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Du’nnschichttransistoren konnen als bioelektronische Bauelemente Aus dem Inhalt

genutzt werden, um solche Aufgaben auszufiihren wie Erkennung

oder Steuerung der Freisetzung biologischer Spezies sowie Um- 1 Einflihrung 12747
Wflndlung d?r elektrzsch.en Aktlwtat. von Zelle.n oder sogar Orga.nen 2. An die Oberfliche gebundene
wie des Gehirns. Organische Materialien sowie Graphen oder Zink- biologische
oxid werden als druckbare Halbleiterschicht eingesetzt, was zu leis- Erkennungselemente 12749
tungsfahigen kostengiinstigen bioelektronischen Sensoreinheiten fiih- tbore bioslektromisch
ren kann, die moglicherweise sehr niitzlich fiir Vor-Ort-Anwendungen % Z:';:mlz:zeszz:n':o"'sc ¢
sind. Von Interesse sind unter anderem die elektrolytgesteuerten Diinnschichttransistoren 12754
Transistoren, da sie aufgrund der hohen Kapazitit der Ladungsdop-
pelschichten als kapazititsmodulierte Bauelemente betrieben werden 4. Zusammenfassung und

Ausblick 12760

konnen. Speziell die Kapazitdit der Bioschicht, die in einer Reihe von
Kondensatoren geringer ist, beeinflusst den Ausgangsstrom des Bau-
elementes. Solch ein Phinomen ermaoglicht eine duflerst hohe Emp-
findlichkeit gegen sehr schwache Wechselwirkungen. Simtliche As-

pekte, die diese Vorginge bestimmen, werden besprochen.

1. Einfiihrung

Die Bioelektronik ist ein stark interdisziplindres For-
schungsgebiet, das darauf ausgerichtet ist, Schliisseltechno-
logien zur Untersuchung von biologischen Grenzflachen zu
entwickeln und den neuen Herausforderungen in den Bio-
wissenschaften zu begegnen.!! Gegenwiirtig umfasst es die
Entwicklung von Anwendungen im Bereich der Biosenso-
reinheiten® und in Bereichen, die mit der Entwicklung neuer
Instrumente zur Erforschung neuronaler Schnittstellen ver-
bunden sind.”! Untersuchungen in der Bioelektronik befassen
sich auBerdem sowohl mit der Herstellung neuer Gewebe!
als auch mit der Ausfiihrung von Systemen zur kontrollierten
Wirkstofffreisetzung.”!

Die Untersuchung der an den Vorgidngen beteiligten
Mechanismen wie jener, die die biochemischen Wechselwir-
kungen zwischen einem Erkennungselement (R), das in ein
elektronisches Bauelement integriert ist, und seinem Ligan-
den (L) bestimmen, spielt eine wichtige Rolle in der Bio-
elektronik.® Insofern ist die Untersuchung dazu, wie sich die
Wirksamkeit des Vorgangs der Bindung von L an R verén-
dert, wenn die zunidchst in einer Losung dispergierte biolo-
gische Spezies an eine Oberfliche gebunden wird, von ent-
scheidender Bedeutung; entsprechende Studien sind aber
sehr selten. Die gewonnenen Erkenntnisse konnen auch be-
deutsam sein fiir die Entwicklung extrem empfindlicher bio-
logischer und chemischer Sensoren.

Finige der bisher vorgeschlagenen bioelektronischen
Bauelemente werden mit kompatiblen Druckverfahren her-
gestellt, und ein derartiger Ansatz hat sich als niitzlich zur
Realisierung von Komponenten fiir Anwendungen wie Bio-
sensoren’*? erwiesen, die als Einwegbauelemente oder sogar
resorbierbare Bauelemente ausgefiihrt sein konnen.'! Die
bioelektronischen Systeme der letztgenannten Klasse konnen
implantiert werden und miissen schlieBlich nicht explantiert
werden, nachdem sie ihre Aufgabe erfiillt haben. Was die
Sensoren anbelangt, werden die digitale Qualitédt der analy-
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tischen elektronischen Reaktion und die zu erwartenden
extrem niedrigen Nachweisgrenzen die Moglichkeit eréffnen,
zuverldssige quantitative Analysen von Proteinen (und Bio-
markern allgemein) in Korperflissigkeiten wie Speichel oder
Tranen durchzufiihren. Hierbei sind die Biomarker in
femtomolarer (fm) oder geringerer Konzentration vorhanden.
SchlieBlich konnen markierungsfreie nichtinvasive Streifen-
tests konzipiert werden, die auf kostengiinstig gedruckten
bioelektronischen Sensoren beruhen. Dazu kann die organi-
sche Elektronik oder, ganz allgemein, die Druck-Biotechno-
logie, die bevorzugte Wahl bei der Herstellung solcher Bau-
elemente auf Kunststoffsubstraten” oder sogar Papiersub-
straten" sein. Interessanterweise kann selbst eine Bioschicht
durch Drucken aufgebracht werden."!! Es ist deshalb mog-
lich, wenn auch sehr schwierig, allein durch Drucken ein
vollstdndiges bioelektronisches Bauelement herzustellen.
Entsprechende elektronische Teststreifen wiren beziiglich
ihrer Herstellungskosten vergleichbar mit handelsiiblichen
Einwegtests, die jedoch hochstens halbquantitative Ergeb-
nisse liefern.

Die Verfiigbarkeit von kostengiinstigen elektronischen
Einwegteststreifen, die durch Drucken hergestellt werden
und eine Reaktion erbringen, deren analytische Qualitdt mit
der von Tischgerdten fiir die biochemische Analyse ver-
gleichbar ist, konnte die Vorgehensweise bei der Vor-Ort-
Testung grundlegend verdndern. So wird geschétzt, dass der
Weltmarkt fiir derartige Biosensoren bis 2020 iiber 15 Mrd.
Dollar erreichen wird, wobei ein Anteil von ca. 50 % auf Vor-
Ort-Anwendungen entfallen wird.!'"” Aus diesem Grund
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konzentriert sich dieser Aufsatz auf bioelektronische Mikro-
bauelemente, die auf in Loésung verarbeiteten organischen
Halbleitern, aber auch auf druckbaren Metalloxiden (z.B.
Zn0),!¥! Kohlenstoff-Nanorshren!'! und Graphenen™ ba-
sieren.

Mehrere Gruppen haben zu den Fortschritten auf dem
Gebiet der gedruckten Bioelektronik beigetragen und neue
Strukturen vorgeschlagen, in die eine biologische Erken-
nungsschicht oder funktionelle Elemente, die direkt an eine
der elektronischen Schrittstellen des TFT gekoppelt werden,
integriert werden. Die bisher vorgeschlagenen bioelektroni-
schen Systeme enthalten Ionenpumpen auf Basis organischer
Elektronik, die die elektronische Steuerung des Transports
von Tonen und Neurotransmittern,'” biomedizinischer Im-
plantatem] und auch elektronischer Membranen, die sich in
engem Kontakt mit biologischen Geweben befinden, ermog-
lichen.'® Diese Systeme basieren auf organischen oder
druckbaren bioelektronischen Transistorstrukturen (haupt-
sichlich TFTs!", aber auch Feldeffekttransistoren, FETs),?"!
wobei sie unterschiedliche Konfigurationen und Funktions-
prinzipien aufweisen. Wegen ihrer Bedeutung sollten unter
anderem elektrochemische Transistoren,!! elektrolytgesteu-
erte TFTs,"*?* ladungsmodulierte organische FETs! und
Strukturen mit Back-Gate" oder Strukturen mit Double-
Gate!®! angefiihrt werden.

Die angegebenen Bauelemente werden gewohnlich in
zwei Hauptkategorien unterteilt: Transistoren, die einen lo-
nenleiter enthalten, und Transistoren, bei denen ein Isolator
als Dielektrikum genutzt wird. Im Allgemeinen beruhen
elektrochemische und elektrolytgesteuerte Transistoren auf
einem fliissigen Elektrolyt als Dielektrikum, wihrend alle
anderen Strukturen einen festen Isolator enthalten. Die
Sensoren, die ein festes Dielektrikum und eine Back-Gate-
Konfiguration umfassen, weisen TFT-Strukturen auf. Typi-
scherweise kontaktieren die Source-Elektrode (S) und die
Drain-Elektrode (D) den druckbaren Halbleiter (PSC,
»printable semiconductor), wihrend die Gate-Elektrode
(G), tiber das feste Dielektrikum, kapazitiv gekoppelt an den
PSC-Elektronenkanal ist. Bei den beiden bioelektronischen
Back-Gate-Strukturen werden die biologischen Erken-
nungselemente entweder oben auf dem PSC integriert, wie in
dem in Abbildung 1a dargestellten Doppelschicht-Transis-
tor,?) oder unter dem PSC, wie in dem Transistor mit funk-
tioneller biologischer Zwischenschicht (FBI, ,,functional bio-
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Abbildung 1. Verschiedene Strukturen bioelektronischer Bauelemente
mit einer Bottom-Gate- oder Top-Gate-Elektrode sowie einem nichtlei-
tenden oder ionenleitenden Dielektrikum.

interlayer*) in Abbildung 1b.””! Es wurde demonstriert, dass
sich die Wechselwirkung des Affinitédtsliganden (L) mit den
integrierten Erkennungselementen (R) empfindlich und se-
lektiv auf die Leistungsmerkmale des Transistors auswirkt.
Tatsdchlich konnen mit diesen markierungsfreien Bauele-
menten Nachweisgrenzen bis hinunter zu Konzentrationen im
pM-Bereich erreicht werden, und die Reproduzierbarkeit der
Reaktionen zeigt sich bei Bestimmungen, die einige hun-
dertmal wiederholt wurden, durch eine relative Standardab-
weichung (RSD) von wenigen Prozent.”® Die Robustheit und
das Potenzial fiir Anwendungen dieser markierungsfreien
Methode in der Praxis wird auch durch Experimente de-
monstriert, mit denen gezeigt wird, dass in Meerwasser bis zu
10* Wiederholungsmessungen mit geringer RSD durchge-
fiihrt werden konnen.! Die ladungsmodulierten organischen
FETs, die einige Ahnlichkeiten mit der seit langem beste-
henden Klasse der ionenempfindlichen FETs (ISFETs)P"
aufweisen, haben in letzter Zeit zu einem leistungsfahigen
referenzlosen Wandler der elektrischen Aktivitit elektroge-
ner Zellen gefiithrt.® Auch elektrochemische Transistoren
sind auf besonderes Interesse fiir Chemosensor- und Bio-
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Chemistry and Biochemistry. Er war Koordi-
nator von mehreren Forschungsprojekten der
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mistry und Leiter des BS- und MS-Studien-
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verdffentlichte mehr als 100 Artikel in Peer-
Review-Zeitschriften und Biichern. Seine
Hauptforschungsaktivitiiten befassen sich
mit der Charakterisierung weicher Materie
mittels physikalisch-chemischer Verfahren,
der Biophysik von Proteinen und der Ent-
wicklung neuartiger Biosensoren.
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sensoranwendungen gestoffen, weil biokompatible und was-
serbestindige organische Halbleiter wie Poly(3,4-ethylendi-
oxythiophen):Poly(styrolsulfonat) (PEDOT:PSS) eingebun-
den werden konnen. Der Wirkmechanismus der elektroche-
mischen Transistoren basiert auf der Dotierung des organi-
schen Halbleiters?, und besonders interessant war kiirzlich
die Demonstration, dass mit dieser Bauelementklasse Hirn-
signale in vivo erfasst werden konnen.®!

Es gibt bereits eine Reihe von Ubersichtsartikeln zu
Doppelschicht-Sensoren mit Back-Gate®! und FBI-Senso-
ren’>*! sowie zu ISFETs™™" und elektrochemischen Transis-
toren als Sensoren,” wihrend fiir bioelektronische An-
wendungen eingesetzte elektrolytgesteuerte TFTs (EG-
TFTs) relativ wenig behandelt werden.’?*%] Dieser Aufsatz
wird sich weitgehend auf letztere Klasse beschrinken, ins-
besondere wird ein Uberblick zu den Bauelementstrukturen
gegeben, die in Abbildung 1¢ und Abbildung 1d skizziert
sind. Hierbei ist eine Top-Gate-Elektrode iiber einen Elek-
trolyt an einen PSC gekoppelt. Bei den Strukturen wird die
biologische Erkennungsschicht so integriert, dass sie entwe-
der auf die Gate-Elektrode oder auf die PSC-Oberfldche
aufgebracht wird. In beiden Fillen fungiert ein Ionenleiter als
Dielektrikum. Neben der Veranschaulichung des hohen
Leistungsniveaus, das beim Nachweis von Proteinen sowie
von kleinen und sogar neutralen Molekiilen erreicht werden
kann, erortern wir das grof3e Potenzial von EG-TFTs fiir die
Untersuchung einer Proteingrenzfldche, insbesondere wenn
ungeladene biologische Spezies beteiligt sind. Bevor auf die
Details einer bioelektronischen EG-TFT-Struktur und die
Funktionsmechanismen eingegangen wird, werden die Ei-
genschaften von an die Oberfldche gebundenen funktionellen
biologischen Erkennungselementen diskutiert.

2. An die Oberfliche gebundene biologische
Erkennungselemente

Je nach ihrer Beschaffenheit konnen Biomolekiile unter-
schiedliche biologische Vorginge ausfithren: Antikorper,
Tragerproteine und Nukleinsduren konnen als Elemente zur
molekularen Erkennung fungieren, molekulare Motoren
konnen mechanische Arbeit verrichten, wihrend Enzyme
oder Ribozyme an katalytischen Reaktionen beteiligt sind.
Bei derartigen Prozessen wird der mit natiirlichen Biomole-
kiilen erzielte Leistungsstand mit kiinstlich hergestellten
Biosystemen im Wesentlichen noch nicht erreicht. Bei bio-
elektronischen Systemen werden die eingebundenen Bio-
molekiile daher vorzugsweise in lebenden Zellen synthetisiert
oder aus biologischen Fliissigkeiten extrahiert. Die Biosys-
teme werden danach auf eine feste Oberfldche aufgebracht,
entweder in ihrer urspriinglichen Form oder nach chemischer
Modifizierung ad hoc, um eine biofunktionelle Grenzfldache
zu erzeugen, die die Ubertragung der biochemischen Infor-
mation vermitteln kann. Die Bindung von biologischen Spe-
zies an Oberfldachen ist auch von Bedeutung fiir Anwendun-
gen wie jene in der Biokatalyse,* in der biologischen Sa-
nierung®” und in molekularen Maschinen.” Die Fille des
enzymgekoppelten Immunadsorptionstests (ELISA)®! oder
von Verfahren der Oberflichenplasmonenresonanz (SPR)H!
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konnen als Beispiele fiir den Goldstandard beim Bioassay
herangezogen werden. Tatséchlich beruhen sie auf Biomole-
kiilen, die auf feste Oberflichen aufgebracht wurden, wie
Siliciumdioxid beim ELISA oder Gold bei SPR-Methoden,
wobei aufgezeigt wird, wie an der Oberfliche segregierte
biologische Spezies ihre Aktivitdt beibehalten konnen, was
zuverldssige Analysen mit hohem Durchsatz ermoglicht. Es
sollte noch erwidhnt werden, dass bei ELISA-Assays eine
Markierung erforderlich ist und SPR-Methoden durch eine
Markierung unterstiitzt werden miissen, um Nachweisgren-
zen unterhalb des nm-Bereiches routinemifig zu erreichen.

Aus grundlegender Sicht ist es interessant, dass die Pro-
zesse, die mit oberflichengebundenen Biomolekiilen in Zu-
sammenhang stehen und auf der Subnanometerskala ablau-
fen, mit einem Transducer in Mikrometergréf3e wirkungsvoll
aufgezeigt werden konnen. So kann die Bindung eines Li-
ganden an ein biologisches Erkennungselement solche Ef-
fekte hervorrufen wie Oberflichenverdringung, Anderung
des Kontaktwinkels oder elektrostatische Modifikation, die
mit markierungsfreien Methoden, wie den auf Mikroausle-
gern,!l Goniometern*?! oder Diinnschichttransistoren ba-
sierenden, untersucht werden kdnnen. Da diese Effekte die in
Losung auftretenden Effekte ergidnzen konnen, wird ein
besseres Verstdndnis des gesamten Prozesses erlangt. Bevor
die thermodynamischen Instrumente vorgestellt werden, mit
denen ein kompletteres Bild eines biologischen Prozesses, wie
er in Losung und an einer Oberfldche stattfindet, erhalten
werden kann, wird ein kurzer Uberblick iiber die wesentli-
chen Vorginge der Immobilisierung eines Proteins gegeben.

2.1. Verankerung biologischer Erkennungselemente auf einer
Oberfliiche

Die Einbindung von biologischen Erkennungselementen
wie Enzymen, Antikorpern, DNA oder ganzen Zellen in eine
Transducer-Grenzfliche ist ein entscheidender Schritt bei der
Herstellung vieler Bioelektronik- und Biosensorik-Plattfor-
men. Um hochempfindliche und hochselektive Transducer zu
erhalten, ist die wichtigste Voraussetzung, dass die Intaktheit
und Aktivitdt der Biomolekiile nach zweidimensionaler Fi-
xierung erhalten bleiben. Idealerweise miissen Biomolekiile
auf festen Oberfldchen mit hoher Dichte und kontrollierter
Ausrichtung immobilisiert werden, um eine gute Zuging-
lichkeit der aktiven Bindungsstellen fiir den Affinitétsligan-
den zu gewihrleisten. Es ist auerdem wichtig, die unspezi-
fische Adsorption einzuschrinken und die Stabilitdt zu er-
hohen. Verschiedene Immobilisierungsmethoden, die grof3-
tenteils auf physikalischer Adsorption, kovalenter Bindung
und bioaffiner Bindung basieren, wurden zur Verankerung
von Biomolekiilen genutzt, wobei ortsspezifische Verfahren
besondere Beachtung fanden. AuBerdem sollte der Ein-
fluss duBerer Parameter wie Temperatur, Ionenstirke und
pH-Wert wéhrend der Herstellung und des Betriebs des
Bauelementes beriicksichtigt werden, weil sie die Konfor-
mation und die Stabilitit der gebundenen biologischen
Erkennungselemente direkt beeinflussen. Die am meisten
genutzten Immobilisierungsmethoden zur Einbindung von
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Abbildung 2. Methoden zur Immobilisierung von biologischen Erkennungsele-
menten auf festen Oberflichen. (a) Methoden der physikalischen Immobilisie-
rung. Biomolekiile werden an einer unbehandelten Oberfliche (a1) adsorbiert
oder, um eine héhere Dichte zu erzielen, an einer mit einer selbstorganisierenden
Monoschicht modifizierten Oberfliche (a2). Die Adsorption Schicht fiir Schicht
(a3) durch schrittweises Aufbringen biologischer Spezies mit entgegengesetzter
Ladung ist eine weitere Methode, um die Immobilisierung von Biomolekiilen auf
der Oberfliche zu steuern. (b) Unselektive kovalente Immmobilisierung von Bio-
molekiilen tber ihre funktionellen Gruppen. Biomolekiile kénnen kovalent auf
einer festen Oberfliche verankert werden mittels: Reaktion zwischen Carboxyl-
gruppen auf der Oberfliche und Aminogruppen der Lysinreste der Biomolekiile
nach Aktivierung der Carboxylfunktionen durch Reaktion mit Carbodiimidhydro-
chlorid (EDC)oder N-Hydroxysuccinimid (NHS) (b1); Reaktion zwischen Epoxi-
den auf der Oberflache und nucleophilen Gruppen wie Amino- oder Thiolgruppen
der Biomolekiile (b2); Reaktion zwischen Maleinimidgruppen auf der Oberflache
und Thiolgruppen der Cysteinresten der Biomolekiile (b3). (c) Bioaffinitéts-Immo-
bilisierung zur Ausrichtung von Biomolekiilen auf einer festen Oberflache. Bio-
tinylierte Biomolekiile kénnen durch eine auf die feste Oberfliche aufgebrachte
Streptavidin-Schicht leicht eingefangen werden (c1) und umgekehrt. Mit Protein A
oder Protein G beschichtete Oberflichen kénnen genutzt werden, um Antikérper-
molekiile tiber die Bindung mit ihrer Region des kristallisierbaren Fragments Fc
spezifisch auszurichten (c2). Biomolekiile kénnen mit einer geeigneten Markie-
rung modifiziert werden, die durch spezifische Molekiile auf der Oberflache selek-
tiv erkannt wird (c3).

feste Oberflache

feste Oberflache
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beiden Probleme haben Auswirkungen auf die
Langzeitstabilitdt des Bauelementes.

Alternativ konnen Biomolekiile stabil auf einer
festen Oberfliache verankert werden durch kovalente
Immobilisierung iiber die Bildung chemischer Bin-
dungen zwischen komplementidren funktionellen
Gruppen, die an den Biomolekiilen und auf der
festen Oberfldche vorhanden sind. Geeignete funk-
tionelle Gruppen sind Carboxyl-, Amin- und Thiol-
funktionen (Abbildung 2b).) Wihrend von Natur
aus entsprechende funktionelle Gruppen in der
Struktur der Biomolekiile vorhanden sind, miissen
chemische Linker in den festen Trager eingefiihrt
werden. Zu diesem Zweck koénnen Polymerfilme
oder selbstorganisierte Monoschichten (SAMs, ,,self-
assembled monolayers“) mit funktionellen Gruppen
genutzt werden. Die Molekiile in SAMs koénnen
Kopfgruppen wie Thiole und Disulfide und ver-
schiedene Schwanzgruppen (-COOH, -NH,, -CH,)
tragen, die durch Alkylketten unterschiedlicher
Lange voneinander getrennt sind. Die Kopfgruppe
ermoglicht selbst, oder nach chemischer Modifizie-
rung, eine Feinabstimmung der Oberflidcheneigen-
schaften wie Hydrophilie, Zytophilie, chemische
Bestidndigkeit und selektive Bindung von Biomole-
kiilen in bevorzugter Ausrichtung.””! Bei bioelek-
tronischen Anwendungen wurden Carboxylgruppen
als Verankerungsstellen auf der Oberfliche der
Halbleiter PAHT und Pentacen erzeugt, indem diinne
hydrophile Polymerschichten mit COOH-Gruppen
durch plasmagestiitzte chemische Abscheidung aus
der Gasphase aufgebracht wurden!®! Danach
konnen die Biomolekiile mittels Carbodiimid-
Chemie kovalent gebunden werden, wobei die
Aminogruppen der Biomolekiile Amidbindungen
mit den Carboxylgruppen auf der Polymeroberfldche
bilden. Es wurde gezeigt, dass ein fein abgestimmtes
Plasmaverfahren vernachlédssigbare Auswirkungen
auf die elektrische Leistung eines EG-TFT hat.’!
Ein anderer vorgeschlagener Ansatz beinhaltet das
chemische Maf3schneidern des organischen Halblei-

Biomolekiilen in TFT-Bauelemente sind in Abbildung 2
dargestellt.

Biomolekiile konnen iiber hydrophobe, elektrostatische
und/oder ionische Wechselwirkungen an einer festen Ober-
fliche adsorbiert werden.*! Dies lisst die physikalische Im-
mobilisierung (Abbildung 2a) zu einer einfachen Methode
werden, die besonders geeignet ist fiir das Aufbringen von
Proteinen auf verschiedene Oberflichen, darunter Materia-
lien auf Kohlenstoffbasis, Edelmetalle und Metalloxide.
Diese Methode wurde auch fiir die Immobilisierung von
DNA und Proteinen auf der Oberfldche organischer Halb-
leiter wie Pentacen, Poly(3-hexylthiophen-2,5-diyl (P3HT)
und PEDOT in TFT-Strukturen genutzt.*”! Der Hauptvorteil
der physikalischen Adsorption ist, dass weder zusitzliche
Kupplungsreagentien noch eine chemische Modifizierung der
Biomolekiile erforderlich sind. Den resultierenden Bio-
schichten mangelt es jedoch gewohnlich an Homogenitit, und
sie sind nur schwach an der Oberfliche verankert. Diese
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ters durch Anlagerung von Carboxyleinheiten an das Poly-
mergeriist. Ein Halbleiter auf Polythiophenbasis, der Carb-
oxylseitenketten aufwies, wurde zur kovalenten Verankerung
von DNA-Molekiilen in einer EG-TFT-Struktur verwen-
detP” Die Anwesenheit polarer Gruppen im gesamten
Halbleiter kann jedoch Auswirkungen auf die Ladungsdelo-
kalisierung und letztlich auf die elektrische Leistung des
Transistors haben. Mischungssysteme zeigten eine bessere
Leistung, wenn sie als elektrochemischer TFT betrieben
wurden.®!

Die Methoden der bioaffinen Bindung (Abbildung 2c)
bieten Vorteile gegeniiber anderen Immobilisierungsmetho-
den, da Biomolekiile prizise auf einer Oberfliche ausge-
richtet werden und in hoher Dichte angelagert werden
konnen.’” Von diesen ist das Streptavidin-Biotin- oder
Avidin-Biotin-System am weitesten verbreitet, um ausge-
richtete Biomolekiile auf unterschiedlichsten Oberflichen zu
immobilisieren. Speziell die starke nichtkovalente biologische
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Wechselwirkung zwischen Avidin oder Streptavidin und
Biotin (Dissoziationskonstante Kp=10""wm, fm) wird ge-
nutzt, um biotinylierte Molekiile an mit Avidin oder Strept-
avidin modifizierte Oberfldchen zu binden oder umgekehrt.
So wurden beispielsweise biotinylierte Phospholipidschich-
ten, die kovalent an hydrophile Polymerschichten gebunden
waren, die mit einem Plasmaverfahren auf die PSC-Oberfla-
che aus P3HT aufgebracht wurden, kiirzlich vorgeschlagen
zur Verankerung eines biotinylierten Antikorpers liber eine
Avidin- oder Streptavidin-Briicke in einem EG-TFT.’*! Wei-
terhin wurde auch ein Polythiophen-Copolymer mit biotiny-
lierten Seitenketten, die Avidin- oder Streptavidin-Molekiile
einfangen konnen, in EG-TFTs vorgeschlagen.” Vor kurzem
wurden gentechnisch verdnderte chimére Avidin-Molekiile
mit C-terminalen Cysteinresten direkt auf einer Goldober-
flaiche immobilisiert. Die gebildete Bioschicht hat eine hohere
Bindungskapazitat fiir biotinylierte Molekiile als auf der
gleichen Oberfliche verankertes Wildtyp-Avidin."

2.2. Bindungsisothermen von oberflichengebundenen
Biomolekiilen

Die Adsorption einer Spezies A an einer festen Oberfli-
che kann am einfachsten mit der Langmuir-Isotherme mo-
delliert werden.”® Dieses Modell beschreibt die Oberfliche
als Ensemble fester und voneinander unabhéngiger Adsorp-
tionsstellen, die entweder unbesetzt sein konnen (S) oder
besetzt durch das adsorbierte Molekiil (Ad). In Abbildung 3a

(a) o S = freies Zentrum
o

Vi o N
VT . T T ' A
(ZRZEYF 7 AZ 7777

v v

Ad = besetztes Zentrum

(b) a7 x
R-L)= R-L-Kdmple& ‘ y L = freier Ligand

Ko
R+L2RL

R = Erkennungselement

Abbildung 3. (a) Vorgang der Adsorption eines Molekiils an einer
Oberfliche. (b) Bindungsvorgang in Lésung.

ist ein derartiges System zusammen mit der Gleichgewichts-
reaktion der Adsorption dargestellt. Die Adsorptionsiso-
therme setzt den Anteil 6 der Stellen, die durch die adsor-
bierten Molekiile besetzt sind, wobei 6= Ad/(S+ Ad), in
Beziehung zur Konzentration von A im Gleichgewicht, [A]..
K, ist die Langmuir-Konstante, d.h. die Gleichgewichtskon-
stante fiir den Adsorptionsvorgang [Gleichung (1a)].
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Eine sehr einfache Gleichung wird erhalten bei Betrachtung
der Bindung eines Liganden L an ein biologisches Erken-
nungselement R, die dispergiert in Losung den Komplex R-L
bilden, wie in Abbildung 3b dargestellt. Zur Vereinfachung
wird nur eine Bindungsstelle pro Erkennungselement ange-
nommen [Gleichung (1b)].

(L

0=
KD+[L}6

(1b)

In diesem Fall ist die Gleichung einer Bindungsisotherme fiir
voneinander unabhingige Stellen, wobei 6 der Anteil der
besetzten Bindungsstellen ist, d.h. 6 =R-L/[R 4+ (R-L)]. [L].
gibt die Gleichgewichtskonzentration des Liganden L an,
wihrend K, die Dissoziationskonstante ist, d. h. der reziproke
Wert der Gleichgewichtskonstante des Bindungsvorgangs.
Trotz der formalen Ahnlichkeit von Gleichung (1a) und (1b)
stellen K, und K, ' unterschiedliche physikalische GroBen
dar. Die Dissoziationskonstante Ky, ist definiert als Verhiltnis
der Aktivitdten der beteiligten Spezies in Losung — R, L und
Komplex R-L. Bei geniigend hoher Verdiinnung kann K
durch [R][L]/[R-L] angenidhert werden. Das entspricht der
Aussage, dass der Standardzustand aller Spezies in Losung
nach dem Henryschen Gesetz gewéhlt wird. Die Langmuir-
Konstante ist verkniipft mit der Aktivitdt von Spezies, wie S
und Ad, die an eine Oberflache gebunden sind. Selbst bei sehr
geringer Konzentration an A (unendliche Verdiinnung) kann
K, nicht angendhert werden, wenn nur die Losungskonzen-
trationen einbezogen werden. Deshalb sollte zumindest die
Oberflidchendichte der Adsorptionsstellen herangezogen
werden.

Die Zahlenwerte von K, oder K; ' konnen bestimmt
werden durch Messen von 6 (oder einer GroBe, die propor-
tional zu 6 ist) als Funktion der Gleichgewichtskonzentration
von A, [A],, oder von L, [L],, und Einsetzen der Werte in die
Gleichung (1a) bzw. (1b). Die ausgewihlte Groenordnung
der Konzentrationen legt implizit die MaBeinheiten fiir K
oder K, ! fest. Falls nur die Anfangskonzentration, [A], oder
[L]o, bekannt ist, muss die Menge der gebundenen Molekiile
ausdriicklich beriicksichtigt werden. Im Fall einer Liganden-
bindung in Losung entspricht die Gleichgewichtskonzentra-
tion des Liganden [L],=[L],—6([R-L]+[R]), was in Glei-
chung (1b) zu einer quadratischen Losung fiir 6 fiithrt. Im Fall
des Adsorptionsvorgangs muss eine analoge Beziehung for-
muliert werden, wobei beriicksichtigt wird, dass die Ober-
flichendichte der unbesetzten Bindungsstellen (S) und der
besetzten Bindungsstellen (Ad) den Vorgang steuert. Ein
interessantes Beispiel fiir diesen Ansatz ist in Lit. [27b] an-
gefiihrt.

Ein reales Ensemble biologischer Erkennungselemente
kann im Allgemeinen als homogenes System beschrieben
werden, weil die Unterschiede der Affinitdtskonstanten der
Molekiile R gewohnlich vernachldssigbar sind. Insofern lie-
fert Gleichung (1b) normalerweise eine geeignete Beschrei-
bung des Bindungsvorgangs bei einzelnen sowie voneinander
unabhingigen Bindungsstellen. Die Adsorptionsstellen einer
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realen festen Oberfldche sind hingegen in der Regel durch
unterschiedliche Adsorptionsenergien und somit unter-
schiedliche Langmuir-Konstanten gekennzeichnet.

Fiir solch ein inhomogenes System wird die Isotherme der
Gesamtadsorption durch Integrieren der Gleichung (1b) iiber
alle K, -Werte erhalten.””) Wenn mehrere Bindungsstellen am
selben Erkennungselement vorliegen, kann ein anderes mit
Inhomogenitit verbundenes Phdnomen auftreten. Die Affi-
nitdt des Liganden zu einer Bindungsstelle, die durch einen
bestimmten K,-Wert gekennzeichnet ist, kann abhéngig sein
von der Besetzung der anderen Bindungsstellen, die am
selben biologischen Erkennungselement vorliegen. In solch
einem Fall wird die Bindung als kooperative Bindung be-
zeichnet. Bei positiver Kooperativitdt begiinstigt das Vor-
handensein besetzter Bindungsstellen die weitere Liganden-
bindung. Bei negativer Kooperativitét verringert die Bindung
an eine Stelle die Affinitdt der Liganden zu anderen Stellen.
Der Fall einer starken Kooperativitit wird durch das Modell
von Hill fiir einen Rezeptor mit m Bindungsstellen wieder-
gegeben.” Wenn eine stark kooperative Bindung vorliegt,
wird R jeweils genau m Liganden entsprechend dem folgen-
den Dissoziationsgleichgewicht binden oder freisetzen
[Gleichung (2a)]. Der Anteil der besetzten Bindungsstellen
kann durch Gleichung (2b) wiedergegeben werden:

R-L,=2R + mL (2a)
_ (L
0= %ot (T )

Das ist die Bindungsisotherme nach Hill, die breite An-
wendung zur Beschreibung der kooperativen Ligandenbin-
dung an biologische Makromolekiile findet. Bei m =1 wird
Gleichung (2b) zu Gleichung (1b), mit m >1 wird der Fall
einer positiven Kooperativitdt modelliert, wihrend m <1 auf
eine negative Kooperativitidt hindeutet. Da laterale Wech-
selwirkungen einen nicht vernachléssigbaren Einfluss auf die
Adsorption an festen Oberflichen haben konnen (positive
oder negative Rolle der adsorbierten Molekiile bei der Ad-
sorption weiterer Molekiile), sind auch Fille einer koopera-
tiven Adsorption an festen Oberflichen zu finden.””

2.3. Thermodynamische Umwandlungen, um Biomolekiile aus
der Lésung zur Oberfliche zu bringen

Ublicherweise sind keine thermodynamischen Studien zu
finden, mit denen die Eigenschaften eines Bindungsvorgangs,
der in Losung und auf einer Oberfldche stattfindet, korreliert
werden konnen. Solch ein Ansatz ermoglicht die Modellie-
rung der in einem bioelektronischen Bauelement ablaufen-
den Vorginge und die Gewinnung eines vollstdndigeren
Bildes eines bestimmten Bindungsvorgangs. Der Vergleich
zwischen den Bindungsgleichgewichten, die entweder mit an
eine Fest-fliissig-Grenzfldche gebundenen Spezies verbunden
sind oder in der gesamten Losung auftreten, kann unter Be-
riicksichtigung des in Abbildung 4 angegebenen thermody-
namischen Weges durchgefiihrt werden.
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Abbildung 4. Thermodynamische Beschreibung der Bindungsgleich-
gewichte fiir Spezies, die entweder an eine Fest-fliissig-Grenzfliche ge-
bunden sind oder frei in Lésung vorliegen.

Der Gesamtprozess beginnt mit einem in einer Losung
gelosten Liganden L, der an ein oberflichenimmobilisiertes
Erkennungselement R bindet (Stadium 1), wodurch sich ein
immobilisierter Komplex R-L bildet (Stadium 4). Die ent-
sprechende Anderung der freien Enthalpie AG®,, kann be-
ziiglich einer scheinbaren Dissoziationskonstante K, dar-
gestellt werden als AG®,;= R T'In(Kpg,y). Es ist zu beachten,
dass Kpg, genau die Bedeutung von K, " in Gleichung (1a)
hat. Der Prozess (1—4) kann in drei mogliche Schritte ge-
gliedert werden, wobei jeder Schritt durch eine Anderung der
molaren freien Standardenthalpie gekennzeichnet ist. Der
erste Schritt (1—2) beinhaltet die Freisetzung des an die
Oberfliche gebundenen Erkennungselementes R in die
Losung. Die mit diesem Stadium verbundene Anderung der
freien Enthalpie umfasst die zur Freisetzung von R benétigte
Arbeit, die der Oberfldchenarbeit A;,,,G(R), die zur Immo-
bilisierung von R erforderlich ist, entgegengesetzt ist. Solch
eine Arbeit wird von der zur Immobilisierung der Spezies R
angewendeten Methode abhingen, die Aspekte wie die
Oberflidchendichte oder die Ausrichtung von R bestimmen
wird. Daher werden im Folgenden Erkennungselemente, die
auf einer metallischen Gate-Elektrode (Abbildung 1c) oder
auf der Oberfliche eines druckbaren Halbleiters (Abbil-
dung 1d) verankert sind, von Interesse sein. AuBerdem soll
die Anderung des Gate-Potentials oder des elektrochemi-
schen Potentials der PSC-Elektronen, z.(R), betrachtet
werden. Damit konnen die Auswirkungen des Aufbringens
oder Entfernens der R-Schicht auf die Elektrostatik einer
gegebenen Oberfldache gebiihrend beriicksichtigt werden. Der
zweite Schritt (2—73) ist die Bindung von L an R in Losung
mit einer Anderung der freien Enthalpie AG°,=RT In-
(Kpso1), die eine Funktion der Dissoziationskonstante in
Losung ist. Den letzten Schritt (3—4) bildet die Immobili-
sierung des Komplexes R-L auf der Oberfliche der Gate-
Elektrode oder des PSC mit einer Anderung der freien Ent-
halpie, unter Einbeziehung der fiir die Immobilisierung des
Komplexes aufgewendeten Oberfldchenarbeit A;,,G(R-L)
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und der Anderung des Potentials der metallischen Gate-
Elektrode oder des elektrochemischen Potentials der PSC-
Elektronen, 7. (R — L).

Dem Schema in Abbildung 4 folgend, kann die molare
freie Standardenthalpie fiir die Oberflichenbindung der
biologischen Erkennungselemente, die auf einer Oberfldche
verankert sind, durch Gleichung (3) dargestellt werden.
4GS,

surf

+W=4G’, + AEx + W

 =A4Gy o 3)

Dabei setzt sich die zur Bindung aufgewendete Oberflé-
chenarbeit W zusammen aus einem nichtelektrostatischen
Term, W=A;;n G(R-L)—A;,nG(R), und einem elektrostati-
schen Term, AEp=7. (R —L) - (R). Der letztere ent-
spricht der Anderung des Potentials der Gate-Elektrode oder
des elektrochemischen Potentials der PSC-Elektronen, z.,
wenn die Oberflaichenbeschichtung mit dem Komplex R-L in
die Oberfldchenbeschichtung nur mit der R-Schicht iibergeht.
Dieser AE-Wert kann als Gegenstiick der molaren freien
Enthalpie berechnet werden und steht in Zusammenhang mit
der Verschiebung der Schwellenspannung (V) des TFT,
sodass AEgp=—-nFAVy Zu beachten ist, dass die letztge-
nannte Gleichung gilt, wenn keine Nettoladungen an der R-
L-Wechselwirkung beteiligt sind, und wenn ein fallenfreier
TFT vorliegt. V; (genau definiert im nichsten Abschnitt) ist
verantwortlich fiir das aufgebaute elektrostatische Potential
an der biologischen Grenzfliache. AV wird als Differenz der
Vi-Werte interpretiert, die gemessen werden bei einer Lig-
andenkonzentration Null (keine besetzten Bindungsstellen)
und bei Sittigung (alle Bindungsstellen besetzt), F ist eine
molare Grof3e, somit ist AEg der elektrostatische Beitrag zur
molaren freien Enthalpie der Bildung des Komplexes R-L.

Interessant ist auch die Anwendung der Kelvin-Sonden-
Kraftmikroskopie ohne physikalischen Kontakt zwischen der
Sondenspitze und dem zu untersuchenden System mit einer
Auflosung im Nanobereich. Bei diesen Messungen werden
weitreichende elektrostatische Wechselwirkungen zwischen
der Rastersonde und der Probe ausgenutzt,[ﬁoal und die Mes-
sungen wurden vor allem zur Untersuchung von geladenen
Spezies erfolgreich angewendet.[®<!

Die Bindungsenthalpie in Losung AG®, =R T1n(Kp,)
ist definiert als Differenz der freien Standardenthalpien des
Komplexes R-L und der Reaktionspartner R und L. Der
Term AG®,, entspricht der Anderung der freien Enthalpie
zwischen Stadium 4 und 1 und stellt eine elektrochemische
Energie dar, da er auch eine elektrostatische Komponente
enthilt. Die mit der Bindung von R-L verbundene Gesamt-
oberflichenarbeit W umfasst die Anderung der physikalisch-
chemischen Oberflicheneigenschaften wie der Grenzfla-
chenspannung, dargestellt mit dem Term W, und des elek-
trochemischen Potentials der Elektronen, wiedergegeben mit
AER

GemiB Gleichung (3) kann die Oberflichenbindungs-
energie AG°, in den Term AG°,, der die molekulare
Wechselwirkungsenergie beriicksichtigt, und den Term W,
der den Beitrag der Oberfldchenarbeit beriicksichtigt, auf-
geteilt werden. Wichtig ist, dass der Term der molekularen
Wechselwirkungsenergie die Energie zur Erkennung von R-L
in Losung ist. Der Beitrag der Oberfldchenarbeit stellt die
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Arbeit dar, die zum Aufnehmen des Liganden in das Erken-
nungselement, das an eine Oberfliche gebunden ist, aufge-
wendet wird. Dieser Term umfasst sowohl die Konforma-
tionsinderungen als auch die Anderung der Energie der
Gate-Elektrode oder der elektrochemischen Energie des
PSC, und Gleichung (3) kann auch als Gleichung (4) ge-
schrieben werden.

KD.surf W
T — eRT
KD.sol

)

Diese Gleichung zeigt, dass die in Losung beobachtete
Affinitdt nur dann der bei immobilisierten Rezeptoren fest-
gestellten Affinitit entspricht, wenn die Oberflichenarbeit W
Null ist, d.h. wenn die mit der Immobilisierung des freien
Erkennungselementes R bzw. des Komplexes R-L verbun-
dene Arbeit jeweils den gleichen Wert besitzt. Im allgemei-
neren Fall einer nicht vernachldssigbaren Netto-Oberfla-
chenarbeit wird dieser Term die Affinitdt des Liganden zum
immobilisierten biologischen Erkennungselement exponen-
tiell beeinflussen.

Ein ziemlich eindrucksvolles Beispiel, das die entschei-
dende Rolle veranschaulicht, die die Oberflichenarbeit
spielen kann, wird fiir die Hybridisierung von auf einer festen
Oberfliche verankerten DNA-Einzelstrdngen angefiihrt.
Dazu sind viele Daten verfiigbar, da das eine haufig genutzte
Erkennungsreaktion in vielen Biosensor-Mikroarrays ist,
darunter ELISA- und SPR-Mikroarrays. Die Gleichge-
wichtskonstanten der in Losung und auf einer Oberfldche
stattfindenden DNA-Hybridisierung (bei gleichen DNA-Se-
quenzen und unter den gleichen Versuchsbedingungen)
wurden systematisch verglichen, wie in Abbildung 5 wieder-

1x 101 A AL T R o
KD, surf > KD, sol N
1 %1010 ! 4
1
!
W 1x109 ’ -
5 :D - |
wn 1
d ]
v 1x108- g - -
I
-/ r o .
1x1074 50 B
’I
1
1x106{ / 'g® i
1
S/ = KD, surf <KD, sol
B 4 — S I
10 1x10M1 1x 1021 1x 1031
KD, sol

Abbildung 5. Vergleich der Gleichgewichtskonstanten fiir die DNA-Hy-
bridisierung auf einer festen Oberfliche (Kp ) und in Lésung (Kp ).
Nach Lit. [60], Abdruck mit Genehmigung. Copyright 2005 Elsevier Ltd.

gegeben. Die gestrichelte Linie zeigt die Voraussage fiir
Kpsot = Kpsur- Diese Bedingung wird offensichtlich nie erfiillt,
stattdessen sind die Messwerte weit gestreut. Die Gleichge-
wichtskonstante der Hybridisierung auf der Oberflidche
andert sich um fiinf Zehnerpotenzen, wihrend sich die
Gleichgewichtskonstante der Hybridisierung in Losung tiber
mehr als 30 Zehnerpotenzen erstreckt. Die Versuchsdaten
wurden unter systematischer Verdnderung des Salzgehaltes
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der Elektrolytlosung und der DNA-Sequenz erfasst. Letzt-
endlich wird ersichtlich, dass sich das Verhéltnis Kp, g,/ Kp ol
iber einen groflen Bereich von ca. 27 Zehnerpotenzen er-
streckt.®) GemiB Gleichung (4) sollte die Oberflichenarbeit
W die Erkldrung fiir solch ein Phiinomen liefern. Diese Hy-
pothese wurde spiter durch eine Messung des mechanischen
Beitrags zur mit der DNA-Hybridisierung verbundenen
Oberflachenarbeit mittels einer Mikroauslegeranordnung
tiberpriift.®? Es wurde gefunden, dass sich W wirklich zwi-
schen —90 kJmol™" und +75 kJmol™"' bewegen kann. Nach
Einsetzen dieser Werte in Gleichung (4) (unter Vernachlis-
sigung des elektrostatischen Beitrags, der mit einem Ausleger
nicht beurteilt werden kann) ergibt sich ein Verhaltnis Kp g,/
Kpso das von 107'% bis 10" reicht. Damit erstreckt sich
dieses Verhiltnis tiber 29 Zehnerpotenzen, was sehr nahe an
den Messwerten liegt, die durch direkten Vergleich der Dis-
soziationskonstanten ermittelt wurden.

3. Druckbare bioelektronische elektrolytgesteuerte
Diinnschichttransistoren

Die erste Demonstration, dass ein Elektrolyt eingesetzt
werden konnte, um das Oberflichenpotential eines Halblei-
ters einzustellen, kann bis zu den Anfangen der Transistoren
bei Bell Laboratories zuriickverfolgt werden.[” Heute ar-
beiten viele Gruppen an EG-TFTs, bei denen druckbare
Halbleiter als aktive Schicht genutzt werden."%! Wie bereits
einfiihrend erldutert, umfasst die Struktur eines EG-TFT
einen Source- und einen Drain-Anschluss, die auf ein Substrat
begrenzt sind und mit einem Halbleiter, der gewohnlich mit
kompatiblen Druckverfahren aufgebracht wird, bedeckt sind.
Ein Tropfen reinen Wassers oder eines Elektrolyten wird auf
die Oberfldache des Halbleiters aufgegeben. Die PSC-Ober-
fliche kann durch geeignete Behandlungen hydrophobiert
werden, wenn der Oberflichenkontaktwinkel zu klein ist und/
oder der Halbleiter wasserloslich ist, wie ZnO. In diesem Fall
wurde eine Behandlung mit Hexamethyldisilazan vorge-
schlagen.® Der elektrische Kontakt zur Gate-Elektrode wird
durch ein Metallplittchen (meistens aus Gold), das sich oben
auf dem Elektrolyt befindet, hergestellt. Ein TFT vom p-Typ
wird durch Anlegen einer negativen Vorspannung an den
Drain-Anschluss (Vpg) bzw. den Gate-Anschluss (V) be-
trieben, wiahrend der Source-Anschluss geerdet wird (Abbil-
dung 6a). Nach Anlegen von V;; verteilen sich die Ionen des
Elektrolyten um, sodass die Kationen das unter einer nega-
tiven Vorspannung stehende Gate-Plittchen belegen, wih-
rend sich die Anionen auf der Halbleiteroberfldche anord-
nen. Aufgrund der Selbstdissoziation kann auch reines
Wasser als lonenleiter fungieren. Schlieflich bilden sich La-
dungsdoppelschichten (CDLs, ,,charge double layers®) an der
Gate-Elektrolyt-Grenzflache und der Elektrolyt-Halbleiter-
Grenzflache, die in Abbildung 6a mit Ccp;; bzw. Cepy ., be-
zeichnet sind und Kapazititen bis zu 14.6 yFem ™2 in 0.1m
Kochsalzlosung aufweisen.*® Kapazititswerte bis zu einigen
hundert pFecm™ konnen mit ionischen Fliissigkeiten und
polymeren Elektrolyten wegen der viel hoheren Ionenkon-
zentrationen erzielt werden.” Die beiden CDL-Kondensa-
toren in Reihe, die in Abbildung 6a angegeben sind, bilden
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Abbildung 6. (a) Elektrolytgesteuerter TFT und Schaubild der Kapazita-
ten der elektrischen Doppelschichten, die das leitende Dielektrikum
bilden. (b) Bioelektronischer EG-TFT und Schaubilder der Kapazititen,
die das Ansteuerungssystem des Bauelementes bilden, sowie der tiber
den Elektrolyt auftretenden Spannungsabfille.

das EG-TFT-Ansteuerungssystem, da die Kapazitdtskopp-
lung zwischen den CDLs und dem Halbleiter einen zweidi-
mensionalen (2D) Kanal freier Ladungen im Halbleiter er-
zeugt.™! Diese Ladungen werden injiziert und kénnen unter
der angelegten Vorspannung Vg driften. Wird jedoch Vg
angelegt, werden die Bedingungen der zweidimensionalen
Anreicherung freier Ladungen an der Halbleiter-Elektrolyt-
Grenzfliche eingestellt, aber der jeweilige Drain-Source-
Strom (Ips) im Halbleiterstrom beginnt nicht zu flieBen (unter
einer bestimmten angelegten Vorspannung V), bis Vg gleich
der Schwellenspannung Vi des TFT ist. In einem fallenfreien
TFT ist V; die Vorspannung, die benotigt wird, um das auf-
gebaute Potential zu kompensieren, das durch das vorlie-
gende Ungleichgewicht zwischen den freien Elektronen des
Metalls der Gate-Elektrode und des Halbleiters (z.) erzeugt
wird. Wenn V; gleich Vi ist, wird die Energiebarriere gesenkt
und, iiber V; hinaus, koénnen die weiter injizierten Ladungen
unter der angelegten Vorspannung Vg driften, durch den
Kanal mit einer bestimmten Feldeffektmobilitét (upgr), und
die Ausgangskennlinien des Transistors (Ips gegen Vi)
konnen gemessen werden. Die jeweils an den Gate-Anschluss
angelegte Vorspannung (abziiglich der Komponente Vi) legt
die Dichte der Ladungen fest, die im 2D-Kanal des Transis-
tors induziert werden, und somit auch die maximale Strom-
stirke Ins”” Wegen der sehr hohen Kapazitit des Elektro-
lyten im EG-TFT konnen die Strom-Spannung-Ausgangs-
kennlinien des Transistors, die den erwarteten linearen Ver-
lauf (bei geringerer Vorspannung V) oder Séttigungsverlauf
zeigen, gemessen werden, indem an das Bauelement eine
Vorspannung unter 1 V angelegt wird.

In Abbildung 6b ist eine bioelektronische Version des
EG-TFT dargestellt, neben der Reihe von Widerstinden, die
mit dem Ansteuerungssystem verbunden sind, und den
Spannungsabfillen tiber den Elektrolyt. Bei dieser Konfigu-
ration wird die Kapazitit pro Fldcheneinheit der an die Gate-
Elektrode gebundenen Bioschicht (Cyio) hinzugefiigt. Cgo
wird als planarer Kondensator modelliert mit C=gpe,d ',
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wobei g, die Permittivitit des Vakuums und ¢, die relative
Permittivitit ist, wiahrend d der Abstand zwischen den Kon-
densatorplatten ist. Unter der Annahme, dass ¢, =3, was ty-
pisch fiir ein Proteinsystem ist,*” und dass d die Hohe einer
Monoschicht aus Proteinen ist (ca. 4 nm fiir den Fall duft-
stoffbindender Proteine, die spéter erortert werden), wird fiir
Cpio €in Wert von 0.6 uF cm 2 errechnet.

Der im Séttigungsverlauf im 2D-Kanal flieBende Strom
Ips ergibt sich aus Gleichung (5), wobei C; die Kapazitit pro
Flacheneinheit des EG-TFT-Ansteuerungssystems ist, wih-
rend w die Breite des TFT-Kanals und / die Lénge des TFT-
Kanals ist.[*"]

w
Ins = Zci,uFET(VG - VT)Z (5)

Gleichung (5) beschreibt gut die experimentellen /-V-Kurven,
die mit einem EG-TFT gemessen werden. Ein typisches
Beispiel ist in Abbildung 7 angegeben.”! Hier werden die I-
V-Kurven des organischen Halbleiters o-Sexithiophen ge-

(b)

Vs=03bis- 0.6V 20}

Iyl 4s(@us)

o

o

%.0 -0.2 04 Y 0o 1 "0 120 180
Vps (V) Zeit (min)

Abbildung 7. (a) Ausgangskennlinien eines EG-TFT mit a-Hexylthio-
phen, der gesteuert wird durch einen wissrigen Elektrolyt mit phos-
phatgepufferter Kaliumsalzlésung. Die Gate-Spannung V¢ wurde zwi-
schen einer Ag/AgCl-Bezugselektrode und dem Source-Anschluss des
Transistors angelegt. (b) Erfassung des Drain-Stroms wihrend des
kontinuierlichen Wechsels zwischen dem An-Zustand (Vo= —0.6 V)
und dem Aus-Zustand (V;=0.3 V). Nach Lit. [70], Abdruck mit Geneh-
migung. Copyright 2011 AIP Publishing LLC.

zeigt, der gekoppelt ist mit einem wissrigen Elektrolyt (10
mM phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) auf Kaliumbasis,
mit KCI auf eine Ionenstirke von 50 mm eingestellt). Solch
ein EG-TFT-Bauelement wird von den Autoren als pH-
Sensor vorgeschlagen. Abbildung 7a verdeutlicht, dass die /-
V-Kurven von EG-TFTs durch Durchlaufen von Vg zwischen
0 Vund —0.6 V aufgrund der hohen Kapazitidt der CDLs, die
zu einer hohen Transkonduktanz der TFTs fiithren, gemessen
werden konnen. Dariiber hinaus zeigen die Kennlinien des
Bauelementes das typische Verhalten eines Feldeffektbau-
elementes, mit Sittigungsverlauf bei hoheren Drain-Source-
Spannungen, wie durch Gleichung (5) wiedergegeben. Wei-
terhin veranschaulicht Abbildung 7b, dass Ipg wéhrend des
kontinuierlichen Wechsels von Vi iiber mehr als 3h um
weniger als 10% zuriickging. Das ist ein iiberzeugender
Beweis, dass EG-TFT-Bauelemente auch ziemlich stabil sein
konnen. Es ist abzusehen, dass eine noch bessere Stabilitét
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erreicht werden kann, wenn anstelle einer kontinuierlichen
Vorspannung ein Pulsbetrieb genutzt wird.”!

AuBerdem wurde kiirzlich demonstriert, dass druckbare
EG-TFTs auch auf einem mehrlagig beschichteten Papier-
substrat realisiert und mit einem Elektrolyt auf Ionogelbasis
betrieben werden konnen. Derartige Ionogele wurden durch
Gelierung von Mikrocellulose-Diinnschichten mit der ioni-
schen Fliissigkeit 1-Ethyl-3-methylimidazoliummethylphos-
phonat hergestellt und erreichten Kapazititen von 5-
15 uFem 219 Interessanterweise wurden mit der TFT-
Struktur, die eine Spritzschicht aus ZnO enthielt (Abbil-
dung 8a), fiir uper Werte bis 75 cm*V-'s™! erzielt. Zudem
ermoglichten in Losung verarbeitete kolloidale ZnO-Nano-
stidbe, die mit Cellulose-lonogel-Schichten verbunden waren,
die Herstellung der ersten flexiblen Schaltkreise auf Papier,
die bei Biegeradien bis herab zu 1.1 mm funktionieren.
Uberdies ist ein ziemlich stabiler Betrieb nach 100-maligem
Biegen ersichtlich. Abbildung 8b und 8c zeigen Aufnahmen
des Bauelementes, auch unter Biegen, wihrend die Uber-
tragungskennlinien und Leistungsmerkmale des Bauelemen-
tes in Abbildung 8 d-f wiedergegeben sind.

3.1. Die Auswirkungen des Vorgangs der biologischen Erkennung
auf die Leistungsmerkmale von TFTs

Das Ansprechverhalten eines bioelektronischen TFT
kann durch Messung der Ubertragungskennlinie, d.h. der I;ys-
Vs-Kurve bei konstanter Spannung Vi, im Sdttigungsbereich,
bewertet werden. Gemif3 Gleichung (5) ist \/Ig linear be-
ziiglich (V;—Vr), wie in Abbildung 9 unten fiir verschiedene
bioelektronische TFT-Strukturen gezeigt.

Eine lineare Interpolation ermoglicht die einfache Ab-
leitung der Leistungsmerkmale: (C; - uggr) ist proportional
dem Anstieg der Kurve von /I5 gegen Vi, wihrend Vi der
Schnittpunkt mit der Abszisse (V) ist. In der Regel wird sich
upgr verandern, wenn der Transport im Halbleiter durch die
Bildung des Komplexes R-L beeinflusst wird, und wenn die
Komplexbildung Auswirkungen auf die Ansteuerungskapa-
zitdt hat, wird C; beeinflusst. Bei Auswirkungen auf die freien
Elektronen (7.) des Halbleiters oder des Metalls der Gate-
Elektrode verschiebt sich V5. Diese drei Vorgénge konnen
gleichzeitig stattfinden, interessant ist jedoch die Untersu-
chung der Fille, wo diese Effekte entkoppelt werden konnen,
wie aufgezeigt bei den in Abbildung 9 angegebenen Bauele-
mentstrukturen. Im Folgenden werden wir uns ausdriicklich
auf den Fall eines Biosensors zur Untersuchung der Bindung
eines Liganden an ein immobilisiertes Biomolekiil beziehen,
die gleichen Argumente gelten jedoch fiir ein Bauelement zur
Untersuchung der unspezifischen Adsorption eines Liganden
an einer festen Oberfliche (eines PSC oder einer Gate-
Elektrode).

Bei bioelektronischen TFTs ist C; das Resultat von min-
destens drei Kapazitdten in Reihe, wie in Abbildung 6b dar-
gestellt, deshalb kann geschrieben werden: 1/C;= (1/Ccpy1 +
1/Cgio + 1/Cepr,). Wenn eine der beitragenden Kapazitdten
viel geringer als die anderen ist, kann C; mit diesem Wert
angendhert werden. In dieser Hinsicht stellen die EG-TFTs
(Abbildung 9a) einen besonderen Fall dar. So ist die hochste
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steuerungssystem. Letzt-
endlich wird der Aus-
gangsstrom des EG-TFT
durch Cyp gesteuert
oder moduliert. Da sich
die dielektrischen Ei-
genschaften der R-

Seiten-Gate

ZnO-NRs

Cellulose-lonogel

Py Schicht nach Bindung
mehrlagig beschichtetes Papier e i L - L1 von L idndern werden,
kann der EG-TFT sehr
d) 10° AT . __empfindlich fiir feine
. flach =0. e T~ oy ] u " 5 : :
& e e Seel s = me ww {25 |7 - . . _; Vc?randerungen. sein, die
E 10° (r=1.1 mm) F | a u 3N> F | a : & . i mit Konformationsinde-
& nach auBen 06 § 03l . b g O rungen verkniipft sind,
£ 407 (F=8i0/mim) A, 25 o ° e —=| & sclbst wenn keine Netto-
9 044 © . a—o=| = 02 ¢ o o {4 = ladungen beteiligt sind.
e g® "V, ®e o < "V, ™1 < Gleichzeitig wird die
3 10 0.2 %1 : oa E
3 14 i S8 B 1? £ Mobilitit des Halbleiters
10° 0.0 8 st 0.0 Hsat unverindert bleiben
- 0 1 2 mRrEsseBdl ~ 0 20 40 60 80 100 (insbesondere fiir den
Gate-Spannung (V) Biegeradius (mm), nach innen Biegeprozesse Fall. dass die Bioschicht
Abbildung 8. (a) Schematische Darstellung eines elektrolytgesteuerten TFT mit ZnO-Nanostdben und einer seitli-  auf die Gate-Elektrode

chen Gate-Elektrode auf mehrlagig beschichtetem Papier mit Cellulose-lonogel-Schichten. Einschub: SEM-Aufnah-  aufgebracht wird), wih-
me von 14 nm langen ZnO-Nanostiben auf Papier. (b) Aufnahme eines TFT mit ZnO-Nanostiben auf mehrlagig
beschichtetem Papier mit lonogel-Schichten vor dem Biegen und (c) wihrend des Biegens nach innen mit einem
Biegeradius von 1.1 mm. (d) Ubertragungskennlinien vor dem Biegen und wihrend des Biegens nach innen

(1.1 mm Radius) bzw. nach auflen (8.9 mm Radius) bei V,3=0.2 V. (e) Schwellenspannung und Elektronen-Feld-
effektmobilitit im linearen Bereich und im Sittigungsbereich gegen den Biegeradius. (f) Schwellenspannung und ~ Sam tibertragen kann.

rend Vi die elektrostati-
sche Komponente der R-
L-Wechselwirkung wirk-

Elektronen-Feldeffektmobilitat im linearen Bereich und im Sattigungsbereich gegen die Zahl der Biegeprozesse Interessant ist der
(Biegen von der ebenen Fliche bis zu einem Biegeradius von 1.1 mm — jeweils fiir einen ionogelgesteuerten TFT Vergleich mit einem
mit ZnO-Nanostiben auf mehrlagig beschichtetem Papiersubstrat in einer Stickstoffatmosphire). Nach Lit. [10], FBI-Transistor mit

Abdruck mit Genehmigung. Copyright 2013 Wiley-VCH, Weinheim. Bottom-Gate-Elektrode

und mit einem ISFET. In
einem FBI-Transistor

@ %& (Abbildung 9b) liefert das typischerweise vorhande-

- Elekirolyt ne, mehrere hundert nm dicke, nichtleitende Dielek-

trikum aus SiO, (Kapazitit in der Groenordnung von
ElexblesSubstrat nFcm ?) den mit Abstand geringsten Beitrag zu der
Kapazitiatsreihe. Deshalb wird in diesem Fall das

urer konstant C; konstant urer und C; konstant Bauelement durch die Kapazitidt des nichtleitenden
Dielektrikums, die sich nach Bindung nicht verdandern

JIos Cio Ips Hremy Vlbs wird, angesteuert. Demzufolge wird in FBI-Transis-
/ toren, aufgrund der unmittelbaren Ndhe der Bio-

‘ Hrer schicht und des 2D-Halbleiterkanals, uper durch den

IV* Vt |Va|> lVJ’ V'; A > IV* V¢ |Va|> Bindu}lgWorgang bee.inﬂusst, wiihrenc? di.e Kapazitit

0 To V1 To VT unverdandert bleibt. Diese Anordnung ist ideal, um zu

Abbildung 9. Ubertragungskennlinien unterschiedlicher bioelektronischer TFTs unt.ersuchen, wie sich die .Veréinderu.ngen der. Bio-
vor und nach einem Bindungsvorgang. (a) Bei einem EG-TFT wird das Bauele- schicht auf den Transport im Halbleiter auswirken,
ment durch die Kapazitit der Bioschicht moduliert. (b) Bei einem FBI-Transistor ~ wéhrend die Spannung V7, gemél ihrem Charakter,
ist die Ansteuerungskapazitit konstant, wihrend sich sowohl uger als auch Vi die elektrostatische Komponente der Wechselwirkung
verdndern. (c) Bei einem ISFET verdndert sich nur Vx. iibertragen wird. Auch in einem ISFET (Abbil-

dung 9c¢) dominiert die geringe Kapazitit des als Di-

elektrikum eingesetzten Oxids in der Kapazititsreihe.
Kapazitit der Reihe die Kapazitidt der Helmholtz-Doppel-  In diesem MOSFET wird die Gate-Elektrode mit der Bio-
schicht an der Gate-Elektrolyt-Grenzfliche (Ccp4), die et-  schicht modifiziert, und nach Wechselwirkung mit einem Li-
liche pFcm™ erreichen kann, wihrend Cgo ca. 0.5- ganden wird sich weder uppr noch C; verindern — Ersteres
0.6 uFem 2 betragen kann und die Kapazitit der Doppel-  wegen des fehlenden Kontaktes zwischen der Bioschicht und
schicht an der Elektrolyt-PSC-Grenzfliche (Ccp,) wenige  dem Halbleiter, Letzteres aufgrund der geringen Kapazitit
pFem? betrigt.™! Somit kommt von der Schicht der Bio-  der inerten Oxidschicht. In diesem Fall wird nur eine Ver-
molekiile der geringste kapazitive Beitrag zum TFT-An-  schiebung von Vi gemessen als Auswirkung der Verdnderung
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der Gate-Elektronen .. Das ist der Grund dafiir, warum
ISFETs, aber auch ladungsmodulierte Transistoren in der
Regel nur fiir den Nachweis von geladenen Spezies eingesetzt
werden.

Die relative Schwankung des Stroms /g im Sittigungs-
bereich (AI/l) ist ein stabiler Parameter, der als Reaktion
bioelektronischer TFTs genommen werden kann, weil sie
Schwankungen von Bauelement zu Bauelement normalisiert,
was dazu beitrédgt, eine hohere Reproduzierbarkeit des An-
sprechverhaltens zu erreichen. Mit Al/I koénnen die von ver-
schiedenen Leistungsmerkmalen stammenden Beitrige ge-
trennt werden, wenn Terme zweiter Ordnung vernachléssigt
werden. Unter dieser Voraussetzung gilt Al/l=[Auggr/
Urer—2 Vi/(Vg—Vy)] fiir das FBI-Bauelement, wiahrend Al/
I~ [AC/C; -2 AV/(V5—V7)] bei einem EG-TFT gilt, wobei
C; durch die Kapazitit der Bioschicht bestimmt wird. Die
vollstindige Formulierung fiir den EG-TFT =zeigt Glei-
chung (6).
Al ACqgp

— = 2
I Cosp

AV,
(Vo = Vi)

AComp AV

-2
Cope (V6 — V1)

(6)

Wenn V<V und AV < Vi, dann wird Gleichung (6) zu:
AIll =~ AC/C;. Damit wird aufgezeigt, dass ein EG-TFT tat-
sdchlich als kapazititsmodulierter Transistor betrieben
werden kann, der besonders geeignet sein kann fiir die Un-
tersuchung der Wechselwirkungen zwischen biologischen
Spezies, die keine Nettoladung tragen. Auflerdem kann der
Ausgangsstrom des EG-TFT durch die Anderung der Kapa-
zitdit der Bioschicht moduliert werden, und erstaunlicher-
weise wiirde der EG-TFT besser funktionieren, wenn die
Kapazititsanderungen gering sind. Deshalb verringern sich in
einem iber die Kaparzitit der Bioschicht modulierten TFT
alle Kapazititen, die in Reihe mit der Kapazitdt der Bio-
schicht sind, und werden immer weniger wirksam, da die
Kapazitit der Bioschicht und ihre Anderungen immer kleiner
werden. Dies gilt unter der Voraussetzung, dass parallele
parasitdare Kapazitédten gering gehalten werden. Das kann als
,umgekehrter Ansatz in der Biodetektion betrachtet
werden, der fiir eine Erfassung extrem niedriger Konzentra-
tionen ideal sein kann. Gleichzeitig wird eine thermodyna-
mische Untersuchung die Anderungen der freien Enthalpie
zuganglich machen, was eine ganzheitliche Herangehens-
weise bei der Untersuchung der Bindungseigenschaften von
Grenzfldchenproteinen ermdglicht. Der Fall von an die Gate-
Elektrode gebundenen duftstoffbindenden Proteinen, die mit
den Enantiomeren der Carvon-Duftmolekiile wechselwirken,
ist ein interessantes Beispiel, das im folgenden Abschnitt er-
ortert wird.

3.2. Die Rolle der Kapazitiit bei den Mechanismen in
bioelektronischen elektrolytgesteuerten Transistoren

Die Gesamtreaktion in einem bioelektronischen Bauele-
ment spiegelt die besonderen energetischen Aspekte wider,
die mit einem Prozess verbunden sind, an dem an einer
Oberfldche adsorbierte Erkennungselemente beteiligt sind,
die einen Komplex mit einem Affinitdtsliganden bilden. Ein
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kiirzlich veroffentlichtes Beispiel® mit Geruchstoffe binden-
den Proteinen konnte die Komplexitdt dieses Zusammen-
spiels verdeutlichen. pOBPs (,,porcine odorant binding pro-
teins“) sind kleine Proteinmolekiile, die im Nasenschleim von
Wirbeltieren oder in Sensillen-Lymphe in den Antennen von
Insekten zu finden sind; sie besitzen eine einzige Bindungs-
stelle, um nichthydrophile Liganden aufzunehmen. Ihre
Bindungseigenschaften zeichnen sich durch eine breite Se-
lektivitiat gegeniiber einer Reihe von Geruchsstoffliganden
mit Dissoziationskonstanten im um-Bereich aus. Die pOBP-
Mutante F88W ergab in einem in Losung durchgefiihrten
Fluoreszenzassay mit konkurrierender Bindung Dissoziati-
onskonstanten Kpg," = 0.5 um und Kpg,~ = 1.2 um fir die
pOBP-Komplexe von (S)-(4)-Carvon bzw. (R)-(—)-Carvon);
es wurde auflerdem eingeschitzt, dass die Nachweisgrenzen
unterhalb des pm-Bereiches liegen. Die Modellierung der
Daten konnte mittels Gleichung (1a) vorgenommen werden,
wodurch ein nichtkooperativer Bindungsvorgang in Losung
fiir beide Enantiomere von Carvon nachgewiesen wurde. Der
gleiche Assay wurde unter Verwendung einer EG-TFT-
Konfiguration durchgefithrt. Wihrend pOBPs in reinem
Wasser schwach negativ geladen sind, weisen die Duftmole-
kiile (S)-(4)-Carvon und (R)-(—)-Carvon statt einer Netto-
ladung ein Dipolmoment auf. Dadurch kommen sie nicht in
die bevorzugte Auswahl fiir die Transistor-Detektion, da ge-
ladene Spezies zu einer grofleren Ausgangsantwort fiithren.
Wie im Folgenden gezeigt, bewirken jedoch in diesem Fall die
Kapazititsanderungen eine grofere Signalverdnderung, die
den differenziellen Nachweis chiraler Spezies im pMm-Bereich
ermoglicht.

In Abbildung 10a ist eine EG-TFT-Struktur unter Ein-
bindung der pOBP-Molekiile schematisch dargestellt. Als
PSC dient eine Schicht aus Poly[2,5-bis(3-tetradecylthiophen-
2-yl)thieno[3,2-b]thiophen] (PBTTT-C14) vom p-Typ, die auf
ein flexibles Substrat aufgebracht wird, wihrend der Elek-
trolyt Wasser ist. Das als Gate-Elektrode dienende Gold-
plattchen wurde mit einer sehr kompakten pOBP-SAM
funktionalisiert. Speziell wurden die Carboxylgruppen mit
einer Losung von 3-Mercaptopropionsdure auf die Elektro-
denoberflache gepfropft. AnschlieBend wurden die pOBPs
mittels Carbodiimid-Chemie kovalent an die Oberfldche ge-
bunden. Diese Gate-Elektrode wurde danach auf den Was-
sertropfen gelegt, der sich schon in Kontakt mit der Ober-
flache der Schicht aus PBTTT-C14 befand, und die in Ab-
bildung 10b gezeigten /-V-Kennlinien wurden aufgenommen.
Bei einem Spannungsdurchlauf von 0V bis —0.5 V wurden
fiir uppr Werte bis 1 107! ecm?V~'s™! erhalten.

Zur Untersuchung der pOBP-Carvon-Bindung wurde die
Abnahme des Ausgangsstroms des EG-TFT mit pOBP nach
Bindung von Carvon bewertet. Dazu wurden die Ubertra-
gungskennlinien (/pg gegen V) in Abwesenheit der Carvon-
Molekiile (Basislinie) und in Gegenwart der Carvon-Mole-
kiile (Signallinie) gemessen. Al/l = [(I-1,) I, '] wird bewertet,
indem 7 und [ als Ipg-Werte (bei Vi =—0.5 V) als Signalwert
bzw. Basislinienwert herangezogen werden. Die Kurven der
Bindung der Liganden (S)-(+)-Carvon und (R)-(—)-Carvon
an die pOBP-SAM in Form von AI/l gegen die Liganden-
konzentration sind in Abbildung 10c dargestellt. Die Wech-
selwirkung mit 2-Phenylethanol diente als negative Kontrolle.
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Abbildung 10. (a) EG-TFT auf Basis von PBTTT-C14 vom p-Typ. Ein
biofunktionalisiertes Goldplattchen liegt auf dem Wassertropfen, wo-
durch ein Kontakt mit diesem hergestellt wird, und fungiert als Gate-
Elektrode. (b) Die I-V-Kurven werden im Source-Modus gemessen,
wobei Vps von 0 und —0.5 V verindert wird. Die Gate-Vorspannung V
andert sich im gleichen Bereich in Schritten von —0.1 V. Die Messun-
gen wurden durch Durchlaufen der Drain-Spannung vor und zuriick
durchgefiihrt, um das Auftreten von Hysterese zu beurteilen. (c) Veran-
derungen der Kapazitat, abgeleitet aus dem gemessenen Source-Drain-
Strom nach Einwirkung der Liganden (R)-(—)-Carvon und (S)-
(+)-Carvon sowie 2-Phenylethanol in Konzentrationen von 1 bis

10° pm. Al/l ist die elektronische Reaktion bei einer vorgegebenen
Konzentration, und die relevante Dosis-Reaktion-Kurve wird durch Auf-
tragen dieser Messwertpunkte bei allen untersuchten Konzentrationen
als Mittelwerte von drei Wiederholungen an unterschiedlichen Bauele-
menten erhalten, wobei der relative Fehler als Standardabweichung ge-
nommen wird. Fiir weitere Informationen siehe Lit. [6].

Die Kurven des Ansprechens auf die Enantiomere von
Carvon unterscheiden sich bis herab zu Konzentrationen von
einigen pM, was zeigt, dass der differenzielle Nachweis chi-
raler Spezies mit einem EG-TFT bei extrem niedrigen Kon-
zentrationen gelingen kann. Die Anpassung der Kurve der
Bindung von (S)-(4)-Carvon (rote durchgezogene Linie in
Abbildung 10¢) wird mittels Langmuir-Isotherme [Glei-
chung (1a)] vorgenommen, wihrend die Kurve der Bindung
von (R)-(—)-Carvon (violette durchgezogene Linie in Abbil-
dung 10c) nur mit dem Bindungsmodell von Hill [Glei-
chung (1b)] modelliert werden konnte, das auch verwendet
wurde, um die entsprechenden Messwerte von 2-Phenyl-
ethanol (blaue Linie) zu modellieren. Die Anpassung der fiir
(8)-(+)-Carvon erhaltenen Messwerte an eine Langmuir-
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Isotherme der nichtkooperativen Bindung fiihrt zu einer
Dissoziationskonstante Kp " =0.8 nM bei einer Nachweis-
grenze von 50 pM, wihrend die Bestimmungsgrenze 150 pm
betrdagt. Die Parameter der besten Anpassung sind fiir (R)-
(—)-Carvon Kp gy =20nm und m=0.5 (m<1), die darauf
hindeuten, dass in diesem Fall eine antikooperative Bindung
erfolgt. Die Gleichung von Hill stimmt auch damit iiberein,
dass die Bindung von 2-Phenylethanol ebenfalls ein antiko-
operatives Verhalten zeigt (m=0.3). Wenn die pOBPs auf
einer festen Oberfldche verankert sind, kann somit abgeleitet
werden, dass die Bindung des Liganden (S)-(4)-Carvon, wie
im Fall der in Losung erfolgenden Bindung beider Enantio-
mere von Carvon an die pOBPs, nichtkooperativ ist. Bei (R)-
(—)-Carvon ist ein antikooperatives Bindungsverhalten er-
kennbar, das darauf hinweist, dass die dichte Packung der
Proteine zu einer zweidimensionalen Anordnung laterale
Wechselwirkungen zwischen den Proteinen ermoglicht, was
sich auf die Kooperativitdt auswirkt. Derartige laterale
Wechselwirkungen fehlen in Lésung (wie erwartet) und
treten nicht auf, wenn die gebundenen pOBPs mit (S)-
(4)-Carvon wechselwirken. Dieses Phidnomen kann erklért
werden mit einem Modell der pOBP-Schicht unter Vorher-
sage einer hochdielektrischen Diinnschicht, die moglicher-
weise durch wenige adsorbierte Wassermolekiile gebildet
wird und die angrenzendes Protein durch Wechselwirkung
mit (R)-(—)-Carvon verkniipft. Interessanterweise sagt das
Modell vorher, dass solch ein Weg entfillt, wenn das Protein
mit (S)-(4)-Carvon wechselwirkt.”! Solche deutlichen Un-
terschiede in den Wechselwirkungsmechanismen sind
hochstwahrscheinlich der Grund fiir den gemessenen sehr
hohen Enantioselektivitdtsfaktor. Dieser ergibt sich aus dem
Verhiltnis der Steigungen im linearen Bereich der Bin-
dungskurven. Tatsdchlich ist er groBer als 6 und gehort damit
zu den hochsten gemessenen Werten, insbesondere bei solch
einer extrem niedrigen Ligandenkonzentration. Somit belegt
die Bindung der beiden Enantiomere von Carvon an die
pOBP-SAM, die gekennzeichnet ist durch einen sehr unter-
schiedlichen Grad der Kooperativitit und einen auflerge-
wohnlich hohen Enantioselektivitdtsfaktor, dass tatsidchlich
deutlich unterschiedliche Wechselwirkungen bei an der
Oberflache segregierten biologischen Erkennungselementen
auftreten.

Neben der Bewertung der Unterschiede der Bindungs-
eigenschaften wird in der am EG-TFT mit pOBPs durchge-
fihrten Bindungsstudie festgestellt, dass die mit dem TFT
gemessenen Dissoziationskonstanten (Kp ) mindestens drei
Zehnerpotenzen kleiner sind als die in Losung gemessenen
Dissoziationskonstanten (Kp,), wihrend das Ausmal} der
Affinitét erhalten bleibt. Das entspricht genau dem, was mit
Gleichung (3) vorhergesagt wird, und es ist sehr interessant,
die W-Werte fiir beide Enantiomere von Carvon unter Ver-
wendung der in Losung und am TFT gemessenen Werte der
freien Bindungsenthalpien sowie der Verschiebung der
Schwellenspannung des Bauelementes zu errechnen. In
Lit. [6] wird gezeigt, dass sich die W-Werte beider Enantio-
mere nicht unterscheiden, wihrend ein erheblicher Unter-
schied bei der elektrochemischen Arbeit W ersichtlich ist.
Das bedeutet, dass die Arbeit der Komplex-Immobilisierung
unabhéngig von der Chiralitét ist, was belegt, das sie haupt-
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sdchlich mit dem inneren Hohlraum der pOBPs verbunden
ist. Die Messwerte weisen somit deutlich darauf hin, dass in
den Term AG®,, die Vorginge im inneren Hohlraum einge-
hen, wihrend die elektrochemische Oberflichenarbeit mit
der Ubertragung des Transistors verbunden ist. Das sind sehr
wichtige Schlussfolgerungen, die nur abgeleitet werden
konnen dank der umfassenden Einblicke in die Vorginge der
Bildung der pOBP-Carvon-Komplexe, die durch Verkniip-
fung der in Losung und mit einem bioelektronischen TFT
erhaltenen Daten gewonnen wurden.

Dass elektrolytgesteuerte Transistoren winzige Verdnde-
rungen in einer Proteinschicht nachweisen konnen, wird auch
durch die Arbeit anderer Gruppen gestiitzt. In diesem Zu-
sammenhang interessant ist das Beispiel eines EG-TFT auf
Graphenbasis, in den auf die Graphenoberfliche aufge-
brachte Geruchsrezeptoren integriert sind. Die Struktur des
Bauelementes ist in Abbildung 11a dargestellt.”” Der EG-

a) |

b
)10
—_
X AB
~ 51 004M| ¢y
= %BM PB BB a ]
~ H 10 uM
3 UM 10 UM
0
r T T 0.0dr T r v T v
0 200 400 600 0 2 4 6 8 10
Zeit (s) Zeit (Tage)

Abbildung 11. (a) Ein EG-TFT auf der Basis von zweischichtigem Gra-
phen, das einer Plasmabehandlung unterzogen und mit einem olfakto-
rischen Rezeptor konjugiert wurde. (b) Selektive Reaktionen des EG-
TFT nach Zugabe von Hexylbutyrat (HB), Propylbutyrat (PB) und Butyl-
butyrat (BB), die keine Zielgeruchsstoffe sind, und von Amylbutyrat
(AB) als Zielgeruchsstoff. (c) Lagertest des EG-TFT. Nach Lit. [72], Ab-
druck mit Genehmigung. Copyright 2012 American Chemical Society.

TFT beruht auf einer elektronischen Graphenschicht, deren
Oberfliche durch Aufpfropfen des humanen olfaktorischen
Rezeptors 2AG1 (hOR2AG1) modifiziert wird. Zweischich-
tiges Graphen wurde einer Plasmabehandlung in einer kon-
trollierten Sauerstoff- oder Ammoniakatmosphére unterzo-
gen, um eine stabile p- bzw. n-Leitung zu induzieren. Danach
wurde 1,5-Diaminonaphthalin auf das im Plasma behandelte
Graphen aufgeschichtet und durch eine Reaktion mit Glu-
taraldehyd mit dem Geruchsrezeptor verkniipft.

Der olfaktorische Rezeptor hOR2AG1 gehort zur Klasse
der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und liegt in zwei
eindeutig erkennbaren Konformationszustinden vor: In dem
einen Zustand sind die Cysteinreste neutral, wihrend sie in
dem anderen Zustand negativ geladen sind. Die spezifische
Wechselwirkung mit Geruchsstoffen 16st eine strukturelle
Umlagerung des Geruchsrezeptors aus, die zu einem Wechsel
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in den negativ geladenen Zustand fiihrt.”” In Abbildung 11b
sind die Kurven des transienten Stroms /pg des EG-TFT mit
hOR2AG1, der verschiedenen Geruchsstoffen ausgesetzt
wurde, wiedergegeben. Die blaue Kurve stammt von Gra-
phen vom n-Typ, die rote Kurve von Graphen vom p-Typ. Der
Transistor wird extrem niedrigen Konzentrationen (0.05 fm)
des Esters Amylbutyrat (AB) als Geruchsstoff ausgesetzt,
wodurch eine perfekt messbare relative Stroménderung von
wenigen Prozent erzeugt wird. Die Stroméinderung bei den
unterschiedlich dotierten Graphenoberflichen in entgegen-
gesetzte Richtungen ist ein Beleg dafiir, dass das System auf
die negative Nettoladung reagiert, die am Geruchsrezeptor
entsteht, wiahrend er selektiv mit dem Geruchsstoff wechsel-
wirkt. Keine Reaktion kann gemessen werden, wenn Ge-
ruchsstoffe wie Hexylbutyrat (HB), Propylbutyrat (PB) und
Butylbutyrat (BB) in viel hoheren Konzentrationen (10 um)
injiziert werden. In diesem Fall erfolgt keine Konforma-
tionsanderung der Geruchsrezeptoren, die sie in den gelade-
nen Zustand iiberfithren kann. Es wird eine Nachweisgrenze
fiir AB bis herab zu 0.04 fm bei einem Signal/Rauschen-Ver-
hiltnis von 4.2 angegeben, wihrend sich die Gleichgewichts-
konstanten in der GroBenordnung 107“M bewegen. Solch
eine erstaunlich niedrige Nachweisgrenze bestédtigt erneut das
Potenzial von EG-TFTs, das sogar noch gesteigert werden
kann, wenn nach der Bindung eine Nettoladung erzeugt wird.
In diesem Fall nutzt das System, obwohl es noch durch die
Kapazititsinderungen in der Bioschicht moduliert ist, die
groBen elektrostatischen Verdnderungen, die sich hochst-
wahrscheinlich summieren und zu einer groflen relativen
Stroménderung fithren. Das Bauelement war sehr stabil iiber
einen Zeitraum von 10 Tagen, wie mit den in Abbildung 11¢
angegebenen Werten dokumentiert.

Ein anderes Beispiel, das die Stirke des Nachweises mit
kapazititsmodulierten EG-TFTs belegt, liefert der Vergleich
von zwei unterschiedlichen bioelektronischen TFTs, die beide
Dopamin (DA) nachweisen. In Abbildung 12a ist ein EG-
TFT dargestellt, dessen Gate-Elektrode aus Gold mit einer
SAM aus Cysteamin und 4-Formylphenylboronsdure modi-
fiziert ist.’* Diese SAM ermoglicht die selektive kovalente
Bindung von Dopamin durch Veresterung mit 4-Formyl-
phenylboronsdure. Eine derartige Reaktion geht nicht mit
einer Ladungsiibertragung auf die Elektrode einher. Statt-
dessen baut sich beim Vorgang der Dopaminadsorption auf-
grund der Zwitterionenstruktur der Boronsdure und der
Aminogruppe ein groBer Oberflichendipol auf. Die Uber-
tragungskennlinien, die aufgenommen wurden, nachdem die
Gate-Elektrode unterschiedlichen Dopaminkonzentrationen
ausgesetzt wurde, zeigen deutlich, dass das Bauelement eine
groffe Stroménderung erzeugen kann, selbst wenn eine
Dopaminkonzentration bis herab zu 1 pm nachgewiesen wird
(Abbildung 12b). Das ist auf Veridnderungen der dielektri-
schen und elektrostatischen Eigenschaften zuriickzufiihren,
die in der SAM nach der Bindung von Dopamin auftreten,
wihrend keine elektrochemische Oxidation von Dopamin
stattfindet. Interessanterweise wurde eine Empfindlichkeit im
nM-Bereich bestenfalls mit einem organischen elektrochemi-
schen Transistor erreicht, unter Ausnutzung der Oxidation
von Dopamin, die einen Anstieg des mit dem TFT gemesse-
nen Faraday-Stroms zur Folge hat.™ Ein dhnlicher Prozess ist
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Abbildung 12. (a) Schematische Darstellung des Bauelementes, die die Gate-Elektrode als die aktive
Erkennungsoberfliche sowie die chemische Struktur des Erkennungselementes der SAM auf der Gold-
oberflache zeigt. (b) Ubertragungskurven fiir unterschiedliche Dopaminkonzentrationen. c) Schemati-
sche Darstellung eines Graphenkanals und eines elektrolytgesteuerten Transistors mit einer Gate-Elek-
trode aus Graphen. Die elektrochemische Reaktion von Dopamin an der Gate-Elektrode aus Graphen
wird ebenfalls beschrieben. (d) Ansprechen des Transistors in Form des transienten Stroms im Kanal
auf Zugabe unterschiedlicher Dopaminkonzentrationen. Vs =0.05 V, V;=0.7 V.(a,b) nach Lit. [73], Ab-
druck mit Genehmigung. Copyright 2013 Elsevier B.V.; (c,d) nach Lit. [75], Abdruck mit Genehmigung.

Copyright 2013 Wiley-VCH, Weinheim.

bei dem in Abbildung 12¢ wiedergegebenen bioelektroni-
schen TFT ersichtlich. In einer derartigen Struktur fungieren
die Graphenschichten sowohl als Kanal als auch als Gate-
Elektrode. Die Gate-Elektrode aus Graphen dient auBer-
dem als Arbeitselektrode im elektrochemischen Prozess, der
zur Oxidation von Dopamin und zur Ubertragung eines
Elektrons auf die Gate-Elektrode fiihrt. Der transiente Strom
Ips in Gegenwart unterschiedlicher Dopaminkonzentrationen
ist in Abbildung 12d dargestellt. Das Bauelement zeigt eine
stabile Leistung, aber es konnte hochstens eine Konzentrati-
on an Dopamin von 1 nMm erfasst werden. Eine mogliche Er-
klarung zu den offensichtlich systematisch geringeren Nach-
weisen, die erreicht werden, wenn eine elektrochemische
Reaktion beteiligt ist, kann gegeben werden unter Bertick-
sichtigung dessen, dass wihrend des Nachweises der kapazi-
tive Strom, der die Aufladung der Doppelschicht bewirkt, mit
dem Faraday-Strom konkurriert, was fiir einen potentiome-
trischen elektrochemischen Prozess typisch ist. Diese kapa-
zitive Komponente, die normalerweise hochstens 20 uFcm 2
betrégt, fithrt zu einem transienten Untergrundstrom, der sich
auf die Nachweisgrenzen elektrochemischer TFTs auswirken
kann. Demgegeniiber ist das eine sehr hohe Kapazitit, die
nicht die resultierende Kapazitidt des Ansteuerungssystems
eines EG-TFT beeintréchtigt.
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schichten mit hoher Kapazitit,
die die Untersuchung feiner Ver-
dnderungen in der Bioschicht er-
moglichen, da die an eine Ober-
fliche gebundenen Erkennungs-
elemente selektiv mit ihrem Af-
finitdtsliganden wechselwirken.
Der differenzielle Nachweis chi-
raler Spezies mit einem hohen
Grad der Enantiomerenunter-
scheidung und die prizise Erfas-
sung von Wechselwirkungsener-
gien bis herab zu wenigen kJmol ' werden gezeigt. Diese
Bauelemente haben sich auBerdem als besondere Hilfsmittel
mit breiter Anwendbarkeit erwiesen, mit denen ein Ligan-
dennachweis unterhalb des femtomolaren Konzentrations-
bereiches moglich ist. Eine derartige Technologie konnte den
derzeitigen Vor-Ort-Ansatz grundlegend verdndern. Zugleich
ermoglicht eine thermodynamische Studie zu den in Losung
und an der Elektrode gemessenen Anderungen der freien
Enthalpie eine ganzheitliche Herangehensweise an die Un-
tersuchung der Bindungseigenschaften von Grenzfldchen-
proteinen.
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