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Assay-Automatisierung
als Dienstleistung

Mikrofluidische Integration von Laborprozessen
durch den Lab-on-a-Chip Design- & Foundry-Service

Daniel Mark*, Glinter Roth*,**, Dominique Kosse*, Nils Paust¥*,
Roland Zengerle*, ** und Felix von Stetten*, **)

Lab-on-a-Chip-Systeme ermogli-
chen die Automatisierung, Mini-
aturisierung und Integration von
biochemischen Assays. Dadurch
werden beispielsweise dezent-
rale, patientennahe Diagnostik,
Laborautomatisierung, oder
sicherheitsrelevante Vor-Ort-Ana-
lysen ermdoglicht. Diesem Trend
zur mikrofluidischen Automa-
tisierung entsprechend, bietet
das HSG-IMIT ein neues Dienst-
leistungsangebot: die schnelle
kundenspezifische Entwicklung
von Lab-on-a-Chip-Prototypen auf
Basis von standardisierten mikro-
fluidischen Einheitsoperationen
und Fertigungsprozessen.

n der modernen klinischen Diagnostik,

Laboranalytik und Sicherheitsforschung
sind hochsensitive und -spezifische Nach-
weisverfahren wie Immunoassays und
PCR-basierte Assays weit verbreitet. Sol-
che Tests beinhalten eine Vielzahl von
aufwendigen Prozessierungsschritten wie
das prazise Abmessen, Mischen und Ali-
quotieren von Flissigkeiten. Sie werden
daher entweder durch hochqualifiziertes
Personal in langwierigen Verfahren manu-
ell durchgefiihrt oder zentral in GroRRlabors
mit groBem apparativem Aufwand au-
tomatisiert. Entsprechend lange sind die
Antwortzeiten nach der Probennahme,
da die Laborarbeit bzw. das Verschicken
von Proben Stunden bis Tage in Anspruch
nimmt. Eine schnelle und automatisierte
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Vor-Ort-Analyse ist bisher nur fiur weni-
ge Parameter mit proprietaren Losungen
moglich (beispielsweise durch den i-STAT®,
Abbott Point of Care Inc.). Fir eine schnel-
le, patientennahe Diagnostik oder Sicher-
heitsanwendungen sind jedoch kompakte,
automatisierte Gerate wiinschenswert,
die vor Ort mit geringem Schulungsauf-
wand eine Vielzahl von Parametern gleich-
zeitig analysieren kénnen. Mikrofluidische
Systeme sind dabei vielversprechende
Kandidaten (Bild 1), entsprechende Ent-
wicklungen sind jedoch meist langjdhrige
und riskante Forschungsprojekte.

Mikrofluidisches
Plattformkonzept

Der Lab-on-a-Chip Design- und Foundry-
Service ist eine neue Dienstleistung des
HSG-IMIT, die eine effiziente Miniaturi-



Standard
Labor-Routinen

Bild 1: Lab-on-a-Chip Systeme ermdglichen die Automatisierung von biochemischen
Assays in kompakten Gerdten. In Zukunft kénnten portable ,,Mini-Labore” beispiels-

Automatisierung durch
mikrofluidische Integration

weise schnelle und genaue Vor-Ort-Diagnosen erméglichen.

sierung und Automatisierung bioche-
mischer Assays inklusive der Fertigung
von Funktionsmustern umfasst. Ziel ist
es, dem Kunden einen einfachen und
schnellen Zugang zur Lab-on-a-Chip
Technologie bei geringem eigenem Ent-
wicklungsrisiko zu ermoglichen. Dies wird
durch die konsequente Verwendung von
validierten mikrofluidischen ,Baustei-
nen” und etablierten Prototyping- und
Produktionsverfahren erreicht [1]. Der
Fokus liegt dabei auf der , LabDisk“-Platt-
form [2], die aus einem monolithischen
Einweg-Testtrager aus Kunststoff be-
steht. Die bendtigen Reagenzien sind
auf diesem Testtrager vorgelagert und
die Kontrolle des Prozessablaufs wird
Uber Zentrifugation gesteuert, wodurch
sich die LabDisk sehr einfach handhaben
lasst. Es muss lediglich die Probe aufge-
geben und der Testtrager dhnlich einer
CD in ein Prozessierungsgerat eingelegt
werden. Weitere fluidische Anschlisse
sind nicht notwendig. Insgesamt erlaubt
die Plattform also einen hohen Integra-
tionsgrad durch die Vorlagerung von Re-
agenzien, einfache Bedienbarkeit durch
den Verzicht auf externe Verbindungen,
Parallelisierbarkeit durch rotationssym-
metrische Anordnung mehrerer Reakti-
onskandle, sowie sichere Handhabung
durch den geschlossenen Einweg-Test-
trager, der nach der erfolgreichen Pro-
zessierung einschlielich aller Proben-
und Assay-Bestandteile entsorgt werden
kann.

Die Prozessierung der Einweg-Testtra-
ger erfolgt durch Zentrifugationsproto-
kolle und kommt somit ohne komplexe
Pipettierroboter aus. Dabei kann meist
auf bereits etablierte, kommerzialisier-
te Laborgerdte wie Zentrifugen oder
zentrifugale Thermocycler zuriickge-
griffen werden. Die ,mikrofluidischen
Kartuschen” sind daher auch aus Sicht
der Hersteller dieser Laborgerdte in-
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teressant, da sie die Funktionalitat
der existierenden Gerdte betrdchtlich
erweitern. So wird ein Real-Time-PCR-
Cycler, dessen Funktion vorher auf die
eigentliche PCR beschrankt war, zur
leistungsfahigen integrierten Analyse-
maschine, die neben der PCR auch noch
die vorgeschaltete Probenhandhabung
automatisiert durchfiihren kann, wie
das Mischen mit dem Mastermix und
das Aliquotieren. Durch diese ,mikro-
fluidischen Upgrades”, also Einweg-Test-
trager mit mikrofluidischen Strukturen,
konnen komplexe Prozesse wie DNA-
Aufreinigung oder Genotypisierungen
realisiert werden [3]. Dadurch wird die
kostspielige Entwicklung eines proprie-
taren Prozessierungsgerats vermieden.
Der Vorteil fiir den Endnutzer liegt dar-
in, dass mit bereits vorhandenen, ver-
trauten Gerdten die Automatisierung
von Laborprozessen erreicht werden
kann. Die Kosten fiir die Automatisie-
rungslosung beschrankt sich somit auf
die Beschaffung der Einweg-Testtrager
— Investitionen sind dank des Riickgriffs
auf bestehende Laborgerdte nicht not-
wendig. Fiir die Fertigung der Testtrager
in industriellem MaRstab wird durch ex-
terne Partner momentan ein Verfahren
zur Herstellung durch Thermoformen
von Polymer-Folien entwickelt.

Automatisierungsléosungen
in Labs-on-a-Chip

Die folgenden Beispiele zeigen einige mi-
krofluidische Automatisierungslésungen
fiir proprietdre Prozessierungsgerate und
fir Standard-Laborgerdte. Die entspre-
chenden Kompetenzen wurden teilweise
in geférderten Forschungsprojekten auf-
gebaut. Die Forder-Institution ist jeweils
genannt.
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(b)

Prozessierungsgerat
Rotor-Gene 2000

Foliendisk

Bild 2: Testtrdiger fiir die automatische Genotypisierung. (a) LabDisk in Folie fiir ein automatisches Aliquotieren der Probe und Mi-

schen mit Reaktionskomponenten. (b) Betrieb der LabDisk in einem Rotor-Gene, beispielsweise fiir den automatischen Nachweis

von MRSA-Subtypen.

Real-time-PCR-basierte
Genotypisierung von MRSA
im Rotor-Gene

Methicillin-resistente ~ Staphylococcus
aureus (MRSA) sind Bakterien, die flr
verschiedene schwer behandelbare In-
fektionskrankheiten verantwortlich sind.
Besonders in Krankenhdusern ist die Ver-
breitung dieser Bakterien kritisch, da hier
Patienten mit bereits geschwachtem Im-
munsystem einem erhohten Infektions-
risiko ausgesetzt sind. Ein schnelles, vor
Ort einsetzbares Nachweissystem konnte
es ermoglichen, die MRSA-Ausbreitung
einzuschranken, indem mit MRSA infi-
zierte Patienten von nicht infizierten iso-
liert werden.

Fir die effiziente Durchflihrung einer
solchen Real-time-PCR-basierten Dia-
gnose in einem mikrofluidischen Einweg-
Testtrager wurde ein Prototyping-Verfah-
ren, basierend auf dem Thermoformen
von Folien, entwickelt [4] (Bild 2(a)).
Damit kénnen mikrofluidische LabDisks
zur MRSA-Analyse hergestellt werden.
Ausgehend von 90 pl DNA kdnnen hier-
mit automatisch sieben Genotypen von
MRSA sowie Positiv- und Negativkontrol-
len bestimmt werden (weitere Informa-
tionen und Ergebnisse sind aufgeflihrt
unter [5]). Alle bendtigten Primer und
Sonden wurden in der LabDisk vorgela-
gert. Diese kann in einem kommerziellen
zentrifugalen Thermocycler prozessiert
werden (Bild 2(b), Rotor-Gene 2000 mit
modifizierter Elektronik, Corbett Life Sci-
ence, jetzt QIAGEN). Die PCR lief darin
mit vergleichbarer Effizienz wie in einem
Referenzsystem mit Standard-Reaktions-
gefalen und ermoglichte so den vollau-
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tomatischen Nachweis von MRSA Sub-
typen.

Die Durchfiihrung dieses Projekts wur-
de freundlicherweise durch Foérderung
der Européischen Union ermdoglicht (Pro-
jekt ,,MagRSA", Férdernummer 037957).

Immunoassay
fiir Estradiol-Nachweise

Die Integration von hochsensitiven Immu-
noassays in Lab-on-a-Chip-Systeme hat
das Potential, aufwendige Tests fiir Hor-
mon- und Proteinkonzentrationen stark zu
vereinfachen oder komplett zu automati-
sieren. Fur die zentrifugal-mikrofluidische
Plattform wurden zwei Module fiir den
kompletten Prozessablauf einer Diagnos-
tik aus Vollblut gezeigt. Zunachst wurde
eine Struktur fur eine Blutplasma-Separa-
tion fiur ein 10 ul Blutprobe bereitgestellt,
die aus der Probe 4 ul (x 6 %) Plasma ab-
trennt. Eine weitere Struktur ermdglicht
die Automatisierung der notwendigen
Binde-, Wasch-, und Inkubationsschritte.
Damit wurde ein kompetitiver Enzyme-
linked Immunosorbent Assay (ELISA) fiir
Estradiol demonstriert (weitere Informa-
tionen und Ergebnisse siehe [6]). Die Pro-
zessierungszeit wurde dabei von 180 min
fiir den Laborprozess auf 40 min fir den
mikrofluidisch integrierten Prozess redu-
ziert. Die Prozessierung erfolgte in einem
speziell angefertigten Gerat, das ein Ko-
operationspartner zur Verfigung stellte
(ABBIS, eine Abteilung der Vulkan Technic
Maschinen-Konstruktions GmbH).

Die Durchflihrung dieses Projekts wur-
de freundlicherweise durch Forderung

des Bundesministeriums fiir Bildung und
Forschung (BMBF) ermoglicht (Projekt
,ZentriLab“, Fordernummer 16SV2347).

Automatisierte DNA-
Aufreinigung in
Standard-Laborzentrifuge

Die Aufreinigung von DNA ist ein haufig
benotigter Ablauf in Analyselaboren und
in der molekularen Diagnostik. Haufig ist
sie der erste Schritt fiir weiterfiihrende
Prozesse wie beispielsweise eine Analyse
durch Real-time-PCR, da hierflr hoch-
reine DNA benotigt wird. Fiir diese Appli-
kation wurde von uns ein mikrofluidisches
Funktionsmuster entwickelt, das als Ein-
weg-Prozesstrager aus Kunststoff in Stan-
dard-Laborzentrifugen betrieben werden
kann [7] (siehe Bild 3). Dabei sind in dem
Prozesstrager die bendtigten Waschpuf-
fer und eine Silika-Festphase vorgelegt.
Nachdem der mikrofluidische Prozesstra-
ger in die Zentrifuge eingelegt wird, kann
eine lysierte Blutprobe und ein Elutions-
puffer als Losungsmittel fiir die aufgerei-
nigte DNA aufgegeben werden und die
vorgelagerten Reagenzien werden durch
einen Fingerdruck freigesetzt. In drei ers-
ten Tests zur Funktionskontrolle konnten
dabei ca. 50 % der Effizienz der Referenz-
methode erreicht werden (QlAamp DNA
blood mini kit).

Die Durchfiihrung dieses Projekts wur-
de freundlicherweise durch Forderung
des Ministeriums fiir Wissenschaft, For-
schung und Kunst, Baden-Wirttemberg
ermoglicht (Fordernummer 31-655.056-
1/161).



Dienstleistungsangebot

Die gezeigten Beispiele flir automatisierte
und integrierte Genotypisierungen, Im-
munoassays und DNA-Aufreinigung zei-
gen das Potential der LabDisk-Plattform.
Auf der Basis langjahriger Erfahrung mit
mikrofluidischen Plattformen bietet der
Lab-on-a-Chip Design- & Foundry-Service
des HSG-IMIT eine vollstandige Entwick-
lungsumgebung fiir die anwendungsspe-
zifische Integration, Miniaturisierung und
Automatisierung biochemischer Analy-
sen. So kénnen bestehende, im Labor
etablierte Assays fiir den Kunden durch
mikrofluidische Integration automatisiert
werden. Dadurch wird eine deutliche Re-
duktion der Hands-on time fiir den Assay
erreicht. Durch die weitgehende Auto-
matisierung der FlUssigkeitssteuerung
wird auch die Durchfiihrung mit minimal
geschultem Personal méglich.

Auf der Basis von etablierten Kom-
plettstrukturen kénnen erste Funktions-
nachweise nach einigen Wochen bis we-
nigen Monaten erfolgen. Auch bei der
Neuentwicklung mikrofluidischer Kar-
tuschen kann durch das mikrofluidische

Plattformkonzept und den Zugriff auf eine
Vielzahl von validierten mikrofluidischen
Einheitsoperationen eine deutliche Redu-
zierung der Entwicklungszeit und des Ent-
wicklungsrisikos erreicht werden. Dabei
bietet die LabDisk-Plattform einen hohen
Grad an Integration und eine einfache
Handhabung. Zudem bieten sich eine
Reihe von etablierten Laborgerdten als
Basis flr die Laborautomatisierung mit
mikrofluidischen ,Upgrades” in Form von
Einweg-Testtragern an, was die Einstiegs-
hirden fir den Marktzugang deutlich
verringern kann. Fir die Produktion der
LabDisk im industriellen Mafstab stehen
wir in engem Kontakt mit Unternehmen
auf dem Gebiet ,Thermoformen®.

Zusammenfassung

Das HSG-IMIT bietet als neues Dienstleis-
tungsangebot die schnelle, kundenspe-
zifische Entwicklung von Lab-on-a-Chip-
Prototypen auf Basis von standardisierten
mikrofluidischen Einheitsoperationen
und Fertigungsprozessen. Erste Applika-
tionsbeispiele umfassen die mikroflui-

mikrofluidische Disk fur
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Bild 3: Mikrofluidischer Testtrdger fiir die automatische DNA-Aufreinigung in einer

Standard-Laborzentrifuge.
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dische Integration und Automatisierung
von Genotypisierungen, Immunoassays
sowie von Protokollen zur DNA-Aufrei-
nigung. Unser Konzept der ,LabDisk” er-
laubt es dabei nicht nur, mikrofluidische
Automatisierung in Spezialgeraten durch-
zufiihren, sondern ermdoglicht auch, La-
borablaufe auf etablierten Plattformen
zZu automatisieren, beispielsweise in La-
borzentrifugen oder zentrifugalen Ther-
mocyclern. Dabei werden die normalen
ReaktionsgefalRe durch die Mikrofluidik-
Kartuschen des HSG-IMIT ersetzt.
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