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Mikrogravimetrische Sensoren in der Bioanalytik — eine Alternative zu

optischen Biosensoren?

Andreas Janshoff, Hans-Joachim Galla und Claudia Steinem*

Professor Erich Sackmann zum 65. Geburtstag gewidmet

Schon in den Anfdngen des Radio- und
Funkbetriebs brachte man — bedingt
durch den Mangel an Schwingquarzen
— mit einem Bleistift einen diinnen
Film auf den Quarz auf, um Trans-
missions- und Empfiangerfrequenz auf-
einander abzustimmen. 1959 konnte
Sauerbrey dann zeigen, dass sich die
Frequenz von Schwingquarzen bei Ab-
scheidung einer Fremdmasse propor-
tional zur Massenbeladung verringert.
Diese wichtige Erkenntnis war der
Grundstein fiir die Entwicklung pie-
zoelektrischer, gravimetrischer Senso-
ren. Fiir die Biowissenschaften inte-
ressant wurde diese duBerst empfind-
liche Messmethode allerdings erst,
nachdem es gelungen war, Dicken-
scherschwinger durch die Entwicklung
geeigneter Oszillatorschaltkreise auch
in wéssrigen Medien betreiben zu kon-
nen. Das Studium von Adsorptions-
phdnomenen an biologisch relevanten
Oberflichen wurde zu einem Haupt-

anwendungsgebiet  piezoelektrischer
Sensoren. Angefangen von Studien zu
DNA/DNA- und DNA/RNA- sowie zu
Protein-Rezeptor-Wechselwirkungen

wurde iiber die Detektion von Viren
und Bakterien bis hin zur Entwicklung
kompletter Immunosensoren in den
letzten 10 Jahren kein Gebiet ausge-
lassen, in dem nicht die Quarzmikro-
waage als sondenfreie Messmethode
zum Einsatz kam. Bei der Erforschung
der einzelnen biologischen Systeme
sind eine Vielzahl von Erkenntnissen
gewonnen worden, wobei fiir die Mess-
methode selbst die hervorzuheben
sind, welche gezeigt haben, dass mit
Dickenscherschwingern in Flissigkei-
ten nicht nur die reine Massenbela-
dung gemessen werden kann, sondern
dass vielmehr auch die viskoelasti-
schen Eigenschaften und die Ladungs-
zustdnde des adsorbierten Materials
(Grenzschichtphidnomene) sowie die
Oberflachenrauhigkeit die Sensorant-

wort bestimmen. Genutzt werden die-
se Erkenntnisse in neuerer Zeit zur
Untersuchung des Adhésionsverhal-
tens von Zellen, Liposomen und Pro-
teinen. Es ergeben sich dabei z. T. neue
Parameter, die es ermdglichen, mor-
phologische Verdnderungen von an-
haftenden (adhirenten) Zellen in situ
zu detektieren und so die Auswirkung
von Pharmaka zu quantifizieren sowie
den Wassergehalt von Biopolymeren
zu ermitteln. Die Leistungsfahigkeit
mikrogravimetrischer Sensoren in der
Bioanalytik wird mit etablierten son-
denfreien optischen Methoden wie der
Oberfldchenplasmonenresonanzspek-

troskopie und der Interferometrie ver-
glichen.

Stichworter: Analytische Methoden -
Biosensoren - Molekulare Erkennung

Oberflichenreaktionen Quarz-
mikrowaage

/

1. Einleitung

Obwohl ihnen gewohnlich keine besondere Beachtung
geschenkt wird, sind Schwingquarze aufgrund ihrer einzig-
artigen Eigenschaften im téglichen Leben iiberall zu finden —
sei es in Uhren und Computern als Zeitgeber, als Erzeuger
von Tréagersignalen fiir Nachrichten oder als Referenzfre-
quenzgeber in elektronischen Geriten. Grofle kommerzielle
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Bedeutung gewannen Schwingquarze erstmals im 2. Welt-
krieg, als allein fiir die militdrische Kommunikation 30
Millionen Resonatoren bendtigt wurden. Wichtigkeit fiir die
Analytik erlangten Schwingquarze erst durch den Befund,
dass ein linearer Zusammenhang zwischen der Frequenz-
dnderung und der Massenbeladung besteht,[ 2 der 1959 von
Sauerbrey formuliert wurde.”! Er konnte zeigen, dass diese
Abhingigkeit bei einer hinreichend kleinen Schichtdicke der
abgeschiedenen Fremdmasse, die starr an die Schwingung
des Quarzes angekoppelt ist, gilt. D.h., eine abgeschiedene
Masse kann mit Hilfe der Schwingquarzmethode im weitesten
Sinne ,,gewogen‘ werden — es wurde der Begriff der ,,Quarz-
mikrowaage“ geprédgt. Die nach Sauerbrey berechnete
Massenempfindlichkeit einer solchen Anordnung liegt bei
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0.057 Hzcm?ng™! fiir einen Quarz mit einer Grundfrequenz
von 5 MHz. Im Vergleich zu einer elektromechanischen
Feinwaage, deren Empfindlichkeit bis minimal 0.1 pg reichen
kann, ist die Quarzmikrowaage mit einer Nachweisgrenze von
wenigen Nanogramm etwa um den Faktor 100 empfindlicher.
In den 60er und 70er Jahren war die Technik fiir analytische
Massenbestimmungen im Vakuum und an der Luft von
Bedeutung und wird bis heute zur Schichtdickenbestimmung
von Filmen im Hochvakuum verwendet. Fiir analytische
Fragestellungen im Bereich der Biowissenschaften war diese
Methode jedoch noch ungeeignet, da es keine Oszillator-
schaltkreise gab, mit denen die durch die Flissigkeit auf-
tretende Dampfung der Quarzschwingung iiberwunden wer-
den konnte. Erst 1982 durchbrachen Nomura und Okuharal!
diese Einschénkung — der Startschuss fiir die Entwicklung
eines bioanalytischen Verfahrens war gefallen.

Heutzutage kann man die Schwingquarze mit gutem
Gewissen in die Reihe der gidngigen mechanischen Signal-

wandler im Bereich der Chemo- und Biosensorik eingliedern.
Der piezoelektrische Signalwandler wandelt die physikalische
Eigenschaft der Masse oder Schichtdicke eines Analyten in
ein elektrisches Signal um. Dabei wird die Masse durch die
Scherbewegung des Quarzes mitbewegt. Bei dieser Bewegung
auf der Oberflidche erfahren angekoppelte Materialien eine
Beschleunigung von mehr als 10°g. Die Amplitude der
Scherbewegung betrégt ca. 10-20 nm an der Luft, in Fliissig-
keiten wie z.B. Wasser hingegen nur 1-2 nm.P!

In diesem Artikel wird gezeigt werden, dass spezifische
Wechselwirkungen zwischen Biomolekiilen quantitativ — so-
wohl hinsichtlich der Kinetik als auch der Thermodynamik
der Bindung — mit dieser Messmethode erfasst und neben der
Masse des adsorbierten Molekiils grenzflachenspezifische
Eigenschaften biologischer Materialien detektiert werden
konnen. Ein ganz neues Anwendungsgebiet der klassischen
Quarzmikrowaage ist die Bestimmung der viskoelastischen
Eigenschaften von zelluldiren Systemen. Die Stirke piezo-
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elektrischer Resonatoren bei diesen Fragestellungen ergibt
sich aus der Kopplung elektrischer und mechanischer Vari-
ablen, welche es ermoglicht, mit Hilfe elektrischer Ersatz-
schaltbilder das mechanische Verhalten von Biopolymeren
und komplexen mehrschichtigen biologischen Materialien,
wie eine konfluente Zellmonoschicht auf einem Substrat, zu
analysieren. Mit der Quarzmikrowaage lassen sich neben
molekularen Erkennungsreaktionen auf funktionalisierten
Oberflachen auch Grenzflacheneigenschaften wie Viskoelas-
tizitdt, Rauhigkeit, Hydropathie, Ladungszustand und Was-
sergehalt von Proteinen und Polymeren ermitteln.

2. Grundlagen piezoelektrischer Resonatoren
2.1. Akustische Wellen im Festkorper

Das Spektrum akustischer Wellen deckt einen Frequenz-
bereich von etwa 14 GroBenordnungen ab — von 1072 Hz
(seismische Wellen) bis 102 Hz (thermoelastisch angeregte
Phononen; Abbildung 1); die akustischen Resonatoren, wel-
che in diesem Artikel besprochen werden, schwingen in
einem engen Frequenzbereich von 10°-10° Hz.

1013
102 ¢ héchstfrequente piezoelektrisch erzeugte
elastische Welle
1011
101
109 -
108 ) APM: Acoustic-plate-mode-Sensoren
l —— SAW: Surface-acoustic-wave-Sensoren
107 ? FPW: Filexural-plate-wave-Sensoren
1086 J, l- TSM: Thickness-shear-mode-Sensoren
105 N
1 Hz I—; Ultraschall der Fledermause
104 Ultraschallbad
103 L4
menschliches Horen
102
10! —— Sonar
100 I» Vulkane
101 }A Erdbebenwellen
102 *
103

Abbildung 1. Das Spektrum der akustischen Wellen umfasst etwa 14
GroBenordnungen. Die Frequenzbereiche der vier Sensoren, die in diesem
Artikel behandelt werden, liegen zwischen 1 und 1000 MHz.[”)

Bevor die Einzelheiten der Funktionsweise dieser Sensoren
diskutiert werden, sollen zunichst kurz die GesetzmafBigkei-
ten von allgemein akustischen und speziell piezoelektrisch
angeregten Wellen im Festkorper zusammengefasst werden.

Wird eine periodisch verdnderliche mechanische Spannung
auf einen Festkorper appliziert, so werden elastische Defor-
mationen angeregt, die sich als Wellen im Festkorper fort-
pflanzen. Die Schwingungsform - es lassen sich sowohl
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transversale als auch longitudinale Wellen anregen — sowie
die Fortpflanzungsgeschwindigkeit der elastischen Wellen
héngen von den Randbedingungen und der Kristallstruktur
des Festkorpers ab. Die allgemeine Wellengleichung (1), die
akustische Wellen im Festkorper beschreibt, ergibt sich aus
der Bewegungsgleichung, der Definition der Dehnung und
den konstitutiven Gleichungen. [
V-e:Vau = paz—u 1)
or

u ist die Auslenkung des Partikels, p die Dichte des
Festkorpers und ¢ die Zeit. Die Matrix ¢ bezeichnet die
Elastizitdtsmodule des Festkorpers. In Tabelle 1 sind die
wichtigsten Beziehungen fiir eine und drei Dimensionen
zusammengefasst.

Tabelle 1. Dynamische Bewegungsgleichungen fiir eine und drei Dimen-
sionen. cist der Tensor der Elastizitit. Die Spannung T'und die Dehnung §
sind symmetrische Tensoren mit neun Elementen, wobei sechs aus
symmetrischen Griinden unabhéngig sind. u ist die Partikelauslenkung, z
bezeichnet die Richtung, in der die Dehnung erfolgt, und p die Dichte des
Materials.[®!

eindimensionales dreidimensionales

System System
Newtonsche B lichung 0 — o2 wp = p2"
ewtonsche Bewegungsgleichung — = p— ‘T = p—
gungsg g 92 apatz p0t2
i
Definition der Dehnung S = 5 S = Vu
Z
konstitutive Gleichungen:
Hooksches Gesetz T =2CS T =c:S
. o u ou
Partikelgeschwindigkeit v = — V= —
ot ot
mechanische Impedanz Z = /pC
Phasengeschwindigkeit vp = C/p

2.2. Piezoelektrisch angeregte Wellen im Festkorper

Als Piezoelektrizitit, erstmals 1880 durch die Gebriider
Curie beschrieben, wird allgemein die Erzeugung elektrischer
Ladungen an der Oberfliche eines Festkorpers durch Zug,
Druck oder Torsion bezeichnet. Der reziproke piezoelektri-
sche Effekt bezeichnet im Gegenzug das Auftreten einer
mechanischen Deformation durch Anlegen eines dufleren
elektrischen Feldes. Die grundsitzlichen Zusammenhénge
zwischen mechanischen und elektrischen Variablen sind in
Abbildung 2 schematisch dargestellt.

Piezoelektrizitdt zeigen ausschlieBlich Kristalle ohne In-
versionszentrum. Insgesamt erfiillen 21 Punktgruppen diese
Bedingung, wobei jedoch nur 20 Punktgruppen von null
verschiedene piezoelektrische Konstanten aufweisen. Zwar
weisen viele Kristalle den piezoelektrischen Effekt auf, doch
nur bei Quarz liegt die geeignete Kombination von mecha-
nischen, elektrischen, chemischen und thermischen Eigen-
schaften vor, was zu seiner grofen kommerziellen Bedeutung
gefiihrt hat. Unter Beriicksichtigung der Piezoelektrizitét
lasst sich die Wellengleichung (1) um den Term eV?@ er-
weitern, wobei @ das elektrische Potential und e der
Piezomodul ist, dessen Komponenten als piezoelektrische
Konstanten bezeichnet werden.! Der zusitzliche Term ist
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mechanische Variablen elekirische Variablen

< > -« »
< —» < »

Verschie-
bungsstrom

Abbildung 2. Beziehungen zwischen den mechanischen und elektrischen
Variablen. Der piezoelektrische Effekt bezeichnet die Erzeugung einer
elektrischen Verschiebung beim Anlegen einer mechanischen Spannung.
Der reziproke piezoelektrische Effekt fithrt zur Dehnung des Kristalls
beim Anlegen eines elektrischen Feldes. Die Beziehung zwischen Span-
nung und Dehnung wird durch die Elastizitit des Festkorpers bestimmt.[’]

verantwortlich fiir die elektrische Anregung elastischer Wel-
len in einem piezoelektrischen Medium. Die daraus resultie-
rende Bewegung fiihrt ihrerseits zu einer Potentialverdnde-
rung, die elektrisch detektiert werden kann. Durch Integra-
tion der erweiterten Wellengleichung unter Beriicksichtigung,
dass der Gradient des elektrischen Verschiebungsstroms null
ist, d. h., dass keine freie Ladungsdichte im piezoelektrischen
Medium auftritt, kann ein Ausdruck erhalten werden, der die
Wellen im piezoelektrischen Medium vollsténdig beschreibt.
Die grundsétzlichen physikalischen Konsequenzen sollen in
den folgenden Abschnitten nédher diskutiert werden.

2.3. Piezoelektrische Resonatoren

Schwerpunkt des vorliegenden Artikels ist die Behandlung
der Bulk-acoustic-wave(BAW)- oder auch Thickness-shear-
mode(TSM)-Resonatoren, die — wenn auch weniger aussage-
kriftig, dafiir aber kommerziell wirksamer — als Quarzmikro-
waage (quartz crystal microbalance, QCM) bezeichnet wer-
den. Obwohl TSM-Resonatoren betrédchtlich unempfindli-
cher sind als z.B. Flexural-plate-wave(FPW)- oder Surface-
acoustic-wave(SAW)-Sensoren, sind sie doch aufgrund der
einfachen Beschaltung, der robusten Bauweise und der
niedrigen Herstellungskosten am weitesten verbreitet. Abbil-
dung 3 zeigt eine schematische Darstellung der verschiedenen
Resonatortypen.

2.3.1. Thickness-shear-mode(TSM)-Resonatoren
(Quarzmikrowaage)

Abhingig vom Schnittwinkel lassen sich eine Vielzahl von
Resonatortypen aus einem Quarzkristall gewinnen (Abbil-
dung 4 A). Es lassen sich Biege-, Flichen-, Lings- und Di-
ckenscherschwinger mit einem Eigenfrequenzbereich von
5 x 10>-3 x 10% Hz herstellen. Zum Aufbau der Quarzmikro-
waage werden in erster Linie AT-cut-Quarze verwendet, die
aus einem stabférmigen Quarzkristall mit einem Winkel von

4168
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Abbildung 3. Schematische Darstellungen der vier géngigen akustischen
Sensoren und ihrer Schwingungsmodi. Die Partikelauslenkung ist durch
schwarze Pfeile, die Richtung der Wellenausbreitung durch Pfeile mit nicht
ausgefiillten Spitzen gekennzeichnet. TSM: Thickness-shear-mode-Reso-
nator, auch unter dem Begriff Quarzmikrowaage bekannt; FPW: Flexural-
plate-wave-Resonator; SAW: Surface-acoustic-wave-Resonator (two port
delay line); SH-APM: Shear-horizontal-acoustic-plate-mode-Resonator.

ca. 35.25° zur kristallographischen z-Achse herausgeschnitten

werden (Abbildung 4B). Diese Quarzschnitte sind aufgrund

ihrer hohen Frequenzstabilitit von Af/f~10-8 in der kom-

merziellen Elektronik weit

verbreitet.® ] r
AT-cut-Quarze eignen sich

besonders zum Aufbau von

mikrogravimetrischen Senso-

ren, da sie einen Temperatur-

koeffizienten aufweisen, der

im Bereich von 0-50°C fast

null ist.l Die im Folgenden

aufgefiihrten quarzspezifi- 5 Snfischa Achas
schen Daten bezichen sich jH- 3
immer auf AT-cut-Quarze. q5° 17
Zur Beschreibung der Wel- AN
len in einem kreisféormigen I
isotropen AT-cut-Quarz mit 5
der Dicke d, kann unter Ver-
nachldssigung von &ufleren A

Kriften und Diampfungser-
scheinungen die Wellenglei-
chung bequem in Zylinder-
koordinaten geschrieben wer-
den  (Abbildung5). Der
Ausdruck fiir die Aus-
breitungsgeschwindigkeit der
Welle lautet mit dem piezo-
elektrischen Zusatzterm:
(Ces/pg)™  (py=Dichte des
Quarzes).'l Die Randbedin-
gungen verlangen, dass die null verschiedenen Temperatur-
Amplitude der Scherschwin- koeffizienten im Bereich von 0-
gung an den Rindern der 50°C.

Abbildung 4. A) Photographie
mehrerer a-Quarzkristalle. B)
AT-Schnitt durch einen Quarz-
kristall. Es wird eine Quarzschei-
be mit einem Winkel von 35°10’
zur optischen Achse geschnitten.
Eine Abweichung um 5" des Win-
kels fiihrt bereits zu einem von
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Abbildung 5. Definition der Koordinatensysteme fiir einen kreisférmigen
Quarzkristall. Die graue Fliache stellt die aufgedampfte Metallelektrode
dar.

Elektroden (r= R) verschwindet, bei = 0 maximal ist und bei
z=0 einen Knoten aufweist. 6 unterliegt periodischen Rand-
bedingungen. Die Losung des mechanischen Randwertpro-
blems ergibt sich iiblicherweise durch einen Separationsan-
satz.'”! Aus der erhaltenen Losung lassen sich wichtige
Eigenschaften der Scheroszillation entnehmen. Die Eigen-
frequenzen der Scherschwingung sind allgemein durch Glei-
chung (2) gegeben.

o = o n*m? +/1ﬁ,k R>d, Up n?m? _ oo nKy )
T\ TR 2w\ & 24, dy

Da sich aus der Losung der Wellengleichung unter den
angegebenen Randbedingungen ergibt, dass » nur eine
ungerade Zahl sein kann, wird aus Gleichung (2) deutlich,
dass auch nur ungerade Oberschwingungen angeregt werden
konnen.'¥! Fiir die Grundschwingung gilt, dass die Auslen-
kung aus der Ruhelage in der Mitte der Kristallscheibe bei r=
0 und z==4d/2 am groBten ist, wihrend geméB den
gewihlten Randbedingungen die Amplitude der Oszillation
an den Elektrodenridndern bei r= R null ist. Zudem weist die
Transversalwelle eine Knotenebene bei z=0 und einen
Schwingungsbauch bei z =4 d,/2 auf.l4l

Unter Beriicksichtigung, dass die laterale Ausdehnung der
Quarzscheibe sehr viel grofer als die Dicke des Kristalls ist,
wird das Problem eindimensional. Die Funktion u.(z,)
beschreibt dann zwei transversale Wellen, die in entgegen-
gesetzte Richtungen laufen und so eine stehende Welle im
Kiristall bilden. Mit den Randbedingungen, dass die Kristall-
flichen keine externe Riickstellkraft erfahren (du/0z=0),
also spannungsfrei sind, erhdlt man fiir das Profil der
Scherschwingung eine einfache Cosinusfunktion (stehende
Scherwelle). Aus der Bedingung konstruktiver Interferenz
d,=nA/2 und R>d, vereinfacht sich dann auch Glei-
chung (2).[! Ky bezeichnet die Frequenzkonstante des Quar-
zes in Abhéngigkeit vom Schnittwinkel. Bei einem AT-cut-
Quarz betrigt der numerische Wert Ky =1664 ms~L. Glei-
chung (2) ist zu entnehmen, dass die Resonanzfrequenz eines
AT-cut-Quarzes mit der Dicke des Kristalls sinkt. Ein 5-MHz-
Quarz ist 0.33 mm dick, ein 30-MHz-Quarz dagegen nur noch
55 pm.

Der TSM-Resonator liefert eine Reihe materialspezifischer
Parameter. Dafiir ist es notwendig, die Umwandlung von
mechanischen und akustischen Grofien in elektrische zu
verstehen, da nur die letzteren einer Messung direkt zugidng-
lich sind. Betrachtet man die elektrische Anregung und
Detektion der zuvor behandelten stehenden mechanischen
Wellen, so lassen sich relativ einfache Modelle und mecha-
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nische sowie elektrische Ersatzschaltbilder entwickeln, die
eine vollstdndige Beschreibung der Quarzoszillation erlauben
und so Riickschliisse iiber die Natur des Adsorbens zulassen.
Ein allgemeines eindimensionales akustisches Breitbandmo-
dell stammt von Mason!' (Abbildung 6 A), es ist die Basis zur
theoretischen Beschreibung komplexer zusammengesetzter
(Komposit-) Resonatoren wie sie in den Biowissenschaften
und der Biosensorik auftreten. In bestimmten Fillen, wie dem
unbelasteten TSM-Resonator, lasst sich das Mason-Modell in
der Nihe der Resonanz bei geringer Belastung und Damp-
fung zu einem Ersatzschaltbild aus diskreten Impedanzele-
menten vereinfachen — dem so genannten Butterworth-van-
Dyke(BVD)-Schaltbild (Abbildung 6B). Eine ausfiihrliche
Behandlung der Modelle und insbesondere der Uberfiihrung
des Mason-Modells in das BVD-Schaltbild findet man bei
Rosenbaum. [

A

' v,
oi|i ZA tan({kd,/2) iZA tan(kdq/2)}:¢

F, ' F,
1tho Y-V,

Abbildung 6. A) Aquivalenzschaltbild (Breitbandmodell) des Drei-Pol-
Mason-Modells fiir einen piezoelektrischen Kristall endlicher Dicke. Das
Schaltbild enthilt zwei mechanische Pole und einen elektrischen Pol. Z
bezeichnet die charakteristische Impedanz des Quarzes, k die komplexe
Wellenzahl, A die Fliche und d, die Dicke des Resonators. hC, ist das
Verhiltnis der Wicklungen des Transformators und ist definiert als (e,
&) Cy. B) Butterworth-van-Dyke-Ersatzschaltbild. Das Drei-Pol-Mason-
Modell kann in der Nihe der Resonanzfrequenz des Quarzes in ein
Ersatzschaltbild mit diskreten Impedanzelementen iiberfiithrt werden. Die
Kapazitit C, reprisentiert die mechanische Elastizitit des Quarzes, die
Induktivitdt L, die Masse zu Beginn und der Widerstand R, die Energie-
verluste aufgrund von Viskosititseffekten, interner Reibung und Damp-
fung durch die Kristallhalterung. Die statische Kapazitit C, bestimmt die
Admittanz entfernt von der Resonanz, wihrend die Bewegungskompo-
nenten im Bereich der Resonanz dominieren. /)

i ZA /sin(kd,)

Im Wesentlichen handelt es sich beim BVD-Schaltbild um
die Kombination eines seriellen mit einem parallelen elek-
trischen Schwingkreis. Der auch als Bewegungszweig (motio-
nal branch) bezeichnete Serienschwingkreis wird durch die
Induktivitdt L,, die Kapazitit C;, und den Widerstand R,
reprasentiert. Durch die auf den Kristallflichen aufgebrach-
ten Elektroden tritt eine zusitzliche parallele Kapazitidt C,
auf, die zusammen mit den anderen Elementen Bestandteil
des parallelen Schwingkreises ist. In Tabelle 2 sind die
Ausdriicke fiir Ly, C, und R, sowie C, in Abhingigkeit von
den quarzspezifischen Parametern ohne Beriicksichtigung
von Oberschwingungen angegeben.
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Tabelle 2. Parameter des BVD-Ersatzschaltbildes und deren Zusammen-
hdnge mit den physikalischen Groen eines AT-cut-Quarzes sowie mit den
verschiedenen Resonanzfrequenzen. A = Elektrodenfldche, 7, = Viskosi-
tit, d, = Dicke des Quarzes, &,, = Dielektrizititskonstante des Quarzmate-
rials, e,s=die vom Schnittwinkel abhéngige piezoelektrische Konstante,
welche sich aus den Matrixelementen e;; und ey des piezoelektrischen
Polarisationsmoduls e und dem Schnittwinkel ergibt. Die hier aufgefiihrten
Materialkonstanten beziehen sich ausschlieBlich auf AT-cut-Quarze.l’]

Parameter Ausdruck
enA
q
8Ae3,
C, =
7 dCes
L dip,
4 8Ae3,
R dqnqnz
4 8Ae3,
1 1 CyR?
fi — —(1+ : q)
2r \| LyCy 2L,
1 1 C, GFR
fp L (i GG
2\ LyCy 2C, 2L,
Jzmi l ;<17C0Ré>
21\ L,C, 2L,
p L G O
27\ L,C, 2C, 2L,

Das zwischen den beiden aufgedampften Elektroden
(Abbildung 5) befindliche Quarzmaterial verhélt sich wie
ein Dielektrikum in einem Plattenkondensator.
Wie sich die Variation der Parameter Ly, C, und
R, sowie C, auf die Resonanzkurven (Impedanz-
spektren) auswirkt, ist in Abbildung 7 anhand von
Simulationen gezeigt. Der Lastwiderstand R, bein-
haltet intrinsische Dampfungserscheinungen des
Schwingquarzes und ist verantwortlich fiir die
Energiedissipation. Die Hohe des Phasenmaxi-
mums kann als KenngrofB3e fiir das Mal3 der Dadmp-
fung des Quarzoszillators dienen. FEine exakte
Analyse dieser Problematik findet man bei Martin
et al.l]

Bei vernachléssigbarer Dampfung (R, —0) weist
der Quarz zwei Resonanzfrequenzen auf, die einer
Phasenverschiebung von ¢ =0 und einem minima-

nulldurchganges, und f,,.., die Frequenz bei maximaler
Impedanz, auf. Die Resonanzfrequenzen f,, f,, fzmin Und f7nax
ergeben bei hinreichend kleinem R, in Abhingigkeit von den
elektrischen Parametern des BVD-Ersatzschaltbildes einfa-
che Ausdriicke (fiir die mathematischen Zusammenhinge
siche Tabelle 2).

Die Resonanzfrequenzen in Abhidngigkeit vom Damp-
fungswiderstand R, sind in Abbildung 8B dargestellt. Wih-
rend f7... und f; mit wachsender Dampfung steigen, fallen
Jzmin und f, mit steigendem R,. Die Resonanzirequenzen f,
und f,, fallen mit wachsendem R, bei @,,,x =0 zusammen.

Die Oszillation des Scherresonators als frequenzbestim-
mendes Element einer Oszillatorschaltung ist auf den Fall
@max >0 beschrinkt. Bei groferen Widerstinden, die zu
@max <0 fiithren, kann nur noch mit Hilfe eines Netzwerk-
analysators, fiir den diese Beschrdnkung keine Giiltigkeit hat,
gemessen werden.

2.3.1.1. Fremdmassenbeladung

Historisch geht die erste theoretische Beschreibung der
Auswirkung der Fremdmassenbeladung eines TSM-Resona-
tors auf Sauerbrey zuriick.’! Sauerbrey konnte durch Losung
der eindimensionalen mechanischen Bewegungsgleichung
zeigen, dass bei Belegung des Schwingquarzes an Luft oder
im Vakuum mit einer starren Fremdmasse eine lineare
Beziehung zwischen der Fremdmasse Am und der Anderung
der Resonanzfrequenz Afbesteht. Mit der Ndaherung, dass das

-100 &

T L
498 499 500

500 501 502
fIMHz —»

50t 502 4.99

f/MHz —»

5.03

len sowie maximalen Betrag der Impedanz |Z |
entsprechen. Die Frequenzen werden als Resonanz-
frequenz fr und Antiresonanzfrequenz f, bezeich-
net.” 181 Sje unterscheiden sich zunehmend bei
steigender elektromechanischer Kopplungskon-

Ca

21.755 fF 21.655 fF 21.555 fF 46.95mH 46.75mH 46.55mH

Lq

L 1 1 L L 1 L L

stante K. Durch den Einfluss der Démpfung

21.755 fF 21.655 fF 21.555 fF

(R,>0) fillt die Resonanz am Phasennulldurch- T % sor  46.95mH4675mH46.55mH
gang nicht mehr mit der minimalen oder maximalen pl® OfF ot _
Impedanz zusammen. In diesem Fall werden insge- S0l sol 1
samt vier Resonanzfrequenzen unterschieden (Ab-

bildung 8 A). fx spaltet sich in fz,, die Frequenz 498 499 500 501 502 503 498 499 500 501 502 503
bei minimaler Impedanz (| Z | ), und f;, die Frequenz £/ MHz —» fIMHz —»

des ersten Nulldurchgangs der Phase ¢, auf; fy
spaltet sich in f,,, die Frequenz des zweiten Phasen-

4170

Abbildung 7. Simulierte Impedanzspektren auf der Basis des BVD-Netzwerkes bei
diskreter Variation der Impedanzelemente C,, Cy, L, und R,.
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Abbildung 8. A) Simuliertes Impedanzspektrum auf der Basis des BVD-
Ersatzschaltbildes mit eingezeichneten Resonanzfrequenzen f7, f;, f, und
Jzmax fiir den Fall R, > 0. B) Abhingigkeit der Resonanzfrequenzen fz,,;, fi,
f, und f7,.« vom Didmpfungswiderstand R, nach der Niherung von
Bottom.”! Bei exakter Rechnung fallen f, und f, bei R,=2280%

Totalreflexion von Licht in einem Wellenleiter, bei der das
Licht bei einem entsprechenden Einfallswinkel nicht in das
optisch dichtere Medium eindringen kann, bleibt die im
Bereich der Elektroden angeregte stehende akustische Welle
nahezu auf dieses Gebiet begrenzt — man spricht vom
Energieeinfang. Betrachtet man die lateralen Komponenten
der akustischen Welle, die sich tangential zur Oberfldche des
TSM-Resonators ausbreiten, so werden diese an der Grenz-
fliche zum unbeschichteten Bereich der Quarzoberflache fast
vollstiandig reflektiert. Auf diese Weise werden storende
Spurmoden wirksam unterdriickt und die Giite des Resona-
tors steigt.?” Fiir die Anwendung von Resonatoren hat das
Konzept des Energieeinfangs grundlegende Bedeutung. Ist
die Schichtdicke der aufgebrachten Elektroden nicht grof3
genug, so sind die Resonanzfrequenzen fiir die Bereiche mit
und ohne Elektroden sehr dhnlich und die Energie der
akustischen Welle bleibt nicht auf den elektrodenbelegten
Bereich begrenzt (gewohnlich betrdgt die Schichtdicke der
Elektroden 500 A). Als Folge des fehlenden Energieeinfangs
sinkt die Giite Q der Schwingung betrichtlich. Bei sehr
dicken Elektroden hingegen, insbesondere bei Verwendung
von Goldelektroden, fithrt der schlechte Giitefaktor der
Goldschicht (,totes Dielektrikum®) zu einer Abnahme der
Gesamtgiite des Kompositresonators; dieser Effekt macht
sich besonders bei hoheren Frequenzen bemerkbar.?!! Eine
Verbesserung wire hier die Verwendung von Aluminium, da

Zusammen.

Filmmaterial die gleiche Dichte wie der Quarz aufweist,

ergibt sich die gesuchte Proportionalitit (3).

2f3
A \/CePy

Aus Gleichung (3) geht hervor, dass die Reso-
nanzfrequenz mit steigender Masse fillt, wobei
der von Sauerbrey aufgestellte Zusammenhang
nur fiir den Fall starrer, diinner Filme giiltig ist.
Die Empfindlichkeit der Massenbestimmung,
die auch als integrale Schichtwidgeempfindlich-
keit oder Sauerbrey-Konstante S; bezeichnet
wird, hdangt vom Quadrat der Resonanzgrund-
frequenz der Oszillation ab [Gl. (3)]. Bei An-
regung von Oberschwingungen wichst die inte-
grale Schichtwidgeempfindlichkeit proportional
zur Schwingzahl.

Betrachtet man die Schichtwiageempfindlich-
keit eines Quarzes an bestimmten Punkten
ortsaufgelost (Abbildung 9), so stellt man fest,
dass diese in der Mitte des Quarzes am grofiten
ist und zu den Elektrodenrdndern hin auf null
absinkt.

Eine Erkldrung fiir die Beschrédnkung der
Schichtwégeempfindlichkeit auf die Elektroden-
flichen liefert das Konzept des Energieeinfangs
(energy trapping).[! Aufgrund der zusitzlichen
Elektrodenmasse ist die Resonanzbedingung
und damit auch die Resonanzfrequenz im Be-
reich der aufgedampften Elektroden eine andere
als im unbeschichteten Resonator. Analog zur

Af=— Am=—8;Am
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es einen geringeren akustischen Absorptionskoeffizienten als
Gold aufweist. Ebenfalls erhohen lédsst sich die Giite des
Resonators durch eine VergroBerung der Elektrodenflidchen.
Eine analytische Beschreibung der Ortsabhingigkeit der
differentiellen Schichtwédgeempfindlichkeit s; ergibt sich aus
(3) der radialen Verteilung der Schwingungsamplitude (si(r)x
| u(r) |?)P?? und liefert eine Bessel-Funktion J, erster Art und

Al ACq ! aF

300

T T 0.6}
200 ARq/kQ
Af/ Hz 04}
100 ool
L)
1 i 1 L 1 00 1 1 .. 1 i
10 -05 00 05 10 10 05 00 05 10

R —» MR —

Abbildung 9. A) Radiale Verteilung der relativen Schwingungsamplitude A, auf der
Quarzoberfliche gemif der Bessel-Funktion (gepunktete Linie) und der GauB-Verteilung
(durchgezogene Linie) mit einer charakteristischen Breite a = 2. Die Bessel-Funktion fillt an
den Elektrodenridndern bei r/R =1 auf 0 ab, wihrend die GauB-Verteilung eine Schwingung
iiber den Elektrodenrand hinaus beschreibt. Frequenzerhohung Af=f(r) — f, (B), Kapazi-
tatsinderung C, (C) und Anderung des Widerstandes R, (D) eines 5-MHz-AT-cut-Quarzes
bei Andruck einer Polyethylenspitze auf die Quarzoberfliche unter Wasser; die durch-
gezogenen Linien sind die Ergebnisse der Anpassung der Parameter einer Gauf3-Verteilung
an die Daten.
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0. Ordnung (Abbildung 9 A).['”) Die Empfindlichkeit ist in der
Mitte des Kristalls bei r=0 am hochsten und fillt zum Rand
der Elektroden hin auf null ab. Martin und Hager?®! konnten
zeigen, dass die Schwingungsamplitude eines AT-cut-Quarzes
entgegen der Vorstellung der Energieeinfangtheorie aufgrund
von Feldrandeffekten (field fringing, inhomogenes elektri-
sches Feld am Elektrodenrand, siehe hierzu auch Abbil-
dung 16) iiber den Elektrodenrand (r=R) hinausreicht.
Dieser Effekt tritt verstirkt in einer Umgebung mit hoher
Dielektrizitdatskonstante auf, wie z.B. in Wasser. Die Ampli-
tude der Scheroszillation hdngt von Energieverlusten und
somit von der Beladung des Quarzes ab. Bei Kontakt mit
wissrigen Losungen ist der Quarz stirker geddampft und
Feldrandeffekte sind ausgeprigter — die Kurve verbreitert
sich und die maximale Amplitude wird kleiner. Empirisch
ergab sich daraus eine Ndherung fiir die Schwingungsampli-
tude durch eine GauB-Verteilung [GL. (4)].*!

U(r) = Uy €Xp (— a ;—2) 4)

Upax Dezeichnet die maximale Auslenkung am Ort r=0 und
a eine charakteristische Breite der Verteilungsfunktion, fiir
die typischerweise a~2 fiir einen planparallelen 5-MHz-
Quarz in Wasser ermittelt wird. Abbildung 9A zeigt die
beiden Verteilungsfunktionen. Experimentell ldsst sich die
Verteilung durch das Aufbringen kleiner definierter Massen
auf dem Kristall oder durch den Kontakt der Oberfldche mit
einer feinen Nadel ortsaufgelost bestimmen. Das Ergebnis
eines solchen Experimentes ist in den Abbildungen 9B-D
gezeigt. Die Anderung von Af, AR, und AC, ist in der Mitte
des Kristalls maximal und der radiale Verlauf der Groflen
wird durch die empirische GauB3-Funktion gut beschrieben.
Hillier und Ward!'?l geben eine Losung der Wellengleichung
unter Berticksichtigung von Feldrandeffekten an, wonach die
Anderung der Resonanzfrequenz nur dann proportional zur
aufgebrachten Masse ist, wenn eine homogene Verteilung
vorliegt. Bei Elektrolyseprozessen ist dies aber nicht immer
der Fall; so wird Material vermehrt an den Elektrodenrin-
dern abgeschieden, was hiufig zu systematisch unterbestimm-
ten integralen Schichtwidgeempfindlichkeiten fiihrt, da diese
meist durch elektrolytisch abgeschiedene Massen kalibriert
werden.

Wie oben bereits angedeutet, verliert der von Sauerbrey
gefundene Zusammenhang seine Giiltigkeit bei groBen
Schichtdicken, viskosen Fliissigkeiten, elastischen Festkor-
pern und viskoelastischen Filmen. Um diese Arten von
Beladungen zu beschreiben, mussten neben der experimen-
tellen Realisierung — die Aufgabe bestand im Wesentlichen in
der Entwicklung von Oszillatorschaltkreisen, mit denen die
durch die Beladung auftretende hohe Ddmpfung iiberwunden
werden kann - theoretische Modelle entwickelt werden,
welche die auftretenden Frequenzénderungen und Impedanz-
spektren vollstindig beschreiben.?*?) Da die Beschreibung
von Kompositmehrschichtsystemen insbesondere fiir die Bio-
wissenschaften von besonderer Bedeutung ist, soll im Rah-
men dieses Aufsatzes ausschlieBlich die Strategie der Losung
von Bandey et al.! skizziert werden und sollen Beispiele fiir
die Giiltigkeit der theoretischen Betrachtungen behandelt
werden.
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Ausgehend vom Drei-Pol-Mason-Modell (Abbildung 6 A)
lasst sich die einseitige Beladung des Quarzes durch die
mechanische Impedanz Z; gemif3 Gleichung (5) beschreiben
(T, =mechanische Spannung in xz-Richtung; V, = Potential
in x-Richtung).

T,

= ®)

Z, =
Vx z=0

Die Gesamtimpedanz Z,, setzt sich aus einem Anteil ZJ,
[GL (6a)] fiir den unbeeinflussten Resonator und einem
Anteil Z! [Gl. (6b)] zusammen, welcher die durch Be-
ladung hervorgerufene Impedanz beinhaltet (w = Winkelfre-
quenz).

z° ! ( kedy /K 1) R +iwL+ (6a)
m =\ ~ 10 - a
inCy \2tan(kd,/2) 4 4 inC,
kd,(Z,/Z i(Z,)Z -1 Z,
L q)<_ i(2./2,) ) s L (o)
4K*0C, 2tan(kd,/2) 4K*w,Co Z,

K bezeichnet die elektroakustische Kopplungskonstante.
Die angefiihrten Néaherungen gelten fiir kleine Belastungen
des Quarzes (Z/Z,<2tan(kd,/2)). Fiir den Fall Z/Z ,<0.1
konnen die Impedanzen in Form des BVD-Ersatzschaltbildes
dargestellt werden, wobei Z], als Zusatzelement in den bereits
aus Abbildung 6 B bekannten BVD-Schaltkreis in Serie zum
Serienschwingkreis integriert werden kann (Abbildung 10).
Die mechanische Impedanz Z ist eine komplexe Grof3e; der
Realteil reprisentiert die mechanischen Energieverluste und
der Imaginirteil die mechanische Energiespeicherung an der
Oberflache. In Tabelle 3 sind die Impedanzelemente von Z
fiir unterschiedliche Oberflachenfilme angegeben.

Abbildung 10. Modifizierter BVD-Schaltkreis mit einer komplexen Im-
pedanz Z},, welche die Beladung der Oberfldche représentiert.

Tabelle 3. Mathematische Ausdriicke fiir die Induktivitdt L; und den Ddmp-
fungswiderstand R, fiir ausgewihlte Beladungen eines AT-cut-Quarzes.*’!

Beladung Ly R,
nw

starre Masse —— bs 0

1K0C, Z,
Newtonsche oo P _onw fepg
Fliissigkeit 4K0CZ, \ 20 4K0CzZ N 2
semi-infinite visko- nw [p\,(lG\ - G,)] 12 n {Pv(‘(ﬂ + G/)} 12
elastische Schicht 4K’ wC,yZ, 2 4K’ 0C,Z, 2

Mit den Gleichungen (6a) und (6b) lassen sich nun
prinzipiell alle typischen homogenen Oberfldchenbeladungen
wie diinne starre Massen, viskose Fliissigkeiten und viskoelas-
tische Polymere beschreiben.[?> 331 Kombinationen dieser
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Beladungen lassen sich in giinstigen Fillen durch eine
Linearkombination der Impedanzelemente beschreiben, so-
lange die Terme fiir die Wechselwirkungen zwischen den
Materialien nicht allzu grof sind. Auf diese Nichtlinearititen
wird spéter noch einmal eingegangen. Zunichst sollen drei
relevante Fille, denen in den biowissenschaftlichen Anwen-
dungen der Quarzmikrowaage eine besondere Bedeutung
zukommt, diskutiert werden: a) eine diinne starre Masse, die
mit einer Newtonschen Fliissigkeit tiberschichtet ist, b) ein
semi-infiniter viskoelastischer Koérper und c)ein diinner
viskoelastischer Korper, der mit einer Newtonschen Fliissig-
keit tiberschichtet ist.

3.2.1.1.1. Mit einer Newtonschen Fliissigkeit iiberschichtete
diinne starre Masse

Wird eine starre, hinreichend diinne Schicht?®?! mit einer
semi-infiniten Newtonschen Fliissigkeit itiberschichtet, so
lassen sich die mechanischen Impedanzen der Masse und
der Fliissigkeit linear kombinieren (Abbildung 11).

A 100
Cu- Abscheidung
T il -*/\"- .-F\‘: .-'f\\. ’A
YA
-50 /‘
100 I 1 L L 1 Il
497 498 499 500 501
f/IMHz ——>
B
0

Af/kHz

-4

0 20 40
amiuyg —»

Abbildung 11. A) Impedanzspektren eines 5-MHz-AT-cut-Quarzes vor
und nach Abscheidung von 79, 158 und 237 pg Kupfer. Gemessen wurde
mit einer Seite des Quarzes in Kontakt mit Wasser. B) Anderung der
Resonanzfrequenz bei zunehmender Kupfermasse.

Die mechanische Impedanz einer starren Schicht mit der
Fliachendichte pg betriagt Z,=iwps, d.h., die Masse schwingt
in Phase mit der Quarzoberflache. Die mechanische Impe-
danz Z, einer Fliissigkeit mit der Viskositét #; und der Dichte
py ergibt sich aus dem Geschwindigkeitsprofil eines laminaren
Flusses parallel zur Oberfldche des Kristalls [Gl. (7)], wobei

0=+/2n, /(wp, ) die Abklinglinge der gedampften Scherwel-
le in der Fliissigkeit ist.

v(z,) = vy e P cos(z/o)e o

Die geddmpfte Scherwelle pflanzt sich umso weiter in das
Medium fort, je groBer die kinematische Viskositédt (17/0.)
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der Flissigkeit ist. Die Abklinglédnge eines 5-MHz-Quarzes
betragt 250 nm fiir Wasser. Nimmt man eine Beladung des
Resonators mit einer Newtonschen Fliissigkeit der Masse
Am=Ap 0 an und setzt dies in Gleichung (3) ein, so erhilt
man den erstmals von Kanazawa und Gordon®! aufgestellten
Zusammenhang (8) zwischen dem Produkt aus Dichte und
Viskositit einer Fliissigkeit und der resultierenden Frequenz-
anderung.

[ MLPL
Af = —f2 | =/ 8
0 7 qE(’,(, ( )

Kanazawa und Gordon beriicksichtigten bei ihrem Ansatz
nicht die Ddmpfung durch das viskose Medium. Nach dem
elektromechanischen Modell von Martin und Mitarbei-
ternl'” ] kann jedoch gezeigt werden, dass der Ohmsche
Widerstand R, und die Induktivitit L, ebenfalls proportional
zur Quadratwurzel des Produktes aus Dichte und Viskositit
der Fliissigkeit sind (Abbildung 12 A und B).

A 100

B 5F
46.9
4
T s a8 |
RI k@ L/mH
46.7
1
- 466

O0,0 02 04 06 08 10 12

(0)** 1 (g'em *s™)"* —»
Abbildung 12. A) Einfluss verschiedener Glycerin/Wasser-Gemische auf
die Phasenverschiebung. Die durchgezogenen Linien sind die Ergebnisse
der Anpassung der Parameter des BVD-Ersatzschaltbildes. Messungen an
Luft (Spektrum mit dem groften Phasenmaximum), in Wasser sowie in
Glycerin/Wasser-Gemischen mit 40, 55, 60, 65, 70, 80 und 85% Glycerin
(der Pfeil deutet die Zunahme des Glycerinanteils im Gemisch an).['¢7]
B) Abhingigkeit des Widerstandes R (0) und der Induktivitdt L (e) von
der Quadratwurzel des Produktes aus Dichte und Viskositét der Glycerin/
Wasser-Gemische. Die Parameter wurden mit einem verallgemeinerten
BVD-Schaltkreis bestehend aus L, C, R und C, angepasst. Die Kapazitit C
(21.655 fF) kann aus den intrinsischen Eigenschaften des unbelasteten
Quarzes (5 MHz) berechnet werden.

Fiir den Fall der Linearkombination der mit einer New-
tonschen Fliissigkeit iiberschichteten starren Masse ergibt
sich die Gesamtimpedanz der Oberflichenbeladung einfach
als Summe der beiden Impedanzen. Die zugehorigen elek-
trischen Impedanzelemente R und L; ergeben sich ebenfalls
aus den entsprechenden Linearkombinationen der in Ta-
belle 3 angegebenen Ausdriicke. Zur Veranschaulichung sind
in Abbildung 11 Impedanzspektren eines mit verschiedenen
Kupfermassen beschichteten Quarzes in Wasser dargestellt.
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Bei konstantem Dichte-Viskositidts-Produkt gilt auch in
Fliissigkeit der lineare Zusammenhang zwischen Frequenz-
dnderung und Massendnderung ohne Verédnderung von R;
(Abbildung 11B).

3.2.1.1.2. Semi-infinite viskoelastische Korper

Der semi-infinite viskoelastische Festkorper zeichnet sich
dadurch aus, dass die Scherwelle nicht an der Oberfliche der
viskoelastischen Schicht reflektiert wird, d.h., dass die Ab-
klingldnge kleiner als die Schichtdicke des Materials ist. In
diesem Fall ist die Wellenbewegung unidirektional, was zu
einem einfachen Ausdruck fiir die mechanische Impedanz Z,
eines Films der Dichte py, fiihrt [Gl. (9)].[%]

Z, = /Gpy ©)

G bezeichnet den komplexen Schermodul, wobei Re(G) als
Speichermodul G’ und Im(G) als Verlustmodul G” bezeichnet
wird. Aus den Ausdriicken fiir R, und L; lassen sich die
Speicher- und Verlustmodule direkt berechnen, sodass man
durch ein entsprechendes Modell z.B. die Viskositdt und den
Elastizitditsmodul bestimmen kann. Abbildung 13 zeigt das
Frequenzverhalten und die Amplitude der Scherbewegung
fiir verschiedene viskoelastische Medien.

3.2.1.1.3. Mit einer Newtonschen Fliissigkeit iiberschichte
diinne viskoelastische Korper

Die Kombination eines mit einer Newtonschen Fliissigkeit
iiberschichten diinnen viskoelastischen Films lésst sich nicht
mehr durch eine Linearkombination der individuellen me-
chanischen Impedanzen beschreiben. In diesem Fall ergeben
sich Terme fiir die Wechselwirkungen zwischen den Materia-
lien. Die mechanische Impedanz Z solcher nichtadditiver
Beladungen konnen nach Granstaff und MartinP®l durch die
allgemeine Rekursionsformel (10) beschrieben werden, wel-
che ein beliebiges Schichtsystem aus n viskoelastischen Fil-
men beschreibt.

S g2tV cosh(yd™) + Z{0 sinh(y"d")
) * ZM cosh(y™d™) + Z+V sinh(y®d™)

(10)

y bezeichnet die komplexe Wellenzahl ik, und Z{" ist die
charakteristische Impedanz fiir den n-ten viskoelastischen
Film. Die mechanische Impedanz der einzelnen Schichten
wird sukzessiv ausgehend von der bekannten charakteristi-
schen Impedanz des obersten Films bis hin zur Resonator-
oberfliche bestimmt. Ein Beispiel fiir einen solchen Fall ist
ein mit einer Fliissigkeit beschichteter diinner viskoelasti-
scher Film der Dicke d. Bedingt durch die Phasenverschie-
bung der Scheroszillation an der Oberfliche des viskoelas-
tischen Films ist eine Beschreibung mit diskreten Impedanz-
elementen hier nicht zuldssig. Bei einer akustischen Phasen-
verschiebung ¢ = wdRe+/py,/G von 71/2 ist die Resonanz des
viskoelastischen Materials erreicht, und dieser Zustand ist
begleitet von einem plotzlichen Anstieg der Resonanzfre-
quenz und der Dampfung (Abbildung 13 A, B). Die Ober-
flache des Films schwingt bei ¢ > n/2 um 90° phasenverscho-
ben zur Resonatoroberfliche mit hoherer Amplitude als der
Quarz, dessen Schwingung sehr stark geddmpft wird.
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Abbildung 13. A) Numerische Simulation des (zur Frequenzinderung
proportionalen) Imaginirteils der mechanischen Impedanz eines verlust-
freien viskoelastischen Films in Abhéngigkeit von der Schichtdicke. Wird
der Film weicher, d.h., nimmt der Schermodul G bzw. G’ kleinere Werte
an, sind Abweichungen von der Sauerbrey-Gleichung schon bei kleinen
Schichtdicken deutlich erkennbar. Bei sehr weichen Filmen ist im
betrachteten Dickenbereich auch die Resonanz des Filmes erkennbar,
welche bei ¢=m/2 einsetzt und durch einen starken Anstieg der
Resonanzfrequenz gekennzeichnet ist. B) Zugehorige Scherbewegung im
Film. Im linearen Bereich der Im(Z)-d-Kurve schwingt die Polymer-
oberfliche in Phase mit dem Quarz und die Dampfung ist nahezu null
(mittlere Kurve). Bei groBerer Dicke kommt es zum Uberschwingen und
die Oberfldche des elastischen Films bewegt sich zwar noch synchron mit
der Quarzschwingung, allerdings mit hoherer Amplitude (obere Kurve).
Direkt nach der Resonanz des Films kehrt sich die Amplitude der
Scherbewegung um (untere Kurve), d.h., die Schwingung des Films hinkt
der Scheroszillation des Schwingquarzes um 90° hinterher. C) In einem
unendlich ausgedehnten weichen viskoelastischen Festkorper pflanzt sich
die Scherwelle je nach komplexem Schermodul G und Dichte des
Festkorpers mit unterschiedlicher Wellenldnge und Abklinglidnge fort.

2.3.1.1.4. Zusammenfassung

Die hier behandelten Fille von viskoelastischen Schichten
und starren Massen in Fliissigkeiten zeigen, dass der Betrieb
von TSM-Resonatoren in wissrigen Medien, wie es in den
Biowissenschaften fast ausschlieBlich vorkommt, mit einer
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Reihe von experimentellen und theoretischen Problemen
behaftet ist. Neben den bereits erwidhnten Schwierigkeiten bei
der Behandlung nichtlinearer Kompositresonatoren, wie sie
z.B. bei der Kombination eines mit einer Newtonschen
Flussigkeit tiberschichteten diinnen viskoelastischen Films
auftreten, sind Beitrége des Elektrolyten, der Rauhigkeit der
Kristalloberfliche und der Oberfldchenbeschaffenheit der
Rezeptorschicht sowie der Einfluss longitudinaler Wellen auf
die Resonanzfrequenz des Quarzes zu beriicksichtigen. Diese
Einfliisse sollen im Folgenden genauer beleuchtet werden.

3.2.1.2. Longitudinale Wellen

Fiillt man eine leichtfliichtige Fliissigkeit in eine nach oben
offene Messkammer, deren Boden ein Schwingquarz ist, so
tritt in der zeitlichen Verdnderung der Resonanzfrequenz
eine niederfrequente periodische Schwankung auf (Abbil-
dung 14). Schliet man die Kammer hingegen luftdicht, so
verschwindet diese Instabilitét.
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Abbildung 14. Periodische Schwankungen der Resonanzfrequenz eines
5-MHz-Quarzes, der mit Ethanol bedeckt wurde. Ethanol verdampft mit
der Zeit, sodass sich die Resonanzbedingung der Longitudinalwelle, die an
der Ethanol-Luft-Grenzfliche reflektiert wird, kontinuierlich dndert.

Diese Beobachtung ldsst sich durch die Erzeugung von
longitudinalen Wellen am Ort der Scherbewegung erklédren.
Durch die Verdunstung der Fliissigkeit kommt es je nach
Flussigkeitsstand in der Messkammer zu konstruktiver oder
destruktiver Interferenz der an der Flissigkeit-Luft-Grenz-
fliche reflektierten longitudinalen stehenden Welle. Der
Ursprung longitudinaler Wellen kann zum einen im Auftreten
von anderen Modi (longitudinal, flexural (Biegung)) als der
Scherschwingung gesucht werden, zum anderen, wie von
Martin und Hager gezeigt, im Geschwindigkeitsgradienten
der Scherschwingung entlang der x-Achse (Abbildung 15).

Lin und Ward® sowie Schneider und Martin® konnten
durch ein einfaches Experiment und theoretische Rechnun-
gen zeigen, dass in der Tat Longitudinalwellen von der
Quarzoberfldche gebildet und an einer Grenzfliche reflek-
tiert werden. Sie platzierten parallel zur Quarzscheibe
mehrere 100 um entfernt eine Glasplatte, deren Hohe durch
eine Mikrometerscheibe in z-Richtung verstellt werden
konnte. Wie sich zeigte, dndern sich die Resonanzfrequenz
sowie der Dampfungswiderstand R periodisch mit dem Ab-
stand des Reflektors von der Quarzoberfliche mit einer
Periodizitit von 4./2, wobei 4, die Wellenldnge der Longitudi-
nalwelle in der Losung ist.
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Abbildung 15. A) Darstellung der durch die unterschiedlichen Geschwin-
digkeitsgradienten der Partikelbewegung auftretenden Longitudinalwellen
in der tiber dem Quarz befindlichen Fliissigkeit; die Longitudinalwellen
werden an der Glasfliche reflektiert und bilden eine stehende Welle.
B) Geschwindigkeitsverteilung der Partikelbewegung auf der Quarzober-
flache .4

3.2.1.3. Leitfahigkeit und Dielektrizititskonstante der Losung

Ein weiterer bedeutender Faktor, welcher die Resonanzfre-
quenz eines Scherwellenresonators in Losung beeinflussen
kann, ist die Ionenstirke bzw. die Dielektrizititskonstante der
Losung. Muss zur Detektion der Bindung von Biomolekiilen
der Puffer gewechselt werden tritt je nach Elektrodenform,
Leitfdhigkeit und Resonanzfrequenz eine unerwiinschte Fre-
quenzidnderung auf, die durchaus dem Messsignal entspre-
chen kann. Die Serienresonanz ist von Anderungen der
Leitfdhigkeit und der Dielektrizitdtskonstanten nur sekundéar
betroffen,?] da alle Effekte, welche zusitzliche Impedanz-
elemente parallel zum Serienschwingkreis einfithren, aus-
schlieBlich die Parallelresonanz beeinflussen.®! Zeichnet man
die Parallelresonanz in Abhéngigkeit von der Leitfihigkeit
der Losung auf, so sinkt diese stetig. Ein erweitertes BVD-
Ersatzschaltbild, welche die experimentellen Befunde erklirt,
stammt von Shana und Josse.F"!

Entscheidend fiir den Einfluss der Dielektrizitdtskonstan-
ten und der Leitfdhigkeit der Losung ist das parallele RC-
Glied (Abbildung 16 B). Bei hohen Leitfihigkeiten kann R
vernachlissigt werden, sodass Cg und C;, zusammenfallen
und sich so wieder das gewohnliche BVD-Ersatzschaltbild —
allerdings mit modifizierter Kapazitit C, — ergibt. In einer
umfassenden Studie konnten Rodahl et al.’8 den Einfluss der
Leitfdahigkeit auf Serien- und Parallelresonanz sowie auf die
Déampfung des Resonators fiir unterschiedliche Elektroden-
formen getrennt untersuchen.] Dabei zeigte sich, dass der
Ursprung der beobachteten Phdnomene in Feldrandeffekten
(Abbildung 16 A) zu suchen ist. Feldrandeffekte hingen
erheblich von der Elektrodenform ab: So zeigen ringférmige
Arbeitselektroden, bei den die Mitte des Quarzes unbe-
schichtet bleibt, die stirkste Anderung der Parallelresonanz-
frequenz mit der Ionenstirke, wihrend bei komplett elek-
trodenbelegten Quarzoberflichen in Kontakt mit der Fliissig-
keit nahezu keine Abhéngigkeit festgestellt werden kann.
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Abbildung 16. A) Verlauf der Feldlinien am Rand der Elektroden eines
Quarzoszillators. Die Anderung der Resonanzfrequenz des Quarzes bei
Veridnderung der Ionenleitfahigkeit in der Losung ist auf Feldrandeffekte
zuriickzufiihren. B) Diese Randeffekte des elektrischen Feldes konnen im
Ersatzschaltbild durch ein RC-Glied (R und Cg) représentiert werden.
Durch die Ausbreitung des elektrischen Feldes iiber den Elektrodenrand
hinaus ist die effektive Fliache des schwingenden Anteils des Quarzes
vergrofert, sodass sich auch die Kapazitit C, des Quarzes um C,
vergroBert.[?” 38

3.2.1.4. Oberflichenrauhigkeit

Die Oberflachenrauhigkeit der Quarze spielt ebenfalls eine
wichtige Rolle bei der Deutung von Adsorptionsprozessen,
insbesondere dann, wenn sich die Hydropathie der Ober-
fliche wihrend der Adsorption #ndert. Raue hydrophile
Oberflichen schlieBen einen Teil der Flissigkeit ein (entrap-
ped liquid). Die eingeschlossene Flissigkeit wird bei der
Scheroszillation wie eine zusétzliche Masse mitbewegt und
trigt so zu einer weiteren Frequenzerniedrigung bei.[*% 41 Tst
die Oberfldche eines rauen Quarzes hydrophob, so benetzt
eine polare Fliissigkeit wie Wasser nicht mehr die gesamte
Oberfliache — es bilden sich luftgefiillte oder luftleere Hohl-
rdume (Abbildung 17),* sodass die dimpfende Wirkung der
Fliissigkeit auf einer rauen hydrophoben Quarzoberflidche im

120

\\__, 117

<117

Abbildung 17. Querschnitt verschiedener Fliissigkeitsmenisken, die bei
einer gewellten, rauen Oberfldche in Abhingigkeit vom Kontaktwinkel
gebildet werden, mit (A) und ohne eingeschlossene Luft (B). Die
gestrichelten Linien zeigen die anfangliche Eindringtiefe fiir den jeweiligen
mikroskopischen Kontaktwinkel, die durchgezogenen den Fliissigkeits-
meniskus im Gleichgewicht; bei einem Kontaktwinkel <108° bzw. <117°
wird die Oberfliche vollstindig von der Fliissigkeit benetzt.[”]
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Vergleich zu der bei einer rauen hydrophilen Oberfldche
deutlich geringer ist. Das bedeutet, dass die Resonanzfre-
quenz bei einem Wechsel von einer hydrophoben zu einer
hydrophilen Oberfliche signifikant sinkt. Um Frequenzin-
derungen aufgrund wechselnder Hydropathie der Oberfldche
gering zu halten, sollten moglichst glatte Oberfldchen ver-
wendet werden.

3.2.1.5. Elektrochemische Doppelschicht

Eine sinnvolle Néherung fiir den Einfluss der elektroche-
mischen Doppelschicht an der Resonator-Wasser-Grenzfla-
che stammt von Tsionsky et al.*?l Diese Autoren behandeln
die elektrochemische Doppelschicht aufgrund ihrer geringen
Ausdehnung in z-Richtung als starre Masse und erhalten eine
zusitzliche Frequenzinderung Afys, welche durch Anderun-
gen der elektrochemischen Doppelschicht an der Quarz-
Flussigkeits-Grenzflache verursacht wird. Die Dicke der
elektrochemischen Doppelschicht in Gegenwart eines 1:1-
Elektrolyten betrédgt bei einer Elektrolytkonzentration von
0.1m ca. 1 nm. Beachtet man, dass die Ausdehnung der
Scherwelle in Wasser jedoch mit 250 nm wesentlich weiter als
die elektrochemische Doppelschicht in den Elektrolytraum
hineinreicht, lasst sich die Annahme rechtfertigen, dass die
elektrochemische Doppelschicht in Phase mit der Scheroszil-
lation der Quarzoberfliche schwingt und somit wie eine
diinne starre Masse behandelt werden kann. Eine Anderung
der elektrochemischen Doppelschicht durch zusétzliche ad-
sorbierte geladene Spezies oder Anderungen der Ionenstirke
der Losung fiihrt in Analogie zur Sauerbrey-Gleichung zu
einer Frequenzverschiebung [Gl. (11a) und (11b)].

23
A = —————Am 11a
fps A\/Eca—Pq DS (11a)
q q_
Ampg = i(MA — Myny) _?(MK — Myny) (11b)

M, und My sind die Molekiilmassen der Anionen bzw.
Kationen, My, ist die Molekiilmasse des Wassers, n, und ng
bezeichnen die Zahl der Wassermolekiile, die durch die
Adsorption der Anionen bzw. Kationen von der Oberfldche
verdriangt wurden und g_ und ¢, sind die negativen bzw.
positiven Uberschussladungen auf der Resonatoroberfliche.
Adsorbieren z.B. Partikel mit positiven Ladungen auf der
Resonatoroberflidche, so erhoht sich bei hinreichend groflen
Gegenionen die scheinbare Masse der Partikel aufgrund der
groBBeren Masse der elektrochemischen Doppelschicht, die
sich an der Grenzschicht der adsorbierten Partikel und der
Flussigkeit bildet. Geladene Partikel konnen demnach bei
entsprechender Elektrolytzusammensetzung eine grofere
Resonanzverschiebung als ungeladene verursachen. Unbe-
riicksichtigt bleiben bei diesem Modell Auswirkungen auf die
hydrodynamischen Eigenschaften der tiberstehenden Fliissig-
keit.

2.3.1.6. Zusammenfassung

Die in den Abschnitten 2.3.1.2 bis 2.3.1.5 aufgefiihrten
Einfliisse von in Fliissigkeiten auftretenden Phidnomenen
zeigen, dass die Quarzmikrowaage, wie sie in den Biowissen-
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schaften eingesetzt wird, nicht uneingeschrankt als einfacher
Massensensor verwendet werden darf. Im Gegenteil, es muss
eine Vielzahl von Einfliissen beriicksichtigt werden, um ein
aussagekriftiges Ergebnis zu erhalten. So gilt es, Anderungen
der Hydropathie sowie der Oberflichenladungsdichte wih-
rend der Adsorption eines Biomolekiils zu beriicksichtigen,
Temperatur und Ionenstirke der Losung konstant und
Schwankungen des Fliissigkeitsmeniskusses gering zu halten.
Allerdings ist es dann auch moglich, neben der abgeschiede-
nen Masse weitere Parameter des Systems zu erhalten, wie
z.B. die Viskositit oder die Elastizitit. Bevor im Folgenden
einige signifikante Ergebnisse der Untersuchung von Bio-
molekiilen vorgestellt werden, soll noch ein kurzer Uberblick
iiber die anderen bekannten Resonatortypen gegeben wer-
den.

2.3.2. Surface-acoustic-wave(SAW)-Sensoren

Akustische Oberflichenwellen (surface acoustic waves,
SAW) wurden ertmals von Rayleigh beschrieben, der ent-
deckte, dass bei einer spannungsfreien Oberfliche eines
Festkorpers elastische Wellen entstehen, die sich ausschlief3-
lich auf der Oberfliche als gekoppelte longitudinale und
transversale Wellen fortpflanzen. Die Frequenz der angereg-
ten Schwingung liegt gewohnlich zwischen 50 MHz und
einigen GHz.! Die Auslenkung fillt exponentiell ab, die
Oberfliche verhilt sich daher wie ein akustischer Wellenleiter
(evaneszierendes Feld). Akustische Oberflichenwellen lassen
sich durch Aufbringen von lithografischen Interdigitalelek-
troden (siche Abbildung3) auf einem piezoelektrischen
Einkristall aus z. B. Quarz, Lithiumniobat oder Lithiumtanta-
lat anregen und abgreifen (interdigital transducer, IDT),
wobei jeder ,,Finger Entstehungsort einer Oberfldchenwelle
ist. Die groBte Effektivitat wird erreicht, wenn die Periodizi-
tat der Elektroden des Signalwandlers der Wellenldnge der
Oberflachenwelle entspricht. Dies ist bei der Frequenz f=
vp/d der Fall, wobei vp die Ausbreitungsgeschwindigkeit der
Welle und d der Abstand zwischen den Interdigitalstrukturen
ist. Man unterscheidet generell zwischen Anordnungen mit
zwei Elektronen (two port delay lines) und One-port-
Resonatoren.[*)] Bei ersteren fungiert ein IDT als Transmitter
und der andere als Empfianger. Der Abstand zwischen den
IDTs bestimmt die Verzogerungszeit zwischen Sendung und
Empfang der akustischen Oberflichenwelle. Bei den One-
port-Resonatoren wird ausgehend von einem IDT zwischen
zwei Reflektoren eine stehende Welle in beide Richtungen
erzeugt. Die Resonanzfrequenz ist gegeben durch f, =nvp/21,
wobei [ der Abstand zwischen den Reflektoren ist. Der
Giitefaktor von SAW-Resonatoren liegt zwischen 6000 und
12000 und ist damit deutlich niedriger als der von TSM-
Resonatoren an der Luft (20000-50000, 10-MHz-Quarz).

2.3.2.1. Fremdmassenbeladung

Handelt es sich bei der aufgebrachten Masse um einen
starren, diinnen Film, der sich synchron zu den Oberfldchen-
wellen bewegt, so wird die kinetische Energie ohne Energie-
dissipation der Schwingung erhoht. Dies fithrt zu einer
Verringerung der Ausbreitungsgeschwindigkeit der Wellen.
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Aus diesen Betrachtungen ergibt sich fiir die relative Fre-
quenzénderung Gleichung (12).17]

Af Av
f Up

Man beachte die Ahnlichkeit zu Gleichung (3). Wiederum
wichst die Massenempfindlichkeit mit dem Quadrat der
Grundfrequenz, die sehr viel hoher ist (typischerweise im
Bereich von einigen 100 MHz) als die von TSM-Resonatoren.
Die Empfindlichkeit eines 100-MHz-SAW-Sensors ist somit
an Luft ca. 200-mal hoher als die eines 5-MHz-TSM-
Resonators. Fiir die Biowissenschaften sind SAW-Sensoren
jedoch von untergeordnetem Interesse, da in Fliissigkeiten
eine starke Energiedissipation (Dampfung) auftritt, welche
im Wesentlichen durch zwei Mechanismen bestimmt wird.
Durch Auslenkungen parallel zur Oberflichennormalen und
durch viskose Ankopplung der Komponente ebenfalls paral-
lel zur Oberfliche werden in der Fliissigkeit Kompressions-
wellen erzeugt.

== fps (12

2.3.3. Acoustic-plate-mode(APM)-Sensoren

APM-Sensoren sind speziell geschnittene Quarz-Einkris-
talle, die einen akustischen Wellenleiter darstellen, wobei die
akustische Welle anders als bei den SAW-Sensoren das ganze
Material durchdringt.*) APM-Resonatoren sind fiir die
Verwendung in Fliissigkeiten wesentlich interessanter als
SAW-Sensoren, da bei ihnen die Bewegungskomponenten
parallel zur Oberflachennormalen fehlen. So genannte Shear-
horizontal(SH)-APM-Resonatoren weisen vorwiegend Aus-
lenkungen parallel zur Oberfliche und senkrecht zur Aus-
breitungsrichtung auf. Der Verlust akustischer Energie durch
Wechselwirkung mit dem Medium wird dabei stark verrin-
gert. Die Partikelauslenkung weist nur eine Komponente
auf.*] Man kann die SH-Platten-Modi als Uberlagerung von
Plane- und In-plane- (=Shear-horizontal-) Wellen verstehen.
Wie die SAW-Sensoren lassen sich auch die APM-Sensoren
durch lithographische Aufpriagung von Metallelektroden
erhalten (Abbildung 3). Ein entsprechender Signalwandler
mit der Periodizitdt b und einer Plattendicke d liefert
nidherungsweise die durch Gleichung (13) gegebene Eigenfre-
quenz.[*]

3 )

2.3.3.1. Fremdmassenbeladung

Genau wie beim TSM- und SAW-Resonator gilt, dass die
Abscheidung eines idealen Massenfilms zu einer Zunahme
der kinetischen Energie und so zu einer Abnahme der
Ausbreitungsgeschwindigkeit der akustischen Welle fiihrt
[Gl. (14)].7
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Ps (14)

cf™ st die Massenempfindlichkeit des Sensors und pg die
Oberflichenmassendichte der aufgebrachten Fremdmasse.
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2.3.4. Flexural-plate-wave(FPW)-Resonatoren

Bei den FPW-Resonatoren handelt es sich um eine diinne,
rechteckige Membran aus spannungsfreiem Siliciumnitrid,
welche in einem Rahmen aus Silicium eingefasst ist. Herge-
stellt werden derartige akustische Resonatoren durch photo-
lithografische Verfahren. Die Eigenschwingungen dieser nur
wenige Mikrometer dicken Membran werden piezoelektrisch
iber IDTs, elektrostatisch oder durch magnetische Signal-
wandler angeregt. Die Besonderheit dieser Resonatoren liegt
in der hohen Giite der Schwingung bei geringen Energie-
verlusten in Fliissigkeiten und relativ niedrigen Resonanzfre-
quenzen. Trotz der hohen Amplitude von ca. 100 nm ist die
Energiedissipation gering, da die Phasengeschwindigkeit der
angeregten akustischen Welle unterhalb der Schallgeschwin-
digkeit in den meisten Fliissigkeiten liegt (900 -1500 ms).[
Die niedrigen Frequenzen (1-10 MHz) haben zudem den
Vorteil, eine preiswerte Beschaltung zuzulassen, sodass sich
hier in Zukunft eine attraktive Alternative zu den weniger
empfindlichen TSM-Resonatoren anbietet. Die hohe Ampli-
tude der Schwingung ermdglicht auch den Einsatz von FPW-
Resonatoren als Aktuatoren, mit denen Fliissigkeiten und
z.B. granulidre Festkorper bewegt werden konnen.

Der einfachste Fall einer schwingenden Platte beinhaltet
eine unendliche Zahl von Wellen, die auch als Lamb-Wellen
bezeichnet werden.*>%l Die Wellen teilen sich in zwei
Gruppen, symmetrische (S) und antisymmetrische (A). Bei
hinreichend diinnen Membranen treten zwei Wellen auf, A0
(niedrigste Ordnung, antisymmetrisch) und SO (niedrigste
Ordnung, symmetrisch), die sich drastisch in ihrer Phasenge-
schwindigkeit unterscheiden. Bei abnehmender Membran-
dicke sinkt die Phasengeschwindigkeit der antisymmetrischen
Wellen auf null ab, wiahrend die der symmetrischen auf einen
Maximalwert steigt. Beschrdankt man die Betrachtungen auf
die AO-Welle, so wird deutlich, dass die Frequenz bei gege-
bener Wellenlinge 1 mit abnehmender Dicke sinkt
[GL (15)].7

1vVB

M (13

B ist der Biegemodul der Membran™! und M die spezifi-
sche Masse der Membran pro Fléche.

2.3.4.1. Fremdmassenbelegung

Erhoht man die Masse der Membran durch Abscheidung
einer hinreichend diinnen starren Fremdmasse, so sinkt die
Phasengeschwindigkeit der AO-Lamb-Welle gemilB3 Glei-
chung (16).)

g — g — _ Ps (16)
f Up 2M

Somit kann die Schichtwigeempfindlichkeit mit —1/(2 M)
angegeben werden. Die Massenempfindlichkeit eines FPW-
Resonators ldsst sich erhGhen, indem man die Membran
diinner macht, also die Phasengeschwindigkeit senkt und
damit auch die Grundfrequenz.

Ein Vergleich der Empfindlichkeiten der hier vorgestellten
Resonatortypen ist in Tabelle 4 gegeben.

3. Adsorption von Biomolekiilen und Zellen
3.1. Messaufbauten fiir die Quarzmikrowaage

Die zentrale Komponente einer Quarzmikrowaage ist die
AT-cut-Quarzscheibe mit Grundresonanzfrequenzen, die ty-
pischerweise im Bereich von 5-30 MHz liegen; allerdings
werden aus praktischen Griinden zumeist Quarze mit Grund-
resonanzfrequenzen von 4-10 MHz verwendet. Wird eine
hohere Resonanzfrequenz als 15 MHz benétigt, weicht man
meist auf die Anregung von Oberschwingungen aus, obwohl
auch hochempfindliche Quarze mit Grundresonanzfrequen-
zen von 30 MHz Verwendung finden.[*!

Die Analyse von Biomolekiilen und Zellen erfordert
Messungen in Fliissigkeiten - vorwiegend in wissrigen
Medien. Durch die Entwicklung geeigneter Schaltkreise
konnten AT-cut-Quarze in Losung zur Schwingung angeregt
werden,P% 3! was der Quarzmikrowaage den Einzug in die
Biowissenschaften eroffnete. Mehrere prinzipiell unterschied-
liche Aufbauten fiir die Quarzmikrowaage sind bis heute
realisiert worden:

a) In einer Durchflusszelle wird der Quarz gewohnlich
zwischen zwei Dichtringe eingespannt. Da die durch eine
GauB-Kurve beschriebene radiale Schichtwigeempfind-

Tabelle 4. Vergleich der verschiedenen akustischen Resonatoren. d=Plattendicke; 1= Wellenldnge der akustischen Welle; f=Frequenz; S,=

Massenempfindlichkeit.

Resonator d Medium f Beispiel Temperatur- Sl
[Hz] stabilitit [(Hz/MHz) (ng/cm?)~']
TSM A2 g, fl 4-30 Quarz hoch 0.014 (6 MHz)
6 MHz, d =277 um
vp=3330 ms~!, A =554 um
SAW > g 30-500 Quarz hoch/mittel 0.20 (158 MHz)
158 MHz, d =760 pum
vp=3160 ms~!, A =20 um
SH-APM 3-104 g fl 25-200 Quarz hoch 0.019 (101 MHz)
101 MHz, d =203 pm
vp=5060 ms~', A =50 um
FPW K A2 g fl 2-7 ZnO mittel 0.38 (5.5 MHz)
5.5MHz, d=3.5 pm
vp=550 ms~', A =100 um
[a] Sn="5" (AfIf)Ups [(Hz/MHz) (ng/em?) ]
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lichkeit zum Rand der Quarzscheibe hin stark abnimmt, ist
es ratsam, die Kontaktfliche des Dichtringes moglichst
klein und weit auBBen von der Quarzscheibe zu wihlen,
sodass die Dampfung des Quarzes minimal und damit die
Giite der Quarzschwingung maximal ist. Um zu vermei-
den, dass die Longitudinalwelle an der Luft-Wasser-
Grenzflidche reflektiert wird und so die Resonanzfrequenz
des Schwingquarzes beeinflusst, muss die Messkammer
abgedichtet sein. Auf diese Weise werden Luftblasen und
eine Verdnderung des Fliissigkeitsmeniskus vermieden.
Durch einen Zu- und Ablauf kann in dieser Messan-
ordnung zu jedem Zeitpunkt die zu untersuchende Sub-
stanz unter gleichzeitiger Aufnahme der Resonanzfre-
quenzverschiebung zugefithrt werden, sodass neben
Gleichgewichtswerten auch kinetische Daten erhalten
werden konnen. Die Zeitauflosung des Quarzes wird im
Wesentlichen durch seine Giite begrenzt und ist iiblicher-
weise im oberen Millisekundenbereich. Durch das Durch-
flusssystem ist zudem eine Durchmischung der Losung
gewihrleistet, was eine Untersuchung der Kinetik des
geschwindigkeitskontrollierten Anbindungsprozesses er-
moglicht. Auch konnen diese Aufbauten fiir sensorische
Anwendungen vollautomatisiert werden.

b) Eine andere Moglichkeit, den Quarz nur auf einer Seite in
Kontakt mit der Fliissigkeit zu bringen, besteht darin, ihn
auf einer Seite mit einer Polymerhiille zu versehen, sodass
die Quarzscheibe vollstdndig in eine Flissigkeit getaucht
werden kann, dabei aber nur eine Seite in direkten
Kontakt mit der Fliissigkeit kommt. Die Substanz wird
hierbei iiber eine Spritze zugegeben und die Losung
kontinuierlich geriihrt.

¢) In einer weiteren Technik wird die Quarzscheibe horizon-
tal an eine Luft-Wasser-Grenzfldche herangefahren, an der
zuvor ein Film gespreitet und bis zu einem bestimmten
Druck komprimiert wurde. Das Quarzplittchen ist so in
direktem Kontakt mit der Monoschicht. Durch Zugabe des
Analyten in die wissrige Phase kann die Wechselwirkung
untersucht werden.

d) Das wohl einfachste Verfahren ist die Adsorption von
Biomolekiilen in Losung, wéihrend die eigentliche Fre-
quenzmessung an Luft erfolgt. Auf diese Weise konnen
nur Endwerte bestimmt werden, die aufgrund des stidn-
digen Wechsels zwischen Luft und Fliissigkeit mit einem
relativ hohen Fehler behaftet sind. Die so erhaltenen
Resonanzfrequenzverschiebungen unterscheiden sich zu-
meist erheblich von denen in Losung, da der Wassergehalt
der Biomolekiile eine entscheidende Rolle bei der Fre-
quenzantwort spielt. Der einzige Vorteil dieser Technik
besteht darin, dass in diesem Fall fiir die Biofilme die
Giiltigkeit der Sauerbrey-Gleichung vorausgesetzt werden
darf.

e) Aus der Erkenntnis heraus, dass die Schwingung des
Quarzes durch die Fliissigkeit beeinflusst wird, hat sich die
so genannte Referenzkristallmethode entwickelt. In die-
sem Aufbau werden zwei Quarze parallel betrieben. Einer
der beiden Quarze wird funktionalisiert und beide werden
dem gleichen Medium ausgesetzt, sodass netto nur die
reine Adsorption der Biomolekiile detektiert wird. Diese
Methode hat sich bisher jedoch nicht durchgesetzt, da
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neue Probleme aufgrund von Unterschieden in den Ober-
flichen der beiden Kristalle und daraus resultierenden
Temperatur- und Resonanzfrequenzinstabilititen auftre-
ten.

Es existieren zwei grundsétzlich unterschiedliche Betriebs-
modi von TSM-Resonatoren. Zum einen kann ein solcher
Quarzkristall als frequenzbestimmendes Glied in einem
Oszillatorschaltkreis eingesetzt werden und iiber die Bestim-
mung der Frequenz der Bedeckungszustand des Kristalls
ausgelesen werden. Letzteres wird standardméBig durch
einen Oszillatorschaltkreis mit angeschlossenem Frequenz-
zdhler erreicht. Diese Betriebsart wird als aktiv bezeichnet, da
der Kristall in Resonanz schwingt und der Oszillatorschalt-
kreis nur die dissipierte Energie zuriickfiihrt. Dabei gilt zu
beachten, dass hiufig die vom Oszillatorschaltkreis unter-
stiitzte Resonanzfrequenz nicht bekannt ist und so die
Ergebnisse je nach Beschaltung abweichen konnen. Insbe-
sondere wenn Energiedissipationen aufgrund einer viskoelas-
tischen Beladung auftreten, konnen vollig unterschiedliche
Frequenzidnderungen die Folge sein. Die Gleichungen in
Tabelle 2, welche die unterschiedlichen Resonanzfrequenzen
eines moderat geddmpften Systems beschreiben, verdeutli-
chen diese Problematik. Aus diesem Grund ist es sinnvoll zu
wissen, ob die Serien- oder die Parallelresonanz vom Oszilla-
torschaltkreis unterstiitzt wird. Bei der Riickkopplung kommt
es allerdings meist zu unvermeidlichen Phasenverschiebun-
gen, die zu einer signifikanten Abweichung von der reinen
Serien- oder Parallelresonanz fithren, sodass die Festlegung
der Resonanzfrequenz mitunter schwierig sein kann.

Bei der passiven Methode wird mit Hilfe eines Spektrum-
analysators/Frequenzgenerators der Kristall zu einer erzwun-
genen Schwingung in der Nidhe der Resonanz angeregt und
die komplexe elektrische Impedanz (bzw. Admittanz) in
Abhingigkeit von der Frequenz detektiert. Durch Anpassen
der Parameter des BVD-Ersatzschaltbildes (Abbildung 6B)
kann so die reine Massenbeladung sauber von energiedissi-
pierenden Phinomenen getrennt werden.

Ein Zwischenglied zwischen der einfachen Frequenzmes-
sung und der Netzwerkanalyse ist die von Kasemo und
Mitarbeitern®? entwickelte und inzwischen kommerziell
erhiltliche QCM-D-Technik, die eine Messung der Resonanz-
frequenz und gleichzeitig des Dissipationsfaktors erlaubt.
Dabei wird der Quarz durch einen Frequenzgenerator zum
Schwingen angeregt und anschlieSend die Quelle abgeschal-
tet, sodass es zum freien Ausschwingen des Quarzes kommt.
Dieser Vorgang wird jede Sekunde wiederholt. Durch eine
Kurvenanpassung erhdlt man den Dissipationsfaktor und
gleichzeitig die Resonanzfrequenz. Die Ddmpfung kann auch
mit Hilfe eines amplitudenregulierten Oszillatorschaltkreises
bestimmt werden, der neben der Resonanzfrequenz die
Amplitude liefert.[>!

3.2. In-situ-Hybridisierung von DNA/RNA auf
Schwingquarztrigern

Die Analyse von genetischem Material, wie sie bei der
Erkennung erblicher und infektioser Krankheiten, bei der

Klassifizierung von Organismen und in der forensischen
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Chemie eingesetzt wird, hat einen enormen Stellenwert
erzielt und zur raschen Entwicklung einer Vielzahl von
Verfahren gefiihrt, um Nucleinsduren empfindlich, selektiv
und schnell, im Sinne von High-throughput-Verfahren, quan-
tifizieren zu konnen. Im Zuge dieser Entwicklungen wurde
auch die Mikrogravimetrie in das Repertoire der Signalwand-
ler aufgenommen, die es erlaubt, die Hybridisierung von
Oligonucleotiden sondenfrei und online detektieren zu kon-
nen. Die erste Beschreibung des direkten Nachweises von
Nucleinsduren mit Hilfe eines akustischen Sensors stammt
von Fawcett et al.’* Allerdings wurden diese Messungen nur
an der Luft durchgefiihrt. Die erste In-situ-Messung in
Losung erfolgte mit einem akustischen Plattenschwinger(*!
und die zweite mit einem Dickenscherschwinger, an den eine
Einzelstrang-DNA iiber eine selbstorganisierte 11-Sulfanyl-
undecanolschicht an die Goldoberflidche gebunden war.!
Zentraler Schritt zur Entwicklung mikrogravimetrischer
Nucleinsduresensoren ist die Immobilisierung eines Einzel-
strang-Oligonucleotids auf der Resonatoroberfldche, welches
dann selektiv mit dem komplementéiren Nucleotidstrang aus
der Losung hybridisiert. Die géngigen Verfahren beruhen auf
der Modifizierung der Phosphatgruppe des 5'-Endes durch
Einfiihrung von Schwefelgruppen.’®l So kénnen nicht nur
DNA und RNA immobilisiert werden, sondern auch Peptid-
nucleinsiduren, die endstidndig einen iiber Polyethylenglycol
gebundenen Cysteinrest tragen.®] Nur fiir DNA und RNA
geeignete Verfahren beruhen hingegen auf der elektrostati-
schen Wechselwirkung zwischen dem negativ geladenen
Riickgrat der Nucleinsduren und positiven Aminmonoschich-
ten.[% %1 Ein hiufig verwendetes, wenn auch recht kompli-
ziertes Verfahren ist die Bindung biotinylierter Oligonucleo-
tide an oberfldachenfixiertem Avidin oder Streptavidin. Die
Proteine werden entweder iiber einfache Physisorption,®
iiber elektrostatische Wechselwirkung®! oder kovalent iiber
die Bildung einer Amidbindung zwischen chemisorbierter
3,3'-Bispropionsdure und einer Aminfunktion der Protei-
nel® 65 %l gebunden. Welche Oligonucleotid-Belegungsgrade
mit Hilfe dieser Techniken erhalten werden, ist in den meisten
Fillen nicht genau bekannt. Zumeist werden die Bede-
ckungen aus der Frequenzerniedrigung nach Anbindung der
Nucleinsduren an Luft oder in Losung anhand der zuvor
ermittelten Proportionalititskonstanten des Quarzes be-
stimmt. Die so ermittelten Bedeckungsgrade liegen meist
deutlich unter 100 %, typischerweise werden Bedeckungsgra-
de zwischen 10 und 30% erzielt. Eine direkte Korrelation
zwischen der tatsdchlichen Nucleinsduremenge auf der Ober-
fliche und der Frequenziénderung, wie sie von Su et al.[’’]
aufgestellt wurde, ergab jedoch, dass die iiber die Frequenz-
erniedrigung ermittelte Belegung 3- bis 12-mal grolere Werte
liefert als die direkte Bestimmung der Nucleinsduren durch
Radiomarkierung. So stellt sich die Frage, ob die gingigen
Oligonucleotid-Immobilisierungstechniken wirklich zufrie-
den stellende Oberflichenbelegungen liefern. Die Qualitét
der Immobilisierungstechnik ist bei der Frage nach der
Empfindlichkeit und der Spezifitdt der Resonatoroberflidche
von grofer Bedeutung, da sich die Belegungsdichte der
Oberfliche in der Empfindlichkeit des Schwingquarzes wi-
derspiegelt und eine unspezifische Adsorption durch eine
vollstandige Belegung der Oberfliche minimiert werden
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kann. Die angestrebte und von Anwendern geforderte untere
Nachweisgrenze liegt je nach Zahl der Basenpaare bei etwa
10-®¥m.%1 Um die Nachweisgrenze der funktionalisierten
Resonatoroberflichen zu erniedrigen, wurden Quarze mit
hoherer Resonanzfrequenz verwendet, Mehrschichtsysteme
aus Nucleinsduren und Polymeren/Proteinen entwickelt, ]
DNA-Dendrimere synthetisiertl® und die Nucleinsiduren
durch Polymerasekettenreaktion (PCR) an der Oberfliche
amplifiziert.”! In einer neueren Studie nutzten Bardea
et al.’" Anti-Doppelstrang(ds)-DNA und Anti-Maus-F.-An-
tikorper als Zweitantikdrper, um eine Signalverstirkung zu
erreichen. Trotz dieser Bemiihungen liegt die derzeitige
Nachweisgrenze bei 10781077 wm.[56 60, 691

Neben dem Problem der unzureichenden Nucleinsdure-
Immobilisierungstechniken, die zu geringen und zum Teil
nicht bekannten Belegungsgraden fithren, muss eine Ursache
fir die mangelhafte Korrelation zwischen der tatsdchlichen
Nucleinsduremenge auf der Oberfliche und der Frequenz-
dnderung in der geringen, 10 % nie iibersteigenden Ausbeute
der Hybridisierung auf der Oberfléiche zu suchen sein.F” > 7]
Letzteres ist vor allem auf sterische Faktoren zuriickzufiihren.
Allerdings ist die Aquivalenz von Masseninderung und
Frequenz bei der Detektion von Nucleinsduren in Fliissig-
keiten fragwiirdig. Zwar wird in vielen Publikationen die
gemessene Frequenzidnderung direkt mit der Sauerbrey-
Gleichung in eine Massenbelegung umgerechnet, doch konn-
ten Thompson und Mitarbeiter®” 7274 sowie Fawcett et al.[%]
zeigen, dass an die Resonatoroberfliche gebundene Oligo-
nucleotide sich in Losung nicht wie eine starre Masse
verhalten. So haben Thompson und Mitarbeiter festgestellt,
dass sich die Serienresonanzfrequenz f; bei Bindung von DNA
um den Faktor 18 stdrker dndert als nach der Sauerbrey-
Gleichung vorausgesagt wird. Sie fithren diese Abweichung
auf eine durch die Hybridisierung verdnderte Viskositit an
der Oberfliche zuriick. Durch eine Netzwerkanalyse konnte
die Arbeitsgruppe zeigen, dass sich der Dampfungswider-
stand R, der durch Energieverluste der in die Losung hinein-
reichenden Scherwelle beeinflusst wird, in entsprechender
Weise wie die serielle Resonanzfrequenz éndert. Im Falle der
immobilisierten DNA héngt R nicht nur von der Viskositéit
der Fliissigkeit, sondern auch vom Elektrolyten, der einen
Einfluss auf die elektroakustische Kopplung der Welle hat. So
wird R zusitzlich durch die Leitfahigkeit der Losung und das
Auftreten einer elektrochemischen Doppelschicht bestimmt,
die vor allem im Falle der hochgeladenen DNA einen groflen
Beitrag leistet.[”) Genutzt werden konnen diese verdnderten
viskoelastischen Effekte zur Bestimmung von kinetischen
Parametern der DNA-Hybridisierung an der Oberfléiche.[’?
Eine systematische Behandlung steht allerdings noch aus.

Neben der Frage nach der Empfindlichkeit ist die nach der
Spezifitit eines Oligonucleotid-Biosensors von besonderer
Relevanz. Bardea et al.l® 7! konnten zeigen, dass eine sieben
Basen lange Mutation in einem 31-mer, wie sie bei der Tay-
Sachs-Krankheit auftritt, ausreicht, um die Hybridisierung
dieser mutierten DNA mit der auf der Oberfliche immobi-
lisierten zu unterbinden. Hingegen hybridisieren 10-mere mit
zwei endstindigen Mutationen fast vollstindig (92%) und
solche mit einer zentralen Mutation immerhin noch zu etwa
30%. Eine unspezifische Adsorption der Oligonucleotide
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konnte zudem in diesen Experimenten nicht ausgeschlossen
werden.’”! Eine groBere Empfindlichkeit wurde durch die
Verwendung von Peptidnucleinsduren anstelle von DNA auf
der Oberfliche erzielt. Bei Funktionalisierung der Gold-
oberfliche mit Peptidnucleinsduren reichte eine einzelne
Punktmutation im komplementiren DNA-Strang aus, um
die Bindung dieser DNA an die Oberfliche vollstindig zu
unterbinden (Abbildung 18).16!

5007880
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5007760
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Abbildung 18. Frequenzantwort eines mit der Peptidnucleinséure Cys-egl-
GGC-AGT-GCC-TCA-CAA funktionalisierten QCM-Biosensors bei auf-
einander folgenden Zugaben von 10 uygmL~! des 15-mers 5-TTG-TGA-
GGC-ACT-GCC-3' (T) und von 50 pgmL~' 5-TTG-TGA-GAC-ACT-
GCC-3' (M). Die Mismatch-Base ist fett hervorgehoben.[*!]

In einer neueren Studie konnten Wang et al.l’*] mit Hilfe
der Quarzmikrowaagentechnik die enzymatische Wirkung
von RNAsen und DNAsen gegeniiber auf Oberfldchen
gebundenen Poly(U)-Einzelstrangen bzw. (dA),,-(dT),-Dop-
pelstrangen in Echtzeit verfolgen. Die Spezifitdt der beiden
Enzyme blieb auch an der Oberflidche erhalten.

3.3. Adsorption von Proteinen an funktionalisierte
Oberfliachen

Das Hauptanwendungsgebiet der Quarzmikrowaagentech-
nik ist zurzeit die Untersuchung des Adsorptionsverhaltens
von Proteinen an funktionalisierten Oberfldchen. Beispiels-
weise beruht das Prinzip vieler Piezoimmunosensoren auf der
Detektion der Bindung von Antikorpern an auf Oberfldchen
immobilisierten Antigenen. Lange Zeit glaubte man, dass
eine direkte Quantifizierung der Menge an adsorbiertem
Protein mit Hilfe der Sauerbrey-Gleichung moglich ist. In
mehreren Studien stellte sich jedoch bald heraus, dass eine
Proteinadsorption in Losung eine deutlich grofSere Frequenz-
dnderung hervorruft als an Luft. Um eine universelle An-
wendung der Quarzmikrowaage zu ermdoglichen, ist es des-
halb erstrebenswert, die Ursachen der unterschiedlichen
Frequenzinderungen herauszufinden. Eine Studie aus dem
Jahre 1993 zeigte erstmals eine direkte Korrelation zwischen
der Massenbeladung und der Frequenzverschiebung am Bei-
spiel von humanem Serumalbumin (HSA).®! Muratsugu
et al. bestimmten die Massenbeladung durch radioisotopen-
markiertes HSA und gleichzeitig die Frequenzverschiebung
mit Hilfe der Quarzmikrowaage. Das Ergebnis ist von grof3er
Bedeutung im Hinblick auf die Empfindlichkeit eines Scher-
wellenoszillators. Wahrend Af/Am fiir einen 9-MHz-Quarz
nach Sauerbrey 0.183 Hzcm?ng ™! betragen sollte, lieferten die
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Messungen Werte von (0.375 +0.0124) Hzcm?ng™! fiir HSA
und (0.716 +£0.066) Hzcm?ng~ fiir Anti-HSA. Diese Werte
sind zum einen deutlich grofer als die nach Sauerbrey
erwarteten und zum anderen abhédngig vom untersuchten
Protein. Um diese Diskrepanz erkldren zu konnen, nutzten
Kasemo und Mitarbeiter eine Messapparatur, mit der sie
neben der Frequenzidnderung gleichzeitig auch die Energie-
verluste in Form des Dissipationsfaktors mit einer Auflosung
von 1 s bestimmen konnten.[? Energieverluste kénnen inner-
halb des adsorbierten Films, zu dem auch eingeschlossenes
Wasser zdhlt, oder aber durch Reibung an den Grenzflichen
auftreten. Studien zu Proteinadsorptionen in wissrigem
Medium ergaben, dass in der Tat Energieverluste, d.h. ein
Anstieg des Dissipationsfaktors, gemessen werden kon-
nen.[”7 So tritt bei Bindung von Methdmoglobin (met-Hb)
und Hidmoglobin-CO (HbCO) an eine hydrophobe Methyl-
terminierte Monoschicht neben der Frequenzerniedrigung
auch eine Anderung des Dissipationsfaktors D auf (Ab-
bildung 19 A, B). Trigt man die Frequenzéinderung gegen die
Anderung von D auf, so ergeben sich Kurven mit zwei
Bereichen unterschiedlicher Steigung, was auf einen zwei-
stufigen Adsorptionsprozess hindeutet (Abbildung 19 C).
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Abbildung 19. A) Frequenzidnderung und B) Dissipationsfaktor als Funk-
tion der Zeit wihrend der Adsorption von met-Hb und HbCO bei pH 7.0
bzw. pH 6.5 an eine Methyl-terminierte Thiolmonoschicht (ML). C) Auf-
tragung der Anderung des Dissipationsfaktors gegen die Anderung der
Resonanzfrequenz. In beiden Fillen treten zwei Bereiche mit unter-
schiedlicher Steigung auf, was auf einen zweistufigen Adsorptionsprozess
hindeutet.”®l

Die Ergebnisse lieen den Schluss zu, dass die Energie-
verluste nicht an den Grenzflichen auftreten, sondern in der
Proteinschicht selber zu suchen sind und auf reversible
Konformationsénderungen in der adsorbierten Proteinschicht
und im fest gebundenen Wasser zuriickzufiihren sind, die
durch die periodische Scherbelastung ausgelost werden. Dass
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eingeschlossenes Wasser einen grof3en Beitrag zur Frequenz-
antwort leistet, konnte auch von Rickert et al.®) gezeigt
werden. Sie erhielten bei der Abscheidung von Multischich-
ten aus abwechselnd biotinyliertem Rinderserumalbumin
(BSA) und Streptavidin eine um den Faktor 4.13 groBere
Empfindlichkeit als nach der integralen Schichtwigeemp-
findlichkeit der Sauerbrey-Gleichung zu erwarten gewesen
wire. Durch eine Schichtdickenbestimmung konnten diese
Autoren nachweisen, dass etwa 75% der Gesamtmasse der
Wasserschicht zugeordnet werden muss. Einen viskoelasti-
schen Effekt schloss die Arbeitsgruppe aus, da die Frequenz-
dnderung pro Proteinschicht bis zu einer Dicke von 20
Monoschichten konstant ist. Wiirden sich die Proteine
viskoelastisch verhalten, so wiirde man nach Rickert et al.[5%
eine Abnahme der Frequenzantwort um einen Faktor von
etwa 0.7 pro Schicht erwarten.

Obwohl die Frequenzinderung nicht direkt in eine Massen-
abscheidung umgerechnet werden kann, ist es trotzdem
moglich, die Quarzmikrowaage zur direkten In-situ-Detek-
tion von Bindungsereignissen zu nutzen. Durch Untersuchung
der Konzentrationsabhéngigkeit der Frequenzabnahme und
unter der Annahme eines linearen Zusammenhangs zwischen
Frequenzénderung und Massenbeladung konnen Bindungs-
konstanten und Geschwindigkeitskonstanten von Protein-
und Peptidadsorptionsprozessen bestimmt werden. %6 8183
Die Methode eignet sich zudem hervorragend zur Qualitéits-
kontrolle bei der Priaparation von Mehrschichtsystemen nach
der Langmuir-Blodgett-Technik®! oder durch Selbstorganisa-
tionsprozesse. 8% 87-%]

3.4. Lipid-Protein-Wechselwirkungen an
festkorperunterstiitzten Lipidmembranen

Protein-Rezeptor-Wechselwirkungen an Lipidmembranen,
wie z.B. Gangliosid-Toxin-Wechselwirkungen, haben eine
zentrale biologische Bedeutung. Durch die erste Wechselwir-
kung eines Proteins, Virus oder Bakteriums mit seinem
Rezeptor an der biologischen Membran wird eine Vielzahl
von Reaktionen in und an der Zellmembran eingeleitet. Um
diese Wechselwirkung an einer Lipidmembran untersuchen
zu konnen, bedient man sich Modellmembransystemen, die in
ihrer Lipidzusammensetzung fast beliebig variiert werden
konnen.” %l Gingige Modellmembransysteme sind Vesikel
und schwarze Membranen. Interessant fiir den Einsatz im
Hinblick auf die Quarzmikrowaagetechnik sind Lipidmem-
branen, die in geordneter Weise auf einer Festkorperober-
fliche immobilisiert werden konnen. Diese festkorperunter-
stiitzten Membranen konnen mit Hilfe verschiedener Tech-
niken prépariert werden. Durch die Langmuir-Blodgett- und
die Langmuir-Schéfer-Technik kann z. B. eine hochgeordnete
Lipidmonoschicht von der Luft-Wasser-Grenzfliche auf eine
vorbehandelte Quarzoberfliche iibertragen werden. Appara-
tiv deutlich weniger aufwindig und fiir goldbedampfte
Quarze sehr gut geeignet sind Verfahren, die auf der
Chemisorption von Thiol- und Disulfidverbindungen auf
Gold basieren. Bei diesen Verfahren wird die Goldoberfl4che
in einem ersten Schritt durch die schwefelhaltigen Verbin-
dungen funktionalisiert. Diese selbstorganisierten Mono-
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schichten dienen dann als Basis zur Herstellung der Lipid-
doppelschichten. Géngige Techniken zur Herstellung von
Doppelschichten sind die Vesikelfusionstechnik, die Deter-
gensverdiinnungsmethode oder die Painted-lipid-membrane-
Technik.[]

Ausgehend von der Langmuir-Schifer-Technik immobili-
sierten Okahata und Mitarbeiter”-'! Lipidmonoschichten an
der Luft-Wasser-Grenzfliche auf einer Quarzoberfldche
durch horizontales Aufbringen der Quarzscheibe von der
Luftseite her an die Grenzflache. Die hydrophilen Kopf-
gruppen der Lipidmonoschten sind so der Wasserphase
zugewandt, dass in der wissrigen Phase geloste Proteine
und Peptide mit diesen wechselwirken konnen. Mit Hilfe der
so funktionalisierten Quarzscheiben konnten die Bindungs-
und Dissoziationskonstanten der Wechselwirkung zwischen
dem Bienengift Melittin und B-Globulin an Dipalmitoyl-
phosphatidylethanolamin sowie die Bindung des Lektins
Concanavalin A an Glycolipid-Monoschichten quantifiziert
werden.l'"'1 Es ist problemlos mdglich, Rezeptormolekiile mit
frei wiahlbarem Gehalt in die Lipidmonoschichten an der
Luft-Wasser-Grenzfldche zu integrieren. So konnten mit der
gleichen Priaparationstechnik auch die Bindung des Influenza-
A-Virus und von Weizenkeimagglutinin an Gy;-dotierte
Monoschichten bestehend aus Sphingomyelin und/oder Glu-
cosylceramid untersucht werden. Durch Variation der Lipid-
matrix und des Dotierungsgrades konnte gezeigt werden, dass
diese Parameter tiber die spezifische Bindung des Virus
entscheiden und die Geschwindigkeit der Bindung mafgeb-
lich beeinflussen. Durch Zugabe von Sialyllactose (Neu5SAc-
a-2-3Gal-f-1-4Glc) konnte die Virusbindung inhibiert wer-
den.[97, 99, 100, 102]

Mit den auf Selbstorganisationsprozessen beruhenden
Methoden konnen auf einfache Weise zweischichtige Lipid-
membranen hergestellt werden. So kann eine Lipiddoppel-
schicht bestehend aus einer chemisorbierten Alkanthiolmo-
noschicht und einer auf dieser hydrophoben Schicht durch
Fusion von unilamellaren Vesikeln abgeschiedenen Lipidmo-
noschicht gebildet werden. Die Vesikel fusionieren auf der
Oberfldche, sodass ihre Zusammensetzung auch die der
Oberfliche bestimmt. Durch impedanzspektroskopische
Analyse der Mono- und Doppelschichten ist eine genaue
Qualitdtspriifung jeder praparierten Lipidmembran moglich,
sodass eine reproduzierbare Prédparation gewihrleistet wer-
den kann (Abbildung 20).

Abbildung 20. Impedanzspektren einer Octanthiolmonoschicht (o) und
einer Lipiddoppelschicht aus Octanthiol und 1-Palmityl-2-Oleyl-sn-glyce-
ro-3-phosphocholin (POPC; o). Die durchgezogenen Linien sind die
Ergebnisse der Anpassung der Parameter des ebenfalls dargestellten
einfachen Ersatzschaltbildes.['*’)
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Dass die Wahl der Modellmembran, d.h. die Préparations-
technik, ganz entscheidend das erhaltene Ergebnis beein-
flusst, zeigt ein Vergleich zweier QCM-Studien, die sich beide
mit der Adsorption von Melittin an Phospholipidmembranen
beschiftigten. Wiahrend Okahata und Mitarbeiter Lipidmo-
noschichten an der Luft-Wasser-Grenzfliche verwendeten
und eine ideale Langmuir-Adsorptionsisotherme bis zu Me-
littin-Konzentrationen von 100 um erhielten, ') zeichneten
Steinem et al.l'’l bei Verwendung von Lipiddoppelschichten
Adsorptionsisothermen auf, die ab einer Konzentration von
8 um auf eine Mehrschichtenadsorption hindeuteten. Bei
Konzentration iiber 20 um wurde sogar die immobilisierte
Lipidmembran durch Melittin solubilisiert. Derartige Effekte
traten an der Luft-Wasser-Grenzfliche nicht auf.

Prinzipiell lassen sich mit der auf einer Alkanthiolmono-
schicht durch Vesikelfusion erhaltenen zweiten Lipidmono-
schicht auf einfache Weise thermodynamische und kinetische
Parameter von Protein-Ligand-Paaren ohne Verwendung von
Markern durch die Quarzmikrowaagetechnik erhalten. Dies
sei am Beispiel der Wechselwirkung von Erdnussagglutinin
(peanut agglutinin, PNA) mit Gangliosiden demonstriert.
Eine Lipidmembran wurde mit dem Rezeptorlipid Gy, in
verschiedenen Konzentrationen dotiert und die Frequenz-
dnderung bei Zugabe von PNA detektiert. Wie Abbildung 21
zeigt, reicht eine Dotierung mit 1.3 Mol-% G, aus, um eine

A 0 Mol-%
" e aae o SNSRI, )
prratnatptng 0.1 Mol-%

Af I Hz
?d”"ﬂ\ 1.0 Mol-%
101z \ i 2
I 4.8 Mol-%
0 5 10 15 20 25
t/ min —»
B 40
I ;.
30+ s
T 20}
—AfIHz
10F
)
0 A 1 a4 1
0 4

2
X !/ Mol% —

Abbildung 21. A) Frequenzidnderungen von 5-MHz-Quarzen, die mit
unterschiedliche Gy;-Gehalte aufweisenden Octanthiol/POPC-Lipiddop-
pelschichten funktionalisiert waren, bei Zugabe von 2 um PNA. B) Ab-
hingigkeit des Gleichgewichtswertes der Resonanzverschiebung Af vom
Molenbruch yg,, in der Phospholipidmonoschicht. Die durchgezogenen
Linien schneiden sich bei y,, = 1.3 Mol-%.1%7!

maximale Proteinbelegung der Oberfliche zu erzielen. Be-
rechnet man den theoretischen minimalen Gehalt an Gy
unter Annahme einer homogenen Verteilung der Rezeptorli-
pide und der Geometrie des Proteins, so erhdlt man einen
Wert von 1.5 Mol-%. Der Vergleich des theoretischen Wertes
mit dem experimentell ermittelten deutet darauf hin, dass die
maximale Proteinbelegung auf der Oberfldche nahe eins sein
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muss. Eine maximale Proteinbelegung bei einer 2-Mol-%-
Dotierung mit dem Rezeptorlipid konnte auch von Ebato
et al.l% mit der Quarzmikrowaage am Beispiel des Strepta-
vidin-Biotin-Paares nachgewiesen werden. Um die Bindungs-
konstante eines Protein-Rezeptor-Paares zu erhalten, muss
die Frequenzinderung Af in Abhéngigkeit von der Kon-
zentration ¢, des Proteins in Losung bestimmt werden
(Abbildung 22). Unter der Annahme, dass die Bindungs-

ol

—Af/Hz
20 -

0.0 05 1.0
Cona /HM —>

Abbildung 22. Isotherme der Bindung von PNA an eine Gy -haltige (A)
und an eine asialo-Gy-haltige Octanthiol/POPC-Lipiddoppelschicht (B)
auf einem goldbedampften AT-cut-Quarz. Dargestellt ist die Gleichge-
wichtsfrequenzverschiebung Afin Abhéngigkeit von der PNA-Konzentra-
tion in Losung. Die POPC-Monoschichten sind mit 4.8 Mol-% des
Rezeptorlipids dotiert. Die durchgezogenen Linien sind das Ergebnis der
Anpassung der Parameter einer Langmuir-Isotherme nach Gleichung (17)
mit K,=(0.8+£0.1) x 10° bzw. (6.5+0.3) x 10°M~! und Af,. =—(61.0+
0.5) bzw. (28.0 £0.5) Hz. ']

platze an der Oberfldche energetisch gleich sind und das
Rezeptorlipid homogen verteilt ist,'® kann die Bindungs-
konstante K, aus der Anpassung der Langmuir-Adsorptions-
isotherme (17) an die Daten erhalten werden.
A = Ay an
: 1+ K, ¢

Die ermittelten Bindungskonstanten liefern Informationen
iiber die fiir die Bindung notwendigen funktionellen Gruppen
des Rezeptors, wie das Beispiel der Bindung von PNA an Gy,
und an asialo-Gy, zeigt. Wihrend die Bindungskonstante von
PNA an Gy (0.8340.04) x 10°M~! betrigt, ist sie fiir asialo-
Gy mit K,=(6.5+0.3) x 10°m~! fast um den Faktor 10
groBer.1%] Dieser Unterschied kann dadurch zustande kom-
men, dass die N-Acetylneuraminsdure von Gy fir die
Bindung des PNA an den Rezeptor nicht benétigt wird oder
gar storend wirkt. Es ist allerdings auch nachgewiesen wor-
den, dass die Affinitdt von PNA zum Trisaccharid g-Galp-
(1,3)-GalNac-(1,4)-8-Galp groBer ist als die zum Disaccharid
B-Galp-(1,3)-GalNac.[']

Dies ist ein Beispiel dafiir, wie durch Variation des
Rezeptors in der Lipidmembran die molekulare Zusammen-
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setzung des Rezeptormolekiils mit Hilfe der Quarzmikro-
waage ermittelt werden kann. Durch Quantifizierung einer
Bindungsinhibierung in Losung kann die Methode zur Auf-
klarung der fiir die Rezeptorfunktion essentiellen Kohlen-
hydratstruktur beitragen. So erlaubte die Messung der Fre-
quenzédnderung bei Bindung von PNA an Gy in Gegenwart
eines Inhibitors (Abbildung 23) die Bestimmung der Bin-
dungskonstanten des Inhibitors K; in Losung.'”] Vorausset-
zung fiir die Bestimmung von K ist ein geeignetes Verhéltnis
von K; und K,. Nur wenn die beiden Bindungskonstanten in
der gleichen Grofienordnung liegen, ist eine genaue Bestim-
mung von K; moglich, da sich die Frequenz kontinuierlich mit
der Inhibitorkonzentration in Losung &ndert. Liegen mehrere
GroBlenordnungen zwischen K; und K, so bindet das Pro-
tein entweder fast unbeeinflusst an die Oberfldche oder gar
nicht.

T ] B-Galp-(1,3)-GalNAc
Af/ Hz

1

1
1

110 HZ % ohne Inhibitor

1 1 1 1 J
0 10 20 30 40 50
t/ min —»

Abbildung 23. Zeitlicher Verlauf der Anderung der Resonanzfrequenz
nach Zugabe einer 2 uMm PNA-Losung zu einer Octanthiol/POPC-Lipid-
doppelschicht, dotiert mit 4.8 Mol-% Gy, ohne Inhibitor, mit 0.27 mm
B-Galp-(1,3)-GalNAc und mit 26.5 mm;3-Galactose.'"”)

Das System PNA-Gangliosid demonstriert, welche Mog-
lichkeiten die Kombination der Quarzmikrowaage mit fest-
korperunterstiitzten Lipidmembranen fiir die Untersuchung
von Ligand-Rezeptor-Paaren bietet und welche Parameter
aus den erhaltenen Daten ermittelt werden konnen. Zusam-
menfassend lédsst sich sagen, dass mit der QCM-Methode auf
einfache Weise Bindungskonstanten und -kinetiken quantifi-
ziert werden konnen, sodass Aussagen iiber die natiirlichen
Rezeptoren in einer Lipidmembran mdoglich sind. Dies
konnte besonders deutlich am Beispiel der Adsorption von
bakteriellen Toxinen — dem Cholera-, Tetanus- und Per-
tussistoxin an verschiedene Ganglioside - gezeigt wer-
den.[l()4. 107-109]

Neben grundlegenden Erkenntnissen, die mit auf Quarz-
oberflichen immobilisierten Lipidmembranen gewonnen
werden konnen, sind diese Membranen auch in der Bio-
sensorik von Bedeutung. Nicht nur wegen der einfachen,
reproduzierbaren und genau einstellbaren Funktionalisierung
der Goldoberfldchen sind sie sehr geeignet, sondern auch
wegen der Tatsache, dass unspezifische Proteinadsorptionen
durch die Lipidmatrix vollstdndig unterdriickt werden. Erste
Ansidtze zur Regeneration der Sensoroberflache nach Bin-
dung des Proteins wurden von Janshoff et al.l'”] beschrieben.
Durch Zugabe einer Protease kann das an die Oberfldche
gebundene Protein wieder entfernt werden (Abbildung 24).
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Abbildung 24. Zeitlicher Verlauf der Anderung der Resonanzfrequenz
nach Zugabe einer Pronase-Losung zu einer PNA-beschichteten Octan-
thiol/POPC-Lipiddoppelschicht, dotiert mit 4.8 Mol-% G,;. Die PNA-
Konzentration betrug 2 um, die damit verbundene Frequenzverschiebung
—36 Hz. Die Konzentration der Pronase E betrug 0.2% (w/w). Die durch
die Einwirkung der Pronase verursachte Frequenzerhohung betrug nach
ca. einstiindiger Inkubation der Proteinmonoschicht in der Proteaselosung
35 Hz.l77

3.5. Piezoimmunosensoren

Die hohe Sperzifitdt von Antigen-Antikorper-Reaktionen
und die Moglichkeit, Antikorper gegen eine Vielzahl bio-
logischer und nichtbiologischer Substanzen herstellen zu
konnen, eroffnen einen Weg, um Immunosensoren fiir
Fragestellungen aus den verschiedensten Bereichen der
klinischen Diagnostik, der Lebenssmittelkontrolle und der
Umweltanalyse zu entwickeln. In den letzten drei Jahrzehnten
wurden vor allem radioaktiv markierte Antikérper und
Antigene in Immunoassays verwendet.''] Die Nachteile bei
Verwendung radioaktiver Marker fiihrten zur Entwicklung
neuer Markierungssysteme, wie z.B. fluoreszenzmarkierten
Antikorpern. In heutiger Zeit ist der enzyme-linked immuno
sorbant assay (ELISA) die am weitesten verbreitete Methode
zur Detektion von Antikorper-Antigen-Reaktionen. Das
besondere dieses Verfahrens ist die Amplifikation der Anti-
gen-Antikorper-Bindung durch ein Enzym, welches an den
Antikorper gebunden ist und eine detektierbare Reaktion,
z.B. die Bildung eines UV/Vis-aktiven oder fluoreszierenden
Farbstoffes, katalysiert.''] Trotz dieses relativ etablierten
Verfahrens ist das Interesse, markerfreie und weniger zeitin-
tensive Online-Detektionsmethoden zu finden, unvermin-
dert. Diesen Anforderungen folgend sind eine Vielzahl von
Publikationen erschienen, die sich mit der Immobilisierung
von Antikorpern oder Antigenen auf der Oberfliche von
Signalwandlern beschiftigen, deren Ausgangssignal sich bei
Bindung des Komplements verdndert. Solche Immunobio-
sensoren werden beziiglich ihrer Handhabbarkeit, der Wie-
derverwendbarkeit der Sensoroberfliche ohne Empfindlich-
keitsverlust sowie der anfallenden Kosten bewertet.

Piezoelektrische Immunosensoren, wie die Quarzmikro-
waage und die SAW-Sensoren, bieten Signalwandleroberfli-
chen, die diesen Anforderungen ausreichend geniigen. Pie-
zoelektrische Immunosensoren in der Gasphase werden
schon seit lingerer Zeit untersucht,'> wihrend die
Online-Detektion von Antikorper-Antigen-Reaktionen in
Losung erst mit den Arbeiten von Roederer und Bastiaans!!!7)
iiber SAW-Sensoren und Thompson et al.''®! {iber AT-cut-
Quarze begann. Entgegen dem klassischen Verstédndnis von
piezoelektrischen Sensoren fanden Thompson und Mitarbei-
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ter in ihrer ersten Studie eine Frequenzzunahme bei Bindung
von Immunglobulin G (IgG) an das immobilisierte Antigen.
Sie fiihrten dieses Ergebnis auf eine Verdnderung der Mikro-
viskositdt an der Oberfliche bei Bindung des Antikorpers
zuriick. In anderen Publikationen aus dieser Zeit zur piezo-
elektrischen Detektion von IgG wurde hingegen eine Fre-
quenzabnahme bei Bindung des Antikorpers festgestellt,
sodass die von Thompson et al. beschriebene Frequenzzu-
nahme in Frage gestellt werden musste.l''* 29 Auch weitere
Studien zeigten in allen Féllen eine Frequenzabnahme bei
Bindung eines Analyten an die Oberfldche.

Heute wird die Anwendbarkeit piezoelektrischer Immuno-
sensoren in verschiedensten Bereichen untersucht. Das Spek-
trum erstreckt sich von medizinischen Verfahren zum Nach-
weis von bakteriellen Toxinen!?'23] und Viren[!!4 116, 124-128]
iiber die Bestimmung von Bakterien>> 1151291321 jn der Nah-
rungsmittelindustrie bis in die Umweltanalytik beim Nach-
weis von organischen Verbindungen iiber eine Antigen-
Antikorper-Reaktion.[122 133-137]

Zur Entwicklung eines funktionsfihigen Bioimmunosen-
sors auf der Basis piezoelektrischer Signalwandler miissen die
fir alle Biosensoren typischen Probleme gelost werden:
1) Funktionalisierung der bedampften Oberfliche, 2) emp-
findlicher, spezifischer und reproduzierbarer Nachweis des
Analyten in Losung und 3) Regenerierung der Sensorober-
flache.

Die Technik zur Immobilisierung von zumeist Antigenen
oder Antikorpern fithrt nicht nur zu funktionalisierten
Sensoroberflichen, sondern bestimmt zudem maBgeblich
die Empfindlichkeit und die Reproduzierbarkeit des Sensors.
Eine hiufig verwendete Methode ist die einfache Physisorp-
tion der gewiinschten Komponente auf gereinigten Gold-
oberﬂéichen[lzo’ 124, 126-128, 131, 138, 139] und Polymeren.[g& 115, 140] Die
Stabilitit der so immobilisierten Molekiile unterscheidet sich
nicht wesentlich von der kovalent gebundener.[!2% 132, 138, 141, 142]
Problematisch bei diesen Techniken ist jedoch die ungerich-
tete Anordnung der Molekiile auf der Oberfliche, was dazu
fiihrt, dass ein Teil der Antigene/Antikorper nicht zugénglich
ist. Eine gerichtete Anordnung von Antikorpern kann man
durch die zunéichst ungerichtete Physisorption oder kovalente
Anbindung von Protein A erzielen, an welches im néchsten
Schritt der Antikorper mit der F.-Domine bindet, sodass die
F,,-Domine bevorzugt ins AuBenmedium weist.[!!4 119 120]
Eine andere Moglichkeit ist die Bindung des Antikorpers
iiber eine einzelne Thiolgruppe.'*’! So gelang Gépel und
Mitarbeitern die gerichtete Bindung eines Antigens — ein
synthetisches Peptid des Capsid-Proteins des Maul-und-
Klauenseuche-Virus — auf einer w-Hydroxyundecanthiol-
Monoschicht.[®” 14 1451 Eine andere Technik zur gerichteten
Immobilisierung von Antikorpern, ausgehend von Langmuir-
Blodgett-Filmen mit F,,-Fragmenten, die an Linker-Phospho-
lipide gebunden sind, haben Vikholm et al.l'3 14 beschrie-
ben.

Das Hauptproblem besteht in der unspezifischen Adsorp-
tion an der Signalwandleroberfldche; sie kann nur durch
verbesserte Immobilisierungstechniken minimiert werden
und wird nicht durch den Signalwandler selbst beeinflusst.
Um die unspezifische Adsorption zu minimieren, wird die
beschichtete Oberfldche zumeist mit einem Protein wie BSA

Angew. Chem. 2000, 112, 4164 -4195

oder Casein vor der Bindung des Analyten blockiert. Zusétz-
lich kann die unspezifische Adsorption, die zumeist auf
hydrophobe Wechselwirkungen zuriickzufithren ist, durch
Zusatz von Detergentien herabgesetzt werden.[2+ 126.128]

Neben der unspezifischen Adsorption, die unabhéngig von
der Wahl des Wandlers zu unerwiinschten Signalen fiihrt, tritt
bei der Quarzmikrowaagentechnik ein Problem auf, das auf
den Einfluss vikoelastischer Effekte der Losung zuriickzu-
fithren ist. Der Scherwellenresonator reagiert sehr empfind-
lich auf unterschiedliche Losungseigenschaften, wie z. B. eine
verdnderte Viskositit. Es gibt mehrere Moglichkeiten, um
diesen Bulk-Effekt zu unterdriicken. Ist die Viskositét der zu
untersuchenden Losung bekannt, kann durch Zusatz von
Glycerin die Viskositdt des Tragermediums entsprechend
eingestellt werden.['”! Aberl und Mitarbeiter verwendeten
verdiinntes Humanserum als Trdgermedium, um unspezifi-
sche Effekte zu minimieren.'* 121 Allgemeinere Verfahren
zur Unterbindung dieser Art der Quarzantwort, die eine
Kenntnis der Losungszusammensetzung nicht voraussetzen,
sind die Referenzkristallmethode!"*"! und die Gleiche-Kon-
ditionen-Methode.['* Ein neues Verfahren wurde von Zhang
et al.0*] eingefiihrt, die die Massenbeladung des Quarzes von
viskoelastischen Effekten durch parallele Messung der Re-
sonanzfrequenz des Quarzes und der Amplitude der ange-
legten Spannung abtrennen und so die gemessene Frequenz-
dnderung hinsichtlich viskoelastischer Effekte korrigieren
konnten.

Durch die Minimierung der unspezifischen Adsorption
wird die Empfindlichkeit des piezoelektrischen Immunosen-
sors erhoht. Ferner wird die minimale Konzentration, die mit
dieser Anordnung noch detektiert werden kann, durch die
Bindungskonstante zwischen Ligand und Rezeptor bestimmt.
Wie Ebato et al.'**] zeigen konnten, wird durch die Immobi-
lisierung des Antigens (eines Fluorescein-markierten Lipids)
auf der Oberfliche die Bindungskonstante des Antikorpers
um den Faktor 300 gegeniiber der Reaktion in Losung
erniedrigt.

Letztendlich stellt sich nach der Bindung des Analyten die
Frage nach der Regenerierbarkeit der Oberfldche fiir weitere
Bindungsstudien. Mit der reversiblen Abspaltung von Anti-
korpern, die an einer Antigen-modifizierten Goldoberfldche
eines Scherwellenoszillators gebunden sind, haben sich Will-
ner und Mitarbeiter beschiftigt. Sie funktionalisierten Gold-
oberflachen von 9-MHz-Quarzen mit dem photoisomerisier-
baren Substrat N-Methyldinitrospiropyran, welches eine
Affinitdt fiir den Antikérper Anti-Dinitrophenyl-Ab aufwies.
Durch Licht der Wellenldnge 360 nm < A < 380 nm konnte N-
Methyldinitrospiropyran zu N-Methyldinitromerocyanin iso-
merisiert werden, welches keine Affinitit zum Antikorper
aufweist. Die Reisomerisierung erfolgt bei A >495 nm. Die
reversible Bindung des Anti-Dinitrophenyl-Antikorpers
konnte durch QCM eindrucksvoll nachgewiesen wer-
den.®1521 Ein anderes Verfahren zur reversiblen Antikor-
per-Antigen-Wechselwirkung an Oberflachen haben Sargent
und Sadik!"*! beschrieben. Sie immobilisierten Anti-HSA-
Antikorper auf einer auf einem Quarz aufgebrachten, leitfa-
higen Polypyrroloberfliche und konnten durch Anlegen von
Rechteckspannungspulsen die Bindung von HSA reversibel
induzieren.
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Piezoelektrische Immunosensoren sind also durchaus eine
Alternative zu den etablierten ELISA-Methoden. Anders als
diese, die ein Markermolekiil und etwa zwei Stunden pro
Analyse bendtigen, kann das piezoelektrische Verfahren
vollautomatisiert werden. So kénnen heutzutage Phagenbi-
bliotheken durch FlieBinjektionssysteme in kurzer Zeit mit
der Quarzwaagentechnik analysiert werden.'>3] Der Nachweis
des Analyten erfolgt online und markerfrei in etwa 10 min,
sodass zudem auch kinetische Daten zum spezifischen Nach-
weis der Antikorper herangezogen werden konnen. Da die
Spezifititen vorwiegend durch die Immobilisierungstechnik
bestimmt werden, sind sie bei ELISA und Quarzwaagenmes-
sung dquivalent. Die erzielte Empfindlichkeit von Piezoim-
munosensoren ist derzeit allerdings noch niedriger als die von
ELISA-Methoden.

3.6. Detektion von zelluliiren Systemen

Der Einsatz mikrogravimetrischer akustischer Sensoren fiir
die Detektion und Charakterisierung pro- und eukaryotischer
Zellen hat aufgrund der Fiille an Informationen, welche eine
solche Analyse bereitstellt, zu einer Reihe interessanter
experimenteller Befunde gefiihrt. Als piezoelektrische Sen-
soren sollen TSM-Resonatoren aufwéndige und zeitintensive
Methoden der Zellbiologie durch schnellere, hoher auflosen-
de und einfachere Verfahren ablosen. Besonders in der
Lebensmittelindustrie werden diese Sensoren fiir die routi-
nemifige Bestimmung der Zahl von Bakterienzellen in
Nahrungsmitteln benétigt, aber auch fiir klinische Anwen-
dungen wire es erstrebenswert, Zellzahlen in Korperfliissig-
keiten online bestimmen zu konnen. In Tabelle 5 ist ein
Uberblick iiber Bakterien, deren Zellzahlen mit Hilfe von
Piezosensoren bestimmt wurden, aufgelistet.

Die meisten Verfahren zur Detektion von Bakterien in
Losung mit Piezosensoren basieren auf einer Antigen-Anti-
korper-Reaktion, bei der das Bakterium an den entsprechend
auf der Oberfliche immobilisierten Antikérper bindet und so
nachgewiesen werden kann. Auf diese Weise wird die grofit-
mogliche Sperzifitdt gewihrleistet. Allerdings treten, dhnlich
wie im Falle der Immunosensoren, Probleme durch unspezi-
fische Adsorption auf, die nur durch eine Blockierung der
freien Bindungspldtze durch Proteinadsorption behoben

werden konnen. Zumeist ergibt sich in einem bestimmten
Konzentrationsbereich ein linearer Zusammenhang zwischen
der Zahl der Bakterienzellen und der Frequenzidnderung,
sodass nach Kalibrierung des Systems unbekannte Bakte-
rienzellzahlen bestimmt werden konnen. Bei diesen Unter-
suchungen wird die Frequenzdnderung bei Bindung der
Zellen gemdll der Sauerbrey-Gleichung auf eine Massen-
dnderung zuriickgefiihrt. Bereits 1993 wiesen jedoch Gryte
et al.l'>* sowie Redepenning et al.'> in den damals einzigen
veroffentlichten Daten zur Adhédsion von Zellen auf Quarz-
resonatoren darauf hin, dass Zellen in einem Medium nicht
als starre Masse behandelt werden konnen, sondern vielmehr
als viskose Beladung &dhnlich einer Fliissigkeit angesehen
werden miissen. Eine einzelne Zellage auf einem 5-MHz-
Quarz wiirde nach der Sauerbrey-Gleichung theoretisch eine
Frequenzinderung von 5600 Hz hervorrufen.!'S Die tatsich-
lich gemessenen Werte liegen jedoch mindestens eine Gro-
Benordnung unter diesem Wert. Dies wird auf die Tatsache
zuriickgefiihrt, dass sich der Zellkorper unter Scherbealstung
wie ein viskoelastischer Korper (z.B. Voight- oder Kelvin-
Korper)!™ verhilt, was dazu fiihrt, dass neben einer Erho-
hung der kinetischen Energie durch Verdnderung der Masse
(Erhohung der Induktivitdt L) auch eine Energiedissipation
(Erhohung von R) auftritt. Es konnte gezeigt werden, dass die
Scherwelle in dem System aus Zelle, extrazelluldrer Matrix
und einer Wasserschicht vollstindig verschwindet. Dies wurde
dadurch bestitigt, dass beim Vorliegen mehrerer Zelllagen
sowie nach Adsorption von Kieselgelkiigelchen auf der
Zelloberfliche keine Frequenzinderung mehr auftritt.'>7
Um Riickschliisse auf die Parameter der Zelle als visko-
elastischer Korper zu gewinnen, ist eine impedanzspektros-
kopische Analyse im Bereich der Resonanzfrequenz des
Schwingquarzes notwendig. Durch die Anpassung elektrome-
chanischer Modelle an die so erhaltenen Daten konnen
komplexe Schermodule der Zellmonolagen ermittelt werden.
In Abbildung 25 ist beispielhaft das Impedanzverhalten eines
5-MHz-Quarzes mit und ohne anhaftende (adhirente) Ma-
din-Darbine-Canine-Kidney(MDCK-II)-Zellen gezeigt. Der
Quarz ist durch die Zellen stark geddmpft — ein Hinweis
darauf, dass es sich nicht um den Fall einer einfachen
Massenbeladung handelt. Setzt man als erste Ndherung fiir
das Verhalten der Zellen die mechanische Impedanz einer
Newtonschen Fliissigkeit (sieche Tabelle 3) an, so stellt man

Tabelle 5. Zusammenstellung von Zelltypen, die mit Quarzresonatoren untersucht wurden. Angegeben sind die Zellzahlen!"® mit unterer Nachweisgrenze

sowie die zur Detektion der Zellen verwendete Oberflichenreaktion.

Zelltyp Zellzahlen

Oberflachenreaktion

Staphylococcus epidermidis!'$")
Listeria monocytogenes!'!]
Chlamydia trachomatis!')
Vibrio cholerael'® >10° ZellenmL"!
Candida albicans!'™® 10°-5 x 10® ZellenmL"!
Enterobacteriaceael'™) 10°~10° ZellenmL!
Salmonella typhimurium!* 10°-10° ZellenmL~!
Salmonella typhimurium!'3?]
Salmonella typhimurium!"*")
Pseudomonas cepacial™®
Staphylococcus epidermidis!'
Pseudomonas aeruginosal'™)

0.26—-7.8 pgmL!

>3 x 10° Zellencm—2
3.9x1072% (v/v)
10°-10% ZellenmL !

1x10%-4 x 107 ZellenmL!
2.5 x 10°-2.5 x 107 Zellen pro Quarz

9.9 x 10°-1.8 x 108 CFU mL [
3.6 x 10°~102 x 10° ZellenmL!

Gelatineverfliissigung
Antigen-Antikorper
Antigen-Antikorper
Antigen-Antikorper
Antigen-Antikorper
Antigen-Antikorper
Antigen-Antikorper
Antigen-Antikorper
Zellwachstum auf SS-Agarl®!
Zellwachstum auf Gold
Antigen-Antikorper-Agglutination in Losung
Antigen-Antikorper

[a] CFU = colony-forming unit (Zahl der Zellen einer Kultur, die in der Lage sind, eine neue Kolonie zu bilden). [b] SS = Salmonella shigella.
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Abbildung 25. A) Einfluss einer konfluenten MDCK-II-Zellmonoschicht
auf das Impedanzspektrum eines 5-MHz-Quarzresonators (|Z| und ¢);
gezeigt ist jeweils das Spektrum vor (e) und nach dem Entfernen der
Zellschicht (o). Die durchgezogenen Linien sind die Ergebnisse der
Kurvenanpassung auf der Grundlage des BVD-Ersatzschaltbildes. B) Er-
satzschaltbild einer Zellmonoschicht mit extrazellulirer Matrix (ECM)
und Wasserschicht. Z! reprisentiert die viskoelastischen Eigenschaften
der adhérenten Zellen sowie der ECM und der zwischen Zellen und Quarz
befindlichen Wasserschicht.!'¢7)

fest, dass dieser Ansatz zu einfach ist, um das Verhalten der
Zellen ausreichend zu beschreiben, da eine elastische Kom-
ponente unberiicksichtigt bleibt.’*] Eine genauere Analyse
der einzelnen Komponenten einer Zellmonoschicht auf
einem Quarz verdeutlicht die Komplexitidt des Problems.
Neben der eigentlichen Zellage miissen auch die extrazellu-
lare Matrix (ECM), der zwischen ECM und Zelle befindliche
Wasserfilm sowie das dariiber stehende Medium beriicksich-
tigt werden. Es zeigte sich, dass der Einfluss der extrazellu-
laren Matrix auf die Scheroszillation die grofite Rolle spielt,
wiéhrend die mechanischen Eigenschaften eines zellbedeck-
ten Quarzresonators vom iberstehenden Medium kaum
beeinflusst werden. Der Beitrag der ECM ist hauptséchlich
induktiv und somit ein einfacher Massenbeitrag, also ohne
Einfluss auf die Energiedissipation der Oszillation.!>”]

Es stellte sich heraus, dass die Ddmpfung der Scheroszilla-
tion durch eine konfluente Zellmonolage stark vom jeweili-
gen Zelltyp und deren Adhésion auf der Oberfldache abhingt.
So haben schwach adhirente Rinderaortazellen fast keine
Auswirkungen auf den Diampfungswiderstand R, wihrend
stark adhidrente MDCK-Zellen die Oszillation des Quarzes
sehr stark ddmpfen (Tabelle 6). Dieser Unterschied ldsst sich
mit einem variablen, diinnen Wasserfilm zwischen Zelle und
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Tabelle 6. Anderung des D@mpfungswiderstands R und der Induktivitit L
verschiedener Zellspezies. Die Parameter wurden durch Anpassung des
BVD-Ersatzschaltbildes vor und nach mechanischer Entfernung kon-
fluenter Zellschichten erhalten.[!*]

Zellspezies AR [Q] AL [pH]
MDCK I 755 +£36 6.7+0.7
MDCK II 992 +36 10.5+0.8
Plexus-Epithel 804 +43 16+1.5
BAEC 55+12 31405
3T3-Fibroblasten 277420 25405

Oberfliche erkldren. Verringert man z. B. die Ausdehnung der
Wasserschicht durch hyperosmolare Belastung, bei der die
osmotisch aktive Substanz nicht durch die Zellschicht hin-
durchtreten kann (Saccharose), so ist die Scherschwingung
erheblich stirker gedampft (Abbildung 26).

A T T T
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80 4
-90 - 1 1 1 I -
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4+ 7
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Abbildung 26. A) Phasenspektren eines mit einer konfluenten MDCK-1-
Zellschicht modifizierten Quarzresonators bei schrittweiser Erhohung der
Konzentration des osmotisch aktiven Stoffes; a)290, b)415, c) 560,
d) 1100 mOsm pro kg H,O. Die durchgezogenen Linien sind die Ergeb-
nisse der Anpassungen auf der Grundlage des BVD-Ersatzschaltbildes.
B) Anderung des relativen Dimpfungswiderstands als Funktion der
Molalitdt b der osmotisch aktiven Stoffe fir MDCK-I- (o), MDCK-II-
(w) und 3T3-Zellen (@). Der Dampfungswiderstand Ry, wurde 20 min
nach Austausch des isotonen Mediums gegen eines mit der angegebenen
Molalitdt des osmotisch aktiven Stoffes bestimmt und auf den Ausgangs-
widerstand Rz.o bezogen. Die durchgezogenen Linien sind Ergebnisse
linearer Regressionen.!'*]

Wegener et al.'* konnten zeigen, dass sich die beobachtete
Zunahme der Dampfung aller Wahrscheinlichkeit nach nicht
allein auf die Verminderung des Zellvolumens zuriickfiihren
lasst;[19 stattdessen tritt ein osmotischer Wasserausstrom aus
dem Zell-Substrat-Zwischenraum auf, der die Zellen nidher an
die Quarzoberfldche bringt und so zu einer starkeren Damp-
fung fiihrt.lo!

Zur quantitativen Auswertung der Impedanzdaten unter
Beriicksichtigung dieser Erkenntnisse sollte die zellbedeckte
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Quarzoberfliche als Dreischichtmodell, bestehend aus einer
starren Masse (ECM), einem diinnen Fliissigkeitsfilm zwi-
schen ECM und Zellkérper und einem semi-infiniten visko-
elastischen Festkorper (der Zelle) beschrieben werden. Eine
genaue Analyse dieses Mehrschichtsystems ist Gegenstand
laufender Untersuchungen.

Neben den statischen Daten konfluenter Zellmonoschich-
ten lassen sich mit Hilfe der Quarzmikrowaage im passiven
und aktiven Modus auch die Zelladhision und der Einfluss
von Wirkstoffen zu einer Zelllage zeitlich aufgelost unter-
suchen. Der Prozess der Zelladhision ist sehr kompliziert, er
setzt sich aus mehreren Einzelprozessen zusammen, die das
Schwingungsverhalten des Quarzresonators beeinflussen kon-
nen. Angefangen vom ersten physikalischen Kontakt der
Zelle mit der Oberfliche beeinflussen Prozesse wie das
Zellspreiten, d.h. die Vergroflerung der Kontaktfliche der
Zelle auf der Oberfliche, die Modifizierung der Adhésions-
eigenschaften, die Exkretion extrazellulirer Matrixkompo-
nenten sowie Anderungen des Cytoskeletts der Zelle das
Schwingungsverhalten auf ganz unterschiedliche Weise. Eine
sehr detaillierte Untersuchung der Zelladhision durch eine
zeitaufgeloste Frequenzanalyse am Beispiel verschiedener
Zelllinien (MDCK-I- und -II-Zellen sowie 3T3-Fibroblasten)
wurde von Wegener et al.l'”] durchgefiihrt. Wie bereits von
Redepenning et al.'* sowie Matsuda et al.l'’l vermutet,
korreliert, wie Wegener et al. nachweisen konnten, die Fre-
quenzabnahme mit der Zahl der Zell-Substrat-Kontakte.
Zellen, die keinen Kontakt mit der Oberfliche bilden, sei es
durch kontaktinhibierende Peptide (RGD-Sequenzen) oder
infolge Zelltod, erniedrigen die Resonanzfrequenz des Quar-
zes nicht (Abbildung 27).
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Abbildung 27. Zeitlicher Verlauf der Resonanzfrequenz wihrend der
Adhision von MDCK-II-Zellen mit einer Aussaatdichte von (8+1) x
105 Zellen pro cm? in Gegenwart von A) lmm GRGDS, B) 1mm RGDS,
C) 2mM RGD, D) 1mM RGD und E) 1mm SDGRG. Die durchgezogenen
Linien sind lineare Regressionen zur Ermittlung der scheinbaren Adhé-
sionsgeschwindigkeit.[1?]

Wenn eine vollstdndige Impedanzanalyse der Schwingung
des Quarzes nicht moglich ist oder eine hohere zeitliche
Auflosung als bei der Impedanzanalyse erforderlich ist, kann
zumindest durch Messung der Anderung des Dissipations-
faktors D = Q! (Q = Giite) des Oszillators die Energiedissi-
pation bei der Anbindung von Zellen an die Resonator-
oberfldche verfolgt werden. So konnten Kasemo und Mitar-
beiter die Adsorption von Monkey-Kidney-Epithel( MKE)-
und Chinese-Hamster-Ovary(CHO)-Zellen sowie von Neu-
trophilen anhand der Anderung der Resonanzfrequenz des
Quarzes und simultan dazu die sich zeitlich verdndernde
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Energiedissipation verfolgen.['* 19 Mit der gleichen Technik
studierten Otto et al.l'! die Wechselwirkung von E. coli mit
Oberflaichen unterschiedlicher Hydropathie. Dabei zeigte
sich, dass Kontaktfliche, Oberflichenenergie, Ionenstirke
und Zelloberfldche die Frequenz- und Dissipationsdnderun-
gen wesentlich beeinflussen.

Weisen Zellmonoschichten aufgrund von festen Verkniip-
fungen (tight junctions) interessante barrierebildende Eigen-
schaften auf, so ergibt sich die Moglichkeit, die mikrogravi-
metrische Methode mit herkommlichen elektrochemischen
Messtechniken zu kombinieren. Eine solche Messanordnung,
die zur Durchfiithrung einer quasi-simultanen Double-mode-
Impedanzanalyse geeignet ist, wurde von Janshoff et al.l'*”]
beschrieben (Abbildung 28). Mit dieser Anordnung ist es

Zell-Modus

Quarz-Modus

Abbildung 28. Schematische Darstellung von Zellen, die auf einem Quarz
haften, sowie die Ersatzschaltbilder fiir die im Quarz- und im Zell-Modus
aufgenommenen Impedanzspektren.['’]

moglich, in einer Messung sowohl elektrische als auch
viskoelastische Eigenschaften von Zellmonoschichten zu
bestimmen. Versteht man die Zellmonoschicht als ein paral-
leles RC-Glied in Serie zu einer Kapazitit C,, welche die
Grenzfliche zur Elektrode reprisentiert, so kann die Zell-
schicht auf einer Goldelektrode durch das in Abbildung 28
links gezeigte Ersatzschaltbild wiedergegeben werden. Bei-
spielhaft zeigt Abbildung 29 A den zeitlichen Verlauf des
transepithelialen und des Dampfungswiderstandes beim Auf-
bringen von MDCK-II-Zellen auf einen Schwingquarz. Die
Diampfung der Scheroszillation tritt direkt nach dem Auf-
bringen der Zellen ein, wihrend der transepitheliale Wider-
stand erst 15 h spéter detektiert werden kann. Die Adhésion
der Zellen, welche die Dampfungseigenschaften der Zellen
auf der Resonatoroberfliche mafgeblich bestimmt, findet
demnach weit vor der Bildung der tight junctions statt. Mit
dieser Messanordnung konnen auch morphologische Ande-
rungen der Zellen infolge von Anderungen des Cytoskeletts
der adhidrenten Zellen zeitlich aufgelost werden, wie die
Experimente mit dem Alkaloid Cytochalasin D zeigen, wel-
ches die Polymerisation der Aktinfilamente inhibiert (Ab-
bildung 29B, C). Die Abrundung der Zellen durch den Ab-
bau der Aktinfilamente fiihrt wegen der verringerten Kon-
taktfliche zum Resonator zu einer Vergroferung des
mittleren Abstandes der Zellen vom Substrat und somit zu
einem Verlust der fiir die konfluente Zellschicht typischen
Diampfung der Scheroszillation. Parallel dazu brach auch der
transepitheliale Widerstand der Zellschicht infolge der star-
ken morphologischen Verdnderungen zusammen.

Angew. Chem. 2000, 112, 4164 -4195
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Abbildung 29. A) Zeitlicher Verlauf des Démpfungswiderstand R (@) und
des transepithelialen Widerstand Rygr (0) bei Bildung einer konfluenten
MDCK-II-Zellschicht auf einem 5-MHz-Quarz. Die Aussaatdichte betrug
(1.5+0.2) x 10° Zellen pro cm? B) Zeitlicher Verlauf des Démpfungswi-
derstands R (@) und der Induktivitit L (o) eines mit MDCK II
bewachsenen 5-MHz-Quarzes bei Zugabe des Alkaloids Cytochalasin D
in einer Konzentration von 5 um. C) Modellvorstellung zum Einfluss von
Cytochalasin D auf eine konfluente Zellschicht. Der Pfeil weist auf eine
infolge Abrundung der Zellkorper verkleinerte Kontaktfliche zwischen
den Zellen und der Oberfliche ')

3.7. Funktionalisierte Vesikel als Modell fiir die
Zelladhision

Wegen der Komplexitidt der Zelle und ihrer Wechselwir-
kungen mit einer Oberfldche ist es schwer, die Frage zu
klaren, welche Eigenschaften der Zelle die Resonanzfre-
quenzverschiebung mafBgeblich beeinflussen. Ein stark ver-
einfachtes System, um die Oberflichenadhision von Zellen
im Detail zu modellieren, sind rezeptorhaltige Lipidvesikel,
die mit auf einer Oberfliche immobilisierten Liganden
wechselwirken konnen.l'8! Pignataro et al.l'! untersuchten
in einer detaillierten Studie die Wechselwirkung zwischen
biotinylierten Lipidvesikeln und einer Streptavidin- sowie
einer Avidinmatrix. Wie sich zeigte, wird die Frequenzernied-
rigung des Quarzes durch den Biotinylierungsgrad der Vesikel
bestimmt (Abbildung 30).

Diese Frequenzerniedrigung konnte jedoch nicht allein mit
der Zahl der auf der Oberfliche adsorbierten Vesikel erklédrt
werden. FEiner rasterkraftmikroskopischen Studie zufolge
fuhrt eine Erhohung des Biotinylierungsgrads der Vesikel,
d.h. eine erhohte Zahl an Biotin-Streptavidin-Bindungen, zu
einer verstdarkten Abflachung der Vesikel, bis schlie8lich die
Vesikel zu Doppelschichtstrukturen auf der Oberflache auf-

Angew. Chem. 2000, 112, 4164 -4195

A 0 1 Mol-%
-200
T 5 Mol-%
Af/Hz
-400 - 20 Mol-%
30 Mol-%
_600 1 1 1
0 60 120 180
t/ mn —»
B r
600 I
k)
T 400 -
'Afweo min /Hz I
200
0 £y 1 1 1
0 10 20 30
c. [ Mol% —»
Biotin

Abbildung 30. A) Frequenzabnahme eines 5-MHz-Quarzes bei Anbin-
dung von Vesikeln, die mit Biotin-X-DHPE in unterschiedlichen Gehalten
dotiert sind, an eine Avidinschicht. B) Frequenzénderungen 180 min nach
der Vesikelzugabe.l®]

reiBen. Die Autoren schlossen aus diesem Befund, dass die
Zahl der Kontakte die Frequenzantwort des Scherwellenres-
onators beeinflusst. Den Zusammenhang zwischen Kontakt-
flaiche und Frequenzerniedrigung beobachteten auch Liebau
et al.’% 71l Sije konnten zeigen, dass polymerisierte Liposo-
men eine deutlich geringere Frequenzerniedrigung hervor-
rufen als nichtpolymerisierte, was sie auf eine unterdriickte
Membranfusion zuriickfithrten. Dass die Fusion von Vesikeln
auf Oberflaichen zu groBlen Frequenzerniedrigungen von
mehr als 230 Hz bei einem 5-MHz-Quarz fithrt, wurde bereits
von Ohlson et al.l'”?l sowie Janshoff et al.l'’”’l beschrieben.
Moglicherweise ist eine erhebliche Anderung der Oberfli-
chenenergie fiir die Frequenzerniedrigung verantwortlich.['3]
Eine genaue Erkldrung dieses Phidnomens steht noch aus.

4. Entwicklung von Biosensoren auf der Basis
optischer Signalwandler

In diesem Abschnitt sollen die Einsatzmoglichkeiten der
beschriebenen akustischen Resonatoren in der Biosensorik
mit denen der optischer Methoden verglichen werden.
Grundsitzlich kann die Information iiber eine mengenmégig
zu analysierende Substanz aus den charakteristischen Eigen-
schaften des Lichtes wie Frequenz, Amplitude, Phase oder
Polarisation gewonnen werden. Im Bereich der Biosensorik
haben sich verschiedene sondenfreie, optische Methoden,
wie die Oberfldchenplasmonenresonanzspektroskopie
(SPR),["+17 der Gitterkoppler, die Reflexionsinterferenz-
spektroskopie (RIfS)!7 und die Ellipsometrie,l”® etabliert,
bei denen der Brechungsindex n, die Schichtdicke d oder die
effektive Schichtdicke (nd) gemessen wird. Die Prinzipien
einiger optischer Techniken sind in Abbildung 31 illustriert.
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Abbildung 31. Schematische Darstellung der Messprinzipien verschiede-
ner sondenfreier optischer Methoden. A) Oberflichenplasmonenreso-
nanzspektroskopie (surface plasmon resonance spectroscopy, SPR);
B) Resonanzspiegel (RM); C) Gitterkoppler und D) Reflexionsinter-
ferenzspektroskopie (RIfS).

Ihre Spezifitdt erlangen die Sensoren durch eine auf der
Oberfldche immobilisierte Rezeptorschicht. Die Funktionali-
sierung der Oberfliche muss dabei auf die Art der Sensor-
oberfliche abgestimmt sein. So kommt bei der SPR und der
Ellipsometrie die Thiolchemie zum FEinsatz, bei Glasober-
flachen (Gitterkoppler, Interferometrie) hingegen vorwie-
gend die Silanchemie. Im Folgenden soll auf Techniken, die
eine groffe kommerzielle Bedeutung erlangt haben, wie die
SPR, der Gitterkoppler und die Resonanzspiegelmethode
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sowie die Reflexionsinterferenzspektroskopie, niher einge-
gangen werden. Dabei werden wichtige Parameter, wie
Empfindlichkeit, Messbereich und Nachweisgrenze, mit de-
nen akustischer Sensoren vergleichend diskutiert.

4.1. Gitterkoppler und Resonanzspiegeltechnik

Techniken mit evaneszierenden Feldern beruhen auf der
Mehrfachreflexion an der Grenzfldche zwischen einem Trager
und einem diinnen Film (d <1 um) von auf die Oberfldche
aufgebrachtem Material, das in den hier diskutierten Féllen
biologische Rezeptoren enthélt und einen geringeren Bre-
chungsindex als das Trdgermaterial aufweist. Wird dieses
System als Wellenleiter mit Mehrfachreflexion aufgebaut,
erniedrigt sich die Nachweisgrenze erheblich, da die relative
Ausbreitungsgeschwindigkeit der gefithrten Welle priméar
zwar vom Brechungsindex des Mediums auf dem Wellen-
leiter, aber natiirlich auch von der Reflexionshiufigkeit
abhingt. Die Welle wird in der Regel iiber eine in die
Oberfliche eingeprigte Gitterstruktur unter einem definier-
ten Winkel eingekoppelt. Gemessen wird im einfachsten Fall
die Intensitit des Strahls bei Austritt am Ende des Films.['”’]

Meist jedoch wird diese Technik als differentielle Inter-
ferometrie verwendet, indem man die fiir verschiedene
Polarisationen unterschiedliche Ausbreitungsgeschwindigkeit
der Lichtwelle nutzt. Da der E- und der B-Feldvektor einer
elektromagnetischen Welle senkrecht aufeinander stehen,
werden sie abhéingig vom Brechungsindex der auf den Trager
aufgebrachten Substanz unterschiedliche Geschwindigkeiten
aufweisen. Die messbare Anderung der Phasendifferenz ist
ein Maf} fiir den sich dndernden Brechungsindex z.B. bei
Anbindung eines Analyten an die rezeptorbeschichtete Ober-
flache.

Die Resonanzspiegel(RM)-Methodel' basiert auf einem
so genannten Prismenkoppler, bei dem die Einkopplungs-
bedingungen zweier zueinander orthogonaler Wellenziige
linear polarisierten Lichtes unter verschiedenen Winkeln
erfiillt sind. Beim Durchlaufen des Wellenleiters entsteht
eine Phasenverschiebung zwischen den polarisierten Wellen.
Zur Messung strahlt man linear polarisiertes Licht unter
einem Winkel von 45° ein. Die messbare Elliptizitdt hangt
nach Durchgang durch den Wellenleiter von der Phasendiffe-
renz und damit wesentlich vom Brechungsindex, aber auch
von der Absorption an der Grenzfliche ab. Damit ist die zu
messende Elliptizitdt nach Durchgang durch den Wellenleiter
wieder ein direktes Ma@ fiir den auf der Oberflache gebun-
denen Analyten. Der Einsatzbereich beider Methoden in der
Bioanalytik besteht vorwiegend in der Untersuchung von
Antigen-Antikorper-Reaktionen.

4.2. Oberflichenplasmonenresonanz

Wie bei der Resonanzspiegeltechnik werden auch bei der
Oberfiachenplasmonenresonanz (SPR) evaneszierende Felder
zur Bestimmung des Brechungsindex in der Né&he der
Sensoroberfliche verwendet. Oberflichenplasmonen sind
longitudinale Dichtefluktuationen von Elektronen an der
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Grenzfldche von z.B. einer Metallschicht und einem Dielek-
trikum. FEine Oberfichenplasmonenresonanz entsteht durch
optische Anregung nur dann, wenn der einfallende Licht-
strahl mit den freien Elektronen des Metalls wechselwirkt und
Energie sowie Impuls des einfallenden Lichts denen der
Oberflichenplasmonen entsprechen. Entscheidend fiir die
Anregbarkeit ist die Dispersionsrelation zwischen der Fre-
quenz w und dem Wellenvektor k der Plasmonen [Gl. (18); ¢,
und ¢, sind die Dielektrizitdtskonstanten des Metallfilm bzw.
des Dielektrikums].
0] €4Cm

k= — e (18)

Die Anregung wird durch abgeschwéchte Totalreflexion
erreicht, indem die zu untersuchende Substanz auf ein
Glasprisma mit einer aufgedampften Metallschicht aufge-
bracht wird. Die Plasmonen werden bei diesem Aufbau durch
das evaneszierende elektromagnetische Feld angeregt, wobei
Oszillationen der freien Elektronen im Metall erzeugt
werden. Nur p-polarisiertes Licht vermag Oberflachenplas-
monen anzuregen. Diese verursachen ihrerseits ein zusitz-
liches elektromagnetisches Feld, das in das an der Metall-
oberfiche aufliegende Dielektrikum eindringt. Nur bei einem
definierten Einfallswinkel stimmen die Wellenvektoren des
Lichts und der Plasmonen iiberein, und es kommt zu einem
Resonanzphidnomen, bei dem die Energie von den Photonen
auf die Plasmonen iibertragen wird. Die Plasmonenresonanz
kann dann als ein scharfes Minimum im Reflexionsgrad des
einfallenden Strahls beobachtet werden. Experimentell ist
dazu der Einfallwinkel des monochromatischen Lichts zu
variieren und den Reflexiongrad im Bereich des Resonanz-
minimums aufzuzeichnen. Der Winkel beim Resonanzmini-
mum héingt somit bei konstanter Wellenldnge nur von der
Dielektizitdtskonstanten des die Metallschicht bedeckenden
Mediums ab und ist ein Maf fiir die Konzentration eines
an die funktionalisierte Metalloberfliche bindenden Analy-
ten.

Die SPR kann nicht nur als Spektroskopie, sondern auch als
Mikroskopie angewendet werden, was den Einsatzbereich
dieser optischen Methode stark erweitert. Die SPR wird
dariiber hinaus nicht nur in der klassischen Ligand-Rezeptor-
Biochemie routineméBig eingesetzt, sondern auch zur Unter-
suchung von Bindungsereignissen an Lipidmembranen, &hn-
lich wie bei der Quarzmikrowaage. Dies erfordert spezielle
Techniken zur Oberflichenmodifikation, die im Wesentlichen
auf der Fusion von Liposomen auf entsprechend hydropho-
ben Oberfldchen beruhen. Hier sei auf die Ausfithrungen von
Salamon et al.l'’> 179 hingewiesen. Die hohe Empfindlichkeit
in Bereichen bis zu einem Abstand von bis zu 100 nm von der
Goldoberfldche hat auch ermoglicht, fokale Kontakte von
adhirenten Zellen mit der SPR-Mikroskopie abzubilden.'®]

4.3. Reflexionsinterferenzspektroskopie

Wihrend die beiden bisher besprochenen sondenfreien
Methoden Anderungen im Brechungsindex nach der Analyt-
anbindung iiber die evaneszierende Welle registrieren, liefert
die Reflexionsinterferenzspektroskopie direkt die effektive
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Schichtdicke und damit die Oberflichenkonzentration des
Analyten. Die Analytschicht weist bei Biomolekiilen eine
Dicke von bis zu 10 nm auf, bei niedermolekularen Substan-
zen dagegen nur 0.1 nm.['’”! Das physikalische Prinzip dieser
Methode ist die wellenldngenabhiangige Modulation des
Reflexionsgrades eines diinnen, transparenten Films (sieche
Abbildung 31 D). Lisst man weiles Licht durch den Triger
auf den Film fallen, so wird dieses an beiden Grenzflachen des
Films reflektiert. Bei monochromatischem Licht wiirde je
nach Phasenlage konstruktive oder destruktive Interferenz
auftreten, bei weiBem Licht variiert die Interferenz mit der
Wellenldnge, sodass eine periodische Modulation der Inten-
sitdt des reflektierten Lichts — ein Interferenzspektrum — die
Folge ist. Die Lage der Extremwerte hingt bei gegebenem
Brechungsindex und Einfallswinkel nur noch von der Dicke
der Schicht ab. Bei senkrechtem Einfall gilt fiir konstruktive
Interferenz Gleichung (19), in der m die Ordnung der
Maxima bezeichnet.

2nd=mai (19)

Mit zunehmender Dicke der transparenten Schicht ver-
schiebt sich das Spektrum zu gro3eren Wellenldngen; dies gilt
streng nur fiir transparente Filme, deren Dicke im Bereich der
Wellenldnge des eingestrahlten Lichts liegt, was fiir hoch-
molekulare Biomolekiile und niedermolekulare Analyte
nicht zutrifft. Mit einem einfachen technischen Trick kann
man trotzdem definierte Interferenzspektren erhalten: Zu-
ndchst wird z.B. ein Glastrdger mit einer dicken Interferenz-
schicht aus polymerem Material, Gelen oder Oxiden (SiO,)
beschichtet. Diese Interferenzschicht wird durch Aufbringen
von Rezeptormolekiilen funktionalisiert, sodass die durch
Bindung des komplementédren Partners entstehende Dicken-
dnderung gemessen werden kann. Diese Dickenénderung ist
deutlich kleiner als die Wellenldnge des Lichts, und die so
modifizierte Methode erlaubt Messungen von Schichtdicken-
dnderungen als Anderungen der effektiven optischen Dicke
mit einer Auflosung von bis zu 1 pm. Mit dieser Technik ist es
Gauglitz und Mitarbeitern gelungen, Antigen-Antikorper-
Reaktionen als Beispiel mit einem hochmolekularen Analy-
ten sowie die Bindung von Pestiziden (Triazine) als nieder-
molekularen Analyten zu quantifizieren. Sie immobilisierten
Anti-Pestizid-Antikorper auf der Interferenzschicht und be-
stimmten die zum Teil weniger als 1 pm betragende Schicht-
dickenidnderung.

Alternativ zu Polymerfilmen werden in Spezialfillen auch
pordse Oberfldchen aus p-dotiertem Silicium verwendet.['$!
Diese diinnen meso- bis makropordsen Filme dienen nicht
nur der Erzeugung der Interferenzmaxima und -minima,
sondern auch der Signalverstdrkung durch die stark vergro-
Berte Oberfldche. Die Poreninnenrdume miissen dazu jedoch
geeignet funktionalisiert werden, was entweder mit Trialk-
oxysilanen, Lewis-Sduren oder Grignard-Verbindungen zur
Kniipfung von Si-C-Bindungen realisiert werden kann.['$2-184]
Die Reflexionsinterferenzspektroskopie liefert wie die an-
deren Methoden auch sowohl kinetische als auch thermody-
namische Bindungsdaten und ist trotz ihrer geringen Emp-
findlichkeit in Konkurrenz zu herkommlichen ELISA-Tech-
niken zu sehen. Ein hohes Anwendungspotential weist sie im
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Bereich der Pharmaforschung z. B. zum Nachweis von Wirk-
stoffen auf, wobei der Vorteil dieser Methode sicher nicht in
der Empfindlichkeit, sondern in der Moglichkeit des auto-
matisierten Durchsatzes von Analysen liegt.

5. Vergleich der Einsatzbereiche von
Quarzmikrowaage und optischen Methoden

Ein detaillierter Vergleich der QCM- und der SPR-
Methode wurde bereits 1995 von KoéBlinger et al.'% verof-
fentlicht. In diesem Beitrag wurde ein Aufbau beschrieben,
mit dem an einer Probe sowohl QCM- als auch SPR-
Messungen durchgefithrt werden konnen. Als Ergebnis
stellten die Autoren fest, dass hinsichtlich Empfindlichkeit
und Kreuzreaktivitidt kein wesentlicher Unterschied zwischen
beiden Techniken besteht. Beide Messverfahren sind bestens
zur Online-Bestimmung von chemischen und biologischen
Analyten geeignet und kommen dabei ohne chemische
Modifikation des Analyten mit Markermolekiilen (Fluores-
zenzmarkern, Isotopen etc.) aus. Die grundsitzlich unter-
schiedlichen Messprinzipien (Massendichte bei der QCM und
dielektrische Konstante bei der SPR) ergeben dabei zwangs-
laufig verschiedene Limitierungen hinsichtlich Empfindlich-
keit, Signal-Rausch-Verhiltnis, Messgenauigkeit, Reprodu-
zierbarkeit der Messung, Regenerierung der Sensoroberfli-
che, Eignung fiir unterschiedliche komplexe Analytsysteme,
Handhabbarkeit und Preis-Leistungs-Verhiltnis.

Bei den SPR-Wandlern wird der Metallfilm auf Glastragern
oder Siliciumchips aufgebracht, die fiir Laser im sichtbaren
Bereich bzw. im IR-Bereich transparent sind.['™ Als appara-
tive Komponenten konnen sowohl einfache Glasfasern, ATR-
Prismenkoppler (ATR = abgeschwiichte Totalreflexion), Git-
terkoppler oder integrierte Schichtsysteme als optische Wel-
lenleiter eingesetzt werden. Der Preis eines solchen Aufbaus
erreicht leicht das Doppelte des Preises einer QCM, welche
im Wesentlichen aus einem Frequenzzéhler, einem Netzteil
und einer preiswerten Oszillatorschaltung besteht. Die Uber-
sicht in Tabelle 7 zeigt typische Charakteristika der beiden
Messsysteme.

Der vergleichenden Betrachtung von KoBlinger et al.l'$]
zufolge sind beide Methoden fiir die Bioanalytik gleicher-

malBen geeignet. Affinitdtsmessungen lassen sich mit beiden
Versuchsanordnungen zufrieden stellend durchfiihren (Ab-
bildung 32).
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Abbildung 32. Anderung der Resonanzfrequenz (o) und des SPR-Win-
kels (@) bei unspezifischer Adsorption von Rinderserumalbumin an eine
Goldoberfliche.['$]

Der grof3e Vorteil der SPR gegeniiber der QCM liegt in der
geringen GroBe des Messfeldes (5 x 1072 mm? statt 5 mm? bei
der QCM) und der damit verbundenen hoheren Empfind-
lichkeit im Sinne von detektierbaren Teilchenzahlen auf der
effektiven Oberfliche (10~ Mol bei SPR und 10~'* Mol bei
der QCM). Dagegen eignet sich die Quarzmikrowaage auch
fiir die Bestimmung von Materialparametern wie der Visko-
elastizitdt von Polymerfilmen.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Die Quarzmikrowaage hat sich in den letzten Jahren von
einem reinen Massensensor in der Gasphase zu einem
vielseitigen Werkzeug der Chemo- und Bioanalytik entwi-
ckelt, welches nicht nur Informationen iiber Bindungsereig-
nisse an Oberflichen, sondern auch materialspezifische
GroBen, wie Elastizititsmodule, Oberfldchenladungszustin-
de und Viskositdten, liefert. Indirekt konnen aus den Mes-
sungen Konformationsdnderungen von Proteinen sowie der
Wassergehalt und die Nettoladung von Biomolekiilen ab-
geschitzt werden. Ein grofes Anwendungspotential liegt in
der Quantifizierung von Zelladhésionsprozessen und der
Bestimmung der viskoelastischen Eigenschaften von adhi-
renten Zellen. Es ist zu erwarten, dass sich TSM-Resonator-

Tabelle 7. Vergleich der Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR) mit der Quarzmikrowaage (QCM; 20-MHz-Quarz) anhand ausgewihlter

Eigenschaften.!'$]

QCM

SPR

Wellengleichung

Wellentyp

zentrale physikalische GroBe
Messgrofie
Materialparameter

Christoffel-Gleichung

elastische Scherwellen

mechanische Impedanz Z

Frequenz, Giite, Impedanz

Schichtdicke, Dichte, Viskositit, Oberfldchen-

Maxwell-Gleichungen
Oberfldachenplasmonen
Reflexionsgrad R

Winkel am Reflexionsminimum
Dielektrizititskonstante,

spannung, Viskoelastizitdt, Ionenstirke Schichtdicke
Eindringtiefe der Welle in Wasser 126 nm 150 nm (A = 1300 nm)
Empfindlichkeit gegeniiber Anderungen der Ionenstirke kann ausgeschlossen werden grof}
aktive Sensorfldche 5 mm? 0.005 mm?
Detektionsgrenze 10-Mol 10~ Mol
Schichtdickenempfindlichkeit/Proteinfilm 184 Hz nm™! 0.0263°nm™!
minimale signifikante Verdnderung der Messgrofle 20-25Hz 0.005°

minimal detektierbare Masse
Empfindlichkeitskalibrierung

30 ng auf 5 mm?
Elektrolyse

0.5-5 ng auf 5 x 1073 mm?
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Methoden in Zukunft zu einer echten Alternative zu kon-
ventiellen zellbiologischen Techniken, wie der Zellzihlung
und optischen Mikroskopietechniken zur Kontrolle von
Zellkulturen, entwickeln werden. Viele Wirkstoffe haben
einen direkten Einfluss auf das Adhédsionsverhalten von
Zellen, und die Quarzmikrowaage ist ein schnelles, hochauf-
losendes Verfahren, um Anderungen von Zell-Substrat-
Wechselwirkungen nachzuweisen — sei es die Verdnderung
der Zahl fokaler Kontakte oder des Abstandes der Zellen
vom Substrat. Auch die Moglichkeit, die Quarzmikro-
waage mit anderen Methoden zu kombinieren, wie z. B. mit
optischen (SPR) oder elektrochemischen Techniken, wird viel
zum Verstindnis von Grenzflichenprozessen in der Bio-
chemie, wie sie z.B. auf der Zelloberfliche ablaufen, bei-
tragen. So konnten bereits mit der Double-mode-Impedanz-
spektroskopie quasi-simultan Anderungen der Barriereeigen-
schaften von konfluenten Zellmonoschichten mit der Zell-
Substrat-Wechselwirkung zeitlich korreliert werden. In der
Elektrochemie wird die elektrochemische QCM (EQCM)
bereits standardméBig zur Kontrolle von Abscheidungen und
Korrosionsprozessen eingesetzt, wiahrend die Kombinationen
von Voltammetrie, Chronoamperometrie oder Impedanz-
analyse mit der QCM in der Bioanalytik bisher nur wenig
Verwendung fanden.

Kritisch betrachtet ist die Nachweisempfindlichkeit der
Quarzmikrowaage derzeit noch schlechter als die von opti-
schen Methoden wie der SPR oder der RIfS, was zum Teil an
der groBeren Sensoroberfldche liegt, zum Teil an der eigent-
lichen Empfindlichkeit. Zumeist ist die geringere Empfind-
lichkeit im Rahmen biologischer Fragestellungen nicht von
Bedeutung, da Gleichgewichtsthermodynamik- und kineti-
sche Daten aus Griinden der begrenzten Gefdf3groe nicht
jenseits von Konzentrationen im Pikomolbereich gewonnen
werden konnen. Eine stetige Substanzverarmung in der
Losung wire die Folge — dies gilt auch fiir die SPR, die zwar
mit einem deutlich kleineren Messfeld auskommt, bei der
aber die mit Adsorbaten bedeckte gesamte Sensoroberfliche
meist viel groBer ist. Der QCM sind natiirliche Grenzen fiir
eine Miniaturisierung gesetzt, die hinsichtlich einer ge-
wiinschten Automatisierung und geringer Losungsmengen
eine Rolle spielen. Die Stirke der piezoelektrischen Sensoren
liegt eindeutig in der groBen Informationsvielfalt und in der
zuverldssigen Bestimmung thermodynamischer und kineti-
scher Daten. Die Methode erlaubt die Verwendung nahezu
beliebiger Oberflichen, die von Metall- bis hin zu dielek-
trischen Oberflichen reichen. Benotigt man niedrige Nach-
weisgrenzen zur Spurenanalyse, so muss man auf piezoelek-
trische Sensoren mit hoherer Massenempfindlichkeit, wie die
APM- und FPW-Sensoren, zuriickgreifen; hier ist allerdings
noch einige Entwicklungsarbeit zu leisten.
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