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1 Teil I: Kurzdarstellung 
 
Sepsis ist eine lebensbedrohliche Infektion des gesamten Körpers. In Deutschland treten jährlich ca. 
280.000 neue Sepsis Fälle auf, fast ein Viertel der Patienten stirbt an der Erkrankung (60.000 Todesfälle 
pro Jahr). Damit ist Sepsis häufiger als Schlaganfall, Brust- oder Darmkrebs. Solange die Erreger und 
ihre spezifischen Antibiotika-Resistenzen nicht bekannt sind, kann eine Therapie nur mit 
Breitbandantibiotika erfolgen. Diese sind jedoch bei ca. 30% der Patienten unwirksam, von denen in 
den ersten 3 Tagen der Behandlung 62% versterben. Erst wenn die Erreger identifiziert sind, können 
hochwirksame, spezifische Schmalbandantibiotika eingesetzt werden und die Mortalitätsrate sinkt 
deutlich auf 28%. Eine möglichst schnelle Erkennung der Erreger und ihrer Antibiotikaresistenzen rettet 
also Menschenleben.  
Der etablierte Standard zum Erregernachweis ist eine zeitaufwändige Blutkultur mit anschließendem 
Antibiogramm. Die Bestimmung der Antibiotikaresistenzen der Erreger aus der Blutprobe des Patienten 
dauert mit den heute gängigen Verfahren in der Regel über 24 Stunden. Mit dem im Projekt 
SeptoSurvive anvisierten mikrofluidischen System zur Isolation und Resistenzbestimmung von Sepsis-
Erregern sollte diese Zeit nun nachhaltig auf nur 6 Stunden verkürzt werden. Damit könnte bereits 
wenige Stunden nach der Verdachtsdiagnose eine Therapie mit einem hochwirksamen 
Schmalbandantibiotikum eingeleitet werden und die Überlebenschancen der betroffenen Patienten 
wären erheblich verbessert. 
Der ursprüngliche Lösungsansatz zur schnellen Erregergewinnung und Resistenztestung bestand in 
der Kombination aktiver und passiver mikrofluidischer Sortierverfahren. Im ersten Sortierschritt sollten 
die Bakterien und Thrombozyten von den Leukozyten und Erythrozyten in einem spiralförmigen 
DeanFlow-Sorter aufgrund ihrer Größenunterschiede durch Querströmungen im Kanal räumlich 
getrennt werden. Nach spezifischer Markierung der Thrombozyten sollte in einem weiteren Sorter die 
Separation der Bakterien von den Thrombozyten stattfinden. Aus der nun hochverdünnten Lösung 
sollten Bakterien in der Sortierkammer eines opto-fluidischen Sorters mit einem Streulichtsensor 
detektiert und in ein Mikrokulturgefäß ausgeschleust werden. Anschließend sollten die 
Antibiotikaresistenzen bestimmt werden, indem das Wachstum der Erreger unter Einfluss verschiedener 
Antibiotika mit hochsensitiven optischen Messverfahren verfolgt wird. 
Die direkte Isolation von Pathogenen aus Vollblut stellt aufgrund der in sehr großer Überzahl 
vorliegenden Blutzellen eine massive Herausforderung dar. Insbesondere die Trennung von Bakterien 
und Thrombozyten ist wegen der ähnlichen Größe und Masse dieser Zellen bislang kaum machbar.  
Ziel des Teilvorhabens der Institut Virion\Serion GmbH war es partikelbasierte Methoden zur effizienten 
selektiven Abreicherung von Thrombozyten aus Vollblutproben mittels mikrofluidischer Techniken (z. B. 
Dean Flow Fractionation (DFF)) grundlegend zu untersuchen. Die Herausforderung bei diesem Ansatz 
bestand darin Partikel reproduzierbar zu synthetisieren, deren Oberflächenfunktionalitäten es 
ermöglichen Thrombozyten effektiv zu binden und deren Eigenschaften die mikrofluidische Separation 
ermöglichen.  
Zu Beginn der Arbeiten an diesem Projekt stand ein systematisches Studium der Partikelsynthese, um 
ein grundlegendes Verständnis des Partikelentstehungsmechanismus zu erlangen. Ziel war es auf 
Basis dieses Wissens eine reproduzierbare Synthese von Partikel mit den erforderlichen Eigenschaften 
(definierte Größe, enge Größenverteilung, hohe Trennschärfe im Sorter) zur ermöglichen. In weiteren 
Schritten wurden geeignete Fängermoleküle identifiziert und die grundlegenden Prinzipien für eine 
effektive und selektive Bindung von Thrombozyten untersucht. Ein grundlegendes Verständnis von 
Blutzellen-Partikel-Interaktionen wurde durch durchflusszytometrische Studien generiert. Dabei kam 
vom ILT entworfenen und zur Verfügung gestellte mikrofluidische Mischer- und Sortierchips zum 
Einsatz. 
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1 Teil II: Eingehende Darstellung 
1.1 Verwendung der Zuwendung und erzielte Ergebnisse 
 
Im Folgenden werden die Ergebnisse im Bereich der einzelnen Arbeitspakete zusammengefasst und 
erläutert. 

1.1.1 AP1: Grundlegende mechanistische Studien zur Nukleation und Größenreifung von 
Polymerpartikeln 

Als Polymerisationstyp für die Synthese geeigneter Mikropartikel wurde die Dispersionspolymerisation 
ausgewählt. In Screening verschiedene Reaktionsparameter (Zusammensetzung des 
Reaktionsgemisches, Reaktionstemperatur) wurden Partikel mit Durchmessern im Bereich von 5,8 – 
10,6 µm erhalten, was die seitens des ILT ermittelte Zielgröße von ca. 7,5 µm einschließt (Abbildung 1). 
Der Variationskoeffizient der Partikelgrößenverteilung lag dabei in allen Fällen unter 10%.  
 
Das Partikelwachstum wurde exemplarisch mit Hilfe eines Coulter Counters untersucht, wobei sich 
zeigte, dass das Partikelwachstum nach etwa 10 h abgeschlossen ist (Abbildung 3). Um die 

Reproduzierbarkeit der Synthese zu untersuchen, wurden acht Synthesen unter identischen 
Bedingungen durchgeführt. Die Analyse der daraus erhaltenen Partikel hat gezeigt, dass 50% der 
Versuche Partikel mit einer Größe von ca. 7,5 ± 0,5 µm ergeben haben (Abbildung 5). Der 
Variationskoeffizient der Größenverteilung lag bei allen Synthesen unter 10%.  
Eine Partikelcharge mit einem Durchmesser von 7,6 µm wurde mit Hilfe der Swelling-Methode mit einem 
Fluoreszenz-Farbstoff eingefärbt. Die anschließend mittels Durchflusszytometrie gemessene 
Fluoreszenzintensität der Partikel lag um einen Faktor von ca. 1800 höher als die Material-
Eigenfluoreszenz der ungefärbten Partikel (Abbildung 2). Um die Partikel für eine Kopplung der 
verschiedenen Fängermoleküle zugänglich zu machen, wurden diese durch elektrostatische 
Wechselwirkungen mit PEI (Polyethylenimin; Polymer mit zahlreichen Aminogruppen, welche eine 
weitere Funktionalisierung ermöglichen) beschichtet. Der Erfolg der Beschichtung konnte mittels 
elektrophoretischer Lichtstreuung (Messung des Zetapotentials als Maß für die Oberflächenladung) 
nachgewiesen werden (Abbildung 4).  

Abbildung 1: Ergebnisse der initialen Parametervariation bei der Mikropartikelsynthese 
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1.1.2 AP2: Bindungscharakteristika von Thrombozyten-bindenden Fängermolekülen 
Die getesteten Fängermoleküle lassen sich grundsätzlich in drei verschiedene Klassen einteilen: 
Antikörper, Biopolymere, Peptide. Zur Beurteilung der Thrombozytenbindungseigenschaften wurde ein 
Funktionstest entwickelt, bei dem die Fängermoleküle zunächst auf den Mikropartikeln aus Arbeitspaket 
1 immobilisiert wurden und diese Partikel anschließend auf ihre Fähigkeit Thrombozyten zu binden 
untersucht wurden. Dazu erfolgte ein Inkubationsschritt, bei dem Plasma mit den entsprechenden 
Partikeln in Kontakt gebracht wurde. Die Thrombozyten wurden mit Hilfe eines Detektionsantikörpers 
fluoreszenz-markiert, wobei diese Markierung sowohl vor als auch nach der Inkubation des Plasmas mit 
den Partikeln erfolgen konnte. Während der Entwicklung des Funktionstests hat es sich als essentiell 
erwiesen das Plasma unverdünnt einzusetzen, da eine Verdünnung die Wahrscheinlichkeit für 
Kollisionen von Thrombozyten und Partikeln stark herabsetzt und es somit seltener zu 
Bindungsereignissen kommt. Final erfolgte die Analyse des Thrombozyten-Partikel-Gemisches mittels 
Durchflusszytometrie. Betrachtet wurde dabei die Fluoreszenz der Partikel in einem Detektionskanal, in 
dem die Emission des zur Markierung der Thrombozyten verwendeten Fluorophors (PE, Phycoerythrin) 
gemessen werden kann. Zuvor wurde die Rot-Fluoreszenz des Partikelfarbstoffes genutzt, um die 
Partikel klar von anderen detektierten Objekten zu differenzieren (Abbildung 6). Partikel, welche 
Thrombozyten gebunden haben, gaben in diesem Test aufgrund der Fluoreszenz-Markierung der 
Thrombozyten ein erhöhtes Signal im PE-Kanal. Zusätzlich konnte die Bindung von Thrombozyten an 
Partikel mittels Fluoreszenz-Mikroskopie bestätigt werden (Abbildung 7). 

 

Abbildung 3: Partikelgröße im zeitlichen 
Verlauf der Dispersionspolymerisation 

Abbildung 2: Partikelfluoreszenz vor und nach Färbung 
mit dem Fluoreszenzfarbstoff 

Abbildung 4: Änderung des Zetapotentials 
durch Beschichtung mit Polyethylenimin (PEI) 

Abbildung 5: Mittlerer Partikeldurchmesser (links) 
und Variationskoeffizient der Größenverteilung 
(rechts) der Partikel aus acht identisch 
durchgeführten Synthesen. 
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 Antikörper: 

Als Zielstrukturen zur Markierung und 
Immobilisierung von Thrombozyten 
werden häufig unter anderem die 
Thrombozyten-Antigene CD31, CD4 
CD42b und CD61 genutzt. Kommerziell 
verfügbare Antikörper gegen einige 
dieser Antigene wurden zunächst mit 
einem geeigneten fluoreszenz-
markierten Nachweis-Antikörper 
inkubiert. Anschließend wurden 
Vollblut-Proben mit diesen Gemischen 
versetzt und die Blutzellen mittels 
Durchflusszytometrie auf eine etwaige 
Fluoreszenzmarkierung untersucht. 
Dabei zeigte sich, dass die getesteten 
Antikörper prinzipiell in der Lage sind 
Thrombozyten selektiv zu binden 
(Abbildung 8). 
Mit dem oben beschriebenen 
Thrombozytenbindungstest wurden 
Antikörper gegen die Thrombozyten-
Antigenen CD31, CD41, CD42a, CD42b 
und CD61 untersucht. Die beste Eignung zur Bindung der Thrombozyten ergab sich dabei für die 
Antikörper gegen CD31 und CD61 sowie für eine Kombination aus allen fünf Antikörpern zu gleichen 
Teilen („AK-Mischbead“ in Abbildung 9). 
 

Abbildung 6: Beispiel einer Auswertung der Durchflusszytometer-
Daten beim Thrombozytenbindungstest. Links: Abgrenzung 
Partikel-enthaltender Objekte über Forward-Scatter (FSC)-Signal 
und Partikelfluoreszenz im roten Spektralbereich (FL4 = 
Detektionskanal der Rot-Fluoreszenz) im rot markierten 
Quadranten von anderen Objekten. Rechts: Histogramm der 
Fluoreszenzintensitäten der Partikel-enthaltenden Objekte im PE-
Kanal (FL2). Erkennbar sind Partikel ohne Thrombozyten 
(scharfer Peak links) und solche, die Thrombozyten gebunden 
haben und daher stärker fluoreszieren (breiter Peak rechts). 

Abbildung 7: Fluoreszenzmikroskopische 
Aufnahme (Vergrößerung 40x) von 
Partikel-Thrombozyten-Aggregaten. 
Thrombozyten sind in Form hell 
leuchtender Flecken auf den Partikeln 
sichtbar. Die Partikel sind mit anti-CD61-
Antikörpern beschichtet. 

Abbildung 8: Durchflusszytometrische Analyse von Blutzellen 
nach Inkubation mit verschiedenen Antikörpergemischen. -ms-
PE = Fluoreszenz-markierter Nachweis-Antikörper. Nur die 
Thrombozyten zeigen in Gegenwart der Primärantikörper (-
CD31, -CD41, -CD42b) eine im Vergleich zur Referenz 
(Inkubation nur mit dem Nachweis-Antikörper) erhöhte 
Fluoreszenz 
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Abbildung 9: Ergebnisse des Thrombozytenbindungstests der antikörper-beschichteten Partikel mit Plasmen von 
drei Spendern. Nach der Kopplung der Antikörper (siehe AP3) auf Partikel mit Polyethylenimin (PEI)-Oberfläche 
wurden noch freie Bindungsstellen mit  BSA (Rinderserumalbumin) blockiert. Als Referenz wurden der nicht-
beschichtete PEI-Partikel sowie ein nur mit BSA blockierter Partikel ohne Antikörper eingesetzt. Des Weiteren ist 
im Diagramm die Hintergrundfluoreszenz der Partikel aufgetragen (Datenreihen „Beads only“). Sämtliche mit 
gekoppelten Partikel binden bei Inkubation mit Plasma in gewissem Umfang Thrombozyten. Die Antikörper-Partikel 
ergeben eindeutig höhere Signale als die BSA-Beads, binden also deutlich mehr Thrombozyten. 

 Biopolymere: 

Basierend auf einer Literaturrecherche und der 
kommerziellen Verfügbarkeit wurde eine Reihe 
verschiedener Biopolymere, welche unter 
bestimmten Bedingungen bindende 
Interaktionen mit Thrombozyten eingehen 
können, ausgewählt. Diese wurde auf den 
Mikropartikeln aus AP1 immobilisiert und dem 
oben beschriebenen 
Thrombozytenbindungstest unterzogen. In 
keinem Fall konnte dabei eine Bindung von 
Thrombozyten nachgewiesen werden 
(Abbildung 10). In einer weiteren 
Versuchsreihe wurde untersucht, wie sich der 
Aktivierungszustand der Thrombozyten auf 
Ihre Neigung an die immobilisierten 
Biopolymere zu binden auswirkt. Zur 
Aktivierung der Thrombozyten wurde Plasma 
z. T. mit Lösungen der Biopolymere selbst 
(Kollagen, Fibrinogen, Poly-L-lysin) sowie Calcium- und Thrombin-Lösungen versetzt und inkubiert. Das 
so aktivierte Plasma wurde anschließend in dem Thrombozytenbindungstest eingesetzt. Die Aktivierung 
der Thrombozyten mit Fibrinogen, Thrombin und Calcium hat eine zahlenmäßige Abnahme der noch 
detektierbaren Thrombozyten zufolge (Error! Reference source not found.). Offenbar findet in diesen 
Fällen bereits innerhalb kurzer Zeit die Aggregation der aktivierten Thrombozyten statt, sodass diese in 
Form größerer Clots vorliegen bzw. an der Gefäßwand hängen bleiben und somit nicht mehr detektiert 
werden können. Bei einigen Kombinationen dieser Aktivierungslösungen mit Biopolymer-Partikeln 
konnten auch nur noch wenige Partikel detektiert werden, was prinzipiell für eine bindende 
Wechselwirkung mit den Thrombozyten spricht. Allerdings führt dies dazu, dass die Partikel ebenfalls 
in den Thrombozytenaggregaten vorliegen und somit nicht mehr für eine mikrofluidische Abtrennung 
mittels Dean-Flow-Sorting zur Verfügung stünden. Die Inkubation des Plasmas mit Poly-L-Lysin hat das 
Auftreten einer weiteren zahlenmäßig großen Population bei im Vergleich zur Thrombozytenpopulation 
kleineren FSC- und SSC-Werten zufolge (Error! Reference source not found.).  
 

Lösung Konzentration Thrombozyten/µL
1 mg/mL 380
0,5 mg/mL 406
0,1 mg/mL 382
1 mg/mL 362
0,5 mg/mL 378
0,1 mg/mL 389

Calciumchlorid 102,7 mM 355
Fibrinogen aus Rinderplasma 10 mg/mL 79

100 U/mL 65
20 U/mL 84
2 U/mL 328
1 U/mL 344

Poly-L-lysin 1 mg/mL 4264
NaCl 0,9% 333

Kollagen aus 
Rinderachillessehne

Kollagen, Typ I, Rind

Thrombin aus Rinderplasma

Abbildung 10: Durchflusszytometrisch bestimmte Anzahl 
von Thrombozyten (bzw. Objekte im Thrombozyten-Gate) 
pro Mikroliter in Abhängigkeit vom verwendeten 
Aktivierungsreagenz. Als Referenz dient die NaCl-Lösung. 
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Hierbei handelt es sich aller 
Wahrscheinlichkeit nach um extrazelluläre 
Vesikel, die von den Thrombozyten sekretiert 
werden. Partikel, die in Kombination mit Poly-
L-lysin als Aktivierungslösung eingesetzt 
wurden, zeigten ein erhöhtes 
Fluoreszenzsignal im PE-Kanal. Bei 
mikroskopischen Untersuchungen konnte 
allerdings keine erhöhte Neigung zur 
Bindung von Thrombozyten festgestellt 
werden. Das erhöhte Fluoreszenzsignal 
kommt also vermutlich durch Bindung der 
extrazellulären Vesikel zustande. 
 

 Peptide:  

Basierend auf einer Literaturrecherche wurden 73 Peptid-Sequenzen ausgewählt und die Peptide in 
eigener Synthese hergestellt. Die 
Peptide lassen sich weiter unterteilen 
in Cell penetrating peptides, welche in 
der Lage sein sollten die Zellmembran 
der Thrombozyten zu durchdringen, 
und Receptor binding peptides, 
welche an Rezeptoren auf der 
Zelloberfläche binden sollten. 
Sämtliche Peptide wurden sowohl als 
Fluoreszein-Konjugat als auch als 
Biotin-Konjugat hergestellt. Nach 
Vortests auf Thrombozytenbinding 
(Abbildung 12) bei drei 
unterschiedlichen Konzentrationen 
wurden die vielversprechendsten 28 
Sequenzen ausgewählt und deren 
biotin-konjugierte Analoga weiter 
analysiert. 
 
 

1.1.2.3.1 Negativ-Staining (mittels Thrombozyten-färbender Peptide): 
Die Fluoreszein-Derivate wurden für ein Screening ihrer Wechselwirkungen mit Thrombozyten 
eingesetzt. Dabei wurden Thrombozyten mit den verschiedenen Peptiden in mehreren Konzentrationen 
inkubiert und anschließend mittels Durchflusszytometrie analysiert. 28 Peptide, die dabei im Vergleich 
zum DMSO-Blank zu einer Fluoreszenz-Markierung der Thrombozyten geführt haben wurden in Form 
ihrer Biotin-Derivate mittels Streptavidin-PE Konjugation erneut auf Thrombozytenbindung hin getestet. 
Für mehrere Sequenzen aus diesem Panel zeigte sich selbst nach Konjugation an die, gegenüber den 
Peptiden (~ 1 - 3 kDa) etwa hundertfach größere Nutzlast (StA-PE: 300 kDa), die Reproduzierbarkeit 
ihrer Affinität für Thrombozyten (Abbildung 13). 
 

Abbildung 12: Fluoreszenz-Markierung von Thrombozyten mit 
einem beispielhaft ausgewählten Peptid (Fluoreszein-Konjugat). 
Blutplasma wurde mit unterschiedlichen Mengen einer DMSO-
Lösung des Peptids inkubiert. Die obere Reihe zeigt die Messungen 
nach Inkubation mit einem färbenden Peptid, die untere Reihe mit 
reinem DMSO (Negativkontrolle) 

Abbildung 11: Durchflusszytometrische Messung von 
Thrombozyten – Auftragung von Side Scatter (SSC) gegen 
Forward Scatter (FSC). Links: Referenzmessung. Plasma 
wurde mit 0,9% Kochsalzlösung verdünnt. Rechts: Plasma 
nach Inkubation mit Poly-L-lysin (gelöst in 0,9% Kochsalz) 
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Abbildung 13: Thrombozytenmarkierung mittels PE-markierter Peptide 

Die Fluoreszenzmarkierung durch die Peptid-Derivate könnte als Alternative zu einer kostspieligen 
Antikörper-Markierung für eine Färbung der nicht abgetrennten Thrombozyten und damit deren 
nachträglicher Negativ-Selektion in der optischen Falle genutzt werden. 
Die oben erwähnten 28 biotinylierten Sequenzen wurden auf Streptavidin-Partikel immobilisiert (siehe 
Arbeitspaket 3) und in dieser Form zusammen mit den übrigen Fängermolekülen dem oben 
beschriebenen Thrombozytenbindungstest unterzogen. Dabei konnte in keinem Fall eine Bindung von 
Thrombozyten nachgewiesen werden (Abbildung 14). 

 

Abbildung 14: Vergleich verschiedener Partikel im Thrombozytenbindungstest. Da die Peptide bei der Kopplung 
(siehe AP3) in Form einer Lösung in Dimethylsulfoxid (DMSO) eingesetzt wurden, wurde als Referenz ein mit der 
entsprechenden Menge DMSO behandelter Streptavidin-Partikel eingesetzt. 

In einem Kontrollversuch wurden die 
Ergebnisse der fünf vielversprechendsten 
Peptide aus den Vortests reproduziert. 
Hierzu wurden diese zunächst erneut mit 
Streptavidin-PE inkubiert. Anschließend 
konnte gezeigt werden, dass sich 
Thrombozyten mit dreien dieser Gemische 
Fluoreszenz-markieren lassen (Abbildung 
15). Aus der erfolgreichen Fluoreszenz-
Markierung der Thrombozyten mit den an 
Streptavidin-PE gebunden biotinylierten 
Sequenzen lässt sich schlussfolgern, dass 
die Bindung an das Streptavidin per se 
nicht die Wechselwirkung mit den 
entsprechenden Zielstrukturen an den 
Thrombozyten unterbindet. Das Scheitern 
der Thrombozytenbindung im oben 
erwähnten Funktionstest scheint folglich in 
der Immobilisierung der Peptide auf dem Partikel zu suchen zu sein. 

Abbildung 15: Durchflusszytometrisch gemessene PE-
Fluoreszenz von Thrombozyten nach Inkubation mit 
verschiedenen Peptid-Streptavidin-PE-Komplexen. Referenz 
(Negativkontrolle) ist reines DMSO. Bei drei Peptiden kann eine 
erhöhte Fluoreszenz, also eine Bindung der Peptid-Komplexe an 
die Zellen, festgestellt werden. 
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 Fazit:  

Antikörper gegen Thrombozyten-Antigene, insbesondere CD31 und CD61, haben sich als die 
effektivsten Fängermoleküle erwiesen. Einige weitaus günstigere Fängermoleküle aus der Stoffklasse 
der Peptide binden zwar nachweislich an Thrombozyten, eine Immobilisierung der Thrombozyten auf 
Mikropartikel gelang damit jedoch nicht. Allgemein scheint eine Mikropartikel-basierte Abreicherung von 
Thrombozyten aufgrund der geringen Effizienz nicht für die Anforderungen des Projekts geeignet. Daher 
wurden für weitere Thrombozytenbindungsversuche die unter AP6 synthetisierten und beschichteten 
magnetischen Nanopartikel verwendet. Die Nanopartikel-basierten Abreicherungsversuche (siehe AP7) 
waren erfolgreich, wobei jedoch eine gewisse Restmenge der Thrombozyten im Plasma verblieb. Um 
die Abreicherung weiter zu verbessern, ist möglicherweise eine fluoreszenz-basierte Unterscheidung 
zwischen Erregerzellen und verbliebenen Thrombozyten im µ-Sorter des Gesamtsystems erforderlich. 
Zu diesem Zweck wurden spezielle Fluoreszenz-markierte Peptide synthetisiert und bezüglich ihrer 
Eignung zur selektiven Markierung von entweder Thrombozyten („Negativ-Staining“) getestet.   
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1.1.3 AP3: Erforschung von Verfahren zur kontrollierten Kopplung von Fängermolekülen auf 
Partikeln 

 

Im Zuge des Projektes wurde ein neuartiges von der IVS entwickeltes proprietäres Kopplungsreagenz 
auf seine Eignung zur Immobilisation diverser Biomoleküle auf verschiedenen partikulären Festphasen 
erprobt. Das Reagenz generiert in einem einfachen Beschichtungsschritt zahlreiche Bindungsstellen für 
häufig vorkommende funktionelle Gruppen an Biomolekülen. Des Weiteren wurde ein neues Verfahren 
zur Überführung einer Amino-Oberfläche in eine Amin-reaktive Oberfläche erforscht und diese 
Oberfläche bezüglich ihrer Eignung zur kontrollierten Bindung von Biomolekülen untersucht. 
 

 Biomolekül-Kopplungen auf Mikropartikeln 

1.1.3.1.1 Antikörper-Kopplungen:  
Titrationsexperimente auf mit dem Kopplungsreagenz 
aktivierten Partikeln haben gezeigt, dass die optimale 
Antikörperkonzentration bei der Kopplung im 
Allgemeinen bei ca. 50 µg/mL liegt, da bei dieser 
Konzentration die Sättigung der Oberfläche gerade 
erreicht wird (Abbildung 16). So kann unnötiger 
Materialverbrauch und eine möglicher Weise störende 
Überbeladung (Hook-Effekt) der Oberfläche vermieden 
werden. Eine Sättigungskonzentration von 50 µg/mL ist 
im Vergleich zu herkömmlichen Kopplungsverfahren 
wie der Kopplung an EDC/NHS-aktivierte 
Carboxygruppen sehr gering. 

 
 
 
 
 

1.1.3.1.2 Biopolymer-Kopplungen:  
Zur Kopplung der verschiedenen 
Biopolymere wurden mit dem 
Kopplungsreagenz aktivierte Partikel mit 
den Polymeren inkubiert und freie 
Bindungsstellen wurden anschließend mit 
BSA blockiert. Der Nachweis des Erfolges 
der Kopplung erfolgte indirekt, indem 
humanes IgG an die Partikeloberfläche 
adsorbiert und anschließend mit einem PE-
markierten Sekundärantikörper 
durchflusszytometrisch nachgewiesen 
wurde. Eine veränderte Bindungsneigung 
für humanes IgG im Vergleich zu den 
lediglich mit BSA beschichteten Partikeln 
stellt ein Indiz für veränderte 
Oberflächeneigenschaften dar. Diese 
wiederum deuten auf eine erfolgreiche 
Kopplung des entsprechenden 
Biopolymers dar. Es ist davon auszugehen, 
dass die Kopplung in allen Fällen 
erfolgreich war (Abbildung 17).  

Abbildung 16: Antikörper-Titration von 
aktivierten Partikeln. Die Detektion erfolgte 
nach Inkubation mit einem PE-markierten 
Nachweisantikörper mittels 
Durchflusszytometrie 

Abbildung 17: Nachweis von Oberflächenänderungen durch 
unterschiedliche Neigung zur Adsorption von humanem IgG. 
Aufgetragen sind die durchflusszytometrisch ermittelten 
Fluoreszenz-Signale der Partikel nach Inkubation mit einem PE-
markierten Nachweisantikörper. Die rote Linie entspricht dem 
Signal des BSA-Referenzpartikels. Sämtliche Biopolymere 
führen zu veränderten Oberflächeneigenschaften, sodass die 
Kopplungen als erfolgreich zu werten sind. 



SeptoSurvive 

Schlussbericht 
 

 Seite 13 von 31 
 
 

 

1.1.3.1.3 Peptid-Kopplungen:  
Um die Peptide in Form ihrer Biotin-Derivate auf 
Mikropartikel zu binden, wurden zunächst 
Streptavidin mit Hilfe des Kopplungsreagenzes 
auf Partikel gekoppelt. Übrig gebliebene freie 
Bindungsstellen wurden mit BSA 
(Rinderserumalbumin) abgesättigt. Die Präsenz 
des Streptavidins auf der Partikeloberfläche 
wurde durch Inkubation mit biotinylierten 
Phycoerythrin (PE), welches über den 
Biotinylrest mit hoher Affinität an Streptavidin 
bindet, und anschließender 
durchflusszytometrischer Analyse 
nachgewiesen (Abbildung 18). Die so 
hergestellten Streptavidin-Partikel wurden 
genutzt, um die biotinylierten Peptide zu binden. 
 
 
 
 

  Biomolekül-Kopplungen auf magn. Nanopartikel: 

Für die Immobilisation der meisten im 
Folgenden erwähnten Biomoleküle wurde die 
Partikeloberfläche mit dem proprietären 
Kopplungsreagenz aktiviert (Ausgenommen 
Poly-L-Lysin). 

1.1.3.2.1 Streptavidin: 
Die Detektion erfolgte mittels biotinyliertem 
Phycoerythrin (PE) und 
durchflusszytometrischer Analyse. Mit 
zunehmender Kopplungskonzentration ist ein 
deutlicher Anstieg der Fluoreszenzintensität im 
PE-Kanal des Durchflusszytometers zu 
erkennen (Abbildung 19). 

 
 

1.1.3.2.2 Anti-CD61-Antikörper: 
Die Detektion erfolgte mittels eines PE-
markierten Nachweis-Antikörpers und 
durchflusszytometrischer Analyse. Die 
Fluoreszenzintensität im PE-Kanal des 
Durchflusszytometers steigt mit zunehmender 
Kopplungskonzentration des anti-CD61-
Antikörpers an und erreicht bei ca. 300 µg/mL 
aufgrund der Sättigung der Partikeloberfläche 
ein Plateau (Abbildung 20). 
 
 
 
 

Abbildung 18: Durchflusszytometrisch ermittelte 
Fluoreszenzintensität der Streptavidin-Partikel nach 
Inkubation mit Biotin-PE. Eine unspezifische Bindung des 
Biotin-PE an die Partikeloberfläche kann durch die nicht 
vorhandene Fluoreszenz-Markierung der Referenzpartikel 
(BSA-Partikel ohne Streptavidin) ausgeschlossen werden. 

Abbildung 19: Durchflusszytometrische Analyse 
steptavidin-markierter Nanopartikel 

Abbildung 20: Durchflusszytometrische Analyse 
antikörper-beladener Nanopartikel 
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1.1.3.2.3 Fibrinogen: 
Die Detektion erfolgte mittels eines FITC-
markierten Nachweis-Antikörpers und 
durchflusszytometrischer Analyse. Während 
der Detektionsantikörper praktisch nicht an als 
Referenz eingesetzte Nanopartikel, die 
lediglich mit BSA blockiert wurden, bindet, 
geben die Fibrinogen beladenen Partikel ein 
sehr hohes Signal. Somit ist der Nachweis für 
den Erfolg der Kopplung erbracht (Abbildung 
21). 
 
 
 
 
 

1.1.3.2.4 Poly-L-Lysin: 
Poly-L-Lysin wurde über elektrostatische 
Wechselwirkungen nach dem sogenannten 
Layer-by-layer-Verfahren auf den 
Nanopartikeln abgeschieden. Durch mehrfache 
Wiederholung der Beschichtung ließ sich das 
Zeta-Potential der Nanopartikel vom negativen 
Wert der PAA-Oberfläche schrittweise in 
Richtung eines positiven Potentials 
verschieben. Somit ist der Nachweis für die 
erfolgte Beschichtung mit PLL erbracht 
(Abbildung 22). 

  
 
 
 

 

 
1.1.4 AP4: Erforschung von Methoden zur Strukturanalyse partikelgebundener 

Fängermoleküle 
Die Strukturerhaltung der gekoppelten Proteine oder Peptide wurde mittels Durchflusszytometrie und 
Fluoreszenz-Detektion sichergestellt (siehe AP1-3). Weitere Arbeiten in diesem Arbeitspaket wurden 
für die Erreichung des Gesamtziels als nicht zwingend notwendig erachtet. 

Abbildung 21: Durchflusszytometrische Analyse fibrinogen-
beladener Nanopartikel 

Abbildung 22: Zeta-Potentialanalyse verschieden 
beladener Nanopartikel 
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1.1.5 AP5: Parameteranalyse zur 
Realisierung hocheffizienter 
Thrombozyten-Capture-Beads 

Da die Bindung von Thrombozyten an 
Antikörper-beschichteten Partikeln 
nachgewiesen werden konnte, wurde die 
Parameteranalyse für den Thrombozyten-
Einfang mit diesen Partikeln durchgeführt. 
De Menge der eingesetzten Partikel wurde im 
Setup des Thrombozytenbindungstest (siehe 
AP2) variiert. Dabei nahm die Anzahl der im 
Plasma verbleibenden Thrombozyten 
erwartungsgemäß mit steigender 
Partikelmenge ab. Vollständig depletieren 
ließen sich die Thrombozyten jedoch auch mit 
der maximalen eingesetzten Partikelmenge 
nicht (Abbildung 23). Die Ursache dafür ist 
möglicherweise in dem geringen Volumen des 
Reaktionsgemisches (10 µL) zu sehen, 
welches eine unzureichende Durchmischung 
bedingt.  
Eine Erhöhung der Temperatur von 24 °C auf 37 
°C führt zum Verlust der Thrombozyten.  
Eine verbesserte Durchmischung wurde durch 
kontinuierliches Aufnehmen und Abgeben des 
Gemisches mit einer programmierbaren Pipette 
erzielt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden 
dabei Proben entnommen und mittels 
Durchflusszytometrie analysiert (Abbildung 24). 
Zunächst zeigte sich eine Zunahme der 
Partikelfluoreszenz im PE-Kanal, die jedoch 
nach ca. 30 min ein Plateau erreichte. Eine 
korrelierende Abnahme der Thrombozyten-
Konzentration konnte nicht zweifelsfrei belegt 
werden. 
Versuche den Thrombozyten-Einfang in 
mikrofluidischen Mischer-Systemen zu 
realisieren wurde sowohl in einem kommerziell 
erhältlicher Mischerchip als auch mit einer 
Spezialanfertigung des ILT unternommen. Mit 
Hilfe einer Spritzenpumpe wurden Plasma und 
eine Dispersion von Antikörper-Partikeln mit einer Konzentration von 20.000 Partikeln/µL durch den 
Chip geleitet. Das Efluat wurde sofort verdünnt und anschließend durchflusszytometrisch analysiert. 
Dabei konnte eine geringfügig erhöhte Partikelfluoreszenz festgestellt werden, was auf ein geringes 
Maß an erfolgreich gebundenen Thrombozyten hindeutet. Weder eine Variation der Zuflussrate im 
Bereich von 10 – 400 µL/min noch eine Erhöhung der Partikel-Konzentration auf 200.000 /µL (entspricht 
einem Thrombozyten/Partikel-Verhältnis von 0,75 – 2,25) führten zu einer Veränderung. Des Weiteren 
wurde nach wenigen Minuten die Bildung eines Partikelsediments in der Spritze beobachtet, so dass 
sich die Partikel-Konzentration nur schwer konstant halten lässt. 

Die Ergebnisse legen nahe, dass die Häufigkeit von bindungsbildenden Kollisionen zwischen 
Mikropartikeln und Thrombozyten in den getesteten Setups für eine effiziente 
Thrombozytenabreicherung unzureichend ist. Eine weitere Erhöhung der Partikel-Konzentration kam 
aufgrund der Sedimentationsproblematik und aus Kosten-Gründen nicht in Frage. Eine ausreichende 

Abbildung 23: Gemessene Konzentration (nach 
Verdünnung) von Partikeln und freien Thrombozyten in 
Abhängigkeit von der eingesetzten Menge der Partikel bim 
Thrombozytenbindungstest. 

Abbildung 24: Zeitlicher Verlauf der Partikelfluoreszenz im 
PE-Kanal beim Thrombozytenbindungstest unter 
kontinuierlicher Durchmischung. Partikel beschichtet mit 
anti-CD31- und anti-CD61-Antikörpern zu gleichen Teilen. 
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Effizienzsteigerung des Thrombozyten-Einfangs durch ein verbessertes Mischerdesign scheint 
fragwürdig, sofern dabei nicht die Verweil- und Kontaktzeit innerhalb des Mischers erheblich verlängert 
wird. Dies wiederum steht im Konflikt mit dem Anspruch der Entwicklung eines schnellen Antibiotika-
Resistenztest-Systems. 
Aus diesen Gründen wurde der Fokus im weiteren Verlauf des Projektes auf die Erforschung alternativer 
Strategien zur Abreicherung von Thrombozyten in mikrofluidischen Systemen gelegt. Einen 
aussichtsreichen Ansatz stellte dazu die Verwendung von Nanopartikel dar. Diese ermögliche aufgrund 
ihrer geringen Größe eine deutlich schnellere Verteilung im Gemisch und damit auch eine homogenere 
Markierung der Thrombozyten. Da so eine Separation mittels Dean-Flow nicht mehr gewährleistet 
werden konnte, war der vielversprechendste Ansatz die magnetische Abtrennung.  
Die in diesem Arbeitspaket gewonnenen Erkenntnisse wurden in AP7 auf die Magnetpartikel 
angewendet und die Arbeiten dort fortgeführt. 

1.1.6 AP6: Synthese magnetischer Nanopartikel 
Als grundlegendes Verfahren zur Herstellung superparamagnetischer Eisenoxid-Nanopartikel wurde die 
sogenannte chemische Kopräzipitation gewählt, da dieses Verfahren im Gegensatz zu Hochtemperatur- 
oder Mikroemulsionstechniken ohne spezialisiertes Equipment auskommt. Dabei werden Lösungen von 
Eisen(II)- und Eisen(III)-Salzen mit einer Base versetzt, was zur Präzipitation von nanoskaligen 
Eisenmischoxiden (Magnetit und Maghemit) führt. Durch Zusatz geeigneter Oberflächenliganden 
können die Partikel sterisch und/oder elektrostatisch stabilisiert werden, was eine Koagulation zu 
größeren Aggregaten unterdrückt.  
Die im Berichtszeitraum hergestellten Nanopartikel wurden aus Eisen(II)- und Eisen(III)-chlorid im 
Stoffmengenverhältnis 1:2 hergestellt (entspricht dem Verhältnis von Fe(II) zu Fe(III) in Magnetit), wobei 
Ammoniak als Base eingesetzt wurde. Variiert wurden das Verhältnis von Eisensalzen zu Ammoniak, 
die Reaktionstemperatur (Raumtemperatur und 85 °C) sowie die zur Stabilisierung dienenden 
Oberflächenliganden. Dabei kamen verschiedene Carbonsäuren, Trialkoxysilane und Silikat zum 
Einsatz, deren Konzentration z. T. ebenfalls variiert wurde. Eine Vorauswahl der erhaltenen Partikel 
wurde anhand der magnetischen Separierbarkeit getroffen, da eine effiziente Abtrennung der Partikel 
aus flüssigen Gemischen eine Grundvoraussetzung für die weiteren Verarbeitungsschritte (Kopplung 
von Fängermolekülen) und letztlich auch für die finale Anwendung ist. Proben, die sich nicht innerhalb 
weniger Minuten bis zur vollständigen optischen Klärung der Lösung mit Hilfe eines Neodym-Magneten 
separieren ließen, wurden nicht weiterbearbeitet (Abbildung 25). 
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Abbildung 25: Herstellung und Separation superparamagnetischer Nanopartikel 

Letztlich wurden 24 unterschiedliche Partikeltypen hinsichtlich ihrer magnetischen Separierbarkeit und 
des Zetapotentials analysiert. Neben der magnetischen Separierbarkeit wurden der Syntheseaufwand 
sowie die Aussichten auf Skalierbarkeit der Synthese als weitere Kriterien für die Selektion eines Panels 
der vielversprechendsten Kandidaten für die weitere Oberflächenmodifikation mit Fängermolekülen und 
erste Thrombozyten-Bindungsversuche herangezogen. Ausgewählt wurden drei verschiedene 
Materialien: Magnetit-Partikel ohne weitere Liganden, Partikel mit einer Polyacrylsäure-Beschichtung 
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sowie Partikel, welche durch Polykondensation von Silikat mit einer Siliziumdioxid-Schicht versehen 
wurden.  
Die Partikel wurden mit anti-CD61-Antikörper gekoppelt und dem Thrombozytenbindungstest (siehe 
AP7) unterzogen. Dabei zeigte sich, dass alle drei Materialien prinzipiell zur magnetischen Separation 
von Thrombozyten geeignet sind. Für weitere Versuche wurden die Magnetit-Partikel, die mit 
Polyacrylsäure (PAA) beschichtet sind, ausgewählt, da diese aufgrund der Carboxyfunktionalisierung 
durch PAA direkt ein breiteres Spektrum an chemischen Modifikationsmöglichkeiten eröffnen als die 
anderen beiden Materialien. Ein Experiment zur Vergrößerung des Synthesemaßstabes zeigte, dass 
die Herstellung der PAA-Partikel problemlos in den Multigramm-Maßstab hochskaliert werden kann. Der 
limitierende Faktor ist dabei die Größe des zur Verfügung stehenden Magnet-Separators. Zetapotential 
und magnetische Separierbarkeit der Produkte der Erstsynthese und des Skalierungsexperiments 
stimmen gut überein, was die Skalierbarkeit der Synthese bestätigt. 
Die im Rahmen von AP3 für Mikropartikel erforschten Kopplungsmethoden wurden auf die PAA-
Nanopartikel adaptiert und zur Bindung einer Reihe von Fängermolekülen eingesetzt. Basierend auf 
den zuvor in diesem Projekt gesammelten Erfahrungen wurden Fibrinogen, Poly-L-lysin, anti-CD61-
Antikörper, Thrombozyten-bindende Peptide sowie Streptavidin als Fängermoleküle verwendet, wobei 
letzteres primär zur Immobilisierung der Peptide über Streptavidin-Biotin-Wechselwirkung vorgesehen 
war, sich aber im Thrombozytenbindungstest (siehe AP7) ebenfalls als Fängermolekül erwiesen hat.  

Fazit: 

Magnetische Nanopartikel für Thrombozytenbindungstests konnten erfolgreich und in ausreichendem 
Mengen synthetisiert werden. 
 

1.1.7 AP7: Funktionstest Thrombozytenbindung 
Im Gegensatz zu den Mikropartikeln erlauben magnetische Nanopartikel eine schnellere Verteilung im 
Flüssigkeitsgemisch und bieten somit die Möglichkeit einer gleichmäßigeren Markierung der 
Thrombozyten. Da eine Trennung mittels Dean-Flow in diesem Fall nicht mehr durchführbar ist, 
erscheint die magnetische Abtrennung als der vielversprechendste Ansatz. 
Die magnetische Abtrennung beinhaltet üblicherweise die Markierung der Zielzellen oder Partikel mit 
magnetischen Nanopartikeln, gefolgt von einer Separation unter Anwendung eines Magnetfelds 
(Abbildung 26). 
 

 

Abbildung 26: Grundprinzip der statischen magnetischen Abtrennung von Thrombozyten 

 
 
 



SeptoSurvive 

Schlussbericht 
 

 Seite 18 von 31 
 
 

Der generelle Ablauf der Abreicherung gliedert sich in mehrere Schritte: 

- Markierung der Thrombozyten mit anti-CD41-PE-Konjugat 
- Inkubation mit magnetischen Nanopartikeln (15 min, 24 °C) 
- Platzierung des Gefäßes am Magneten 
- Zeitaufgelöste Probenentnahme  
- Abnehmen und durchflusszytometrische Analyse des Überstandes  

In einem ersten Vorversuch wurden drei verschiedene Nanopartikeltypen (siehe AP6) in Form ihrer mit 
anti-CD61-Antikörper beschichteten Derivate getestet, um ihre prinzipielle Eignung zur magnetischen 
Separation von Thrombozyten zu untersuchen. Als Referenz wurden dabei die entsprechenden Partikel 
eingesetzt, welche lediglich mit bovinem Serumalbumin (BSA), das zur Unterdrückung unspezifischer 
Bindungswechselwirkungen dient, beschichtet wurden. Dabei zeigte sich, dass mit allen drei 
Partikeltypen Thrombozyten prinzipiell durch magnetische Separation abgereichert werden können. Die 
deutlich höhere Effektivität der Abtrennung mit den anti-CD61-Antikörper-Partikel im Vergleich zu den 
lediglich mit BSA-blockierten Partikel belegt, dass es sich nicht um ein reines „Mitschleppen“ der 
Thrombozyten durch häufige Kollisionen mit Partikeln handelt, sondern diese tatsächlich über 
spezifische Antigen-Antikörper-Wechselwirkungen an die Partikel gebunden werden (Abbildung 27). 
 

 

Abbildung 27: Thrombozytensparationseigenschaften verschieden beladener Nanopartikel 

  
Nach der Auswahl des Partikeltyps (siehe AP6) wurden diverse Fängermoleküle (siehe AP3) gekoppelt 
und auf ihre Eignung zur magnetischen Thrombozytenseparation geprüft. Dabei konnten sowohl anti-
CD61-Antikörper, als auch das Affinitätsprotein Streptavidin als die vielversprechendsten Kandidaten 
für die Thrombozytenbindung identifiziert werden (Abbildung 28). 
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Abbildung 28: Magnetische Abreicherung von Thrombozyten 

 
Die Abreicherung der Thrombozyten erfolgte innerhalb der ersten 1 - 2 Minuten nach Beginn der 
Separation, was einerseits das gewählte Design mit Fokus auf schnelles magnetisches Ansprechen der 
Partikel bestätigt. Andererseits verspricht die kurze benötigte Zeit für die Abtrennung bereits in diesem 
statischen Setup eine - gegenüber den Mikropartikeln - deutlich bessere Kompatibilität mit benötigten 
kurzen Kontakt - und Mischzeiten im mikrofluidischen Setup. Zur weiteren Optimierung der 
Thrombozytenbindung wurden außerdem Hybrid-Partikel mit unterschiedlichen Mengen der Affinitäts-
Proteine beschichtet und ausgetestet (Abbildung 29): 
 

 

Abbildung 29: Thrombozytenbindung an unterschiedliche Hybrid-Partikel 

Dadurch konnte die Effizienz gegenüber den Ausgangspartikeln (anti-CD61, sowie StA) weiter 
gesteigert werden. Im Detail ist zu erkennen, dass mit den performantesten Partikeln die 
Thrombozytenzahl der Gesamtmessung auf bis zu 1 % gesenkt werden (Abbildung 30). 
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Abbildung 30: Weitere Optimierung der Thrombozytenabreicherung 

Da Streptavidin aufgrund seiner breiten Verwendung und leichten biotechnologischen Zugänglichkeit 
preislich nur etwa 0.2 % des Antikörpers ausmacht (AK: 3000 € / 1 mg vs. StA: 5 € / 1 mg), könnten 
diese Hybridvarianten bei verbesserter Effektivität, außerdem den Kostenrahmen für die Erzeugung 
größerer Partikelmengen für die Endanwendung revolutionieren. 

Fazit: 

Im Batchverfahren konnten die durch die beschichteten Nanopartikel auf ihre Abreicherungseffizienz für 
Thrombozyten getestet und optimiert werden. Hybridpartikel aus Streptavidin und anti-CD61-Antikörper 
zeigten hier sehr gute Ergebnisse nach minimaler Inkubations- und Separationszeit. 
 

1.1.8 AP8: Funktionstest Kreuzreaktivität 
 Untersuchung der Kreuzreaktivität der Fängermoleküle gegenüber Bakterien 

Die Spezifität der Bindungsneigung der Fängermoleküle für Thrombozyten ist von hoher Bedeutung, 
um sicherstellen zu können, dass der Separationsprozess nicht zu einer unbeabsichtigten Entfernung 
von Pathogenzellen aus Sepsisproben und somit zu falsch negativen Ergebnissen führen kann. 
Wünschenswert ist daher eine möglichst geringe Kreuzreaktivität der Fängermoleküle gegenüber den 
Erregerzellen. Zur Überprüfung der Kreuzreaktivität wurden die Fängermoleküle sowohl in 
partikelgebundener als auch in solubilisierter Form betrachtet. Dabei wurden die Untersuchungen aus 
ökonomischen Gründen auf die beiden vielversprechendsten Kandidaten, den anti-CD61-Antikörper 
und Streptavidin, beschränkt. Der anti-CD61-Antikörper hatte sich zuvor als effektivstes 
Fängermoleküle erwiesen. Streptavidin steht dem Antikörper in puncto Thrombozyten-Abreicherung 
etwas nach, ist jedoch um ein Vielfaches günstiger und somit das kosteneffizienteste Fängermolekül. 
Zum Studium der Kreuzreaktivität der solubilisierten Fängermoleküle wurden Lösungen der vier 
Modellerreger Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus und Enterococcus 
faecium auf eine optische Dichte (OD) von 0,01 verdünnt (entspricht etwa 1,5*107 KBE/mL) und mit 
einem Streptavidin-PE-Konjugat sowie mit anti-human-CD61-Antikörper inkubiert. Der Antikörper wurde 
dabei zuvor an einen weiteren spezifischen Nachweis-Antikörper für humanes IgG gebunden, um eine 
Fluoreszenz-Detektion zu ermöglichen. Anschließend wurden die Erregerzellen mittels 
Durchflusszytometrie analysiert. Eine erhöhte Fluoreszenz im PE-Kanal im Vergleich zu den Kontrollen 
(Inkubation mit PE für Streptavidin-PE, Inkubation mit dem anti-IgG-Konjugat für den anti-CD61-
Antikörper) zeigt dabei eine Bindung des entsprechenden Fängermoleküls und somit eine 
Kreuzreaktivität an. Diese wurde im Falle von P. aeruginosa und S. aureus festgestellt (Abbildung 31), 
wobei eine genaue Analyse der Durchflusszytometer-Daten zeigte, dass die erhöhte Fluoreszenz durch 
24 % der detektierten Objekte (Zellen) bei P. aeruginosa und 1% bei S. aureus verursacht wurde. 
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Abbildung 31: Kreuzreaktivität von Bakterien (4 linke Balkencluster) des Testpanels mit den gelösten 
Fängermolekülen der Thrombozytenabreicherung, Reaktivität der Fängermoleküle mit Thrombozyten  (rechter 
Balkencluster) 

 
Die Kreuzreaktivität partikelgebundener Fängermoleküle wurde untersucht, indem Bakterienlösungen 
mit fängermolekül-beladenen magnetischen Nanopartikeln 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und 
die Nanopartikel anschließend magnetisch separiert wurden. Das Verhältnis der nach der Separation 
verbliebenen Bakterien-Konzentration zur Ursprungskonzentration dient als Maß für die 
Kreuzreaktivität.  
In einer ersten Variante wurden die Bakterien in Konzentrationen von 0,3⋅108 - 1,5⋅108 KBE/mL 
eingesetzt. Die Konzentration der Nanopartikel betrug 2,5 mg/mL. Die Konzentrationsbestimmung der 
Bakterien erfolgte mittels Durchflusszytometrie (nach Verdünnung der Proben). Dabei wurde mit 
Streptavidin-Partikeln eine Abreicherung der Bakterien auf bis zu 65% der Ursprungskonzentration 
festgestellt (Abbildung 32). Problematisch bei dieser Versuchsführung ist, dass sich die Bakterien ohne 
eine zusätzliche Fluoreszenz-Markierung nicht sicher von eventuell im Gemisch verbliebenen 
Nanopartikeln unterscheiden lassen, da die Populationen im Forward- und im Side-Scatter überlappen. 
Zwar wurde durch einen weiteren magnetischen Separationsschritt versucht mögliche Fehlereinflüsse 
zu minimieren, jedoch lassen sich diese nicht sicher ausschließen. 
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Abbildung 32: Kreuzreaktivität von Bakterien (4 linke Balkencluster) des Testpanels mit dem an Magnetpartikel 
gebundenen Fängermolekül der Thrombozytenabreicherung (Streptavidin), Reaktivität Streptavidin-Magnetpartikel 
mit Thrombozyten (rechter Balkencluster) 

 
Zur Absicherung der Ergebnisse wurde 
daher auf eine zweite Versuchsvariante 
basierend auf einer Bakterien-
Konzentrationsbestimmung durch 
Bioburden-Testung zurückgegriffen. Bei 
dieser in der IVS als Routineverfahren 
etablierten Methode werden Flüssigkeiten 
zunächst durch eine sterile Membran 
filtriert, welche in der Lage ist 
Bakterienzelle zurückzuhalten. Die 
Membran wird anschließend auf einem 
Nährboden platziert und mehrere Tage 
inkubiert. Durch Vermehrung eventuell 
vorhandener Bakterienzellen bilden sich 
dabei mit bloßem Auge sichtbare 
Bakterienkulturen, deren Anzahl – wie in 
einem Kontrollversuch gezeigt wurde – in 
einem Bereich von 10 – 50 KBE der 
Anzahl der in der Flüssigkeit zu 
erwartenden KBE entspricht. Daher bietet diese Versuchsvariante neben der Unempfindlichkeit 
gegenüber Restmengen verbliebener Magnetnanopartikel den weiteren Vorteil mit 
Bakterienkonzentrationen arbeiten zu können, die für Sepsis-Proben realistisch sind. Dementsprechend 
wurden Bakterien-Lösungen mit 50 KBE/mL mit 2,5 mg/mL magnetischer Streptavidin-Nanopartikel 
inkubiert. Um auszuschließen, dass eine etwaige Abreicherung der Bakterien auf ein ausschließlich 
durch Kollisionen bedingtes Mitschleppen der Bakterien (ohne tatsächliche Bindung an die 
Nanopartikel) zurückzuführen ist, wurde die magnetische Separation sowohl bei unverdünnten Proben 
des Bakterien-Partikel-Gemisches durchgeführt als auch nach einer 20-fachen Verdünnung. Beim 
Vergleich der mit Partikeln inkubierten und magnetisch separierten Proben mit den Referenz-Proben 
ohne Partikel ist ersichtlich, dass die Anzahl der detektierten KBE durch die magnetische Separation 

Abbildung 33: Wachstumsanalyse der Kreuzreaktivitätsproben der 
Bakterien des Testpanels nach Separation mit Partikeln zur 
Thrombozytenabreicherung (Fängermolekül: Streptavidin) 
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bei allen Bakterien abgenommen hat (Abbildung 33). Dabei besteht kein eindeutiger Unterschied 
zwischen den Proben, die zuerst (in konzentrierter Form) magnetisch separiert und dann verdünnt 
wurden, und jenen, die zuerst verdünnt und dann erst separiert wurden. Demzufolge kommt die 
Abreicherung der Bakterien nicht durch rein mechanische Wechselwirkungen der Zellen (Mitschleppen 
durch Kollisionen) mit den Partikeln zustande, da in dem Fall eine geringere Abreicherung bei der 
Separation in verdünnter Lösung zu erwarten gewesen wäre (weniger Kollisionen). Es handelt sich 
demnach tatsächlich um eine Bindung der Bakterien an die Partikel. Die Streptavidin-Nanopartikel 
weisen also eine gewisse Kreuzreaktivität mit den Bakterien auf. 

 Selektive Thrombozyten-Lyse 

Zur nicht partikel-basierten Reduzierung der Thrombozytenzahl wurde ein Panel membran-zerstörender 
Tenside getestet. Da die Zellmembran von Thrombozyten im Vergleich zu Bakterien deutlich weniger 
widerstandsfähig ist, konnten im Rahmen dieser Testreihen Tenside identifiziert werden, die zu einer 
selektiven Lyse führen, während Bakterien im gewählten Konzentrationsbereich nicht beeinträchtigt 
werden. 
Thrombozyten werden durch diese Tenside nicht nur lysiert, sondern außerdem die amorphe, aber 
zusammenhängende Struktur der Zellmembran in „Lipid Nanodiscs“ überführt. Diese sind mit ihrer 
Größe im Bereich von 10 Nanometern jedoch deutlich unterhalb der Detektionsgrenze des 
Durchflusszytometers und sollten daher auch im optischen Sorter keine Rolle mehr spielen. 
Nach einem Vorscreening ergaben sich folgende Ergebnisse mit Reinstwasser als Negativ-Kontrolle 
(keine Lyse) (Abbildung 34): 
 

 

Abbildung 34: Durchflusszytometrische Analyse der Thrombozytenlyse verschiedener Detergenzien (0.1 % w/v) 
und deren Einwirkzeiten 

Aus diesem Panel wurden die folgenden Kandidaten identifiziert, die die Thrombozytenzahl gegenüber 
der Negativkontrolle deutlich erniedrigt hatten (< 10 %) (Abbildung 35): 
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Abbildung 35: Auswahl der drei besten Detergenzien (0.1 % w/v) zur Reduktion des Thrombozytenhintergrunds 
aus Vorscreening (Reduktion der Gesamtevents um mehr als 90 %) 

 
Mit diesen Ergebnissen wurde nun Tergitol 15-S-9 für die weitere Analyse herangezogen und der 
Einfluss verschiedener Konzentrationen auf Thrombozyten und die unterschiedlichen Test-Bakterien 
untersucht (Abbildung 36): 
 

 

Abbildung 36: Durchflusszytometrische Analyse der Thrombozytenlyse verschiedener Tergitol-Konzentrationen 

Hierbei zeigt sich deutlich eine konzentrationsabhängige Thrombozytenlyse, die bei etwa 4 mM Tergitol 
bereits ihr Maximum erreicht. Interessanterweise wird über den gesamten Konzentrationsbereich nur 
ein geringer Einfluss des Tensids auf die Bakterienpopulationen beobachtet (Abbildung 37): 
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Abbildung 37: Durchflusszytometrische Analyse verschiedener Tergitol-Konzentrationen auf die Bakterien des 
Test-Panels (unerwünschte Bakterienlyse bei OD 0.001) 

Da bei der durchflusszytometrischen Auswertung, außer der Partikelzahl keine Aussage über die 
Lebensfähigkeit gezogen werden kann, wurde der Einfluss von Tergitol nochmals mittels eines 
Bioburden- (Bakterienwachstums-) Assays genauer untersucht. Nach Inkubation geringer 
Bakterienmengen mit Tergitol oder Wasser (Negativkontrolle) wurden die Koloniebildung nach 4 und 7 
Tagen Inkubation untersucht (Abbildung 38): 
 

        

Abbildung 38: Wachstums-Analyse der Bakterien des Test-Panels (unerwünschte Bakterienlyse bei OD 0.001) 
unter Einfluss verschiedener Tergitol-Konzentrationen 

       
Mittels dieser Langzeitaustestung konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Tergitol-Behandlung die 
Wachstumsfähigkeit der Bakterien nur wenig oder gar nicht beeinträchtigt. 
Die Tensid-basierte Thrombozytenlyse bietet sich somit als einfacher, nachgeschalteter Polishing-
Schritt der bisher schon effizient möglichen (> 90 %) Thrombozyten-Abreicherung an, um eine weitere 
Entfernung von Thrombozyten vor der optischen Pinzette zu ermöglichen. 
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1.1.9 AP9: Prototypentestung im Mikrofluidik-Setup 
Die Optimierung der magnetischen Thrombozytenabreicherung erfolgte zunächst im statischen Batch-
Setup (siehe AP7). Parallel dazu wurde seitens des ILT ein Prototyp eines mikrofluidischen Magnet-
Sortierchips zur Abtrennung der Thrombozyten angefertigt und der IVS zur Verfügung gestellt. 
Kernelement dieses Designs ist ein Mikrokanal, der linear an einem der Pole eines stabförmigen 
Permanentmagneten vorbeigeführt wird. Vor und nach diesem Abschnitt gabelt sich der Kanal in jeweils 
zwei Zu- bzw. Abflusskanäle. Bei gleichmäßiger Flüssigkeitszufuhr durch beide Zuflusskanäle herrscht 
im linearen Abschnitt eine laminare Strömung vor, so dass eine Vermischung der beiden 
Flüssigkeitsströme weitgehend ausbleibt. Als Folge dessen lassen sich die beiden Flüssigkeitsströme 
an der Gabelung zu den Abflusskanälen wieder voneinander trennen. Dies konnte in einem ersten 
Funktionstest bestätigt werden. Dabei wurde in einen der Zuflüsse physiologische Kochsalzlösung 
geleitet und in den anderen Plasma, welches mit dem anti-CD41-Antikörper-PE-Konjugat fluoreszenz-
markiert wurde. Die Flussgeschwindigkeit wurde mittels einer Spritzenpumpe eingestellt und betrug 
jeweils ca. 50 µL/min. Die Strömungsverhältnisse innerhalb des Chips wurden mit Hilfe eines 
Fluoreszenzmikroskopes beobachtet und aufgezeichnet. Zu erkennen ist die Ausbildung zweier parallel 
verlaufender laminarer Flüssigkeitsströme, die sich am Ende des Kanals durch Feinjustierung der 
Strömungswiederstände an den Ausflüssen präzise voneinander trennen lassen. 
Um die magnetische Separation der Thrombozyten in diesem Setup zu demonstrieren, wurde der 
Versuch in der Folge analog wiederholt, wobei das Plasma zuvor mit anti-CD61-Nanopartikel inkubiert 
wurde, um die fluoreszenz-markierten Thrombozyten an die Nanopartikel zu binden. Dabei zeigt sich, 
dass die Nanopartikel samt gebundener Thrombozyten im Magnetfeld keiner definierten Bahn folgen, 
sondern über einen langen Kanalabschnitt aus dem Plasmastrom heraus in Richtung Magnet gezogen 
werden. Die separierten Partikel wurden darüber hinaus an der magnetnahen Wand des Kanals durch 
das Magnetfeld zurückgehalten, was nach kurzer Zeit zu einer Verstopfung des Kanals führte. Mit dem 
gewählten Setup ist es folglich nicht möglich die Nanopartikel lediglich aus dem Plasmastrom 
abzulenken und auf einer kontrollierten Bahn über einen der Ausgänge abzuführen. 
Ein Lösungsansatz für diese Problematik sah die Auflösung der Magnetit-Nanopartikel im magnetnahen 
Flüssigkeitsstrom vor. Um die Machbarkeit zu eruieren, wurde zunächst 32%ige Salzsäure eingesetzt. 
Die Nanopartikel wurden dabei als Dispersion in 0,9%iger Natriumchlorid-Lösung zugeführt. Tatsächlich 
gelang in diesem Versuch die Auflösung der Nanopartikel im magnetnahen Flüssigkeitsstrom 
unmittelbar nach der Separation, was zunächst die Verstopfung des Kanals verhinderte. Ein 
sprunghafter Anstieg der Partikelkonzentration bedingt durch Sedimentation im Zuflussschlauch führt 
letztlich allerdings doch zu einer Blockade des Kanals. Für den Einsatz mit realen Proben kommt die 
Verwendung von 32%iger Salzsäure jedoch ohnehin nicht in Frage, da die hohe Säurekonzentration 
durch Diffusion quer zur Strömungsrichtung zu einer sofortigen Ansäuerung des Probenstroms führen 
würde, was einerseits das spätere Wachstum der nachzuweisenden Bakterien stören würde und 
andererseits zu einer Koagulation in der Probe vorhandener Proteine führen würde. Letzteres wurde 
durch ein Experiment bestätigt, bei dem die Nanopartikel in Form einer Dispersion in BHI (Brain-Heart-
Infusion) zugeführt wurden. Bei Kontakt mit dem Salzsäurestrom bildeten sich sofort Ablagerungen an 
den Kanalwänden, welche die laminaren Strömungsverhältnisse störten und somit die Trennung der 
Flüssigkeitsströme unmöglich machten.  
In einem Batchversuch wurden eine Ammoniumthiogklykolat/Thioglykolsäure-Lösung sowie eine 
Lösung von Oxalsäure und Eisen(II)chlorid als weitere potentielle Reagenzien zur Auflösung der 
Nanopartikel identifiziert. Erstere ist aber aufgrund ihrer Toxizität ungeeignet für den Einsatz im 
Zielsystem. Die Oxalsäure/Eisen(II)chlorid-Lösung war auch bei einem nur leicht sauren pH-Wert von 4 
in der Lage die Nanopartikel bei einer Konzentration von 1 mg/mL in < 1 min größtenteils aufzulösen. 
Für eine kontinuierliche und vollständige Auflösung unter Flussbedingungen im Magnet-Sortierchip 
erwies sich die Auflösungsgeschwindigkeit jedoch als unzureichend. 
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass für eine erfolgreiche mikrofluidische magnetische Separation 
der Thrombozyten ein komplexeres Chip-Design erforderlich ist. Eine technisch einfach umzusetzende 
Alternative stellt die magnetische Separation im Batch-Verfahren dar wie unter AP7 beschrieben. Damit 
lässt sich die Thrombozyten-Konzentration auch aus Vollblut-Proben auf <10% Ihres Ausgangswertes 
senken. Somit könnte die Methode als Teil der Probenvorbehandlung zum Einsatz kommen. Ergänzend 
dazu können die restlichen in der Probe verbleibenden Thrombozyten selektiv mit Hilfe des Detergenz 
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Tergitol lysiert werden und die Detektion und Abtrennung der Erregerzellen im aktiven Sorter kann durch 
peptid-basierte Fluoreszenz-Markierung unterstützt werden. Separat betrachtet haben beide Verfahren 
die Wachstumsfähigkeit der untersuchten Modellkeime nachweislich nicht oder nur wenig beeinträchtig 
(siehe AP2 und AP7). 

1.2 Inzwischen bekannt gewordener Fortschritt 

Es wurden online Literatur-Recherchen durchgeführt. Anhand aktueller Reviews (Stand: 2024) 
innerhalb des Bereichs der Sepsis-Diagnostik wurden neue Entwicklungen identifiziert, die aber für den 
Abschluss des Projekts nicht mehr relevant sind (Ausführliche Recherche siehe 2. Appendix). 

Kurzzusammenfassung: 
Trotz der Vorteile der molekularen Techniken in Bezug auf Empfindlichkeit und Schnelligkeit kann das 
Antibiotikaresistenzspektrum nur durch Blutkultur erreicht werden. Keiner der molekularen Tests kann 
zurzeit die Blutkultur ersetzen, sondern nur ergänzen. Um eine korrekte und schnelle Diagnose zu 
erhalten, ist eine Kombination dieser Methoden die beste Wahl. 
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2 Appendix 

Ausführliche Literatur-Recherche: 

Blutkultur-abhängige Methoden 
Diese Methoden basieren auf Blutkulturen, benötigen jedoch weniger Zeit für die Erreger-Identifikation 
und Resistenztestung. 

1. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
    Accelerate Pheno™ nutzt DNA-Sonden (PNA-FISH) zur Identifikation von Erregern und 
automatisierte mikroskopische Bildanalyse zur Bestimmung der Antibiotika-Empfindlichkeit. 
    Dauer: 1 Stunde für die Erreger-Identifikation, 7 Stunden für Resistenztestung. 
    Erfasst: 6 grampositive Bakterien, 8 gramnegative Bakterien, 2 Hefepilze. 
    Stärken: Vollautomatische, schnelle Diagnostik direkt aus Blutkulturflaschen. 
    Schwächen: Begrenztes Spektrum, Probleme bei der Unterscheidung von polymikrobiellen 
Infektionen. 

2. Mikroarray-Analyse
    Verigene® (Nanosphere) nutzt PCR und Mikroarray-Technologie, um grampositive und gramnegative 
Bakterien sowie Resistenzgene zu identifizieren. 
    Dauer: 2,5 Stunden nach Blutkultur-Positivität. 
    Erfasst: 13 grampositive Bakterien, 9 gramnegative Bakterien, 6 Resistenzen (z. B. mecA, vanA/B, 
KPC, NDM). 
    Stärken: Hohe Sensitivität (>89 %), frühzeitige Resistenztestung. 
    Schwächen: Keine Differenzierung zwischen Escherichia coli und Shigella spp., begrenzte 
Erkennung von Resistenzen. 

3. Multiplex-PCR
Diese Methoden setzen auf parallele PCR-Analysen zur schnellen Identifikation von Bakterien und 
Resistenzgenen. 
    ePlex® (Roche Diagnostics) 
        Dauer: 1,5 Stunden. 
        Erfasst: 20 grampositive, 21 gramnegative und 16 Pilzarten + 10 Antibiotika- Resistenzgene. 
        Stärken: Breites Erregerspektrum, frühe Resistenzdetektion. 
        Schwächen: Hohe Kosten, nicht alle Erreger abgedeckt. 

    BioFire® BCID2 (bioMérieux) 
        Dauer: 1 Stunde. 
        Erfasst: 33 bakterielle und 7 Pilzarten + 10 Resistenzmarker (u. a. ESBL, Carbapenemasen, 
Colistin-Resistenz). 
        Stärken: Hohe Sensitivität und Spezifität (>97 %), verbesserte Therapieentscheidungen. 
        Schwächen: Teilweise falsche Resistenzzuordnung (z. B. β-Lactamasen). 

4. MALDI-TOF Massenspektrometrie
    Rapid MBT Sepsityper® (Bruker Daltonik) identifiziert Bakterien direkt aus Blutkulturen durch 
Massenspektrometrie. 
    Dauer: 15–20 Minuten. 
    Stärken: Extrem schnelle Diagnostik, Identifikation von über 425 Organismen. 
    Schwächen: Keine Resistenztestung, Probleme bei polymikrobiellen Proben. 
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Blutkulturunabhängige Methoden 
Diese Tests erkennen Erreger direkt aus Blut, ohne vorherige Kultur. 
1. T2 Magnetic Resonance (T2MR) 
    T2Bacteria Panel (T2 Biosystems) nutzt magnetische Resonanz zur Identifikation von Bakterien 
direkt im Blut. 
    Dauer: 3–5 Stunden. 
    Erfasst: E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa, E. coli. 
    Stärken: Sehr hohe Sensitivität bei niedriger Keimzahl, schnellere Therapieanpassung. 
    Schwächen: Begrenztes Erregerspektrum, teuer. 
 
2. Next-Generation-Sequencing (NGS) 
Diese Methode analysiert zirkulierende bakterielle DNA im Blut. 
 
    Karius® Test 
        Dauer: 24 Stunden. 
        Erfasst: >1000 Bakterien, Pilze, Parasiten, Viren. 
        Stärken: Sehr hohe Sensitivität, Nachweis von schwer nachweisbaren Erregern. 
        Schwächen: Hohe Kosten, schwierig zu interpretieren. 
 
    DISQVER® (Noscendo GmbH) 
        Dauer: 36–42 Stunden. 
        Stärken: Höhere Erregererkennung als Blutkultur, besonders bei immunsupprimierten Patienten. 
        Schwächen: Lange Bearbeitungszeit, erfordert Expertenanalyse. 
 
Schnelle Resistenztestung 
Diese Methoden bestimmen die Antibiotika-Empfindlichkeit innerhalb weniger Stunden. 
    Alfred 60AST™ (Alifax®) 
        Dauer: 4–6 Stunden. 
        Stärken: Hohe Genauigkeit bei gramnegativen Bakterien, schnelle Anpassung der 
Antibiotikatherapie. 
        Schwächen: Probleme mit grampositiven Bakterien, keine MIC-Werte. 
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    VITEK® REVEAL™ (bioMérieux) 
        Dauer: 5,5 Stunden. 
        Stärken: Hohe Übereinstimmung mit Standardmethoden (>96 %). 
        Schwächen: Nur für gramnegative Bakterien geeignet. 
 
    dRAST™ (QuantaMatrix) 
        Dauer: 4–6 Stunden. 
        Stärken: Genaue Resistenztestung mit MIC-Werten, breite Antibiotikaabdeckung. 
        Schwächen: Probleme mit Piperacillin/Tazobactam und Oxacillin. 
 
    Fastinov® 
        Dauer: 2 Stunden. 
        Stärken: Schnellste Methode, hohe Genauigkeit (>97 %). 
        Schwächen: Begrenzte klinische Daten. 
 
Biomarker-basierte Diagnostik: 
Übersicht der relevanten Sepsis-Biomarker: 
    Akut-Phase-Proteine (z. B. CRP, PCT, SAA) 
    Pro- und antiinflammatorische Zytokine (z. B. IL-6, IL-8, TNF-α) 
    Neutrophilen- und Monozytenmarker (z. B. CD64) 
    Mikrobielle Marker (z. B. bakterielle DNA) 
    Marker für Organdysfunktion (z. B. Laktat) 
 
2. Wichtige Sepsis-Biomarker 
2.1. C-reaktives Protein (CRP) 
    Kategorie: Akut-Phase-Protein 
    Quelle: Leber 
    Funktion: Unspezifischer Entzündungsmarker, der durch IL-6, IL-1β und TNF-α induziert wird. 
    Normalwert: <10 µg/mL 
    Erhöhte Werte bei Sepsis: 40–200 µg/mL (Peak nach 36–48 Stunden) 
    Vorteile: Schnell messbar, nützlich zur Verlaufskontrolle 
    Nachteile: Niedrige Spezifität, auch erhöht bei nicht-infektiösen Entzündungen (z. B. Trauma, 
Autoimmunerkrankungen). 
 
2.2. Procalcitonin (PCT) 
    Kategorie: Akut-Phase-Protein 
    Quelle: Schilddrüse, Leber 
    Funktion: Marker für bakterielle Infektionen; steigt stark bei systemischen bakteriellen Infektionen, 
aber nicht bei viralen Infektionen. 
    Normalwert: <0,05 ng/mL 
    Erhöhte Werte bei Sepsis: >2 ng/mL (schwere Sepsis oder septischer Schock >10 ng/mL) 
    Nachweiszeit: Anstieg innerhalb von 2–4 Stunden, Peak nach 12–24 Stunden, Halbwertszeit 24 
Stunden. 
    Vorteile: Differenziert bakterielle von viralen Infektionen, hilft bei der Antibiotika-Steuerung. 
    Nachteile: Erhöht bei schweren Traumata und postoperativ. 
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2.3. Interleukin-6 (IL-6) 
    Kategorie: Pro- und antiinflammatorisches Zytokin 
    Quelle: Monozyten, Endothelzellen 
    Funktion: Reguliert die Immunantwort, beeinflusst CRP- und PCT-Produktion. 
    Normalwert: <25 pg/mL 
    Erhöhte Werte bei Sepsis: >1000 pg/mL (assoziiert mit schwerer Sepsis und erhöhter Mortalität). 
    Nachweiszeit: Innerhalb weniger Minuten nach Infektionsbeginn erhöht, Halbwertszeit 1 Stunde. 
    Vorteile: Schneller als CRP und PCT, ermöglicht frühere Sepsis-Diagnose. 
    Nachteile: Erhöht auch bei Trauma und chronischen Entzündungen. 
 
2.4. Serum Amyloid A (SAA) 
    Kategorie: Akut-Phase-Protein 
    Quelle: Leber 
    Funktion: Transport von Cholesterin zur Leber, Rekrutierung von Immunzellen. 
    Normalwert: <10 µg/mL 
    Erhöhte Werte bei Sepsis: >1 mg/mL (1000-facher Anstieg bei Infektionen) 
    Nachweiszeit: 8–24 Stunden nach Infektionsbeginn. 
    Vorteile: Frühmarker für Sepsis, besonders relevant in der Neonatologie. 
    Nachteile: Noch nicht als alleiniger Sepsis-Biomarker etabliert. 
 
2.5. Neutrophilen CD64 
    Kategorie: Zellmarker 
    Quelle: Neutrophile, Monozyten 
    Funktion: Fcy-Rezeptor, der bei bakteriellen Infektionen stark hochreguliert wird. 
    Normalwert: <8 mCL 
    Erhöhte Werte bei Sepsis: >800 mCL (Anstieg innerhalb von 1–6 Stunden) 
    Vorteile: Sehr spezifischer Marker für bakterielle Sepsis, bessere Unterscheidung als CRP und PCT. 
    Nachteile: Weniger nützlich in späteren Sepsis-Stadien. 
 
2.6. Laktat 
    Kategorie: Marker für Organdysfunktion 
    Quelle: Myozyten 
    Funktion: Hinweis auf anaeroben Stoffwechsel und Gewebehypoxie. 
    Normalwert: <2 nmol/L 
    Erhöhte Werte bei Sepsis: >3,9 mmol/L (schwere Sepsis) 
    Vorteile: Prognostischer Marker für Sepsis-Schweregrad. 
    Nachteile: Auch bei Schock, Herzinsuffizienz oder Hypoxie erhöht. 
 
3. Kombination mehrerer Biomarker für bessere Diagnostik 
Da kein einzelner Biomarker ausreichend sensitiv und spezifisch für Sepsis ist, werden Kombinationen 
verschiedener Marker empfohlen: 
    IL-6 + PCT: Frühzeitige Erkennung und Differenzierung bakterieller Infektionen. 
    CD64 + PCT: Hohe Spezifität für bakterielle Sepsis in frühen Stadien. 
    Laktat + IL-6: Bewertung des Schweregrads der Sepsis. 
    Multiplex-Assays: Kombination mehrerer Marker in einem Test zur Verbesserung der Diagnostik. 
 
Microfluidik-basierte Diagnostik 
    Vorteile: Ermöglicht simultanen Nachweis mehrerer Biomarker in kleinsten Blutproben. 
    Beispiel: Paper-basierte Biosensoren zur Detektion von IL-6 in 17 Minuten mit einer Nachweisgrenze 
von 0,1 pg/mL. 
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