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(57) Zusammenfassung: Anordnung umfassend einen festen Tréger und eine an dem festen Tréger angeordnete Matrix umfassend
mindestens ein enzymatisch umsetzbares oder modifizierbares Molekiil, welche Matrix mindestens ein durch Umsetzung oder
Moditikation des Molekiils freisetzbares Enzym umfasst, das in der Lage ist zumindest ein in der Matrix und/oder am festen Tré-
ger befindliches farbanderndes Substrat umzusetzen.
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Testanordnung

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Anordnung, welche
geeignet ist, u.a. Mikroorganismen in einer Probe zu detektie-
ren.

Der Nachweis von Mikroorganismen im Allgemeinen und die
Identifizierung der nachgewiesenen Mikroorganismen in einer Pro-
be ist in vielen Bereichen von erheblicher Wichtigkeit. So koén-
nen beispielsweise Mikroorganismen fir den Verderb oder die kur-
ze Haltbarkeit von Lebensmitteln verantwortlich sein. Ferner
spielen Mikroorganismen auch eine wichtige Rolle bei vielen Er-
krankungen (z.B. Entziindungen) des Menschen und der Tiere. Es
ist daher von groBer Wichtigkeit das Vorhandensein von Mikroor-
ganismen rechtzeitig zu erkennen, um entsprechende MaBnahmen zu
setzen.

Im Stand der Technik sind verschiedenste Systeme und Verfah-
ren beschrieben, die geeignet sind Mikroorganismen in einer Pro-
be zu bestimmen. Diese Systeme kénnen teilweise auch dazu einge-
setzt werden spezielle Substanzen (z.B. Proteine wie Enzyme) in
einer Probe nachzuweisen. A

Zur Bestimmung mikrobieller Kontaminationen, beispielsweise,
koénnen Systeme eingesetzt werden die simple Adsorption erfor-
dern. So wird zum Beispiel in der US 2001/017270 Al eine Gold-
oberfldche mit immobilisierten Kohlenhydraten oder einem ent-
sprechenden Derivat beschrieben, wobei die Bindung von Protei-
nen, Viren oder Bakterienzellen ein detektierbares Signal be-
wirkt.

In anderen Systemen werden andere &duBere Einfllsse, wie zum
Beispiel pH-Wert, ionische Stdrke und Polaritat zunutze gemacht.
Eine durch die Anwesenheit von Mikroorganismen bedingte Anderung
dieser Parameter kann z.B. zu einer Farbentwicklung oder -
anderung flhren.

In der WO 2006/065350 A2 erfolgt die Detektion von Mikroor-
ganismen mittels eines Farbstoffes, welcher einen sichtbaren
Farbwechsel bei Anwesenheit eines oder mehrerer Mikroorganismen
zeigt. Dieser Farbwechsel basiert auf Unterschieden in der Pola-
ritat des Ldsungsmittels bzw. Sdure-Base-Reaktionen, Redox-
Reaktionen, welche durch die Wechselwirkung zwischen Mikroorga-
nismus und Senscr entstehen.

Ein weiteres, sehr einfaches System basiert auf der Detekti-
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on einer pH-Wert-Verschiebung wdhrend der mikrobiellen Kontami-
nation (IE 20060034).

In der WO 98/010556 Al wird unter anderem ein Verfahren ge-
offenbart, mit dessen Hilfe Molekiile an Bindungsstellen inner-
halb eines Geltrdpfchens gebunden werden kénnen. Dabei werden
Molekiile, welche von innerhalb des Geltropfchens befindlichen
Zellen sekretiert werden, an die freien Bindungsstellen der Gel-
trdpfchen gebunden.

In der WO 03/033691 Al wird ein Mikrochip geoffenbart, mit
dessen Hilfe die antibakterielle Aktivitat von Antibiotika ge-
testet werden kann. Bei der Herstellung eines derartigen Chips
werden prokaryotische und eukaryotische Zellen in einem Gel
durch dessen Polymerisierung immobilisiert.

In der US 5,366,881 A werden polymerisierbare Lipide und Mi-
schungen davon geoffenbart, in welche Wirkstoffe, Enzyme, fluo-
reszierende Substanzen und dgl. eingebracht werden kénnen. Durch
Stimulantien von aufen, wie pH-Anderung oder Ionen, werden die
eingekapselten Substanzen freigesetzt. |

In der US 2006/0233854 A wird eine Matrix geoffenbart, wel-
che aus einem Protein-,Backbone™ besteht, welches mit Polyethyl-
englykol quervernetzt ist. Diese Matrix eignet sich insbesondere
zur Gewebsregeneration. Die Matrix kann dabei zusatzlich einen
biologisch aktiven Wirkstoff umfassen, der durch den Abbau der
Matrix am Wirkort an das umliegenden Gewebe abgegeben wird. Um
zu testen inwieweit diese Matrix den darin enthaltenen biologi-
schen aktiven Wirkstoff freigibt, wurden gefarbte Fibrinogen-
Fragmente in die Matrix aufgenommen.

Yan et al. (Biosens Bioelectron. 24 (8) (2009):2604-2610)
beschreibt Biosensoren, die geeignet sind Wasserstoffperoxid in
einer Probe zu bestimmen. Diese Biosensoren umfassen ein Hydro-
gel auf Polyethylenglykolbasis, welche zusdtzlich mit Meerret-
tichperoxidase versetzt ist. Um schlussendlich am Biosensor di-
rekt die Anwesenheit von Wasserstoffperoxid in einer Probe zu
bestimmen, wird zusdtzlich noch ein Substrat der Meerrettichper-
oxidase, namlich Amplex Red, zugesetzt.

Ulijn et al. (Materials Today 10 (4) (2007):40-48) befassen
sich mit bioresponsiven Hydrogelen. Darin werden verschiedenste
Hydrogele diskutiert die je nach Mittel mit denen sie in Kontakt
gebracht werden unterschiedliche Eigenschaften aufweisen.

Die US 2008/0057534 Al beschreibt die visuelle Detektion ei-
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ner mikrobiellen Kontamination durch den Abbau einer Deckschicht
bestehend aus mikroben-sensitiven Farbstoffen. Diese mikroben-
sensitiven Farbstoffe verdndern bei Anwesenheit von Mikroben in
der Probe die Farbe, so dass die Farbe entweder verloren geht
oder ein Farbwechsel erfolgt. Die Farbstoffe koénnen auf jede be-
liebige Unterlage aufgebracht werden. Eine gewisse, wenn auch
sehr eingeschrédnkte, Selektivitdt wird durch die Art der Farb-
stoffe moglich.

Neben den Anderungen der unmittelbaren Umgebung koénnen auch
sekretierte Moleklle wie zum Beispiel Metabolite oder Enzyme zur
Detektion von Mikroorganismen herangezogen werden. So beschreibt
die EP 0 347 771, beispielsweise, ein Verfahren zur Charakteri-
sierung von Enzymen verschiedener Bakterien, welche h&ufig in
Blut und anderen Korperfliissigkeiten vorkommen. Sechsundvierzig
verschiedene fluoreszierende Substrate konnen in einem derarti-
gen Test verwendet werden. Anhand der Vielzahl an unterschied-
lich fluoreszierenden Substrate und enzymatischen Reaktionspro-
filen koénnen mit diesem Verfahren unterschiedliche Mikroorganis-
men identifiziert werden.

Derartige Systeme koénnen, z.B. in einem System wie in der
US 2004/0018641 Al beschrieben, zum Einsatz kommen. Durch Er-
scheinen oder Verschwinden von computerlesbaren Barcodes kann
eine im Lebensmittelbereich vorhandene Kontamination aufgezeigt
werden. Die Indikation beruht auf dem Nachweis von Gasen, Tempe-
ratur- und pH-Wert-Unterschieden, sowie Toxinen oder anderer Me-
taboliten aus Bakterien.

Neben den visuell sichtbaren Farbstoffen kaﬁn auch Fluores-
zenz herangezogen werden. Sehr oft werden hier Systeme basierend
auf einer PCR Methode genutzt. Das beispielsweise in der
US 2007/0122831 Al beschriebene System nutzt die unterschiedli-
chen DNA Sequenzen verschiedener Mikroorganismen flir die Detek-
tion von mikrobieller Kontamination und zur Identifikation deren
Ursprungs in wdssrigen Proben.

Die US 6,297,059 Bl beschreibt ein Verfahren zur Messung
mikrobieller Kontamination mittels Fluoreszenz aufgebaut auf ei-
ne flissige Zweischichtmembran. Durch das Ansprechen mehrwerti-
ger oder polyvalenter Zielbiomolekiile werden pro Molekiil zwei
oder mehrere Fluoreszenzquencher bzw. eine Ubertragung der Ex-
tinktionsenergie auf einen Fluoreszenzakzeptor ausgeldst und so-

mit eine Signalverstdrkung erzielt.
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Anordnungen und Vorrichtungen der oben beschriebenen Art
weisen eine Reihe von Nachteilen auf. Einer der wesentlichsten
Nachteile vieler der oben beschriebenen Systeme ist deren Trag-
heit und geringe Nachweisempfindlichkeit, da die Reaktionen in
diesen Vorrichtungen, welche durch unterschiedliche Substanzen
(,Trigger™) ausgeldst werden, nicht verstidrkt werden und dies
nur langsam zu einer Signalgebung fluhrt.

Weiters ist in vielen Fdllen keine Schutzschicht vorhanden,
sodass das System nur begrenzt stabil ist. Einfache Anzeigensys-
teme basierend auf Adsorption oder Verschiebung des pH-Wertes
besitzen sehr geringe Selektivitdt und eine hohe Empfindlichkeit
gegeniber duBeren Einflissen. Alternativ hierzu koénnen Systeme
basierend auf Antikdérpern verwendet werden. Diese haben jedoch
den Nachteil hoher Kosten und den Bedarf an entsprechenden
Instrumenten.

Es ist somit eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung Vor-
richtungen bzw. Anordnungen zur Verfiligung zu stellen, welche die
oben genannten Nachteile des Standes der Technik iberwinden.

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Anordnung umfassend
einen festen Trdger und eine an dem festen Trager angeordnete
Matrix umfassend mindestens ein enzymatisch umsetzbares oder mo-
difizierbares Molekil, vorzugsweise Polymer oder Oligomer, wel-
che Matrix mindestens ein durch Umsetzung oder Modifikation des
Moleklls, vorzugsweise Polymers oder Oligomers, freisetzbares
Enzym umfasst, das in der Lage ist zumindest ein in der Matrix
und/oder am festen Trdger befindliches farberzeugendes Substrat
umzusetzen.

Mit der erfindungsgemdfen Anordnung wird ein robustes System
zur Verflgung gestellt, mit dessen Hilfe in einer Probe vorhan-
dene Substanzen, insbesondere Enzyme, welche beispielsweise von
Mikroorganismen sekretiert werden oder von anderen Quellen, wie
beispielsweise dem Immunsystem stammen, zuverldssig detektiert
werden kodnnen. _

Die erfindungsgemdfBe Anordnung umfasst neben einem festen
Trédger und einer optionalen diesem gegentberliegenden semiperme-
ablen Membran eine Matrix, welche auf dem festen Trager bzw. ge-
gebenenfalls zwischen dem festen Trdger und der semipermeablen
Membran angeordnet ist. Die Matrix umfasst mindestens ein Mcle-
kiil, vorzugsweise Polymer, welches durch in der Probe vorhandene

Substanzen (z.B. Enzyme), abgebaut, umgesetzt bzw. modifiziert
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werden kann. Durch den Abbau, die Umsetzung bzw. der Modifizie-
rung derartiger Molekiile bzw. Polymere in der Matrix verdndern
sich deren FEigenschaften. Insbesondere kann die Umsetzung bzw.
Modifikation des Molekiils bzw. Polymers oder Oligomers dazu fiih-
ren, dass sich deren strukturellen Eigenschaften &dndern, was zu
einer Reduktion des Vernetzungsgrades bzw. der Viskositit, zur
Anderung der Poren im Polymer oder zu einem Abbau der Polymer-
ketten fiihren kann. Durch diese Modifikationen wird das in der
Matrix befindliche freisetzbare Enzym mobiler und kann sich in-
nerhalb der Matrix, insbesondere im Zwischenraum zwischen festem
Tradger und semipermeabler Membran, freier bewegen bzw. diffun-
dieren. Durch die erhdhte Mobilitdt des Enzyms innerhalb der An-
ordnung wird diesem ermdglicht ein in der Matrix und/oder am
festen Tradger befindliches farberzeugendes Substrat umzusetzen
bzw. freizusetzen und/oder das in der Matrix befindliche Molekil
bzw. Polymer abzubauen.

Durch das Vorsehen von Enzymen in der erfindungsgemdlen Mat-
rix, welches das Molekiil bzw. Polymer in der Matrix umsetzt, ab-
baut oder modifiziert, wird die Mobilitdt der Enzyme in der Mat-
rix vergrobert, sobald das Molekiil bzw. Polymer durch extrinsi-
sche Faktoren aus der Probe abgebaut wird. Es kommt somit zu ei-
ner Farbreaktion und gegebenenfalls zu einer Verstdrkung der De-
tektionsreaktion, da die Freisetzung der Molekil- bzw. Polymer-
modifizierenden bzw. -umsetzenden Enzyme in der Matrix, falls
vorhanden, den Abbau des Molekiils bzw. Polymers verstarkt und
beschleunigt. Dadurch ist es erstmals mdglich geringste Konzent-
rationen solcher Stoffe bzw. Mikroorganismen in einer Probe
nachzuweisen.

In der Matrix bzw. im Polymer koénnen neben den Enzymen, die
ein farberzeugendes Substrat umsetzen, auch Enzyme enthalten
sein, die die Modifikation, Umsetzung oder den Abbau des Poly-
mers unterstitzen. Diese Enzyme sind entweder in das Polymer
eingelagert oder an das Polymer idber kovalente Bindungen gebun-
den. Im Zuge des Abbaus des Polymers werden diese Enzyme mobili-
siert und koénnen mit deren Substrat, welches am festen Trdger
gebunden ist oder sich im Polymer befindet, reagieren und eine
Farbreaktion (z.B. Bildung von Farbe oder Anderung der Farbe)
hervorrufen.

Ein derartiges System eignet sich beispielsweise um bereits

geringste Mengen an Mikroorganismen, wie z.B. Bakterien oder
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Pilze, in einer Probe nachzuweisen. Dabei durchdringt ein von
einem kontaminierenden Bakterium oder Pilz sekretiertes Enzym
die schiitzende, semipermeable Membran, baut eine auf einem Tra-
germaterial aufgebrachte Matrix (z.B. ein Polysaccharid, ein En-
zym oder Kombinationen davon, mit oder ohne Quervernetzung) ab
und leitet somit die Freisetzung des Enzyms ein, welches als en-
zymatisches Verstdrkungssystem, die Freisetzung beschleunigt
und/oder die Detektion einer mikrobiellen Kontamination erst er-
moglicht.

Es gibt eine Vielzahl von Moglichkeiten um das Polymer in
der Matrix abzubauen, wie z.B. chemische, physikalische sowie
biochemische. Beim chemischen Abbau wie z.B. einer Anderung des
pH-Wertes, der ionischen Starke oder chemischer Reagenzien wer-
den die Wechselwirkungen zwischen den Polymerketten untereinan-
der oder der Ketten mit den Losungsmitteln auf molekularer Ebene
verdndert. Beli der physikalischen Stimulation (z.B. Temperatur,
elektromagnetisches Feld und mechanischer Stress) erfolgt eine
Verdnderung molekularer Wechselwirkungen. Generell kdnnen bio-
sensible Polymere und Mikrokapseln einfach auf pH-Wert-
Anderungen in verschiedenen Umgebungen reagieren (Khayat, Int.
J. Pharma 2006 317: 175-186; Li and Szoka Pharmaceutical Res.
2007 24:438-449; Nagareskar J. Biomed. Mater. Res. 2002 62: 195-
203) .

Bioresponsives Verhalten wird Bauteilen durch eine Beschich-
tung mit Biomaterialien, welche durch extrazelluldre Enzyme ab-
gebaut werden konnen, verliehen. Extrazelluldre mikrobielle
Enzyme kdénnen als sog. Trigger fungieren und somit die Freiset-
zung von im Polymer eingeschlossenen und/oder gebundenen aktiven
Enzymen initiieren. Dabei definiert die Art des Polymers (Po-
lypeptid, Polysaccharid, synthetisches Polymer...) die Art der
benotigten Trigger-Enzyme. Mikroorganismen produzieren eine
Vielzahl extrazelluldrer Enzyme, die sie an die Umgebung abgeben
um neben vielen anderen Funktionen, z.B. Nahrungsbéstandteile,
aufzuschlielen um diese in die Zelle aufnehmen zu konnen. Extra-
zelluldre Enzyme dienen somit .unter anderem dem Abbau von grofen
Molekillen und Polymeren. Die Hydrolyse einer Vielzahl von Biopo-
lymeren wird von Hydrolasen katalysiert, die je nach Substrat in
Lipasen, Proteasen, Esterasen, Glycosidasen, u.a. éeingeteilt
werden konnen.

Der Begriff ,Polypeptid", wie hier verwendet, umfasst Po-
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lypeptide mit einer Mindestgrofe von 50 Aminosduren und schlielt
somit auch Proteine ein.

Ein ,durch Abbau des Polymers freisetzbares Enzym“ (Polypep-
tid) ist ein Enzym, welches in das Polymer der Matrix eingela-
gert ist und aufgrund der Quervernetzung des Polymers nicht dif-
fundieren kann oder welches an das Polymer durch kovalente
und/oder nicht kovalente Bindungen gebunden ist. In beiden F&al-
len sind die Enzyme vor Abbau des Polymers im Wesentlichen im
Polymer immobilisiert bzw. nur beschrankt beweglich. Durch den
Abbau, die Modifikation bzw. Umsetzung des Polymers werden des-
sen langkettige bzw. quervernetzte Ketten verkiirzt bzw. gespal-
ten, sodass die Enzyme in der Matrix freigesetzt, d.h. bewegli-
cher, werden und darin herumdiffundieren k&nnen.

,Semipermeable Membran“, wie hier verwendet, bezieht sich
auf Membranen, die einen Zugang der Trigger bzw. Enzyme von au-
fen in die erfindungsgemidfe Anordnung erlaubt, aber die Diffusi-
on der in der Matrix befindlichen Enzyme und anderer Matrixbe-
standteile nach aufen verhindert.

Bei der Herstellung der erfindungsgemdfen Anordnung wird das
im Polymer befindliche Enzym und das farberzeugende Substrat so
gewdhlt, dass bei Inkontaktbringen beider Stoffe das Substrat
umgesetzt wird und es dadurch zur Farbbildung kommt.

Das farberzeugende Substrat wird durch im Polymer befindli-
che Enzyme umgesetzt, wodurch es zu einer Farbbildung oder Far-
banderung kommt. So kann z.B. durch Abspaltung einer chemischen
Gruppe aus dem.Substratmolekil oder durch Anderung des Redoxzu-
standes eine Farbbildung erfolgen. Die Farbbildung oder -
anderung kann auch durch enzymatische Abspaltungen in der
Umgebungsmatrix erfolgen (z.B. durch Abspaltung eines Quenchers,
Anderung des pH-Wertes durch Umesterung).

Weiters kann auch eine in-situ Farbstoffsynthese oder Farb-
stoffentfarbung durch die enzymatische Umsetzung eines oder meh-
reren Substraten stattfinden, z.B. Polymerisation oder Depoly-
merisation eines Phenols mittels Oxidoreduktase.

Das Indikatorsystem kann auch darih bestehen, dass das Ver-
starker-Enzym in der Lage ist, eine verdeckende Polymerschicht
hydrolytisch abzubauen und somit die verdeckte Farbschicht in
Erscheinung treten zu lassen.

In der folgenden Tabelle A sind besonders bevorzugte Kombi-

nationen von Polymer (und dessen abbauendes Enzym), farbandern-
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des Enzym und dessen Substrat angefihrt:
Polymer Abbauendes | Eingeschlossenes | Farbreaktion
Trigger Polypeptid (Ver- | durch
Enzym starkerenzym) Umsatz von
bzw. gebundener
Farbstoff
Pektin Pektinase PEG-Protease Siloxan —N
Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-
Nitroanilid
Pektin Pektinase Protease Siloxan -N
Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-
Nitroanilid
Pektin Pektinase PVA -Protease Siloxan -N
Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-
Nitroanilid
Pektin Pektinase Laccase Siloxan-
Ferulasadure
Pektin Pektinase Laccase Siloxan-
Kaffeesdure
Pektin Pektinase Laccase Siloxan 3,4,
Dihydroxybenzoe-
saure
Pektin Pektinase PEG- Laccase Siloxan-
‘ Ferulasadure
Pektin Pektinase PEG- Laccase Siloxan-
Kaffeesdure
Pektin Pektinase PEG -Laccase Siloxan 3,4,
Dihydroxybenzoe-
saure
Pektin Pektinase PEG Laccase ABTS
Pektin/Alginat Pektinase PEG-Protease Siloxan -N

Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-

Nitroanilid
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Pektin/Alginat Pektinase Protease Siloxan -N
Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-
Nitroanilide
Pektin/Alginat Pektinase PVA -Protease Siloxan -N
| Succinyl'Ala—Ala—
Pro-Leu-p-
Nitroanilide
Pektin/Alginat Pektinase | Laccase Siloxan-
' Ferulas&dure
Pektin/Alginat Pektinase Laccase Siloxan-
Kaffeesdure
Pektin/Alginat Pektinase Laccase Siloxan 3,4,
Dihydroxybenzoe-
sdure
Pektin/Alginat Pektinase PEG Laccase Siloxan-
| Ferulasdure
Pektin/Alginat Pektinase PEG Laccase Siloxan-
Kaffeesdure
Pektin/Alginat Pektinase PEG Laccase Siloxan 3,4,
Dihydroxybenzoe-
saure
Pektin/Alginat Pektinase PEG Laccase ABTS
Pektin/Alginat | Pektinase Laccase ABTS
Peptidogly- Lysozym Laccase ABTS
can/Alginat ‘
Peptidogly- Lysozym PEG-Laccase ABTS
can/Alginat
Peptidogly- Lysozym PEG Laccase Siloxan-
can/Alginat _ Ferulasidure
Peptidogly- Lysozym PEG Laccase Siloxan-
can/Alginat Kaffesaure
Peptidogly- Lysozym PEG Laccase Siloxan 3,14,
can/Alginat Dihydroxybenzoe-
saure
Peptidogly- Lysozym PEG-Protease Siloxan =N
can/Alginat Succinyl Ala-Ala-

Pro-Leu-p-

Nitroanilide
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Peptidogly- Lysozym Protease Siloxan -N
can/Alginat v Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-

. Nitroanilide
Peptidogly- Lysozym PVA -Protease Siloxan —-N
can/Alginat Succinyl Ala-Ala-

Pro-Leu-p-
Nitroanilide
Peptidogly- Lysozym Laccase ABTS
can/Agarose
Peptidogly- Lysozym PEG-Laccase ABTS
can/Agarose ' ,
Peptidogly- Lysozym PEG Laccase Siloxan-
can/Agarose Ferulasdure
Peptidogly~- Lysozym PEG Laccase Siloxan-
can/Agarose Kaffeesaure
Amylopektin Amylase PEG Laccase Siloxan 3,4,
’ Dihydroxybenzoe-
saure
Peptidogly- Lysozym PEG-Protease Siloxan -N
can/Agarose Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-
Nitroanilide
Peptidogly- Lysozym Protease Siloxan —-N
can/Agarose Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-
Nitroanilide
Peptidogly- Lysozym PVA -Protease Silocxan -N
can/Agarose Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-
Nitrocanilide
Elastin/Agarose [Elastase PEG-Protease Siloxan -N
Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-
Nitroanilid
Elastin/Agarose [Elastase Protease Silocxan -N

Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-

Nitrocanilid
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- [Elastin/Agarose

FElastase

PVA -Protease

Siloxan -N
Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-

Nitroanilide

Elastin/Agarose

|[Elastase

Laccase

Siloxan-

Ferulasdure

Elastin/Agarose

Flastase

Laccase

Siloxan-—

Kaffeesdure

Elastin/Agarose

Elastase

Laccase

Siloxan 3,4,
Dihydroxybenzoe-

sdaure

Elastin/Agarose

Elastase

PEG-Laccase

ABTS

Elastin/Agarose

Elastase

PEG Laccase

Siloxan-

Ferulasiure

Elastin/Agarose

Elastase

PEG Laccase

Siloxan-

Kaffesdure

Elastin/Agarose

Elastase

PEG Laccase

Siloxan 3,4,
Dihydroxybenzoe-

saure

Silk/Agarose

Elastase

PEG-Protease

Siloxan -N
Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-

Nitrocanilide

Silk/Agarose

EFElastase

Protease

Siloxan -N
Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-

Nitrocanilide

Silk/Agarose

Flastase

PVA -Protease

Silocxan -N
Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-

Nitroanilide

Silk/Agarose

Elastase

Laccase

Siloxan-

Ferulasaure

Silk/Agarose

Elastase

Laccase

Siloxan-

Kaffesadure

Silk/Agarose

Elastase

Laccase

Siloxan 3,4,
Dihydroxybenzoe-

saure
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Silk/Agarose Elastase PEG-Laccase ABTS
Silk/Agarose Elastase PEG Laccase Siloxan-
Ferulasdure
Silk/Agarose Elastase PEG Laccase Siloxan-
Kaffeesdure
Silk/Agarose Flastase PEG Laccase Siloxan 3,4,
Dihydroxybenzoe-
sdure
Chitosan Lysozym PEG-Laccase ABTS
/Agarose
Chitosan Lysozymn PEG Laccase Siloxan-
/Agarose Ferulasiure
Chitosan Lysozym PEG Laccase Siloxan-
/Agarose Kaffesdure
Chitosan Amylase PEG Laccase Siloxan 3,4,
/Agarose Dihydroxybenzoe-
sdure
Chitosan Lysozym PEG-Protease Siloxan —-N
/Agarose Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-
Nitroanilide
Chitosan Lysozym Protease Siloxan -N
/Agarose Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-
Nitroanilide
Chitosan Lysozym PVA -Protease Siloxan -N
/Agarose Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-
Nitroanilide
Gelatine/Agarose [Gelatinase | Laccase ABTS
Gelatine/Agarose [Gelatinase PEG-Laccase ABTS
Gelatine/Agarose [Gelatinase | PEG Laccase Siloxan-
Ferulasdure
Gelatine/Agarose [Gelatinase | PEG Laccase Siloxan-
Kaffesdure
Gelatine/Agarose [Gelatinase PEG Laccase Siloxan

3,4,Dihydroxybenz

oesaure
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Gelatine/Agarose |Gelatinase | PEG-Protease Siloxan -N
Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-
Nitroanilide

Gelatine/Agarose Gelatinase | Protease Siloxan -N
Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-
Nitroanilide

Gelatine/Agarose {Gelatinase |PVA -Protease Siloxan -N
Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-

_ _ Nitroanilide
Gelatine/Alginat [Gelatinase | Laccase ABTS
Gelatine/Alginat [Gelatinase | PEG-Laccase ABTS
Gelatine/Alginat |Gelatinase | PEG Laccase Siloxan-

' Ferulasdure

Gelatine/Alginat [Gelatinase |PEG Laccase Siloxan-

' Kaffesdure

Gelatine/Alginat [Gelatinase |PEG Laccase Siloxan
3,4,Dihydroxybenz
oesaure

Gelatine/Alginat {Gelatinase | PEG-Protease Siloxan -N
Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-
Nitroanilide

Gelatine/Alginat Gelatinase | Protease Siloxan -N
Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-
Nitroanilide

Xylan Kylanase Laccase ABTS

Xylan Xylanase Xylan ABTS

Xylan Xylanase PEG Laccase Siloxan-
Ferulasdure

Xylan Xylanase PEG Laccase Siloxan-
Kaffesdure

Xylan Xylanase PEG Laccase Siloxan

3,4,Dihydroxybenz

oesdure
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Xylan Xylanase PEG-Protease Siloxan -N
Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-
Nitroanilide
Xylan ‘Xylanase Protease Siloxan —-N
| Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-
Nitroanilide
Cellulose Cellulase Laccase ABTS
Cellulose Cellulase Xylan ABTS
Cellulose Cellulase PEG Laccase Siloxan-
Ferulasaure
Cellulose Cellulase PEG Laccase Siloxan-
Kaffesdure
Cellulose Cellulase PEG Laccase Siloxan
3,4,Dihydroxybenz
. oesaure
Cellulose Cellulase PEG-Protease Siloxan -N
Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-
» Nitroanilide
Cellulose Cellulase Protease Siloxan -N
v Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-
Nifroaﬁilide
Dextran Amylase Laccase ABTS
Dextran Amylase Xylan ABTS
Dextran Amylase PEG Laccase Siloxan-
Ferulasdure
Dextran Amylase PEG Laccase Siloxan-
Kaffesadure
Dextran Amylase PEG Laccase Siloxan
3,4,Dihydroxybenz
oesdure
Dextran Amylase PEG-Protease Siloxan -N

Succinyl Ala-Ala-
Pro-Leu-p-

Nitroanilide
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Dextran Amylase Protease Siloxan -N
Succinyl Ala-Ala-

Pro-Leu-p-

Nitroanilide

Als Verstdrker-Enzyme fir die Amplifikation der Anzeige kon-
nen Oxidoreduktasen wie Laccasen oder Peroxidasen,Proteasen, Li-
pasen, Esterasen, Peptidasen, etc. eingesetzt werden.

GemdR einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Er-
findung ist die Matrix als Schicht, in Form von Kapseln oder als
Hydrogel, auf dem festen Trdger angeordnet.

Die Matrix zwischen dem festen Tr&dger und der semipermeablen
Membran kann unterschiedliche Formen aufweisen. Die Matrix kann
beispielsweise als Schicht oder Kapseln aufgebracht werden. Die
Verwendung von Kapseln bzw. mehrerer Schichten (mindestens zwei,
drei oder vier) hat den Vorteil, dass die Kapseln und Schichten
unterschiedliche Zusammensetzungen aufweisen kénnen. So ist es
moéglich eine Kapselart bzw. eine Schicht zur Verfigung zu stel-
len, die Enzyme umfassen, die in der Lage sind das Polymer der
Matrix abzubauen. Andere Kapseln bzw. Schichten k&énnen hingegen
Enzyme umfassen, die in der Lage sind farberzeugende Substrate
umzusetzen. Auch die Polymerzusammensetzung der verschiedenen
Kapseln bzw. Schichten kénnen variieren.

GemdB einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Er-
findung kann die Matrix ein abbaubares, modifizierbares Molekill
bzw. Polymer umfassen, welches durch Enzyme abgebaut bzw. modi-
fiziert werden kann. Selbstverstandlich k&énnen aber auch Moleki-
le bzw. Polymere eingesetzt werden, die im Zuge einer pH-Wert-
Anderung oder durch Anderung der Ionenstarke abbaubar sind.

Das enzymatisch zersetzbare, umsetzbare oder modifizierbare
bzw. abbaubare Polymer ist vorzugsweise ein Polysaccharid, Po-
lypeptid, Polyester, Polyamid oder eine Kombination davon.

Das abbaubare bzw. modifizierbare Polymer kann, um den Abbau
bzw. die Modifikation durch in der Probe vorhandenen Enzymen zu
steuern, beispielsweise, verestert sein.

GemdB einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Er-
findung ist das Polysaccharid ausgewdhlt aus der Gruppe beste-
hend aus Pektin, Amylose, Amylopektin, Agarose, BAlginat, Carrag-
henan, Chitin, Chitosan, Dextran, Glycogen, Guar, Johannisbrot-

kernmehl, Laevan, Pektin, Pollulan, Tamarindenkernmehl, Xanthan,
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Zellulose und Xylan.

Um eine weitere Variationsmoglichkeit zu besitzen besteht
ebenfalls die Moglichkeit das Polymer mit funktionellen Seiten-
ketten zu modifizieren. Diese Seitenketten sind in der Lage duch
kovalentes Quervernetzen ein gegen Autohydrolyse stabiles Poly-
mernetzwerk zu bilden. Die Abbaubarkeit durch die bereits be-
schriebenen Trigger Enzyme wird dadurch nicht beeinflusst. Mog-
lichkeiten fir derartige Seitenketten waren radikalisch polyme-
risierende Monomere wie Acrylate bzw. Methacrylate.

Polymere auf Proteinbasis, welche erfindungsgemdB eingesetzt
werden koénnen, koénnen Seide und Elastin &hnliche Proteinpolymere
sein.

Um eine verbesserte Spezifitdt der Polymere zu erreichen,
kdnnen die Polymere mit spezifischen Sequenzen (z.B. Aminosadure-
oder Oligosaccharidsequenzen) versehen werden, welche Spaltstel-
len fir bestimmte Enzyme darstellen. Damit wird ermdglicht Poly-
mere herzustellen, die in Kontakt mit den nachzuweisenden Sub-
stanzen (z.B. Enzymen) gespalten werden.

GemdB ‘einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform der vorlie-
genden Erfindung ist das abbaubare Polymer ausgewdhlt aus der
Gruppe bestehend aus Gummiarabicum, Agar, Agarose, Maltodextri-
ne, Alginsdure und deren Salze, insbesondere Natriumalginat oder
Calciumalginat, Liposome, Fette, Cetylalkohol, Collagen, Chito-
san, Peptidoglycan, Leithine, Gelatine, Albumin, Schellack, Po-
lysaccaride, insbesondere Starke oder Dextran, Cyclodextrine,
Pektin, Carragenan und Wachse. |

Gemall einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Er-
findung ist die polymerabbauende Verbindung ein Enzym.

Das Enzym welches in der Matrix umfasst ist, ist vorzugswei-
se ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus den Gruppen der Hyd-
rolasen und Oxidoreduktasen wie zum Beispiel Proteasen, Laccasen
oder Peroxidasen.

Umn die Mobilit&t der Enzyme im Polymer vor dessen Abbau ein-
zuschranken, um den vorzeitigen Abbau des Polymers zu verhindern
bzw. zu unterbinden und um zu verhindern, dass das farberzeugen-
de Substrat vorzeitig umgesetzt wird, ist das durch die Umset-
zung oder Modifikation bzw. den Abbau des Molekiils bzw. Polymers
freisetzbare Enzym chemisch oder adsorptiv, z.B., an Polyvi-
nylalkohol, Polyethylenglykol (PEG) oder Peptide gebunden oder

dessen Molekulargewicht genetisch durch Fusion, z.B. mit Elastin
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oder anderen Peptiden oder Proteinen vergrofert. Durch die Bin-
dung des Polypeptids an diese hochmolekularen Gruppen wird die
Diffusion im Polymer im Wesentlichen verhindert.

Gemdl einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Er-
findung ist das farberzeugende Substrat ausgewdhlt aus der Grup-
pe bestehend aus phenolisclien Verbindungen und Azo-Farbstoffen
wie Ferulasdure, Kaffeesdure, 3,4-Dihydroxybenzoesdure, Reactive
Blue, Indigo Carmine, ABTS oder Guaiacol.

Die semipermeable Membran ist vorzugsweise ausgewdahlt aus
der Gruppe bestehend aus Cellulosederivate, Polyamide, Polyac-
rylamide und Polyester.

Ein semipermeabler Charakter wird durch Modifikation der
Oberfldche einer Seite erreicht die z.B. hydrophiler oder hydro-
phober gemacht wird. Dies kann durch z.B. durch chemische, phy-
sikalische (Plasma) oder enzymatische Behandlung erzielt werden
(z.B. Guebitz,G.M.,Cavaco-Paulo,A., 2008. Trends in Biotechnolo-
gy 26, 32-38).

Gemdh einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Er-
findung umfasst der feste Trdger ein Material, welches ausge-
wahlt ist aus der Gruppe bestehend aus anorganischen Materia-
lien, vorzugsweise Silicagel, Aluminium, Silizium oder Glas, or-
ganischen Materialien, vorzugswelise Polyester, Polystyrol, Poly-
amid, Polyacrylamid oder Polyvinylalkohol, oder Biopolymeren,
vorzugswelise Papier.

Um die Bindung zwischen Trdgermaterial und Matrix zu verbes-
sern kann das Tragermaterial chemisch modifiziert werden. Bei
der Modifikation werden funktionelle Gruppe auf die Oberflache
aufgebracht die anschlieflend mit Bestandteilen der Matrix kova-
lent quervernetzen koénnen. Als Beispiel sei an dieser Stelle
Trimethylsilyl methacrylate genannt. Wie an andere Stelle be-
schrieben koénnen Trimethylsilyl Gruppen mit Hydroxygruppen an
Oberfldchen wie sie bei Glas aber auch bei andere Polymeren vor-
kommen kovalente Etherbricken bilden. Die Metacrylgruppe kann im
Anschluss mit Methacrylgruppen der Matrix quervernetzen.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die
Verwendung einer erfindungsgemdfen Anordnung zur Bestimmung der
Anwesenheit und/oder Charakterisierung von Zellen, vorzugsweise
von Mikroorganismen, in einer Probe.

Die zu bestimmenden und/oder charakterisierenden Mikroorga-

nismen sind ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus Bakterien
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und Pilzen.

Die erfindungsgemdfe Anordnung kann gemdl einem weiteren As-—
pekt zur Detektion mindestens eines Enzyms in einer Probe ver-
wendet werden. Ein noch weiterer Aspekt der vorliegenden Erfin-
dung betrifft die Verwendung einer erfindungsgemdBen Anordnung
zur Detektion einer Wundinfektion durch Bestimmen des Vorhan-
denseins mindestens eines wund-spezifischen Enzyms.

Gemdl der vorliegenden Erfindung sind ,wund-spezifische“ En-
zyme Enzyme, die tblicherweise bei Infektionen von Wunden auf-
treten. Beispielhafte Enzyme sind solche Enzyme, die von den die
Infektion ausldsenden Mikroorganismen sekretiert werden oder
solche Enzyme, die vom Korper als Antwort auf eine Infektion
ausgeschiittet werden.

GemaB einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Er-
findung ist das mindestens eine Enzym ausgewdhlt aus der Gruppe
der HYdrolasen bestehend aus Amylase, Cellulase, Xylanase, Man-
nanase, Protease, Lysozym, Lipase und Esterase, Oxidase.

Die gegenstdndliche Erfindung wird ferner anhand der folgen-

den Figuren und Beispiele ndher illustriert.

Fig. 1 zeigt die Freisetzung von Alizarinfarbstoff mittels
verschiedenen Mikroorganismen nach 72 Stunden Inkubation (Bei-

spiel 3).

Fig. 2 zeigt den Zeitverlauf der Freisetzung von Proteasen

aus dem Biopolymer durch Einwirkung von Pektinasen (Beispiel 7).

Fig. 3 zeigt den Zeitverlauf der Freisetzung des Verstarke-
renzyms Laccase aus dem Biopolymer durch Einwirkung eines Trig-

gerenzyms (Pektinasen) (Beispiel 7).

Fig. 4 zeigt die Freisetzung von p-Nitroanilid des immobili-

sierten Substrats mittels kommerzieller Protease (Beispiel 8).

Fig. 5 zeigt den Farbumschlag immobilisierter Ferulasdure.
Durch Einwirkung des Triggerenzyms (Pektinase) wird das Verstdr-
kerenzym (Laccase) aus dem Biopolymer freigsetzt und induziert
die Farbreaktion (Farbgebung durch Oxidation imobilisierter

Ferulasaure) (Beispiel 10).
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Fig. 6 zeigt die Umsetzung von ABTS (Diammonium-2,2'-
azinobis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure)) durch Laccase in-
folge deren Freisetzung aus einer Peptidoglycan Matrix nach In-
kubation mit Lysozym (5000 U/mL) oder Puffer (Kontrolle) nach

verschiedenen Zeitpunkten.

Fig. 7 zeigt ein erfindungsgemdRBes bioresponsives System mit
enzymatischer Verstadrkungsreaktion zur kontrollierten Freiset-

zung und Sensorik.

BEISPIELE
Beispiel 1:

Herstellung eines Biopolymers A

Eine 5%ige Losung aus Pektin, gewonnen aus Citrusschalen mit
einem Veresterungsgrad von 50-60%, wurde durch Aufldsen in Was-
ser iiber Nacht bei 50°C hergestellt. Alternativ kann auch Pektin
aus Apfelschalen mit einem Veresterungsgrad von 70-75% verwendet
werden.

Im Vorfeld wurde das Polysaccharid mit verschiedenen Farb-
stoffen wie z.B. Alizarin, Cibacrom, Remazol, Viktoriablau oder
anderen gefdarbt. Dazu wurden 10g Pektin in Aceton mit 5mM Farb-
stoff suspendiert, Uber Nacht unter Rickfluss erhitzt und an-
schlielend mehrere Male mit Aceton gewaschen. Die Pektinldsung
wurde durch Eintropfen in eine 200mM CaCl,; Ldsung auspolymeri-
siert und die erhaltenen Pektinkugeln wurden mit Wasser gewa-
schen. ’

Enzymatischer Abbau von Biopolymer A

lg (Feuchtmasse) des Biopolymers A wurde mit Alizarin ge-
farbt und in 10mL Puffer (50mM, pH6,0) flir 24h bei Raumtempera-
tur unter leichtem Schitteln unter Verwendung verschiedener kom-
merziell erhaltlicher Pektinasen inkubiert. Anschliefend wurden
die Uberstdnde mit 1M NaOH auf pHl4 eingestellt und die Adsorp-
tion bei 550nm mit Hilfe eines UV/VIS Photometers gemessen.

Mikrobiologischer Abbau von Biopolymer A

Unterschiedliche potentiell kontaminierende Mikroorganismen
wurden mittels Vorkultur angezichtet. Zu 100mL der Hauptkultur
wurdén jeweils 1g Feuchtmasse des mit Alizarin gef&rbten Biopo-
lymers A zugegeben und mit 100pL Vorkultur inokuliert. Die Inku-
bation wurde fir 72 Stunden bei 33°C durchgefiihrt. AnschlieBend

wurde die Biomasse abzentrifugiert und die Absorption des Uber-
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standes bei geeigneter Wellenlange gemessen (Fig. 1).

Beispiel 2:

Siloxanimmobilisierung des Substrats fur das Verstdrkerenzym

Methode A

10g Kieselgel wurden in 30mL einer 3-9% Aminopropy-
ltriethoxysilan in Ethanol (95%) fiir 4 Stunden bei 40°C geriihrt.
AnschlieBend wurde das aminierte Kieselgel abdekantiert, 3-mal

mit 70% Ethanol gewaschen und im Exsikkator bis zur Gewichts-
konstanz getrocknet.

50mg N-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimid hydrochlo-
rid, 5mg (l-Hydroxybenzotriazole hydrate) und 50mg Ferulasdure
wurden in 20mL absolutem Ethanol geldst. Anschliefend wurde 5g
aminiertes Kieselgel zugegeben und 30min gerithrt. Nach Zentrifu-
gation wurde das Kieselgel mit der gekoppelten Ferulasdure mit
70% Ethanol gewaschen und im Exsikkator bis zur Gewichtskonstanz
getrocknet. Alternativ zur Ferulasdure kann Kaffeesdure, 3,4-
Dihydroxybenzoesaure, oder Fast Blue RR etc. verwendet werden.
Weiters koénnen auch Proteasesubstrate wie z.B. N-Succinyl-Ala-
Ala-Pro-Leu-p-nitroanilid, N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Val-p-
nitroanilid oder L-Leucin-p-nitroanilid auf die gleiche Art und
Weise immobilisiert werden.

Methode B

10g Kieselgel wurde in 30mL einer 3-9% Mercaptopropy-
ltriethoxysilan in Ethanol (95%) fur 4 Stunden bei 40°C geruhrt.
Anschlielend wurde das Kieselgel abdekantiert, 3-mal mit 2-
Propanol gewaschen und im Exsikkator bis zur Gewichtskonstanz
getrocknet. Zu 5g vorbehandeltem Kieselgel, suspendiert in 20mL
Dichlormethan, werden 155mg Ferulasdure und 38mg Dimethylamino-
pyridin zugegeben. Zu der mit Eis auf 0°C gekithlten Reaktionsmi-
schung wurden 165mg DCC zugegeben und Uber 3 Stunden gerthrt.
Dabei wurde die Temperatur auf Raumtemperatur (ca. 20°C) belas-
sen. Anschliefiend wurde das feste, modifizierte Kieselgel abfil-
triert, 3-mal mit Dichlormethan gewaschen und iber Nacht im
Exsikkator getrocknet.

Beispiel 3:

Herstellung des Biopolymers B

Pektin, gewonnen aus Citrusschalen mit einem Veresterungs-
grad von 50-60%, wurde unter leichtem Erhitzen iiber Nacht in
Wasser gelodst. Zum Pektin als Hauptbestandteil der bioresponsi-

ven Matrix wurde Alginat in verschiedenen Konzentrationen (1-
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20%) beigemengt.

Vorzugsweise wurde eine Mischung bestehend aus 4,5g Pektin
und 0, 5g Natriumalginat in 100mL Wasser verwendet. Die Gelher-
stellung erfolgte durch Eintropfen der Pektin-Alginat-Lo&ésung in
eine vorgelegte 200mM CaCly Losung. Die erhaltenen Pektinkugeln
wurden mit Wasser gewaschen.

Beispiel 4:

Inkorporation von Enzymen und Proteinen in Biopolymer B

Zu einer Mischung bestehend aus 4,5g Pektin und 0,5g Natri-
umalginat in 100mL Wasser wurden 5mL kommerziell erhdltlicher
Protease von Aspergillus oryzae zugegeben.

Nach dem Vermischen der Polysaccharidldsung mit dem Enzym
wurde das Polymer in 200mM CaCly~Losung eingetropft und ausge-
liert. Die so gewonnenen Polymerkiligelchen wurden abgesiebt, 3-
mal mit 50mM Tris-HCl Puffer pH7,5 gewaschen und zu je 1lg
Feuchtmasse in Reaktionsgeféffen mit 5mL SOmM‘Tris—HCl Puffer
pH7,5 portioniert.

Entsprechend konnen auch andere Enzyme wie z.B. Laccasen
verschiedener Trametes sp. immobilisiert werden. Weiters k&nnen
auch Proteine z.B. Casein, Collagen etc. entsprechend eingebaut
werden.

Beispiel 5:

" Freisetzung von Enzymen mittels Pektinasen

Als Testpolymer wurde das Biopolymer B (Beispiel 4) mit ei-
ner Protease von Aspergillus oryzae beladen.

Die so gewonnenen Polymerkugeln wurden abgesiebt, 3-mal mit
50mM Tris-HC1l Puffer pH7,5 gewaschen und zu je 1lg Feuchtmasse in
Reaktionsgefdfen mit 5mL 50mM Tris-HC1l Puffer pH7,5 portiocniert.
Der enzymatische Abbau wurde durch Zugabe einer kommerziellen
Pektinase gestartet. Wahrend der Inkubation bei Raumtemperatur
und unter Schiitteln wurden in bestimmten Zeitintervallen Proben
aus dem Uberstand genommen. Von diesen Proben wurden die Pro-
teaseaktivitadten mittels Azocasein Assay und der Proteingehalt
bestimmt (Fig. 2).

Alternativ dazu kann das Biopolymer mit jedem anderen Enzym,
wie z.B. Laccasen, aus der Gruppe der Oxidoreduktasen beladen
werden. Hier wird dann entsprechend die Aktivit&t der freige-
setzten Laccase mittels ABTS bestimmt (Fig. 3).

Beispiel 6:

Enzymatische Signalgebung und deren Verstdrkung mittels Pro-
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teasen

10mg Kieselgel mit immobilisiertem N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-
Leu-p-nitroanilid bzw. L-Leucin-p-nitroanilid oder N-Succinyl-
Ala-Ala-Pro-Val-p-nitroanilid als Proteasesubstrate (Beispiel 2)
wurden in 1300pL 50mM Tris-HCl Puffer pH8,3 suspendiert und mit
kommerziell erhdltlicher Protease von Aspergillus oryzae bzw.
mit Wundflissigkeit bei Raumtemperatur inkubiert. Die Aktivitat
wurde mittels UV-Absorption des abgespaltenen p-Nitroanilides im
Uberstand bei 375nm bzw. bei 405nm bestimmt (Fig. 4).

Beispiel 7:

Enzymatische Signalgebung und deren Verstdrkung mittels Lac-
casen

10mg Kieselgel mit immobilisierter Ferulasdure als Lacca-
sesubstrat (Beispiel 2) bzw. mit immobilisiertem Fast Blue RR
wurden in 1300puL 50mM Succinat Puffer pH4,5 suspendiert und mit
Laccase vom Trametes hirsuta bzw. mit Wundflissigkeit bei Raum-
temperatur inkubiert. Die Aktivitdt wird anhand einer Farbmes-
sung (gelb-orange) mittels Spectrophotometer bestimmt.

Beispiel 8:

Enzymatische Signalgebung und deren Verstdrkung durch Frei-
setzung von Laccasen mittels Pektinasen

Als Testpolymer diente das Biopolymer aus Beispiel 4 beladen
mit Laccasen verschiedener Trametes sp.

Die Polymerkugeln wurden abgesiebt, 3-mal mit 50mM Succinat
Puffer pH4,5 gewaschen und zu je lg Feuchtmasse in Reaktionsge-
falRen mit 5mL 50mM Succinat Puffer pH4,5 in Anwesenheit von 10mg
Kieselgel mit immobilisierter Ferulasdure als Laccasesubstrat
aus Beispilel 2 portioniert. Der enzymatische Abbau wurde durch
Zugabe kommerziell erh&ltlicher Pektinase bei Raumtemperatur und
unter Schitteln gestartet. Nach der Inkubation wurde der Farbum-
schlag zu gelb-orange anhand einer Farbmessung mittels Spectro-
photometer bestimmt (Fig. 5).

Alternativ dazu kann das Biopolymer mit einer Protease von
Aspergillus oryzae beladen werden. Hier wird dann entsprechend
die Aktivitdt der freigesetzten Protease mittels UV-Absorption
des abgespaltenen p-Nitroanilides im Uberstand bei 375 nm be-
stimmt.

Beispiel 9:

Enzymatische Signalgebung und deren Verstdrkung durch Frei-

setzung von modifizierten Proteasen mittels Pektinasen
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Das Ansprechverhalten der bioresponsiven Polymere kann lber
das Diffusionsverhalten sowohl der Trigger- als auch der Ver-
stdrkerenzyme eingestellt werden. Durch eine chemische oder ge-
netische Modifikation (z.B. VergrdBerung) der Verstdrkerenzyme
kénnen entsprechend geringere Vernetzungsgrade des Biopolymers
eingesetztIWerden, bei einer gleichzeitigen Minimierung der Aus-
diffusion des Verstdrkerenzyms.

Zur chemischen Modifikation von Verstdrkerenzymen mit was-
serldslichen Polymeren wurden 1lg Methoxypolyethylenglykol und
0,4g Cuyanurchlorid in 100mL trockenem Toluol geldst und fir 40
Stunden bei 40°C geriihrt. AnschlieBend wurde das aktivierte Po-
lymer in Hexan gefdllt, filtriert und unter Vakuum getrocknet.
Durch Verwendung unterschiedlicher Molekulargewichte (350, 550,
1100, 2000, 5000 etc.) kann mittels der L&nge des Polymers das
Diffusionsverhalten des Konjugates eingestellt werden. Das Poly-
mer wurde in schwach basischem Medium Boratpuffer pH9,3 an das
Enzym gehdngt. Nach der Reaktion wurde ungebundenes Polymer mit-
tels Ultrafiltration entfernt und das Konjugat ohne weitere
Aufreinigung verwendet.

Entsprechend Beispiel 6 wurde das Biopolymer mit modifizier-
ter Protease beladen. Die so gewonnenen Polymerkugeln wurden ab-
gesiebt, 3-mal mit 50mM Succinat Puffer pH4,5 gewaschen und zu
je 1lg Feuchtmasse in Reaktionsgefdfen mit 5mL 50mM Succinat Puf-
fer pH4,5 in Anwesenheit von 10mg Kieselgel mit immobilisierter
Ferulasdure als Laccasesubstrat aus Beispiel 2 portioniert. Der
enzymatische Abbau bei Raumtemperatur und unter Schiitteln wurde
durch Zugabe kommerzieller Pektinase gestartet. Nach der Inkuba-
tion wurde der Farbumschlag zu gelb-orange anhand einer Farbmes-
sung mittels Spectrophotometer bestimmt (Fig. 5). Alternativ
hierzu kann das Molekulargewicht des Triggerenzyms gentechnisch
erhoht werden.

Beispiel 10:

Enzymatische Signalgebung und deren Verstdrkung durch Frei-
setzung von modifizierter Laccase mittels Lysozym

Ein System das im medizinischen Bereich zur Anwendung ge-
bracht werden kann benttzt das Enzym Lysozym als Trigger Enzym.
Dieses Enzym der korpereigenen, nativen Immunantwort wird im
Falle von Infektion gebildet und sekretiert. Haﬁptaufgabe des
Enzyms ist eine Zerstdrung von Bakterien durch Abbau von Pep-

tidoglycan, einem Bestandteil der bakteriellen Zellwand. Es wur-
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de gezeigt, dass erhohte Enzymmengen im Falle einer Wundinfekti-
on vorliegen. Im folgenden System wurden 3,12mg Mikrokokkus
lysodeicticus Zellwand von Sigma mit 1lmL 1%iger Agarose in Phos-
phat-Puffer pH7,00 suspendiert. 100ul dieser Suspension wurden
in einer Mikrotiterplatte mit 50uL einer PEG modifizierten Lac-
case vermischt. Nach Ausharten wird das Polymer mit Puffer gewa-
schen und 100ul einer LYsozymLésung (200-50000/mL) aufgetragen.
Die Inkubation erfolgte bei 37°C. Alle 30 Minuten wurden 25ul
des Uberstandes entnommen. Laccaseaktivitdt wurde mittels des
ABTS Assays nachgewiesen (1400uL Saccharose Puffer + 45uL 1% H202
+ 30uL ABTS 40mM): 25uL Uberstand + 75ulL ABTS-L6sung). Eine
Grinfdrbung trat nach einigen Minuten Inkubation mit Lysozym
durch Umsetzung von ABTS durch die freigesetze Laccase auf (Fig.
6).

Beispiel 11:

Quervernetztes Biopolymer und Freisetzung von Enzymen mit-
tels Pektinasen oder Cellulasen
5 g Pektine oder/und Cellulosederivate werden in 100 mL Wasser
gelodst und mit 3 3mL einer 97% Glycidylmethacrylate Losung in
Gegenwart von 0,5 mL 6 M HC1l gekoppelt.
PES Gewebe wird mit Trimethylsilyl methacrylate modifiziert und
mit einer mit Glycidylmethacrylate modifizierten Matrix Uber-
schichtet und radikalisch auspolymerisiert und damit kovalent
quervernetzt.
Extrazellulare Enzyme wie Pektinasen oder Cellulasen konnen nun
das PES Geweben durch Diffusion Uberwinden und durch Abbau der
Matrix darin eingeschlossene funktionelle Molekiile wie z.B. En-

zyme freisetzen, die ihrerseits eine Farbreaktion ausldsen.

Beispiel 12:

Quervernetztés Biopolymer und Freisetzung von Enzymen durch
Freisetzung von modifizierten Enzymen mittels Flastase

Ein weiteres System, das im medizinischen Bereich zur Anwen-
dung gebracht werden kann, benltzt das Enzym Elastase als Trig-
ger Enzym. Dieses Enzym wird von manchen Bakterienarten, aber
auch von der kodrpereigenen Immunantwort im Falle von Infektion
gebildet und sekretiert, wobei fast alle Arten von Protein ge-
spalten werden kdénnen. Im Falle von Wundinfektion konnten ein-
deutig erhdhte Enzymmmengen im Wundsekret nachgewiesen werden.
Damit kann dieses Enzym als Markerenzym filir beginnende Wundin-

fektion herangezogen werden. Im folgenden System wurden 3, 12mg
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Chitosan mit 1mL 1%iger Agarose in Phosphat-Puffer pH 7,0 sus-
pendiert. Das Chitosan wurde zuvor mit GMBS aktiviert, um es
beidseits Uber die SH Gruppe eines Cyéteins und der Peptidse-
quenz Ala-Ala-Pro-Val querzuvernetzen. 100ul dieser Suspension
wurden in einer Mikrotiterplatte mit 50pL einer PEG modifizier-
ten Laccase vermischt. Nach Aushédrten wird das Polymer mit Puf-
fer gewaschen und 100pl einer Elastaselodsung (2-5 U/mL) oder mit
Wundsekret aufgetragen. Die Inkubation erfolgte bei 37°C. Alle
10 Minuten wurden 25ul des Uberstandes entnommen. Laccaseaktivi-
tat wurde mittels des ABTS Assays nachgewiesen (1400uL Saccharo-
se Puffer + 45uL 1% H»02 + 30ulL ABTS 40mM): 25pL Uberstand + 75uL
ABTS-Loésung) . Eine Grinfdrbung trat nach einigen Minuten Inkuba-
tion mit Elastase durch Umsetzung von ABTS durch die freigesetze
Laccase auf. Ohne Elastase wurde keine Farbdnderung festge-
stellt.
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Patentanspriiche:

1. Anordnung umfassend einen festen Trdger und eine an dem fes-
ten Tradger angeordnete Matrix umfassend mindestens ein enzyma-
tisch umsetzbares oder modifizierbares Molekiil, welche Matrix
mindestens ein durch Umsetzung oder Modifikation des Molekils
freisetzbares Enzym umfasst, das in der Lage ist zumindest ein
in der Matrix und/oder am festen Tr&dger befindliches farb&dndern-

des Substrat umzusetzen.

2. Anordnung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Matrix als Schicht, in Form von Kapseln oder als Hydrogel auf

den festen Trager angeordnet ist.

3. Anordnung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass das enzymatisch umsetzbare oder modifizierbare Molekiil ein

Polymer ist.

4. Anordnung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass das
Polymer ein Polysaccharid, Polypeptid, Polyester, Polyamid oder

eine Kombination davon ist.

5. Anordnung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass das
Polysaccharid ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus Pektin,
Amylose, Amylopektin, Agarose, Alginat, Carraghenan, Chitin,
Chitosan, Dextran, Glycogen, Guar, Johannisbrotkernmehl, Laevan,

Pektin, Pollulan, Tamarindenkernmehl, Xanthan und Xylan.

6. Anordnung nach einem der Anspriiche 3 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Polymer ausgewdhlt ist aus der Gruppe beste-
hend aus Gummiarabicum, Agar, Agarose, Maltodextrine, Alginsdure
und deren Salze, insbesondere Natriumalginat oder Calciumalgi-
nat, Liposome, Fette, Cetylalkohol, Collagen, Chitosan, Pep-
tidoglycan, Leithine, Gelatine, Albumin, Schellack, Polysaccari-
de, insbesondere Stdrke oder Dextran, Cyclodextrine, Pektin,

Carragenan und Wachse.

7. Anordnung nach einem der Anspriliche 1 bis 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Matrix zusatzlich durch Umsetzung oder Modi-

fikation des Molekils freisetzbares Enzym umfasst, das in der
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Lage ist das in der Matrix befindliche Molekiil ebenfalls umzu-

setzen oder zu modifzieren.

8. Anordnung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass das
Enzym ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus den Gruppen
der Hydrolasen und Oxidoreduktasen, wie Proteasen, Laccasen oder

Peroxidasen.

9. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das durch die Umsetzung oder Modifikation des Mo-
lekiils freisetzbare Enzyme an Polyvinylalkohol, Polyethylengly-
kol (PEG), Polypeptide, insbesondere Elastin, oder Peptide ge-

bunden ist.

10. Anordnung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass das
freisetzbare Enzym, welches mittels eines Polypeptids oder Pep-
tids am enzymatisch umsetzbaren oder modifizierbaren Molekiil ge-
bunden ist, durch ein Enzym, vorzugsweise einem mikrbbiellen En-
zym oder einem Enzym des Immunsystems, wie Elastase, freisetzbar

ist.

11. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das farberzeugende Substrat ausgewahlt ist aus
der Gruppe bestehend aus phenolischen Verbindungen und Azo-
Farbstoffen.

12. Anordnung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das
farberzeugende Substrat direkt von Enzymen, vorzugsweilse mikro-
biellen Enzymen, wie Laccasen oder Peroxidasen oder Enzymen des

Immunsystems, wie Myeloperoxidase, umsetzbar ist.

13. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Anordnung eine dem festen Trédger gegeniber-

liegende semipermeable Membran aufweist.
14. Anordnung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die
semipermeable Membran ausgewdhlt ist aus der Gruppe bestehend

aus Cellulosederivate, Polyamide, Polyacrylamide und Polyester.

15. Anordnung nach einem der Anspriche 1 bis 14, dadurch gekenn-
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zeichnet, dass der feste Trdger ein Material umfasst, welches
ausgewdhlt ist aus der Gruppe bestehend aus anorganischen Mate-
rialien, vorzugsweise Silicagel, Aluminium, Silizium oder Glas,
organischen Materialien, vorzugsweise Polyester, Polystyrol, Po-
lyamid, Polyacrylamid oder Polyvinylalkohol, oder Biopolymeren,

vorzugswelise Papier.

16. Anordnung nach einem der Anspriche 3 bis 13, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Polymer, das Enzym und das farbdndernde Sub-

strat aus gewdhlt sind aus Tabelle A.

17. Verwendung einer Anordnung nach einem der Anspriche 1 bis 16
zur Bestimmung der Anwesenheit und/oder Charakterisierung von

Zellen, vorzugsweise von Mikroorganismen, in einer Probe.

18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass
die zu bestimmenden und/oder charakterisierenden Mikroorganismen
ausgewdhlt sind aus der Gruppe bestehend aus Bakterien und Pil-

zen.

19. Verwendung einer Anordnung nach einem der Anspriche 1 bis 16

zur Detektion mindestens eines Enzyms in einer Probe.

20. Verwendung einer Anordnung nach einem der Anspriche 1 bis 16
zur Detektion einer Wundinfektion durch Bestimmen des Vorhan-

denseins mindestens eines wund-spezifischen Enzyms.

21. Verwendung nach Anspruch 19 oder 20, dadurch gekennzeichnet,
dass das mindestens eine Enzym ausgewdhlt ist aus der Gruppe der
Hydrolasen bestehend aus Amylase, Cellulase, Xylanase, Mannana-
se, Protease, Lysozym, Elastase, Collagenase, Cathepsin, Myelo-

peroxidase, Lipase und Esterase.
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