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1.1 Die Miniaturisierung und Automatisierung biochemi-
scher Assays

Biochemische Assays finden heutzutage vielfach Anwendung, beispiels-
weise in der medizinischen Diagnostik, der pharmazeutischen Forschung
oder der Umweltanalytik und werden weitgehend automatisiert in Zentral-
labors ausgefuhrt. Das Standardlaborprotokoll umfasst eine Reihe von
Analyse- und Auswerteabldufen, die sequenziell auf verschiedenen Analy-
sesystemen ausgefiihrt werden, wobei die Probe wahrend der Untersu-
chung von einem Analysemodul zum Né&chsten transportiert werden muss.
Diese Untersuchungsmethode ist sowohl zeit- als auch kostenaufwendig.
Dariber hinaus ist es nicht méglich, Analysen direkt vor Ort auszufihren.

Das in Abbildung 1 veranschaulichte Technologiekonzept Lab-on-a-Chip
stellt eine generische Plattform dar, um eine weitergehende Automatisie-
rung sowie eine Miniaturisierung biochemischer Assays durch mikroflui-
dische Integration zu ermdglichen und auf diese Weise Analysezeit und -
kosten zu sparen sowie Untersuchungen dezentralisiert auszufihren.

Sowohl die Neuentwicklung biochemischer Assays als auch die Umset-
zung von in Zentrallabors etablierten Standardassays in Form von Lab-on-
a-Chip Systemen ist derzeit mit erheblichen Risiken verbunden, da weder
etablierte Entwicklungsprozesse in der Designphase des Lab-on-a-Chip
Systems noch standardisierte mikrofluidische Technologieplattformen
existieren.

Typische mikrofluidische Plattformen, die fur einen plattformorientierten
Entwicklungsansatz in Frage kommen, sind beispielsweise kapillare Test-
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streifen (,,Lateral Flow Assays®), die mikrofluidische large scale integrati-
on (MLSI), die zentrifugale Mikrofluidik, die elektrokinetische Plattform
sowie verschiedene druckgetriebene Systeme [1].

Das HSG-IMIT arbeitet seit sechs Jahren erfolgreich an der Erforschung
und Entwicklung einer zentrifugal mikrofluidischen Technologieplattform
sowie dem Aufbau eines Standardentwicklungsprozesses fur die schnelle
und kosteneffiziente Erstellung eines anwendungsspezifischen mikroflui-
dischen Designs.

1.2 Lab-on-a-Chip Design- und Foundry-Service

Der Lab-on-a-Chip Design- und Foundry-Service ist eine neue Dienstleis-
tung des Instituts, die die effiziente Miniaturisierung und Automatisierung
biochemischer Assays inklusive der Fertigung von Funktionsmustern um-
fasst. Ziel ist es, dem Kunden einen einfachen und schnellen Zugang zur
Lab-on-a-Chip Technologie bei geringem eigenem Entwicklungsrisiko zu
ermaoglichen.

Zur schnellen mikrofluidischen Umsetzung kundenspezifischer Assays
nutzt der Lab-on-a-Chip Design- und Foundry-Service das Technologie-
konzept der zentrifugalen mikrofluidischen Plattformen. Eine mikrofluidi-
sche Plattform bezeichnet einen Satz von kombinierbaren mikrofluidischen
Grundoperationen wie z.B. Schalten, Dosieren und Mischen, die zur Um-
setzung von biochemischen Assays bendtigt werden und fir die die M0og-
lichkeit besteht, sie in einer kosteneffizienten Fertigungstechnologie, be-
vorzugt monolithisch integriert, herzustellen. Das kundenspezifische Chip-
design eines Assays kann somit durch Kombination von mikrofluidischen
Grundelementen einfach und schnell realisiert werden. Ein wichtiges
Merkmal mikrofluidischer Plattformen ist die Skalierbarkeit und variable
Platzierbarkeit der fluidischen Grundoperationen. Dadurch kann eine fur
eine spezielle Anwendung entwickelte Grundoperation leicht auf dhnliche
Anwendungen Ubertragen werden. Im zentrifugalen Ansatz wird die Flis-
sigkeitssteuerung durch Rotation einer mikrostrukturierten Disk, die ledig-
lich passive Kanalstrukturen enthélt, realisiert. Dies hat den Vorteil voll-
stdndig auf Schlauchverbindungen zu Antriebsystemen verzichten zu kon-
nen und somit eine entscheidende Vereinfachung in der Handhabung so-
wie in der Geréatetechnik zentrifugal operierender Analysesysteme zu er-
zielen.

Der in Abbildung 2 schematisch dargestellte Lab-on-a-Chip Design- und
Foundry-Serviceprozess gliedert sich in eine Reihe aufeinanderfolgender
Phasen:
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e Zerlegung des Assays in eine Abfolge von mikrofluidischen Grund-
operationen und Ubersetzung des Fluidikprotokolls in ein integriertes
mikrofluidisches Design.

e Optimierung des Designs durch numerische Simulation

e Erstellung eines Funktionsmusters durch Mikrofrasen oder Thermofor-
men in Folientechnologie [2,3] im Lab-on-a-Chip Prototyping Labor

e Fluidischer und biochemischer Funktionstest

Diese Phasen entsprechen einer lteration des Foundry-Dienstleistungs-
prozesses, die im Bedarfsfalle zyklisch wiederholt werden kdnnen. Assays
aus den Bereichen Immunologie [4] und DNA-Genotyping [5] sind bereits
auf diese Weise erfolgreich integriert worden.

1.3 Mikrofluidische Grundoperationen

Mikrofluidische Grundoperationen, wie z.B. Transportieren, Mischen, Ali-
quotieren u.s.w. sollen durch einfache Aneinanderreihung verwendet wer-
den, um anwendungsspezifische Lab-on-a-Chip Systeme auf zentrifugal
mikrofluidischer Plattform schnell und kosteneffizient zu realisieren. Die
Funktionalitat der fluidischen Grundoperationen soll dabei lediglich durch
die Kanalstrukturen sowie durch auf die Anwendung abgestimmte Dreh-
zahlprotokolle des Rotationsmotors definiert werden.

Die einzelnen Komponenten einer mikrofluidischen Plattform liegen vor
Beginn einer Implementierung bereits als validierte fluidische Grundopera-
tionen als parametrisiertes Design vor. Eine gegenseitige Abstimmung und
Verschaltung ist daher grundsétzlich sehr einfach moglich, so dass auch
komplexe Assay-Protokolle schnell integriert und in ein mikrofluidisches
Design, wie in Abbildung 3 an einem einfachen Beispielprotokoll veran-
schaulicht, umgesetzt werden kénnen.

Ein Entwicklungsrisiko resultiert aus den individuellen Anforderungen un-
terschiedlicher Assay-Protokolle. So mussen die mikrofluidischen Kom-
ponenten mit verschiedensten biologischen Proben und Assay-Reagenzien
funktionieren. Darunter konnen sich sowohl hochbenetzende und stark
fliichtige Alkohole befinden wie auch hochviskose oder faserige Gewebs-
aufschlisse, oft beladen mit einem grofRen Anteil an Feststoffpartikeln.

Um diesen unterschiedlichen Anforderungen gerecht werden zu konnen,
ist ein systematischer Entwicklungsablauf erforderlich. Dieser muss ein-
fach und kosteneffizient, aber auch ausreichend flexibel sein, um eine gro-
e Anzahl biochemischer Nachweissysteme (Assays) realisieren zu kon-
nen. Im Lab-on-a-Chip Design- und Foundry-Service wird ein derartiger
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systematischer Entwicklungsansatz verwirklicht: Um das Entwicklungsri-
siko zu minimieren, werden die fluidischen Grundoperationen unter Be-
ricksichtigung verschiedener Leit-Flissigkeiten ausgelegt, parametrisiert
und validiert. Leit-Flussigkeiten reprasentieren in diesem Sinne die fluidi-
schen Eigenschaften von Reagenzien und Proben die typischerweise in
biochemischen Protokollen vorkommen.

1.4 Designhandbuch

Eine Bibliothek als Datenbank parametrisierter und validierter fluidischen
Grundoperationen inkl. definierter Schnittstellen und Verkettungsregeln
schafft die technologische Vorraussetzung zur erfolgreichen Arbeit des
Lab-on-a-Chip Design- und Foundry-Service. In den letzten Jahren wurden
die zur Implementierung biochemischer Protokolle auf der zentrifugalen
mikrofluidischen Plattform erforderlichen Grundoperationen sukzessive in
einem sogenannten "Design-Handbuch" hinterlegt, welches auf einer Me-
diaWiki-Softwareplattform basiert. Die hinterlegten Informationen umfas-
sen das Funktionsprinzip der Mikrofluidikstruktur, deren Parametrisierung,
ein Funktionsmodell, Hinweise zur Fertigungstechnologie sowie Validie-
rungsergebnisse. Anhand der Aliquotierstruktur wird der Aufbau des De-
sign-Handbuchs exemplarisch erldutert.

1.5 Aliquotierstruktur

Eine wichtige Grundoperation der zentrifugalen Mikrofluidik ist das Ali-
quotieren einer Probe. Hierzu wurde eine Aliquotierstruktur entwickelt [6].
Als Basis der zweistufigen Grundelemente der Aliquotierstruktur dient ein
sogenanntes Zentrifugo-Pneumatisches Ventil, das ein Aliquotieren ohne
spatere Kreuzkontamination zwischen den Reaktionskammern erlaubt.
Folgende Informationen und Daten wurden im Design-Handbuch zum
Ventil dokumentiert.

151 Funktionsprinzip

Die zweistufigen, in Abbildung 4 schematisch dargestellten Grundelemen-
te der Aliquotierstruktur werden durch ein Ventil realisiert, das Flissigkei-
ten wahrend des Verteilens und Abmessens vor einer Reaktionskammer
stoppt und erst beim Erhéhen der Rotationsfrequenz in die Reaktionskam-
mer weiterleitet. So werden alle Reaktionen parallel und physikalisch ge-
trennt gestartet. Als Ventil wurde eine in Abbildung 5 dargestellte passive,
luftdruck-unterstitzte Struktur entwickelt, die Flissigkeiten durch den
Luft-Gegendruck in einer unbelifteten Kammer stoppt. Erst bei Frequen-
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zen oberhalb einer ,,Durchbruchfrequenz wird die Luft aus der Kammer
verdrangt und ermoglicht so den Weiterfluss der Flissigkeit.

1.5.2 Parametrisierung

Bei der Implementierung von biologischen Assays miissen verschiedene
Parameter, die das Design der Aliquotierstruktur beeinflussen, bertcksich-
tigt werden. Im Falle einer Aliquotierstruktur sind dies zum Beispiel die
Oberflachenspannung der Probenflissigkeit, der Kontaktwinkel zum Sub-
strat sowie das Proben- und Aliquotvolumen. Einstellbare Parameter sind
dagegen das Volumen des Messkanals Vy, sowie die GroRe der Reaktions-
kammer V,. Darliber hinaus kann die Breite w und Tiefe d des Verbin-
dungskanals variiert werden, um die Durchbruchfrequenz der Probenflis-
sigkeit einzustellen.

15.3 Funktionsmodell

Um spater einen neuen Assay schnell in Design und Struktur umsetzen zu
kdnnen, werden alle oben genannte Parameter in einem Funktionsmodell
hinterlegt. Dazu muss nach der Anpassung des Aliquot-VVolumens Vy, und
Vo im Beispiel der Aliquotierstruktur noch die zentrifugale Durchbruchfre-
quenz f durch Variation der Verbindungskanal-Tiefe und -Breite eingestellt
werden. Folgendes Funktionsmodell wurde hierzu vorgeschlagen:

pb”’St( f) =C- pcap (d ) W’O-!®) +B+ Apair(vo)

Es verknupft die Durchbruchfrequenz f mit den anderen EinflussgroRen
wie der Geometrie des Verbindungskanals (w, d) sowie der Oberflachen-
spannung (o) und dem Kontaktwinkel der Flissigkeit (®). Zur besseren
Ubersicht sind hier einige Ausdriicke in den Funktionen p(x) zusammenge-
fasst. Unbekannte GroRen wie die Konstanten B und C werden wéhrend
einer Validierung ermittelt.

154 Validierung

Eine wesentliche Vorraussetzung fiir ein zuverléssiges Lab-on-a-Chip De-
sign ist die erfolgreiche Validierung der mikrofluidischen Komponenten.
Die Strukturen werden dabei in einem bestimmten Parameterraum sowohi
auf Basis einer in Abbildung 6 veranschaulichten numerischen Simulation
als auch auf Grundlage von in Abbildung 7 gezeigten fluidischen Funkti-
onstests gepruft sowie mit dem Funktionsmodell abgeglichen. Im Fall der
Aliquotierstruktur wurden beispielsweise Wasser und wéssrige LOosungen
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mit verschiedenen Konzentrationen von Detergenzien und Ethanol sowie
Reaktionskammern mit einem Volumen zwischen 1 pl und 36 pl unter-
sucht. Schlie3lich wird die einwandfreie biochemische Funktion des Ana-
lysesystems in seiner Anwendung tberprift. Abbildung 8 stellt die Ergeb-
nisse eines derartigen Tests dar. Die entsprechenden Datensétze sowie das
Funktionsmodell werden im Design-Handbuch abgelegt und erlauben spa-
ter das schnelle Auslegen von Strukturen, malgeschneidert auf eine zu-
kiinftige Applikation.

1.6 Zusammenfassung

Der Lab-on-a-Chip Design- Foundry-Service des HSG-IMIT beruht auf
einer vollstandigen Entwicklungsumgebung fur die anwendungsspezifi-
sche Integration, Miniaturisierung und Automatisierung biochemischer
Assays auf Basis definierter, mikrofluidischer Plattformen. Der Service
ermoglicht Nutzern den einfachen Zugang zu Lab-on-a-Chip Applikatio-
nen mit schnellen Entwicklungszyklen und geringem Entwicklungsrisiko.

Vision

Abb. 1: Veranschaulichung der mikrofluidischen Integration eines komplexen bio-
chemischen Laborprotokolls zur automatisierten medizinischen Vor-Ort Dia-
gnostik.

Abb. 2: Schematische Darstellung des Labson-a-Chip Design- und Foundry-

Serviceprozesses.
Prototyping

Numerical
Fluid Simulation

Microfluidic
Assay Integration
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Zerlegung eines Laborprotokolls fir eine PCR-Diagnostik in eine Abfolge von
Grundoperationen (oben) sowie Ubersetzung in ein Fluidikdesign zur Ver-
wendung auf zentrifugaler mikrofluidischer Plattform (mitte). Unten ist das
Frequenzprotokoll der Analyse dargestellt.
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Schematische Darstellung des Aufbaus und der Funktion des eines Grundele-
ments der Aliquotierstruktur. (a) Design und Bezeichnungen. (b) Im ersten
Schritt wird die Flissigkeit durch den Verteilkanal zugefiihrt, die den Messka-
nal bis zum Verbindungskanal fillt und die Luft in der Reaktionskammer
komprimiert. (c) Das Volumen VM wird durch einen Uberlauf definiert. (d)
Im zweiten Schritt wird die Luft in der Reaktionskammer durch Erhéhen der
Zentrifugalkraft verdrangt und entweicht. Durch Aneinanderreihung derartiger
Grundelemente entsteht eine Aliquotierstruktur.
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Abb. 5: Schematische Abbildung des parametrisierten Zentrifugo-Pneumatischen Ven-
tils.
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Abb. 6: Fluidmechanische Simulation des Zentrifugo-Pneumatischen Ventils.

Abb. 7: Fluidische Validierung der Aliquotierstruktur. (a) Gefarbte Flussigkeit wird
vom Ventil zurlickgehalten, (b) Durchbruch des Ventils, (c) gefillte Reakti-
onskammer.
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Abb. 8: Ergebnis eines biochemischen Funktionstests (links) durchgeftiihrt auf dem

kommerziell erhéltlichen Thermocycler Rotorgene 2000 (rechts).
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