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ENTWICKLUNG BIOLOGISCHER SCHICHTEN FUR DIE BLUTANALYTIK
MIT SCHWINGQUARZSENSOREN

KURZFASSUNG

Zur Analyse von Adsorptions- und Grenzschichtphdnomenen gewinnen
akustische Sensoren zunehmend an Bedeutung. In der Dissertation wurden
Schwingquarze mit einer Resonanzfrequenz von 10 MHz als akustische
Sensoren verwendet. Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren die Entwicklung
eines Nachweises von Blutgruppenantigenen und Antikdrpern mit Schwing-
quarzsensoren und die Entwicklung eines Lab-on-a-Chip-Systems fiir die
Blutanalytik.

Ausgehend von der Bestimmung der Parameter wie Zusammensetzung,
Polaritat und Rauheit der Sensoroberflache durch Rasterkraftmikroskopie-,
Rasterelektronenmikroskopie-, R&ntgenphotoelektronenspektroskopie- und
Kontaktwinkelmessungen wurden biologische Schichten fir die Blutanalytik
mit Schwingquarzsensoren entwickelt. Die Entwicklung der biologischen
Schichten unterteilte sich in vier Schritte: (I) Entwicklung von Techniken zur
Immobilisierung von Protein A und Ghosts (Erythrozytenmembranen), (Il)
Optimierung der Blutgruppenserologie zur spezifischen Immobilisierung von
Erythrozyten, (Ill) Adaption und Optimierung der sensitiven Schichten an die
physikalischen Randbedingungen des Sensorsystems fir den Blutgruppen-
nachweis in verdinntem Vollblut und (IV) Einsatz der biologischen Schichten
zur Blutgruppenbestimmung in einem vollautomatischen Blutanalysegerat. Mit
den entwickelten biologischen Schichten konnten die Antigene A und B des
ABO-Systems, das Antigen D des Rhesussystems und K des Kellsystems von
Erythrozyten in verdiinntem Vollblut mit Schwingquarzsensoren nachgewiesen
werden. Aufgrund unspezifischer Wechselwirkungen von Proteinen aus dem
Plasma mit der Sensoroberfliche konnte die spezifische Ankopplung von
Antikdrpern wie die der Isoagglutinine an mit Antigenen beschichteten QCM-
Sensoren nicht direkt nachgewiesen werden. Jedoch konnte der Nachweis
indirekt erfolgen, indem die nachzuweisenden Antikdrper zuerst spezifisch an
die Antigene von Erythrozyten immobilisiert und anschlieBend die be-
schichteten Erythrozyten mit einen QCM-Sensor nachgewiesen wurden.

Parallel zur Entwicklung der biologischen Schichten fiir die Blutanalytik mit
Schwingquarzsensoren wurde innerhalb der Dissertation ein Lab-on-a-Chip-
System fir die massensensitive Blutgruppenanalytik mit Schwingquarzen
entwickelt. Das zentrale Element der Plattform ist ein mikrofluidischer Chip, in
dem ein Schwingquarzsensor, Mikromischer und ein Sheath-Flow integriert



wurden. Am Beispiel der Bestimmung der Blutgruppe A des ABO-Systems von
Erythrozyten in verdiinntem Vollblut wurde gezeigt, dass der in die Mikrofluidik
integrierte Schwingquarzsensor zur Bioanalytik in komplexen biologischen
Matrizes eingesetzt werden kann. Der gesamte mikrofluidische Chip ist optisch
zuganglich, so dass in zukiinftigen Systemen eine zusatzliche Integration
optischer Methoden mdglich ware.



SUMMARY

There has been a significant increase in the interest in sensors, such as
acoustic wave sensors, analysing adsorption and interface phenomena. In this
dissertation a Quartz Crystal Microbalance (QCM) sensor with a resonance
frequency of 10 MHz was used as an acoustic wave sensor. The purpose of
the research was to detect antigens of red blood cells and antibodies of the
blood plasma and to build up a lab-on-a-chip-system based on the QCM
technique.

Firstly, parameters like the composition, polarity and roughness of the
sensor surface were investigated by Scanning Force Microscopy, X-Ray
Photoelectron Spectroscopy and contact angle measurements. Afterwards,
biological layers were established on the sensor surface detecting blood
groups and antibodies. Biological layer development was divided into four
steps: (I) Development of techniques for immobilisation of specific antibodies,
(i) improvement of the blood group serology coupling red blood cells
specifically to the sensor surface, (lll) adaptation and optimisation of the
biological layers with respect to the physical behaviour of the sensor system
and (V) application of the biological layers in a fully automated blood typing
system. The antigens A and B of the ABO system, antigen D of the Rhesus
system and antigen K of the Kell system of red blood cells were detected by
the QCM sensor covered with biological layers composed of protein A and
ghosts, respectively, and specific blood group antibodies. Due to non-specific
interaction of proteins, coupling of antibodies like isoagglutinins from plasma to
immobilized antigens on the sensor surface could not be detected with
sufficient precision. They could however be determined indirectly by coupling
them specifically to red blood cells and subsequently detecting the coated cells
with a QCM sensor.

The lab-on-a-chip system is based on the integration of a QCM sensor, a
micro mixer and a sheath flow into a micro fluidic chip detecting antigens on
the membrane of red blood cells. This study has shown that the developed
system could be applied in a complex biological matrix, such as human blood.
Due to the fact that the whole micro fluidic chip is transparent, an integration of
optical methods could be achieved in future applications.
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