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Vorwort der Herausgeber

Zur Verbesserung der Diagnostik von Patienten unter besonderer Beriicksichtigung des
demographischen Wandels wird einer patientennahen Diagnostik, im engl. als ,Point-of-
Care-Testing" bezeichnet und mit POC oder POCT abgekiirzt, eine zunehmende Bedeu-
tung prognostiziert. Gerade Biosensoren kdnnten hier einen groBen Beitrag leisten. Es
existieren viele wissenschaftliche Grundlagenarbeiten um einzelne fiir die menschliche Ge-
sundheit relevante Analyte zu detektieren, selten aber wird an einer kompletten Plattform,
die auch spater industriell umsetzbar ist, gearbeitet. Von industriellem - und daher auch
kommerziellem - Interesse ist die quantitative Detektion von Proteinen des Entziindungs-
stoffwechsels (Zytokine). Hier bieten sich Immunosensoren, das sind Biosensoren, deren

biologische Erkennungselemente Antikorper sind, an.

Hier setzt die vorliegende Arbeit an. Ziel ist die Entwicklung einer elektrochemischen
Biosensor-Plattform, die als Grundlage fiir ein spateres Gerat dienen kdnnte. Die Mes-
sung erfolgt nach dem ELISA-Prinzip (Enzyme-linked Immunosorbent Assay), das bereits
gut bekannt ist. Zur Signaltransduktion wird aber kein optisches, sondern ein elektrochemi-
sches Ausleseprinzip ausgewahlt. Als amperometrisches Messsignal dient der vom selektiv
angekoppelten Enzym Meerrettichperoxidase katalysierte Reduktionsstrom, der bei H,O5-
Zugabe auftritt. Dessen Messung erfolgt temperaturkontrolliert und die gesamte Plattform
wird mit einer FlieBinjektionsanalyse (FIA) zur besseren Automatisierbarkeit und Reprodu-
zierbarkeit ausgestattet. Die Funktionsfahigkeit der Plattform wird anhand der quantitati-
ven Bestimmung der Zytokine Interleukin-13 (IL-13) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)

nachgewiesen, wobei auch eine hohe Kreuzselektivitdt festgestellt wird.
Bayreuth im Dezember 2019

Prof. Dr.-Ing. Ralf Moos, Prof. Dr.-Ing. Gerhard Fischerauer






Allein der Wechsel ist das
Bestadndige.

(Schopenhauer)
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Kurzfassung

Biosensoren besitzen Potential zum Einsatz in der medizinischen Diagnostik, in der Lebens-
mittel- und Umweltanalytik sowie in der industriellen Prozesskontrolle. Sie eignen sich
insbesondere zur Entwicklung von Systemen, welche eine patientennahe Labordiagnos-
tik, Point-of-Care-Testing (POCT), gewahrleisten. Diesbeziiglich ist eine Vielzahl an For-
schungsarbeiten in der wissenschaftlichen Literatur beschrieben, jedoch gibt es wenige, auf
elektrochemischen Biosensoren basierende, kommerzielle Gerate am Markt.

Deshalb war das Ziel dieser Arbeit die Entwicklung einer neuartigen elektrochemischen
Biosensor-Plattform. Der Begriff Plattform bezeichnet in diesem Zusammenhang ein Sys-
tem, mit dem mehrere Analyten parallel und automatisiert erfasst werden konnen und stellt
einen ersten Schritt in Richtung einer Gerateentwicklung dar. Hierzu sollten zunachst funk-
tionsfdahige Sensoren entwickelt werden. Als Novum sollte eine Temperatur-kontrollierte
Messung der Analyten zu einem niedrigeren Detektionslimit fiihren. Als Analyten wur-
den Proteine des Entziindungsstoffwechsels, sogenannte Zytokine, ausgewahlt. Fiir das
Biosensor-Design wurden Antikdrpern als Biorezeptoren und ein elektrochemisches Mess-
prinzip festgelegt. Werden Antikorper als Rezeptoren eines Biosensors verwendet, spricht
man von sogenannten Immunosensoren. Zur Umsetzung des beschriebenen Ziels wurde die

Arbeit in die beiden Abschnitte Sensorentwicklung und Systementwicklung gegliedert.

Im Rahmen der Sensorentwicklung wurden zwei elektrochemische Biosensoren zum
quantitativen Nachweis der Zytokine Interleukin-13 (IL-13) und Tumor-Nektrose-Faktor
a (TNFa) entwickelt. Hierzu wurde ein bekanntes Sensorprinzip verwendet und verschie-
dene Sensorkonzepte untersucht, welche sich beziiglich der Anbindung der Antikdrper und
der Art des Massentransfers chemischer Substanzen zur Sensoroberfliche unterscheiden.
Nach einer Entscheidung fiir ein Sensorkonzept wurden die beiden Sensoren optimiert und
charakterisiert. Die Detektionslimits, Limits of Detection (LOD), lagen bei 7 ng/ml (IL-13)
und 0,7 ng/ml (TNFa). Im Vergleich zu durchgefiihrten Enzyme-Linked Immunosorbent
Assays (ELISAs) und in der Literatur beschriebener Sensoren mit Detektionslimits im Be-
reich von pg/ml bzw. fg/ml, sind die entwickelten Sensoren weniger sensitiv. Hauptgrund
dafiir konnte das relativ hohe Hintergrundsignal sein, welches keine eindeutige Unterschei-
dung geringer Analyt-Konzentrationen vom Hintergrund zuldsst. Weitere Griinde konnten
eine geringe OberflichenvergroBerung der Elektrode und dadurch eine begrenzte Anzahl

potentieller Bindestellen fiir die Analyten, mangelnde Signalverstarkung, nicht-orientierte
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Anbindung der Antikorper sowie ein unzureichend unterstiitzter Elektronentransfer durch

das Elektrodenmaterial sein.

Im Rahmen der Systementwicklung wurde ein FlieBsystem mit integrierter Temperatur-
Kontrollfunktion entwickelt und zur teilautomatisierten Messung der Biosensoren einge-
setzt. Zundchst wurden geeignete Systemparameter experimentell bestimmt, bevor der
IL-13-Biosensor im FlieBsystem charakterisiert wurde. Die Messungen im FlieBsystem (LOD
= 5,8 ng/ml) und die bisherigen manuellen Messungen (LOD = 7 ng/ml) zeigten eine dhn-
liche Sensorcharakteristik. Dennoch bietet das FlieBsystem einige Vorteile, da es eine teil-
automatisierte Detektion erlaubt und manuelle Einfliisse minimiert. Die Charakterisierung
bei einem ermittelten Temperaturoptimum von 30 °C fiihrte zu einer erhohten Sensitivi-
tat (Steigung der Kalibrierkurve), jedoch ohne Verbesserung des Detektionslimits (LOD
= 5,4 ng/ml). Der Grund fiir die erh6hte Sensitivitdt ist moglicherweise eine gesteigerte
Aktivitét des Enzyms Meerrettichperoxidase, Horseradish Peroxidase (HRP), welches als
Auslesemolekiil (Label) der Sensoren eingesetzt wurde. Ein unverandertes Detektionslimit
konnte, wie zuvor beschrieben, auf das relativ hohe Hintergrundsignal des Sensors zuriick-
zufiihren sein. In einer ersten Selektivitatsstudie wurde IL-13 erfolgreich in einer komplexen
biologischen Matrix nachgewiesen. Zudem wurde keine Kreuzreaktivitat des IL-13- und des
TNFa-Sensors festgestellt.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit zwei elektrochemische Biosensoren und ein
FlieBsystem entwickelt sowie das Potential einer Temperatur-kontrollierten Messung auf-
gezeigt.
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Abstract

Biosensors have the potential to be applied in medical diagnostics, food and environ-
mental analytics as well as industrial process control. They are especially suitable for the
development of devices ensuring diagnostics near the patient, POCT. Regarding this field
of application a lot of research work is described in literature but only few devices based

on electrochemical biosensors are commercially available.

Hence, aim of this work was the development of a novel electrochemical biosensor
platform. The term platform describes a system which is capable of automation and
multiple analyte detection and therefore presents a prototypical device. At the beginnning,
sensor development should be addressed. Furthermore, a temperature-controlled read-
out of the biosensors was assumed to enhance their detection limit. As target analytes,
proteins which are involved in inflammatory reactions, so-called cytokines, were chosen.
The biosensors were set up by using antibodies as receptors and by applying an electro-
chemical detection principle for read-out. Biosensors using antibodies as receptors are also
known as immunosensors. To accomplish the aforementioned aim, this thesis was divided

into two main parts: sensor development and system development.

During sensor development, two electrochemical biosensors for quantitative detection
of the cytokines IL-13 and TNFa were developed. Based on a well-known sensor principle,
different sensor concepts were investigated differing by their electrode or support materials
for antibody immobilization and types of mass transfer. After choosing a suitable sensor
concept, the sensors were optimized and characterized. The calculated detection limits,
LOD, were 7 ng/ml for the IL-13-sensor and 0.7 ng/ml for the TNF a-sensor. Compared
to performed ELISAs and described sensors in literature, the here developed sensors are
less sensitive. The main issue could be the relatively high background signal which makes it
difficult to discriminate between small analyte concentrations and the background. Further
reasons could be an insufficient increase in the electrode’s surface area and hence limited
binding sites for analytes, little signal amplification and randomly oriented antibodies as
well as an insufficiently supported electron transfer by the electrode material.

During system development, a fluidic system with an integrated heating function was
developed and applied for semi-automated biosensor measurements. After determination

of suitable flow parameters, the system was used for IL13-sensor characterization. Thereby
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the IL-13-sensor showed a detection limit (LOD = 5.8 ng/ml) which is comparable to the
detection limit of the previously performed manual characterization (LOD = 7 ng/ml).
Nevertheless, the fluidic system offers some advantages as it allows semi-automated
detection and minimizes manual interactions. A characterization of the IL-13-sensor at
the determined temperature optimum of 30 °C led to an increase in sensitivity (slope
of calibration curve) instead of detection limit enhancement (LOD = 5.4 ng/ml). Signal
increase with elevated temperature is most likely related to an increased activity of the
enzymatic label HRP. The unchanged detection limit could be presumably explained by the
previously described high background signal. In a first selectivity study, IL-13 was analysed
concentration-depended in a complex biological matrix. Furthermore, no cross reactivity

of the IL-13- and TNFa-sensor was determined.

In conclusion, two electrochemical biosensors and a fluidic system were developed and

the potential of a temperature-controlled read-out was shown.
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