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Kurzfassung

Prasentiert wird ein neues Verfahren zur automatisierten Prozessierung von Immunoassays auf der zentrifugal-
mikrofluidischen LabDisk Plattform. Hierbei dienen magnetische Partikel als mobile Festphase. Sie werden durch ein
Zusammenspiel von Magnet- und Zentrifugalkraft von Puffer zu Puffer transportiert. Wesentliche Vorteile gegeniiber
dem Stand der Technik sind kurze Prozesszeiten, automatisierter Betrieb in einem portablen Point-of-Care Gerit (Lab-
Disk Player Prototyp), sowie ein modulares Mikrofluidikdesign. Demonstriert wurde ein Immunoassay zur Quantifizie-
rung von humanem C-reaktivem Protein (h-CRP). Die Prozesszeit betrug durch eine neue 1-Schritt Reaktion der Immu-
no-Reagenzien und zwei anschlieBende Waschschritte nur 20 Minuten. Der Test erfiillt damit die Anforderungen einer
schnellen vor-Ort Diagnostik.

Abstract

We present a novel technology for automated processing of immunoassays on our centrifugal-microfluidic LabDisk
platform. Here, magnetic beads acting as a mobile phase are subsequently transported through liquid buffers by inter-
play of magnetic- and centrifugal forces. Compared to state of the art technologies, the main advantage are short pro-
cessing times, assay automation in a portable point-of-care player (LabDisk Player prototype) and a modular microflu-
idic design. For demonstration of the automated processing scheme, we chose a magnetic immunoassay for quantifica-
tion of human c-reactive protein (h-CRP). Due to a 1-step kinetics reaction of all immunoassay reagents and by only
applying two successive washing steps the process time was only 20 minutes. Therefore the test fulfills the require-
ments for rapid point-of-care diagnostics.
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1 Motivation

Pro Jahr fallen die Begriffe ,,Enzyme Immunoassay* oder
,-Enzyme-linked immunoassay* in fast 10.000 Ver6ffent-
lichungen von wissenschaftlichen Studien [1]. Dies unter-
streicht die Bedeutung von Immunoassays in den Le-
benswissenschaften. Die Durchfithrung eines konventio-
nellen Immunoassays auf der Mikrotiter Platte kann durch
lange Inkubationszeiten und eine Vielzahl an Wasch-
schritten mehrere Stunden dauern. Aulerdem ist geschul-
tes Personal hierfiir notwendig. Dies wird zwar durch Pi-
pettier-Roboter zur automatischen Prozessierung umgan-
gen, die Komplexitit, Grofle und Kosten der Geréte ver-
hindern allerdings deren FEinsatz im Point-of-Care Be-
reich. Hier zeigen wir einen Losungsansatz fiir automati-
siertes Prozessieren in einem kompakten Gerit, das fiir
den vor-Ort Einsatz geeignet ist.

2 Materialien und Methoden

2.1 Herstellung der Disks durch
Mikrothermoformen

Die mikrofluidische Strukturen wurden mittels 3D CAD

Software designt und anschlieBend gefertigt: Im ersten

Schritt werden die Strukturen mittels Mikrofrdsen
(KernEvo, Kern Mikrotech, Eschenlohe) in ein PMMA

cker, Miinchen) abgeformt und dient dann in einer Hei3-
prage (Hex 01, Jenoptik, Jena) als Master-Werkzeug zur
Herstellung der blasgeformten Disks aus COP Folie (COP
ZF 14, Zeon Chemicals, USA). Dieses Thermoform-
Verfahren ist im Detail in [2] beschrieben.

2.2 Experimenteller Aufbau

Die LabDisk (Abschnitt 2.3) wird auf der Rotationsachse
des LabDisk Player-Prototyps (Abbildung 1) fixiert. Zwei
Permanentmagnete (Ein Sammel-Magnet, ein Transport-
Magnet, Abbildung 2) sind ca. 1 mm fiiber der Disk stati-
onir mittels eines Halters aus PMMA befestigt (siche Ab-
bildung 2). Der Sammelmagnet befindet sich auf einer
radialen Position von 53.0 mm beziiglich des Rotations-
zentrums. Die radiale Position des Transportmagneten ist

47.0 mm beziiglich des Rotationszentrums.



Abb. 1: Point-of-care LabDisk Player (Prototyp)
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Abb. 2: Schematischer Aufbau mit der LabDisk auf der
Rotationsachse des Players und den radialen Positionen
des ortsfesten Transport/- und Sammelmagneten. Auf-
grund der Ubersichtlichkeit ist der Magnethalter nicht
skizziert.

2.3 Prinzip der Immunoassay-
Automatisierung

Der vorgestellte, automatisierte Immunoassay basiert auf
einer gleichzeitigen 1-Schritt Inkubation der Probe mit
funktionalisierten magnetischen Partikeln (anti h-CRP
Fangerantikorper) und einem Detektionsantikdrper (anti
h-CRP, biotinylierter Antikorper, gebunden an Meeret-
tich-Peroxidase) fiir 15 Minuten. AnschlieBend werden
ungebundene Molekiile durch zwei Waschschritte ver-
diinnt. Der Test wird auf der LabDisk durch ein spezifi-
sches Rotationsprotokoll automatisiert. Grundlegend hier-
fiir ist ein mikrofluidisches Design zum Transport magne-
tischer Partikel durch Zentrifugal- und Magnetkraft [3].
Die Struktur besteht aus drei separaten Einflllkammern
fur das Beladen der Immunoassay-Reagenzien. Jede die-
ser Kammern ist Uber einen Kanal mit einer Prozesskam-
mer verbunden. Ein Luftspalt zwischen den Kammern
sorgt fiir eine diffusionsfreie Trennung der Flissigkeiten
und ermdglicht gleichzeitig den Transport der Partikel.
Der schematische Ablauf wird in Abbildung 3 beschrie-
ben.

(1) Die Immunoreagenzien werden in die Einfiilloffnun-
gen (I, IT und III) pipettiert; Die Disk wird dann auf 20 Hz
beschleunigt.
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Abb. 3: Ablauf des Immunoassay auf Basis des Funkti-
onsprinzips des sequentiellen Transports der funktionali-
sierten, magnetischen Partikel durch die Immunoassay-
Reagenzien. Beschreibung siche Text.

(2) Durch Zentrifugalkrafte werden die Fliissigkei-
ten/Partikel in die Prozesskammer geleitet. Es folgt eine
15-miniitige Inkubation der Immunoreaktion durch ein
Magnetpartikel unterstiitztes Mischverfahren. Hierzu wird
alternierend Beschleunigt mit 2 Hz/s auf 12 Hz (Domi-
nanz der Partikelsedimentation) und Entschleunigt mit
2 Hz/s auf 5 Hz (Dominanz der entgegengesetzt wirken-
den Magnetkrifte) [4].

(3) Die Disk wird bei einer definierten Position relativ
zum Transportmagneten angehalten, sodass sich der
Magnet tiber dem Luftspalt befindet. Durch die wirkende
Magnetkraft tiberwinden die Partikel die Oberfldchen-
spannung der Luft-Fliissigkeit Grenzfliche und werden
nun in den Luftspalt gezogen.

(4) Die Disk wird mit inkrementellen Schritten von 0.5°
gedreht, wobei die Partikel dem Transportmagneten in
Richtung der néchsten Kammer folgen.

(5) Die Disk wird relativ zum Sammelmagnet positioniert
und die Partikel in die ndchste Kammer gezogen.

(6) Durch Alternieren der Frequenz zwischen 5 Hz und
12 Hz (Beschleunigung 2 Hz/s) werden die Partikel in der
Fliissigkeit resuspendiert. Schritte (3) — (6) werden analog
wiederholt um die beiden Waschschritte durchzufiihren.



Hierbei unterscheiden sich nur die Positionierung der
Disk relativ zum Transport- bzw. Sammelmagneten.

2.4 Durchfiihrung des LabDisk Immunoas-
says

Als Probe wurde eine Verdiinnungsreihe von h-CRP im
physiologisch relevanten Bereich (0.33-81 ng mL™) in
PBS Puffer angesetzt und in einer 3-fach Bestimmung pro
Konzentration getestet. Die Einfiilloffnungen wurden mit
den entsprechenden Puffern und der Probe beladen: Off-
nung I: 40 uL Probe (h-CRP in PBS Puffer), 40 ul Detek-
tionsantikorper (Konzentration 2 pg mL™ in PBS Puffer),
40 pL funktionalisierte Magnetpartikelsuspension (Parti-
kelkonzentration 4 mg mL™"). Offnung II und III: Jeweils
120 pL Waschpuffer (0.05 % Tween 20 in PBS).
Das Zentrifugations-Protokoll wurde anschlieBend auf
dem Player gestartet und die magnetischen Partikel nach
der Prozessierung manuell aus der LabDisk entnommen.

2.5 Optische Signalauswertung in einem
Mikrotiterplatten-Reader

Die Absorbtion (Wellenldnge 450 nm) des enzymatischen
Produkts einer 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB) Sub-
strat Reaktion wurde in einem Mikrotiterplatten-Reader
(VICTOR2™, Perkin-Elmer) bestimmt. Dies erfolgte mit
der entnommenen Partikelsuspension durch Zugabe der
TMB Losung in einer Mikrotiterplatte.

3  Ergebnisse

Das Ergebnis der Absorptionsmessung ist in Abbildung 4
dargestellt. Fiir den Referenz-Assay wurde das Immuno-
assay Protokoll auf der Mikrotiterplatte durchgefiihrt. Im
Vergleich zum Referenz-Assay (Sensitivitt:
0.36 ng mL™") auf der Mikrotiterplatte wird auf der Lab-
Disk eine Sensitivitit von 2.1 ng mL™. Die Signalstirke
der Mikrotiterplatte wird von der LabDisk nicht erreicht.
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Abb. 4: LabDisk Assaykurve des h-CRP Tests (rot) und
des Referenz-Assays (schwarz). Der Graph zeigt die Opti-
sche Dichte bei 450 nm Wellenldinge gegen die h-CRP
Konzentration.
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4  Zusammenfassung und Ausblick

Mit einer neuen modularen Grundoperation zum Trans-
port magnetischer Partikel und einer neuen I-schritt
Chemie wurde auf der LabDisk Plattform ein h-CRP Im-
munoassay im physiologischen relevanten Konzentrati-
onsbereich demonstriert. Mit dem hier vorgestellten,
schnellen und automatisierten Verfahren konnte der Im-
munoassay in 20 Minuten prozessiert werden und ist da-
mit fir die vor-Ort Diagnostik tauglich. Das Detektions-
signal auf der Mikrotiterplatte wird von dem LabDisk As-
say nicht erreicht. Eine Optimierung der Inkubations-
schritte in der LabDisk sollte allerdings zu einem erhdh-
ten Signal fithren. Die Integration der Absorptionsmes-
sung in den LabDisk Player ist in Vorbereitung.
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