Kapitel 1

Einleitung

Fiir eine Vielzahl von medizinischen und wissenschaftlichen Fragestellungen ist
die genaue Kenntnis der in humanem Blut enthaltenen Antikérper von zentraler
Bedeutung. So lassen sich durch den Nachweis von Antikdrpern unter anderem
Krankheiten diagnostizieren und Aussagen iiber den humoralen Immunstatus
eines Menschen gewinnen. Die Detektion von blutgruppenspezifischen Anti-
korpern in humanem Blut ist insbesondere bei der Durchfithrung von Trans-
fusionen verschiedener Blutbestandteile wie Erythrozyten, Thrombozyten,
Blutplasma etc. notwendig, da es sonst zu schwerwiegenden Komplikationen
kommen kann. Gelangen bestimmte Blutbestandteile in den Blutkreislauf eines
Menschen, so konnen diese unerwiinschte Transfusionsreaktionen induzieren
und im schlimmsten Falle zum Tode fithren. Es ist daher vor einer Transfusion
unbedingt notwendig, die Blutgruppe eines Spenders und Empfingers genau zu
bestimmen und geeignet aneinander anzugleichen. Ein entscheidender Prozess-
schritt einer vollstdndigen Blutgruppenbestimmung ist der innerhalb der
Dissertation realisierte Nachweis blutgruppenspezifischer Antikdrper des ABO-
Blutgruppensystems in Vollblut.

Die heutzutage eingesetzten Verfahren und Technologien fiir den Nachweis von
Antikorpern in Blut sind vielfiltig und unterscheiden sich in ihrer Spezifitit und
Sensitivitdt. In der Regel beruhen sie jedoch stets auf dem Auftreten einer
spezifischen Wechselwirkung der nachzuweisenden Antikérper mit darge-
botenen Antigenen und einem geeigneten visuellen Ausleseverfahren bzw.
optischen Detektionsprinzip der Antigen-Antikorper-Wechselwirkung. Die kor-
rekte Durchfiihrung und Auswertung der etablierten Nachweisverfahren verlangt
ausgebildetes Fachpersonal, geeignete Analyse- bzw. Laborgerdte und oftmals
eine medizinisch-technische Aufbereitung der zu untersuchenden Vollblutprobe.
Insbesondere in zeitkritischen Situationen, die z.B. in der Notfallmedizin auf-
treten konnen, besteht somit der Bedarf nach einem einfach zu handhabenden



Verfahren zur schnellen und zuverldssigen Detektion von Antikdrpern in einer
moglichst kleinen Vollblutprobe.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein biosensorisches Nachweisverfahren fiir
Antikorper in komplexen Fliissigkeiten wie z.B. Vollblut realisiert, das Vorteile
gegeniiber den konventionellen Methoden in Bezug auf Flexibilitit,
Handhabung und Kosten besitzt. Bei diesem zum Patent angemeldeten
Verfahren kommen piezoelektrische Schwingquarze zum Einsatz, die eine
aktorische Separation der nachzuweisenden Antikorper von den restlichen
Blutbestandteilen erméglichen und in einem zeitlich nachfolgenden Prozess-
schritt eine sensorische Antikorperdetektion erlauben [1]. Exemplarisch wird
das Verfahren fiir den Nachweis der blutgruppenspezifischen Antikorper des
ABO-Blutgruppensystems in humanem Vollblut angewandt und optimiert. Die
konventionelle Verwendung von Schwingquarzen als massensensitive Immuno-
sensoren eignet sich nur eingeschréankt fiir den Antikérpernachweis in Vollblut,
da unspezifische Anlagerungen weiterer Blutbestandteile an die Quarzober-
fliche eine eindeutige sensorische Bestimmung der Antikérper nahezu
unméglich machen [3].

Das realisierte Nachweisverfahren besteht aus folgenden Schritten: Zuerst
werden Erythrozyten mit einem entsprechenden spezifischen Antigen fiir die
nachzuweisenden Blutgruppenantikérper auf einer Schwingquarzoberfliche
immobilisiert und danach das Blutplasma der zu analysierenden Vollblutprobe
zugegeben. Beim Vorhandensein der gesuchten Antikorper bilden sich
spezifische Antigen-Antikorper-Bindungen, so dass durch einen folgenden Spiil-
schritt nur die unspezifisch reagierenden Antikdrper und weitere Blut-
bestandteile entfernt werden. Durch eine geeignete Erh6hung der am Schwing-
quarz angelegten Wechselspannung wird die Amplitude der Quarzschwingung
anschlieBend so erhoht, dass sich die mit den gesuchten Antikérpern beladenen
Erythrozyten als sog. Trigerpartikel von der Schwingquarzoberflache ablosen.
Diese mit den nachzuweisenden Antikoérpern beladenen Erythrozyten konnen
auf einen zweiten, mit einer entsprechenden biologischen Beschichtung ver-
sehenen Schwingquarz transferiert und dort spezifisch angekoppelt werden. Auf
diese Weise lassen sich die separierten Antikorper mit der konventionellen
Schwingquarzsensor-Technologie (engl.: Quartz Crystal Microbalance (QCM))
ohne unspezifisch auftretende Adsorptionsprozesse eindeutig nachweisen, wobei
die im Vergleich zu den Antikorpern gro3e Masse der Trigerpartikel eine Er-
niedrigung der Nachweisgrenze induziert.

Der Nachweis von Blutgruppenantikérpern mit Erythrozyten als Tragerpartikel,
auf deren Membran inhdrent Antigene fiir die nachzuweisenden Antikorper
vorhanden sind, verdeutlicht das sehr grofle Potenzial des realisierten
Separations- bzw. Nachweisverfahrens. In Zukunft ldsst sich das Anwendungs-
spektrum durch Verwendung geeigneter zelluldrer oder artifizieller Tréager-
partikel und durch Entwicklung von Schwingquarzfunktionalisierungen zur
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Separation und Detektion sowohl von Antikérpern als auch von Viren,
Bakterien und Proteinen in komplexen Medien erweitern.

Bereits schon heute ergiinzt die innerhalb der Dissertation realisierte Detektion
von blutgruppenspezifischen Antikdrpern eine innovative Blutgruppenbe-
stimmungsmethode, die Schwingquarze konventionell als massensensitive
Immunosensoren einsetzt. Bei dieser Methode werden Erythrozyten iiber ihre
charakteristischen Antigene spezifisch mit einem Schwingquarzsensor nach-
gewiesen. Diese Technologie ermdglicht den Nachweis der standardmifBig
gepriiften Blutgruppen ABO einer kleinen Vollblutprobe und ist insbesondere fiir
die schnelle Bestimmung von Blutgruppen in der Notfallmedizin, aber auch
beim Hausarzt dullerst interessant [2, 3].

Mittelfristig ldsst sich eine zunehmende Bedeutung von Schwingquarzen im
Bereich der Vollblutanalytik prognostizieren. Aufgrund ihres groen An-
wendungspotenzials und durch den Einsatz mikrosystemtechnischer Verfahren
konnen unter anderem transportable Gerite fiir die medizinische Diagnostik mit
mikrofluidischen Komponenten und kompakte Sensoreinheiten fiir die
Integration 1n groflere Gerdte wie z.B. Dialysatoren oder Herz-Lungen-
Maschinen entwickelt werden [4, 5].

Ziele und Aufbau der Arbeit

Zur Realisierung des Nachweises der blutgruppenspezifischen Antikérper des
ABO-Systems in humanem Vollblut wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit
die folgenden sieben Hauptziele in Zusammenarbeit mit anderen Gruppen-
mitgliedern verfolgt:

* Entwicklung eines elektronischen Aufbaus zur gezielten Modulation
der Schwingungsamplitude eines Schwingquarzes, um immobilisierte
Tragerpartikel wie z.B. Erythrozyten und Microspheres schnell und in
moglichst groer Anzahl von der Schwingquarzoberfliche ablésen zu
konnen.

* Aufbau einer miniaturisierten Sensorplattform mit geeigneter
Schwingquarzhalterung und frei zugénglicher Schwingquarz-
oberfliche zur mikroskopischen Beobachtung und Dokumentation des
durch Amplitudenmodulation induzierten Abldseprozesses im-
mobilisierter Tragerpartikel.

*= Aufbau bzw. Weiterentwicklung von Sensorplattformen mit zwei
integrierten Schwingquarzen fiir die zeitlich aufeinander folgende
aktorische Separation und sensorische Detektion von Blutgruppen-
antikoérpern in humanem Vollblut.

* Entwicklung von geeigneten biologischen Funktionalisierungen der
Schwingquarzoberfliche zur Immobilisierung und anschlieBenden



Wiederablosung von Tréagerpartikeln durch Amplitudenmodulation
der Quarzschwingung.

* Entwicklung von Funktionalisierungen der Schwingquarzoberfldche
fir den spezifischen massensensitiven Nachweis von humanen blut-
gruppenspezifischen Antikérpern, die auf der Oberfliche von
Triagerpartikeln gebunden sind.

= Analyse und Beriicksichtigung der durch das Anlegen einer
hochfrequenten Wechselspannung an einen Schwingquarz induzierten
physikalischen Effekte zur Optimierung des Abloseprozesses im-
mobilisierter Tragerpartikel.

* Theoretische Analyse des aktorischen Abldseprozesses und der
mechanischen Eigenschaften der entwickelten Schwingquarz-
funktionalisierungen.

Fiir die Umsetzung dieser Ziele sind die zu Grunde liegenden physikalischen
Vorgénge und medizinischen bzw. biologischen Grundlagen von zentraler
Bedeutung. Im 2. Kapitel der Arbeit wird daher die Theorie von piezo-
elektrischen Schwingquarzen vorgestellt und auf die Eigenschaften von Blut, die
erythrozytdren Blutgruppensysteme und Blutgruppenantikorper eingegangen.

Zur Einordnung des realisierten Nachweisverfahrens in den aktuellen Stand der
Technik werden in Kapitel 3 die wichtigsten Typen von akustischen Sensor-
elementen und deren Anwendungsgebiete zusammengefasst sowie ein Uberblick
iiber die heute eingesetzten Verfahren und Technologien zur Detektion von
blutgruppenspezifischen Antikérpern gegeben.

Die Durchfithrung des Nachweises von Blutgruppenantikérper des ABO-
Systems in humanem Blut mit Schwingquarzen erforderte Entwicklungen im
Bereich der Messtechnik, Elektronik, Programmierung, Funktionalisierung von
Oberflachen und des Geritebaus, die in Kapitel 4 beschrieben werden.

Die durchgefiihrten Entwicklungsarbeiten bildeten die Basis fiir die Analyse und
Optimierung der aktorischen Wiederablosung immobilisierter Erythrozyten
(Kapitel 5) und die experimentelle Realisierung des Nachweises der blut-
gruppenspezifischen Antikérper des ABO-Blutgruppensystems in humanem
Vollblut (Kapitel 6).

In Kapitel 7 werden die innerhalb der Arbeit entstandenen Entwicklungen und
gewonnenen Ergebnisse zusammengefasst und diskutiert. AbschlieBend wird auf
das Potenzial des realisierten Separations- bzw. Nachweisverfahrens mit
Schwingquarzen eingegangen und ein Ausblick auf zukiinftige Einsatz-
moglichkeiten gegeben.



