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49.1 Einleitung

In der modernen Medizin gewinnen hochspezifische und sensitive Verfah-
ren wie Nukleinsdurediagnostik oder Immunoassays zunehmend an Bedeu-
tung. Diese beinhalten eine Vielzahl von aufwendigen Prozessierungs-
schritten. Sie werden daher entweder durch hochqualifiziertes Personal in
langwierigen Verfahren manuell durchgefiihrt oder in GroBlabors mit gro-
Bem apparativen Aufwand automatisiert. Entsprechend lange sind die
Antwortzeiten nach der Probennahme, da die aufwendige Laborarbeit bzw.
das Verschicken von Proben Stunden bis Tage in Anspruch nimmt. Fiir
eine schnelle, patientennahe Diagnose sind daher kompakte, automatisierte
Geridte wiinschenswert, die vor Ort mit geringem Schulungsaufwand ein-
gesetzt werden konnen. Mikrofluidische Systeme sind dabei vielverspre-
chende Kanditaten [1].

Die zentrifugale Mikrofluidik ist eine solche Entwicklungsplattform zur
Miniaturisierung, Integration und Automatisierung biochemischer Analy-
seprotokolle [2]. Sie beruht auf der kontrollierten Prozessierung kleinster
Fliissigkeitsmengen in einem zentrifugalen Beschleunigungsfeld und kann
so Analyseprotokolle automatisieren. Auf Grundlage der zentrifugal-
mikrofluidischen Bio-Disk Plattform [2] zeigen wir die Integration grund-
legender Laborprotokolle der Analytik und Diagnostik: Nukleinsdure-
Aufreinigung, Nachweise basierend auf Polymerase-Kettenreaktion (PCR),
sowie isotherme Amplifikationsverfahren und Immunoassays.

49.2 Experimentelle Ergebnisse

49.2.1 DNA Aufreinigung

Eine typischer Prozessschritt in der molekularen Diagnostik ist die Extrak-
tion von DNA aus einer Blutprobe. Einerseits sollte dieser Schritt in einem
mikrofluidischen analytischen System integriert erfolgen, um aufwendige
manuelle Probenvorbereitungsschritte zu vermeiden. Erst so kann eine
wirklich automatisierte Vor-Ort Analyse erfolgen. Andererseits ist auch
die Automatisierung der DNA Extraktion als Stand-alone Lésung interes-
sant, da dieser Prozessschritt sehr hdufig in DNA Analyselaboren durchge-
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fiihrt werden muss. Fiir die zentrifugal-mikrofluidische Plattform wurden
verschiedene mikrofluidische Module zur DNA-Aufreinigung aus Vollblut
entwickelt.

Ein mikrofluidisches Design zur DNA Aufreinigung zum Anschluss an
nachgeschaltete PCR-Module ermdglichte es, aus 32 uL lysiertem Blut
290+80 ng DNA aufzureinigen und off-Disk inhibitionsfrei zu amplifizie-
ren. Die extrahierte Menge entsprach dabei ca. 70% einer Referenzextrak-
tion mit dem QIAamp DNA Blood Mini Kit [3]. Die Struktur basiert auf
einer integrierten Silika-Membran und einem mikrofluidischen Schalter.
Zunachst werden Probe und Waschpuffer durch die Silika-Membran ge-
spiilt und durch den Schalter in ein Abfall-Reservoir geleitet. Anschlieend
wird die nun aufgereinigte DNA durch einen Elutionspuffer von der Silika-
Membran gelost und das Eluat durch den Schalter in eine separate Kam-
mer zur weiteren Prozessierung (z. B. Weiterleitung in eine PCR Struktur)
geleitet.
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Abb. 1: Mikrofluidische Polymerdisk zur Automatisierung einer DNA-Aufreinigung
aus lysiertem Blut. Die fiir die Aufreinigung benétigten Waschpuffer sind auf
der Disk vorgelagert. Der Betrieb erfolgt in einer Standard-Laborzentrifuge.
Die automatische Fliissigkeitssteuerung sorgt dabei fiir ein Abtrennen der auf-
gereinigten DNA von weiteren Probenbestandteilen und Waschpuffern.

Neben dieser Struktur wurde eine Stand-alone Losung zur DNA Aufrei-
nigung fiir den Betrieb in einer Standard-Laborzentrifuge entwickelt (Abb.
1). In einer Prinzipstudie wurden dabei ca. 53% Extraktionseffizienz im
Vergleich zu der Referenzextraktion erreicht. Die Probe bestand ebenfalls
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aus 32 pL lysiertem Blut. Diese Mikrofluidikstruktur hat das Potential, oh-
ne grofle initiale Investitionen die DNA Aufreinigung auf einem weit ver-
breiteten Standard-Laborgerit zu automatisieren.

49.2.2  Real-time PCR basierte Genotypisierung von MRSA

Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) sind Bakterien, das
fiir verschiedene schwer behandelbare Infektionskrankheiten verantwort-
lich sind. Besonders in Krankenhdusern ist die Verbreitung des Bakteriums
kritisch, da hier Patienten mit bereits geschwichtem Immunsystem einem
erhohten Infektionsrisiko ausgesetzt sind. Hier konnte ein integriertes, vor
Ort einsetzbares Nachweissystem eine deutlich schnellere Behandlung er-
moglichen. Eine Genotypisierung wiirde dabei den genauen Nachweis des
Bakterienstamms und damit eine gezielte Behandlung erméglichen.

Adapter  Detektor

Folienkartusche

Abb. 2: Lab-on-a-Chip System zur Genotypisierung von MRSA.
(a) Prototyp einer Folienkartusche zum Aliquotieren einer Probe in Kavititen
mit spezifischen Primern und Sonden.
(b) Leicht modifizierter zentrifugaler Thermocycler (Rotor-Gene 2000) mit
Folienkartusche. Der Thermocycler fiihrt die Temperierung fiir die PCR sowie
das optische Auslesen des Ergebnisses durch [5] (Abbildung reproduziert mit
Erlaubnis der Royal Society of Chemistry).

Die Durchfiihrung einer molekulardiagnostischen Genotypisierung ba-
sierend auf real-time PCR ist eine anspruchsvolle Anwendung fiir Lab-on-
a-Chip-Systeme. Problematische GroéBen sind dabei ein unzureichender
Wirmelibergang durch den Testtrdger fiir die notwendigen schnellen
Thermozyklen, sowie die Notwendigkeit einer sensitiven Fluoreszenzaus-
lese. In unserer Gruppe wurde dafiir ein Herstellungsverfahren basierend
auf dem Thermoformen von Folien entwickelt [4] (Abb. 2(a)). Damit
konnte in einer mikrofluidischen Struktur in einem kommerziellen zentri-
fugalen Thermocycler verschiedene Gene von MRSA amplifiziert und de-
tektiert werden [5] (Abb. 2(b), Rotor-Gene 2000, Corbett Life Science,

3



Integrierte Analytik und Diagnostik auf der Bio-Disk Plattform

jetzt QIAGEN GmbH). Die PCR lief darin mit vergleichbarer Effizienz
wie in einem Referenzsystem mit Standard-Reaktionsgefa3en.

49.2.3 Isotherme DNA Amplifikation

In Zukunft konnten hocheffiziente, isotherme Amplifikations- und Detek-
tionssysteme fiir DNA eine treibende Rolle in der molekularen Vor-Ort-
Diagnostik spielen, da sie schnell und energieeftfizient durchfiihrbar sind.
Die gute Eignung fiir Lab-on-a-Chip Anwendungen eines isothermalen
Amplifikationsverfahrens wurde bereits fiir ein folienbasiertes mikrofluidi-
sches System demonstriert. Als Amplifikationssystem kam die Rekombi-
nase Polymerase Amplifikation (RPA, Vertrieb durch TwistDX Ltd., UK)
zum Einsatz. Dabei wurde nach Zugabe einer Probe und Versiegelung des
Testtragers ein automatischer Test mit vorgelagerten Fliissig- und Festrea-
genzien durchgefiihrt. Hierbei konnten 20 Kopien des mecA Gens von
Staphylococcus aureus in 5 von 5 Féllen in einem kommerziellen zentrifu-
galen Thermocycler detektiert werden. Die Reaktionszeit betrug dabei bei
konstanten 37 °C Inkubationstemperatur nur ca. 15 Minuten.

49.2.4 Immunoassays

Die Integration von hochsensitiven Immunoassays in Lab-on-a-Chip-
Systeme hat das Potential, aufwindige Tests fiir Hormon- und Proteinkon-
zentrationen stark zu vereinfachen oder komplett zu automatisieren. Fiir
die zentrifugal-mikrofluidische Plattform wurden Module fiir den komplet-
ten Prozessablauf einer Diagnostik aus Vollblut gezeigt (bisher noch unab-
hingig voneinander betrieben). Zunédchst wurde eine Struktur fiir eine
Blutplasma-Separation fiir ein 10 uL Blutprobe bereitgestellt, die aus der
Probe 4 uLL Plasma abtrennte und weiter leitete (£6%). Eine weitere Struk-
tur ermdglichte die Automatisierung der notwendigen Binde-, Wasch-, und
Inkubationsschritte. Damit wurde ein kompetitiver Enzyme-linked Immu-
nosorbent Assay (ELISA) fiir Estradiol demonstriert [6].

49.3 Zusammenfassung

Es wurde eine Reihe von Prinzipstudien zur Automatisierung von moleku-
lardiagnostischen Nukleinsdure- und Proteinnachweisen auf der zentrifu-
gal-mikrofluidischen Plattform gezeigt. Die Automatisierung von Analy-
sen hat das Potential, als Vor-Ort-Test in kritischen Situationen schnelle
Diagnosen zu ermoglichen. Die zentrifugal-mikrofluidische Plattform er-
moglicht dabei durch den Verzicht auf Spritzenpumpen und sonstige ex-
terne Verbindungen eine einfache Handhabbarkeit, Kontaminationsfreiheit
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sowie die Verwendung eines robusten Prozessierungsgerit mit einem Ro-
tationsmotor als Antriebseinheit.
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