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Innovative Entwicklungen in der Automatisierung und Mikrofluidik haben zu den erheblichen
Fortschritten in der Genom-Forschung der vergangenen Jahre beigetragen. Ein Beispiel fir
diesen Fortschritt sind die ersten kommerziellen Ansétze zur hochparallelen Expressionsana-
lyse in miniaturisierten Formaten. Der zwangslaufig ndchste Schritt sind Weiterentwicklungen
hinsichtlich der Quantifizierbarkeit (Sensitivitdt und Selektivitat), Schnelligkeit (Parallelitat)
und Modularitdt, um mit nur einer Gerateplattform eine Vielzahl méglicher Anwendungen,
wie etwa die routinemafige Diagnostik von SNPs (single nucleotide polymorphisms) oder die
Identifikation und Validierung neuer Rezeptoren in der Wirkstoff-Forschung kostengiinstig
zu erschliefien. Eine solche Weiterentwicklung stellt die Applikationsplattform dar, die im
Rahmen des BMBF-Fdrderprojektes nanoMAP entstanden ist. Hierbei handelt es sich um eine
modulare und hochfunktionale Plattform, mit der sich biologische Proben parallel prozessieren,
transferieren und detektieren lassen, ohne daf3 auf teure und aufwendige Laborgerate wie
etwa Pipettierroboter zuriickgegriffen werden muB. Auf der Plattform kénnen mehrschrittige
Assays vollstdndig durchgefiihrt werden. Aufgrund ihres modularen Charakters ergibt sich
aber auch die Moglichkeit, die nanoMAP-Plattform in eine bestehende ProzeBkette zu inte-
grieren. Die nanoMAP-Plattform besteht aus einem ProzeBmodul, einem Detektionsmodul
und zwei Geréaten (Abb. 1), die im folgenden ndher vorgestellt werden sollen.
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Das PCR-Slide ist das zentrale mikro-
fluidische Bauteil des ProzefSmoduls der
nanoMAP-Plattform. Es besteht aus einer

parallelen Anordnung von fluidischen
Grundeinheiten, die jeweils aus einer Re-
aktionskavitat, einer Diisenkammer mit ab-
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Abb. 1: Komponenten der nanoMAP-Plattform: ProzeBmodul, Detektionsmodul und Geriéte.
Entlang der Pfeile sind die verschiedenen maglichen Assay-Schritte aufgezeigt.
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schlieSender Diise und einem Verbindungs-
kanal bestehen (Abb. 2). Das PCR-Slide weist
eine Reihe von besonderen Eigenschaften
auf. So erlaubt es die integrierte Dosierein-
heit, Teilmengen der sich in den Kavititen
befindenden Probe im Nanoliterbereich auf
nachfolgende Prozef3plattformen, wie das
NanoWellSlide, zu dispensieren. Aufgrund
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Abb. 2: PCR-Slide. a) Bild einer PCR-Slide-
Variante mit 24 Kavitaten. b) ,Kleine Variante”
des PCR-Slides, hergestellt mittels Spritz-
guB. c) PCR-Slide mit zentraler Befiillung.
d).Querschnitt durch eine fluidische Grund-
einheit.

der Tatsache, daf3 die fluidischen Grund-
einheiten im gleichen Raster angeordnet
sind, wie die Kavitaten einer 384er-Mi-
krotiterplatte (MTP), kann das PCR-Slide
auch in die Kavitdten einer Mikrotiterplatte
dispensieren.

Weiterhin ist es moglich, von einem PCR-
Slide in ein anderes PCR-Slide zu dosieren.
Diese Eigenschaft erlaubt es, mehrere Schrit-
te eines Assays auf ein- und derselben Platt-
form ablaufen zu lassen. Dank der Tatsache,
daf sich mit der Dosiereinheit Aliquots do-
sieren lassen, konnen auf diese Weise sogar
Verdiinnungsschritte realisiert werden, ohne
auf externe Pipettierhilfen zuriickgreifen zu
miissen, was wiederum eine Reduktion der
notwendigen Assayvolumina impliziert.

Trotz einer hohen Funktionalitat ist das
PCR-Slide einfach im Aufbau. Damit ergibt
sich die Moglichkeit, das PCR-Slide mit
Methoden der Massenherstellung kosten-
glinstig als Einwegartikel zu produzieren.
Der hier vorgestellte Prototyp des PCR-
Slides wurde im Spritzgufiverfahren von
Boehringer Ingelheim microParts GmbH
hergestellt.

Der integrierten Dosiereinheit liegt das so-
genannte DispensingWellPlate™ (DWP™)-
Verfahren zugrunde'?. Mit diesem Verfahren
konnen Teilmengen der sich im Reservoir
befindlichen Fliissigkeit durch einen pneu-
matischen Druckpuls, der auf die gesamte
Oberseite des PCR-Slide gegeben wird,
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aus allen Diisen gleichzeitig dispensiert
werden (Abbildung 3). Die Dosiermenge
wird hierbei durch das geometrische Vo-
lumen der Diisenkammer bestimmt und
ist in weiten Bereichen unabhéngig von
den Fliissigkeitseigenschaften (Oberfla-
chenenergie, Viskositdt) sowie von den
Aktuationsparametern (Hohe und Dauer
des angelegten Druckpulses). Im Falle des
PCR-Slides liegt das Dosiervolumen bei
55 nl (Abbildung 4).

Fiir die Probenprozessierung im PCR-Slide
wurde ein Thermocycler entwickelt (Abb. 1),
dessen zwei Heizplatten unabhéngig vonein-
ander geregelt werden konnen. Einige Vari-
anten des PCR-Slides haben zusétzlich einen
zentralen Befiillport, iiber den mittels eines
einzigen Pipettiervorgangs alle Kavitaten
mit einer Fliissigkeit befiillt werden kénnen.
Anschlieflend werden die einzelnen Zulauf-
kanéle mittels einer von Boehringer Ingel-
heim microParts entwickelten Ventiltechnik
verschlossen, um Querkontaminationen zu
vermeiden.

Das NanoWellSlide

Das zentrale Bauteil des Detektionsmoduls
ist das NanoWellSlide (NWS) (Abb. 5). Das
NWS kann als ,,mikrofluidische Nanotiter-
platte” betrachtet werden. Auf jedem NWS
konnen parallel vier unterschiedliche Proben
auf jeweils 24 verschiedene Merkmale unter-
sucht werden, wobei der Probenverbrauch
mit weniger als 2 pl dufierst gering gehalten
wird. Die in den Befiillport einpipettierte
Probe durchlduft einen mikrofluidischen Ka-
nal, der 24 Nanoliterkavitaten (Nanowells)
miteinander verbindet. Das Volumen eines
Nanowells betragt 35 nl.

Die NanoWellSlides wurden von Boeh-
ringer Ingelheim microParts mittels Mikro-
spritzgufs aus zyklischen Olefin-Polymeren
hergestellt. Die Formate des Slides wurden
auf existierende Laborsysteme abgestimmt.
Das Objekttragerformat ermoglicht das
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Abb. 3: Ablauf des Dosiervorgangs.

A. Im Anfangszustand ist die Disenkammer
durch Kapillarkrafte befillt. B, C. Durch einen
Druckpuls auf die gesamte Oberseite des
PCR-Slides wird die Fliissigkeit aus der
Diisenkammer vollsténdig als Jet aus-
gestoBen. D. Nachdem der Druckpuls beendet
ist, befiillt sich die Disenkammer tber
Kapillarkréfte erneut.

Auslesen des Slides zum Beispiel in einem
handelstiblichen Fluoreszenzreader. Die
insgesamt 96 Nanowells sind in einem
8x12-Array angeordnet und mit einem
Rasterabstand von 2,25 mm kompatibel
zum 1.536-MTP-Format. Die Befiillports
liegen mit einem Rasterabstand von 4,5
mm im 384-MTP-Format. Somit kdnnen
mit bestehenden Pipettiersystemen sowohl
die Sonden in die Nanowells vorgelegt, als
auch die Proben in die Befiillports appli-
ziert werden. Als besonders geeignet fiir
eine parallele Sondendosierung hat sich
das TopSpot-System erwiesen, mit Hilfe
dessen alle 96 Nanowells gleichzeitig tiber
ein kontaktfreies Printing-Verfahren mit
bis zu 96 verschiedenen Sonden beschickt
werden konnen?.

Fiir die Anbindung der Sonden wurde
eine an das Kunststoffmaterial TOPAS®
angepafite Oberflaichenchemie entwickelt.
Diese basiert auf der Methode der lichtin-
duzierten Immobilisierung oder ,Photo-
linking”. Photolinker sind Molekiile, die
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bei Bestrahlung mit UV-Licht eine Photo-
reaktion mit einem Substrat eingehen — in
diesem Fall mit der Kunststoffoberflache
- und so zu einer kovalenten Bindung
der Sonden fiihren. Ein Vorteil dieser
Oberflachenchemie ist die Moglichkeit
der parallelen Anbindung verschiedener
Sonden gleichzeitig ohne vorherige Vorbe-
handlung der Oberfldache. Die Photolinker
konnen fiir verschiedene Arten von Sonden
verwendet werden, wie zum Beispiel DNA
oder Proteine.

Applikationen

Die Applikationen fiir das NanoWellSlide
reichen von einfachen Arrayexperimenten
bis hin zu heterogenen Bindungsassays.
Im Falle der untersuchten DNA-Detektion
wurde das NanoWellSlide zunédchst als
,mikrofluidischer DNA-Array” verwendet
—das heifdt, in den Nanowells wurden DNA-
Oligonukleotide immobilisiert — und die
Bindung der fluoreszenzmarkierten Proben-
DNA an verschiedene Spots beobachtet (Abb.
6). Bereits bei dieser einfachen Anwendung
zeigten sich die Vorteile des NanoWellSlides
gegeniiber planaren Arrays durch eine ein-
fache Handhabbarkeit des Slides und eine
hohe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.
Dariiber hinaus wurde ein spezieller 3’-Exo-
nucleaseassay entwickelt, der die Detektion
unmarkierter DNA-Proben in Nanoliterkavi-
tiaten ermoglicht.

Experimentelle Validierung
der nanoMAP-Plattform
und deren Komponenten

Der zur Validierung des ProzeSmoduls
integrierte Assay basiert auf dem SNPlex™-
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Abb. 4: Dosierverhalten des PCR-Slides. Gezeigt ist das mittlere Dosiervolumen pro fluidischer
Einheit. Die MeBergebnisse zeigen, daB3 das Dosiervolumen unabhangig vom anliegenden Druck
ist. Das Dosierverhalten ist reproduzierbar, die ermittelten CVs (coefficient of variation) liegen

bei < 7%.
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Abb. 5: NanoWellSlide. A. Foto eines NanoWellSlides. B. Befiillvorgang im NanoWellSlide. Zur Visualisierung wurde der Flissigkeit ein

Fluoreszenzfarbstoff beigemischt.

System von Applied Biosystems. Der Assay
wird fiir Genotypisierungs-Studien im
Hochdurchsatz-Bereich eingesetzt. Eine
ausgekliigelte Assay-Komposition erlaubt
es, Multiplex-Reaktionen durchzufiihren.
Pro Reaktion konnen 48 verschiedene Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs) unter-
sucht werden.

Der Assay umfafit mehrere Schritte. Nach
einer Aktivierungsreaktion werden mit
Hilfe des Oligonucleotide Ligase-Assays
(OLA)**Genotyp-spezifische DNA-Sequen-
zen erzeugt, die anschliefend tiber einen
Exonuclease-Verdau aufgereinigt und mit
PCR amplifiziert werden. Bei jedem Schritt
wird das prozessierte Probenmaterial vom
vorhergehenden Schritt zu einem neuen
Puffergemisch dazugegeben. Es konnte
gezeigt werden, dafs alle Schritte auf der
nanoMAP-Plattform einfach durchzufiih-
ren sind. Ferner wurden die benétigten
Reaktionsvolumina dank des integrierten
Nanoliterdispensers deutlich reduziert®.
Ein weiterer Assay, der auf dem PCR-Slide

gezeigt werden konnte, umfafite eine PCR
mit anschlieBendem Exonuclease-Verdau.
Das Produkt wurde auf das NWS iibertragen
und konnte dort erfolgreich nachgewiesen
werden. Um die Modularitiat des Systems
nachzuweisen, wurde die Detektion parallel
dazu auch auf einer planaren Arrayplatt-
form durchgefiihrt’.

SchluB3folgerung

Mithilfe des PCR-Slides, des Dosiergerits
und des Thermocyclers sowie des Nano-
WellSlides wurde eine neuartige Plattform
geschaffen, auf der sich DNA-basierte Test-
verfahren durchfiihren lassen. Das PCR-Slide
ermdglicht die parallele Probenaufbereitung
in einem Modul, das sich sehr flexibel einset-
zen lafit. Die integrierte Dosiereinheit erlaubt
die Abgabe von Teilmengen der prozessierten
Fliissigkeit, womit mehrere Schritte eines
Assays auf ein- und derselben Plattform
durchgefiihrt werden kénnen, ohne daf3 es
externer Gerdte wie Pipettierroboter bedarf.
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Abb. 6: Prozessierung und Detektion von DNA-Proben auf der nanoMAP-Plattform. Im PCR-Slide
wurden parallel 3 Proben prozessiert (2 DNA-Templates, A und AB, sowie eine non-template
control, NTC) und auf 3 Kanale des NWS Ubertragen. Hier konnten die PCR-Produkte durch im-
mobilisierte Oligonukleotid-Sonden (A und B) spezifisch nachgewiesen werden.
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Das NanoWellSlide als formatangepafites
Detektionsmodul erméglicht den Nachweis
der prozessierten Proben in paralleler Weise.
Der einfache Aufbau der Kunststoff-Slides
erlaubt die wirtschaftliche Umsetzung als
kostengtinstige Einwegartikel.
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