Physiologische Assays in einem DVD Player
am Beispiel der Messung des Hamatokrit

Physiological assays within a DVD Player
demonstrated by measurement of the hematocrit
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Zusammenfassung

Die Bestimmung des Hamatokrits (Erythrozytengehalt im Blut) mit zentrifugal mikrofluidischen Bio-Disks [1] in einem
low-cost DVD Player wurde bereits in fritheren Arbeiten untersucht [2,3]. Nun strukturieren wir konventionelle DVD
Halbscheiben aus Massenproduktionsprozessen und Bonden diese zu mikrofluidischen Bio-DVD’s. Somit kann der
Standard DVD-Player sowohl als Zentrifuge zur mikrofluidischen Prozessierung als auch zur Detektion der Ergebnisse
mit dessen integrierter Opto-Elektronik verwendet werden. Der Hamatokrit gibt unter anderem Aufschluss iiber den
Wasserhaushalt des Patienten oder den Erythrozytenanteil im Blut. Er wird hiufig im Rahmen von point-of-care Tests
neben anderen Parametern in der Notfallmedizin, in Dopingtests oder vor Blutspenden ermittelt. Somit stellt diese Arbeit
einen weiteren Schritt hin zu kompletten DVD-basierten point-of-care Tests dar und bietet eine Grundlage fiir die Imp-
lementierung weiterer Assays.

Summary

Earlier works demonstrate the centrifugal microfluidic processing of a hematocrit (erythrocyte fraction of whole blood)
assay with a Bio-Disk [1] in a low-cost DVD player [2,3]. Now conventional DVD halfslides from mass production
processes are structured and bonded to microfluidic Bio-DVDs permitting both centrifugal processing by the standard
DVD player and readout of the results by its integrated optics. Hematocrit determination provides rapid information
about e.g. water balance, erythrocyte status and is frequently used aside other parameters in point-of-care testing as
emergency diagnostics, doping tests or prior to blood donation. Thus, this work is a further step towards complete DVD
based point-of care testing and may trigger the implementation of further tests.

Einleitung

Zur Verwirklichung zukiinftiger low-cost point-of-care Tests mit mobilen, autarken Systemen bietet der weltweit ver-
breitete DVD Player eine sehr gute Basis. Bisherige Arbeiten nutzten den DVD Player als portable Zentrifuge fiir indivi-
duell hergestellte Substrate, konnten den Aspekt der Detektion von Ergebnissen der Assays jedoch nicht mit der integ-
rierten Opto-Elektronik des DVD Players realisieren. Unsere Aufgabe ist nun sowohl die Anpassung der Bio-Disk in ge-
ometrischer und optischer Hinsicht an das DVD-Format als auch die Parametrierung eines Standard DVD Players zur
Datenerfassung und Datenauswertung mittels eines angebundenen PC’s. Damit wire die Bio-DVD mit den etablierten
Fertigungsverfahren hergestellt ein low-cost Einwegartikel, der mit dem DVD Player als kompaktem low-cost System
allen biotechnischen und wirtschaftlichen Anforderungen von physiologischen Assays fiir point-of-care Tests geniligen
wiirde.



Technologie

Die Bio-DVD (Abb. 1) besteht aus zwei 0,6 mm dicken
Polycarbonat-Halbscheiben mit einem Aussendurch-
messer von 120 mm und einem Bohrungsdurchmesser
von 15 mm. Die oben liegende Halbscheibe hat eine Al-
gesputterte Reflektionsschicht und besitzt einen Track
zur Steuerung und Fokussierung des DVD Player Lese-
kopfes.

Abb. 1 Bio-DVD zur Hamatokritbestimmung aus 2
Standard DVD Polycarbonat-Halbscheiben gebondet

In die unten liegende, unbeschichtete, transparente
Halbscheibe werden die mikrofluidischen Strukturen
zum Dblasenfreien Befiillen [4] und Dosieren des
Messkanales zur  Hamatokritbestimmung  gefrist
(AbD. 2).
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Abb. 2 Mikrofluidische Himatokritstruktur zur blasen-
freien Befiillung und Dosierung des Messkanales mittels
Uberlaufkammer

Danach werden die Grate entlang der Kanten der Kanéle
durch stirnseitiges Andriicken der Halbscheibe auf eine
Polierscheibe oder in einem Ultraschallbad entfernt. Die
Al-gesputterte Halbscheibe wird mit dem niedrig visko-
sen und transparenten Klebstoff Wepuran Gieharz VT
3402 KK-NV durch Spincoating im Reinraum homogen
beschichtet und danach auf die untere Halbscheibe auf-
gewilzt.

Anschlieffend kommt die lose gebondete Bio-DVD zur
Entfernung eingeschlossener Luftblasen in eine Vaku-
umkammer und wird zuletzt von oben fiir 3 Minuten
dynamisch durch eine Diise mit Stickstoff unter 2-3 bar
Druck beaufschlagt. Nach der Entnahme aus der Kam-
mer werden die Halbscheiben mit einem Zapfen an der
Bohrung zentrisch ausgerichtet und anschlieBend bei 70
°C ausgehértet. Mit einem Laserschneider werden nun
die Einlassbohrungen (Abb. 4) und die Entliiftungsoft-
nungen in den Deckel gebrannt. Ein DVD Player (Abb.
3) mit einer 650 nm Laserdiode dient nun sowohl als
drehzahlgesteuerte Zentrifuge zur Durchfiihrung mi-
krofluidischer Operationen und der Blutsedimentation,
als auch als optischer Detektor mit hoher Aufldsung.
Unter Rotation wird die Bio-DVD mit dem Lesekopf
von auen nach innen abgetastet und zunachst der radia-
le Beginn der Kanile ermittelt. Der Sensor wird nun
sukzessive nach innen gefahren. Pro Zustellung werden
3 komplette Rotationen erfasst, gemittelt und zur Spei-
cherung auf einen PC iibertragen. Nach jeder Daten-
iibertragung wird der Lesekopf auf die niachste Position
gefahren, bis der Phaseniibergang zwischen Blutzellen
und Blutplasma erreicht wird.

Abb. 3 Versuchsstand DVD Player mit Rechner

Experimentelle Ergebnisse

Zur Messung des Hamatokrits werden 8-10 pl Vollblut
durch die Einlassbohrungen in der oberen Halbscheibe
in die Einlasskammern der Bio-DVD einpipettiert. Die
Bio-DVD wird in den DVD Player eingelegt und mit 10
Hz/s auf eine Drehfrequenz von 65 Hz beschleunigt.
Wihrend dieses Beschleunigungsvorganges findet be-
reits das Dosieren mittels Uberlaufkanal und Uberlauf-
kammer auf 6,3 pl Vollblut im Messkanal statt. Im Lau-
fe von maximal weiteren 5 Minuten sedimentieren dann
die zelluldren Blutbestandteile aufgrund von Zentrifu-
galkriften (Abb. 4).
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Abb. 4 Blutzellensedimentation im Messkanal und in
der Uberlaufkammer nach dem Zentrifugieren.

Danach beginnt die eigentliche Messung des Héma-
tokrits mit dem Lesekopf des DVD Players. Sie basiert
auf den unterschiedlichen Absorptionswerten der zellu-
laren Anteile des Blutes, vorwiegend der roten Blutkor-
perchen und des Blutplasmas fiir elektromagnetische
Wellen mit 650 nm Wellenldnge. Die geringere Intensi-
tat des durch die Al-gesputterte obere Halbscheibe re-
flektierten Laserlichtes im Bereich der zelluldren Antei-
le (Abb. 5, links) fiihrt zu einem um 100-150 mV nied-
rigeren Spannungssignal als im Bereich des Blutplasmas
(Abb. 5, rechts).
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Abb. 5 Spannungspegeldifferenz durch unterschiedliche
Absorptionswerte der zelluldren Blutanteile (RBC,
links) und des Blutplasmas (rechts)

Damit lésst sich beim radialen Scannen des Messkanales
die Phasengrenze zwischen den zelluldren Anteilen des
Blutes und dem Blutplasma durch den Spannungssprung
préazise erkennen. Der Hématokrit kann nun als Verhalt-
nis der Fiillhche des Messkanales mit zelluldren Blutbe-
standteilen zur gesamten Messkanallinge berechnet
werden. (Abb. 6).

Schlussfolgerung

Im Vergleich zu bisher untersuchten Methoden [2, 3]
erlaubt die hohe Sensitivitdt der Detektionsoptik eines

DVD Players die prizise Ermittlung des Hamatokrit
durch Absorptionsmessungen mit der Standard 650 nm
DVD Laserdiode. Die Erfassung und Auswertung der
Daten kann flexibel mit einem PC erfolgen. Die ange-
wandten Fertigungsmethoden fiir die Strukturierung der
Halbscheiben und das Bonden der Bio-DVD sind fiir die
Herstellung von Prototypen in geringen Stiickzahlen ge-
eignet. Die vergleichsweise hohen Rauhheitswerte der
gefristen Strukturen verursachen allerdings einen hohen
Rauschpegel des Signals. Durch lithographisch und gal-
vanisch hergestellte Einsétze fiir Spritzpragewerkzeuge
lieBe sich dieser Nachteil beseitigen und gleichzeitig
eine kostengilinstige Massenfertigungsmethode als Basis
fiir weitverbreitete Anwendungen im Bereich der phy-
siologischen Diagnostik schaffen. Somit wiirde das Sys-
tem Bio-DVD alle eingangs erwéhnten Anforderungen
an ein portables und autarkes point-of-care System fiir
physiologische Assays erfiillen.

Abb. 6 Darstellung des gemessenen Hamatokrit als
Verhiltnis der Fiillhdhe der zelluldren Anteile (roter Be-
reich) zur gesamten Fiillhohe (Pfeil).
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