampenspektrums mit Hilfe von Fluoreszenzfiltern

Die verwendete blaue LED zeichnet sich gegeniiber anderen Lichtquellen bei gleicher
Lichtleistung durch geringere Grofe und geringeren Energieverbrauch aus. Dies macht
sie zur idealen Lichtquelle fiir miniaturisierte Meflgerite. Obwohl sie einen stark
eingeschrankten Emissionsbereich besitzt, bietet sie ausreichend Intensitit iiber den
gesamten Mefbereich von 468 - 520 nm. Das Intensitdtsmaximum liegt um 450 nm, Im
Bereich um 500 nm jedoch betrégt die Intensitat nur noch ein Bruchteil davon. Ideal
wire eine Umverteilung der Intensitit von 450 nm in den Bereich um 500 nm. Diese
Umverteilung 148t sich mit Hilfe von Fluoreszenzfiltern erreichen. Hierbei wird ein
Teil des Lichtes um 450 nm absorbiert und als Licht im Bereich um 500 nm wieder

emittiert (Abb. 5.1),

8000!!TIFIIII|IIITjIIII
+ blaue LED  +0,5 mm Filter -

6000 + 10 cm Filter
Detektor- T
signal 4000 -
(a.u.) s

2000

0

| I Y A N L A B I R B A B

400 450 500 550 600
Wellenldnge (nm)

Abb. 5.1:  Anpassung des Lampenspektrums mit Hilfe von Fluoreszenzfiltern
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5.2 Aufbau eines Sensorstibchens

Das Prinzip des Blutzellenausschlusses durch auf die Hohlfaser aufgesetzte
Lichtleiter 146t sich auf ein Sensorstibchen iibertragen, indem die Lichtleiter durch
aufliegende Acrylglaswinde ersetzt werden, Die Hohlfaser wird an beiden Seiten fest
in das MeBstibchen eingeklemmt, so daB durch die freibleibenden Ecken eine

Beprobung in Langsrichtung moéglich bleibt (Abb. 5.2).

Lichtleiter (& 200 pm)

4+ Acrylglas

N

Enzym |

Hohlfaser

Abb. 5.2: Prinzip des Blutzellenausschlusses, iibertragen auf ein Sensorstibchen

Fine Fixierung in einer MeBkiivette sorgt fiir die richtige Positionierung des

Sensorstibchens im Lichtstrahl.
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5.3 MeBkiivette fiir Sensorstibchen

In der MeBkiivette dient eine fest integrierte blaue LED als Anregungslichtquelle.
Nach Absorption in der Hohlfaser wird das transmittierte Licht mit Hilfe eines
Lichtleiters in ein Mikrospektralphotometer weitergeleitet oder, sofern dies méglich

ist, ohne Lichtleiter direkt in das Spektralphotometer eingekoppelt (Abb. 5.3).

Spektrometer

Lichtleiter (& 200 um)

I
\ Sensorstibchen

N

=
AN

Enzym in Hohlfaser

Leuchtdiode

Abb. 5.3: MeBkiivette fiir Sensorstibchen

Neben der sehr einfachen Handhabung erméglicht dieses System auBerdem einen
hohen Probendurchsatz, da fiir die Blutproben mehrere Sensorstibchen verwendet
werden kénnen und diese anschlieBend nacheinander mit demselben Mefgerit

vermessen werden kénnen.
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines optischen Biosensors fiir die

toxikologische Notfalldiagnostik von Salicylat.

Die Eignung der Enzym-Substrat-Komplexbildung zwischen Salicylathydroxylase und
Salicylat als Nachweisprinzip fiir Salicylat wurde zundchst mit Vorversuchen in
Losung abgeklart. Hierbei erwies sich die Absorptionsspektroskopie als spezifische
MeBmethode, die gegeniiber der Fluoreszenzmessung den Vorteil besitzt, dal das
Differenzspektrum aus der Absorption vor und nach der Beprobung wesentlich mehr

Méglichkeiten bietet, Storungen zu eliminieren.

Fir den Aufbau des Biosensors wurden nach einer Vorauswahl mehrere
Immobilisierungsmethoden fiir Enzyme auf ihre Verwendbarkeit untersucht. Als
besonders brauchbar stellte sich die Immobilisierung mittels Hohlfaser heraus, die im
Rahmen dieser Arbeit weiterentwickelt wurde. Sie ermdéglicht gute Diffusions-
bedingungen bei gleichzeitig guten optischen und mechanischen Eigenschaften. Durch
Aufkonzentrierung in der Hohlfaser wurden hohe Enzymdichten erreicht, die den
Aufbau eines miniaturisierten Sensorsystems zulassen, welches nur geringste Mengen
an Enzym benoétigt.

Der Hauptvorteil des neuen Biosensorsystems liegt in der Moglichkeit der Erweiterung
auf zusitzliche Analyten unter Verwendung des jeweils spezifischen Enzyms. Dies
1aBt den Ausbau zu einem Multianalytsystem zu, wie es fiir die toxikologische

Notfalldiagnostik wiinschenswert ist.

Die mit Hilfe der Immobilisierung mittels Hohlfaser hergestellten Salicylatbiosensoren
wurden umfassend charakterisiert. Die Sensoren waren vollstindig regenerierbar und
zeigten bei wiederholter Beprobung iibereinstimmende MeBergebnisse, wodurch eine

Mehrfachverwendung der Sensoren méglich ist. Die geringen Herstellungskosten
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erlauben es jedoch auch, den Sensor als Einwegsystem zu verwenden, wie dies in der

klinischen Diagnostik zur Vermeidung eines Infektionsrisikos iiblich ist.

Wihrend die Geschwindigkeit des salicylatinduzierten Signals sehr stark von der
Temperatur abhingt, sind Stérungen durch Schwankung der Temperatur oder des Blut-
pH-Werts bei Messung im Gleichgewichtszustand der Reaktion nicht zu erwarten.

Die Gleichgewichtseinstellung erfolgt durch die guten Diffusionsbedingungen des
miniaturisierten Sensorsystems so rasch, daB sich Analysenzeiten von deutlich weniger

als 2 Minuten erreichen lassen.

Der Test moglicher Stérsubstanzen, deren Auswahl entsprechend den Angaben eines
kommerziell erhdltlichen Salicylattests [GDS, 1995] erfolgte, ergab keine relevanten
Querempfindlichkeiten, auch nicht fir die Substanzen, die den kommerziell
erhiltlichen Salicylattest selbst empfindlich beeinflussen.

Dies ist eine wichtige Voraussetzung zur Vermeidung sogenannter falsch positiver
oder falsch negativer MeBergebnisse, die in der Praxis schwerwiegende

Fehlbehandlungen des Patienten zur Folge hitten.

Durch eine Selbstkalibrierung der Sensoren wird eine besonders einfache und schnelle
Handhabung des Systems ermdglicht. Sie wird iiber die Normierung der Sensorsignale
auf die Enzymkonzentration erreicht. Die so normierten Sensoren liefern identische
Werte.

Fiir die Auswertung wird nur das Absorptionsspektrum nach der Salicylatzugabe
verwendet. Die Salicylatkonzentration 148t sich iiber das Verhidltnis der
Absorptionswerte mehrerer Wellenldngen und die Enzymkonzentration anhand einer
Wellenldnge mit gleichbleibender Absorption, an einem sogenannten isosbestischen
Punkt, bestimmen. Dies hat den Vorteil, dal Stérungen durch Verinderungen der
Enzymkonzentration im MeBlichtstrahl vermieden werden und der Sensor auch
auflerhalb des Mefgerits ohne vorheriges Eichen direkt eingesetzt werden kann,
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Anhand einer einmalig bestimmten Dosis-Wirkungskurve, die den klinisch-toxi-
kologischen Bereich voll abdeckt, 146t sich mit Hilfe eines Mikrochips im MeBgerit
das richtige Ergebnis sofort ermitteln,

Die Sensoren sind im Kiihlschrank bei 4 bis 8 °C iiber ein halbes Jahr lagerbar, ohne

neu kalibriert werden zu miissen.

Der Test des Biosensors an Blutproben fithrte zu reproduzierbaren Ergebnissen,
obwohl optische Messungen in Vollblut aufgrund stérender Blutzellen normalerweise
nicht durchfithrbar sind. Der spezielle Aufbau des miniaturisierten Sensorsystems
erméglicht es jedoch, Blutzellen und sogar das gelbfarbene Bilirubin vollstindig aus
dem MeBlichtstrahl auszuschliefen, so daB Messungen ohne jegliche
Probenvorbereitung durchfiihrbar sind.

Durch die spezielle Sensorgeometrie werden dariiber hinaus Stérungen durch

Luftblasen oder Staubpartikel vermieden.
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8. Anhang

8.1 Verbrauchsmaterial und Chemikalien

Alle Grundchemikalien, die nicht in der nachstehenden Liste aufgefiihrt sind, sowie

organische Losungsmittel (p.A.-Qualitit) wurden von Sigma, Deisenhofen bezogen.

Eppendorf, Hamburg:
Pipetten und Zubehor

Merck, Darmstadt:
Phosphatpuffer (pH = 6,88); Titrisol Pufferlésung (pH = 7,00)

Amicon, Lexington Massachusetts:

Microcon-GefiBe (30 000) zur Enzymaufkonzentrierung

Wacker, Miinchen:
Silikonkautschuk (Wacker RTV-2 E 604 A)

Beckman, Fullerton, CA:
Ultimate® Bilirubin Kalibrator C20

GDS Diagnostics, Elkhart, IN:
Test-Kit: GDS Enzymatic Salicylate Reagent

Serva, Heidelberg:
BSA Albumine bovine Fraktion V, receptorgrade; Dialyseschlduche

Blutproben: Frisches Blut wurde dem Autor dieser Arbeit entnommen,

weitere Blutproben wurden vom Uniklinikum Freiburg bezogen
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8.2 Melflgeriite und Ausstattung

Optische Bank-Bauteile, Spindler&Hoyer

Anregungslichtquelle Diaprojektorlampe 12 V, 50 W Xenophot HCX

LED blau: New Super Bright Blue LED, L200CWB14, LEDTronics Inc., Torrance,
CA, USA

Lichtleiter, Oriel, BTO, Laser Components

Optische Plastikfaser, PFU-CD 501, Laser Components

Diodenarray-Spektrometer X-DAP, Polytec

Mikrospektralphotometer MMS1, Zeiss

Fluorimeter, Shimadzu RF-5001 PC

Kiivetten: HELLMA Prizisions-Kiivetten aus Quarzglas SUPRASIL (10 mm % 3mm)

Vortex Genie 2, Bender&Hobein

Pumpe: MS REGLO, Ismatec Sa

Zentrifuge, kithlbar Omnifuge 2.0RS, Heraeus Sepatech
pH-Elektrode: pH Meter 632, Metrohm

Hohlfasern: Spektra/Por® RC, Hollow Fiber Bundles,
MWCO:18000, Fiber ID: 200 um, SPECTRUM
Auflichtmikroskop: M3B, Wild
Gefriertrocknungsanlage:

Lyovac GT 2 Grundanlage mit kleiner Trockenkammer, Finn Aqua
mit Druckwichter

Pumpe Vakubrand RZ 8

Kryostat Haake F3-K
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8.3 Zusammensetzung von Immobilisierungsmischungen

8.3.1 Immobilisierung in Polyacrylamid-Gelen

Zusammensetzung der Polymerisierungsmischung:
28,0 uL 40 %ige Acrylamid/ N,N'-Methylenbis(acrylamid)losung 19:1
50,8 pL Enzymlsung (Salicylathydroxylase original GDS Test-Kit bzw. fiir
Glucoseoxidase 100 mg mL'l)
1,8 pL 5 %ige frische Kaliumperoxodisulfatlgsung (Starter)
1,8 uL N,N,N',N'-Tetramethylendiamin (Beschleuniger)

8.3.2 Immobilisierung mit Proteinen iiber Quervernetzung

Priparation des Sensors:

10 pL Enzymldsung (Salicylathydroxylase original GDS Test-Kit)
+ 3 pL RSA (Rinderserumalbumin) (10 mg mL™)
in Hohlfaser aufkonzentrieren

Eintauchen in 1,25 %ige wiBrige Glutaraldehydlosung

8.3.3 Immobilisierung von Enzymen durch Sol-Gel-Verfahren

Priiparation nach Sol-Gel-Verfahren mit Alginatzusatz
Priparation 1

80 uL 2,5 %ige Natriumalginatlosung (mittlere Dichte)

30 pL entmineralisiertes Wasser

10 pL 0,1 M TRIS-Puffer (pH = 10)

20 pL Enzymldsung (Salicylathydroxylase original GDS Test-Kit)
20 pL Tetramethoxysilan
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Préparation 2

20 pL 2,5 %ige Natriumalginatlgsung (mittlere Dichte)

80 uL entmineralisiertes Wasser

50 uL Phosphatpuffer (pH = 6,88)

10 pL 0,1 M TRIS-Puffer (pH = 10)

20 pL Enzymlosung (Salicylathydroxylase original GDS Test-Kit)
20 pL Tetramethoxysilan

Immobilisierung von Salicylathydroxylase nach optimiertem Sol-Gel-Verfahren

Préparation

35 pL Tetramethoxysilan

20 pL 0,1 M TRIS-Puffer (pH = 10)

35 pL Enzymlgsung (Salicylathydroxylase original GDS Test-Kit auf das10fache
konzentriert)

8.3.4 Immobilisierung in Hohlfasern

Zusammensetzung der Enzymldsung:
29,5 pL Salicylathydroxylase (das 21,8fache der GDS Test-Kit-Konzentration in
Merck Titrisol Phosphatpufferlgsung (pH = 7,00))
32,1 pL Rinderserumalbumin (10 mg in 1 mL unverdiinnter Merck Titrisol Phosphat-
pufferlésung)
14,3 pL unverdiinnte Merck Titrisol Phosphatpufferlésung
8 uL Glycerin (87 %)
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