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Die Blutanalyse, insbesondere die Blutgruppenbestimmung sowie Blutantikdrperbestimmung ist ein
wichtiger Vorgang in der Kklinischen Diagnostik. Ziel eines automatisierten Verfahrens zur
Blutgruppenbestimmung ist daher eine sichere, schnelle und kostenglnstige Methode; diese

Vorgaben lassen sich mit einem entsprechend modifizierten, regenerierbaren Biosensor realisieren:

Schwingquarze (QCM, quartz crystal microbalance, Quarzmikrowaage) sind als massensensitive
Sensoren Uberall dort verwendbar, wo die Detektion des Analyten mit einer Massenanderung auf der
Oberflache des Quarzes verbunden ist. Dies ist z.B. im gesamten Gebiet der Immunreaktionen der
Fall, wo Antigene mit entsprechenden Antikérpern reagieren kdnnen und somit an Masse zunehmen.
Der Ansatzpunkt des hier beschriebenen Verfahrens stiitzt sich auf einen modifizierten Schwingquarz,
auf dessen Oberflache ein Blutgruppenantikérper immobilisiert ist. Gekoppelt ist dieser Schwingquarz
mit einer FIA (Fliess-Injektions-Anlage), sodass Messungen in einem kontinuierlichen Puffer- und
Analytfluss moglich sind.

Die auf den Erythrozyten vorhandenen Epitope kdnnen mit entsprechenden Antikérpern spezifisch
reagieren. Ein mit Anti-A belegter Quarz sollte also in der Lage sein, Erythrozyten einzufangen, indem

sie an das F,, Fragment des Antikérpers

Anti-A Beschichtung, Messung in NaCl / EDTA-Puffer, 25°C binden. Der Quarz mit aufgedampfter
Blut A ) .
e /120 Goldelektrode wird durch einen
9989500 1 r Schwingkreis zum Schwingen angeregt,
Blut 0+
— 9980000 120 wobei die aktuelle Schwingungsfrequenz
=
v 99888007 gemessen wird; die verwendeten Quarze
G 9988000 . . .
= schwingen im 10MHz-Bereich.
2 9987500
('
9987000 . . .
J Eine Bestimmung der Blutgruppe im ABO-
9986500
nnnnnnnnnnn System ist problemlos mdglich (siehe
9986000 r T r T r T r T r T
3000 6000 9000 12000 15000 18000

Zeit [s] Messkurve). Die Bestimmung des


mailto:reiner.krapf@ipc.uni-tuebingen.de
http://www.physik.uni-kl.de/ziegler/
http://www.ipc.uni-tuebingen.de/

Rhesusfaktors funktioniert entweder ganz einfach mit einer IgG-Beschichtung, wobei die Erythrozyten
hier mit Bromelin vorbehandelt werden kdénnen, was bei vielen in der Blutanalytik angewendeten
Methoden sowieso gemacht wird. Der Rhesusfaktor unbehandelter Erythrozyten kann mit leichten
SignaleinbuRen ebenfalls sicher Uber die obige Standard-beschichtung oder mit einer speziellen IgM-

Beschichtung bestimmt werden.

Durch die gelungene Regenerierung des Quarzes kann man diesen immer neu verwenden, wenn man
ihn vor jeder Messung mit frischem Antikdrper belegt. Eine optimierte Fliess-Injektionsanlage wurde
mit Teflonschlduchen realisiert, wobei die Ventile und Quarze von einer selbstgeschriebenen Software

angesteuert werden.

Entscheidend fir eine sichere Bestimmung der Blutgruppen und v.a. des Rhesusfaktors ist eine
optimierte Immobilisierung des Antikdrpers. Durch die Berlcksichtigung der relevanten Parameter
(Konzentration der Losungen, Belegungstemperatur, Immobilisierungszeit, Puffer, pH-Wert) wurde
eine optimale Immobilisierungsvorschrift erarbeitet, die unspezifische Wechselwirkungen minimiert
bzw. bei der Hauptblutgruppenbestimmung (ABO) ganz eliminiert. Es handelt sich dabei um eine
Ankopplung von Protein A auf die Goldoberflache des Quarzes, worauf sich direkt IgG-Antikérper
anlagern koénnen (6 verschiedene Antikbrper wurden getestet). Darliber hinaus wurden

Beschichtungen fiir IgM-Antikérper und Doppel-IgG-Antikorper (Spacer) entwickelt.

Schematisches Messprinzip Des weiteren wurde die Regeneration der Quarze nach

einer Messung verfeinert (Abldsung der Erythrozyten und
Erythrozyt des Antikdrpers), wobei 7 Regenerationszyklen mdglich
waren, bevor wieder neu mit Protein A belegt werden
musste. Die Belegung kann entweder extern (batch, 30ul)
Antikérper oder im Fluss (150ul) durchgefiihrt werden, sodass der
) Haftvermittler Quarz nicht ausgebaut werden muss; die verwendeten
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Durch die universelle Beschichtungstechnik kénnen alle

immunologisch  relevanten  Probleme  angegangen

werden, zu denen Antikdrper verfuigbar sind; weiterhin ist

Goldbedampfter Quarz links: offen, rechts: gekapselt die Quarztechnik kostengulnstig und eine Miniaturisierung

bis hin zum Handgerat maglich.
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