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Kurzfassung

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems sind die haufigste Todesursache
weltweit mit einem Anteil von 12,2 Prozent. Es wird geschatzt, dass 300.000
Menschen in Deutschland jahrlich einen Myokardinfarkt erleiden. Mit Uber
50.000 Sterbefallen pro Jahr zahlt der akute Myokardinfarkt (AMI) zur zweit-
haufigsten Todesursache in Deutschland. Die lebensbedrohliche Situation
wird durch einen plotzlichen Verschluss der Koronararterien ausgelost, so-
dass Muskelgewebe nicht mehr mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt
wird. Wird das Gefal3 nicht innerhalb weniger Stunden durch entsprechende
therapeutische MaBnahmen wieder gedffnet, stirbt das Muskelgewebe ab.
Der Tod kann durch die verringerte Pumpleistung mit Zusammenbruch des
Herz-Kreislauf-Systems (kardiogener Schock) oder durch Herzrhythmussto-

rungen eintreten,

Bei Verdacht auf einen Myokardinfarkt ist daher keine Zeit zu verlieren. In
den letzten Jahrzehnten wurde die Versorgung der Patienten von der Detek-
tion eines Myokardinfarkts am Ort des Geschehens (Point of Care) bis zu ei-
ner genauen Analyse des Infarkts im Krankenhaus stetig weiterentwickelt.
Die Detektion biomedizinisch relevanter Marker im Blut nimmt dabei einen
immer hoheren Stellenwert ein. Der Goldstandard zur Diagnose ist die Be-
stimmung von kardialem Troponin T im Blut, welches schon bei geringen
Schadigungen des Herzmuskels in das Blut abgegeben wird. Aufgrund der
optischen Eigenschaften von Blut birgt die Detektion dieses Biomarkers zahl-
reiche Problematiken. Bislang sind daher am Point of Care nur qualitative
Aussagen zu einem Myokardinfarkt moglich. Genauere Analysen koénnen
erst in groBeren Versorgungszentren mit entsprechendem apparativen Auf-

wand durchgefihrt werden. Aussagen zur Schwere des Infarkts am Point of
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Care kdnnten in Zukunft zu einer schnellen eingeleiteten Therapie und einer

besseren Patientenversorgung fihren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird ein neues Messkonzept auf Basis
oszillierender magnetisierbarer Partikel zur quantitativen Detektion von kar-
dialem Troponin T entwickelt und untersucht. Voraussetzung dafir ist eine
Nachweismethode, bei der magnetisierbare Partikel ihre mechanischen Ei-
genschaften durch biologische Komplexbildungen mit nicht magnetisierba-

ren Partikeln bei Anwesenheit von Troponin T andern.

Die Arbeit beschaftigt sich als Schwerpunkt mit der theoretischen Auslegung
des Nachweisverfahrens auf Basis einer Masseanderung und der Bestimmung
des dadurch veranderten Oszillationsverhaltens der magnetisierbaren Partikel
in Vollblut. Das Oszillationsverhalten lasst sich durch ein optisches Detekti-
onssystem analysieren, wodurch auf die Menge des vorliegenden Troponin T
geschlossen werden kann. Dies ist ein erster Schritt von qualitativen zu quan-
titativen Aussagen am Point of Care. Neben der theoretischen Auslegung des
Systems werden erste Messungen von im Blut sichtbaren Partikeln auf Basis

des neuen Systems durchgefdhrt und im Anschluss diskutiert.
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Abstract

Cardiovascular diseases are the major cause of death in the world with
12.2% of the world population affected every year. Estimated 300.000 peo-
ple in Germany suffer from a heart attack every year. With 50.000 incidences
solely in Germany, the acute myocardial infarct (AMI) is the second frequent
cause of death. The life-threatening situation in case of a myocardial infarct
comes from a sudden block of coronary arteries and resulting starvation and
oxygen depletion in the heart muscle tissue. If the affected vessel will not be
opened during a period of one hour via therapeutic countermeasures, the
muscle tissue starts to die. Death comes from a decreasing pumping rate of
the heart resulting in a breakdown of the cardiovascular system (cardiac

shock) or from a cardiac arrhythmia.

If a myocardial infarct is suspected, no time should be lost. In the last dec-
ades, there had been a refinement of patient treatment from detection of
the myocardial infarct at the Point of Care to highly precise analysis of the
infarct in the hospital. Therefore, detection of relevant biomedical markers in
the blood gains more and more value. The gold standard for diagnosis is the
measurement of the blood cardiac troponin T concentration. Cardiac tro-
ponin T is released into the blood stream very early in case of an infarct.
However, due to optical properties of blood, detection of this biomarker
bears some problems. Today only qualitative information can be gathered at
the Point of Care. Precise conclusions can only be determined in the clinics
with expensive laboratory equipment and complex process steps. Evaluation
of the severity of AMI at the Point of Care and faster therapy response could

lead to a better patient outcome.



Abstract Vii

In this work, a new principle of cardiac troponin T detection based on oscil-
lating magnetizable particles will be presented. Therefore, a detection assay
is required, in which magnetizable particles change their properties via bio-
technological complex formation with non-magnetizable particles, thus
changing their mechanical properties. This work mainly describes the theory
of the measurement system design and detection of the change in oscillation

due to complex formation of different particles in whole blood.

Suitable optical detection systems recognize this change in oscillation and
evaluation of cardiac troponin T amount is possible. This is a first step towards
guantitative measurement of troponin T at the Point of Care. Besides the
theoretical characterization of the developed system, first measurements of
particles, which are visible in blood, based on the new system will be pre-

sented and discussed.
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1. Einleitung

Die Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization; WHO) gibt
kardiovaskulare Erkrankungen als Todesursache Nummer eins weltweit an
[Altintas et al., 2014]. Die gefahrlichste Form der kardiovaskularen Erkran-
kung ist der akute Myokardinfarkt, welcher durch ein Absterben von Herz-
muskelgewebe durch Nekrose und andauernde Minderdurchblutung defi-
niert ist [Mohammed et al., 2011]. Die globale Verteilung zeigt, dass vor al-
lem industrialisierte Lander eine hohe Todesrate bei kardiovaskularen Erkran-
kungen aufweisen (Abbildung 1). Aufgrund der hohen Todesrate ist es wich-
tig, erkrankte Personen so schnell wie moglich zu identifizieren [Altintas et

al., 2014] und eine entsprechende Therapie einzuleiten.
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Abbildung 1: Anzahl der Sterbefalle aufgrund koronarer Herzkrankheiten weltweit

Es wird prognostiziert, dass die Anzahl der Erkrankungen in Zukunft weiter
steigen wird durch geanderte Lebensbedingungen in der westlichen Welt
und durch eine immer noch unzureichende Methodik bei der Risikobewer-

tung [McDonnell et al., 2009]. Es besteht daher ein konkreter Bedarf an
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Messtechnologien, die eine moglichst frihzeitige Risikobewertung, mog-
lichst am Ort des Geschehens (PoC, Point of Care) erlauben. Der Test von
Biomarkern, also Molekllen im Korper, welche charakteristisch flr ein be-
stimmtes Krankheitsbild sind, stellt dafir die erfolgversprechendste Metho-
dik dar. Die wissenschaftliche Untersuchung eines neuen Messkonzepts zur
Analyse von Myokardinfarktbiomarkern bildet den Kern der vorliegenden Ar-
beit.

Zu Beginn der Arbeit erfolgt im Kapitel Ausgangssituation eine Beschreibung
der Diagnostik von Patienten mit Verdacht auf einen Myokardinfarkt. Diese
richtet sich nach der Leitlinie der Europaischen Gesellschaft flr Kardiologie
(European Society of Cardiology, ESC). AuBerdem wird kurz auf Mdglichkei-
ten zur Detektion von Troponin eingegangen und daraus die Problemstellung

abgeleitet.

Daran folgt eine Analyse des Messproblems mit Ableitung der Anforderun-
gen an ein neuartiges Messkonzept unter besonderer Berucksichtigung von

Messungen von Biomarkern in Blut.

Im Stand der Technik erfolgt eine Beschreibung der unterschiedlichen kardi-
alen Biomarker, welche fur eine Diagnostik herangezogen werden konnen.
Basierend auf dem gangigsten kardialen Biomarker Troponin T wird exemp-
larisch erlautert, wie ein Nachweis am Point of Care und im Zentrallabor
durchgefiihrt wird. Dies erfolgt anhand der von Roche Diagnostics Deutsch-
land GmbH angebotenen Testsysteme. Daran anschlieBend wird ein neueres,
nicht kommerzielles Nachweisverfahren vorgestellt, mit dessen Hilfe cTnT mit
hoheren Sensitivitaten nachgewiesen werden kann. Gleichzeitig werden
Nachteile der Verfahren dargestellt und die Notwendigkeit zur Entwicklung
eines alternativen Messkonzepts aufgezeigt. Hier wird insbesondere auf die

Notwendigkeit eingegangen, das intensitatsbasierte Fluoreszenzverfahren
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durch ein phasenbasiertes Messsignal zu ersetzen. Grundlage dieses Verfah-
rens bilden magnetisierbare Nanopartikel, welche in oszillierenden Magnet-

feldern bei Reaktion mit Troponin T eine Phasenverschiebung aufweisen.

Im Hauptteil der Arbeit wird das neue Messkonzept der Magneto-Hydrody-
namischen Fokussierung vorgestellt und das Losungskonzept zur Messung
von cTnT in Blut beschrieben. Nach Betrachtung der auf die Partikel wirken-
den Krafte wird ein mathematisches Modell zur Beschreibung der Partikelbe-
wegung hergeleitet und die Magnetisierung der Partikel bei unterschiedli-
chen magnetischen Flussdichten bestimmt. Der entwickelte Teststand zur
DurchfUhrung der Messungen wird beschrieben und Optimierungen der
Magnetgeometrie erlautert. Zur Simulation der Partikelbewegung auf Basis
des mathematischen Modells werden oszillierende Magnetfelder simuliert.
Eine Simulation fur die Partikelbewegung in diesem oszillierenden Erregerfeld
wird darauf basierend erstellt. Da die Entwicklung einer funktionalen Nach-
weischemie nicht Bestandteil der Arbeit ist, wird ebenfalls ein Modellsystem
beschrieben, welches in seinen physikalischen Eigenschaften der angedach-

ten Nachweischemie gleicht.

Der Funktionsnachweis und die Validierung des mathematischen Modells far
das neue Messkonzept erfolgen auf Basis von Messungen mit dem geeigne-
ten Modellsystem als Ersatz zur angedachten Nachweischemie. Diese Mes-
sungen werden den Simulationsergebnissen gegentbergestellt und Abwei-
chungen diskutiert. Zusatzlich wird das neue Messkonzept mit dem nicht
kommerziellen Nachweisverfahren auf Basis von magnetisierbaren Partikeln
verglichen. Die Arbeit schlieBt mit einem Ausblick auf die weiteren For-
schungs- und Entwicklungsaufgaben zur finalen Nutzung des neuen Mess-

konzepts als cTnT Nachweismethode. Die Arbeit tragt zur Machbarkeitsbe-
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wertung sowohl flr das Konzept einer Messeinrichtung als auch fir das Kon-
zept einer phasenbasierten cTnT Quantifizierung bei. Sie bildet damit die Ba-
sis fur eine Reihe von Nachweissystemen fur Proben mit storendem Hinter-
grund. Im Einsatz am PoC beispielsweise bei niedergelassenen Arzten konnte
das neue Messkonzept mit entsprechender Nachweischemie eine schnelle
Einschatzung Uber die Schwere des Infarkts und dessen klinische Entwicklung

geben und somit zu einer rechtzeitigen und richtigen TherapiemaBnahme.



2. Ausgangssituation

Die Risikobewertung eines individuellen Patienten beinhaltet die Bestimmung
der Art des Myokardinfarkts und wie sich dieser im weiteren Krankheitsver-
lauf entwickelt. Medizinisch betrachtet ist diese Patientenstratifizierung die
wesentliche Grundlage flr maoglichst frihzeitige Therapieentscheidungen

und damit fur den Erfolg einer Behandlung.

Die Diagnostik bei Verdacht auf einen Myokardinfarkt basiert auf drei Krite-

rien:
1. Anhaltende Schmerzen in der Brust
2. Charakteristisches Elektrokardiogramm (EKG)
3. Zunehmende kardiale Marker im Blut

Patienten, welche mit unspezifischen Brustschmerzen bei niedergelassenen
Arzten erscheinen, konnen im Rahmen der Patientenstratifizierung oftmals
nicht ausreichend eingeschatzt werden, da eine Untersuchung nur mit ein-
geschrankten Hilfsmitteln z.B. mit einem Elektrokardiogramm (EKG) maglich
ist. Dies ist gerade bei Patienten kritisch, welche im EKG keine charakteristi-
sche ST Hebung (NSTEMI, non ST segment elevation myocardial infarction)
zeigen. Auch fur Notfallpersonal am Ort des Geschehens ist eine solche Ein-
schatzung derzeit nur eingeschrankt und nur bei raumlicher Nahe zu einem

Analyselabor maglich.,

Seit 2011 gibt es eine neue Leitlinie der Europaischen Gesellschaft fur Kardi-
ologie (ESC, European Society for Cardiology) fir einen diagnostischen Algo-
rithmus bei Verwendung von cTnT, welcher neben cTnl den gangigsten kar-

dialen Marker darstellt (Abbildung 2). Eine Testung von cTnT im Labor ist
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einer Testung am Point of Care vorzuziehen. Ist eine Verflgbarkeit des Er-
gebnisses in weniger als einer Stunde allerdings nicht moglich, wird auf einen
PoC Test zurlickgegriffen. Dieser ist aber erst ab einer Konzentration groler
0,1 ng/ml funktional. Bei niedrigeren Werten muss weiterhin auf Laborer-
gebnisse zurickgegriffen werden und wichtige Zeit fur die Behandlung geht

verloren.

Brustschmerz (EKG: St-Hebung fehlt)

~

hsTnT Testresultat
Verfligbarkeit < 60 min

~ ~

hsTnT<14 ng/L

- ~
Schmerz>6h Schmerz<éh ! Abnormal !
- -, hohes TnT + klinisches

Erscheinungsbild !

_____ 4

*(E!.Tﬂ am Poin

-~

hsTnT Testresultat
Verfiigbarkeit >60 min

-

m Point-of-Care

<50 ng/L

Wiederholungstests hsTNT nach 3 Stunden K|
- ! - - AMI maglich,
: : Behandlun
hstnT [ Anstieg/Abfall | hsTnT |
konstant {  hsTnT** konstant entsprechend einleiten
= e : - (ermeut testen)
| Differenzial-
: diagnose
I
Schmerzfrei, |
GRACE-SCORE <140, | AMI (sehr) wahr-
Differenzialdiagnosen | -~ scheinlich; Behandlung
ausgeschlossen : entsprechend einleiten
l Invasive
- Behandlung {
’ZIN Entlassung/Stresstest einleiten
* falls kein hsTnT verflig-
bar nach 3h erneut
POC TnT
** Erlduterung des
Anstiegs / Abfalls
in Abbildung 5
auf Seite 9
Abbildung 2: Diagnostischer Algorithmus zum akuten Koronarsyndrom bei Ver-

wendung von cTnT als Biomarker [Hamm et al., 2011]
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Die Analyse von Biomarkern fur den Nachweis kardiovaskularer Erkrankun-
gen erfolgt durch immunologische Untersuchungen. Die meisten dieser Me-
thoden sind fur die Untersuchung von Blut oder Serum entwickelt und ba-
sieren auf den gangigen ELISA Verfahren [Pei et al., 2013]. Beim ELISA wird
ein Bindungsereignis eines relevanten Biomarkers an einen Bindungspartner
durch ein kolorimetrisches Signal oder Fluoreszenzsignal sichtbar gemacht.
Der gebrauchlichste Weg zur Detektion des Bindungsereignisses ist der opti-
sche Nachweis der Fluoreszenz oder ein Farbumschlag mittels einer enzyma-
tischen Reaktion [Oh et al., 2006; Smith et al., 2008].

Eine Messung im Vollblut ist bei diesen Verfahren allerdings aufgrund der
optischen Eigenschaften von Blut bislang nicht moglich. Der herkémmliche
ELISA benotigt daher mehrere Waschschritte, um storende Hintergrundsig-
nale zu minimieren. Dies macht solche Verfahren zeitaufwandig und daher
schwierig in PoC Systemen umzusetzen [Song et al., 2014]. Untersuchungen
in Krankenhausern basieren daher im Wesentlichen auf groBen automatisier-
ten Systemen. Diese Untersuchungen sind allerdings aufgrund des Arbeits-
aufwands nicht fur die Anwendung am Krankenbett oder bei niedergelasse-
nen Arzten geeignet. Daher geht der Trend hin zu kleinen Systemen, welche
auf Basis von Biosensoren eine schnelle Analytik erlauben. Zusatzlich mussen
bei diesen Systemen Probenvolumina reduziert und die Nachweisgrenzen ge-

senkt werden [Myers et al., 2008].

Laterale Teststreifen konnen diesen Nachteil Uberwinden [Myron et al,,
1987], da sie eine chromatographische Reinigung mit einem ELISA kombi-
nieren und innerhalb weniger Minuten einen Biomarker in einem Tropfen
Blut detektieren kdnnen. Laterale Teststreifen kampfen allerdings mit einer
geringen Sensitivitat und werden daher nur als qualitative Tests eingesetzt

[Pei et al., 2013, Warsinke, 2009]. In diesem Feld von Detektionssystemen
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hofft man auf Entwicklungen im Bereich magnetisierbarer Partikel aufgrund
ihrer vorteilhaften Eigenschaften [Hsing et al., 2007], gerade wenn man sich
im Umfeld von niedrigen Konzentrationen und verunreinigten Proben befin-
det. Bei der Markierung von Biomarkern sind magnetische Partikel von bio-
chemischen Vorgangen unbeeinflusst, das heiBt, ihre magnetischen Eigen-
schaften andern sich nicht. AuBerdem sind Testsysteme mit magnetischen

Partikeln bezlglich ihrer Anwendung sehr flexibel [Gijs et al., 2010].

2.1 Aufgabenstellung: Entwicklung und Funktionsiiberpriifung ei-

nes Messkonzepts zur Detektion von ¢TnT in Vollblut

Den Kern der vorliegenden Arbeit bildet die Entwicklung und experimentelle
Untersuchung eines Messkonzepts auf Basis magnetisierbarer Partikel zur De-
tektion von cTnT in Vollblut. Hierbei soll aufgrund der schwierigen optischen
Eigenschaften von Vollblut auf eine intensitatsbasierte Messung verzichtet
und durch eine phasenbasierte Messung ersetzt werden. Dazu werden mag-
netisierbare Partikel in ein schwingendes Erregerfeld eingebracht. Die Unter-
suchung der Reaktion der Partikel im schwingenden Erregerfeld bei Bindung
von cTnT und die Simulation der erreichbaren Phasenverschiebung bilden die
wissenschaftliche Fragestellung der Arbeit. Die Validierung des Messkon-
zepts erfolgt in einem Teststand mittels eines Modellsystems, da die Etablie-
rung einer funktionalen Nachweischemie nicht im Rahmen der Arbeit ver-
folgt wurde. Ein Vergleich mit einem in der Entwicklung befindlichen, hoch-

sensitiven Verfahren bildet den Abschluss der Arbeit.



3. Analyse und Ableitung von Anforderungen

Die Analyse der Anforderungen gliedert sich in die Anforderungskategorien
Bauraum, Messbereich, Partikeleigenschaften und Sonstige (Abbildung 3).
Der Bauraum wird durch den Anwendungsbereich des neuen Messprinzips
beschrankt. Dieses soll nicht als Ersatz groBer Analysatoren im Zentrallabor
dienen, sondern bei niedergelassenen Arzten oder in der Ambulanz zum Ein-
satz kommen. Daher werden gangige Systeme fur PoC Anwendungen ana-
lysiert und die Anforderungen an den Bauraum Ubernommen. Zur Auslegung
des Teststands ist auBerdem die Notwendigkeit gegeben, auf geringem
Raum oszillierende Magnetfelder mit hohen Feldstarken zu erzeugen. Der
Messbereich wird maBgeblich durch den nachzuweisenden cTnT Konzentra-
tionsbereich beeinflusst. Zusatzlich sind die optischen Eigenschaften von Blut
fur die Auslegung einer geeigneten Optik zur Detektion der Phasenverschie-
bung beschrankend. Fir einen funktionalen Nachweis sind auBBerdem die
partikularen Eigenschaften zu analysieren. Da die Partikel in einem externen
Magnetfeld zum Schwingen angeregt werden mussen, muss ihre Magneti-
sierbarkeit Uberprift und Abschatzungen Uber die Beschleunigungen im ex-
ternen Magnetfeld getroffen werden. AuBerdem sind die notwendigen Ei-
genschaften von nicht magnetisierbaren Partikeln zu analysieren, welche mit
den magnetischen Partikeln einen Komplex bilden sollen, um ausreichend
hohe Massedifferenzen und damit Phasenverschiebungen zu erzeugen. Da
die Nachweischemie zur Phasenverschiebungsmessung nicht Bestandteil der
Arbeit ist, wird ein Modellsystem zur Uberprifung definiert, welches den Ei-
genschaften des konzipierten Nachweissystems maoglichst nahekommt. Zu-
letzt sind fur Anwendungen im PoC Bereich zwei weitere, wichtige Anforde-

rungen zu betrachten. Es besteht hier zum einen die Notwendigkeit geringer



10 Analyse und Ableitung von Anforderungen

Geratekosten, da Gewinne hauptsachlich tber die verkaufte Nachweische-
mie generiert werden. Zum anderen wird auf zeitliche Anforderungen einge-

gangen, die bei einer Messung von ¢TnT am PoC einzuhalten sind.

e Anwendung am PoC
e Oszillierendes Magnetfeld

Bauraum

e Konzentrationsbereich von cTnT
e Optische Eigenschaften von heparinisiertem Blut

Messbereich

¢ PartikelgroRRe
e Agglomeration
Partikel ¢ Modellsystem zur Funktionsiiberpriafung

® Preis
e Zeitliche Anforderungen

N U (G

Sonstige

Abbildung 3: Vorgehensweise bei der Analyse und Ableitung von Anforderungen

an das neue Messprinzip zur Detektion von cTnT am PoC

3.1 Bauraum

Die Bandbreite an unterschiedlichen Systemen, welche am PoC zum Einsatz
kommen ist sehr groB, vor allem, weil der Begriff PoC nicht eindeutig defi-
niert ist, sondern lediglich den Ort der Anwendung meint. Die GroBe der
Nachweissysteme liegt zwischen TeststreifengroBe wie beispielsweise beim
Roche TropT® sensitive (Abbildung 13) mit ca. 120 mm x 15 mm x 10 mm.
Bessere Aussagen sind bei Kombination des Roche TropT® sensitive Tests mit

dem Handgerat cobas h 232 maoglich. Dieses Gerat besitzt einen Bauraum
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von 275 mm x 102 mm x 55 mm. Ein groBeres System zur Herzinfarktdiag-
nostik mit Troponin I am PoC ist das von Siemens Healthcare erhaltliche Stra-
tus CS 200 Acute Care Diagnostik System mit einem Bauraum von
460 mm x 710 mm x 580 mm. Das letztgenannte System ist eines der groB-
ten Systeme fir eine PoC Anwendung am Markt. Mit dem entsprechenden
Bauraum und einem Gewicht von 68 kg kann es nicht als manuell transpor-
tabel angesehen werden. Daher werden fUr den Teststand ein Bauraum von
maximal 400 mm x 400 mm x 300 mm und ein maximales Gewicht von
20 kg festgesetzt. Damit ist das System kompakt genug, um am PoC zum
Einsatz zu kommen und besitzt gleichzeitig die Flexibilitat, zwischen unter-
schiedlichen Behandlungsraumen transportiert zu werden. In diesem Bau-
raum muss ein oszillierendes Magnetfeld um einen Probentrager mit der
Nachweischemie und der Probenmatrix realisiert werden. Dies ist Grundsatz-
lich Uber Elektromagnete oder Uber bewegte Permanentmagnete realisier-
bar. Bewegte Permanentmagnete bendtigen aufgrund der Bewegung einen
entsprechenden Bauraum, um sich auf den Probentrager zu und von ihm
weg zu bewegen. Im Gegensatz dazu konnen Elektromagnete elektronisch
geschaltet werden. Allerdings weisen diese eine Remanenz auf und kénnen
somit die Bewegung der magnetisierbaren Partikel in der Probenmatrix ne-
gativ beeinflussen. AuBBerdem kdnnen ohne hohe elektrische Strome und ho-
her Warmeentwicklung mit Permanentmagneten aus seltenen Erden hohe
magnetische Feldstarken generiert werden. Daher wird bei der Entwicklung
des neuen Messkonzepts auf Permanentmagneten aus Neodym-Eisen-Bor
(NdFeB) zurtickgegriffen. Die Mechanik zur Bewegung der Permanentmag-

neten muss dabei in den Bauraum aus 400 x 400 x 300 mm3 passen.
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3.2 Messbereich

Der Nachweis von kardinalem Troponin T am Point of Care ist der Goldstan-
dard zur schnellen Diagnose eines Myokardinfarkts. Dennoch ist dieser Test
fur eine differenzierte ambulante Analyse mit Prognostik der Schwere des
Infarkts nicht sensitiv genug. Die entsprechenden Schnelltests zeigen ein po-
sitives Ergebnis ab Nachweisgrenzen von ca. 0,1 ng/ml cTnT (z.B.
TropT® sensitive, Roche Diagnostics GmbH) und ermaglichen eine ja/nein
Aussage zu einem erfolgten Infarkt. Genauere Aussagen bendtigen aufwan-
digere Prozessschritte und damit einen héheren apparativen Aufwand. In kli-
nischen Laboren sind mittels komplexerer Analysen genauere Aussagen zum
cTnT Level (z.B. Elecsys® Troponin T high sensitive, Roche Diagnostics GmbH)
und damit eine Risikostratifizierung auch bei Patienten mit vorbestehender
Herzerkrankung maoglich [Reichlin et al., 2009]. Um gemal3 der ESC Richtli-
nien [Achenbach et al., 2012] eine Patientendiskriminierung am PoC zu er-
moglichen, mussen cTnT Werte unter 0,05 ng/ml detektiert werden konnen.
Das Messkonzept soll im Vergleich zum hochsensitiven cTnT Test von Roche
Diagnostics GmbH als untere Nachweisgrenze einen Konzentrationsbereich
von cTnT zwischen 0,014 ng/ml und 0,1 ng/ml abdecken. Am Point of Care
kann meist nur sehr wenig Blut fur einen Test abgenommen werden. Die
Ublichen Mengen befinden sich in einem Bereich von 10 — 150 pl Blut. Um
moglichst viele cTnT Molekule auch bei niedrigen Konzentrationen in der
Probenmatrix zu haben, wurde das Testvolumen auf 100 pl festgesetzt. Bei
einer Konzentration von maximal 0,1 ng/ml kardialem Troponin T in 100 pl

Blut ergibt sich eine Gesamtzahl an cTnT Molekulen von 1,67x108.
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Die moglichen Probenmatrizen fur den Test sind Blutserum oder Blutplasma
mit Heparin oder EDTA. Blutserum wird durch Zentrifugation von geronne-
nem Blut hergestellt. Blutplasma erhalt man durch Zentrifugation einer ge-
rinnungsgehemmten Blutprobe. Beide Probenmatrizen bendtigen daher eine
apparativ aufwandige Zentrifugation, welche in unserem Teststand vermie-
den werden soll. Daher soll bei dem zu entwickelnden Messprinzip der Nach-
weis direkt in heparinisiertem Blut als Probenmatrix durchgeflhrt werden.
FUr eine optimale Auslegung des Messkonzepts sind dementsprechend eben-
falls die optischen Eigenschaften von Blut zu bericksichtigen, welche bei ei-
ner Detektion die optische Analyse von cTnT behindern (Abbildung 4). Da es
sich bei dem zu testenden Blut hauptsachlich um sauerstoffarmes Blut han-
delt, ergibt sich zur Messung in dieser Probenmatrix ein spektrales Fenster
bei ca. 800 nm. Zur Detektion in Vollblut bietet sich ein Farbstoff an, der bei
ca. 780 nm absorbiert und bei ca. 800 nm fluoresziert. Zur Funktionstber-
prifung des Teststands wurde daher ein Partikel verwendet, welcher mit dem
IR-780-lod Farbstoff (Fa. Sigma-Aldrich Co. LLC.) funktionalisiert ist (Abbil-
dung 5).
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Abbildung 4: Absorptionskoeffizienten [cm-1] von sauerstoffbeladenem Blut
(oxygenated blood, oben) und sauerstoffarmem Blut (deoxygenated
blood, unten) aufgetragen tber die Wellenldange [nm] des verwende-
ten Anregungslichts [Jacques, 2013]; die gestrichelte Linie ab ca.900
nm gibt den Absorptionskoeffizienten von Wasser an, der bei diesen

Wellenlangen dominant wird
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Abbildung 5:  Exzitations- und Emissionsspektrum von Partikeln der Fa. Chemicell
GmbH mit IR-780-lod Farbstoff; aufgetragen ist die relative Absorp-
tion (Absorption; blau) bzw. Fluoreszenz (Fluorescence; rot) Uber die
verwendete Wellenlange (Wavelength) in Nanometern (nm) laut Her-

steller Sigma-Aldrich Co. LLC

3.3 Partikel

Eine kurze Beschreibung zur Herstellung und chemischen Modifikation von
magnetischen Partikeln findet sich in [Landfester et al., 2003,
Bergemann et al., 1999, Gruttner et al., 2001]. AuBerdem ist die Herstellung
und Modifikation in zahlreichen Patenten beschrieben. Aus der Analyse des
abzubildenden Konzentrationsbereichs von cTnT ist bekannt, dass maximal
1,67x10®8 cTnT Molekdle in 100 ul Blut vorhanden sind. Bei
100 nm groBen Partikeln und einer Bindungskapazitat von 80 pmol kénnen
ca. 57 Molekdle pro Partikel gebunden werden. Auf 1 pm groBen Partikeln
lassen sich bei gleicher Bindungskapazitat ca. 57.000 Molekule binden (Ab-
bildung 6). Kardiales Troponin T bindet nicht direkt an die magnetisierbaren

Partikel, sondern muss durch einen Bindungspartner auf den Partikeln immo-
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bilisiert werden. Dazu werden funktionalisierte Partikel eingesetzt. Die Funk-
tionalisierung erfolgt durch Antikorper. Es gibt zahlreiche Hersteller von mag-
netisierbaren und nicht magnetisierbaren Partikeln. Aufgrund der ausfuhrli-
chen technischen Dokumentation wurde auf fluoreszenzmarkierte, magneti-
sierbare nano-screenMAG und nichtmagnetische SICORE Partikel der Firma
Chemicell GmbH zurlickgegriffen. Fur die Bindung von cTnT auf immobili-
sierten Oberflachen setzt die Firma Roche Diagnostics GmbH beispielsweise
die hochspezifischen Antikorper M-7 und M-11-7 ein. Beide Antikorper sind
biotinyliert (M-7-Bi und M-11-7-Bi) und kdnnen somit Uber eine Biotin-Strep-
tavidin Bindung an die Partikel gebunden werden. Zu diesem Zweck kénnen
nano-screenMAG und SICORE Partikel mit Streptavidin an ihrer Oberflache
kommerziell erworben werden. Jeder Antikorper besitzt zwei Bindungsstel-
len fUr cTnT, wobei M-7 und M-11-7 an unterschiedliche Epitope von cTnT
binden. Bei den Berechnungen wird davon ausgegangen, dass es keine ste-
rischen Hinderungen zwischen den Partikeln und den im Testvolumen vor-
handenen Molekdlen gibt. AuBerdem wurden Kreuzreaktionen ausgeschlos-
sen. Es sind demnach mindestens 3,1x10° Partikel mit 1 um Durchmesser
oder 3,1x10° Partikel mit 100 nm Durchmesser notwendig, um alle cTnT Mo-

lekUle aus der Losung zu binden.
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Abbildung 6: Anzahl an gebundenen cTnT Molekidlen auf magnetisierbaren Parti-
keln der Fa. Chemicell GmbH als Funktion des Partikeldurchmessers

bei unterschiedlichen Bindungskapazitaten

Da die Anderung der Masse und damit eine Phasenverschiebung als Grund-
lage flr das neue Nachweisverfahren dienen soll, muss die Massendifferenz
der eingesetzten magnetisierbaren Partikel und nichtmagnetisierbaren Parti-
kel moglichst groB3 sein. Daher bietet sich der Einsatz von magnetisierbaren
Partikeln mit einem Durchmesser von ca. 100 nm an, welche an nichtmag-
netisierbare Partikel mit ca. 1 um Durchmesser binden. Beide Partikelarten
sind mit entsprechenden chemischen Modifikationen kommerziell erhaltlich
und konnen mit dem oben genannten Infrarotfarbstoff markiert werden, so-
dass sie in Blut detektiert werden konnen. Um einen maoglichst hohen Mas-
senunterschied zu erreichen, wird bei der theoretischen Auslegung des Test-
systems davon ausgegangen, dass pro magnetischem Nanopartikel ein cTnT
Molekul gebunden werden soll. Im Fall der hochsten Konzentration an cTnT
mit 0,1 ng/ml entspricht dies mindestens 1,67x108 Partikeln. An jeden Kom-

plex aus cTnT und magnetischem Nanopartikel soll theoretisch ein nichtmag-
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netisches Mikropartikel binden konnen. Daher sind ebenfalls 1,67x108 nicht-
magnetische Mikropartikel notwendig. Bei sinkendem Anteil von ¢cTnT wird
nur ein Bruchteil der magnetischen Nanopartikel mit Mikropartikeln besetzt

und die Tragheit des Gesamtsystems nimmt ab.

Bei der Bindung von Antikorpern an magnetisierbare Partikel wird die Biotin-
Streptavidin Reaktion genutzt. Da ein M-11-7-Bi oder M-7-Bi Antikorper al-
lerdings mehrere Biotinmolekule aufweist, kbnnen gerade bei kleinen Parti-
keln mehrere Partikel an einen Antikorper binden. Dies fuhrt zum Verklum-
pen der Partikel, welche dann fir cTnT Bindungen nicht mehr zur Verfigung
stehen. Auch die eingesetzten Partikel der Fa. Chemicell zeigen diesen Effekt
bei einem Uberschuss an eingesetztem Antikdrper zur Funktionalisierung
(Abbildung 7, Abbildung 8).

Ohne 100% 110% 120% 130% 140% 150%
Antikorper Sattigung Sattigung Sattigung Sattigung Sattigung Sattigung

Abbildung 7:  Makroskopische Beobachtung der Verklumpung von 1 pm Partikeln

bei unterschiedlichen Antikorpersattigungen
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Abbildung 8: Mikroskopische Aufnahmen von 100 nm Partikeln ohne Antikorper-
funktionalisierung (links) und mit 150% Sattigung (rechts)

Daher wurde davon ausgegangen, dass bei Einsatz von Nano- und Mikropar-
tikeln mit einem Antikorperunterschuss gearbeitet werden muss, um eine
Funktionalitat der Bindung zu gewahrleisten. Bei der theoretischen Ausle-
gung des Testsystems wird davon ausgegangen, dass pro magnetischem Na-
nopartikel ein cTnT Molekdl gebunden werden soll. Wird mit 25% Antikor-
perbeladung gearbeitet, um eine Verklumpung zu verhindern, stehen auf je-
dem Nanopartikel ca. 14 Antikorper zur Bindung von cTnT zur Verflgung.
Dies entspricht einem 28-fachen Uberschuss von vorhandenen Bindungsstel-
len zu gebundenem cTnT. Das gleiche gilt fur die groBeren nicht magneti-
sierbaren Partikel, auf die bei 25% Beladung noch 14.000 Antikorper kom-

men und damit 28.000 cTnT Molekule gebunden werden konnten.
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Die Anzahl der zur Detektion einsetzbaren Partikel ist begrenzt, da bei zu
hoher Partikelzahl die magnetisierbaren Partikel keine stabile Schwingung
mehr aufweisen (Abbildung 9). Dies auBert sich in einer starken Verformung
hin zu einer elliptischen Partikelwolke, die auch zu mehreren einzelnen

Punktwolken zerfallen kann.

Abbildung 9: Bewegung von magnetisierbaren nano-screenMAG Partikeln bei ei-
ner Anzahl von 1x10'" (links) und 1x10'® (rechts); eine stabile
Schwingung der Partikel als annahernd runde Wolke ist bei einer Par-

tikelzahl von <1 Mrd. zu beobachten

Da fur die Detektion von 0,1 ng/ml kardialem Troponin T in 100 pl Testvolu-
men eine nano-screenMAG Partikelzahl von 1,67x10® bendtigt wird, kann

von einer stabilen Schwingung ausgegangen werden.

Bei der Wahl eines geeigneten Modellsystems zur verfahrenstechnischen
Charakterisierung der neuen Nachweismethode muss berucksichtigt werden,
dass die Bindung von cTnT an 100 nm groBe Partikel nur einen sehr geringen

Masseunterschied erzeugt.
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Die Masse (m.r,7) €ines cTnT Molekuls berechnet sich zu:
Mernr = Nernr * MWernr Formel 3-1

wobei 1 mol Stoffmenge (n.r,r) einer Teilchenzahl von 6,022x10%% ent-
spricht. Mit einem Molekulargewicht (MW, ;,,r) von 36 kDa ergibt sich eine

Masse von:
Mernr = 6x1072%g Formel 3-2

Die Masse von magnetisierbaren nano-screenMAG Partikeln berechnet sich

aus der Dichte der Partikel (¢p) und ihrem Volumen (Vpgyt):

Muano—screenmac = @p * Vpare. Formel 3-3
und

4 3
Vbare. = 3 *TT*xT Formel 3-4
ZU:

Mpano—screenmac = 1,25 * S;ZX1O_16cm3 = 6;5x10_16g

cm3
Formel 3-5

Aus Abbildung 6 ist bekannt, dass pro nano-screenMAG Partikel 57 Antikor-
per gebunden werden konnen, wobei jeder Antikorper wiederum zwei cTnT

MolekUle binden kann.
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Bei maximaler Beladung eines nano-screenMAG Partikels mit cTnT ware

demnach eine Massedifferenz von:

A"lnano—screenMAG = (mnano—screenMAG + 114 = chnT) — Muano—screenMAG

Formel 3-6
A7nnano—screenMAG = 6;8x10_189 Formel 3-7
ZU erwarten.

Diese Massedifferenz stellte sich in Vorab-Simulationen als zu gering heraus,
um anhand einer veranderten Oszillation detektiert zu werden. Aus der Lite-
ratur sind allerdings fur den Nachweis anderer Biomolekule zahlreiche Sys-
teme bekannt, bei denen zur Detektion Zweipartikel Systeme verwendet wer-
den [Ibraimi et al., 2013, Li et al., 2015, Jans et al., 2011]. Bei diesen Zwei-
partikel Systemen werden Partikel nur dann zu Partikelkomplexen vernetzt,
wenn das gesuchte Biomolekul anwesend ist. Dadurch kann eine wesentlich
hohere Massedifferenz erreicht werden. Dies wird durch die Bindung eines
groBeren SICORE Partikel mit 1 pm Durchmesser an 100 nm nano-screen-
MAG bei Anwesenheit von cTnT erreicht und im Losungsansatz beschrieben.
Ein Partikelkomplex bildet sich nach dem ELISA Prinzip nur bei Anwesenheit
von ¢TnT aus. Im Fall einer cTnT Konzentration im Bereich der oberen Nach-
weisgrenze oder dartber bindet in einem Mehrpartikelsystem statistisch je-
der 100 nm Partikel einen 1 um Partikel. Alle 100 nm Partikel sind daher mit
einem 1 pm Partikel besetzt. Bei geringeren cTnT Konzentrationen binden
statistisch nicht mehr alle 100 nm Partikel einen 1 um Partikel. Fur die weitere
Konzeptionierung des neuen Messprinzips fur die Point of Care Diagnostik
wird davon ausgegangen, dass ein solches Zweipartikel System fur die De-

tektion von cTnT entwickelt werden kann.
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Da die Etablierung einer stabilen Nachweischemie, welche nach dem oben
genannten Prinzip funktioniert, nicht Bestandteil der Arbeit ist, muss ein ge-
eignetes Modellsystem gefunden werden, welches dem angedachten System
moglichst nahekommt. Es wird daher auf ein System zur Funktionstberpri-
fung zurlckgegriffen, bei dem 100 nm Partikel durch eine kovalente chemi-
sche Bindung direkt mit 1 pm Partikel gekoppelt werden. Dies ist beispiels-
weise durch direkte chemische Kopplung von nano-screenMAG-Chitosan
Partikeln mit SICORE-Carboxyl Partikeln Uber Aminobindungen maglich. In
diesem Fall mussen die Partikel nicht Gber cTnT als Biomarker gekoppelt wer-
den. Auch die Antikorper zur Bindung der Partikel an das cTnT entfallen da-
bei.

3.4 Sonstige

Marktubliche Preise flr einen Roche TropT® sensitive Test betragen 15 Euro
pro Stuck. Da die Komponenten der Nachweischemie wesentlich gunstiger
hergestellt werden konnen, wird damit der Gewinn des Tests erzielt. Kran-
kenkassen erstatten bei der Diagnostik von Troponin T am PoC die Kosten
der Nachweischemie plus dem Arbeitsaufwand fUr den praktizierenden Arzt
bzw. das Labor. Die Gerate werden, da sie nicht von der Krankenkasse er-
stattet werden, kostengUnstig zur Verflgung gestellt. Das cobas h 232 Hand-
gerat liegt laut Herstellerangaben bei 1.750 Euro. Der Teststand soll daher in
einem ahnlichen GroBenbereich angesiedelt sein, um mit kleinen Systemen

konkurrieren zu konnen.
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Ein PoC Test soll nach ESC Richtlinien [Hamm et al., 2011] dann durchgefihrt
werden, wenn ein Ergebnis eines hochsensitiven ¢TnT Tests nicht unter
60 Minuten erwartet werden kann. Dennoch sollte die gesamte Testdauer
im Vergleich zu anderen PoC Systemen bei ca. 20 — 30 Minuten liegen. Dass
die Reaktionen fur die Nachweischemie direkt in Vollblut stattfinden, stellt
bei hochspezifischen Antikdrpern kein Problem dar und ist in einer Inkubati-

onszeit von weniger als 10 Minuten maoglich.

3.5 Zusammenfassung der Anforderungen

Zur besseren Ubersichtlichkeit sind die Anforderungen an das neue Mess-

prinzip hier nochmals aufgelistet.
1. Bauraum:
e Lange, Breite und Hohe: 400 mm x 400 mm x 300 mm
e Maximalgewicht: 20 kg

e Magnettyp: Permanentmagnet aus Neodym-Eisen-Bor

2. Messbereich:
e Probenmatrix: 100 pl heparinisiertes Blut
e Konzentrationsbereich cTnT: 0,014 ng/ml - 0,1 ng/m|
e Fluoreszenzexzitation: 780 nm

e Fluoreszenzemission: 800 nm
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3. Partikel
e PartikelgroBe magnetisierbarer Partikel: 100 nm
e PartikelgroBe nicht magnetisierbarer Partikel: 1 um
e Antikorper zur cTnT Bindung: M-7-Bi und M-11-7-Bi
e Maximale Sattigung von Partikeln: 25%
e Maximale Gesamtpartikelzahl: 1x10'

e Modellsystem: screenMAG-Chitosan + SICORE-Carboxyl

4. Sonstige
e Preis: 1.750 €

e Prozesszeit: max. 30 Minuten
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4. Stand der Technik und Forschung

Die groBBe Bandbreite an klinischen Symptomen, welche bei AbreiBen einer
Plaque in GefaBen des Herzens entsteht, bezeichnet man als akutes koro-
nares Syndrom [McDonnell et al., 2009]. Die Symptome reichen von einer
instabilen Angina mit reversibler Myokardschadigung zu groBen Schadigun-
gen des Myokards bei einem Myokardinfarkt [McDonnell et al., 2009]. Das
Spektrum der akuten Koronarsyndrome wird durch die europaische Gesell-
schaft fUr Kardiologie klassifiziert (Abbildung 10). Akute Koronarsyndrome
umfassen ein weites Spektrum an klinischen Manifestationen, gehen aber
auf ein gemeinsames pathophysiologisches Ereignis zurtick [Achenbach et
al., 2012]. Die Ruptur oder Erosion einer arteriosklerotischen Plaque fuhrt zu
Thrombose oder Embolisation und damit zu einer Myokardminderperfusion.
Sobald der Thrombus oder die Embolisation ausgebildet sind, beginnt das
durch das Blutgefal3 versorgte Gewebe durch eine verringerte Sauerstoffver-

sorgung zu sterben.
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Abbildung 10: Einteilung der akuten Koronarsyndrome in unterschiedliche
Klassen [Achenbach et al., 2012]
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Ungefahr 70% der Myokardinfarkte werden durch EKG-Untersuchungen ge-
funden. Die restlichen 30% mussen durch weitere Untersuchungen detek-
tiert werden [Gertsch, 2009]. Patienten mit Brustschmerzen sollten nach der
ESC in eine spezielle Brustschmerzeinheit (chest pain unit) aufgenommen
werden und dort mittels Elektrokardiogramm untersucht werden. Dabei ist
die Analyse der ST Strecke im EKG von besonderer Bedeutung, welche die
Errequngsruckbildung der Kammern anzeigt. Weist das EKG persistierende
ST Hebungen (STEMI) auf und zeigt damit einen besonders schweren Infarkt
mit ungunstiger Prognose an, ist die bevorzugte Strategie eine komplette
Fibrinolyse oder die mechanische Offnung des Verschlusses (Ballondilatation
und Stentimplantation). Hier ist kein Biomarkertest zur weiteren Diagnostik
notwendig. Sind keine persistierenden ST Hebungen vorhanden, handelt es
sich eventuell um ein akutes Koronarsyndrom ohne ST Hebung (NSTEMI). Bei
diesem Befund kann die Sicherung der Diagnose durch wiederholte EKGs,

Biomarkertests und durch bildgebende Verfahren wie beispielsweise der
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Echokardiographie (ECG) gewahrleistet werden. Zur Entscheidung Gber wei-
tere diagnostische und therapeutische MaBnahmen ist eine Quantifizierung
des Risikos empfohlen [Achenbach et al., 2012]. Dafur ist die Verwendung
des GRACE Risk Scores bei Patienten mit NSTEMI empfohlen. Des Weiteren
wird die Verwendung des CRUSADE Bleeding Risk Scores zur Einschatzung
des Blutungsrisikos empfohlen. Die Verwendung dieser Scores hilft das Mor-
talitatsrisiko der Patienten wahrend des Krankenhausaufenthalts und in den

darauffolgenden Monaten abzuschatzen.

Biomarker und entsprechende Sensoren zur Detektion spielen bei der Diag-
nose von kardiovaskularen Erkrankungen bei einem NSTEMI eine Schlussel-
rolle [Nahavandi et al., 2014]. Viele Entwicklungen in diesem Bereich be-
schaftigen sich mit der Identifikation von neuen Biomarkern fur die Diagnose
von kardialen Erkrankungen oder der Senkung der Nachweisgrenze bereits
bekannter Marker. Die Marker sollen auBBerdem in Systemen detektiert wer-
den, welche am Ort des Geschehens eingesetzt werden kénnen, um Ergeb-
nisse maoglichst frihzeitig beispielsweise in der Ambulanz zu erhalten
[Mascini et al., 2008]. Diese Miniaturisierung in der klinischen Diagnostik hin
zu ,personalisierten Laboren’ am Ort des Geschehens spielt eine zentrale
Rolle in  der modernen Gesundheitsversorgung [Kricka, 2001,
Figeys et al., 2000].

Die am haufigsten verwendeten kardialen Marker im Blut sind kardiale Tro-
ponine (cTn), Myoglobin (MB) und Kreatinkinase-Myoglobin (CK-MB)
[Gertsch et al., 2008].

Wird ein Biomarkertest zur Sicherung der Diagnose herangezogen, sollte eine

Blutentnahme sofort nach Einlieferung des Patienten erfolgen und das Er-
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gebnis sollte spatestens 60 Minuten nach Einlieferung verfligbar sein. Bei ini-
tial nichtkonklusivem Test sollte nach spatestens sechs bis neun Stunden ein

erneuter Test erfolgen.

4.1 Kardiale Marker zur Sicherung der Diagnose bei Verdacht auf ei-

nen Myokardinfarkt

Die Untersuchung des Anstiegs von kardialen Markern ist fur Kliniker ein ers-
ter Schritt zur therapeutischen Entscheidungsfindung beim akuten Myokar-
dinfarkt. Erhohte Spiegel von solchen Markern geben einen Einblick in den
Typ der koronaren Herzkrankheit, das Auftreten des ersten Infarkts und bei
manchen Markern auch die Lokalisation des betroffenen Gewebes. Derzeit
gibt es eine Reihe von kardialen Markern, welche wichtige Informationen
liefern konnen [Kumar et al., 2009]. Neben kardialem Troponin T und Tropo-
nin | werden Myoglobin (MB) und das C-reaktive Protein (CRP) genutzt (Ab-
bildung 11). Erhdhte Werte weisen auf einen negativen Vorgang im Herzge-
webe hin und hangen mit erhohten Todeswahrscheinlichkeiten zusammen.
Die klinisch relevanten Sensitivitaten von MB, CRP und cTnT bzw. cTnl liegen
im nanomolaren bis pikomolaren Bereich. Daher mussen die Untersuchungs-

methoden hochsensitiv sein [Hasanzadeh et al., 2013].



30 Stand der Technik und Forschung

Myoglobin
and CK isoforms
50 - ,f'l . Troponin
A\, (large MI)
20
/
10 - "

Troponin
(small MI) e

Multiples of the AMI cutoff limit

L ) L) T L L) )

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Days after onset of AMI

Abbildung 11: Zeitlicher Verlauf von relevanten Markern bei einem akuten Myokar-
dinfarkt (AMI); aufgetragen sind die Vielfachen der Nachweislimits
(cutoff) der molekularen Marker MB und CK-lIsoformen, sowie CK-
MB und kardialen Troponinen bei einem kleinen (small MI) und gro-

Ben (large MI) Infarkt [Jaffe et al., 2006]

Troponin ist ein Regulatorprotein in den dinnen Aktinfilamenten des Mus-
kels, welches durch das Zusammenspiel mit Myosin Muskelkontraktionen er-
zeugt. Der Troponinkomplex ist daher fir die Regulation der Muskelaktivitat
verantwortlich [Katrukha, 2013]. Der Troponinkomplex kann in zwei groBere
Untereinheiten zerlegt werden [White et al., 1987]. Die Troponin T Domane,
welche Tropomyosin bindet und eine Kerndomane, welche die regulatori-
schen Funktionen des Troponin Ubernimmt. Diese Kerndomane besteht aus
Troponin | (inhibitorisch) und Troponin C (Calcium bindend). Sie besteht aus
zahlreichen Alpha-Helix Strukturen und diese sind durch Linker verbunden,
die das Molekul sehr flexibel und asymmetrisch machen. Die flexible Struktur

ist wichtig flr die Regulation der Herzmuskelaktivitat durch Kontraktion und
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Relaxation [Sheng et al., 2014]. Im Herzen werden die Isoformen kardiales
Troponin T und | besonders stark exprimiert und bei Schadigung des Herz-
muskels in die Blutbahn freigesetzt, sodass erhohte cTnT und cTnl Spiegel
vorliegen. Daher eignen sich die Nachweise beider Untereinheiten flr diag-
nostische Zwecke. Der Normalbereich des cTnT Spiegels im Blut liegt bei un-
ter 0,01 ng/ml. Werte Uber 0,014 ng/ml (>99. Perzentile einer gesunden Re-
ferenzpopulation) sind per Definition pathologisch. Der Anstieg dieses Werts
bei einem Myokardinfarkt ist nach ca. 3 Stunden nachweisbar. Da cTnT hoch-
spezifisch flr Herzmuskelschaden ist, kann eine Messung des cTnT Verlaufs
auch als Marker fur eine fortschreitende Herzmuskelerkrankung genutzt wer-
den. Auch bei Mikroinfarkten kann Troponin als diagnostischer molekularer
Marker dienen. Diese Mikroinfarkte kommen beispielsweise bei instabiler An-
gina vor und sind mit einem hohen, spateren Myokardinfarktrisiko verbun-
den. Weiterhin haben die ¢cTnT Werte auch therapeutische Bedeutung. Bei
erhohtem cTnT kann die Gabe von Abciximab oder Tirofiban das Myokardi-
nfarktrisiko wieder senken. Daher ist der cTnT Wert auch dazu geeignet, den

Schweregrad der Herzinsuffizienz zu klassifizieren.

Kreatinkinase-Myoglobin (CK-MB) ist ein zytosolisches Transportprotein fur
Phosphate. Myoglobin, ein Ham-Protein zum Transport von Sauerstoff, und
Kreatinkinase Isoformen wurden zur Diagnose eingefthrt mit der Hoffnung,
eine schnellere Therapieentscheidung bei Patienten mit Brustschmerzen zu
ermoglichen [Jain, 2007]. Diese Marker wurden mit einem besonders
schlechten Krankheitsverlauf in Verbindung gebracht und wurden daher zur
Detektion der Schwere des Infarkts verwendet. Heute kénnen hochsensitive

Untersuchungen von cTnT diese Information ebenfalls liefern.
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Das C-reaktive Protein (CRP), welches bei konventionellen Entzindungsun-
tersuchungen genutzt wird, kann ebenfalls als diagnostischer Marker fir ei-
nen Myokardinfarkt dienen. Das C-reaktive Protein ist ein Protein der akuten
Phase von Entzindungsreaktionen. Es wird in der Leber hergestellt und die
Produktion hauptsachlich durch Interleukin 6 aktiviert. Allerdings gibt es bei
dieser Messung einige Kontroversen. Hauptproblem ist, dass bei Vorhanden-
sein einer akuten Entzlindung, eingeschlossen der Myokardinfarkt, der CRP
Level stabil bleibt. Wenn erhohte Werte von CRP gemessen werden und der
Patient krank ist oder einen Myokardinfarkt bereits erlitten hat, sollte der Test
zwei Wochen spater wiederholt werden. Werte uber 10 mg/ml kommen
durch eine Erkrankung zu Stande, wahrend Werte groBer 3 mg/ml mit einem
erhohten und Werte kleiner 1 mg/ml mit einem niedrigeren Risiko eines My-
okardinfarkts in Verbindung gebracht werden [Jaffe et al., 2006]. Zur Diag-
nose eines akuten Myokardinfarkts scheint diese Messung demnach unge-

eignet.

FUr einen Myokardinfarkt sind kardiale Troponine der Gold-Standard in der
Untersuchung [Achenbach et al., 2012]. Die Testung mittels Troponin bietet
bei der Diagnose des akuten Myokardinfarkts einen grundlegenden Vorteil.
Es erlaubt im Gegensatz zu anderen Biomarkern wie Kreatinkinase und des
Isoenzym MB die Unterscheidung von NSTEMI und instabiler Angina. Ein Un-
terschied zwischen der Messung von Troponin T und Troponin | konnte bis-

lang klinisch nicht nachgewiesen werden.

Daher wird im weiteren Verlauf der Arbeit der Nachweis von Troponin T an-
gestrebt und Nachweismethoden flr diesen kardialen Marker beispielhaft an

kommerziellen Systemen und einem System im Forschungsstadium erlautert.
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4.2 Nachweismoglichkeiten fiir cTnT

cTnT wird routinemaBig bei der Diagnose von Myokardinfarkten eingesetzt
[Donnelly et al., 1998, Apple et al., 2005]. Erhohte cTnT Spiegel wurden in
zahlreichen Kohorten mit einem ungunstigen Krankheitsverlauf nachgewie-
sen und die Hohe des Anstiegs mit der Schwere der Erkrankung korreliert
[Setsuta et al., 2002, Bertinchant et al., 2005]. Die allgemeine Pravalenz fur
einen erhohten cTnT Spiegel liegt bei 1% und ist mit einem erhohten kardi-
ovaskularen Risiko verbunden [Wallace et al., 2006]. Der Level von cTnT bei
Patienten mit akutem Myokardinfarkt ist wesentlich hoher als bei Patienten
mit Herzinsuffizienz und bei ihnen fehlt das Muster eines Anstiegs und Ab-
falls von cTnT [Aviles et al., 2002]. Die kommerziell verfligbaren PoC cTnT
Nachweistests liegen mit einer Sensitivitat von 0,1 ng/ml flr Patienten mit
Myokardinfarktverdacht sehr gut, sind allerdings unbrauchbar, wenn es um
die Einschatzung von Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz geht. Aul3er-
dem ist dieser Nachweis wahrend der ersten Stunden der Brustschmerzen
diagnostisch unbrauchbar, weil die Sensitivitat des Tests nicht hoch genug
ist. Daher wurden fur den klinischen Gebrauch im Zentrallabor auch Nach-
weise mit zehnfach niedrigerer Nachweisgrenze entwickelt und evaluiert, um
diese Patienten und die Schwere der Krankheit besser einschatzen zu konnen
[Latini et al., 2007]. Eine niedrigere Nachweisgrenze ermaoglicht gleichzeitig
einen schnellen Entscheidungsprozess bei Patienten mit Brustschmerzen
[Hoenig et al., 2010, Wang et al., 2003]. Die Richtlinien verlangen dabei eine
Messung von cTnT fur die Diagnose mit einem Level Uber der 99%igen
Perzentile gegentber einer Referenzpopulation als Unterscheidungskrite-
rium, wobei der Nachweis von Anstieg und Abfall von cTnT dazu gehoren
[Thygesen et al., 2008]. Um dies zu erreichen, war eine neue Generation von

hochsensitivem cTn Nachweis (hs-cTn) notwendig [Morrow et al., 2009]. Far
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diese hs-cTn Nachweise wurde 2009 eine groBangelegte Studie durchge-
fuhrt, welche die diagnostische Korrektheit, die Diskriminierung des Schwe-

regrades und den klinischen Nutzen evaluierte [Keller et al., 2009].

Der Test auf cTnT im Blut beruht bei allen Nachweisverfahren auf dem Prinzip
des enzymgekoppelten Immunadsorptionsnachweis (ELISA, enzyme linked
immunosorbent assay). Beim ELISA wird ein Bindungsereignis zwischen ei-
nem relevanten Biomarker und einem weiteren Bindungspartner durch ein
kolorimetrisches Signal oder Fluoreszenzsignal angezeigt. Dabei werden zwei
monoklonale Antikdrper (mAB) eingesetzt. Ein mAB ist flr die Bindung des
cTnT zur Immobilisierung an einer Oberflache verantwortlich, der zweite
mAB bindet ebenfalls an cTnT und erzeugt ein spezifisches Signal
(Abbildung 12). Die Antikorper sind gegen zwei unterschiedliche Epitope des

Troponin T gerichtet, sodass sich ihre Bindung nicht gegenseitig kompetitiert.

e Y

/1177777777777 /1111177777177

Abbildung 12: Bindung von cTnT an einen auf einem Substrat immobilisierten Anti-
korper (mAB1) und Nachweis des cTnT mittels signaltragendem zwei-
ten Antikorper (mAB2)
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Das Signal tritt nur bei Vorhandensein des relevanten Biomarkers auf. Die
Bindung des Biomarkers an den Bindungspartner ist hochspezifisch, nahezu
irreversibel und funktioniert auch, wenn viele andere Biomolekdle abundant
sind wie beispielsweise im Blut oder im Serum. Der gebrauchlichste Weg zur
Detektion eines Bindungsereignisses ist der optische Nachweis der Fluores-
zenz oder ein Farbumschlag mittels einer enzymatischen Reaktion
[Oh et al., 2006], [Smith et al., 2008]. Mit diesen Systemen sind Nachweis-
grenzen bis zu wenigen ng/ml bis pg/ml erreichbar. Die optische Detektion
kann eine einfache Intensitatsmessung sein, eine Oberflachenplasmonreso-
nanz oder ein Ramanspektrum basiertes Verfahren [Dutra et al., 2007,
Hasanzadeh et al., 2013].

4.2.1 Nachweis von Troponin am Point of Care durch TropT® sensi-

tive (Roche Diagnostics GmbH)

Nach Entdeckung des Troponin T im Jahr 1979 durch Hugo A. Katus wurde
zusammen mit der Firma Bohringer Mannheim (heute Roche Diagnostics
GmbH) ein Messverfahren zum Nachweis von Troponin T entwickelt, welches
als Schnelltest am PoC eingesetzt werden konnte. Aufgrund der hochemp-
findlichen Troponin T Messung hat sich dieser Test bzw. sensitivere Nachfol-
ger dieses Tests zum Goldstandard in der PoC Infarktdiagnostik entwickelt
[Katus et al., 1988, Achenbach et al., 2012]. Seit 1994 steht der PoC cTnT
Test zur Verfugung. Allerdings ist er bislang nur im stationaren Bereich, nicht
aber in der ambulanten Versorgung etabliert. Ein Ergebnis bei Testdurchfuh-

rung liegt nach ca. 20 Minuten vor.
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Der Roche Diagnostics GmbH TropT® sensitive Test basiert auf der Verwen-
dung von zwei monoklonalen Antikorpern. Beide Antikorper bilden mit Tro-
ponin T einen Sandwichkomplex (Abbildung 12). Ein Antikorper ist biotiny-
liert und fUr die Anheftung des Troponin T an eine Oberflache verantwortlich,
welche Streptavidin tragt. Der zweite Antikorper tragt Goldpartikel, welche
fur das rotliche Signal bei Anwesenheit von cTnT verantwortlich sind. Der
Teststreifen (Abbildung 13) wird mit 150 pl vendsem Blut versetzt, welches

in eine Ladezone des Teststreifens aufgebracht wird.
Rochs @[E]
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Abbildung 13: Roche Diagnostics GmbH TropT® Teststreifen fur die Anwendung am

Point of Care

Das vendse Blut muss zur Verhinderung von Koagulation mit Heparin oder
EDTA versetzt werden. Durch Kapillareffekte wird das venose Blut auf dem
Teststreifen transportiert, wobei Erythrozyten entfernt werden. Danach
durchflieBt das Plasma die Nachweiszone, welche beide Antikorper enthalt.
Bei Anwesenheit von Troponin T bildet sich der Sandwichkomplex aus Tro-
ponin T und beiden Antikorpern. Der biotinylierte Antikorper bleibt an der
spezifischen Oberflache hangen und der goldmarkierte Antikorper zeigt die
Anwesenheit von cTnT an. Die restlichen goldmarkierten Antikorper binden
an einer zweiten Oberflache (Negativkontrolle) und zeigen die Funktionsfa-
higkeit des Tests an. Ist das Signal der Negativkontrolle nicht sichtbar, ist der
Test ungultig und muss wiederholt werden. Wird die Hochstgrenze (cuttoff)
von 0,1 ng/ml cTnT in der Blutprobe unterschritten, binden zu wenige oder

keine goldmarkierten Antikorper und es gibt kein Signal. Das Ergebnis des
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TropT® sensitive Tests kann nach 15 bis 20 Minuten nach Auftragen der Blut-
probe abgelesen werden. Ein positives Testergebnis weist auf einen Myokar-
dinfarkt hin, unabhangig davon, ob ein spezifisches EKG-Signal (STEMI) vor-
handen ist oder nicht (NSTEMI). Laterale Teststreifen kampfen allerdings mit
einer geringen Sensitivitat und werden daher nur als qualitative Tests einge-
setzt [Song et al., 2014, Warsinke, 2009]. Somit sind auch diese nur partiell

fur die Patientenstratifizierung einsetzbar.

4.2.2 Nachweis von Troponin im Zentrallabor durch Elecsys® Tropo-

nin T high sensitive (Roche Diagnostics GmbH)

Eine hochsensitive Bestimmung von Biomarkern im Blut stellt in der klinischen
Diagnostik die wichtigste Methode fir die Diagnose und die Uberpriifung
des Behandlungserfolgs dar [Qureshi et al., 2012, Yager et al., 2008]. Die
Uberprifung von kardiovaskularen Markern im Zentrallabor eines Klinikums
ist daher der Goldstandard zur Bewertung eines Herzinfarkts
[Achenbach et al., 2012].

Dieser wird beispielsweise durch den Elecsys® Troponin T high sensitive Test
(hs-cTnT) ermoglicht. Dieser Test wird vollautomatisiert durchgefiihrt und er-
laubt im Gegensatz zum Roche Diagnostics GmbH TropT® sensitive Test eine

guantitative Aussage, bendtigt allerdings einen hohen apparativen Aufwand.

Zur Durchfihrung des Tests wird das Cobas System von Roche Diagnostics
GmbH eingesetzt. Dieses erlaubt die vollautomatisierte Durchfihrung des
Tests mittels Elecsys 2010/cobas e411 und Modular® Analytics E 170/
cobas e 601 Immunoanalysatoren. Der Test basiert auf zwei Troponin T bin-
denden Antikorperfragmenten (FAB), welche bei Anwesenheit von Troponin

T einen Sandwichkomplex bilden. Die FAB stammen von monoklonalen
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Mausantikorpern, die an zentrale Stellen des cTnT binden (Aminosaureposi-
tionen 125 — 131 und 135 - 147) [Giannitsis et al., 2010]. Die Detektion
basiert auf einer Elektrochemolumineszenz Immundiagnostik (ECLIA) [Erler,

1998] mit einem Tris(bipyridyl)-ruthenium(ll) Komplex als Signalgeber.

Zur Testdurchfihrung werden 15 bis 50 pl Blutplasma mit 2,5 pg/ml biotiny-
liertem FAB und 2,5 pg/ml rutheniummarkiertem FAB fUr 4,5 oder
9 Minuten inkubiert. Zusatzlich werden magnetisierbare Partikel mit Strep-
tavidinmarkierung zugefigt, die binnen weiterer 4,5 oder 9 Minuten an den
geformten FAB Komplex binden. Nach dieser Inkubation wird die Probe in
eine Messzelle UberfUhrt und mittels Magneten an einer Elektrode kon-
zentriert. Nach einem Waschschritt zur Entfernung tberschissigen Antikor-
pers wird Tris-Propylamin zugegeben und eine Spannung an die Elektrode
angelegt. Die emittierte Chemolumineszenz wird durch einen Photomulti-
plier (PMT) verstarkt und detektiert. Die Ergebnisse werden mittels einer in-
strumentenspezifischen Zweipunkt Kalibrierkurve ermittelt. Der Test besitzt
eine untere Nachweisgrenze von 0,005 ng/ml, wobei das 99. Perzentil der

Referenzgruppe bei 0,014 ng/ml liegt.

Zur Risikostratifizierung beim niedergelassenen Arzt oder am Point of Care
kann dieses Verfahren nicht zum Einsatz kommen. Der hochsensitive ELISA
benotigt bei der Durchfihrung mehrere Waschschritte, um ungebundene Bi-
omarker zu entfernen und damit storende Hintergrundsignale zu minimieren.
Dies macht das hochsensitive Verfahren zeitaufwandig und damit schwierig
in PoC Systemen umzusetzen [Mascini et al., 2008]. Der Trend geht daher
bei PoC Systemen zur Erzielung ausreichend hoher Sensitivitaten, trotz ein-
geschrankter Maglichkeiten zur Entfernung von storendem Hintergrundsig-

nal.
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4.2.3 Sensitives cTnT Nachweisverfahren am Point of Care durch

Nutzung magnetisierbarer Partikel

In der Literatur sind zahlreiche Artikel zu finden, welche magnetische bzw.
magnetisierbare Partikel zur Abtrennung und Analyse von Biomolekulen nut-
zen. Die meisten dieser Applikationen dienen der Analyse von Zellen
[Liu et al., 2009]. Dabei kommen unterschiedliche Magnetfelddesigns zur
Anwendung, von statischen Feldern durch Permanentmagneten bis hin zu
dynamischen Feldern, die durch Elektromagnete erzeugt werden. Bei der
Analyse von Biomolektlen wie DNA/RNA oder Proteinen wird hauptsachlich
mit statischen Feldern gearbeitet, die ein reines Abtrennen der gesuchten
Biomolekule von unerwinschten Biomolektlen ermoglichen. Auch hier ist

die Basis der Nachweischemie ein ELISA Prinzip.

Ein Kombinationsverfahren, welches die Abtrennung von gesuchten Biomo-
lekdlen mit einer direkten Analyse koppelt ist in [Danielli et al., 2008] be-
schrieben. Hier wird eine oszillierende Bewegung von magnetisierbaren Par-
tikeln zur Konzentration von DNA in einem optischen Detektionspunkt mit-
tels eines Elektromagneten verwendet. Bei Bindung der DNA an die magne-
tisierbaren Partikel wird ein durch Forster Resonanz Energietransfer (FRET)
vorab unterdricktes Fluoreszenzsignal ermadglicht, welches durch die
Schwingung des Partikels durch den optischen Detektionspunkt als dynami-
sches Signal ermittelt werden kann. Dieses dynamische Signal erlaubt auch
in niedrigen Konzentrationsbereichen einen Nachweis ohne aufwandige Ver-
vielfaltigung des genetischen Materials durch eine Polymerasekettenreaktion
(Polymerase Chain Reaction, PCR). Eine Erweiterung des Systems zur Detek-
tion von Proteinen auf Basis eines ELISA ist in [Danielli et al., 2010] beschrie-
ben. Hier wird nach Ausbildung des ELISA Komplexes das dynamische Fluo-

reszenzsignal detektiert und nach demin [Danielli et al., 2008] beschriebenen
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Verfahren analysiert. Trotz der Kopplung von lokaler Aufreinigung und De-
tektion des oszillierenden Signals mittels geeigneter Signalverarbeitung,
kampft diese Technologie mit hohen Hintergrundsignalen und dadurch zu
geringen Sensitivitaten in Vollblut, um eine Detektion unter 0,05 ng/ml zu

realisieren.

4.3 Magneto-Hydrodynamische Fokussierung: Ein neuartiges Mess-

konzept fiir die hochsensitive Detektion von ¢TnT am PoC

Allen Technologien von kommerziellen PoC Tests Uber hochsensitive Tests zu
neuen Ansatzen mittels magnetisierbarer Partikel ist gemeinsam, dass keine
dieser Messtechnologien geeignet ist, eine Patientendiskriminierung am PoC
zu gestatten. Die gangigen PoC Tests und der Ansatz der Detektion mit mag-
netisierbaren Partikeln zeigen zu geringe Sensitivitaten und konnen Konzent-
rationen unter 0,05 ng/ml nicht detektieren. Bei der Detektion mit magneti-
sierbaren Partikeln nach dem in [Danielli et al., 2008] beschriebenen Verfah-
ren schranken zusatzlich die apparativen Voraussetzungen durch Verwen-
dung von schweren Elektromagneten und die Kosten durch den Photomulti-
plier (PMT, Photomuiltiplier tube) die Nutzbarkeit als mobiles, kostengunsti-
ges PoC System ein. Der hochsensitive cTnT Test im Zentrallabor benotigt
mehrere Waschschritte und einen erheblichen apparativen Aufwand, um
Messergebnisse zu erzeugen. Daher ist ein neues Messkonzept notwendig,
welches hochsensitive Signale mit niedrigem apparativen Aufwand ermog-

licht.
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Basis des neuen Messkonzepts ist die Nutzung einer Masseanderung von
magnetisierbaren Partikeln bei Anwesenheit von cTnT und eine dadurch ge-
nerierte Phasenverschiebung in einem schwingenden Erregerfeld. Die Nach-
weischemie soll dabei auf einem ELISA Prinzip basieren, wonach cTnT Uber
einen primaren Antikorper an das magnetisierbare Partikel gebunden wird.
An diesen Komplex bindet Uber einen sekundaren Antikorper ein weiteres
Partikel, welches nicht magnetisierbar ist und eine groBere Masse als das
magnetisierbare Partikel besitzt. Das Signal soll durch eine Fluoreszenz ange-
zeigt werden, welche intrinsisch in das magnetisierbare Partikel mit eingear-
beitet ist und die bei einem periodischen Durchkreuzen einer Lichtschranke
mit entsprechender Sensitivitat nachgewiesen werden kann. Dazu ist es not-
wendig, die magnetisierbaren Partikel in einem externen Magnetfeld zum
Schwingen anzuregen. Ist kein cTnT anwesend, schwingen nur magnetisier-
bare Partikel durch den Detektionspunkt. Ist ¢cTnT allerdings anwesend und
dadurch nicht magnetisierbare Partikel an die magnetisierbaren Partikel ge-
bunden, andert sich die Phase der Oszillation. Die GroBe der Phasenverschie-
bung soll einen Aufschluss tber die Quantitat des vorhandenen cTnT in der
Vollblutprobe geben. Da in diesem Fall nicht die Signalintensitat des Fluores-
zenzsignals fur eine Quantifizierung herangezogen wird sondern die Phasen-
verschiebung, ist das Signal weitgehend unbeeinflusst durch den Hinter-
grund der Probenmatrix. Wichtig ist, dass in die magnetisierbaren Partikel
genug Fluoreszenzfarbstoff eingearbeitet ist, um vor dem Hintergrund der
Probenmatrix detektiert werden zu konnen. Ist dies der Fall, kann auch eine
Phasenverschiebungsmessung realisiert werden. Im Folgenden wird diese
Phasenverschiebungsmessung als Magneto-Hydrodynamische Fokussierung
bezeichnet. Diese stellt ein neuartiges Messkonzept zur Detektion von cTnT

am Point of Care dar.
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5. Lésungsansatz und grundlegende Uberlegungen

5.1 Grundsatzlicher Aufbau zur Detektion des Phasenunterschieds

Zur Detektion von kardialem Troponin T (cTnT) im Blut von Patienten am
Point of Care anhand des Phasenunterschied wird ein System entwickelt (Ab-
bildung 14), welches auf der in [Danielli et al., 2008] beschriebenen Oszilla-

tion von magnetisierbaren Partikeln basiert.

— e | +—— T——o -l
Permanentmagnet mit

\ Lange L und Radius R
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rechter Referenzpunkt

Partikelwolke im
Detektionspunkt

linker Referenzpunkt

Grundposition des linken
Permanentmagneten

Abbildung 14: Schematische Darstellung des Testsystems zur Magneto-Hydrodyna-
mischen Fokussierung (MHF) zum Nachweis von cTnT am Point of
Care; die Linearbewegung der Permanentmagnete flihrt zu einer er-
zwungenen Schwingung der magnetisierbaren Partikel, die in Abhan-

gigkeit von ihrem Beladungszustand ihre Tragheit andern
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Die Grundlage fur die Detektion bildet das folgende Kraftegleichgewicht:
Y F = Mpgrt Qpgrt. Formel 5-1
mit der Partikelmasse (mp4,+) und der Partikelbeschleunigung (apg,¢.)-

Fur die Detektion von cInT im Blut kommt ein magnetischer
nano-screenMAG Partikel mit einem Durchmesser von 100 nm zum Einsatz,
welcher von der Fa. Chemicell GmbH mit einem IR-780-lod Farbstoff funkti-
onalisiert wurde. Das Partikel, welches zusatzlich mit einem anti-cTnT Anti-
kdrper modifiziert wird, bindet cTnT aus der zu analysierenden Vollblutprobe.
Bei Anwesenheit von cTnT bindet dieses magnetisierbare Partikel an nicht-
magnetisierbare SICORE Partikel der Fa. Chemicell GmbH, welche mit einem
anderen anti-cTnT Antikorper modifiziert werden und bildet einen Komplex

mit hoherer Masse.

Bei einem Zweipartikel System ist zu beachten, dass die maximale Packungs-
dichte, welche im Komplex erreichbar ist, die kubisch dichteste Kugelpa-
ckung ist. Dabei binden maximal zwolf nichtmagnetisierbare Partikel um ein
magnetisierbares Partikel. Aus der Anforderungsanalyse ist bekannt, dass ein
nano-screenMAG Partikel ca. 104 Molekule (Abbildung 6) binden kann. Um
ein Verklumpen der Partikel durch Funktionalisierung zu minimieren, wird
mit einem Antikorperunterschuss gearbeitet, sodass maximal 25% der Bin-
dungsstellen zur Verfligung stehen. Da allerdings so viele Partikel eingesetzt
werden, dass statistisch nur ein cTnT MolekUl pro nano-screenMAG Partikel
bindet, kann davon ausgegangen werden, dass die kubisch dichteste Kugel-
packung nicht limitierend wirkt. Mit den Angaben aus der Anforderungsana-
lyse ergibt sich, dass insgesamt 1,67x10% nano-screenMAG Partikel zur Bin-
dung von 0,1 ng/ml cTnT in 100 pl Testvolumen bendtigt werden. Bei Errei-

chen der oberen Nachweisgrenze von 0,1 ng/ml bindet statistisch pro nano-
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screenMAG Partikel ein SICORE Partikel. Bei Werten unterhalb von 0,1 ng/ml
schwingen immer noch alle nano-screenMAG Partikel im magnetischen Erre-

gerfeld, allerdings werden weniger SICORE Partikel im Komplex mitgefahrt.

Zur Erstellung eines Modells fur die spatere Simulation der Partikelbewegung
im neuartigen Messsystem ist eine Betrachtung der wirkenden Krafte auf
magnetisierbare Partikel notwendig. Die wichtigsten dieser Krafte werden fur
die Herleitung der Bewegungsgleichung der Partikel herangezogen. Die Basis
der Partikelbewegung ist deren Magnetisierbarkeit, welche durch Magnetre-
laxometrie bestimmt wird. Weitere wesentliche Terme, welche in der Bewe-
gungsgleichung aufgeflhrt sind, sind die magnetische Feldstarke und der
Gradient des Magnetfelds. Um diese beiden Terme zu optimieren, wird eine
Simulation der Geometrie der Permanentmagnete durchgefahrt. Zur Reali-
sierung der erzwungenen magnetophoretischen Bewegung werden Perma-
nentmagnete eingesetzt, die im Gegensatz zu Elektromagneten bei diesen
BaugroBen und Gewichtsanforderungen hohere B-Felder realisieren konnen.
Die Fertigung der Permanentmagneten erfolgte aus einer gesinterten Neo-
dym-Eisen-Bor Legierung, welche mit einer 6 um dicken, galvanisch aufge-
tragenen Zinkschicht versiegelt wurde. Das Ein- bzw. Abschalten der Mag-
nete wird durch entsprechende Linearbewegungen in den und aus dem
Wirkbereich der magnetisierbaren Partikel verwirklicht. Diese wird ebenfalls
simuliert, um die notwendige Amplitude der Permanentmagnetenschwin-
gung zu ermitteln. Zur Abschatzung der Frequenz der Schwingung wird eine

Simulation der Beschleunigung der Partikel durchgefthrt.

FUr eine erste Machbarkeitsanalyse wird eine fluoreszenzbasierte Detektion
von markierten Partikeln eingesetzt. Diese wird zu Gunsten einer kleinen
Bauform und niedrigen Kosten spater durch eine Messung mittels Infrarot

Lichtschranke ersetzt und wird im Aufbau des Teststands beschrieben. Auf
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Basis der Bewegungsgleichung wird ein Modell fir die Partikelbewegung er-
stellt und die erreichbaren Phasendifferenzen bei unterschiedlichen cTnT

Konzentrationen simuliert.

5.2 Krafte auf magnetisierbare Partikel in externen Feldern

Folgende Krafte sind grundsatzlich zu beachten, wenn sich magnetisierbare

Partikel in Fllssigkeiten getrieben durch Magnetfelder bewegen:
1. Magnetkraft
2. Gewichtskraft
3. Hydrodynamische Kraft
4. Brown'sche Molekularbewegung
5. Attraktive und repulsive Krafte zwischen Partikeln

Diese Krafte werden im Folgenden beschrieben.

5.2.1 Magnetkraft

FUr die Kraft auf einen magnetisierbaren Partikel mit dem magnetischen Mo-
ment (jpgre) IN €inem magnetischen Feld der Starke (B) ergibt sich nach

[Zborowski et al., 1999]:

Fmagn. = (Jpare. * V)B Formel 5-2
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Das magnetische Moment ergibt sich aus dem Volumen des magnetisierba-
ren Partikels (Vpg4,¢), der magnetischen Feldkonstante (u,) und der Magneti-

sierung des Partikels (Mpg,¢):
Jpart. = Wo * Mpare. * Vpart. Formel 5-3

Setzt man in Formel 5-2 das magnetische Moment aus Formel 5-3 ein, so

erhalt man die Kraft auf ein Partikel in Abhangigkeit der Flussdichte:
Fmagn. = Wo * Vpart. * (Mpgre. * V)B Formel 5-4

Die Magnetisierung ergibt sich aus:

_am

= Formel 5-5
dH

X

Der Faktor y wird magnetische Suszeptibilitat genannt. Sie ist ein Mal3 far
die Magnetisierbarkeit eines Stoffes beziehungsweise dessen magnetische
Leitfahigkeit [Stolarski, 2004]. Die Einteilung der magnetischen Eigenschaf-
ten von Stoffen erfolgt in unterschiedliche Gruppen auf Basis ihrer magneti-

schen Suszeptibilitat:
1. Diamagnetische Stoffe (y < 0)
2. Paramagnetische Stoffe (0 < y < 107%)

3. Ferromagnetische Stoffe (y > 1)
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Magnetisierbare Partikel, welche im biotechnologischen Umfeld eingesetzt
werden, fallen unter eine bestimmte Gruppe der Ferromagneten, die Super-

paramagneten. Daher wird auf diese detaillierter eingegangen.

Ferromagnetismus kommt nur bei den Ubergangsmetallen Eisen, Nickel und
Kobalt sowie bei einigen Lanthanoiden vor. Einige Kombinationen dieser
Stoffe mit anderen Stoffen und Legierungen sind ebenfalls ferromagnetisch
(z.B. AINiCo, eine Kombination aus Aluminium, Nickel und Kobalt). Wenn
umgangssprachlich von Magneten gesprochen wird, so sind fast ausschliel3-
lich Ferromagneten gemeint. Diese weisen eine magnetische Suszeptibilitat
von y » 1 auf. Im Gegensatz zu Diamagneten und Paramagneten weisen
ferromagnetische Stoffe in einem auBeren Magnetfeld eine eigene, soge-
nannte spontane Magnetisierung auf. Diese muss also nicht erst induziert
werden. Bei ferromagnetischen Materialien unterscheidet man zwischen
Weichmagneten und Hartmagneten. Bei Weichmagneten verliert sich die
spontane Magnetisierung sofort bei Abschalten des auBeren magnetischen
Feldes wieder. Zurlck bleibt nur ein kleiner Restmagnetismus, die soge-
nannte Remanenz (Abbildung 15). Bei Hartmagneten ist die Remanenz sehr
gro3 und es kann dauerhaft eine starke Magnetisierung dieser Materialien

erreicht werden.
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Abbildung 15: Typische Magnetisierungskurve eines Ferromagneten bzw. seiner
magnetischen Flussdichte (B) bei Erhdhung und Senkung der duBeren
magnetischen Feldstarke (H); in blau ist die magnetische Flussdichte
bei erstmaliger Magnetisierung (Neukurve) dargestellt, Hc ist die
magnetische Koerzitivfeldstarke, welche notwendig ist, um das Ma-
terial vollstandig zu entmagnetisieren; Hs ist die Feldstarke, ab der

eine magnetische Remanenz beobachtet werden kann

Eine Eigenschaft der Ferromagnete ist das Auftreten einer Sattigungsmagne-
tisierung. Das heiBt, dass mit zunehmender Erhohung des aulBeren magneti-
schen Feldes keine hohere Magnetisierung bzw. eine nicht mehr zu beobach-
tende hohere Magnetisierung auftreten kann [Kronmuller, 2007]. Diesen Zu-
stand bezeichnet man als Sattigung. Die magnetischen Permeabilitaten der
unterschiedlichen Stoffklassen unterscheiden sich von der magnetischen Per-

meabilitat in Vakuum (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Vergleich der unterschiedlichen Permeabilitaten fir Ferromagnete
(bs), Paramagnete (up) und Diamagnete (uqg) mit der Permeabilitat in

Vakuum (o)

Eine fUr die Separation von BiomolekUlen wichtige Klasse von Ferromagneten
sind die Superparamagneten. Der superparamagnetische Effekt tritt bei sehr
kleinen Ferromagneten auf und bezeichnet die Eigenschaft, bei Abschalten
des auBeren Magnetfeldes unterhalb der Curietemperatur keine Remanenz
zu besitzen [Suslick et al., 1996]. Die thermische Energie bei diesen Partikeln
muss gro3 genug sein, um bei Abschalten des auBeren Magnetfeldes die
Spinmomente sehr schnell wechseln zu lassen und damit eine statistische
Raumverteilung einzunehmen. Die Durchmesser der Partikel mussen damit
unterhalb der Lange eines Weiss'schen Bezirks liegen. Es kann also keine Hys-

terese der Magnetisierung beobachtet werden (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Typische Remanenzkurve eines Superparamagneten

Bei Abschalten des auBBeren magnetischen Feldes bei der Separation von Bi-
omolekulen mittels magnetischer Partikel kommt es bei superparamagneti-
schen Materialien also nicht zu einer bleibenden Magnetisierung. Damit haf-
ten die Partikel nach Abschalten des Magnetfeldes nicht mehr aneinander.
Eine spontane Koagulation der Partikel wird zusatzlich durch spezielle Be-
schichtungen wie z.B. Olsaurebeschichtungen vermindert. AuBerdem sollten
die Partikel die in Tabelle 1 angegebenen Eigenschaften zur Bindung von Bi-

omolekulen erfullen.
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Tabelle 1:  Anforderungen an magnetische Tragerpartikel nach [Franzreb et al., 2006]

Eigenschaft Anforderung Grund

PartikelgroBe des Kom- | > 500 nm Gute Trennbarkeit

posits bei moderaten Feld-
starken

Spezifische Oberflache |50 - 100 m?g’ Gewahrleistung ho-

her Bindekapazitat

Kapazitat

min. 100 — 200 mg/g

Je hoher die Kapazi-
tat, desto konkur-
renzfahiger das Ver-

fahren

Sattigungsmagnetisie-

rung

> 35 Amkg™

Gute Trennbarkeit
bei moderaten Feld-

starken

Die gewahlten nano-screenMAG Streptavidin Partikel erfallen alle diese Ei-

genschaften und zeigen den gewulnschten superparamagnetischen Effekt.

5.2.2 Gewichtskraft

Die Gewichtskraft (G) auf einen magnetisierbaren Partikel berechnet sich aus:

G = Mpgrt g

Formel 5-6

mit der Masse des Partikels (mp,,-+) und der Erdbeschleunigung (g).
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Da die biomedizinischen zu analysierenden Faktoren immer in wassriger Lo-
sung vorliegen, wirkt dieser Gewichtskraft die Auftriebskraft (F,) (Gewichts-

kraft des verdrangten Flussigkeitsvolumens) entgegen:
Fy = peVport.9 Formel 5-7

Werden beide Krafte zu einer Gesamtkraft (Fjesqme) auf den Partikel addiert,

erhalt man wegen:

Fesamt = G — Fy Formel 5-8
Fyesame = (1 - Z—Z) *Vpg Formel 5-9

Bei sehr kleinen Partikeln, wie bei magnetisierbaren Partikeln der Fall, muss
allerdings bei der Aufstellung des Kraftegleichgewichts eine Widerstands-
kraft (F,,) bertcksichtigt werden, die der Stromung des Partikels im unbe-

wegten Fluid entgegenwirkt. Diese ist gegeben durch:
Fy = gdch(Re)vaf Formel 5-10

mit dem Partikeldurchmesser (d), der Geschwindigkeit (v), der FlUssigkeits-

dichte (pf), dem Widerstandsbeiwert (cy,) und der Reynolds-Zahl (Re).

FUr den Widerstandsbeiwert (cy,) gilt bei schleichender Umstromung bei fest-

flUssig Trennaufgaben mit hinreichender Genauigkeit:

Cw = % Formel 5-11

und damit unter Berucksichtigung von:

Re = ”i”’f Formel 5-12

mit der dynamischen Viskositat (n) flr die Gesamtkraft:
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p
Fgesamt = %d3g * (1 — i) Formel 5-13

5.2.3 Hydrodynamische Kraft

Auf magnetisierbare Partikel bei Bewegung in einem Fluid wirkt eine hydro-
dynamische Kraft. Verantwortlich dafur ist die Viskositat des umgebenden
Mediums. Die hydrodynamische Kraft kann bei kugelférmiger Geometrie und

niedrigen Reynoldszahlen mit folgender Formel berechnet werden:

Fyyar, = —6mnrAv Formel 5-14

5.2.4 Brown’sche Molekularbewegung

Mit der Einstein-Smoluchowski Beziehung [Einstein, 1905,
Smoluchowski, 1906] lasst sich die Brown'sche Molekularbewegung eines

Partikels durch seinen Diffusionskoeffizienten (D) ausdrucken:
D = ukgT Formel 5-15
mit der Partikelbeweglichkeit ().

Bei kleinen Partikelradien und im Bereich niedriger Reynoldszahlen ergibt sich

die Partikelbeweglichkeit aus der Stokes Gleichung:

%= 6mnr Formel 5-16

Aus Kombination der Formeln 5-15 und 5-16 erhalt man:

__ kT
6mnr

Formel 5-17
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5.2.5 Attraktive und repulsive Krafte zwischen Partikeln

Die fur die Magneto-Hydrodynamische Fokussierung eingesetzten magneti-
sierbaren Partikel liegen im Bereich von 100 nm. Die Partikel sind fein in Lo-
sungen dispergiert und bilden damit ein kolloidales System, dessen Stabilitat
durch die Theorie von Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO Theorie)
beschrieben werden kann [Derjaguin et al., 1941, Verwey et al., 1948]. In
diese Theorie flieBen zahlreiche attraktive (anziehende) und repulsive (absto-
Bende) Krafte ein, die zwischen den Partikeln in der Losung wirken. Im Falle
magnetisierbarer Partikel in einem auB3eren Magnetfeld sind dies repulsive
elektrostatische Wechselwirkungen, attraktive Van der Waals Wechselwir-

kungen und attraktive magnetische Wechselwirkungen:
Ugesamt = Uer. * Upaw * Umagn. Formel 5-18

Die Van der Waals Wechselwirkungen sind ein Uberbegriff fir samtliche zwi-
schen zwei Atomen oder Molekulen wirkenden Dipol-Dipol Wechselwirkun-
gen. Dabei gilt nach [London, 1937], dass die Wechselwirkungen nur anzie-
hend sind. Mit der Derjaguin Approximation [Derjaguin, 1934] kann die Van
der Waals Wechselwirkung zwischen zwei magnetischen Partikeln berechnet
werden. Die magnetische Wechselwirkung zwischen zwei Partikeln ergibt

sich aus [Tsouris et al., 1995].

5.3 Herleitung der Bewegungsgleichung

Die in den Kapiteln 5.2.1 bis 5.2.5 beschriebenen Krafte auf ein magnetisier-

bares Partikel hangen von dessen GroBe ab [70]. Bei groBeren partikularen
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Systemen kann davon ausgegangen werden, dass die Gewichtskraft, die hyd-
rodynamische Kraft und die magnetische Kraft die vorherrschenden Krafte
darstellen (Abbildung 18).

10"
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L = |\lagnetic force
10" == == | Hydrodynamic force |
=nmmiD] VO force
-20 == = = | angevin force
L f""’ «  Gravity
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Particle diameter (m)

Abbildung 18: Krafte auf magnetisierbare Partikel [70]

Zur Vereinfachung werden zur Simulation der Schwingungseigenschaften fur
das neue Messkonzept daher nur die hydrodynamische Kraft (Fy,,4,) und die
magnetische Kraft (F,q4n.) zur Aufstellung des Kraftegleichgewichts heran-

gezogen. Die Gravitationskraft wird hierbei nicht betrachtet, da nur die

Krafte berlcksichtigt werden, welche in der horizontalen Ebene wirken:

E — F =m a Formel 5-19
. t . . .
magn.(y) hyadr. ) Part.“Part.(t)
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Setzt man fur diese Krafte Formel 5-14 und Formel 5-4 ein erhalt man:

Mpart. Apare.(t) = —OTNTVparet) + Mo * Veart. ¥ (Mpare.ry * V)Be

Formel 5-20

Bei der hier vorgestellten Magneto-Hydrodynamischen Fokussierung (MHF)

wird nur die Bewegung der Partikel in x-Richtung betrachtet. Daraus ergibt

sich:
_ dB )
mPart.aPart.(t) - _67T77rvPart.(t) + Ho * VPart. * MPart.(x,t) * ( dx )
Formel 5-21

Die Magnetisierung der Partikel (Mpgy¢ (x,¢)) ist nicht konstant und abhangig
von der Starke des Magnetfelds an der jeweiligen x-Position, an der sich die
Partikel im System befinden. Das Volumen der Partikel (Vp,,+) bezieht sich

nur auf den magnetisierbaren Anteil des Partikels.

Der Nachweis von kardialem Troponin T basiert auf einer Anderung der
Masse bei Bindung des Molekuls an die magnetisierbaren Partikel. Zu beach-
ten ist dabei, dass bei der MHF nicht ein einzelnes Partikel, sondern eine Viel-
zahl magnetisierbarer Partikel eingesetzt werden. Vereinfachend wird dies als

Partikelpunktwolke betrachtet. Die Beschleunigung, welche die Punktwolke

erfahrt, ist:
_67I77TUPart.(t) +uo*Vpart'*MPaT’t.(xlt)*(dz(t))
@part. = m * Formel 5-22
Part.
dx dB
d,%(t) — —o6mnT d(tt)+H0*VPart.*MPart_(x,t)*( d;t))

Formel 5-23

dt? Mpart.
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Eine Anderung der Masse (mpg,¢) ergibt eine veranderte Beschleunigung
und damit eine Anderung in der Phase der erzwungenen Partikelschwingung
durch das oszillierende Magnetfeld. Diese geanderte Phase (A¢g) drickt sich

bei der Messung durch eine veranderte Laufzeit (At) aus, welche durch:
Ap =2+m*fxAt Formel 5-24

mit der Frequenz (f) beschrieben werden kann. Im Teststand fur die Mag-
neto-Hydrodynamische Fokussierung wird bei konstanter Anregungsfre-
quenz die Laufzeitanderung im Detektionspunkt fir die Konzentrationsbe-

stimmung von cTnT herangezogen.

Die Laufzeitanderung kommt durch die Bindung von cTnT an die Antikorper
der funktionalisierten Magnetpartikel zustande. Wie bereits erlautert, ist das
Gewicht der Biomolekle sehr gering, sodass die Anderung in der Beschleu-
nigung und damit die Laufzeitanderung zwischen beladenem und nicht be-
ladenem Zustand ebenfalls sehr gering ausfallen wirde und nicht messbar
ware (Formel 3-7). Daher soll beim Konzept der MHF zum Nachweis von cTnT
ein Sandwich aus magnetisierbaren Partikeln und nicht magnetisierbaren Par-
tikeln zum Einsatz kommen. Dabei binden sekundare Antikorper, welche ge-
gen andere Epitope des cTnT gerichtet sind, an das cTnT auf den funktiona-
lisierten Magnetpartikeln. Die sekundaren Antikorper tragen nichtmagneti-
sche Kunststoffpartikel. Das magnetisierbare Volumen (Vp,,+) bleibt gleich,
wahrend sich die Masse und das Volumen der Partikelwolke stark andern. Da
die Etablierung der Nachweischemie nicht Bestandteil dieser Arbeit ist,
kommt ein Modellsystem aus screenMAG-Chitosan Partikeln zum Einsatz,
welche direkt iber Aminobindungen an SICORE-Carboxyl Partikel gekoppelt

sind.
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5.4 Bestimmung der Magnetisierung bei unterschiedlichen Fluss-

dichten

Die Bestimmung der Magnetisierung der Partikel (nano-screenMAG-Strep-
tavidin, Fa. Chemicell GmbH) bei Anlegen eines auBeren Magnetfeldes
wurde durch eine magnetische Relaxationsmessung realisiert. Die Messun-
gen wurden an der Physikalisch Technischen Bundesanstalt in Berlin durch-
gefdhrt und von der Firma Chemicell GmbH zur Verfigung gestellt. Die Mes-
sung erfolgte mit einem Magnetic Property Measurement System (MPMS)
von Quantum Design. Bei der Magnetrelaxometrie werden die magnetischen
Momente der Partikel GUber zwei Mechanismen entlang des auBeren Feldes
ausgerichtet, durch Rotation der Partikel in ihrer TragerflUssigkeit und durch
die Rotation der Magnetisierungsvektoren in den Kernen der magnetisierba-
ren Partikel. Nach Abschalten des auBeren Feldes wird die Restmagnetisie-
rung der Teilchen Uber eine supraleitende Quanteninterferenzeinheit (super-
conducting quantum interference device, SQUID) detektiert. Zwei Arten der
Relaxation spielen dabei eine Rolle, die Brown Relaxation und die Néel Re-

laxation.

Die Brown Relaxation beschreibt den Verlust der Magnetisierung der magne-
tisierbaren Partikel durch die Brown'sche Molekularbewegung der Partikel in
der Tragerlosung. Durch rotatorische Diffusion verlieren die magnetisierten
Partikel ihre Ausrichtung. Die Geschwindigkeit der Brown-Relaxation wird

durch folgende Formel beschrieben:

3xN*Vhya.
tprown = k*:yd Formel 5-25

Die Geschwindigkeit hangt von der Viskositat () der Tragerflssigkeit, dem
hydrodynamischen Durchmesser eines Partikels (Vy,,4.), der Boltzmann Kon-

stante (k) und der Temperatur (T) ab.
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Die Néel Relaxation entsteht durch die Drehung der Magnetisierungsvekto-
ren der Partikelkerne. In Abwesenheit des aul3eren Feldes sind die Magneti-
sierungsvektoren parallel oder antiparallel ausgerichtet. Die Ausrichtung der
magnetischen Momente beschreibt die Anisotropie der Teilchen, die bei Par-
tikeln von ihrer Kristallstruktur und ihrer Form abhangt. Form- und Kristall-
strukturanisotropie werden in der Anisotropiekonstanten (K) zusammenge-
fasst. Ist die thermische Energie ausreichend hoch, kann die Ausrichtung des
Magnetisierungsvektors im Kern spontan fluktuieren und die Ausrichtung
der Orientierung andert sich. Dazu muss eine Energiebarriere (KVye,y) Uber-
wunden werden. Die Geschwindigkeit der Néel Relaxation (tyee;) wird durch

folgende Formel beschrieben:

K*VKern
tyeel = Tpe kT Formel 5-26

Der Vorfaktor (r,) wird mit 10~°s angegeben und die Anisotropiekonstante

bei Magnetiten mit 20 k—]3
m

Beide Relaxationsmechanismen Uberlagern sich bei der Messung zu einem
Relaxationsprofil. Anhand dieses Profils kann die Magnetisierung der Partikel

in unterschiedlich starken auBBeren Feldern bestimmt werden.

Die fur die Simulation notwendige Bestimmung der Magnetisierung der
nano-screenMAG Partikel bei unterschiedlich groBen externen Treiberfeldern
wurde an der Physikalisch Technischen Bundesanstalt durchgefthrt. Bei den
nano-screenMAG Partikeln handelt es sich um superparamagnetisierbare
Partikel, die bei Abschalten des auBeren Treiberfeldes ihre Magnetisierung
vollstandig durch Néel- und Brown Relaxation verlieren. Die Magnetisierung
der nano-screenMAG Partikel steigt mit ansteigender Treiberfeld Flussdichte
und lauft ab 250 mT in eine Sattigung (Abbildung 19). Die Sattigungsmag-
netisierung liegt bei 3,64 kg/As?.
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Abbildung 19: Magnetisierung von nano-screenMAG Partikeln in Abhangigkeit des

auBeren Magnetfeldes

5.5 Optimierung der Magnetgeometrie

Da die Bewegung der Partikel laut Formel 5-4 nicht nur vom Gradienten der
magnetischen Flussdichte, sondern auch Uber die Magnetisierung (Mpgy¢ (x,¢))
von der Starke der magnetischen Flussdichte abhangt, wurde zur Erzeugung
hoher Felder und Feldgradienten eine Optimierung der Magnetgeometrie
vorgenommen. Die Simulation der Felder und Gradienten erfolgte mit ANSYS
Maxwell. Das Programm verwendet eine finite Elemente Methode und |0st
die Maxwell’'schen Gleichungen an jedem Knotenpunkt des genutzten Git-

ters zur Beschreibung der Geometrie.
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Die Maxwell’'schen Gleichungen bestehen aus dem Coulomb’schen, dem

Ampere’schen und dem Faraday’schen Gesetz:

Coulomb Gesetz: V*D, = Prad. Formel 5-27
Faraday Gesetz: VXE = —Z—Ij Formel 5-28
Ampere Gesetz: VxH= Z—f + Jjer. Formel 5-29

mit der elektrischen Flussdichte (D), der Ladungsdichte (p,,4), der elektri-
schen Feldstarke (E) und der elektrischen Stromdichte (j,;). Hinzu kommen

zur Losung das Gaul3'sche Gesetz flr Magnetfelder sowie Materialgleichun-

gen:
GauB’sches Gesetzz  V*B =0 Formel 5-30
Materialgleichungen: D =¢,*E + P Formel 5-31

H = ”iOB -M Formel 5-32

B =yyx(H+M)=py*H+ jpg, Formel 5-33

mit der elektrischen Permittivitat (g,), der elektrischen Polarisation (P) und

der magnetischen Polarisation (jpqg.)-

Zuerst wurde zur Simulation mit Maxwell ein 3D CAD Modell der
Mikrokuvette (Hellma Analytics, 101.015-QS) als Probentrager mit einem an-
gelegten Permanentmagneten erstellt (Abbildung 20). Die Dimensionen des
Permanentmagneten wurden aufgrund der verlangten kleinen Bauform des
Gesamtsystems auf ein Maximum von 100 mm Lange und 5 mm Durchmes-

ser beschrankt. Innerhalb dieser Grenzen fand die Simulation der Felder und
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Gradienten statt. Als magnetisches Material wurde NdFeB der Gute N42 ge-
wahlt und die Flussdichte im Magneten auf 1,28 Tesla eingestellt. Die Mag-
neten wurden von der Firma HKCM Engineering e.K. gefertigt. Die Magnet-
pole sind axial ausgerichtet und zum Schutz sind die Magneten an ihrer Ober-
flache verzinkt. Da NdFeB Magneten nicht Bestandteil der Materialbibliothek
von Maxwell sind, wurden die entsprechenden Materialparameter in der Da-

tenbank hinterlegt.

Zur Evaluation wurden neben einer Referenzlinie in x-Richtung zwei Refe-
renzpunkte festgelegt, die sich jeweils am Ende der Referenzlinie befinden.
An diesen Referenzpunkten wurde nach der Simulation des Durchmessers

und der Lange die Flussdichte B bestimmt.

Um an der Spitze des Magneten zusatzlich einen hohen Gradienten zu er-
zeugen, wurde die Geometrie des Magneten so verandert, dass eine Spitze
auf die MikrokUvette gerichtet war (Abbildung 20). Der Durchmesser der
Spitze wurde ebenfalls durch Maxwell zur Erzeugung hoher B Gradienten am

linken Referenzpunkt optimiert.
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Abbildung 20: Screenshot von ANSYS Maxwell mit erstelltem 3D CAD Modell zur
Simulation der Flussdichte und des Flussdichtegradienten; die Refe-
renzpunkte zur Bestimmung der Flussdichte befinden sich an der In-
nenseite der Klvette links (rot) und rechts (blau); beide Referenz-
punkte werden durch die Referenzlinie (schwarz) verbunden; die Mo-
delle dienen zur Simulation des Basisdurchmessers und der Lange

(links) bzw. zur Simulation des Spitzendurchmessers (rechts)

Die BaugroBe des Magneten wurde bei den Simulationen auf eine maximale
Lange von 10 mm und einen maximalen Radius von 5 mm limitiert, um die
geforderte maximale BaugroBe aus Kapitel 3 einhalten zu kénnen. Sowohl
am linken (rot) als auch am rechten Referenzpunkt (blau) in Abbildung 21
steigt die magnetische Flussdichte bei steigender Lange und steigendem Ra-
dius an (Abbildung 22, Abbildung 23). Die magnetische Flussdichte am linken
Referenzpunkt erreicht einen Maximalwert von 381 mT bei 10 mm Lange
und 5 mm Radius. Am rechten Referenzpunkt liegt der Maximalwert der

magnetischen Flussdichte bei gleicher Geometrie bei 157 mT.
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Der Magnet hat bei dieser Simulation einen Abstand von 1 mm zur Kavet-
tenauBenwand, um wahrend des Betriebs der Anlage eine Kollision des Mag-

neten mit der GlaskUvette zu vermeiden.
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Abbildung 21: Screenshot von ANSYS Maxwell mit Verlauf der Feldlinien der mag-
netischen Flussdichte bei einem Radius von 2,5 mm und einer Lange
von 10 mm (links) und bei einem Radius von 5 mm und einer Lange

von 5 mm (rechts)
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a:Radius 1 mm
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¢:Radius 2 mm
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Abbildung 22:

Verlauf der magnetischen Flussdichte am linken Referenzpunkt bei

steigender Magnetlange und steigendem Magnetradius
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Abbildung 23:

Verlauf der magnetischen Flussdichte am rechten Referenzpunkt bei

steigender Magnetlange und steigendem Magnetradius
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Da fur die Bewegung der Partikel nicht nur die magnetische Flussdichte, son-
dern auch der Gradient der Flussdichte eine Rolle spielt, wurden unterschied-
liche Radien fUr die Magnetspitze simuliert (Abbildung 24). Mit zunehmen-
dem Radius der Magnetspitze nimmt die magnetische Flussdichte am rechten
und linken Referenzpunkt zu (Abbildung 25). Diesem Verlauf ist der Verlauf
des Gradienten entgegengesetzt, der bei einem Radius von T mm sein Maxi-

mum am linken Referenzpunkt erreicht (Abbildung 26).
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Abbildung 24: Screenshot von ANSYS Maxwell mit Verlauf der Feldlinien der mag-
netischen Flussdichte bei einem Spitzenradius von 0,2 mm (links) und

2 mm (rechts)
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Abbildung 25: Verlauf der magnetischen Flussdichte bei unterschiedlichen Radien
der Magnetspitze am rechten und linken Referenzpunkt bei einem

Abstand von 1 mm zur KlUvettenauBenwand
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Abbildung 26: Verlauf des Gradienten der magnetischen Flussdichte (GradB) an der
Spitze des Magneten und am linken Referenzpunkt bei unterschied-

lichen Radien der Magnetspitze
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Der maximal erreichbare Gradient liegt an der Spitze des Permanentmagne-
ten bei 627 Tm™" und am linken Referenzpunkt bei 115 Tm™'. Hier zeigt sich
bereits, dass der Gradient der Flussdichte und die Flussdichte stark vom Ab-
stand zur Magnetspitze abhangen. Der Radius der Magnetspitze wurde far

die weiteren Versuche auf 1 mm festgesetzt.

5.6 Simulation der Amplitude der Permanentmagnetenschwingung

Um eine Oszillation von magnetisierbaren Partikeln im Magnetfeld von Per-
manentmagneten zu erzeugen, mussen diese entsprechend bewegt werden.
FUr eine stabile Partikelbewegung ist vor allem wichtig, dass der jeweils
,nicht-aktive’ Magnet aus dem Wirkbereich der Kivette bewegt wird. Die
von ihm ausgehende Flussdichte sollte demnach nahe Null liegen. Daher
wurde in einer ersten Simulation eine Bestimmung der magnetischen Fluss-
dichte und des Flussdichtegradienten bei unterschiedlichen Entfernungen
von der Kuvette (Abbildung 27) durchgeflihrt. Dadurch konnte bestimmt
werden, wie weit sich der Magnet von der Klvette entfernen muss, um nicht

mehr wirksam zu sein.

Abbildung 27: Screenshot von ANSYS Maxwell mit 3D-CAD Modell zur Simulation
des B-Felds und des B-Feld-Gradienten bei unterschiedlichen Abstan-

den des Magneten von der MesskUvette
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In einer weiteren Simulation wurde ein weiterer Permanentmagnet einge-
flgt, der bei maximalem Abstand des ,inaktiven’ Magneten einen minimalen
Abstand zur Klvette aufweist (Abbildung 28). Das Koordinatensystem wurde
bei diesen Simulationen um den halbmaximalen Magnetenabstand in positi-
ver x-Richtung verschoben. Durch eine sinusformige Bewegung der Magne-
ten auf die Klvette zu und wieder weg wurde der Verlauf der Felddichte und

des Felddichte-Gradienten simuliert.

r 3

Abbildung 28: Screenshot von ANSYS Maxwell mit 3D-CAD Modell zur Simulation
schwingender Permanentmagnete; linker Permanentmagnet nahe an

Klvette (oben) und weiter entfernt (unten)

Bei maximaler Amplitude der Magnetschwingung soll der jeweils weit ent-
fernte Magnet keinen Einfluss mehr auf die Bewegungsrichtung der Partikel

haben. Bei einem Abstand von 25 mm liegt die magnetische Flussdichte am
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linken Referenzpunkt bei 400 nT, am rechten Referenzpunkt bei 280 nT (Ab-
bildung 29). Es wurde ein Sicherheitsabstand von weiteren
5 mm eingeflgt, sodass die maximale Entfernung eines Magneten auf
30 mm festgesetzt wurde. Die magnetischen Flussdichten bei diesem Ab-

stand sind 100 nT bzw. 80 nT fUr den linken und rechten Referenzpunkt.

200 T T T T -
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180 -~ Referenzpunkt rechtsh

160 - -
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Abbildung 29: Verlauf der magnetischen Flussdichte mit steigendem Abstand des

Magneten zur Kuvette

5.7 Bestimmung der Schwingungsfrequenz

Durch die Berechnung der maximalen Beschleunigung auf die Partikel nach
Formel 5-4 war es nach den im letzten Kapitel durchgefthrten Simulationen
moglich, die Zeit zu simulieren, welche die Partikel benotigen, um vom einen
Referenzpunkt zum Gegenuberliegenden zu wandern. Dies war notig, um
die Frequenz abzuschatzen, mit der das Magnetfeld oszillieren soll. Eine zu
hohe Frequenz fUhrt dazu, dass die Magnetpartikel den Mittelpunkt der
Kivette, an dem die Detektion stattfindet, nicht kreuzen. Niedrige Frequen-

zen fuhren nach Formel 5-24 zu hoheren Laufzeitdifferenzen und damit zu
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einem hoheren Auflosungsvermogen des Systems. Allerdings flihren zu nied-
rige Frequenzen zu langeren Messzeiten. Zur Berechnung der Beschleuni-
gung auf die Partikel war es notwendig, die Magnetisierung (Mp,,+) bei un-
terschiedlich hohen auBBeren B Feldern zu kennen. Die Magnetisierung von
magnetisierbaren Partikeln wurde mittels DC Magnetrelaxometrie bestimmt

(siehe Kapitel 5-4).

Mittels dieser Magnetisierungsdaten kann die Beschleunigung der eingesetz-
ten 1.67x10% nano-screenMAG Partikel bei den entsprechenden Permanent-

magnetenstellungen und damit Flussdichten simuliert werden (Tabelle 2).

Tabelle 2:  Beschleunigung der screenMAG Partikel bei unterschiedlichen magnetischen Fluss-

dichten am linken Referenzpunkt

X Magn. Flussdichte am lin- | Beschleunigung
[mm] ken Referenzpunkt [ms2]
[mT]

0 183 242

> 33 2,5

10 6,9 0.2

15 2.5 0

20 0,9 0

25 0,4 0

30 0,1 0
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Bei diesen Beschleunigungen bewegen sich die Partikel in ca. 1 s vom rechten
zum linken Referenzpunkt. Da sich bei maximaler cTnT Konzentration die
Gesamtmasse erhoht und bei gleicher auBerer Kraft die Geschwindigkeit
sinkt, wurde die Frequenz auf 0,1 Hz festgelegt. Dies sollte den Partikeln bei
maximaler Beladung ausreichend Zeit geben, um mindestens den Detekti-
onspunkt von einem Referenzpunkt aus zu erreichen, bevor sich die Bewe-
gungsrichtung wieder umkehrt. Der Abstand der Innenseiten der Kuvetten-
wande lag bei 2,7 mm, sodass die Partikel vom Kuvettenmittelpunkt 1,35
mm nach rechts und links schwingen konnten. Der Startpunkt x=0 wurde bei
den Simulationen so gewahlt, dass beide Magneten jeweils einen Abstand

von 15 mm zur Kuvette aufwiesen (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Verlauf der Feldlinien der magnetischen Flussdichte bei einem Ab-
stand von 15 mm beider Permanentmagnete zur Klvette zum Zeit-

punkt to=0
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5.8 Aufbau des Teststands

Der komplette Teststand (Abbildung 31) wurde auf ein Aluminium Bread-
board (MB2020/M) der Firma Thorlabs GmbH mit einem Mal3 von
350 mm x 350 mm x 12,7 mm montiert. Zur Realisierung der Magnetoszilla-
tion wurden zwei Magnete in eine Halterung geklemmt und Uber einen Ex-

zenter entlang einer Linearfuhrung bewegt.

Abbildung 31: Teststand fur die Magneto-Hydrodynamische Fokussierung

Der Exzenter wurde Uber einen Motor mit Getriebe (1525.A0131 mit
1525U012B RC 167 246:1, Fa. Dr. Fritz Faulhaber GmbH & Co. KG) ange-
trieben. Die konischen Neodym-Eisen-Bor Magnete wurden von der Firma
HKCM Engineering in der Gute N42 gefertigt und mit Zink beschichtet. Der
Spitzendurchmesser der Magnete betrug 2 mm. Die magnetische Flussdichte
in den Magneten betrug 1,28 T. Die KUvette wurde in einem Kuvettenhalter
positioniert, welcher auf einer x-y-z Lineareinheit (TAM-605-SL, Fa. SIGMA

KOKI Corporation) montiert wurde.
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Das Exzitationslicht der Lichtquelle (M780F2, Thorlabs GmbH) wurde Uber
eine externe Faser (M28L, Fa. Thorlabs GmbH) in das System geleitet. Das
einfallende Licht durchlief einen Exzitationsfilter (FFO1-769/41-25, Semrock),
traf auf einen Strahlteiler (FF801-Di02-25x36, Semrock) und wurde durch das
Objektiv auf die Klvette fokussiert. Das Objektiv der Firma Olympus hatte

eine numerische Apertur (NA) von 0,25 und eine 10x VergroBerung.

Das von den Partikeln kommende Emissionslicht wurde vom Objektiv gesam-
melt, durchlief den Strahlteiler und traf Uber einen Emissionsfilter
(FFO1-832/37-25, Semrock) in einen Photomultiplier (H10721-20, Hama-
matsu Photonics Deutschland GmbH) (Abbildung 32). Das Signal des Photo-
multipliers wurde Uber ein Oszilloskop (PicoScope 5442A, Pico Technology

Ltd.) aufgenommen.

Magnete

Strahlteiler

Objektiv

Klivette

» PMT

Emissionsfilter

Anregungsfilter B

Lichtleiter

Abbildung 32: Schematische Abbildung des Strahlengangs zur optischen Detektion
der nano-screenMAG Partikel mittels Photomultiplier (PMT)

Um die Detektion von cTnT am Point of Care auch ohne Fluoreszenzintensi-
tatsmessung zu ermaoglichen, wurde in weiteren Versuchsreihen die Fluores-
zenzoptik durch eine einfache Lichtschranke ersetzt. Das Licht der LED wurde
im Durchlicht mittels Photodetektor (DET36A/M, Thorlabs GmbH) detektiert
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(Abbildung 33). Wurde der Lichtstrahl durch die Partikel im Mittelpunkt der
KlUvette unterbrochen, war dies an einer Spannungsanderung am Photode-

tektor erkennbar.

Magnete

Z
PD {+—_
Lichtleiter

Klvette Iris

Abbildung 33: Detektion der Partikel im Klvettenmittelpunkt durch einen Photode-
tektor (PD)

5.9 Partikelbewegung und Phasendifferenz

Mit der Bewegung der Magneten beginnen auch die magnetischen Fluss-
dichten am rechten und linken Referenzpunkt zu oszillieren (Abbildung 34).
Entlang der x-Achse bildet sich je nach Stellung der Magneten zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten ein unterschiedlicher Verlauf der magnetischen
Flussdichte aus. Der Wert der magnetischen Flussdichte entlang der x-Achse
ist bei 2,5 Sekunden (linker Referenzpunkt) und 7,5 Sekunden (rechter Refe-
renzpunkt) maximal und erreicht bei O Sekunden und 5 Sekunden sein Mini-
mum (Abbildung 35).
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Abbildung 34: Oszillierende magnetische Flussdichten am rechten und linken Refe-

renzpunkt verursacht durch eine sinusformige Bewegung der Perma-

nentmagneten mit 0,1 Hz

150

) 2,5s
140 ," -'.715 S

1

o
120

100

y

80

B/mT

60

40

O 1 1 1 1 1 J
-1.5 -1 -0.5 0 0.5 1 1.5
Abstand vom Klvettenmittelpunkt / mm

Abbildung 35: Verlauf der magnetischen Flussdichte entlang der x-Achse zu unter-

schiedlichen Zeitpunkten
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Die Simulation der Partikelbewegung erfolgte mit Matlab/Simulink der Firma
The MathWorks. Basierend auf Formel 5-6 wurde ein Simulink Modell er-
stellt, welches die x-Koordinaten der Partikelbewegung Uber die Zeit ausgibt
(Abbildung 36). Die Werte des B Feldgradienten wurden fir unterschiedliche
Zeitpunkte auf der Referenzlinie (Abbildung 28) exportiert und Uber eine
Excel Datei in Matlab importiert. Diese Werte sowie die Werte fUr die Mag-
netisierung der Partikel bei unterschiedlichen auBeren Magnetfeldstarken

wurden Uber die Funktion Lookup Table Simulink zur Verfligung gestellt.

Beschleunigung Geschwindigkeit Position Position tber Zeit

I - . =
x 5 J]

1
xl I |

1
x_J

ccccc Masse magnetischer Partikel

3

Beschleunigung ’ f

aus hydrodynamischer Ve
Kraft 'J '
e 4

3

Masse nicht magnetischer Partikel

Beschleunigung
aus magnetischer
Kraft

Abbildung 36: Simulation der x-Bewegung der magnetisierbaren Partikel zur Be-

stimmung von cTnT
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Hinsichtlich der Simulation unterschiedlicher Beladungszustande der Partikel
mussten einige Annahmen getroffen werden, die weitestgehend auf den
Herstellerangaben zu nano-screenMAG-Streptavidin Partikeln basieren. Bei
diesen Partikeln handelt es sich um superparamagnetische, mehrkernige Par-
tikel, welche durch Emulsionspolymerisation hergestellt werden. Die Mag-
netitkerne werden bei der Emulsionspolymerisation in eine Matrix aus Starke
eingeschlossen. Die GroBe der Partikel betragt im Mittel 100 nm. Es wurde
davon ausgegangen, dass die Partikel fast vollstandig mit Magnetit gefullt
sind und damit das volle Volumen der Partikel flr die Magnetisierung zur
Verflgung steht. Daher wurde bei der Berechnung von Vpgye flr Fpqgy. das

volle Partikelvolumen berUcksichtigt.

Im Folgenden wird die Berechnung der Massedifferenz des Zweipartikelkom-
plexes bei unterschiedlichen cTnT Konzentrationen dargestellt. Dabei werden
die aus der Anforderungsanalyse notwendigen minimalen und maximalen
Werte der nachzuweisenden cTnT Konzentrationen bertcksichtigt. Der Test
muss mindestens einen Konzentrationsbereich von 0,014 ng/ml bis 0,1 ng/ml

abdecken.

Zur Detektion von cTnT mittels Zweipartikel Komplex ist eine nano-screen-
MAG Partikelzahl von 1,67x108 notwendig. Diese Partikel besitzen ein Ge-

samtgewicht (mg,;) von:

— 8
mnano—screenMAG(tot.) = Mnpano—-screenMAG * 1,67x10 Formel 5-34

Mnano—screenMAG (tot.) = 6,5x107'°g * 1,67x10° = 1,1x107 g
Formel 5-35

Hinzu kommt das Gewicht des zur Funktionalisierung eingesetzten primaren
Antikorpers (z.B. M-7-Bi der Fa. Roche Diangostics GmbH). Hierbei wird be-

rucksichtigt, dass ein Milligramm an Partikeln eine maximale Menge von
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80 pmol biotinyliertem Antikorper binden kann (Bindungskapazitat y). Von
dieser maximalen Bindungskapazitat werden 25% genutzt, um ein Verklum-

pen der Partikel zu minimieren.

Die Anzahl der Antikorper, welche auf den Partikeln gebunden st

(B antiksrper1), berechnet sich aus:

1
eAntik(’jr'perl = mnano—screenMAG(tot.) * Z Y xa Formel 5-36

Oantirsrpers = 1,1x1077 g * i * 80x10‘9m701 *a = 1,3x10° Formel 5-37
Die Umrechnung der Teilchenmenge in mol in eine Teilchenzahl erfolgt durch
die Avogadro-Konstante (a), welche mit 6,022x10%* mol~! angenommen

wurde. Die Masse der an die Partikel gebundenen Antikorper betragt:
Mak tot) = Oantikorpert * Mak Formel 5-38
Mak oty = 1,3x10% * 2,5x107"%g ~ 3,3x107'%g Formel 5-39

Das Molekulargewicht der Antikorper wurde mit ca. 150 kDa angenommen.
Dieser Massenzuwachs ist ca. 1000-fach geringer als das Gesamtgewicht der
eingesetzten nano-screenMAG Partikel und kann ebenso vernachlassigt wer-
den wie der Massezuwachs durch cTnT, Biotin, Streptavidin und den sekun-
daren Antikorper, welcher an ein anderes Epitop von cTnT binden muss, um
den Partikelkomplex zu bilden. Das Modellsystem aus nano-screenMAG-Chi-
tosan Partikeln und SICORE-Carboxyl Partikeln kommt daher dem Massenzu-
wachs im theoretischen System sehr nahe und kann als Ersatz fUr die ange-

dachte Nachweischemie verwendet werden.
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Als nichtmagnetisierbare Partikel zur Bildung des Zweipartikel Systems kon-
nen SICORE-Streptavidin Partikel mit einem sekundaren Antikorper
(z.B. M-11-7-Bi, Roche Diagnostics GmbH Deutschland) eingesetzt werden.
Um eine maximale Sensitivitat des Tests zu garantieren, mussen die Partikel
so eingesetzt werden, dass pro nano-screenMAG-Streptavidin Partikel maxi-

mal ein SICORE-Streptavidin Partikel verflgbar ist.

Mit dem vorgegebenen Konzentrationsbereich von maximal 0,1 ng/ml
(Crnr.max) 1N 100 pl Blut ergibt sich in einem Messvolumen (Vjess) VON

100 pl eine Teilchenzahl (8,.7,,r) von:

c *V] *Q
Ocrnt(max) = TnT'mI\Z:Tnfe“' Formel 5-40

0,1x10‘6%*100x10—61*6,022x1023mol‘1

=1,67x108 Formel 5-41

ecTnT(max.) = 36.000-Y
' mol

Diese werden von 1,67x108 nano-screenMAG Partikeln gebunden. Um eine
moglichst hohe Sensitivitat zu erreichen, muss die gleiche Menge der
nano-screenMAG Partikelzahl an SICORE Partikeln eingesetzt werden, um ein

Zweipartikel Komplex zu bilden.

Die Masse eines SiCORE Partikels berechnet sich nach ahnlichen Formeln wie
Formel 5-34 und 5-35 zu:

Msicore = 2,25==+5,2x1073cm® = 1,2x107"2g Formel 5-42
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Abbildung 37: Zweipartikel Komplex (Sandwich) aus nano-screenMAG Partikeln und
SiCORE Partikeln; bei Anwesenheit von cTnT erhoht sich das Gesamt-
gewicht eines magnetisierbaren nano-screenMAG Partikels zusatz-
lich um das Gewicht von gebundenen nichtmagnetisierbaren SiCORE

Partikeln

FUr die Simulation der Partikelbewegung bei unterschiedlichen cTnT Kon-
zentrationen wurde ein Beladungsfaktor (t) eingefihrt. Der Beladungsfaktor

bei oberer Nachweisgrenze mit 0,1 ng/ml cTnT wird mit 100% angesetzt.

Die Partikelmasse der Sandwichwolke (Mpgrt sanawicn(r)) IN Abhangigkeit der

Konzentration an cTnT berechnet sich durch die Formel:

mPart.Sandwich(r) = mnano—screenMAG(tot.) + T mSiCORE(tot.max.)

Formel 5-43
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mit der maximal moglichen Gesamtmasse von SICORE Partikeln

(MsicorE(tot.max.)):

MsicorE(totmax) = OcTnT(max) * MSiCORE Formel 5-44

Fur die Simulation der Partikelbewegung bei unterschiedlichen ¢cTnT Kon-
zentrationen wurden unterschiedliche StUtzpunkte genutzt, wobei der Ab-

stand zwischen den StUtzpunkten nicht konstant gewahlt wurde (Tabelle 3).

Tabelle 3:  Schrittweite in den betrachteten cTnT Konzentrationsbereichen

cTnT Konzentrationsbereich Beladungsfaktor (t) | Schrittweite
ng/ml % ng/ml

0 0 0

0,0005 - 0,001 0,5-1 0,5

0,001 - 0,01 1-10 5

0,01-0,1 10 -100 50

Der Massenzuwachs der Sandwichwolke bei steigender cTnT Konzentration

(AMpgre.sanawicn) DEWEQGL sich im mg Bereich (Tabelle 4):
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Tabelle 4: Differenz der Masse von beladenen und nicht beladenen nano-screenMAG Partikeln

in den betrachteten cTnT Konzentrationsbereichen

cTnT Konzentrationsbereich Massenzuwachs (AMp gt sandwich)
ng/ml mg

0 0

0,0005 - 0,001 0,1-0,2

0,001 - 0,01 0,2-2

0,01 -0,1 2-20

5.10Vergleich des neuartigen Messkonzepts der Magneto-Hydrody-
namischen Fokussierung mit einem sensitiven cTnT Nachweis-

verfahren auf Basis magnetisierbarer Partikel

Um die Funktionalitat der Magneto-Hydrodynamischen Fokussierung am
PoC zu evaluieren, wurde das neuartige Messkonzept mit einem System ver-
glichen, welches auf Basis von magnetisierbaren Partikeln hochsensitive cTnT
Messungen verspricht. Es handelt sich um ein System, bei welchem magne-
tisierbare Partikel durch ein oszillierendes Magnetfeld zweier Elektromagne-
ten gebundelt und zur Schwingung angeregt werden [Danielli et al., 2008].
Das System nutzt ebenfalls das ELISA Prinzip, um den Biomarker auf magne-
tisierbaren Partikeln zu binden. Der sekundare Antikorper ist in diesem Fall
fluoreszenzmarkiert und die Quantifizierung des Biomarkers findet durch
eine Intensitatsmessung statt. Das System ahnelt im technischen Aufbau dem
in Kapitel 5.8 beschriebenen Teststand. Das oszillierende Magnetfeld wird

hier durch Permanentmagnete und nicht Elektromagnete erzeugt. Fur den
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direkten Vergleich beider Nachweissysteme wurde der in Kapitel 5.8 be-
schriebene Teststand fur herkdmmliche cTnT Messungen auf Basis von

[Danielli et al., 2008] verwendet als auch fir Messungen nach dem MHF

Konzept.
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6. Evaluation des Messkonzepts

Das neue Messkonzept wurde durch Vergleich der Magneto-Hydrodynami-
schen Fokussierung mit Konzentrationsbestimmungen durch das in Kapitel
5.8 beschriebene System evaluiert. Dazu wurden mit cTnT versetzte PBS- und
heparinisierte Vollblutproben vermessen. Die Konzentrationen der Proben
wurden von Roche Diagnostics GmbH mittels Elecsys® Troponin T high sen-
sitive Nachweisen bestimmt und die Werte zur Verfligung gestellt. Verglei-
chend dazu wurden Messungen an Modellpartikeln zur Phasenverschiebung
durchgefiihrt. Die Modellpartikel spiegelten dabei die unterschiedlichen Kon-

zentrationen an ¢TnT von Roche Diagnostics GmbH wider.

6.1 Simulation der Partikelbewegung

Zum Nachweis der 0,1 ng/ml cTnT in 100 pl Blut sind 1.67x108
nano-screenMAG Partikel notwendig. Diese Partikel wurden im System far
die Magneto-Hydrodynamische Fokussierung zum Schwingen angeregt. Die
erzwungene Schwingung durch die oszillierenden Permanentmagneten soll
die Partikel zuerst an die linke Wand der Kuvette bei 1,35 mm lenken. Die
Simulation zeigt, dass die Partikel dort fur ca. 4 Sekunden verbleiben, bis der
rechte Permanentmagnet aktiv wurde (Abbildung 38) und die Partikel an die
rechte Wand der Klvette bei 1,35 mm treibt. Im Teststand fur die Magneto-
Hydrodynamische Fokussierung konnte durch das Objektiv die Schwingung
der Partikel an einer beliebigen Stelle zwischen -1,35 mm und 1,35 mm ge-

messen werden.
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Abbildung 38: Simulierte Schwingung von 1.67x108 nano-screenMAG Partikeln bei
0,1 Hz

Zum Nachweis von cTnT wird ein Zweipartikel System bendtigt. Im Teststand
fur die Magneto-Hydrodynamische Fokussierung wurde ein Modellsystem
bestehend aus magnetisierbaren nano-screenMAG und nicht magnetisierba-
ren SICORE Partikeln eingesetzt. Die unterschiedlichen Mischungen von bei-
den Partikeln, die eine unterschiedliche Konzentration von ¢TnT in einer
Probe darstellen, zeigen bei der Simulation der Schwingung eine deutliche
Differenz in der Phase (Abbildung 39, Abbildung 40). Die Messung der Lauf-
zeitanderung kann fUr einen quantitativen Nachweis der Konzentration ver-

wendet werden.
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Abbildung 39: Simulation der Schwingung von Modellpartikeln bei einer angenom-

Abstand/mm

Abbildung 40: Simulation der Schwingung von Modellpartikeln bei einer

menen Beladung mit cTnT von 0,1 ng/ml bei 0,1 Hz verglichen mit
nano-sceenMAG Partikeln; die graue Linie (At) zeigt die Laufzeitan-

derung bei einer Messung im Kdvettenmittelpunkt an
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menen Beladung mit ¢TnT von 0,0005 ng/ml bei 0,1 Hz verglichen

mit nano-sceenMAG Partikeln
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Es ist deutlich zu erkennen, dass bei einem Verhaltnis von 1:1 nano-screen-
MAG zu SiCORE Partikeln die Partikelwolke aufgrund ihrer Masse selbst bei
der niedrigen Frequenz von 0,1 Hz nicht mehr Uber die gesamte Amplitude
schwingt (Abbildung 39). Mit abnehmendem Verhaltnis sinkt ebenfalls die
Phasendifferenz in der Simulation. Die simulierten Laufzeitanderungen liegen
im Bereich von Millisekunden bis zu einigen Sekunden (Abbildung 41). Die
simulierte Laufzeitanderung erreicht ihr Maximum jeweils bei Eintreffen der
Partikel auf der gegenuberliegenden Klvettenwand. Die Laufzeitanderung
liegt hier um einen Faktor von 1,8 hoher als im Kuvettenmittelpunkt, was aus
der geringeren Beschleunigung des Zweipartikel Systems im Vergleich zu rei-

nen nano-screenMAG Partikeln resultiert.
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Abbildung 41: Simulierte Laufzeitanderung bei unterschiedlichen cTnT Konzentrati-

onen im Blut
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Die Nutzung der Laufzeitanderung zur Analyse von cTnT in Blut scheint nach
der Simulation maglich. Die aus der Anforderungsanalyse geforderte Nach-
weisgrenze von 0,014 ng/ml cTnT in Blut ist mit einer Laufzeitanderung von

750 ms gegeben.

6.2 Nachweis der Schwingung von nano-screenMAG Partikeln in

Vollblut mittels Fluoreszenzintensitat

Zum Nachweis der Schwingung von nano-screenMAG Partikeln in Vollblut
mittels PMT wurden 1,67x108 nano-screenMAG Partikel bei Raumtempera-
tur in einem Eppendorf Gefal3 auf 100 pl heparinisiertes Vollblut aufgefullt.
Die Partikel waren mit einem IR-780 Farbstoff markiert, sodass sie bei Anre-
gung mit 780 nm eine Fluoreszenz zeigen. Die Partikel in Vollblut wurden in
die MesskUvette Uberfihrt und in das System fur die Magneto-Hydrodyna-
mische Fokussierung gestellt. Die Permanentmagneten befanden sich in ei-
ner Stellung, sodass der rechte Permanentmagnet den geringstmoglichen
Abstand zur MesskUvette aufwies. Die Partikel wurden fir finf Minuten am
rechten Referenzpunkt gesammelt und danach der Motor mit einer Span-
nung von 680 mV gestartet. Aus dieser Motorspannung resultiert eine Anre-
gungsfrequenz von ungefahr 0,1 Hz. Das Signal des Photomultiplier (Abbil-
dung 42) zeigt in einer Zeit von 20 Sekunden vier Peaks, welche das Durch-
laufen der nano-screenMAG Partikel durch den Kivettenmittelpunkt markie-

ren.
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Abbildung 42: Fluoreszenzsignal von schwingenden nano-screenMAG Partikeln in

einer Mischung mit 100 pl heparinisiertem Vollblut

Die Hohe der Peaks liegt bei 0,31+0,01 Volt, das Signal zu Rausch Verhaltnis
bei ca. 1,6. Bei einer Frequenz von 0,1 Hz werden in den abgebildeten
20 Sekunden zwei volle Schwingungen der Permanentmagneten ausgefuhrt.
Jeweils bei der Bewegung der Partikel vom rechten zum linken Referenz-
punkt und zurlck zum rechten Referenzpunkt werden die Partikel in der

Mitte der Messkuvette detektiert, sodass vier Signalpeaks resultieren.
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Die Messung zeigt eindeutig, dass die eingesetzten 1,67x108 nano-screen-
MAG Partikel mit intrinsischer 780 nm Fluoreszenz in Vollblut detektiert wer-
den konnen und somit das System zur Messung einer Phasenverschiebung
im Falle von Veranderung des Schwingungsverhaltens geeignet ist. Die be-
rechnete Zykluszeit von Signalpeak zu Signalpeak betragt im Schnitt
5,12 Sekunden, woraus eine volle Schwingung der Permanentmagneten von
10,24 Sekunden und eine Frequenz von 0,098 Hz resultieren. Diese weicht

nur 2% von der eingestellten Frequenz von 0,1 Hz ab.

6.3 Nachweis der Schwingung von nano-screenMAG in Vollblut mit-

tels Lichtschranke

Die nano-screenMAG Partikel in Vollblut aus 6.2 wurden ebenfalls mit einer
Lichtschranke untersucht. Die IR sensitive Photodiode detektierte das Signal
bei Durchlaufen der Partikel durch den Kavettenmittelpunkt (Abbildung 43).
Das eingestrahlte 780 nm Licht wurde durch die passierenden nano-screen-
MAG Partikel absorbiert und erzeugte damit einen Abfall der detektierten
Spannung der Photodiode. Dieser Aufbau demonstriert eine kostengunstige
Moglichkeit zur Detektion der Partikel und zu einem spateren, kostengunsti-

gen Nachweis einer Phasenverschiebung.
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Abbildung 43: Detektion von nano-screenMAG Partikeln in Vollblut mittels IR sen-
sitivem Photodetektor; dargestellt ist das invertierte Signal der Pho-
todiode, da bei Passieren der Partikel das einfallende Licht der Wel-

lenlange 780 nm absorbiert wird

Die Photodiode detektierte die Partikel eindeutig mit einer gemittelten Zyk-
luszeit von 5,1 Sekunden. Ein voller Bewegungszyklus der Magnete ent-
spricht einer Zykluszeit von 10,2 Sekunden und einer Frequenz von
0,098 Hz. Diese gemessene Frequenz weicht ebenfalls um 2% von der ein-
gestellten Frequenz ab. Das Signal wurde mit 100 Hz gefiltert, um Rauschen
zu entfernen. Nach der Signalfilterung kann im Mittel eine Spannung von
0,024+0,005 V detektiert werden. Diese reicht zur Detektion der Partikel aus
und kann genutzt werden, um das System mit nano-screenMAG Partikeln

am Point of Care zu nutzen.
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6.4 Konzentrationsbestimmung bekannter ¢cTnT Proben mittels sen-
sitivem ¢TnT Nachweisverfahren auf Basis magnetisierbarer Par-

tikel
6.4.1 Bestimmung in PBS

Das System zur sensitiven cTnT Bestimmung basiert auf einem Magnetparti-
kel mit primarem Fangerantikorper und sekundarem, fluoreszenzmarkiertem
Detektionsantikorper. Dazu kommen magnetische SIMAG-Streptavidin Parti-
kel zum Einsatz (Tabelle 5). Der Antikorper M-7-Bi wurde nach folgendem

Protokoll auf SIMAG-Streptavidin Partikel gebunden.

Die Partikel wurden fur 10 Sekunden auf einem Vortex (Vortex-Genie 2,
Scientific Industries Inc.) suspendiert und anschlieBend 1 mlin ein 1,5 ml Ep-
pendorf-GefaB Uberfihrt. Gewaschen wurden die Partikel dreimal in jeweils
1 ml phosphatgepufferter Kochsalzlosung (phosphate buffered saline, PBS),
um das in der Lagerflissigkeit enthaltene Natriumazid zu entfernen. Die Se-
paration der Partikel fand durch Zentrifugation (Heraeus Multifuge X1R,
ThermoFisher Scientific Inc.) bei 1000 G fur eine Minute bei Raumtemperatur
(RT) statt. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand abgenom-
men und durch 0,5 ml PBS ersetzt. Zur Bindung von Antikorpern an die Par-
tikel wurden diese in 0,5 ml PBS gelost. Es wurde mit 25% der maximalen
Antikorperbeladung gearbeitet. Die Bindungskapazitat von SIMAG-Streptavi-
din Partikeln liegt bei ca. 80 pmol Antikorper pro mg Partikel. Die Partikel
liegen in einer Konzentration von 10 mg/ml vor. Die Gesamtantikorper Bin-
dungskapazitat liegt damit bei ca. 800 pmol Antikorper. In 0,5 ml PBS muUs-
sen daher 200 pmol Antikorper gelost sein. Die 0,5 ml Antikorper mit PBS
inkubierten fur 15 Minuten bei RT mit den 0,5 ml gewaschenen Partikeln auf
einem Schuttler (KMI-2 AKKU, Edmund Buhler GmbH) bei 400 rpm (revolu-

tions per minute, Umdrehungen pro Minute). Nach der Inkubation wurden
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die funktionalisierten Partikel wiederum dreimal mit PBS gewaschen und in
1 ml PBS aufgenommen. Das Waschen fand durch zehnmindtige Separation
in einem Magnetfeld (EasyEight™, Stemcell Technologies Inc.) auf Basis einer

offenen Magnetgradienten Separation (OGMS) Methode statt. Die Lagerung

bis zum Einsatz der Partikel erfolgte bei 6° C im Kuhlschrank.

Tabelle 5:  Eigenschaften von SIMAG-Streptavidin Partikeln (Chemicell GmbH)

Eigenschaft Wert
Konzentration 10 mg/ml
Kern Magnetit
Matrix Kieselsaure
Hydrodynamischer Durchmesser T um
Anzahl an Partikeln 1,8x10" g
Dichte 2,25 g/cm?

Sattigungsmagnetisierung

3,64x1073 T, superparamag-

netisch

Funktionelle Gruppe

Streptavidin

Bindungskapazitat

80 pmol biotinyliertes Protein

pro mg Partikel
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Zur Detektion der unterschiedlichen cTnT Proben in PBS (Tabelle 6) wurden
die Detektionsantikorper M-11-7 mit Alexa-Fluor® 488 von Roche Diagnos-
tics GmbH zur Verfigung gestellt. 100 pl der Probe mit bekannter Konzent-
ration wurden mit 1x10° vorbereiteten SIMAG-Streptavidin Partikeln fir zehn
Minuten bei 250 rpm und RT inkubiert. Nach einer zehnminutigen Separation
im EasyEight™ System (Fa. STEMCELL Technologies Inc.) wurden die Partikel
in 100 pl PBS resuspendiert und mit 1,79 pmol M-11-7-Alexa-Fluor® 488

Antikorper fur weitere zehn Minuten bei 250 rpm und RT inkubiert.

Tabelle 6:  Eingesetzte cTnT Konzentrationen flr das System aus funktionalisierten SIMAG Parti-

keln und AlexaFluor®-488 markiertem M-11-7 Antikorper

Proben Nr. cTnT-Konzentration
ng/ml

1 0

2 0,01

3 0,022

4 0,097

5 0,751

6 4,515

7 9,035
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In einem Bereich von 0,01 ng/ml bis 9,035 ng/ml zeigt sich ein linearer Ver-
lauf der Spannung bei Nutzung des sensitiven Nachweissystems (Abbildung
44). Der lineare Verlauf entsteht durch die steigende Anzahl an fluoreszenz-
markierten Detektionsantikorpern, welche durch cTnT an die primaren Anti-

korper auf SIMAG Partikeln gebunden werden.

I Spannung im MHF System
--lineare Trendlinie
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Abbildung 44: Spannungsverlauf bei unterschiedlichen cTnT Konzentrationen in PBS
bei Verwendung eines sensitiven cTnT Nachweissystems auf Basis
magnetisierbarer Partikel; die Spannung bei einer cTnT Konzentra-

tion von 0 ng/ml ist bei der linearen Trendlinie nicht berlcksichtigt

Bei Erstellung der Trendlinie wurde die erste cTnT Konzentration mit 0 ng/ml
nicht mitberUcksichtigt. Die Ursache flr den enormen und nicht linearen An-
stieg von 0 ng/ml zu 0,01 ng/ml liegt wahrscheinlich in der Autofluoreszenz
der Antikorper und des cTnT. Bei einer Konzentration von 0 ng/ml befinden
sich an den oszillierenden SIMAG Partikeln weder cTnT Molekule noch se-
kundarer Antikorper. Sobald cTnT vorhanden ist, wird die geringe Autofluo-
reszenz der SIMAG Partikel durch eine weitere Autofluoreszenz von cTnT und

Antikorper erweitert. Diese Autofluoreszenz stort im weiteren Verlauf nicht,
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da sie mit steigender cTnT Konzentration eher zu einer besseren Diskriminie-
rung der Signale fihren wurde, sofern es sich um spezifisch gebundene An-
tikorper handelt. Zwei Negativkontrollen, eine mit funktionalisierten SIMAG
Partikeln mit cTnT und eine mit funktionalisierten SIMAG Partikeln und se-
kundarem Detektionsantikorper, lassen den Schluss zu, dass es sich bei der

Bindung fast ausschlieBlich um spezifische Bindungen handelt.

Die gemessenen Werte zeigen deutlich, dass mit dem Teststand zur Mag-
neto-Hydrodynamischen Fokussierung der klinisch relevante Konzentrations-
bereich bei Messung von ¢TnT in PBS abgedeckt werden kann. Allerdings
wird fUr eine Anwendung am PoC Vollblut als Probenmatrix eingesetzt, wel-

che storende Hintergrundsignale erzeugt.

6.4.2 Bestimmung in heparinisiertem Vollblut

Die Magneto-Hydrodynamische Fokussierung ist ein Messprinzip zur Point of
Care Analytik von cTnT beispielsweise bei niedergelassenen Arzten. Basierend
auf der Anforderungsanalyse ist die Probenmatrix dort heparinisiertes Voll-
blut. Daher wurden die bekannten cTnT Konzentrationen (Tabelle 7) eben-
falls in heparinisiertem Vollblut als Probenmatrix mit dem System aus Kapitel
5.8 analysiert. Als sekundarer Detektionsantikorper wurde M-11-7 einge-
setzt, welcher in einem Fall mittels Alexa-Fluor® 790 (Alexa-Fluor® 790 la-
beling kit, Life Technologies) nach Anleitung des Kit fluoreszenzmarkiert oder
im Fall von M-11-7 mit Alexa-Fluor® 488 von Roche Diagnostics GmbH zur

Verfligung gestellt wurde.

Die Partikel wurden auf die gleiche Weise vorbereitet wie in Kapitel 6.4.1.

100 pl der Probe mit bekannter Konzentration wurde mit 1x10° vorbereiteten
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SIMAG-Streptavidin Partikeln flr zehn Minuten bei 250 rpm und RT inku-
biert. Nach einer zehnminutigen Separation im EasyEight™ System wurden
die Partikel in 100 ul heparinisiertem Vollblut resuspendiert und mit
1,79 pmol M-11-7 mit Alexa-Fluor® 488 oder Alexa-Fluor® 790 flr weitere

zehn Minuten bei 250 rpm und RT inkubiert.

Tabelle 7:  Eingesetzte cTnT Konzentrationen fur die Bestimmung in heparinisiertem Vollblut

Proben Nr. cTnT-Konzentration [ng/ml]
1 0

2 0,01

3 0,022

4 0,097

5 0,751

6 4,515

7 9,035

(8)* (100)*

*Dieser Wert wurde nur bei der Bestimmung von cTnT in heparinisiertem Vollblut eingesetzt, um

die Nachweisgrenze bei Verwendung von Alexa-Fluor® 488 zu bestimmen. Da dieser Wert keine

klinische Relevanz besitzt, wurde er bei allen anderen Messungen nicht verwendet.
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Die in PBS bestimmbaren cTnT Konzentrationsbereiche lieBen sich ohne Se-
parationsschritt direkt in Vollblut bei Verwendung von Alexa-Fluor® 488
Farbstoff nicht detektieren (Abbildung 45). Die Nachweisschwelle in hepari-
nisiertem Vollblut lag mit dem sensitiven Nachweissystem und Alexa-Fluor®
488 bei 100 ng/ml und war damit um einen Faktor von 10% zu hoch. Da Blut
bei 488 nm eine hohe Absorption aufweist, sollte durch Verwendung eines
langerwelligen Farbstoffs die Nachweisgrenze in heparinisiertem Vollblut ver-

bessert sein.
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Abbildung 45: ELISA basierte Bestimmung von unterschiedlichen ¢cTnT Konzentrati-
onen in heparinisiertem Vollblut bei Verwendung eines Detektions-

antikorpers mit Alexa-Fluor 488®

Die Nachweisgrenze konnte durch Verwendung von Alexa-Fluor® 790 Farb-
stoff in heparinisiertem Vollblut verbessert (Abbildung 46) werden. In PBS lag
die Nachweisgrenze bei 0,022 ng/ml. In Vollblut konnte die Nachweisgrenze

mit 0,751 ng/ml bestimmt werden.
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Die Nachweisgrenze bei Verwendung von Alexa-Fluor® 488 in PBS mit
0,01 ng/ml ist fUr eine klinische Patientendiskriminierung geeignet. Eine Mes-
sung in Vollblut ist bei diesem Farbstoff aufgrund der hohen Autofluoreszenz
des Blutes nicht maoglich. Fur eine Verwendung am PoC ist daher eine Reini-
gung mit Austausch der Probenmatrix notwendig. Die Limitationen in Voll-
blut sind mit einem Infrarotfarbstoff wie Alexa-Fluor® 790 aufgrund der ge-

ringeren Autofluoreszenz in diesem Spektralbereich verbessert. Das Blut
musste allerdings mit einem Faktor %verdﬂnnt werden, um eine stabile Mes-

sung zu ermaoglichen. Eine Verdinnung am PoC ware durch die Zugabe der
Reagenzien moglich. Trotzdem liegt die Nachweisgrenze mit 0,097 ng/mlim-
mer noch zu hoch fur eine Patientendiskriminierung. Daher ware auch hier

ein Austausch der Probenmatrix notwendig.
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Abbildung 46: ELISA basierte Bestimmung von unterschiedlichen ¢TnT Konzentrati-
onen in PBS und heparinisiertem Vollblut bei Verwendung eines De-

tektionsantikorpers mit Alexa-Fluor® 790
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Um die Nachweisschwelle von 0,01 ng/ml in unverdinntem Vollblut zu errei-
chen, muss ein anderes Verfahren eingesetzt werden, beispielsweise eine
durch eine Phasenverschiebung verursachte Anderung der Laufzeit. Dazu
wird von einem System ausgegangen, welches bei Anwesenheit von cTnT ein

Zweipartikel System bildet.

6.5 Nachweis von ¢TnT Konzentrationen mit der Magneto-Hydrody-

namischen Fokussierung

Da Analysen auf Basis der Fluoreszenzintensitat einen hoheren apparativen
Aufwand bedeuten, soll auf eine intensitatsbasierte Fluoreszenzanalytik bei
der Magneto-Hydrodynamischen Fokussierung verzichtet werden. Dennoch
wurde im Teststand fur die MHF ein Photomultiplier zur Fluoreszenzdetektion
integriert. Dieser diente allerdings nicht direkt dem quantitativen Nachweis
von gebundenem cTnT, sondern der Detektion des Fluoreszenzsignals von
funktionalisierten nano-screenMAG Partikeln bei Durchlaufen des Kivetten-
mittelpunkts. In einem zweiten Schritt wurde die fluoreszenzbasierte Detek-
tion durch eine Detektion mittels Lichtschranke ersetzt. Diese ist weitaus
platzsparender und ermdglicht eine kleinere Bauweise fur das PoC Gerat.
AuBerdem ist der Preis fur eine PMT hoher als fur eine Lichtschranke mittels

Photodiode.

FUr das Zweipartikel Modellsystem wurden 1,67x108 nano-screenMAG Parti-
kel aus den in unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen vorliegenden Zwei-
partikel Mischungen entnommen (Tabelle 8). Das eingesetzte Partikelvolu-
men in PBS wurde auf 100 yl heparinisiertes Vollblut aufgeflllt und im Test-
stand fur die Magneto-Hydrodynamische Fokussierung gemessen. Das PMT-

und PD Signal beim Durchlaufen der nano-screenMAG Partikel durch den
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Klvettenmittelpunkt wurde mittels Oszilloskop detektiert und auf einer Zeit-

achse aufgetragen. Die experimentell durch Fluoreszenzanalyse bestimmten

Werte flr das Schwingungsverhalten wurden mit den simulierten Werten der

Partikelbewegung verglichen.

Tabelle 8: Eingesetztes Modellsystemvolumen bei unterschiedlichen Mischungen von nano-

screenMAG Partikeln und SiCORE Partikeln

Einwaage Anzahl Anzahl Verdiinnung | Eingesetztes
SiCORE/nano- nano- nano- Volumen der
screenMAG screenMAG | screenMAG Verdiinnung
[mg/mg] pro ml pro ul [pi]

25/0,026 4,68x10™ 4,68x107 - 3,57

25/0,05 9,00x10" 9,00x107 - 1,86

25/0,26 4,68x10" 4,68x108 1710 3,57

25/0,52 9,36x10" 9,36x108 1710 1,78

25/2,59 4,66x10'? 4,66x10° 1/100 3,58

25/5,2 9,36x10"? 9,36x10° 1/100 1,78
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6.5.1 Nachweis der Schwingung des Zweipartikel Komplexes in Voll-

blut mittels Fluoreszenzintensitat

Zum Nachweis der Schwingung von Zweipartikel Komplexen in Vollblut wur-
den je 1,67x10® nano-screenMAG Partikel verwendet. Diese waren mit un-
terschiedlich vielen SICORE Partikeln beladen. Der Beladungsfaktor gibt dabei
den Anteil an nano-screenMAG Partikeln an, welcher mit SICORE Partikeln
einen Zweipartikel Komplex bildet. Bei einem Beladungsfaktor von 100% ist
statistisch an jeden nano-screenMAG Partikel ein SICORE Partikel gebunden.
Die unterschiedlichen Mischungen (Tabelle 8) wurden bei Raumtemperatur
in einem Eppendorf Gefall mit 100 pl heparinisiertem Vollblut aufgefullt und
im Teststand gemessen. Hierbei befand sich das Permanentmagnetensystem
zuerst in einer Stellung, in der der rechte Permanentmagnet den geringst-
moglichen Abstand zur MesskUvette aufwies. Die Partikel wurden fur funf
Minuten am rechten Referenzpunkt gesammelt und danach der Motor mit
einer Spannung von 680 mV gestartet. Die Phase der Schwingung unter-
schiedlicher Zweipartikel Komplexe wurde mit der Phase der Schwingung von
nicht beladenen Partikeln verglichen (Abbildung 47) und die Laufzeitande-
rung bei unterschiedlichen Beladungsfaktoren aufgetragen (Abbildung 48).



104 Evaluation des Messkonzepts

--nano-screenMAG-Partikel
Modellpartikel (100% Beladung)

0.25

0.15

Spannung/V

0.05F

-

imw MM ”‘"’h‘**f ngm “'*W Wek bl i 1\l, WJ?
-0.05 ' ]

31 31.5 32 32.5 33 33.5 34
Zeit/s

Abbildung 47: Nachweis der Laufzeitanderung von nano-screenMAG Partikeln und
Modellpartikeln aus gekoppelten nano-screenMAG Partikeln und
SICORE Partikeln im Verhaltnis 1:1 (entspricht einer angenommenen

cTnT Konzentration von 0,1 ng/ml)

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Modellpartikel mit angenommener
100% Beladung eine deutlich phasenverschobene Bewegung aufweisen.
Diese kann zur Diskriminierung unterschiedlicher cTnT Konzentrationen ge-
nutzt werden und damit zur Patientenstratifizierung am Point of Care. Die
simulierten Laufzeitanderungen stimmen nicht mit den gemessenen Lauf-
zeitanderungen Uberein. Allerdings konnen diese tber einen Korrekturfaktor

von ca. 0,9 an die simulierten Werte angepasst werden.
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Abbildung 48: Laufzeitanderung zwischen nicht beladenen nano-screenMAG Parti-
keln und beladenen nano-screenMAG Partikeln; die Laufzeitande-
rung ist Uber die modellhafte cTnT Konzentration aufgetragen, ba-

sierend auf dem Signal der PMT

6.5.2 Nachweis der Schwingung des Zweipartikel Komplexes in Voll-

blut mittels Lichtschranke

Die Mischungen aus 6.5 wurden auch mit einer Lichtschranke detektiert, um
die Laufzeitanderung kostengunstig messen zu konnen. Auch hier konnen
die Laufzeitanderungen bei unterschiedlichen Beladungsfaktoren diskrimi-
niert werden (Abbildung 49). Die Laufzeitanderungen stimmen ebenfalls
nicht mit den simulierten Werten Uberein, konnen aber durch den bereits

ermittelten Faktor aus 6.5.1 angepasst werden.
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Abbildung 49: Laufzeitanderung zwischen nicht beladenen nano-screenMAG Parti-
keln und beladenen nano-screenMAG Partikeln; die Laufzeitande-
rung ist Gber den Beladungsfaktor aufgetragen basierend auf dem

Signal der PD

6.6 Diskussion der Ergebnisse
6.6.1 Eignung des Verfahrens fiir den Nachweis von Troponin T

Eine Diskriminierung von Patienten mit Verdacht auf Herzinfarkt ist mit einer
Nachweisgrenze von 0,014 ng/ml cTnT maoglich. Diese Nachweisgrenze soll
am Point of Care durch ein kostengunstiges Messsystem mit maximal zwei

Reaktionsschritten ermoglicht werden.

Verwendet man eine klassische ELISA basierte Reaktion mit primarem und
sekundarem Antikorper, so ist die erforderliche Nachweisgrenze in einem
sensitiven Nachweissystem auf Basis magnetisierbarer Partikel nur durch Aus-
tausch der Probenmatrix von heparinisiertem Vollblut zu PBS erreichbar. Die-

ser Austausch der Probenmatrix ist im Teststand fur die Magneto-Hydrody-
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namische Fokussierung sehr einfach durch Nutzung der integrierten Perma-
nentmagnete maglich, mit denen eine offene Gradienten Magnetseparation
realisierbar ist. Dazu wird einer der beiden Magnete in den Wirkbereich der
Klvette gebracht und nach funfminttiger Separationszeit das heparinisierte
Vollblut entnommen und durch PBS ausgetauscht. In einer integrierten Mess-
kammer auf Basis eines Lab on Chip Systems ware ein solcher Austausch
auch am Point of Care vollautomatisiert moglich. Das System ist dann in der
Lage, einen linearen Bereich von 0,01 ng/ml bis 10 ng/ml abzudecken und
ist damit mit einem ELECSYS® Troponin T high sensitive Test der Fa. Roche
Diagnostics vergleichbar. Der apparative Aufwand fur die Magneto-Hydrody-
namische Fokussierung ist allerdings geringer als beim ELECSYS® Troponin
T high sensitive Test. Die BaugroBe kann mit 350 x 350 x 160 mm?3 sehr
gering gehalten werden und ist als kleines System auch bei niedergelassenen
Arzten denkbar. Die gesamte Reaktionszeit liegt bei ca. 25 Minuten, wovon
zehn Minuten fir die Bindung von fluoreszenzmarkierten Alexa-Fluor® 488
Antikorpern an cTnT ndtig sind und nochmals zehn Minuten fir die Bindung
des markierten cTnT an magnetische SIMAG Partikel. Danach folgen ein finf-
minutiger Separationsschritt und eine Messung Uber ca. 20 Sekunden. Diese
Gesamtreaktionszeit ist vergleichbar mit der klassischen Diagnostik im
Zentrallabor, bei der ein Ergebnis nach ca. 30 Minuten verflgbar ist. Eine
Verflgbarkeit bei hochsensitiven cTnT Tests ist fur die Patientendiskriminie-
rung unter 60 Minuten erforderlich (Abbildung 2). Der Preis liegt mit ca.
3.300 € Uber dem angeforderten Zielpreis von 1.750 €. Allerdings kann
durch weitere Optimierung der Preis fur Filter und Optomechanik weiter mi-
nimiert werden. Ein Handgerat mit den maximalen MaBen von 150 x 200 x
100 mm3 ware bei einer Miniaturisierung samtlicher Komponenten ebenfalls
realisierbar, allerdings ist fraglich, ob bei einem Handbetrieb eine stabile Mes-

sung moglich ist, da die Schwingung der Partikel beeinflusst sein kdnnte.
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Um eine Diskriminierung von Patienten auch ohne Austausch der Proben-
matrix in Vollblut zu realisieren, ist es notwendig, ein Zweipartikel System aus
magnetisierbaren nano-screenMAG und nicht magnetisierbaren SICORE Par-
tikeln zu verwenden. Ein Modellsystem fir dieses Zweipartikel Nachweissys-
tem wurde im Teststand fur die Magneto-Hydrodynamische Fokussierung
Uberprift. Es stellt sich heraus, dass deutlich eine Laufzeitanderung von be-
ladenen und nicht beladenen nano-screenMAG Partikeln messbar ist. Der ab-
gedeckte Konzentrationsbereich liegt hier zwischen 0,0005 ng/ml und
0,1 ng/ml. Die Nachweisgrenze liegt um einen Faktor 10 unter der Nachweis-
grenze des Goldstandards mittels ELECSYS® Troponin T high sensitive. Durch
die Messung mittels Lichtschranke an Stelle eines Photomultipliers ist es mog-
lich, den Preis fUr das System bei ca. 1.700 € zu halten, da neben dem teuren
Photomultiplier auch die optischen Komponenten fir den Strahlteiler gespart
werden konnen. Ein Zweipartikel System fur den Nachweis von kardialem
Troponin T muss allerdings entwickelt werden und ist aufgrund sterischer
Effekte an einem kleinen MolekUl wie cTnT problematisch. Die relativ groBen
Partikel bendtigen viel Platz um das cTnT, um sich nicht aufgrund von Ober-
flacheneffekten abzustoBBen. Nur wenn Antikorperpaare verfligbar sind, die
moglichst weit voneinander entfernt liegen und/oder durch sogenannte Lin-
ker optimiert werden, ist ein solches Nachweissystem mit zwei Partikeln mog-
lich. Das Potential mit extrem niedrigen Nachweisgrenzen und der Moglich-

keit zur Messung in Vollblut macht eine solche Entwicklung sinnvoll.
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6.6.2 Eignung des Verfahrens fiir andere Point of Care Anwendun-

gen

Es konnte bereits gezeigt werden, dass durch Fokussierung magnetischer
Partikel mittels Elektromagneten die Nachweisgrenzen fur zahlreiche Anwen-
dungen gesenkt werden konnen [Danielli et al., 2008, Danielli et al., 2010].
Durch Verwendung optimierter Permanentmagnete mit geeigneter Mecha-
nik an Stelle von Elektromagneten konnte diese Technologie auch fur poten-
tielle Point of Care Anwendungen verfugbar gemacht werden. Grundsatzlich
ist am Point of Care Vollblut die verfligbare Probenmatrix. Ein einfacher Aus-
tausch der Probenmatrix auf einem integrierten Lab on Chip System ist zwar
moglich, allerdings wird die Verbesserung der optischen Eigenschaften der
Probenmatrix durch einen Verlust von nachzuweisendem BiomolekUl und da-
mit einer hoheren Nachweisgrenze begleitet. Niedrigere Nachweisgrenzen
ohne Probenmatrixtausch sind durch Zweipartikel Nachweissysteme maglich.
Grundsatzlich kann fur fast jeden Biomarker als Analyten ein solches System
entwickelt werden. Es werden dafur fur jeden Analyten ein primarer und ein
sekundarer Antikorper bendtigt. Solche Systeme sind im Rahmen anderer
Anwendungen bereits bekannt [lbraimi et al., 2013, Li et al.,, 2015,
Jans et al., 2011]. Das Verfahren ist daher fUr andere Point of Care Anwen-
dungen denkbar und besitzt gegenuber den klassischen ELISA basierten
Nachweissystemen den Vorteil geringeren apparativen Aufwands und nied-

rigen Nachweisgrenzen.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Kardiovaskulare Erkrankungen sind nach der Weltgesundheitsorganisation
Todesursache Nummer eins weltweit. Der akute Myokardinfarkt, umgangs-
sprachlich auch als Herzinfarkt bezeichnet, gehort dabei zu den gefahrlichs-
ten kardiovaskularen Erkrankungen. Vor allem in industrialisierten Landern
zeigt der Myokardinfarkt eine hohe Todesrate auf. Gerade aufgrund dieser
hohen Todesraten ist eine schnelle Identifikation der Art des Myokardinfarkts
und die Ableitung entsprechender TherapiemaBnahmen unabdingbar. Die

Diagnose eines Myokardinfarkts basiert auf drei Kriterien:
1. Anhaltende Schmerzen in der Brust
2. Charakteristisches Elektrokardiogramm (EKG)
3. Zunehmende kardiale Marker im Blut

Die Systematik zur Diagnose und die Ableitung von entsprechenden Thera-
piemalBnahmen wird von der ESC vorgeschlagen. Diese gibt vor, Patienten
mit Brustschmerzen direkt in eine spezielle Brustschmerzeinheit aufzuneh-
men und dort mittels Elektrokardiogramm und entsprechendem Test von
kardialen Markern im Blut zu untersuchen. Patienten, welche mit unspezifi-
schen Brustschmerzen bei niedergelassenen Arzten erscheinen, kénnen oft-
mals nicht richtig zugeordnet (Patientendiskriminierung) und nur mit weni-
gen Hilfsmitteln untersucht werden z.B. mit einem Elektrokardiogramm. Ein

Test von Biomarkern im Blut ist fast bei keinem Arzt moglich.

Die Analyse der ST-Strecke im EKG ist fir Patienten mit Myokardinfarkt von
besonderer Bedeutung. Weist das EKG persistierende ST-Hebungen auf und

zeigt damit einen besonders schweren Infarkt mit ungunstiger Prognose an,
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ist die bevorzugte Strategie eine komplette Fibrinolyse oder die mechanische
Offnung des Verschlusses (Ballondilatation und Stent-Implantation). Sind
keine persistierenden ST-Hebungen vorhanden, handelt es sich eventuell um
ein akutes Koronarsyndrom ohne ST-Hebung (NSTEMI) und kann bei nieder-
gelassenen Arzten nicht diagnostiziert werden. In der Brustschmerz-Einheit
steht bei diesem Befund die Sicherung der Diagnose durch wiederholte EKGs,
Biomarkertests und durch bildgebende Verfahren wie beispielsweise der
Echokardiographie (ECG) vor. Gerade die Erkennung von NSTEMI mittels Be-
stimmung von cTnT ist eine der gangigsten Methoden, welche von der ESC
vorgeschlagen wird. Sie bildet den Goldstandard zur Diagnose von Myokar-

dinfarkten auf Basis kardialer Marker [Hong et al., 2014].

Die allgemeine Pravalenz fur einen erhohten cTnT Spiegel liegt bei 1% und
ist mit einem erhohten kardiovaskularen Risiko verbunden. Der Level von
cTnT bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt ist wesentlich hoher als bei
Patienten mit Herzinsuffizienz und bei ihnen fehlt das Muster eines Anstiegs
und Abfalls von cTnT. Die kommerziell verfigbaren PoC cTnT Nachweistests
liegen mit einer Sensitivitat von 0,1 ng/ml fUr Patienten mit Myokardinfarkt-
verdacht sehr gut, sind allerdings unbrauchbar, wenn es um die Einschatzung
von Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz geht. AuBerdem ist dieser
Nachweis wahrend der ersten Stunden der Brustschmerzen diagnostisch un-
brauchbar, weil die Sensitivitat des Tests nicht hoch genug ist. Gerade fur
Patienten mit Brustschmerzen bei niedergelassenen Arzten ist daher eine

hochsensitive und leicht durchfihrbare Testmethode notwendig.

Die Standarduntersuchung von cTnT in Krankenhausern basiert auf gro3en
automatisierten Systemen, welche mittels ELISA Technologie funktionieren.
Bei niedergelassenen Arzten ist ein solch hoher apparativer Aufwand un-

denkbar. Der herkommliche ELISA beno6tigt namlich mehrere Waschschritte,
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um ungebundene Biomarker zu entfernen und damit stérende Hinter-
grundsignale zu minimieren. Dabei wird das dem Patienten genommene Blut
zuerst von zellularen Bestandteilen mittels Zentrifugation getrennt. Das Se-
rum wird anschlieBend mit einem spezifischen Antikorper behandelt, um mit-
tels Antikorper cTnT an einer festen Oberflache zu immobilisieren. Durch wei-
teres Waschen werden restliche storende Proteine entfernt. Die Detektion
und Quantifizierung von cTnT geschieht durch einen zweiten spezifischen
Antikorper, welcher mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist. In einem
kleinen System mit niedrigem apparativen Aufwand ist eine solche Prozess-
kette nur schwer umzusetzen. Daher wurden in den vergangenen Jahren far
viele Biomarker laterale Teststreifen entwickelt. Hier wird die Zentrifugation
durch eine Chromatographie Uberfllssig gemacht. Die Immobilisierung und
Quantifizierung der Biomarker basieren auch hier auf einem ELISA Verfahren.
Allerdings kampfen diese Tests mit einer hohen Nachweisschwelle und sie
kdnnen oftmals nur als qualitative Tests dienen. Ein solch qualitativer Test fur
cTnT ist beispielsweise der TropT® sensitive Test von Roche Diagnostics
GmbH.

Um auch bei niedergelassenen Arzten eine schnelle Patientendiskriminierung
zu erlauben, wurde im Rahmen dieser Dissertationsschrift ein neues Mess-
prinzip entwickelt, die Magneto-Hydrodynamische Fokussierung (MHF). Auf
Basis eines ELISA Verfahrens sollten hierbei cTnT Molekile an magnetisier-
bare Partikelkomposite binden und durch eine Phasenverschiebung quantifi-
ziert werden, um EinflUsse der stérenden Probenmatrix Blut zu umgehen. Die
Phasenverschiebung drlckt sich im Teststand fur die MHF durch eine Lauf-
zeitanderung aus. Die Nachweisgrenze des Systems sollte bei 0,014 ng/ml
liegen, um eine Patientendiskriminierung zu erméglichen und aufgrund kom-
pakter Bauweise und niedrigem Preis einen Einsatz in Praxen von niederge-

lassenen Arzten zu erlauben. Ziel der Arbeit war es, einen Teststand zur MHF
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aufzubauen und mit einem modellhaften Nachweissystem auf Basis von Mo-
dellpartikeln mit hochsensitiven cTnT Nachweismethoden zu vergleichen. Da
es sich bei dem zu testenden Blut hauptsachlich um sauerstoffarmes Blut
handelt, ergibt sich zur Messung ohne vorherige Reinigung durch Zentrifu-
gation oder Magnetseparation ein spektrales Fenster bei ca. 800 nm. Zur De-
tektion in Vollblut bietet sich daher ein Farbstoff an, der bei ca. 780 nm ab-
sorbiert und bei ca. 800 nm fluoresziert. Zur Charakterisierung des Messkon-
zepts wurde daher ein Partikel verwendet, welcher mit einem IR-780-lod

Farbstoff (Fa. Sigma-Aldrich Co. LLC.) funktionalisiert war.

Der Teststand zur Bewegung der Magnetpartikel und zur Detektion von cTnT
besteht im Wesentlichen aus einem oszillierenden Paar von Permanentmag-
neten. Durch die periodische Bewegung dieser Magnete werden die magne-
tisierbaren Partikel durch einen anregenden Lichtstrahl gefthrt, welcher auf
den Mittelpunkt in der Testklvette fokussiert wird. Zwei Arten des Nachwei-
ses von cTnT wurden im Teststand untersucht. Die fluoreszenzbasierte De-
tektion von cTnT mittels fluoreszenzmarkierten Antikorpern nach einem sen-
sitiven Nachweisverfahren auf Basis magnetisierbarer Partikel und der Nach-
weis von Laufzeitanderungen mittels Photomultiplier oder Photodetektor bei

fluoreszenzmarkierten Partikeln.

Die Auslegung des Teststands wurde durch ANSYS MAXWELL und
Matlab/SIMULINK durchgefihrt. Um eine stabile Oszillation der magnetisier-
baren Partikel im Magnetfeld von Permanentmagneten zu erzeugen, mussen
diese maoglichst hohe Flussdichten und ein hohes Magnetfeld erzeugen. Nach
der Simulation unterschiedlicher Magnetgeometrien mit den Materialdaten
eines Neodym-Eisen-Bor (NDFeB) Magneten mittels ANSYS MAXWELL wur-
den konische zulaufende Permanentmagneten mit einer Gesamtlange von

10 mm und einem Radius von 5 mm an der Basis gewahlt und gefertigt. Der
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Radius der Magnetspitze wurde mit 1 mm bestimmt. Der maximale Abstand
der Permanentmagnete von der MesskUvette betragt 30 mm, sodass ein si-
cheres ,Ein-" und ,Ausschalten’ der Permanentmagnete realisiert werden
kann. Es wurden unterschiedliche Frequenzen fur die Magnetbewegung si-
muliert und die Daten fur das Magnetfeld entlang der x-Achse (horizontal)
der Partikelbewegung fir Matlab/SIMULINK Simulationen zur Verfiigung ge-
stellt. Bei der Partikelbewegung wurden nur die magnetische Kraft in
x-Achsen Richtung und die hydrodynamische Kraft berlcksichtigt. Andere
Krafte wurden nicht in die Simulation der Partikelbewegung mit einbezogen.
Basierend auf Formel 5-23 wurde ein Simulink Modell erstellt, welches die
x-Koordinaten der Partikelbewegung Uber die Zeit ausgibt. Die Frequenz der

Permanentmagnetenbewegung wurde auf 0,1 Hz festgelegt.

FUr die Bestimmung von cTnT mit dem ELISA basierten Verfahren auf Basis
von fluoreszenzmarkierten Detektionsantikdrpern wurden zwei unterschied-
liche Ansatze gewahlt. Zum einen wurden unterschiedliche cTnT Konzentra-
tionen, welche an 1x10° SIMAG Streptavidin Partikel gebunden waren, mit
einem fluoreszenzmarkierten Alexa-Fluor® 488 Antikorper detektiert. Dabei
wurden die SIMAG Partikel neben der Oszillation im Teststand fur eine vor-
hergehende magnetische Separation genutzt. Dadurch konnte Blut als Pro-
benmatrix durch optisch nicht storendes PBS getauscht werden. Zum ande-
ren wurden unterschiedliche cTnT Konzentrationen mit fluoreszenzmarkier-
tem Alexa-Fluor® 488 oder Alexa-Fluor® 790 Antikorper in Vollblut detek-

tiert.

Die Bestimmung von cTnT in PBS mittels fluoreszenzmarkiertem
Alexa-Fluor® 488 Antikorper zeigt ein deutliches Signal Uber einen Konzent-
rationsbereich von 9,035 bis 0 ng/ml mit einer Nachweisgrenze von

0,01 ng/ml. Auf Basis dieses Verfahrens mit Austausch der Probenmatrix ist
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eine Patientendiskriminierung bei niedergelassenen Arzten moglich. Ohne
Austausch der Probenmatrix ist bei Messung mit Alexa-Fluor® 488 Antikor-
pern eine Nachweisgrenze von 100 ng/ml nicht zu unterschreiten. Auch bei
Verwendung von Alexa-Fluor® 790 Antikorpern ist die Nachweisschwelle
nicht unter 0,097 ng/ml moglich. Beide Systeme eignen sich also nicht zur
Patientendiskriminierung bei niedergelassenen Arzten. Die Messung in Voll-
blut ist in beiden Fallen durch die hohe Autofluoreszenz des Blutes und im
Falle von Alexa-Fluor® 790 zusatzlich durch geringe Quantenausbeuten ge-
stort. Ein Austausch der Probenmatrix in einem PoC System ware durch er-
hohten apparativen Aufwand maoglich, wirde aber zu einem komplexeren
Testsystem z.B. auf Basis eines Lab on Chip Systems mit hoheren Entwick-

lungskosten fuhren.

Als Modellsystem zur Funktionstberprifung von Messungen der Phasenver-
schiebung wurden 100 nm groBe Partikel verwendet, um theoretisch cTnT
zu immobilisieren. Da die reine Bindung von cTnT als Masseunterschied nicht
ausreicht, um eine Phasenverschiebung zu erreichen, wurden im Modellsys-
tem 1 um groBe SiCORE Partikel gebunden. In der Literatur sind einige Test-
systeme bekannt, welche bei Anwesenheit eines Biomarkers solche Zweipar-
tikel Komplexe bilden. Die Modellpartikel wurden kovalent durch Nutzung
von nano-screenMAG-Chitosan Partikeln und SiICORE-Carboxyl Partikeln ge-
bunden. Fur dieses Modellsystem wurden Simulationen flr die theoretisch
erreichbaren Phasendifferenzen bei unterschiedlichen Beladungszustanden
zwischen 0,0005 ng/ml und 0,1 ng/ml cTnT erstellt. Die Laufzeitanderungen
fur solche Partikelsysteme im Teststand fur die MHF liegen zwischen 350 Mil-
lisekunden und 1590 Millisekunden. Bei Messung der Laufzeitanderungen
im Teststand fur die MHF durch den Schwingungsnachweis mittels PMT zeigt

sich, dass Laufzeitanderungen zwischen 415 Millisekunden und 1750 Milli-
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sekunden erreichbar sind. Allerdings ist der erreichbare Gesamtpreis des Sys-
tems mit 3.300 € relativ hoch. Wird anstatt einer PMT eine kostengunstigere
PD zur Detektion der Phasenverschiebung eingesetzt, zeigen sich Verschie-
bungen von 385 Millisekunden bis 1715 Millisekunden. Der Gesamtpreis des
Systems reduziert sich dabei auf ca. 1.700 €. Zusatzlich kann die BaugroBe
des Systems bei alleiniger Verwendung einer PD geringer gehalten werden,
da im Durchlichtverfahren und nicht im Auflichtverfahren gearbeitet werden

kann.

Ein solch kleines System ist bei niedergelassenen Arzten denkbar und kénnte
mit einer gesamten Nachweiszeit von 25 Minuten einen Wert fir den cTnT
Gehalt im Blut eines Patienten liefern. Nach der ESC ist bei Nutzung von
hochsensitiven cTnT Tests fur die Patientendiskriminierung derzeit eine Zeit
unter 60 Minuten erforderlich. Die Anforderungen werden diesbezlglich
also umfanglich erfullt. Dennoch mussen vor Einsatz der MHF viele weitere
Entwicklungen in Betracht gezogen werden beispielsweise die Entwicklung
der Zweipartikel Nachweischemie und eines geeigneten Reaktionsgefales als
Einmalartikel. Zusammengefasst zeigt die MHF ein grof3es Potential zum
Nachweis von cTnT oder auch von anderen Biomarkern bei niedergelassenen
Arzten mit niedrigem apparativem Aufwand und niedrigen Nachweisgrenzen

bei gleichzeitig niedrigen Testzeiten.
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Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems sind die haufigste Todesursache
weltweit mit einem Anteil von 12,2 Prozent. Es wird geschatzt, dass 300.000
Menschen in Deutschland jahrlich einen Myokardinfarkt erleiden. Mit Uber
50.000 Sterbefallen pro Jahr zahlt der akute Myokardinfarkt (AMI) zur
zweithaufigsten Todesursache in Deutschland. Bei Verdacht auf einen
Myokardinfarkt ist keine Zeit zu verlieren. In den letzten Jahrzehnten wurde
die Versorgung der Patienten von der Detektion eines Myokardinfarkts am
Ort des Geschehens (Point of Care) bis zu einer genauen Analyse des Infarkts
im Krankenhaus stetig weiterentwickelt. Der Goldstandard zur Diagnose ist
die Bestimmung von kardialem Troponin T im Blut. Aufgrund der optischen
Eigenschaften von Blut birgt die Detektion dieses Biomarkers zahlreiche
Problematiken. Bislang sind daher am Point of Care nur qualitative Aussagen
zu einem Myokardinfarkt moglich. In der vorliegenden Arbeit wird ein neues
Messkonzept auf Basis oszillierender magnetisierbarer Partikel zur quan-
titativen Detektion von kardialem Troponin T in Vollblut entwickelt und
untersucht.
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