Kapitel 1

Einleitung

In Forschung, Technik und Medizin ist die Erfassung von physikalischen, chemi-
schen und biologischen Messwerten ohne Sensoren nicht mehr vorstellbar. Fiir fast
alle Messanforderungen, bei denen es auf eine robuste, einfache, schnelle und pra-
zise Erfassung von Messwerten ankommt, werden heutzutage eine Vielzahl ver-
schiedenster Sensoren eingesetzt. Vor allem die logische Verkniipfung mehrerer
Sensorsignale und die elektronische Dokumentation bzw. Auswertung sind ent-
scheidend fiir die Erfassung dynamischer Vorgéinge und erlauben ein schnelles und
exaktes Handeln bzw. automatisches Regeln.

Laut einer Umfrage des AMA-Fachverbandes fiir Sensorik wird fiir die Senso-
rik in Deutschland ein Wachstum von 8-10% im Jahr erwartet [1]. Insbesondere
sind laut Umfrage im Bereich der Chemo- und Biosensorik, bei der die Technolo-
gieentwicklung noch am Anfang ihrer ,,Karriere* steht, zweistellige Zuwéchse zu
erwarten.

Einer der Griinde fiir den Trend im Bereich der Chemo- und Biosensorik ist, wie
erwihnt, dass vor allem die Biosensoren, obwohl die Anwendungsgebiete sehr
vielfiltig sind, bisher gegeniiber z.B. Sensoren im Automobilbereich eher eine
untergeordnete Rolle spielen. Dies gilt speziell im Hinblick auf kommerziell er-
hiltliche Biosensoren. Anwendungsgebiete sind unter anderem die klinische Ana-
lytik, die Umweltanalytik oder die Lebensmittel- und Bioprozesskontrolle. In der
Grundlagenforschung sind innovative Anwendungen zur Entwicklung von Model-
len auf molekularer Ebene oder zum Nachweis von Makromolekiilen und deren In-
teraktion in physiologischen Medien interessant. Ein weiterer Grund fiir die durch-
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aus positive Tendenz im Bereich der Chemo- und Biosensoren ist der Wunsch nach
einer schnellen und exakten Chemo- bzw. Bioanalytik, mit der chemische und bio-
logische Reaktionen ,,online* verifiziert werden konnen. Die Miniaturisierbarkeit
ermdglicht prinzipiell Anwendungen wie implantierbare Biosensoren.

Ein fiir die Biosensorik sehr spezielles, aber dennoch sehr umfangreiches Anwen-
dungsgebiet ist die Blutanalytik. Dabei ist sowohl der Nachweis von Blutzellen mit
bestimmten Eigenschaften als auch der Nachweis von Antikorpern und anderen
Blutplasmaproteinen bei vielen medizinischen und biologischen Fragestellungen
von auBlerordentlichem Interesse. Neben vielen anderen, meist optischen Ansét-
zen ist die in dieser Arbeit verwendete Schwingquarztechnik ein Ansatz fiir einen
Sensor fiir die Blutanalytik.

Schwingquarze bestehen aus piezoelektrischem Material und konnen deshalb
durch eine elektrische Wechselspannung zu einer mechanischen Scherschwingung
angeregt werden. Nahe der mechanischen Resonanzfrequenz besitzen sie eine sehr
hohe Frequenzkonstanz. Anwendung finden sie heutzutage als frequenzgebende
Bauelemente in elektrischen Schwingkreisen von Messgeriten, Quarzuhren, Funk-
und Fernsehgeriten, etc. Die sensorischen Eigenschaften von Schwingquarzen er-
geben sich aufgrund der Ausbildung einer stehenden akustischen Welle innerhalb
des Schwingquarzes, die auch in die angrenzenden Medien eindringt. Andern sich
die akustischen Eigenschaften des angrenzenden Mediums, so dndert sich die Re-
sonanzfrequenz und/oder die Amplitude der akustischen Welle und aufgrund der
elektromechanischen Kopplung auch die entsprechenden elektrischen Grofen.

In der Vergangenheit wurden diese sensorischen Eigenschaften von Schwingquar-
zen zunichst im Hochvakuum zur Bestimmung der abgelagerten Metallschichtdi-
cke wihrend Aufdampfprozessen genutzt. Dabei ist im Vakuum bzw. in Gasphase
die Anderung der Resonanzfrequenz proportional zur Massenbelegung durch eine
metallische Schicht. Fiir den Betrieb von einer Schwingquarzoberfliche in Fliissig-
phase mussten neben speziellen Oszillatorschaltungen Schwingquarzhalterungen
konzipiert werden, die einen elektrischen Kurzschluss verhindern und gleichzei-
tig die akustische Welle nicht zu stark dimpfen. Dadurch wurde es moglich, die
Wurzel des Produkts aus Dichte und Viskositit der benetzenden Fliissigkeit, die
proportional zu der Anderung der Resonanzfrequenz und der Diampfung ist, zu
bestimmen.

Ein neues Anwendungsgebiet fiir die Schwingquarzsensorik stellt die Blutanalyse
dar. Fiir einen Nachweis von Blutzellen oder Antikérpern in Vollblut muss da-
bei die mit Vollblut benetzte Schwingquarzoberfliche mit neu entwickelten spezi-
fischen biologischen Beschichtungen versehen werden. Durch diese spezifischen



biologischen Beschichtungen werden im Idealfall nur Blutzellen mit einer ganz be-
stimmten Eigenschaft wie z.B. eine bestimmte Blutgruppe oder Antikérper gegen
einen ganz bestimmten ,,Fremdkorper* wie z.B. Blutzellen mit fremder Blutgruppe
an die Schwingquarzoberfliche gebunden. Bei der Bindung des Analyten dndern
sich die akustischen Eigenschaften des an der Schwingquarzoberflache angren-
zenden Mediums und der Analyt kann dadurch mit Schwingquarzen nachgewie-
sen werden. Binden neben dem Analyten noch weitere Blutzellen oder Proteine
unspezifisch an die Schwingquarzoberfliche, wird der Nachweis erschwert oder
unmoglich.

In der vorliegenden Arbeit wird anhand eines selbstentwickelten, vollautoamti-
schen Blutanalysegerits am Beispiel der Blutgruppenbestimmung die Moglichkei-
ten der Schwingquarzsensorik in komplexen biologischen Matrizes, insbesondere
in Vollblut aufgezeigt.

Dazu werden im 2. Kapitel zum einen optische und akustische Transduktionsprin-
zipien von Immunosensoren und deren Funktionsweise beschrieben. Zum anderen
werden die heutzutage in der klinischen Diagnostik eingesetzten Blutgruppenbe-
stimmungsverfahren aufgefiihrt.

In den ersten Abschnitten des 3. Kapitels werden die Sensoreigenschaften von
Schwingquarzen niher betrachtet und das Verhalten der Frequenz- und Wirkwider-
standsénderung fiir viskoelastische Schichtsysteme abgeleitet. Die folgenden Ab-
schnitte befassen sich mit den Eigenschaften von Vollblut, Blutzellen und Antikor-
pern. Dabei werden die zum Verstindnis dieser Arbeit benotigten Grundlagen zum
Nachweis von Blutbestandteilen, insbesondere Blutgruppen mit Schwingquarzen
geschaffen.

Die Entwicklungsarbeiten und die Charakterisierung des vollautomatischen 2-
Kanal Analysegerits werden in Kapitel 4 vorgestellt.

In Kapitel 5 sind die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten oder weiterent-
wickelten biologischen Beschichtungskonzepte zur Blutgruppenbestimmung mit
Schwingquarzen aufgefiihrt.

Erste Blutgruppenbestimmungen mit dem entwickelten Blutanalysegerit werden
in Kapitel 6 vorgestellt. Das Kapitel gliedert sich in zwei Hauptabschnitte. Der
erste Hauptabschnitt befasst sich mit dem Nachweis von bestimmten Blutgruppen-
antigenen auf der Erythrozytenmembran. Dabei werden die Frequenz- und Wirk-
widerstandsspektren mit Hilfe von den in Kapitel 3 aufgefiihrten Modellen cha-
rakterisiert und ein empirisches Modell zur Beschreibung der durch die Erythro-
zytenankopplung entstehenden biologischen Mehrfachschichtsysteme abgeleitet.
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Im zweiten Hauptabschnitt steht der Nachweis von blutgruppenspezifischen Anti-
korpern im Vordergrund. Am Ende des zweiten Hauptabschnitts wird eine vollig
neuartige Methode fiir die Separation von Blutbestandteilen in Vollblut und fiir
den anschlieBenden Nachweis der separierten Blutbestandteile mit Schwingquar-
zen vorgestellt.

Die erreichten Ziele dieser Arbeit und die sich dadurch ergebenden zukiinftigen
Moglichkeiten fiir die Blutanalyse mit Schwingquarzen werden in Kapitel 7 dis-
kutiert.



Kapitel 2

Stand der Wissenschaft und
Technik

Im ersten Abschnitt werden verschiedene Transduktionsprinzipien von Biosenso-
ren, insbesondere Immunosensoren aufgefiihrt und der Stand der Wissenschaft und
Technik von diesen Prinzipien erldutert. Dabei steht das Transduktionsprinzip mas-
sensensitiver akustischer Biosensoren im Vordergrund.

Die historische Entwicklung der Blutgruppenbestimmungsmethoden und konven-
tionelle Blutgruppenbestimmungsverfahren, die heutzutage in der klinischen Dia-
gnostik als Routineverfahren eingesetzt werden, sind Gegenstand des zweiten Ab-
schnitts.

SchlieBlich befasst sich der dritte Abschnitt mit der Thematik ,,Schwingquarze als
Blutgruppensensoren®.

2.1 Biosensoren

Unter einem Sensor versteht man einen meist miniaturisierten Messwertaufneh-
mer [2], der aus dem sogenannten Transducer (Signalwandler) und bei Chemo-
und Biosensoren aus einer zusitzlichen selektiven Erkennungskomponente besteht
(extrinsische Sensoren) (Abbildung 2.1). Die (moglichst) selektive Erkennungs-
komponente ist eine chemische oder biologische Schicht meist in unmittelbarer

5
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Néhe des Transducers, an der der Analyt selektiv ad- oder absorbiert wird. Die-
se Wechselwirkung zwischen Analyt und der selektiven Erkennungskomponente
wird durch den Transducer in ein elektrisch auswertbares Signal umgewandelt.

Storstoffe Verstarker Daten

;"‘;
J’ -'- IIII \-"\
Analyt biologische Transducer  Signal

Komponente

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung eines Biosensors [3].

Die Biosensoren stellen eine Untergruppe der Chemosensoren dar. Die biologische
Schicht, die sich bei Schwingquarzen direkt an der Oberflache des Schwingquar-
zes (Transducers) befindet, ermoglicht eine selektive Stofferkennung. Idealerweise
ist es dadurch moglich, dass aus einer komplexen Probe nur der zu bestimmende
Analyt von der selektiven biologischen Schicht ,,erkannt* wird und somit der Ana-
lyt nachgewiesen werden kann.

Die Analyterkennung geht mit einer physikalischen oder chemischen Anderung
der Eigenschaften des Reaktionspartners einher. Neben speziellen Ansitzen, die
z.B. Antworten vollstindiger Zellen auf Analyten detektieren, unterscheidet man
vor allem zwischen den Metabolismus- und Affinitdtssensoren.

Der Stoffumsatz findet bei den Metabolismussensoren durch eine chemische Reak-
tion statt. Als messbares Signal dient die Anderung der chemischen Eigenschaften
des Reaktionspartners. Zu der Gruppe von Metabolismussensoren gehdren unter
anderem Gensonden [3].

Bei den Affinitédtssensoren, bei denen kein Stoffumsatz stattfindet, erzeugt die
Anderung der physikalischen Eigenschaften oder die Anderung der chemischen
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Eigenschaften einer nachgeschalteten Indikatorreaktion ein messbares Signal [3].
Dabei sind Schwingquarze auf Masseninderung und optische Biosensoren auf An-
derungen des Brechungsindex sensitiv.

Die Anderung der physikalischen Eigenschaften kommt bei den Immunosensoren
durch eine affine Bindung nach dem ,,Schliissel-Schloss-Prinzip* zwischen dem
Analyten und einem fiir diesen Analyten spezifischen Antikdrper zu Stande. Diese
Reaktion wird als Immunoreaktion bezeichnet. Ein Antikdrper wird unter ande-
rem vom menschlichen Korper als Immunantwort auf dem menschlichen Koérper
unbekannte Substanzen gebildet. Immunosensoren sind dabei sehr interessant, da
es im Gegensatz z.B. zu Enzymen, die nur fiir biochemisch wichtige Stoffwech-
selmetabolite vorkommen, ab einer bestimmten Analytmolekiilgrofe fast fiir jeden
biologischen Analyten einen entsprechenden Antikorper gibt.

Die folgenden Betrachtungen beschrianken sich auf die Transduktionsprinzipien
von optischen und akustischen Immunosensoren. Weitere verfiigbare Transdukti-
onsprinzipien von Biosensoren und einsetzbare selektive biologische Erkennungs-
komponenten sind in Tabelle 2.1 aufgefiihrt.

biologische Erkennungskomponenten Transducer

Enzyme optische

Nukleinsduren kalorimetrische

Antikorper akustische (z.B. piezoelektrische)
Rezeptoren elektrochemische

Lektine elektrische

Transportproteine

Zellorganellen

ganze Zellen

Mikroorganismen

Tabelle 2.1: Selektive Erkennungskomponenten und Transduktionsprinzipien von Biosenso-
ren [4, 3].
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2.1.1 Indirekte optische Immunosensoren

Das Prinzip der indirekten optischen Immunosensoren beruht auf der Markierung
eines der Reaktionspartner mit einem Enzym oder einem Fluorophor. Zum einen
fiihren diese markierten Reaktionspartner (Konjugat) bei einer Immunoreaktion
meist nach mehreren Belegungs-, Blockierungs- und Waschvorgéngen zu einem
Farbumschlag. Zum anderen werden sie durch eine Lichtquelle zur Fluoreszenz
angeregt.

Bei niedermolekularen Analyten werden markierte Analytderivate eingesetzt, die
in Losung mit dem Analyten wihrend der Assoziation zum Immunokomplex kon-
kurrieren (kompetitiver Assay). Dabei versteht man unter einer Derivatisierung
eine chemische Umsetzung des Analyten unmittelbar vor der Detektion, wodurch
eine Quantifizierung des makierten Analyten trotz seiner Reaktivitit moglich ist.
Das Signal wird photometrisch erfasst und verhilt sich umgekehrt proportional zur
Konzentration des Analyten. Dazu ist bei einer Fluoreszenzmessung ein optischer
Filter bzw. ein Spektrometer notig, der das Fluoreszenzlicht vom Anregungslicht
trennt.

Die ELISA-Methode (Enzym-Linked Immunosorbent Assay) stellt wohl die am
besten technisierte/automatisierte Untersuchungsmethode dar. Der Vorteil ist, dass
bei einem hohen Probendurchsatz die Immobilisierung in Mikrotiterplatten er-
folgt. Dabei konnen je nach Standardisierung und Testmethode ca. 40 Proben
gleichzeitig analysiert werden. Fiir die ,,Vor-Ort“-Analyse kommen beschichtete
Einweg-Kunststoffrohrchen zum Einsatz, mit denen eine ,,Ja-Nein*“-Aussage ge-
troffen werden kann. Ein Grund fiir die relativ zogerliche Entwicklung von sensor-
dhnlichen Geriten ist das Problem der Kalibrierung solcher Sensoren. Schwierig
ist auch die Vermarktung eines lagerfihigen Massensensors, da enzymmarkierte
Verbindungen in der Regel auf einer Temperatur unter 4°C gehalten werden miis-
sen (Abbildung 2.2) [3].

Interessante Immunosensoren, die auf einer indirekten optischen Methode beru-
hen, sind die Neuentwicklungen IOS (Immun Optischer Sensor) des ICB Miins-
ters [5] und die Capillary Fill Devices [6]. Ein weiterer Echtzeit-Immunosensor-
Prototyp des Fraunhofer IPM basiert auf der TIRF-Methode (Total Internal Re-
flection Fluorescence) [7].
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Abbildung 2.2: Drei verschiedene kompetitive Festphasen Enzymimmunoassays (ELISA)
[3]. Nach der Immobilisierung von spezifisch gegen den Analyt gerichteten Antikorpern
an den Wiinden der Wells der Mikrotiterplatte werden die freien unspezifischen Bindungs-
stellen mit Bovine Serum Albumin (BSA) abgesdittigt. Ast a zeigt einen Konkurrenzassay, bei
dem der Analyt und das enzymmarkierte Analytderivat gleichzeitig in ein Well gegeben wer-
den. Beim Titrationsprinzip b werden die Antikorper zuerst mit dem Analyt inkubiert und
danach das enzymmarkierte Analytderivat dazu titriert. Der dritte Ast ¢ beschreibt einen
Verdringungsassay. Dabei wird das an die Antikorper gebundene enzymmarkierte Ana-
lytderivat von dem Analyten verdringt. Bei allen Prinzipien sind zwischen den einzelnen
Prozessschritten Waschschritte notig. Detektiert wird der Farbumschlag.

2.1.2 Direkte optische Immunosensoren

Die direkte optische Methode zum Nachweis von biomolekularen Interaktionen
beruht auf der optischen Messung ohne markierte Verbindungen. Dabei erlaubt die
markierungsfreie Messmethode eine Aufzeichnung der Bindungskinetik in Echt-
zeit. Das Messsignal kommt durch eine Anderung des effektiven Brechungsinde-
xes (Brechzahl und Schichtdicke) zu Stande, welche sich aufgrund der Dicken-
dnderung der sensitiven Schicht bei der Bindung des Analyten an die vorher im-
mobilisierte Antikorperschicht ergibt. Geeignete Messverfahren fiir diese Methode
sind: SPR (surface plasmon resonance), Gitterkoppler, Resonant Mirror, RIFS (Re-



