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Kurzfassung

Wir stellen eine neue Lab-on-a-Chip Cartridge vor, die unter Ausnutzung von Zentrifugalkréften eine integrierte Pro-
zessierung von Immunoassays mit kompletter Probenaufbereitung ermdglicht. Unsere Lab-on-a-Chip Cartridge erlaubt
die Separation von Blutzellen und Blutplasma, die Dosierung eines definierten Plasmavolumens, die Durchfiihrung von
Inkubations-, Misch- und Waschschritten und enthélt dartiber hinaus ein integriertes Abfallreservoir. Aus einem Blutvo-
lumen von 10 pL extrahieren wir durch Sedimentation 4 pL Blutplasma mit einem CV von 6 %. Das Schalten der Flui-
dein der Cartridge wird mittels kapillarer und volumengesteuerter Siphonventile durchgefuhrt. Die Verléasslichkeit des
fluidischen Systems wird erhéht durch eine Hydrophilisierung der Oberflache mit BSA. Die Reaktionskammer ermdg-
licht effiziente Misch- und Waschprozesse und erlaubt die Vorlagerung von Trockenreagenzien. Zur Demonstration der
Funktionalitét zeigen wir eine quantitative Bestimmung des Hormons Estradiol in Konzentrationen von 25 pg/mL bis
1 ng/mL mittels eines Chemolumineszenz-basi erten kompetitiven Immunoassays [1].

1 Einleitung

Die Miniaturisierung biologischer und diagnostischer
Tests durch Lab-on-a-Chip Systeme stellt einen wichtigen
Trend im Bereich der Lebenswissenschaften dar. Durch
verkirzte Inkubationszeiten, verminderten Reagenzien-
verbrauch und die Minimierung manueller Handling-
schritte erlauben solche Systeme eine Reduzierung der
Kosten der durchgefiihrten Tests. Zudem erlauben Lab-
on-a-Chip Plattformen die Durchfihrung diagnostischer
Tests durch ungeschultes Personal. Somit ermdglichen
diese Technologien neue Anwendungen im Bereich der
Vor-Ort-Diagnostik. In diesem Paper beschreiben wir ei-
ne Lab-on-a-Chip Plattform zur Durchfihrung eines Im-
munoassays. Unsere Plattform arbeitet unter Ausnutzung
von Zentrifugal- und Kapillarkrdften, um den Transport
der bendtigten Fluide zu steuern. Dieser Ansatz erlaubt es
auf aktive Ventile und Pumpen zu verzichten, was den
Preis des Einwegartikels senkt. Die Cartridge verfugt tber
eine integrierte Blutplasmaseparationsstruktur und eine
Mischkammer um vorgelagerte Trockenreagenzien zu |6-
sen und mit der Probe zu vermischen. AulRerdem beinhal-
tet der fluidische Chip eine Reaktionskammer, in der spe-
zifische Antikorper immobilisiert werden kdnnen, sowie
eine Abfallkammer in der die bereits gebrauchten Fluide
aufgefangen und gelagert werden (Bild1). Um die Funk-
tionsfahigkeit der Plattform zu beweisen, wird ein kompe-
titiver Estradiol-lmmunoassay in diese implementiert.

2 Funktionsprinzip

Unser modularer Aufbau basiert auf einer mikrostruktu-
rierten Polystyrol-Cartridge (Bild. 2), die auf einem pro-
grammierbaren Rotor fixiert wird. Jede Cartridge enthélt 4

identische fluidische Strukturen fiir die parallele Prozessie-
rung von Immunoassays. Der Rotor kann bis zu 6 solcher
Cartridges aufnehmen, um 24 Assays gleichzeitig durchzu-
fuhren. Eine Vorbehandlung des Chips mit Blockpuffer
(PBS, 2% BSA) vermindert einerseits die unspezische
Adsorption der am Assay beteiligten Molekile an die Cart-
ridgeoberfléche und fuhrt zu einer Hydrophilisierung die-
ser. Die Hydrophilisierung der Cartridge ist insbesondere
wichtig fur das Schalten der Siphonventile. Diese kénnen
unter Ausnutzung von Kapillarkréften Fluide in Kammern
halten oder in stromabwaérts gelegene Kammern weiterlei-
ten.

Der radial innen liegende Bereich der Cartridge enthélt die
Blutplasmaseparationsstruktur, in der durch Sedimentation
Blutplasma gewonnen wird. In diese Struktur kénnen 10 —
15 uL Vollblut dispensiert werden. Eine Meteringstruktur
reduziert das zugegebene Volumen auf 10 pL. Das Plasma
wird unter Zentrifugation von zellulé&ren Blutbestandteilen
abgetrennt und ein definiertes Volumen des Plasmas wird
mittels einer Kapillare extrahiert und in eine Mischkammer
Uberfuhrt. In dieser wird das Plasmainnerhalb von 30 s mit
Kompetitorantigenen des kompetitiven Immunoassays und
einem Puffer mittels eines unidirektionalen Shakemode-
Protokolls vermischt [2,3]. Die resultierenden 50 pL Fluid
gelangen Uber einen kapillaren Siphon in die Reaktions
kammer, in der anti-Estradiol Antikérper immobilisiert
sind. Nach einer 15 minttigen Inkubationszeit, wird die
Kammer dreimal gewaschen, um ungebundene Molekile
zu entfernen. Anschliessend erfolgt die Lumineszenzdetek-
tion.
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Bild 1 Schematische Darstellung der fluidischen Struktur
der Immunoassay Plattform. Der radial Innen liegende
Tell enthdt die Blutplasmaseparationsstruktur. Zudem
verfligt die Fluidik tUber zwei Einlésse fur Reaktions- und
Waschpuffer. Das Schalten der Fluide wird durch Si-
phonventile ermdglicht. Ein Abfallkammer nimmt alle bei
der Durchfiihrung des Assays verbrauchten Flissigkeiten
auf.

Bild 2 Das Photo zeigt eine spritzgegossene mikrostruktu-
rierte Immunoassay-Cartridge mit 4 parallelen fluidischen
Strukturen.
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Bild 3 1: Eine Blutprobe wird in die Cartridge pipettiert
und die zelluléren Bestandteile werden durch Sedimenta-
tion abgetrennt. 2: Das Blutplasma wird in eine Misch-
kammer Uberfihrt und mit den Kompetitorantigenen ver-
mischt (3). 4: Das resultierende Fluid gelangt zur Inkuba-
tion in die Reaktionskammer, die die immobilisierten An-
tikérper enthalt. 5/6: In mehreren Waschschritten werden
ungebundene Molekile entfernt. 7: Die Substratldsung
gelangt in die Reaktionskammer. 8: Detektion des Lumi-
neszenzsignals.

3 Ergebnisse und Diskussion

Zunéchst wurde die fluidische Struktur zur Extraktion von
Blutplasma getestet. Hierzu wurden 10 — 15 pL humanes
Vollblut in das Inlet der Separationsstruktur pipettiert. Die
Fluidik misst mittels eines Uberlaufs 10 uL Blut ab. Die-
ser Prozess wird bei einer Frequenz von 20 Hz durchge-
fdhrt. Die Abtrennung der zelluldren Blutbestandteile fin-
det bei einer Drehfrequenz von 50Hz innerhalb von
2 min statt. In einer Versuchsreihe wurden durchschnitt-
lich 4 uyL Plasma mit einem kleinen CV von 6 % extra-
hiert. Der Blutzellanteil im Plasma betragt weniger
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as 0.5 %. Das extrahierte Blutplasma gelangt Uber einen
kapillaren Siphon in die Reagenzienvorlagerungskammer.

Bild 4 1: Humanes Vollblut wird in die Separationskam-
mer zentrifugiert. 2: Blutzellen werden bei einer Drehfre-
guenz von 50 Hz sedimentiert. 3: Extraktion und Abmes-
sung des Blutplasmas Uber einen kapillaren Siphon.

Die Prozessierung eines kompletten |mmunoassays bend-
tigt 30 Minuten. Die getesteten Probenkonzentrationen
liegen zwischen 25 pg/mL und 1 ng/mL und decken somit
den diagnostisch relevanten Bereich ab. Die Detektion des
Lumineszenzsignals kann zur Zeit noch nicht unter Rota-
tion erfolgen, da sich das entsprechende Detektionssystem
noch im Aufbau befindet. Die Signaldetektion im Still-
stand fuhrt bei einigen Reaktionskammern zu einer vor-
zeitigen Entleerung der Substratldsungen und somit zu
Variationen in der Chemolumineszenz, die die Grole der
Fehlerbalken in Bild 5 beeinflusst. Dennoch ist eine Kor-
relation zwischen Antigenkonzentration und gemessener
Lumineszenzintensitét zu erkennen.
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Bild 5 Resultate eines kompetitiven Estradiol-
Immunoassays im Lab-on-a-Chip System. Die Auswer-
tung erfolgte in einem MTP-Reader mittels eines Adap-
ters, der die Immunoassay-Cartridge aufnehmen kann. Da
der Readout unter Stillstand durchgefiihrt wurde, entleer-
ten sich einige Kammern durch Kapillarkréfte. Ein Gerét
das eine Detektion der Lumineszenzsignale unter Rotation
ermoglicht, wird gerade entwickelt. Der diagnostisch re-
levante Bereich fir Estradiol liegt zwischen 0 und 220

pg/mL.
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4 Schlussfolgerung

Eine integrierte fluidische Cartridge zur Prozessierung
von Immunoassays unter Ausnutzung von Zentrifugal-
kraften wird vorgestellt. Unser Lab-on-a-Chip System be-
inhaltet die Probenaufbereitung von humanem Vollblut,
und kann Misch- Inkubations- und Waschschritte durch-
fuhren. Das Schalten der Fluide erfolgt sehr zuverlassig
auf Basis passiver Ventile. Um die Funktionalitét der
Cartridge aufzuzeigen, wird ein Immunoassay zur Quanti-
fizierung des Hormones Estradiol demonstriert. Aktuell
wird ein Gerét, das eine Chemolumineszenzdetektion un-
ter Rotation erlaubt, sowie Dispenser enthdlt, entwickelt,
um das System vollstandig zu automatisieren. Dieses soll
eine prazisere Detektion des Lumineszenzsignals ermdg-
lichen. Hierdurch sollen die hohen Standardabweichungen
bei den in dieser Vertffentlichung gezeigten Messungen
eliminiert werden.
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