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Laborautomation

Die zentrifugal-mikrofluidische Plattform
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Lésungen zur Laborautomatisierung und integrierte Diagnosesysteme
benoétigen haufig groBe und teure Automaten. Dagegen ermdglicht eine
zentrifugal-mikrofluidische Plattform die Integration von z. B. Geno-
typisierungen und Immunoassays in kompakten Geraten.

Devices for laboratory automation and integrated, automated diagnostic
systems are usually expensive and bulky. In contrast, a centrifugal micro-
fluidic platform enables laboratory automation and integration of e. g.
genotyping and immunoassays in compact instruments.

B Durch den Trend zur personalisierten und
evidenzbasierten Medizin entsteht ein gro-
Ber Bedarf an kompakten Gerdten fiir die
pointof-care-Diagnostik. Insbesondere fiir klei-
ne und mittlere Labors sowie fiir niederge-
lassene Arzte wird dieser Bedarf nur selten
gedeckt, da existierende GroBgerite ver-
gleichsweise teuer sind und einen entspre-
chenden Platzbedarf aufweisen. Mikrofluidi-
sche lab-on-a-chip-Systeme bieten hier eine
Alternative [1].

In der klinischen Diagnostik sind hoch-
sensitive und -spezifische Verfahren wie
Immunoassays und PCR-basierte Analysen

etablierte Methoden. Fiir diese Verfahren ist
eine schnelle und automatisierte Vor-Ort-Ana-
lyse jedoch bisher kaum umgesetzt. Es exis-
tieren lediglich einige proprietdre Losungen
fiir Parameter der klinischen Chemie (z. B.
i-STAT®, Abbott Point of Care Inc.) und fiir
einzelne molekulardiagnostische Tests (Gene-
Xpert, Cepheid und LIAT, IQuum) [2]. Eine
generische und offene Plattform fiir die Auto-
matisierung von Laborablaufen und Diagno-
sen ware jedoch wiinschenswert, um Unter-
nehmen und Universititen einen einfachen
Zugang zur lab-on-a-chip-Technologie zu
ermoglichen. Aus diesem Grund bietet der

Lab-on-a-Chip Design- und Foundry-Service
des Instituts fiir Mikro- und Informations-
technik der Hahn-Schickard-Gesellschaft fiir
angewandte Forschung e. V. (HSG-IMIT) dia-
gnostischen Unternehmen und Universitiaten
die Entwicklung von lab-on-a-chip-Systemen
und die Herstellung von Kleinserien fiir Vali-
dierungen an. Damit konnen Test-Kit-Her-
steller und universitare Assay-Entwickler ihre
biochemischen Analysen mikrofluidisch funk-
tionell verpacken, um den Testablauf auf kom-
pakten Prozessierungsgerdten zu automati-
sieren (Abb. 1).

Mikrofluidisches Plattformkonzept

Mikrofluidische Plattformen ermdéglichen
durch die Verwendung von validierten mikro-
fluidischen ,Bausteinen“ und etablierten Pro-
totyping- und Produktionsverfahren eine fle-
xible und schnelle Umsetzung von verschie-
denen Laborabldufen [1]. Ein Beispiel dafiir ist
die zentrifugal-mikrofluidische Plattform, z. B.
die ,LabDisk“ [3, 4]. Diese besteht aus einem
monolithischen, versiegelten Einweg-Test-
trager aus Kunststoff. Die benétigten Rea-
genzien sind auf diesem Testtrager vorgela-
gert und die Kontrolle des Prozessablaufs
wird iiber Zentrifugation gesteuert. Es muss
lediglich die Probe aufgegeben und der Test-
trager ahnlich einer CD in ein Prozessie-
rungsgeréat eingelegt werden (Abb. 1). Insge-
samt erlaubt die Plattform also einen hohen
Integrationsgrad durch die Vorlagerung von

Original Assay-Kit

Mikrofluidische Integration

Umsetzung als Funktionsmuster

Prozessierungsgerat

A Abb. 1: Lab-on-a-chip-Systeme ermoglichen die Automatisierung von biochemischen Assays in kompakten Gerédten. Somit kann ein Assay durch
mikrofluidische Integration ,funktional verpackt“ werden. Das heiBt, die Fliissigkeitshandhabung kann komplett in der Verpackung erfolgen und durch
ein Prozessierungsgerat automatisiert werden. Als Prozessierungsgeréat dient ein modifizierter zentrifugaler Thermocycler mit verbesserter Motor-

steuerung (Rotor-Gene 2000, Qiagen).
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A Abb. 2: Eine zentrifugal-mikrofluidische Plattform (Folien-LabDisk, links), hier als Auslegung fiir ein PCR-Genotyping gegen Staphylococcus aureus
[5], ermdglicht ein automatisches Prozessieren, Aliquotieren und Mischen der Probe mit Primern und Sonden. Aufgrund des fiir die Plattform optimier-
ten Temperaturprotokolls ist diese etwas sensitiver als eine identische Referenzprobe (original Rotorgen-Tubes, rechts).

Reagenzien, einfache Bedienung durch den
Verzicht auf externe Verbindungen, Paralle-
lisierbarkeit durch rotationssymmetrische
Anordnung mehrerer Reaktionskanale sowie
sichere Handhabung durch den geschlosse-
nen Einweg-Testtrager, der nach erfolgter Pro-
zessierung einschlieBlich aller Proben- und
Assay-Bestandteile entsorgt werden kann. Im
Folgenden werden nun zwei Beispiele fiir
bestehende Labormuster von integrierten und
automatisierten Assays dargestellt.

Real-Time-PCR-basierte Genotypisie-
rung von Staphylococcus aureus

Der Methicillin-resistente Staphylococcus
aureus (MRSA) ist fiir verschiedene schwer
behandelbare Infektionskrankheiten insbe-
sondere in Krankenhédusern verantwortlich.
Ein schnelles, vor Ort einsetzbares Nach-
weissystem konnte dabei helfen, die MRSA-
Ausbreitung durch gezielte Quarantdne- und
HygienemaBnahmen einzuschranken.

Fiir die effiziente Durchfiihrung einer Real-
Time-PCR-basierten Diagnose wurde eine
mikrofluidische LabDisk zur MRSA-Analyse
entwickelt. Ausgehend von 90 Mikroliter auf-
gereinigter DNA-Probe konnen hiermit auto-
matisch sieben Genotypen von MRSA sowie
Positiv- und Negativkontrollen bestimmt wer-
den [5]. Alle bendtigten Primer und Sonden
wurden in der LabDisk vorgelagert. Diese
kann in einem kommerziellen zentrifugalen
Thermocycler prozessiert werden (Abb. 1).
Die PCR lief darin mit vergleichbarer Effi-
zienz (Abb. 2) wie in einem Referenzsystem
mit Standard-ReaktionsgefaBen und ermog-

BIOspektrum | 06.11 | 17. Jahrgang

m  Mikrotiterplatte
® LabDisk

.

260 I 460 I 560 I 860
Estradiol-Konzentration [pg/mL]

T
1000

lichte so die vollauto-
matische Genotypi- 1207
sierung von unter-
schiedlichen MRSA- 1099 {
Resistenz-Subtypen — ¢
aus klinischen Pro- &, 807 i
ben. )

£ 60

2
Imrr.n-unoassay E:J =
fiir Ostradiol- — 401
Nachweise 3
Die Integration von o 204
hochsensitiven Im-
munoassays in lab- o7
on-a-chip-Systeme [6, 0
7] hat das Potenzial,
aufwendige Hormon-

und Proteinnachwei-

se stark zu vereinfa-
chen oder komplett
zu automatisieren.
Fiir die zentrifugal-
mikrofluidische

A Abb. 3: Messwerte des kompetitiven Ostradiol-iImmunoassays. Die
Signale sind auf den Maximalwert normiert und stellen daher relative
Signale dar. Aufgrund der Signalgenerierung mittels Lumineszenz
spricht man hierbei von relativen Lumineszenzeinheiten (relative lumi-
nescence units, RLU). Es wurden sechs verschiedene Ostradiol-Kon-
zentrationen auf der zentrifugal-mikrofluidischen Plattform (LabDisk)
sowie einer Referenzmessung in einer Mikrotiterplatte vermessen und

Plattform  wurden
zwei Module fiir den
kompletten Prozessablauf einer Diagnostik
aus Vollblut erzeugt. Zunachst wurde eine
Struktur fiir die Blutplasma-Separation einer
Zehn-Mikroliter-Blutprobe bereitgestellt, die
daraus vier Mikroliter (+ sechs Prozent) Plas-
ma abtrennt. Eine weitere Struktur ermog-
licht die Automatisierung der notwendigen
Binde-, Wasch- und Inkubationsschritte.
Damit wurde ein kompetitiver enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) fiir Ostradiol
demonstriert. Fiir einen ersten Funktions-

verglichen.

nachweis wurden auf der LabDisk sechs ver-
schiedene Ostradiol-Konzentrationen an zwei
unterschiedlichen Tagen vermessen. Jeder
Datenpunkt entspricht vier Replikaten jeder
Konzentration in der LabDisk. Qualitativ ent-
spricht der erzielte Signalverlauf der Refe-
renzmessung in der Mikrotiterplatte (CLA-
4664, DRG Instruments GmbH) (Abb. 3).
Basierend auf Vorgaben der Food and Drug
Administration (FDA) fir Immunoassays
konnte nur eine Nachweisgrenze (limit of
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detection) von ca. 120 Pikogramm erreicht
werden. Dies konnte insbesondere auf die
noch sehr inhomogene Beschichtung der Lab-
Disk mit Fanger-Antikorpern zuriickgefiihrt
werden. Jedoch ist bereits diese Nachweis-
grenze ein akzeptabler Wert fiir einen Funk-
tionsnachweis, fiir klinische Anwendungen
muss das Beschichtungsprotokoll allerdings
optimiert werden.

Zusammenfassung und Ausblick

Die gezeigten Beispiele fiir automatisierte und
integrierte Genotypisierungen sowie Immu-
noassays zeigen das Potenzial des LabDisk-
Konzepts. Dabei kann durch etablierte Kom-
plettstrukturen bei bestimmten Assays ein
erster Funktionsnachweis nach einigen
Wochen bis wenigen Monaten erfolgen. Auch
bei der Neuentwicklung mikrofluidischer Kar-
tuschen fiir neue Anwendungen kann durch
das mikrofluidische Plattformkonzept und
den Zugriff auf eine Vielzahl von validierten
mikrofluidischen Einheitsoperationen eine
deutliche Reduzierung der Entwicklungszeit
und des Entwicklungsrisikos erreicht wer-
den. Dies wird mittlerweile von einigen Unter-
nehmen und Instituten auf verschiedenen
Plattformen angeboten, wobei der Schwer-
punkt des HSG-IMIT auf der LabDisk liegt.
Diese bietet einen hohen Grad an Integration
und eine einfache Handhabung. Zudem bieten
sich eine Reihe von etablierten Laborgeraten
(z. B. die Rotor-Gene Plattform) als Basis fiir
die Laborautomatisierung mit mikrofluidi-
schen ,Upgrades” in Form von Einweg-Test-
tragern an. So konnen Assay-Kit-Hersteller
davon profitieren, dass biochemische Tests
Jfunktional verpackt“ werden und die Verpa-

ckung zusammen mit einem Prozessie-
rungsgerat gleich die Testdurchfiihrung auto-
matisiert. Universitdten erhalten ebenfalls
einen einfachen Zugang zur lab-on-a-chip-
Technologie und konnen neuartige Nach-
weisverfahren zusammen mit dem HSG-IMIT
in ein lab-on-a-chip-Format tiberfiihren.
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