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1 Kurzfassung

Die hier prasentierte Arbeit setzt sich im Kern aus zwei Themenfeldern zusammen. Zum
einen wird ein drei Kammer Shuttle PCR Konzept (3 KS PCR) vorgestellt und
charakterisiert, welches die Moglichkeit bietet, eine Multiplex-PCR (Polymerase Chain
Reaction) auf einem Lab on a Chip System (LoC) in weniger als 30 Minuten zu
prozessieren. Zum anderen wird eine Optimierung und Erweiterung einer bestehenden
Plattformtechnologie, basierend auf dem Prinzip des Laserschweif3ens, in Hinblick auf den
erstmaligen Einsatz von komplexen fluidischen Netzwerken in anspruchsvoller Umgebung
gezeigt, welche bei der Robert Bosch GmbH ihren Einsatz findet.

Im Themenfeld der Plattformtechnologie wird ein laserbasierter Fiigeprozess der
Materialien Polycarbonat (PC) und thermoplastische Polyurethane (TPU) behandelt. Der
Fokus wird hierbei auf die Realisierung von pneumatisch gesteuerten, komplexen
fluidischen Netzwerken in anspruchsvoller Umgebung fur den Einsatz in
Industrieprodukten  gelegt. Hier missen  Anforderungen an  Stiickkosten,
Produktionskosten, Herstellungszeit und an die Massenfertigung beruicksichtigt werden.
Erreicht wird dies durch Verwendung des Spritzgussverfahrens bei den wesentlichen
Komponenten. Im Besonderen ist die Fiigeverbindung dieser einzelnen Komponenten bei
dem hier gezeigten PCR Konzept multifaktoriellen Einflissen wie Temperatur, Druck und
Wechselbelastungen uber die Prozesszeit von bis zu einer Stunde auf einer Fugeflache
kleiner 500 um Durchmesser ausgesetzt. Neu und erstmals gezeigt wird die Optimierung
der Prozesstechnologie fiir die Realisierung von laserbasierten Fligeverbindungen der
polymeren Partner bei einer Temperatur von 95 °C, pneumatischen Belastung von bis zu
260 kPa und thermischen Langzeituntersuchungen von bis zu 3 Stunden. Realisiert
werden unter diesen Bedingungen Funktionen wie Ventile oder Kammern mit einem bisher
nicht erreichten minimalen Abstand von 2,5 mm auf dem LoC. Zum ersten Mal wird hier
eine Prozesstechnologie vorgestellt, die komplexe LoCs mit einem vierlagigen polymeren
Aufbau realisiert, welcher das Spektrum fir die Anwendung erheblich erweitert. Dabei
werden sowohl die Anforderungen an die Prozessbedingungen (Mischen, Lyse, Filtration,
PCR und Mikroarraydetektion), als auch an den Herstellungsprozess (Materialien,
Fugeverfahren, Kosten und Zeit) erfillt. Dies ermdglicht die Herstellung von LoCs mit drei
Ebenen fur pneumatische und fluidische Interaktionen bei einer nachgewiesenen
Ausfallrate von <39%, basierend auf 140 hergestellt PCR Systemen in der
Prototypenphase. Das Themenfeld findet seinen Abschluss mit der Vorstellung einer
Prozesstechnologie, die eine fligeprozesskonforme Beschichtung des Materials TPU
ermoglicht. Eine Adaption der physikalischen, chemischen und biologischen Eigenschaften
der LoC Materialoberflachen wird dadurch erstmals fir diese Plattform realisiert.
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Der Schwerpunkt des zweiten Teils dieser Dissertation basiert auf dieser
Plattformtechnologie. Das in der Arbeit dargestellte auf dem Shuttleprinzip beruhende PCR
Konzept reduziert die thermisch zu prozessierende Masse auf ein Minimum. Das Design
fullt auf drei PCR Kammern, die tber Kanéle verbunden sind. Durch Minimierung der
Abstande dieser PCR Kammern zueinander wird eine Reduzierung des negativen Effektes
der Kanalvolumina erreicht, die konzeptbedingte Durchmischung des PCR
Reaktionsvolumens wird verringert, die PCR Effizienz dadurch gesteigert. Somit ist diese
Plattformtechnologie Grundvoraussetzung fur die Optimierung des PCR Konzeptes.

Es wird somit im zweiten Themenfeld ein PCR Konzept charakterisiert, welches eine
Reduzierung der Prozesszeit der PCR auf unter 30 Minuten Laufzeit bei gleicher PCR
Performance ermdglicht. Dies wird auf dem LoC mit einer pentaplex caMRSA (Methicillin
resistant Staphylococcus aureus) PCR validiert bei einem Reaktionsvolumen von 25 pl.
Typisch fur dieses Konzept sind unter anderem die frei programmierbaren PCR
Parameter wie Temperatur und Zeit, unabhangig von designbedingten GroéRen. Erstmalig
wird dieses PCR Modell ausfuhrlich auf konzeptbedingte Einflisse und Systemgrenzen hin
untersucht. Sowohl (ber eine designbedingte als auch (ber eine thermische
Charakterisierung des Konzepts wird im Vergleich zum Blockzykler mit einer
Amplifizierungseffizienz von 1,8 eine Amplifizierungseffizienz des 3 KS PCR Konzepts
von 1,7 ermittelt. Ebenfalls wird eine untere gDNA Nachweisgrenze des PCR Konzepts mit
etwa 10 Genomaquivalenten pro 25 pl Reaktionsvolumen nachgewiesen. Zusétzlich
werden verschiedene Optimierungsansatze in Bezug auf das pneumatisch gesteuerte
Fluidmanagement und die Oberflache sowie auf die Materialien des LoCs erarbeitet. Hierbeli
wird der Fokus einerseits auf die Oberflachenbeschichtung der Plattformmaterialien mittels
Parylene C bzw. PTFE (Polytetrafluorethylen) Beschichtungen, andererseits auf eine
Oberflachenoptimierung mittels Additiven wie Tween®80 (Polysorbat80) gerichtet.

AbschlieRend werden die Erkenntnisse der Themenfelder in ein automatisiertes LoC
ubertragen. Dabei werden Funktionen wie Ventile, Kammern, PCR Konzept und eine
Detektion der amplifizierten Gene auf einem Mikroarray implementiert. Hier wird ein
mogliches Einsatzspektrum fur die Umsetzung der vierlagigen polymerbasierten Plattform,
verbunden mit der Fligetechnologie und des PCR Konzepts gezeigt. Diese Ergebnisse stellen
die Basis fur automatisierte molekulardiagnostische Genanalysen im industriellen Einsatz
dar.
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Abstract

In this paper two central fields of application are presented. On the one hand a three chamber
shuttle based PCR concept is shown and characterized, which offers the possibility for an
implementation of multiplex PCR Assays on lab on a chip (LoC) platforms in less than
30 minutes. On the other hand novel laser based production technologies for assembling
complex microfluidic platforms, currently under development at Robert Bosch GmbH, are
presented.

First area of application is located in the field of the development of platform technology,
based on polymer materials polycarbonate (PC) and polyurethane (TPU). The domain for
LoCs is located in industrial products, so requirements like unit costs, costs of production,
time of production referred to mass production have to be fulfilled. Main task is to realize
complex, pneumatically forced microfluidic systems in harsh environment.
Multifactorial requirements for the laser based assembling process are defined by the PCR
concept, which is presented in this work as well. The challenge is to ensure temperature- and
pressure stability of the laser welded area (<500 um diameter) by fulfilling a process time
less one hour. Based on previous work, the laser welding process now fulfills polymeric
bondings in respect of multifactorial strain by temperature 95 °C and pressure tests up to
260 kPa as well as long time thermal stability for three hours. Referred to this production
technology, it is now possible, to implement functions like valves or chambers at the LoC
by a minimal distance of 2.5 mm. For the first time, a laser welding assembling based LoC,
in reference to the platform used by Robert Bosch GmbH, containing four polymeric layers
is presented. The platform fulfills all requirements regarded to the terms of fluidic functions
like mixing, lysis, PCR and detection by the use of a microarray on the one hand. On the
other hand all requirements regarded the production technology, process materials, laser
assembling, costs and time are completed as well. The laser welding based technology now
provides the possibility for polymeric LoCs with three levels for pneumatic and fluidic
interactions with a failure rate in terms of production of < 3 %, based on 140 developed
PCR systems during prototyping. Finally a production technology manufacturing coated
surfaces of the polymeric materials (TPU) is presented, fulfilling the requirements of the
laser welding based production technologys as well. Herewith physical, biological and
chemical properties of the material TPU can be modified first in this LoC concept.

The second field of application depends highly on the insights of the laser based production
technology above. The PCR system shown in this work reduces the thermal mass, which is
guided through one PCR cycle, to a minimum by the use of a chamber based shuttling
concept. The design is based on three PCR chambers connected through channels. Reducing
the space between the PCR cambers causes an decrease of the negative effects of the
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channels, so as mixing of the PCR reagents is minimised. This leads to an increase of the
PCR efficiency. The modified process technology is a required precondition for this PCR
concept.

This technology facilitates the implementation of a chamber based shuttle PCR concept,
which enables the reduction of PCR process time down to 30 minutes on the LoC by
minimizing the ramping time of the 25 ul PCR volume. For validation a pentaplex gene
multiplex caMRSA PCR is implemented. An elementary attribute of the PCR concept is to
suggest a possibility for programming all PCR process parameters, like temperature and
time, regardless of fluid structures/ design of the LoC. For the first time, this PCR concept
is analysed in detail by theory and experimental data referred to the system boundaries and
limitations caused by the concept itself. By the use of a thermal and design characterization
the amplification efficiency of the PCR on LoC is defined by 1.7, compared to the
blockcycler efficiency of 1.8. Furthermore the minimal detected genome equivalents of the
shuttle based PCR concept is defined by ~10 genome equivalents per 25 pl process volume.
In addition to this characterization, further studies for surface treatment are presented as well
as experiments regarded to the pneumatic forced fluid management. On the one hand, the
surface coating technology, presented in the process technology above, is evaluated by the
use of Parylene C and PTFE coated surfaces. On the other hand experiments based on
additives like Tween®80 (Polysorbat80) are presented.

Finally the results generated in the two fields of application, are combined by presenting a
full automated lab on chip system. The LoC includes functions like valves, chambers,
PCR and fluorescence detection by a microarray as well as the improved laser based
production technology. The implementation in the LoC demonstrates the wide use of the
laser based platform technology, the four layer based polymeric LoC in combination with
the PCR concept referred to the development of full automated molecular diagnostic gene
detection systems focused to the industrial use.
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2 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist die schnelle Umsetzung der Resistenzdetektion eines MRSA
(Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) Bakteriums unter Zuhilfenahme einer
pentaplex Genanalyse auf einem Lab on a Chip (LoC) System. Das LoC System soll die
Maoglichkeit bieten, Uber Funktionen wie Zellyse, DNA (Desoxyribonukleinséure)
Extraktion, PCR und Ergebnisdarstellung tber einen Mikroarray innerhalb einer Stunde,
von Probeneingabe bis zur Interpretation, reproduzierbare Ergebnisse nachzuweisen. Diese
Anforderungen mussen auch der mdglichen Umsetzung im industriellen Einsatz gerecht
werden.

Die zeitkritische Funktion der PCR soll hierbei auf dem LoC in einer Zeit unter 30 Minuten
umgesetzt werden. Gefordert ist ein Limit of Detection (LoD) von 1 * 102 bis 1 * 10 gDNA
Targets pro 25 pl Reaktionsvolumen in der multiplex MRSA Genanalyse. Angestrebt wird
die zeitliche Reduzierung der PCR durch eine Verringerung der thermischen Masse, die
am dynamischen PCR Prozess Dbeteiligt ist. Umzusetzen sind hierbei drei
Temperaturzonen fur ein frei programmierbares PCR System. Angestrebt ist die
theoretische und praktische Charakterisierung und Optimierung eines auf Kammern
basierten PCR Systems fullend auf definierten physikalischen Rahmenparametern. Im
Speziellen  wird der Fokus auf die konzeptbedingten  Einflisse, die
Amplifizierungseffizienz und das LoD des PCR Konzeptes gelegt.

Umgesetzt werden soll ein automatisierter Assay auf einer polymerbasierten, pneumatisch
getriebenen Plattform mit den Anforderungen an ein universell einsetzbares,
kostengtinstiges und massenfertigungstaugliches Einwegprodukt. Zu realisieren ist eine
vierlagige polymerbasierte Plattform, welche auf drei Ebenen pneumatische und fluidische
Interaktionen ermdoglicht. Fokussiert wird die Umsetzung komplexer fluidischer
Netzwerke unter multiplen Einfllssen, das Hauptaugenmerk wird hierbei auf die Stabilitat
der Fugeverbindung gerichtet. Untersucht wird diese Fugeverbindung bei wechselnder
mechanischer Belastung, einer Temperatur bis 95 °C und einer Druckbestandigkeit bis
zu 150 kParel. Die Realisierung der VVerbindung muss weiterhin flr die effektive Umsetzung
des PCR Konzepts eine groRtmaogliche Minimierung der Fugeflache nachweisen.
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3 Stand der Technik

Die Dissertation lasst sich in zwei Themenschwerpunkte unterteilen. Zum einen liegt der
Fokus auf einer Erweiterung des Portfolios der bestehenden Plattformtechnologiel® 16 671 der
Robert Bosch GmbHI. Fiir die Integration komplexer fluidischer Netzwerke bzw.
Funktionen sind die Voraussetzungen, gegeben durch neue Konzepte mit hohen
Anforderungen auf kleinem Raum, an die Aufbau und Verbindungstechnologie nicht erfillt.
Zum anderen findet eine Untersuchung der Funktionen PCR und Mikroarray, hinsichtlich
Konzeptentwicklung, Auslegung, Charakterisierung und Definition bzw. Identifikation
kritischer Randparameter statt. Dabei werden die erarbeiteten Ergebnisse beider
Themenfelder letztendlich zu einem voll automatisierbaren Lab on a Chip (LoC) System
zusammengefugt, welches die Moglichkeit der Assay-integration von Probeneingabe bis zur
Detektion beinhaltet.

3.1 Aufbau- und Verbindungstechnologie

Der erst Aspekt dieser Dissertation hat die Weiterentwicklung und Optimierung einer schon
untersuchten Aufbau- und Verbindungstechnologie, der Robert Bosch Plattform[® 16 671 zum
Inhalt. In diesen Arbeiten!® %671 sind grundsatzliche Anforderungen in Bezug auf die
Materialien und das Fiigeverfanren dargestellt und analysiert wordent$20-21  Die
Schwerpunkte der vorliegenden Untersuchung liegen jetzt einerseits in den Anforderungen
der PCR Kompatibilitat, andererseits auf der Seite der mechanischen und thermischen
Belastbarkeit der Flgeverbindung der LoC Komponenten. Grundsétzlich finden bei LoCs
haufig Polycarbonat (PC), Polymethylmethacrylat (PMMA)E!  Polydimethylsiloxan
(PDMS) GlasP®!, Cyclo Olefin Polymer (COP)?4,  Silikon® Parylene® und
Polytetrafluorethylen (PTFE)[® ihren Einsatz. Materialabhéngig werden hier Verfahren bei
der Verbindung der LoC Komponenten wie CO (Kohlenstoffdioxid) LaserschweiBent®],
UltraschallschweiRen!? 151 Bondenl™ Y, HeiRpragen(?® 40 oder Atzen[?% 3% angewendet.

Die Plattform, entwickelt von Rupp, Schmidt und Brettschneiderl® 667 pej Robert Bosch,
basiert auf den Materialien PC und TPU (thermoplastisches Polyurethan). Diese erlaubt
unter Verwendung von Spritzguss, Frasen[® 124 und Nd:YAG-Lasern (Neodym-dotierter
Yttrium-Aluminium-Granat-Laser) fur  Laserdurchstrahlschweien  (Konturschweil3-
verfahren) und Laserablation einen hohen Grad an  Flexibilitdt, gute
Oberflacheneigenschaften und niedrige Stlckkosten. Auferdem ist eine kurze
Herstellungszeit mit einem niedrigen Iterationszyklus umzusetzen. Dies sind entscheidende
Voraussetzungen fir die Massenproduktion der LoCs, die in dieser Kombination bei den
meisten Plattformen nicht gegeben sind[*®l. Das Fiigeprinzip beruht auf dem Einbringen von
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Energie durch Absorption an der Fiigeebenel’l. Der Aufbauprozess von zwei polymeren
Ebenen l&sst sich schematisch unterteilen in:

A) Energie wird mittels eines Lasers (GauBprofil, rot)durch § § § § §
die transparente Ebene (PC) in die absorbierende Ebene PC

(TPU) eingekoppelt. Eine Kontaktierung der Ebenen wird

durch Anlegen von Druck (blau) gewéhrleistet.

B) Die eingekoppelte elektromagnetische Energiewirdlokal § $ $ 4§ §
in Warme-Energie umgewandelt, was zu einer Schmelze in

der absorbierenden Ebene flhrt. m

C) Durch Warmeleitung entsteht eine Schmelze beider § § § 4 §
Flgepartner.

D) Nach dem Abkiihlen der Schmelze entsteht eine § § § 4 §
formstabile Schwei3naht.

Abbildung 1: Aufbauprozess zweier polymerbasierter Ebenen mittels Laserdurchstrahlschweiliens, PC
(transparent) und TPU (absorbierend).

Die  Verbindung  der  Plattformkomponenten PC  und  TPU  mittels
LaserdurchstrahlschweiRens weist jedoch Grenzen in der Langzeitstabilitat®® S8 unter
multifaktoriellen Einflissen wie Druck, Temperatur und Wechselbelastung, né&her
untersucht in Kapitel 5, auf.

3.2 PCR Konzepte auf LoC Systemen

Lab on a Chip Systeme ermdglichen die Implementierung und Automatisierung
biochemischer Assaysl®l. Eine Automatisierung reduziert die Handhabungsfehler wéhrend
der Assayprozessierung und stellt, mit einer einfachen Ergebnisinterpretation, eine robuste
Methode fur die Molekular-Diagnostik dar. Zusatzlich ermdglichen LoC Systeme ein
Fliissigkeitsmanagement auf kleinstem Raum. Northrup realisierte 199317 als erster eine
Polymerase Kettenreaktion auf einem LoC. Er bereitete damit das Feld fir die
Assayintegration von voll automatisierten LoC Systemen vor. Im Gegensatz zur manuellen
Prozessierung der Reagenzien im Blockzykler erméglichen LoC Systeme eine Reduzierung
der Prozesszeit (Heiz-/ Kihlzeiten), indem die thermische zu prozessierende Masse
minimiert wird. Konzeptbedingt kann die thermische Masse bis auf das Reaktionsvolumen
reduziert werden. Einen weiteren entscheidenden Einfluss stellt das Verhéltnis von
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Oberfléache zu Volumen (O/V) da. Je groRer die Oberflache der PCR Funktion (Kammer,
Kanéle) auf dem LoC ist, desto mehr Warmeenergie kann pro Zeiteinheit eingebracht

werden. Als limitierender Faktor stellt sich hier allerdings der negative Einfluss der
Oberflache auf die PCR Reagenzien darf®,

Die PCR Konzepte werden anhand der Realisierung der Temperaturzonen eingeteilt.
Systeme, &hnlich dem Blockzykler, bei denen das Reaktionsvolumen an einer Stelle
verbleibt und damit die PCR Reagenzien inklusive des LoC Systems temperiert werden
miissen, fallen in die Kategorie der ,,Stationary PCR*. Im Gegensatz hierzu konnen auf den
LoCs Konzepte nach dem ,,Continuous Flow PCR* Prinzip realisiert werden. Hier werden
auf dem LoC mehrere permanente Temperaturzonen generiert und die PCR Reagenzien
durch ein fluidisches System zwischen den Temperaturzonen transportiert°l,

3.2.1 Analyse Stationary PCR

Die naheliegende Realisierung einer PCR besteht in der direkten Ubertragung des Konzeptes
der manuellen Prozessierung im Blockzykler auf das LoC[t%12:13:14:15:181 “|n Apbildung 2
ist das Prinzip der Stationary PCR abgebildet.

A B
Heizelement Kammer
% Fluidisches
System
95 °C
72 °C
58 °C
Einlass Auslass

Abbildung 2: Stationary PCR; A) Schematische Darstellung PCR Kammer mit dynamisch regelbarem
Heizelement; B) LoC mit integrierten Funktionen: Filtration, Stationary PCR, Mikroarray!*®l,

Ziel dieser Konzepte muss es sein, die thermische Masse des LoC und des Heizsystems so
gering wie mdglich zu halten, um die Heiz-/ Kuhlzeiten des PCR Reaktionsvolumens zu
reduzieren. Neben verbreiteten Verfahren, die Warme mittels einer Kombination aus
Widerstands-[1%: 15 221 38: 27: 30: 561 petjer-111: 241 oder ITO-2% (Indium Zinn Oxyd) Heizern in
Kombination mit Messing-, Aluminium- oder auch Kupferblocken zu erzeugen, finden sich
gerade hier auch Konzepte auf der Basis von Infrarotstrahlung(’! oder elektromagnetischer
Anregung (Mikrowelle)*8 1 bej denen das Heizsystem keine thermische Masse besitzt.
Auch sind hier Versuchsaufbauten mit mechanisch wechselnden isothermen Heizelementen
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gezeigt!*?, die ebenfalls den thermischen Prozess beschleunigen da die Heiz-/ Kiihlzeiten
der Heizelemente entféllt.

Ein entscheidender Vorteil dieser Systeme ist- neben dem einfachen fluidischen Konzept-
das kleine O/V Verhéltnis. Da die Reagenzien immer an einem Ort verbleiben, ist die
Kontaktflache mit dem PCR Reaktionsvolumen nur durch die Kammergeometrie begrenzt.
Dieser Vorteil ist nur noch bei ,,Oscillation Flow* Systemen gegeben; Kapitel 3.2.2, S. 12.
Weiterhin sind bei Systemen dieser Art die Parameter fir die PCR (Temperaturen,
Haltezeiten und Zyklenzahl) frei einstellbar.

Schwaéchen zeigt dieses Konzept hinsichtlich der zu prozessierenden thermischen Masse.
Bei den meisten Systemen setzt sich diese aus den Massen des PCR Reaktionsvolumens, des
LoCs und des Heizsystems zusammen. Weiterhin ist die Auswahlmaoglichkeit der Detektion
fiir Multiplex-Gen-Analysen begrenzt. Der Nachweis lber Fluoreszenzverfahren®& 26l in
Ein-Kammer-Systemen ist limitiert aufgrund der moglichen Bandbreite der zu
unterscheidenden Emissionsspektren der Fluorophore (QPCR (real-time quantitative PCR),
Detektion von vier Genen?’). Um die Anzahl der zu untersuchenden Gene zu erhohen
konnte, alternativ neben Standardverfahren wie der Gelelektrophoresels: 23 25:27:30; 33,
%6:56:631 ' die Detektion Uber eine gPCR mit vorheriger Probenseparation™*”1 oder einen
Mikroarray™*: 32 161 erfolgen.

3.2.2 Analyse Continuous Flow PCR

Das Merkmal von Continuous Flow Systemen besteht in dem Transport des PCR
Reaktionsvolumens durch statisch erzeugte Temperaturzonen. Dies hat eine Reduzierung
der thermisch zu zyklisierenden Masse im PCR Prozess zur Folge. Hierbei kdnnen die
Systeme in ,,Fixed Loop Flow*, ,,Closed Loop Flow* und ,,Oscillation Flow* eingeteilt
werdent?,

3.2.2.1 Fixed Loop Flow
Das Prinzip der Fixed Loop Flow PCR, Abbildung 3, basiert auf einem fluidischen System,
welches médanderartig durch Temperaturzonen gefuhrt wird.
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Fluidisches
\ System

58 °C

‘ Helzelement

Einlass Auslass
Abbildung 3: Fixed Loop Flow PCR; A) Schematische Darstellung PCR Kanal mit statisch regelbaren
Heizelementen; B) LoC mit Funktion der Fixed Loop Flow PCRE!,

Das sequenzielle Verarbeiten des PCR Reaktionsvolumens und das Eliminieren der
thermischen Masse des LoCs in Bezug auf die Heiz-/ Kiihlzeiten ermdglicht eine schnelle
Prozessierung des PCR Reaktionsvolumens. Dieses Konzept wurde auf vielen LoC
Plattformen umgesetzt[?2: 23: 24; 25 26; 27; 28; 29; 30; 31 32; 33; 34; 35, 36, 371 A\|ternativ zu rein planaren
Plattformen sind hier ebenfalls Plattformen mittels einer drei dimensionalen
Realisierungl®® %7, sowie auch verschiedene Ansdtze von Schlauch-basierten
Plattforment3®: 3% 401 yeroffentlicht, die Charakteristik des Fixed Loop Flow Konzepts bleibt
aber bestehen.

Die einfache Geometrie der Fixed Loop Flow Systeme ermdglicht eine Prozessierung des
Reaktionsvolumens ohne den Einsatz einer komplizierten Steuerung. Es ist auch kein
aufwendiges Flussigkeitsmanagement auf dem LoC erforderlich. Im Regelfall kann die
Prozessierung extern (iber Spritzenpumpen(?4: 26: 33: 35 38; 40,56: 59] req|jsiert werden. Aufgrund
der einfachen Steuerung bedarf der Herstellungsprozess der LoCs ebenfalls nicht
komplizierten Funktionen wie sie z.B. Ventile oder Pumpen in diesen Systemen darstellen.

Negativ wirkt sich neben der groRen Prozessflaichell die eingeschréankte
Programmierbarkeit des Systems durch designbedingte Abhéngigkeiten z.B. fur die
Zyklusanzahl oder die Prozesszeiten auf den entsprechenden Temperaturzonen aus. Die
Reduzierung bzw. Erweiterung des PCR Protokolls um einen oder mehrere Zyklen oder die
Anderung einer einzelnen Haltezeit sind nur durch eine Geometrieanpassung zu
ermdoglichen. Ein entscheidender Nachteil des Konzeptes liegt in der grofRen Oberflache des
fluidischen Systems. Materialabhéngig flhrt eine VergroRerung des O/V Verhaltnisses zu
einer stirkeren Inhibierung der PCR Reagenzienl!”:4Y.  Eine Reduzierung des
Oberfliacheneinflusses kann durch Additive wie PEGI 28 333536:42]  py/pll7;48;42]
BSAIL7: 26:28;33;35:36: 421 gder Tweenl?® 36:42:431  erfolgen. Beschichtungsverfahren von
inhibierenden Materialien mit Parylenell”: 2 31: 44; 45, 46] oder mittels
Silanisierung!t’: 26 28:47: €01 yerden ebenfalls verwendet.
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3.2.2.2 Closed Loop Flow

Closed Loop Flow Systeme erweitern das Konzept der Fixed Loop Flow PCR. Sie zeichnen
sich durch eine zyklisch geschlossene Struktur aus, bei der das fluidische System mehrfach
durchlaufen wird. Dies flhrt zu einer drastischen Reduzierung des O/V Verhaltnisses,
Abbildung 4.

Heizelement

Kammer —>

Fluidisches ~__
System

Einlass |,  Zyklisieren Auslass

Abbildung 4: Closed Loop Flow PCR; A) Schematische Darstellung PCR Kammern mit statisch regelbaren
Heizelementen; B) LoC mit Funktion der Closed Loop PCRI“8l,

Fur Closed Loop Flow Systeme, Abbildung 4, ist das Flissigkeitsmanagement fur die
Prozessierung des PCR Reaktionsvolumens im Bereich mehrerer Mikroliter Uber extern
angeschlossene Spritzenpumpen nicht mehr zu realisieren. Es wird eine aktive Steuerung auf
der LoC Plattform z.B. (ber pneumatisch aktuierbare Ventile[*®l oder ein
magnetfeldbasiertes Flissigkeitsmanagement(*® 5% pengtig. Fir die Prozessierung von
Flussigkeiten im Bereich einiger Nanoliter sind rein thermisch getriebene Systeme nach dem
Konzept der Closed Loop Flow PCR gezeigt®? 521,

Das in diesem Kapitel beschriebene Konzept zeichnet sich durch zwei entscheidende
Vorteile gegeniiber dem Konzept des Fixed Loop Flow Prinzips aus. Da zum Ersten das
gleiche fluidische System in jedem Zyklus durchlaufen wird, verringert sich das O/V
Verhaltnis um den Faktor entsprechend der Anzahl der PCR Zyklen. Des Weiteren ist dieses
Konzept fur LoC Systeme im Bereich mehrerer Mikroliter nur mit Hilfe eines komplexen
fluidischen Fllssigkeitsmanagements zu realisieren, welches die Maglichkeit einer frei
programmierbaren Steuerung der PCR Parameter in Bezug auf Temperatur, Haltezeiten und
Anzahl der Zyklen erméglicht. Neben dem Wegfall der Masse des LoCs in Bezug auf die
thermische zu prozessierende Masse pro Zyklus, lasst sich dieses Konzept zudem meist
platzsparend realisieren.

Schwierig und deswegen auf vielen Plattformen nicht umzusetzen, ist die Realisierung eines
aktiven Flussigkeitsmanagements unter den gegebenen Anforderungen einer PCR. Neben
thermischem und mechanischem Stress wirken sich hier Probleme wie z.B. Luftblasen im
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fluidischen System im Vergleich zum Fixed Loop Flow Ansatz stérker aus. Im Gegensatz
zum Oscillation Flow Ansatz tritt bei diesem Konzept eine starke thermische Belastung an
der Grenze zwischen der Denaturierungszone zur Annealingszone, verursacht durch einen
groRen Temperaturgradienten, aufl®®l. Dies kann zusétzlich eine aktive Kiihlung des LoCs
erforderlich machen.

3.2.2.3 Oscillation Flow

Eine weitere Variante im Vergleich zum Fixed Loop Flow Ansatz stellt das Oscillation Flow
Konzept dar, Abbildung 5. Ahnlich dem Closed Loop Flow Konzept wird hier ebenfalls fiir
jeden Zyklus das gleiche fluidische System benutzt. Das PCR Reaktionsvolumen wird
allerdings nicht zyklisch prozessiert, sondern vor- und rickwaérts durch einen fluidischen
Kanal/ Schlauch transportiert.

Heizelement Kanal ‘l’

\Z Vv 7

— 9

95°C 72°C 58 °C

Kanal ~

(a)

Einlass ZykKlisieren Auslass

7S rd

Abbildung 5: Oscillation Flow PCR; A) Schematische Darstellung PCR Kanal mit statisch regelbaren
Heizelementen; B) LoC mit Funktion der Oscillation Flow PCRP,

Auf der Basis dieses Konzeptes zeichnen sich Plattformen zum einen durch ein geringes
Volumen an PCR Flussigkeit aus, in der Regel bis zu wenigen Mikrolitern. Zum anderen
werden sie meist mittels eines Mehrphasenkonzeptes realisiert[>4 55: 56: 57: 58;59,60:61] ' pyrch
die Prozessierung des PCR Reaktionsvolumens, z.B. wasserbasierte Plugs (PCR
Reaktionsvolumen) umgeben von einem Ol-Volumen (zweite Phase), konnen Systeme mit
einer &hnlichen PCR Effizienz im Vergleich zum Roche LightCycler®® hergestellt
werdent®],

Positiv wirkt sich hier die Realisierung der fluidischen Struktur auf kleinem Raum aus,
vergleichbar mit der des Closed Loop Flow Prinzips. Ebenfalls kénnen die PCR
Prozessparameter (Temperatur, Haltezeit, Zyklenzahl) hier frei tber eine Programmierung
eingestellt werden. Einen grolRen Vorteil bietet dieses Konzept gegeniiber dem Closed Loop
Flow Ansatz einerseits in der einfachen Ansteuerung z.B. (ber extern angebrachte
Spritzenpumpen®®: 57591 ynd andererseits in einer geringeren thermischen Belastung, da die
Denaturierungszone nicht direkt an die Annealingszone grenzt.
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Der Nachteil des Oscillation Flow Konzeptes in der Umsetzung der PCR Prozessierung liegt
in der Notwendigkeit des plugbasierten Ansatzes, der Handhabung mehrerer
Flussigkeitsphasen. Das prazise Flissigkeitsmanagement von kleinen Probemengen stellt
eine Herausforderung gerade in Bezug auf die Kombination dieses Konzeptes mit weiteren
Funktionen auf einem LoC dar.

Abhilfe kann hier die VergroRerung des Reaktionsvolumens schaffen, allerdings verbunden
mit der Umsetzung eines aktiven Flissigkeitsmanagements mittels kammerbasierter
Verdréangung des PCR Reaktionsvolumens auf dem LoC.
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4 PCR Konzept: Drei Kammer Shuttle PCR

Das in dieser Arbeit umgesetzte, erstmalig ausflhrlich charakterisierte und optimierte PCR
Konzept vereint das Oszillationprinzip aus Kapitel 3.2.2.3 mit der Mdglichkeit, grofle
Reaktionsvolumen auf einem kammerbasierten Konzept zu prozessieren. In dem drei
Kammer Shuttle PCR Konzept werden drei isotherme Temperaturzonen auf dem LoC
erzeugt. In jeder der Temperaturzonen ist eine PCR Kammer enthalten. Diese PCR
Kammern sind  fluidisch  sequenziell ~verbunden. Durch  Verwendung des
Verdrangungsprinzips wird die PCR Reaktionsflussigkeit zwischen den PCR Kammern und
damit in verschiedene Temperaturzonen bewegt. Das PCR Konzept und das im Zuge dieser
Arbeit entstandene Einzelfunktionsmuster (EFM) ist in Abbildung 6 dargestellt.

A B
Temperaturzonen
(J Hybridisierung

Kammern

Heizelemente
1

N7
Fluidisches < Elongation
System/ .
Kanal (—‘ Denaturierung
72°C 58 °C
Kammern [

Einlass ZyKlisieren Auslass

7S rd rd

Abbildung 6: Drei Kammer Shuttle PCR (3 KS PCR); A) Schematische Darstellung der 3 Kammer Shuttle
PCR mit statisch regelbaren Heizelementen; B) EFM mit Funktion der 3 Kammer Shuttle und Closed Loop
Flow PCR; zwei Systeme parallel auf einem LoC; Kammern und Ventile grau eingefarbt; Unterteilung der
Kammern in die Heizzonen Denaturierung (95 °C), Hybridisierung (58 °C) und Elongation (72 °C).

Wie auch bei dem Closed Loop Flow PCR Konzept ist fur die Umsetzung des Kammer
Shuttle Konzeptes®® #él ein aktives Fliissigkeitsmanagement, z.B. iiber magnetisch
aktuierbare Ventile®®!, auf dem LoC unumgénglich.

Das System zeichnet sich durch seine kompakte Geometrie und freie Programmierung der
PCR Prozessparameter aus, im Gegensatz zu dem Stationary PCR Konzept. Es ermdglicht
aber zuséatzlich eine schnellere Heiz-/ Kihlzeit aufgrund der geringeren thermisch zu
prozessierenden Masse. Wie auch bei dem Konzept der Oscillation Flow PCR besteht keine
direkte Grenzflache zwischen den Temperaturzonen der Denaturierung und des Annealing.
Dies reduziert den thermischen Stress wéhrend der PCR und erlaubt eine einfache
Realisierung der thermischen Ansteuerung ohne eine aktive Kihlung. Weiterhin ermdglicht
das Kammer Shuttle Konzept die Prozessierung des PCR Reaktionsvolumens im Bereich
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mehrerer Mikroliter, mit dem Vorteil der Nutzung des gleichen fluidischen Systems in jedem
Zyklusdurchlauf. Dies wirkt sich positiv auf das O/V Verhéltnis aus.

Bei Systemen auf Basis dieses Konzepts ist ein designbedingter Faktor ausschlaggebend,
das Verhéltnis von Kammervolumen zu Kanalvolumen. Das Kanalvolumen zwischen den
PCR Kammern beeinflusst direkt die PCR Effizienz gegenuber Systemen, welche eine
Prozessierung des kompletten PCR Reaktionsvolumens pro Zyklus ermdéglichen. Dieser
Effekt tritt auf, da beim Verdrangen der PCR Reagenzien von einer Kammer in die nachste
Kammer das Kanalvolumen substituiert wird. Dieser Einfluss ist mit weiteren Parametern in
einem einfachen Modell in Abbildung 7 am Beispiel einer drei Kammer Shuttle PCR (3 KS
PCR) dargestellt.

A B C
Kammervolumen Verdrangungseffizienz Temperatur
zu Kanalvolumen PCR Kammern Einflusse
100 n $ ><"
S L 13 8 - T
3 90 ' o X = =
2 + + 37,5l 50l x X - I
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Q + X - 50 pl
S AR, - 5!J|37'5 pl =Y H
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Kanalvolumen
+02ul +0,6pl
+0,4 pl 0,8 pul
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Abbildung 7: Theoretische Betrachtung der WC-Effizienz des 3 KS PCR Konzepts anhand designbedingter
EinflussgroRen: A) Kanalvolumen zwischen den PCR Kammern; B) Verdrangungseffizienz der PCR
Kammern; C) Anteil des Reaktionsvolumens auf Solltemperatur.

Fur die theoretische Betrachtung der Einflusse des 3 KS PCR Konzepts ist hier die
Minderung des Reaktionsvolumens (designbedingt), im Vergleich zur idealen Prozessierung
des kompletten PCR Mix, Uber einem PCR Zyklus dargestellt. Variiert wird jeweils eine der
drei  EinflussgroRen; A) Kanalvolumen zwischen den PCR Kammern, B)
Verdréangungseffizienz der PCR Kammern und C) Anteil des PCR Reaktionsvolumens
13 °C auf Solltemperatur. Da in dem 3 KS PCR Konzept keine Kanéle ohne Volumen
realisierbar sind, wird fur die Hochrechnung in B und C ein Kanalvolumen von 0,4 pul,
entsprechend dem in Kapitel 5.4 gezeigtem Design, zugrunde gelegt. Die konzeptbedingte
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theoretische Effizienz, im Folgenden Worst Case Effizienz (WC-Effizienz) genannt,
entspricht dem Quotienten des PCR Reaktionsvolumens zum insgesamt prozessierten
Volumen eines PCR Zyklus. Es wird angenommen, dass in nicht prozessiertem VVolumen im
aktuellen PCR Zyklus kein Produkt amplifiziert werden kann. Ein nicht prozessiertes
Volumen zeichnet sich zum einen durch nicht verdrangtes Reaktionsvolumen, zum anderen
durch die Tatsache, dass ein vorgegebenes Temperaturprofil nicht korrekt durchlaufen
werden kann, aus.

Es ist ersichtlich, dass die Umsetzung des 3 KS PCR Konzepts nicht flr die Prozessierung
weniger Mikroliter Reaktionsvolumen (kleiner 10 pl) geeignet ist. Ansatze®® mit einer
Verdrangungseffizienz von 90 % des Reaktionsvolumens der PCR Kammern wirden bei
einem Reaktionsvolumen von 8 pl eine drastische Reduzierung der WC-Effizienz zur Folge
haben. Hinzukommen wiirde hier noch zusétzlich der negative Einfluss des Kanalvolumens,
Abbildung 7 A.

Neben den designabhangigen Parametern spielt die Temperatur eine entscheidende Rolle.
Werden 6 % (100 % blau zu 94 % gelb, Abbildung 7 C) des PCR Reaktionsvolumen nicht
dem Protokoll entsprechend in dem Intervall von +3 °C Solltemperatur pro Temperaturzone
prozessiert, verringert sich unabhéngig von dem Reaktionsvolumen die WC-Effizienz des
PCR Systems um bis zu 16 %.

Zusammengefasst muss bei einem angestrebten Reaktionsvolumen von 25 ul, einem
Kanalvolumen von 0,4 pl, einer optimalen Verdrangung und thermischen Prozessierung
(Annahme), in einem auf drei Kammern basierten PCR Konzept mit einer Minderung der
WC-Effizienz von 6,4 % (100 % - 93,6 %, Abbildung 7 A) gegeniber einem idealen System
gerechnet werden. Die PCR Effizienz des hier gezeigten Designs wird in Kapitel 6.5.3
experimentell ermittelt.
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5 Plattformtechnologie des LoC Systems

Ein  Schwerpunkt der Dissertation ist die Adaption einer bestehenden
Plattformtechnologief® 6671 an  multifaktorielle Einfliisse, die bei komplexen
mikrofluidischen  Netzwerken mit Anforderung wie Temperatur, Druck und
Langzeitstabilitadt auf kleinem Raum umgesetzt werden mussen. Hierfur wird in diesem
Kapitel der Fokus auf die Flgeverbindung mittels Definition eines Anforderprofiles,
Adaption der Materialien, Aufzeigen von Belastungsgrenzen (ber experimentelle und
simulative Verfahren gelegt. Die Rahmenbedingungen hierflir werden zum einen durch das
Anforderungsprofil einer PCR (Temperatur, Langzeitstabilitdt), zum anderen durch das
Konzept der 3 KS PCR (Kanalvolumen zu Reaktionsvolumen, Oberflache zu Volumen
Verhaltnis) festgelegt. Weiter ber die Steuerung der Ventile auf der mikrofluidischen
Plattform  (Druck, = Wechselbelastung)  sowie  herstellungsbedingte  Faktoren
(Massenfertigung, Stlickkosten, Herstellungszeit). Vorgestellt wird das Design erstens flr
die 3 KS PCR, Abbildung 8, zweitens fur das Herstellungsverfahren zweier Aufbaukonzepte
sowie drittens die Umsetzung der Erkenntnisse hinsichtlich der Herstellung von
Einzelfunktionsmustern (EFM 3 KS PCR) und von voll automatisierten Lab on a Chip (LoC)
Systemen.

A B

Versiegelung der PCR Kammern
Pneumatikebene und Ventile

Ebene fir pneumatische
und fluidische Interaktionen

Membran, E——
pneumatisch zu aktuieren,
Flussigkeitsmanagement

Ebene fir pneumatische und
fluidische Interaktionen

Abbildung 8: EFM 3 KS PCR; A) CAD des EFM 3 KS PCR; B) Aufgebautes 3 KS PCR EFM mit zwei PCR
Stréngen, Vorder- und Rickseite, PCR Kammern (Anzahl 6) und Ventil (Anzahl 2) grau eingeféarbt.

Eine detaillierte Beschreibung des EFM inklusive aller Funktionen folgt in Kapitel 5.4.2.
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5.1 EinflUsse Laserschweil3en

Bei der Umsetzung des 3 KS PCR Prinzips ist konzeptbedingt, Kapitel 4, der Einfluss des
Kanal- zu Reaktionsvolumens mit entscheidend, beschrieben in Kapitel 3.2.2 S.14. Mit Blick
auf die Umsetzung eines Escherichia coli (E coli) Assay™®! auf Basis dieser
Plattformtechnologie, zeigt sich eine systembedingte Grenze: Der Abstand zwischen
Funktionen (Ventile, Pumpen, Kammern,...) auf dem LoC, die thermischen Prozessen
ausgesetzt sind; ,,[...] Wie sich bei den Dichtheitsversuchen bei 95°C gezeigt hat, ist [...]
die geringe Temperaturbestandigkeit der Schweil3ndhte ein [...] Thema. In der praktischen
Anwendung wird dieses Problem [...] durch lokales Aufheizen der Polymerase-
Kettenreaktionskammer auf dem Testchip [...] unter Vermeidung einer Erwarmung der
SchweiBnihte geldst [...]<¢ S8, Ohne eine Adaption des Fiigeprozesses miisste der Abstand
der drei PCR Kammern zur Vermeidung einer Delamination der Figeverbindung
entsprechend grol? gewéhlt werden, was sich negativ auf die WC-Effizienz des Konzeptes
auswirkt.

Spezieller Fokus liegt in der Charakterisierung Kapitel 5.2 auf folgenden Einfliissen.

e Abstand zwischen den Funktionen auf dem LoC:
Der Abstand zwischen den PCR Kammern definiert zusammen mit dem
Kanalquerschnitt das Volumen, welches nicht in den PCR Prozess eingebunden ist.

e Temperaturbestandigkeit der Schwei3nahte:
Die zu erreichenden Grenzwerte der Temperaturen sind zum einen durch die PCR
Schritte Denaturierung 94 °C, Annealing 54 °C und Elongation 72 °C[120 S84 festgelegt.
Zum anderen sind sie durch Funktionen wie die Detektion ber einen Mikroarray oder
eine thermische Lyse bestimmt.

e Druckbestandigkeit der SchweiRnahte:
Die Realisierung der Schaltlogik (Ventile, Kammern und Pumpen) auf dem LoC wird
mit einem druckgesteuerten Konzept!'®l umgesetzt. Die Geometrie einer PCR Kammer
ist direkt abhéngig von der pneumatischen Belastbarkeit der Fligeverbindung. Es gilt, je
groReren Druck die Fugeverbindung standhélt, desto starker kann die Membran
ausgelenkt, bzw. desto sphérischer kann das Kammerdesign ausgelegt werden. Dies
wirkt sich auf das Oberflichen/ Volumen Verhdltnis aus, welchem das
Reaktionsvolumen ausgesetzt ist. Angestrebt wird eine Druckbestdndigkeit von
mindestens 150 kPare bei Denaturierungstemperatur.

e Langzeitstabilitat der Fugeverbindung:
Mit Bezug auf die Standard PCR Laufzeit im Blockzykler von tber 100 Minuten, einer
Hybridisierungszeit von Mikroarrays von bis zu 60 Minuten, Kapitel E und weiteren
Funktionen wie Lyse, Aufreinigung, Mischen und Pumpen, Kapitel 7, die auf einem LoC



5 Plattformtechnologie des LoC Systems 19

zu realisieren sind, muss die Plattform alle Funktionen in vollem Umfang Uber einen
Zeitraum von mindestens 160 Minuten zur Verfligung stellen kénnen.

Zusétzlich zu den direkt untersuchten Einfliissen in Kapitel 5.2 kdnnen Aussagen uber die
Reproduzierbarkeit und Zuverlassigkeit unter Einsatzbedingungen getroffen werden. Dies
ist moglich durch die Anzahl der durchgefiihrten Charakterisierung der 3 KS PCR in
Tabelle 8. Die Ausfallrate ist bei 140 Experimenten auf den 3 KS PCR
Einzelfunktionsmustern mit < 3 % bestimmit.

5.2 Validierung Laserschweil3prozess

Aufbauend auf den Erkenntnissen von Schmidt®S) basiert die Adaption des
LaserschweiRprozesses, Kapitel 3.1, auf der Annahme, dass ein Verandern des
Herstellungsprozesses von einem fokussierten hin zu einem defokussierten Schweil3prozess
die Nahtfestigkeit der Fugeverbindung erhoht. Die Defokussierung bewirkt eine
Strahlaufweitung; die absorbierende Ebene wird nicht mehr punktuell, sondern, bei einem
mit 90° zur Filgeebene einfallenden Laserstrahl, durch eine kreisformige Laserflache
aufgeschmolzen. Schmidt stellte fest: ,,[...] Die Entfernung vom Fokus des Lasers bringt
zundchst eine Erhohung der Stirnabzugskrafte und auch der Nahtfestigkeit mit sich [...]
Wird die Entfernung zum Fokus jedoch zu groB [...] sinkt die Festigkeit wieder. Vermutlich
reicht dann die mittlere Energie [...] nicht mehr zur Erzeugung einer ausreichend
flieRfahigen Schmelze an beiden Grenzflachen [...] aus[...]*1 S&1. Begrenzt wird das Laser-
Prozessfenster fiir die Herstellung der Schweinaht von Schmidt zum einen durch eine
niedrige gemessene Festigkeit bei maximaler Defokussierung (10 mm), zum anderen ist
festzustellen, dass bei einem hohen Energieeintrag Material aus dem Zentrum der
SchweiBbahn verdrangt oder zerstort wird® S481,

Die Anpassung des Herstellungsprozesses in dieser Arbeit basiert auf der Annahme, dass ein
defokussiertes Schweilen in Verbindung mit ber den Laser eingekoppelter Energie
ausreichend gute Verbindungen erzeugt. Zuséatzlich wird angenommen, dass uber die Dicke
der Flgepartner das Laser- Prozessfenster erweitert werden kann und damit alle Kriterien an
das LoC System erftllt sind.

5.2.1 Eingrenzung des Prozessfensters fr Laserschweil3prozesse

Fur die Adaption der Plattformtechnologie an die Anforderungen einer 3 KS PCR bzw. an
die grundsatzlichen Voraussetzungen fiir komplexe fluidische Netzwerke, wurde die Dicke
der auf Ether basierenden Polyurethan®! Membran® (TPU) von (25 +2,5) um auf
(100 £10) um erweitert. Dies vergroRert, wie in Kapitel 5.2.2 gezeigt, das Prozessfenster des
laserbasierten Fugeprozesses und erleichtert die manuelle Herstellung der LoCs. Der fir den
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Aufbau der Priifkdrper verwendete Laserstand®! war vorhanden und ist mit einer
entsprechenden  Charakterisierung® S5 gegeben. Eine grobe Eingrenzung der
Herstellungsparameter erfolgte optisch Uber Sichtprifung der SchweilRverbindung der
Polycarbonat basierten starren, transparenten Ebene (PC)[8 mit der flexiblen TPU Membran
(absorbierende Schicht, Kapitel 3.1).

Nicht verschweif3t

el
4 y'§

Nicht verschweif3t

" 02mm 02mm | 02 mr!n

Abbildung 9: Festlegen der Laser-Prozessgrenzen Uber optische Bewertung, Aufsicht durch transparente PC
Ebene auf absorbierende TPU Membran; A) untere Laser- Prozessgrenze, Verfahrgeschwindigkeit
30 mm sec’?, Wiederholfrequenz 500 kHz, Laserleistung 300 mW, Defokussierung -15 mm; B) Valide Laser-
Prozessparameter; Verfahrgeschwindigkeit 30 mmsec?, Wiederholfrequenz 500 kHz, Laserleistung
1000 mw, Defokussierung -15 mm C) obere Laser- Prozessgrenze Verfahrgeschwindigkeit 30 mm sec,
Wiederholfrequenz 500 kHz, Laserleistung 2500 mW, Defokussierung -15 mm.

In Abbildung 9 ist die visuelle Eingrenzung der Prozessparameter fur die Charakterisierung
der Fligeverbindung mittels Laserdurchstrahlschweillens dargestellt. Die untere Grenze A)
zeichnet sich durch eine inhomogene Abgrenzung der Schweif3naht zur umgebenden, nicht
verschweillten Flache aus. In B) ist eine optisch gute Verschweilung gezeigt. Die
Abbildung C) zeigt die obere Grenze des Laser- Prozessfensters. Hier lassen sich
stellenweise inhomogene Ré&nder der SchweiRnaht feststellen. Zusétzlich ist ein heller
Streifen in der Mitte zu erkennen, welcher verursacht wird durch die Verdrangung oder
Pyrolyse der TPU Membran.
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In Abbildung 10 sind die Ergebnisse der optischen Eingrenzung fir die Defokussierung des
untersuchten Laser- Prozessfenster von 5, 10, 15 und 20 mm gezeigt.

Optische Eingrenzung des Prozessfensters
5000

4000

3000

2000

Laserleistung [mMW]

1000

0 20 40 60 80 100 120
Verfahrgeschwindigkeit [mm/ sec]

Prozessgrenzen je Defokussierungsabstand
I 5mm T10mm T 15mm [ 20mm

Abbildung 10: Optische Eingrenzung des Laser- Prozessfensters, Festlegen der oberen und unteren Grenze;
Variiert wurde die Verfahrgeschwindigkeit, Laserleistung und Defokussierung; Wiederholfrequenz 500 kHz.

Es zeigt sich, dass die optische Eingrenzung einen Uberblick gibt iiber den mdglichen
Bereich eines Laser- Prozessfensters fur die Herstellung der PC/ TPU basierten Plattform.

Zusétzlich kénnen Uber die ermittelte SchweiRbahnbreite, exemplarisch in Abbildung 11
gezeigt, folgende Aussagen getroffen werden:

e Je groRer der Defokus, desto hoher liegt die obere Grenze des Laser- Prozessfensters.
e Je groRer der Defokus, desto groRer ist die Absorptionsflache.
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Untersuchung der Schweil3nahtbreite
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Abbildung 11: Einfluss der Verfahrgeschwindigkeit auf Schweiflnahtdurchmesser; Variiert wurde die
Verfahrgeschwindigkeit, Laserleistung und Defokussierung; Wiederholfrequenz 500 kHz.

Betrachtet man die Schweillnahtbreite z.B. bei einer Verfahrgeschwindigkeit von
110 mm sec™ fir die Defokussierung von 5 und 15 mm, so kann unter der Annahme einer
kreisformigen Absorptionsflache eine VergroRerung derselben um den Faktor 1,6 ermittelt
werden. Die obere Grenze des Prozessfensters bei diesen Parametern (1500 mW zu
3500 mW) differiert um den Faktor 2,3. Theoretisch sollten beide Faktoren identisch sein,
da die Pyrolyse des Materials TPU von den Parametern Laserleistung pro Flache,
Einwirkdauer und Warmediffusion abhangt. Zu erkldaren ist dieser Effekt mit einer
homogeneren Verteilung der Laserenergie bei hoherer Defokussierung, verursacht durch ein
flacheres Gauf3profil des Laserstrahls. Dieser Zusammenhang ist in Abbildung 12 zusétzlich
zu dem Einfluss der Laserleistung auf das Profil dargestellt.



5 Plattformtechnologie des LoC Systems 23
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Abbildung 12: Zusammenhang zwischen Leistungsdichte (GauBverteilung) und Defokussierungt® Sl
A) Einfluss der Defokussierung bei konstanter Laserleistung; B) Einfluss der Defokussierung bei variierender
Laserleistung.

Innerhalb der eingegrenzten Laser- Prozessparameter wurden Untersuchungen der
Fugeverbindung auf Druckbestédndigkeit bis 300 kPare, bei Temperaturen bis 95 °C und
einer Prozesszeit von bis zu drei Stunden durchgeftuihrt. Hierbei wurde das Augenmerk auf
die Herstellung einer groRen Absorptionsflache durch den Laserstrahl auf der TPU Membran
gerichtet. Dies wurde erreicht durch eine Defokussierung von 10 mm - 20 mm. Neben einem
groReren Laser- Prozessfenster bietet dies gegenlber kleineren Absorptionsflachen den
Vorteil, dass Schwankungen der Absorptionsflache, verursacht durch ein Auslenken des
Laserstrahls aus dem Zentrum heraus (kreisformiges zu ovalem Profil), weniger ins Gewicht
fallen als bei kleinen Defokussierungen. Dies ist gerade bei der Ubertragung der
Herstellungsparameter von Einzelfunktionsmustern, Kapitel 6, auf LoC Systeme, Kapitel 7,
mit entscheidend.

5.2.2 Prozessfenster Laserschweif3en von PC zu TPU

Nach dem optischen Eingrenzen des Laser- Prozessfensters, fiir verschiedene Fokuslagen,
werden die Anforderungen an die Plattformtechnologie untersucht. Diese sind gegeben
durch das pneumatische Flussigkeitsmanagement, die fir die PCR benétigte
Denaturierungstemperatur und die fir den PCR Prozess bendétigte Langzeitstabilitat der
LoCs. Die Validierung erfolgt Giber eine Druckprifung von Einzelfunktionsmustern. Fiir die
pneumatische und thermische Validierung wurden Prifkorper hergestellt, welche mit
identischen Parametern von beiden Seiten mittels Konturschweil3ens, Kapitel 3.1, tber
LaserschweiRen gefugt werden. Der Aufbau einer Priifkammer ist in Abbildung 13 gezeigt.
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A B C
Erste Schweil3naht 5 mm
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_ &

Durchloch Prifkammer Zweite Schweiflnaht UHU® Endfest 300
7,6 mm zu 0,4 mm

Abbildung 13: Prifkoérper fur Druckprifung PC zu TPU Schweilung; A) CAD Dreilagenaufbau;
B) Schematische Darstellung Querschnitt durch Priifkammer; C) Bild einer Priifkammer vor der Druckpriifung,

Verfahrgeschwindigkeit 30 mm sec!, Wiederholfrequenz 500 kHz, Laserleistung 900 mW, Defokussierung
-15 mm.

Die Prufkorper werden mittels eines Silikonschlauchs kontaktiert und schrittweise Uber

einen Druckregler belastet. Eine schematische Darstellung des Versuchsaufbaus ist in der
Abbildung 14 gezeigt.

500 kPa 24V

Temperaurregelung

N
Raumtemperatur/ Fluss
95°C Ja/ Nein

Druckregler

0-
300 kPa |

y

Durchflusssensor

0-
300 kPa |

Heizplatte

Abbildung 14: Schematische Darstellung des Priifstands fiir pneumatische und thermische Validierung der
Prifkdrper.

Unter anderem ermoglicht die Steuerung des Versuchsstandes uber LabVIEW in
Abbildung 14 eine Programmierung folgender Priifparameter:
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e Temperatur der Heizplatte, Raumtemperatur/ 95 °C.

o Aufheizzeit der Heizplatte/ Aufwarmvorgang des Prifkorpers.

e Thermische Belastung von bis zu drei Stunden ohne Druck.

e Pneumatische Belastung (Berstversuche), schrittweise Druckerhéhung von 10 kPa alle
30 Sekunden bis zum maximalen Prufdruck von 300 kPare.

In Abbildung 15 ist die Auswertung der Charakterisierung des Laser- Prozessfensters fiir die
Materialkombination PC verschweil3t mit TPU fir eine Defokussierung von 10 mm, 15 mm
und 20 mm dargestellt. Gezeigt werden Berstversuche (x- Achse) die:

e den Mittelwert aus drei Messungen darstellen (y- Achse).

e eine pneumatische Belastung, mit (rot) bzw. ohne (blau) thermische Beanspruchung,
der Prifkorper zeigen (maximal moglicher Prufdruck 300 kParei).

o eine Charakterisierung beziliglich der Langzeittemperaturstabilitat Giber den Zeitraum
von drei Stunden vermitteln.
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Defokussierung um 20 mm
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Abbildung 15: Auswertung der pneumatischen und thermischen Validierung des Prozessfensters fiir
Laserschweillprozesse PC zu TPU; Mindestanforderung an Druckbestandigkeit ist 150 kPaye;
A: Defokussierung zur Fokusebene 10 mm; B: Defokussierung zur Fokusebene 15 mm; C: Defokussierung zur
Fokusebene 20 mm.

Anhand der Ergebnisse, gezeigt in Abbildung 15, kénnen folgende Aussagen getroffen
werden:

e Bei RT erfullen alle Parameter mit einer Fokusverschiebung von 10 mm und 15 mm die
Kriterien der Druckbestandigkeit bis 150 kPar. 90 % der Messungen erreichen den
Maximaldruck (Prifstand) von 300 kParel. Unter Einbeziehung der thermischen
Beanspruchung kann in keiner der Messungen der Maximaldruck nachgewiesen werden.
In allen Fallen mindert der thermische Einfluss den erreichten Druck im Vergleich ohne
die thermische Belastung.

e Nachgewiesen wurde bei einer  Defokussierung von 15mm, einer
Verfahrgeschwindigkeit von 30 mm sec™ und einer Laserleistung von 1200 mW eine bei
95 °C erreichte mittlere Druckbestandigkeit der Schweil3naht von 260 kPare. Ebenfalls
sind hier die Anforderungen an die Langzeitstabilitat ber drei Stunden bei 95 °C erreicht
worden (Parameter A).

e Vergleichbar gute Ergebnisse wurden bei einem Defokus von 15 mm, einer
Verfahrgeschwindigkeit von 20- 30 mm sec™ und einer Laserleistung von 600- 900 mwW
bei 95 °C erzielt. Hier ist neben einer Temperaturbestandigkeit der Schweil3néhte tber
drei Stunden eine Druckbestandigkeit von 200- 220 kPars bei 95 °C ermittelt
(Parameter B).

e Die oben positiv ermittelten Parameter legen das Laser- Prozessfenster der PC zu TPU
SchweiBung fest. Es zeigt sich, dass mit einer Defokussierung von 15 mm, einer
Verfahrgeschwindigkeit von 20- 30 mmsec? und einer Laserleistung von 600-
1200 mW Schweilinéhte erzeugt werden konnen, die alle Kriterien erfillen. In diesem
Prozessfenster werden durchschnittlich Schweil3néhte mit einem Durchmesser von 300-
400 pm, nach Abbildung 11 erzeugt.
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e Bei 93 % aller gemittelten Laser- Prozessparameter mit thermischer Belastung, wurde
bei einer Druckbestdndigkeit der Prifkammern kleiner 50 kPare  keine
Langzeitbestandigkeit der SchweilRnahte bei 95 °C festgestellt.

Die Hypothese, dass eine vierfach dickere TPU Membran ein groReres Prozessfenster fiir
den LaserschweiRprozess ermdglicht, ist damit bestatigt. Entscheidend ist jedoch, dass Uber
diese Charakterisierung Laser- Parameter ermittelt worden sind, die den multifaktoriellen
Ansprichen eines komplexen fluidischen Netzwerkes gerecht werden.

Es ist erfolgreich ein druck- und temperaturbestandiges Laser- Prozessfenster fir die
Umsetzung des 3 KS PCR Konzeptes festgelegt worden. So sind die Anforderungen an eine
kleine SchweiRflache (Nahtbreite 300- 400 um), eine Temperaturbestandigkeit von bis zu
95 °C, eine Druckbestandigkeit von bis zu 150 kPare und einer thermischen Belastung von
uber drei Stunden, Kapitel 5.1, fiir die PC zu TPU Schweil3naht erfullt.

Die thermische Belastung der SchweiRnahte ist bei den gewahlten Rahmenbedingungen als
der entscheidende Einflussfaktor, bezogen auf die Stabilitit/ Belastbarkeit der
Fugeverbindung, identifiziert.

Weiterhin wurde festgestellt, das in 93 % der gezeigten Messungen unter thermischer
Belastung eine Langzeitstabilitat der Schweillnédhte bei 95 °C nicht gegeben war, wenn eine
Druckbestandigkeit der Fligeverbindung kleiner 50 kParel ermittelt wurde.

Abschlielend anzumerken ist die einfachere Handhabung der 100 pum dicken Membran im
Gegensatz zu einer Membran von 25 um Dicke. Effekte wie die statische Aufladung der
Membran (z.B. Anhaftung an Bauteilen oder Aufbauten) oder auch der Einfluss der
Oberflachenspannung (z.B. bei der Reinigung mit Lésemitteln) behindern die manuelle
Prozessierung und sind bei einer 100 um dicken Membran in ihren negativen Auswirkungen
weniger relevant.

5.2.3 Prozessfenster Laserschweif3en von PC zu PC

In diesem Abschnitt wird das Schweildverfahren auf die Einsatzmdoglichkeit der Fligung
zweier PC Ebenen untersucht. Der Herstellungsprozess der Priifkorper fir die Validierung
der PC zu PC Fiigung mittels LaserschweiRens wurde mittels eines Diodenlaserst®]
umgesetzt. Neben einer grofReren N&he zu einem liniengerechten Herstellungsprozess, z.B.
Justage der Bauteile (iber Anschlidge, Uberwachung aller Prozessparameter und die
Umsetzbarkeit einer automatisierten Herstellung, ist hier die Moglichkeit der Strahlformung,
Variation des Gaulprofils, integriert. Die Erzeugung einer Laserfliche mittels
Defokussierung, Kapitel 5.2.2, ist durch den Einsatz von Linsen im Strahlengang des Lasers
vereinfacht. Die in den Laser integrierten Elemente erzeugen ein ,,M* Profil, welches einen
homogeneren Energieeintrag und damit das Einkoppeln groferer Leistungen als beim



5 Plattformtechnologie des LoC Systems 28

Diodenlaser!® in Kapitel 5.2.2 ermoglicht. Die weitere Charakterisierung, sowie der Aufbau
der EFMs und der LoCs erfolgt auf dem Laserstand[®°l.

Fur die Validierung des PC zu PC SchweiRprozesses ist neben der Betrachtung der
Rahmenparametern in Kapitel 5.1 das Hauptaugenmerk auch auf die Erzeugung von
SchweiRnahten auf vordefinierten Strukturen gerichtet. Schematisch ist dies in
Abbildung 16 dargestellt.

A B C
Laserschweil3prozess Laserschweil3prozess Laserschweil3prozess
auf Strukturen verschiedene Materialien
Vorher Nachher Vorher Nachher Vorher Nachher

PC
—>
PC =5 [ 8 = =28 =
—=>
TPU Erstarrte Schmelze/ PC TPU PC

Schweilnaht
Abbildung 16: Schematische Darstellung vor und nach dem Laserschweillprozesses; A) LaserschweilRprozess

PC (transparent) zu TPU (absorbierend), flachige Schweilung; B) Laserschweilprozess PC zu PC,
Schweillung auf Strukturen; C) Laserschweilprozess PC zu PC und TPU, Schweiung auf Strukturen.

Der Fugeprozess auf vordefinierten Strukturen in Abbildung 16 B) ermdglicht die
Verarbeitung verschiedener Materialien in einer LoC Ebene C) und erweitert mit Hilfe des
Fugeprozesses, Abbildung 17, das Funktionsspektrum der LoC Plattform.
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Abbildung 17: Laserbasierte Fiigeprozesse fiir LoC Plattformen; A) Fiigeprozess fur PC zu TPU Flgeverfahren
nach Schmidt(®; B) Fiigeprozess fiir die Charakterisierung PC zu PC Fiigeverfahren.
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Der Prufkorper, der die Spezifikation der PC zu PC SchweilRung erflllt und mit dem
Fugeprozess aus Abbildung 17 B) hergestellt ist, wird in Abbildung 18 dargestellt.

A B C

Durchloch  Zweite Schweinaht; Erste Schweillnaht;
PC1zuPC2 PC1zuTPU

Prifkammern Dritte SchweiRnaht; UHU® Endfest 300
15 zu 0,4 mm PC2zuPC3

Abbildung 18: Prifkérper fur Druckprifung PC zu PC SchweiSung; A) CAD Dreilagenaufbau mit Materialien
PC und TPU in einer Ebene; B) Schematische Darstellung Querschnitt durch Prifkammer; C) Bild einer
Priifkammer vor der Druckpriifung; PC zu TPU: Verfahrgeschwindigkeit 50 mm sec*, Wiederholfrequenz
CW, Laserleistung 1600 mW, Anpressdruck 400 kPari; PC zu PC: Verfahrgeschwindigkeit 50 mm sec?,
Wiederholfrequenz CW, Laserleistung 2170 mW, Anpressdruck 600 kPaye.

Die Eingrenzung des Laser- Prozessfensters der Fugeverbindung mehreren PC Ebenen
erfolgte nach Abbildung 9 durch visuelle Analyse. Hier ist das Laser- Prozessfenster auf
einen Bereich (Laserleistung) von 2170 mW bis 2740 mW eingegrenzt worden. Parameter
hierbei sind: Verfahrgeschwindigkeit von 50 mmsec?, Wiederholfrequenz CW,
Anpressdruck Probe ans Glas 600 kParer.

Der Prifstand, beschrieben in Kapitel 5.2.2 Abbildung 14, wurde fiir eine optimierte
thermische Kontaktierung, bessere Prozessuberwachung, des Prifkérpers durch ein
Wasserbad auf der Heizplatte erweitert. Durchgefiihrt wurde die Charakterisierung bei einer
gemessenen Temperatur des Wasserbads von 95 °C.

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Versuchsreihe der Validierung der PC zu PC
Fugeverbindung gezeigt, Abbildung 19. Gezeigt werden Berstversuche von Prifkérpern,
hergestellt mit unterschiedlicher Laserleistung (x- Achse). Der maximal zur Verfligung
stehende Druck liegt, limitiert durch den Prifstand, bei 300 kPare. Unterschieden wird hier
in Prufkorper bei denen die Belastungsgrenze der Fligeverbindung erreicht wurde (rot) und
Prifkorper bei denen die Fugeverbindung den Belastungen nicht nachgegeben hat (grun).
Fur die Prufung der Belastbarkeit der Filgeverbindung wurde der Druck von
Umgebungsdruck bis zum maximalen Prifdruck schrittweise alle 30 Sekunden um 10 kPa
erhéht.
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Charakterisierung PC zu PC Schweif3ung bei 95 °C
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Abbildung 19: Auswertung der pneumatischen und thermischen Validierung des Prozessfensters fir
LaserschweiRprozesse PC zu PC.

Anhand der Vermessung der 45 Prifkammern, Abbildung 19, kénnen folgende Aussagen
getroffen werden:

e Vier Prifkammern, mit der Laserleistung von 2200 mW und 2600 mW, haben den
Versuch zerstorungsfrei bei einer Belastung von bis zu 300 kPare durchlaufen.

e Die niedrigste Belastbarkeit kann in Kammern, hergestellt mit den Laserleistungen
2280 mW und 2630 mW, bei gemessenen Driicken von 30 kParel, 60 kParer und 70 kPares
nachgewiesen werden.

e Werden die drei Messungen mit einem Berstdruck Kkleiner 100 kParer als zu
vernachlassigende Ausreif3er definiert, wird im Schnitt eine Belastungsgrenze von 180-
280 kPare erreicht.

Ein eingeschrénkter Nutzen fur einen reproduzierbaren Flgeprozess ist durch den letzten
Fugeschritt (2 Fugeschritt PC zu PC, Abbildung 17) gegeben. In diesem Schritt werden zwei
nicht kompressible Ebenen verschweiflt. Im Gegensatz zum vorletzten Figeschritt
(1 Fugeschritt PC zu PC, Abbildung 17) kénnen hier Unebenheiten im Material nicht durch
externe  Hilfsmittel (z.B. Silikonunterlage) ausgeglichen werden. Eine der
Grundvoraussetzungen, der Kontakt der Flgepartner fir eine ausreichende

Warmeleitung!® S281 zwischen den Fiigepartnern, ist dadurch nicht mehr gegeben. Dieser
Einfluss ist in Abbildung 20 gezeigt.
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Abbildung 20: Figung nicht kompressibler Materialien, links: schematische Darstellung des Fugeaufbaus,
rechts: Einfluss von Unebenheiten im Fugeprozess auf die Schweinaht; A) Fugung zweier PC Ebenen mit
Silikonmatte zum Ausgleich von Unebenheiten; B) Fugung zweier PC Ebenen ohne Ausgleich von
Unebenheiten.

Es wurde gezeigt, dass die Verschweillung zweier nicht kompressibler Materialien (PC zu
PC) mdglich ist, alle untersuchten Parameter, Abbildung 19, erfullen im Schnitt die
Bedingung der pneumatischen Druckbestéandigkeit von mindestens 150 kParei bei einer
thermischen Belastung von 95°C. Als HaupteinflussgréfRe auf einen reproduzierbaren
Herstellungsprozess wurde hier das Konturschweien von zwei nicht kompressiblen
Materialien identifiziert. Unebenheiten an den Fiigestellen verhindern eine Kontaktierung
der Materialien. Die unabdingbare Voraussetzung fuir den Flgeprozess, die Warmeleitung
zwischen den Fugepartnernt® S281 st damit nicht reproduzierbar zu gewéhrleisten.

5.3 Prozesstechnologie Laserschweil3en

In Kapitel 5.2.3 wurde gezeigt, dass die Verschweiung zweier nicht kompressibler Ebenen
(PC) in einem groRen Laser- Prozessfenster mit einer Laserleistung von 2100 mW bis zu
2700 mW zu realisieren ist. Limitiert wird der Prozess durch eine nicht sicherzustellende
Kontaktierung der Fuigepartner im Figeschritt zweier starrer Ebenen ohne den Einsatz von
Hilfsmitteln (z.B. Silikonunterlage, 3 mm Dicke). Unter Verwendung von kompressiblen
Unterlagen im Herstellungsprozess, die diese Kontaktierung gewahrleisten, sind
reproduzierbare Figeverbindungen realisierbar, Abbildung 20 A). Auf Basis dieser
Erkenntnisse wird in diesem Abschnitt eine Prozesstechnologie vorgestellt, die den Aufbau
von vierlagigen LoCs und dadurch die Realisierung von drei Ebenen fur fluidische und
pneumatische Funktionen, bereitstellt. Fir die Umsetzung des vierlagigen Aufbaus wird das
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bisher bekannte SchweilRkonzept, unter Berlicksichtigung der Integrierbarkeit in den
aktuellen Herstellungsprozess und im Hinblick auf Massenfertigung und Kosten, erweitert.

5.3.1 Prozesstechnologie Laserschweil3en vierlagiger PC/ TPU
Plattformen

Im Gegensatz zu der bisherigen Prozesstechnologie unterscheidet sich das in Abbildung 21
gezeigte Verfahren dadurch, dass sich die Fligeebene der zu kombinierenden Materialien
von der Absorptionsebene unterscheidet. Fiir die Bildung einer Schmelze beider Fligepartner
ist der Warmetransport durch das absorbierende Material entscheidend. Die Kombination
aus Warmetransport und Aufschmelzen der Materialien, Kapitel 3.1, direkt an der
Absorptionsebene spielt keine Rolle.

A B
Laser Laser

PC Silikon
Absorptions- Absorptionsebene

L= >

& Fiigeebene . -3
Silikon Figeebene —5

e —_—

Abbildung 21: Schematische Darstellung der Prozesstechnologie, Trennung von Absorptions- und Fligeebene;
A) Absorptionsebene identisch mit Fligeebene; B) Absorptionsebene ungleich Fligeebene.

Aufgrund der Feststellung in Kapitel 5.2.3, dass flur die Herstellung einer PC zu PC
Verbindung ein grofRes Laser- Prozessfenster zur Verfigung steht und eine optische
Eingrenzung daflr ausreicht, wurden fir die Charakterisierung dieser Prozesstechnologie
keine direkten Untersuchungen der Schweinahte auf Temperatur- und Druckbestandigkeit
durchgefihrt.

Um eine Schmelze an der Fligeebene, Abbildung 21 B), erreichen zu kdnnen, muss ein
ausreichender Warmetransport von der Absorptionsebene hin zur Fugeebene erfolgen.
Hierfir wurde zum einen die Laserleistung im Vergleich zu Kapitel 5.2.3 erhéht, zum
anderen die  Verfahrgeschwindigkeit  verringert. Die ermittelten  Parameter;
Verfahrgeschwindigkeit 25 mm sec?, 3700 mW, Wiederholfrequenz CW und 300 kParel
Anpressdruck der Probe; flhren zu einer optisch durchgangigen Verschweillung der
Flgepartner.

Mit diesem Prozessschritt ist der Flgeprozess fir LoCs in drei Schritte zu unterteilen,
gezeigt in Abbildung 22.
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Abbildung 22: Schematische Darstellung der Prozessschritte fiir die LoC Herstellung, Umgesetzt fiir die
Herstellung von Einzelfunktionsmuster Kapitel 6 und LoCs Kapitel 7.

Fur die Charakterisierung der 3 KS PCR mittels eines pentaplex PCR Systems, Kapitel 6
und der Integration der Funktionen 3 KS PCR und Mikroarray, Kapitel 7, sind 140
3 KS PCR EFMs und drei LoCs nach dem Schema Abbildung 22 aufgebaut worden. Die
Ausfallrate der in diesem Kapitel gezeigten Erweiterung der Prozesstechnologie betragt in
den Versuchen 0 %.

5.3.2 Prozesstechnologie Laserschweil3en mit Oberflachenbeschichtung

Der negative Einfluss groRer Oberflachen mancher Materialien auf die PCR Reagenzien bei
Lab on a Chip Systemen ist bekannt( 41 In friihen Untersuchungen, Robert Boscht*, der
Materialien PC und TPU mittels eines Blockzyklers wurde ein negativer Einfluss des
Materials TPU auf die PCR Reagenzien festgestellt. Eine Mdglichkeit, diesem Einfluss
entgegenzuwirken, ist die Zugabe von Additiven wie PEG, PVP, BSA oder Tween zu den
PCR Reagenzien['”:28:33.36.41.48] "Ejne Alternative hierzu stellt die Beschichtung der LoC
Komponenten mit bioinerten Stoffen dar. Im Gegensatz zu der Zugabe von Additiven zu den
Reagenzien unterliegt ein Beschichtungsverfahren meist Anforderungen, die vom
Fugeverfahren oder dem Zeitpunkt der Beschichtung abhéngen.

In diesem Abschnitt wird die erfolgreiche Umsetzung eines Herstellungsprozesses,
basierend auf der Prozesstechnik in Kapitel 5.2.3 Abbildung 16, vorgestellt. Die auf dieser
Plattform eingesetzten Materialien, Polycarbonat und Polyurethan, sind in VVorversuchen auf
ihre Vertraglichkeit mit den PCR Reagenzien untersucht worden. Die EXxperimente
(Konzentrationsreihe) mit der TPU Membran zeigen bei niedrigen Polymerase und gDNA
Konzentrationen einen negativen Einfluss auf die generierte PCR Produktmenge (Gelbild-
Analyse). Daraus folgt das angestrebte Ziel: Die Oberflachenbeschichtung der TPU
Membran.
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Spezifisch fur die hier gezeigte Prozesstechnologie und im Hinblick auf die Integrierbarkeit
der Oberflachenbeschichtung in die LoC Plattform, Kapitel 7, sind folgende Bedingungen:

Die flachige Beschichtung der Materialien, die fiir den Fligeprozess bendtigt werden, ist
nicht zulassig. Eine Beschichtung an der Flgestelle verhindert das Vermischen der
Fugepartner beim Schweilvorgang, Kapitel 3.1.

Die Beschichtung eines LoCs nach der Herstellung ist nicht umzusetzen, da in diesem
Schritt Funktionen wie z.B. der Mikroarray oder der Filter mit in den
Beschichtungsvorgang einbezogen wurden.

Die Temperatur darf im Beschichtungsvorgang 95 °C nicht Uberschreiten. Auf diese
Temperatur wurden die Langzeitbestédndigkeit der Schweilndhte in Kapitel 5.2.2 hin
charakterisiert.

Die TPU Membran erfillt Ventilfunktionen auf dem LoC und muss bis zu 10 %
Dehnung tolerieren. Die beschichtete TPU muss entweder ebenfalls 10 % Dehnung
tolerieren (100 % der TPU Membran sind im PCR Prozess beschichtet), oder es entsteht
Rissbildung (90 % der TPU Membran sind im PCR Prozess beschichtet).

Die Dicke der Beschichtung wird auf unter 1 um festgelegt, dies entspricht 10 % der
Herstellungstoleranz der TPU Membran(®®! (100 £10) pum.

Die Langzeitbestandigkeit der Beschichtung in Luft oder unter Lagerung von Schutzgas
muss Uber 2 Jahre gewahrleistet sein.

Durch die Verwendung der Beschichtung in einem PCR System miissen Temperaturen
von 95°C und eine mechanische Belastung (ber die Laufzeit von 160 Minuten
storungsfrei erreicht werden kdnnen, Kapitel 5.1.

Die Beschichtung sollte neben bioinerten Eigenschaften eine Diffusionsbarriere fir
Gase, wassrige Losungen und Losemittel darstellen. Damit ergeben sich weitere
Einsatzfelder, z.B. in der direkten, flissigen Vorlagerung von Reagenzien auf dem LoC.

Die in dieser Arbeit umgesetzten und in der PCR Charakterisierung untersuchten
Beschichtungen, Kapitel 6.7.4, sind iiber CVDI"0 S35t (Chemical Vapour Deposition) und
PECVDI"0S513t1 (plasma Enhanced Chemical Vapour Deposition) Verfahren hergestellt
worden. Sowohl die Parylene CU'Y, als auch die PTFE[? (Polytetrafluorethylen)
Oberflachenbeschichtung wurden erfolgreich mit der Prozesstechnologie Abbildung 23
umgesetzt.
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Abbildung 23: Prozesstechnologie mit Implementierung beschichteter Oberflachen (TPU); A) Beschichtung
der TPU in den Flgeprozess eingebunden; B) TPU einseitig vor dem Figen beschichtet;
C) Fugeprozess fir die Realisierung beschichteter LoCs nach Schritt A oder B.

Die erfolgreiche Umsetzung der gezeigten Prozesstechnologie ist in Abbildung 24
dargestellt. Im direkten Vergleich mit der Prozesstechnologie ohne beschichtete Oberflachen
zeigt sich, dass fur die Fligung von LoC Systemen mit Beschichtung die doppelte Fligeflache
fur den Aufbau der Plattform bendtigt wird.

Ventil; TPU;_ TPU
PTFE Beschichtung

Pneumatisches System

3 KS PCR; TPU;

Fluidisches System PTFE Beschichtung

Abbildung 24: 3 KS PCR EFM; Hergestellt mit Prozesstechnologie nach Abbildung 23, Ventil und PCR
Kammern einseitig mit PTFE (grau) beschichtet; PC zu TPU: Verfahrgeschwindigkeit 50 mm sec,
Wiederholfrequenz CW, Laserleistung 1600 mW, Anpressdruck 400 kPaye.

In Abbildung 24 wird das 3 KS PCR EFM gezeigt. Zu sehen sind neben dem pneumatischen
und fluidischen System ein Ventil und die drei PCR Kammern. Fir den Prototypen wurde



5 Plattformtechnologie des LoC Systems 36

die TPU einseitig mit einer grau eingefarbten PTFE Beschichtung versehen. Nach
Freistellung des Ventils und der PCR Kammern mit anschlieBendem Figen der PC
Komponenten mittels einer unbeschichteten TPU, besteht jetzt nur noch an einer Seite der
fluidischen Kandéle direkter Kontakt zwischen der TPU Membran und des PCR
Reaktionsvolumens. In Kapitel 6.7.4 wird die erfolgreiche Umsetzung der TPU
Oberflachenbeschichtung mittels einer Parylene C und einer PTFE Beschichtung dargestellt.
Bei der Charakterisierung der vier PCR Versuche ist kein Ausfall in Bezug auf die
Prozesstechnologie festzustellen.

5.4 Auslegung und Design der 3 KS PCR

In Kapitel 3.2.2 Abbildung 7 sind die Einflisse auf die Effizienz der 3 KS PCR theoretisch
untersucht worden. Identifiziert wurden hier die Haupteinflussfaktoren: Kanalvolumen
zwischen den PCR Kammern, Verdrangungseffizienz der PCR Kammern und Anteil des
PCR Reaktionsvolumens auf der richtigen Prozesstemperatur. Im Kapitel 5.2 sind die
Herstellungsparameter des Fugeprozesses der LoC Plattform im Hinblick auch die
Anforderungen an komplexe fluidische Netzwerke untersucht und die Grenzen der
Prozesstechnologie aufgezeigt worden. Dieser Abschnitt setzt sich zum Ziel, die gewonnen
Erkenntnisse in ein optimiertes Design fir die Anwendung der 3 KS PCR umzusetzen.
Hierfir wurden neben empirischen Ermittlungsverfahren auch Simulationsmodelle in
COMSOL erstellt.

5.4.1 Auslegung des Abstandes von Funktionen

Einer der Haupteinflussfaktoren auf die Effizienz der 3 KS PCR ist das Kanalvolumen
zwischen den PCR Kammern. Dieses Volumen wird neben dem Querschnitt des Kanals
durch dessen L&nge definiert. Der Abstand der Kammern (Funktionen) hdngt von zwei
GroRen ab. Zum einen wird der Abstand begrenzt durch die Flache, die hinsichtlich einer
erfolgreichen Flgung (Festigkeit, Temperaturbestdndigkeit, Wechselbelastung) der
Plattform bendtigt wird, Kapitel 5.2.1 Abbildung 10, zum anderen durch den Abstand der
Schweifl3bahn zur Funktion. Dartber hinaus ist in jedem Prozessschritt der manuellen
Herstellung eine Positionierungstoleranz der Bauteile zu beriicksichtigen. Ein zu geringer
Abstand fuhrt einerseits dazu, dass die Schmelze, erzeugt im Schweillprozess, die TPU
Membran in der Funktion verformt, Abbildung 25. Andererseits bewirkt ein zu geringer
Abstand, dass flussiges Material in die Funktion (Kanal, Kammer) gedrtckt wird.
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Abbildung 25: Funktion Ventil mit verformter TPU Membran; Variierende Abstande der SchweiRnaht zur
Funktion; Ergebnisse erzeugt durch Maskenschweifen bei Robert Bosch®; A) Abstand SchweiRnaht zur
Funktion O pm, stark verformte Membran am Ventilsitz; B) Abstand Schweinaht zur Funktion 200 pm,
verformte Membran am Ventilsitz; C) Abstand Schweif3naht zur Funktion 400 um, keine verformte Membran
am Ventilsitz.

Fur die Flgeprozesse der Materialien PC zu TPU ist ein Mindestabstand von 500 um
(400 um Schweil3nahtbreite) Aufllenkante Schweilinaht zu AufRenkante Kammer (Funktion)
als Grenzwert, inklusive einer Toleranz von 50 um in jedem Arbeitsschritt, definiert. Flr die
Umsetzung beschichteter Oberflachen, Beschichtungen der TPU Membran mit Parylenen
oder PTFE, werden zwischen zwei Funktionen drei Schweindhte a 500 pm Breite bendtigt,
Kapitel 5.3.2 Abbildung 23. In der Summe ist der Abstand zwischen Funktionen unter den
gegebenen Anforderungen an Temperatur, Druck- und Langzeitbestandigkeit einerseits und
dem Einsatz beschichteter Oberflachen andererseits, auf 2500 pm festgelegt.

5.4.2 Auslegung der PCR Kammern

Ein entscheidender Einflussfaktor in Bezug auf die theoretisch maximal zu erreichende WC-
Effizienz der 3 KS PCR stellt die Verdrangungseffizienz der PCR Kammern dar,
Kapitel 3.2.2 Abbildung 7. Ein Beispiel: Wird zum einen die theoretische Betrachtung auf
Plattformen mit einer Verdrangungseffizienz von 90 % bei einem Reaktionsvolumen von
8 ul angewendet® und zum anderen ein Kanalvolumen von 0,075 pl und keine
temperaturbedingten Einflisse vorausgesetzt, liegt die theoretisch maximal zu erreichende
WC-Effizienz bei etwa 56 % gegeniber einem idealen System, das diesen Einflissen nicht
unterliegt.

Fur eine optimale Verdrangung des PCR Reaktionsvolumens aus den Kammern wurde das
Design anhand folgender Anforderungen ausgelegt:

e Das Reaktionsvolumen betragt 25 pl.

e Aktuierungsdruck der Membran ist definiert zwischen -70 kParei und +75 kParel.
e Das Oberflachen zu Volumen Verhaltnis muss klein gehalten werden.

e Die Kammerbreite ist durch die Breite der Heizfinger auf 6 mm beschrénkt.
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¢ Die Bauteildicke der starren PC Korper ist auf 1,2 mm begrenzt.
e Der Spritzguss erfordert eine Wandstéarke von 0,6 mm.

Im ersten Schritt wurde die Umsetzung der Anforderungen tber ein zwei dimensionales
Modell in Comsol realisiert. Untersucht wird das Auslenkverhalten der 100 um TPU
Membran bei verschiedenen Driicken (0- 13 kParel) und einem Kammerdurchmesser von
6 mm. Dieser Bereich wird tber die maximale Auslenkung der TPU Membran, 0,6 mm bei
13 kParer in Abbildung 26, definiert. Eine Validierung des Modells erfolgt mittels einer
optischen Charakterisierung. Hierfiir wurde auf die TPU Membran eines Prototyps unter
einem Mikroskop fokussiert, Fokusebene 1. Durch Anlegen eines Drucks lenkt sich die TPU
Membran aus, Fokusebene 2. Ermittelt wird die Differenz zwischen den Fokusebenen 1 und
2 Uber einen Abstandsmesserl’l. Die fur die Simulation der TPU Membranauslenkung
nétigen Parameter sind: Elastizititsmodul”™ 12 MPa; Dichtel® 1150 kg m® und
Poissonzahl®! 0,45,

Die Simulationsdaten zeigen eine hohe Ubereinstimmung mit den gemessenen Daten, wie
in Abbildung 26 zu sehen ist. Fiir eine weitere Auslegung des Designs wird dieses Modell
als Basis verwendet werden.

TPU Membranauslenkung unter pneumatischer Belastung
Vergleich von Simulation zu Experimenten

0,7

0,4

Ll

0.3 + Optische Charakterisierung | |

02 ‘t <+ Simulation

Membranauslenkung [mm]

0 5 10 15
Druck [kPa]

Abbildung 26: Gegenuberstellung der Ergebnisse Simulation und Experimente der TPU Membran Auslenkung
bei 0- 13 kPaye;, Kammerdurchmesser 6 mm.

Bei einem Druck von 13 kPare und einem Kammerdurchmesser vom 6 mm wird die 100 um
dicke TPU Membran um 600 um ausgelenkt.

In einem zweiten Schritt wurde das Modell durch eine Begrenzung der maximal zuléssigen
Kammertiefe (600 um) erweitert. Bei einer pneumatischen Belastung der TPU Membran mit
75 KkParer und einem Durchmesser der Kammer von 6 mm stellt sich folgendes Ergebnis ein,
Abbildung 27.
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Abbildung 27: Schematische Darstellung der Auslenkung der TPU Membran bei 75 kPa und einem
Kammerdurchmesser von 6 mm; A) Ergebnis der Simulation, Festlegung des Auslenkwinkels;
B) Querschnitt einer Kammer mit optimiertem Design.

Aus Abbildung 27 B) ist ersichtlich, dass die Einflihrung einer schrdgen Kammerwand mit
einem Winkel von 66,5° bei einem angelegten Druck von 75KkPa und einem
Kammerdurchmesser von 6 mm die Verdrangungseffizienz des Reaktionsvolumens durch
die TPU Membran aus der Kammer optimiert. Im Vergleich zu einem Design mit z.B.
senkrechten ~ Kammerwanden kann hier, unter Vernachlassigung maoglicher
Fertigungstoleranzen im  Spritzguss und Unebenheiten in der TPU, die
Verdréangungseffizienz um bis zu 30 % gesteigert werden. Des Weiteren erfillt dieses
Design die Anforderungen an die maximale Tiefe und Breite der Kammer unter
Berlcksichtigung eines maoglichst kleinem Oberflachen/ Volumen Verhéltnisses von
2,8 mm™ pro PCR Kammer.

Aus der theoretischen Auslegung ist folgendes 3 Kammer Shuttle Design abgeleitet worden,
Abbildung 28 A).
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Abbildung 28: 3 KS PCR EFM; A) CAD des 3 KS PCR EFM; B) Aufgebautes 3 KS PCR EFM mit zwei PCR
Strangen, Vorder- und Rickseite, PTFE beschichtete TPU (grau).

Das gezeigte Design zeichnet sich durch ein Totvolumen von 0,4 ul pro Kanal zwischen den
PCR Kammern aus, welches theoretisch die PCR WC-Effizienz um 6,4 % (Kapitel 4),
gegenubergestellt zu einem System ohne den Einfluss dieses Volumens, mindert.

Des Weiteren ist ersichtlich, dass hier zwei 3 KS PCR Systeme auf einem EFM gespiegelt
nebeneinander mit dem Abstand von 2,5 mm realisiert sind. Dies ermdglicht zum einen eine
groRere Anzahl an Experimenten unter identischen Bedingungen, Kapitel 6.5.2, zum
anderen erdffnet sich die Mdoglichkeit, auf einem 3 KSPCR EFM Experimente und
Kontrollen (Detektion von Kontamination, Kapitel 6.4.6) zeitgleich zu prozessieren.

5.5 Zusammenfassung Plattformtechnologie

Vorgestellt wurde die Optimierung, Anpassung und Erweiterung einer Prozesstechnologie
fir polymerbasierte LoC Systeme mit dem Anspruch, komplexe fluidische Netzwerke
realisieren zu konnen. Es ist bei dieser Dissertation gezeigt worden, dass die
Prozesstechnologie den multifaktoriellen Anforderungen gerecht wird. Die Anforderungen
sind im Einzelnen: a. die Temperaturbestandigkeit bis zu 95 °C, b. eine pneumatische
Belastung bis 260 kParel, C. eine Langzeitbestandigkeit bis zu drei Stunden und d. eine
Realisierung auf kleiner Flache (<500 um Durchmesser der Schweinaht). Der minimale
Abstand von Funktionen auf dem LoC System wurde mit 2,5 mm ermittelt. Es wurde ein
Fugeprozess zur Oberflachenbeschichtung gezeigt, der zu dem bestehenden Konzept der
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Aufbau- und Verbindungstechnik kompatibel ist. Funktionen wie die Filtration und der
Mikroarray werden nicht beeintrachtigt, da die Beschichtung der Materialien vor dem
Zusammenschweiflen der Komponenten erfolgt. Die Beschichtung der TPU Membran in den
PCR Kammern und einem Ventil wurde erfolgreich umgesetzt. Die Beschichtungen mit
Parylene C und PTFE erlaubten die Adaption der Eigenschaften der TPU in Bezug auf die
Biokompatibilitdt und physikalischen Eigenschaften. Dabei mussten keine Kompromisse
hinsichtlich der Prozesstechnologie (Laserschweilen) oder auch in Bezug auf die
Anforderungen an den LoC eingegangen werden.

In dieser Arbeit ist eine Prozesstechnologie flr die Erweiterung des dreilagigen hin zu einem
prozesskonformen vierlagigen Plattformkonzept umgesetzt worden. Dies ermdglicht die
Implementierung von drei Ebenen sowohl fir fluidische als auch fir pneumatische
Interaktionen, welche in diesem Platformkonzept fir die Realisierung von Ventilen benétigt
wird. Erfallt wurden dabei die Anforderungen an die Prozessparameter der PCR, der
pneumatischen Kontaktierung sowie auch an die Langzeitbestdndigkeit. Gleichzeitig sind
Basisbedingungen wie die einfache Umsetzung sowie niedrige Herstellungs- und
Materialkosten erfiillt (Spritzguss fir Stiickzahlen >1 * 10°). Auch Rahmenparameter in
Bezug auf die Herstellung der LoCs tiber Massenfertigungsverfahren lieRen sich realisieren.

Das Design der 3 KS PCR wurde auf die bekannten Parameter hin untersucht und optimiert.
Designabhangig wurde die theoretische WC-Effizienz dieses Konzeptes auf dieser Plattform
mit einer 6,4 % geringeren WC-Effizienz bestimmt im Vergleich zu Konzepten ohne diese
designbedingten Einfliisse. Damit ist eine Umsetzung dieses PCR Konzeptes auf eben dieser
Plattform sinnvoll, im folgenden Kapitel 6 wird zusatzlich die PCR Performance dieses
Konzeptes auf dieser Plattform untersucht.

5.6 Ausblick Plattformtechnologie

Die gezeigte Prozesstechnologie erfillt die Anforderungen an einen kostengunstigen
Herstellungsprozess mit der Option fir die Massenfertigung. Basis des hier gezeigten
Fugeprozesses stellt das Konturschweillen da. Die ermittelten Laser- Prozessfenster
ermdglichen eine Herstellung der LoCs in wenigen Minuten (92 Sekunden Schweil3zeit fur
LoC). Begrenzt ist die Prozesszeit jedoch durch die Verfahrgeschwindigkeit des Lasers von
20- 50 mm sec’. Die Adaption des auf konturschweiRen- basierenden Prozesses hin zu
Flgeverfahren auf der Basis von z.B. MaskenschweifRen, kénnte die Prozesszeit hier in den
Bereich von Sekunden senken.
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Im letzten Kapitel wurde die Weiterentwicklung der Aufbau- & Verbindungstechnologie
beschrieben. Es ist jetzt moglich, tber einen LaserschweilR3prozess eine mikrofluidische
Plattform fur komplexe Systeme herzustellen, die den Anforderungen an den Systemdruck
und die Temperatur Uber die Prozesszeit gerecht wird. Dieses Kapitel dient der
Charakterisierung der Einzelfunktion der 3 KS PCR. Hierfiir wird neben einer thermischen
Charakterisierung erfolgreich die PCR in Bezug auf die Endpunktbestimmung an PCR
Produkt, die Effizienz und das Limit of Detection des 3 KS PCR EFM in Verbindung mit
einer Auswertung tber einen Mikroarray analysiert. Zusatzlich gezeigt sind Optimierungen
in Bezug auf die Prozesslaufzeit unter Zuhilfenahme einer Multiplex caMRSA8 PCR. Hier
wird unter den Rahmenbedingungen der industriellen Einsetzbarkeit die erfolgreiche
Amplifizierung von finf Genen in unter 30 Minuten Prozesszeit gezeigt. Weiterhin ist die
Oberflachenbeschichtung aus Kapitel 5.3.2 im 3 KS PCR EFM mit den Beschichtungen
Parylene C und PTFE dargestellt.

Ein Ziel dieser Arbeit ist die zeitliche Optimierung einer PCR auf einer druckgetriebenen
Plattform. Die PCR ist eine Methode, mit der DNA Fragmente exponentiell vervielfaltigt
werden konnen. Der enzymatische Amplifizierungsprozess wird meist tiber das Durchlaufen
von zweit*® bis dreil”® Temperaturzonen realisiert, in dieser Arbeit wird die Umsetzung
einer drei Temperaturzonen PCR vorgestellt. Die Prozessschritte sind unterteilt in[t20 S8471:

e Denaturierung: In dieser Phase wird die Verbindung (Wasserstoffbriicken) zwischen den
Basenpaarstrangen der DNA (dsDNA, doppelstrangige DNA) geltst, man erhélt zwei
komplementéare DNA Strange (ssDNA, einzelstrangige DNA). Mit entscheidend hierbei
ist das Erreichen bzw. Uberschreiten der Denaturierungstemperatur von > 90 °C.

e Primerhybridisierung: Diese Phase dient der Anlagerung der Primer (Forward und
Reverse Primer) an die ssDNA. Die richtige Hybridisierungs-Temperatur ist abhangig
vom Schmelzpunkt der Primer, bestimmt durch die Lange und die Primersequenz. Als
Faustregel gilt, je hoher die Temperatur, desto spezifischer lagern die Primer an der
ssSDNA an. Zu niedrige Temperaturen kénnen zu einer unspezifischen Bindung fuhren,
Mutationen einzelner Basenpaare (SNPs) wirden nicht detektiert.

e Elongation: In dieser Phase werden die angelagerten Primer durch die Polymerase
entlang der ssDNA synthetisiert. Flr diesen Prozess werden freie dNTPs (Nukleotide)
komplementdr zur ndchsten sSDNA Base angebaut. Die entscheidenden
Prozessparameter hier sind a) die Temperatur, bei der die Polymerase optimal das
Produkt verlangert und b) die Geschwindigkeit (auch Temperaturabhéngig), mit der die
Polymerase mittels einem freien Nukleotid den Primer Strang verlangert. Uberlagert sich
die optimale Temperatur der Elongation mit der optimalen Temperatur der
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Primerhybridisierung, kénnte ein PCR Konzept mit zwei Temperaturzonen umgesetzt
werden.

Fur die Prozesszeit eines PCR Zyklus sind zwei Punkte ausschlaggebend:

e Die Zeit, die ben6tigt wird, um die biologischen Vorgénge auf einem Temperaturniveau
zu realisieren.

e Die Heiz-/ Kiihlzeiten, die ben6tigt werden, um die Reagenzien auf die verschiedenen
Temperaturen zu bringen.

Der Vorteil einer PCR auf einem Lab on a Chip System liegt, neben der Mdglichkeit einer
Automatisierung, auch in der Reduzierung der Heiz-/ Kuhlzeiten. Ziel dieser Arbeit ist unter
anderem die zeitliche Optimierung des PCR Systems von Rupp[¢l. Hier wurde eine PCR
nach dem Stationary PCR Konzept, Kapitel 3.2.1, realisiert. Die Optimierung basiert in
erster Linie auf der Umsetzung eines Shuttleprinzips, Kapitel 4. Diese Konzeptanderung
ermdoglicht eine Reduzierung der zu zyklisierenden thermischen Masse, die an einem PCR
Zyklus beteiligt ist, Abbildung 29 und Formel F. [1].

A B
Kammer Heizelement « o
N 7~
* Fluidisches
System

SR sa°c | 72°C |} 58°C
Lo Kammern [ J [

58 °C , _

Einlass Auslass Einlass Zyklisieren Auslass

re

Abbildung 29: Schematische Darstellung der PCR Konzepte on Chip; A) Ein Kammer PCR; B) 3 KS PCR.

Die thermische zyklisierte Masse in Abbildung 29 A) setzt sich zusammen aus der Masse
des zu prozessierenden Reaktionsvolumens, dem umgebenden LoC und der Masse des
Heizelements (F. [1]). In dem Konzept B) wird die zyklisierte thermische Masse auf die
Masse des zu prozessierenden Reaktionsvolumens reduziert (F. [2]).

Q= (Mpp * Cpp + Myoc * Croc + Myg * Cyg) * AT F.[1]
Q= mpp * CPF * AT F [2]
Q Warmemenge

m Masse

c Spezifische Warmekapazitét

AT Temperaturdifferenz

PF PCR Reaktionsvolumen

LoC Lab on a Chip

HE Heizelement
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Stellt man das Ein-Kammer PCR System von Rupp[™® der hier untersuchten 3 KS PCR
gegenliber  (gleiches Reaktionsvolumen, vergleichbare Plattform, vergleichbares
Temperaturprofil), ist durch die Reduzierung der thermischen Masse die Heiz-/ Kihlzeiten
des Reaktionsvolumens in einem PCR Zyklus um 68 % senkbar (Ergebnis der Messungen
gezeigt in Kapitel 6.8).

6.1 Messstand 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster

Im Zuge der Anderung des PCR Konzeptes zu Rupp!® wird sowohl ein Messstand fiir die
Charakterisierung der 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster als auch fiir die Charakterisierung
der LoCs, Kapitel 7, entworfen. Die Anforderungen an den Messstand sind gegeben durch
die Plattformtechnologie Kapitel 5 und die VVorgaben an Reproduzierbarkeit, Zuverléssigkeit
und Sicherheit:

e Die Aufnahme der Plattform Abbildung 28 auf Basis der Prozesstechnologie Kapitel 5.

e Die Realisierung von drei isothermen Temperaturzonen, Abbildung 6, fur die 3 KS PCR.

e Eine kostengunstige und robuste Realisierung der Temperaturzonen.

e Die Justage des 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters tiber Anschlage.

e Eine zuverlassige und reproduzierbare thermische Kontaktierung des 3 KS PCR
Einzelfunktionsmusters.

¢ Die thermische Kontaktierung des 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters von zwei Seiten.

e Die Verwendung eines einfachen Ansteuer- und Regelkonzeptes.

e Die Bereitstellung von mindestens drei pneumatischen Anschlissen.

e Eine einstellbare Flussrate der pneumatischen Anschliisse fir 12,5 pl s

e Ein Versorgungsdruck der 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster mit bis zu 300 kParei.

e Die thermische Uberwachung von bis zu 13 Messpunkten.

e Eine Absicherung gegen Brandgefahr.

Der Messstand, Abbildung 30 und Abbildung 31, erfullt diese Anforderungen. Er ist
unterteilt in die Ansteuereinheit mit der pneumatischen Steuerung und der
Temperaturregelung/  -UOberwachung und in die Prozessierungsstation fur die
Einzelfunktionsmusteraufnahme. In Tabelle 1 sind die einzelnen Komponenten des
Messstandes aufgefuhrt.
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Abbildung 30: Blockschaltbild PCR Messstand 3 KS PCR EFM.

Mit Ausnahme des Computers wurde der Messstand in eine DNA Arbeitsstationl’”]
integriert. Das gewabhrleistet einen kontaminationsfreien Ablauf.

A B

14 9 12 13 Einzelfunktionsmuster 1 2 3 5

Abbildung 31: Messstand 3 KS PCR EFM bestehend aus; A) Ansteuereinheit; B) Prozessierungsstation;
Komponenten sind Tabelle 1 zu entnehmen.
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Tabelle 1: Komponenten Messstand 3 KS PCR EFM.

Nr. | Komponenten Prozessierungsstation

1 Klemmvorrichtung Aluminium; Aufnahme des 3 KS PCR EFMs

2 Heizfingeraufnahme  Polyamid; thermische Entkopplung Heizfinger zu
Klemmvorrichtung

3 Heizfinger Messing; erzeugen stationare Heizzonen

4 Federstifte Polyamid-Pin; gewahrleisten Andruck der Heizfinger
zum LoC

5 Thermoelemente Typ K; liefern Temperaturen der Heizfinger(™®!

6 Widerstandsheizer 20 Ohm; 12 vl

7 Thermosicherung +145 °C; Uberhitzungsschutz®!

8 Lufter 12 V; Kiihlung des Messstandes nach PCRI8

Nr. | Komponenten Ansteuereinheit

9 Ventilbank 40 Ventile; Schaltzeit ~5 ms; Aktuierung von
Ventilen/ Kammern on Chipt®2

10 | Kapazitdten 100 ml; RC Kombination flr Schaltzeiteneinstellung
Ventile on Chip; wenige ms bis ~2 sf& 84

11 | Drosselventile

12 | NI DAQ 9478 4 Karten; Mess-; Steuer- und Regelelektronik®

13 | NI DAQ 9211 4 Karten; Messelektronik; Temperaturiiberwachung
der Heizfinger und Raumtemperatur®®

14 | DC Wandler 24V zu 12 V Wandler®®

15 | Pneumatische Druckluft 75 kPaye; Unterdruck 70 kPaye

Versorgung

Nicht in Abbildung 31 enthalten.

NI PS 10
Filter
PC

Power Supply 24 V8]
Kontaminationsschutz der Ventilbankel®”!

LabVIEW:; Benutzeroberflache und
Temperaturregelung(®!

6.2 Prozessierungsstationen 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster

Im Zuge der Arbeit werden zwei Konzepte fiir die Realisierung der Temperaturzonen,
Abbildung 6, auf den 3 KS PCR Einzelfunktionsmustern entwickelt.

Hierbei

stehen zum einen die Kosten und eine geringe Fehleranfalligkeit der

Prozessierungsstation in Bezug auf die Justage der 3 KS PCR EFM den Anforderungen an
ein optimales thermisches System gegenliber. Der Fokus dieses thermischen Systems liegt
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auf einer homogenen Temperaturverteilung in den PCR Kammern, verbunden mit einer
optimalen Heizrate.

Konzept 1: einseitige thermische Kontaktierung

Die Umsetzung des Konzepts 1 hat sein Augenmerk auf den Einsatz im industriellen
Bereich. Ziel ist es, mit wenigen Bauteilen die Anforderung von drei Temperaturzonen
sicher zu realisieren. Die Prozessierungsstation Konzept 1 ist in Abbildung 32 dargestellt.

A B

Isolation 98 °C Druck Flussigkeit

v

&—— |solation
&—pPC

TPU

&—PC

.—
Heizer, 102 °C

Isothermaler T PCR
EFM Heizer, 102 °C Zustand Kammer

Druck

Abbildung 32: Prozessierungsstation mit thermischer Kontaktierung des 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters
von einer Seite, Konzept 1; A) Bild der Prozessierungsstation mit eingelegtem 3 KS PCR EFM,;
B) Schematische Darstellung, Querschnitt durch eine mit Flussigkeit gefullte PCR Kammer mit ausgebildetem
Temperaturprofil, Temperaturen Heizer zu Flussigkeit 102 °C zu 98 °C gemessen in Kapitel 6.3.2.1.

Konzept 2: zweiseitige thermische Kontaktierung

Im Konzept 2, Abbildung 33, liegt der Schwerpunkt auf der Optimierung der thermischen
Voraussetzungen auf dem 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster. Ziel ist die Ausbildung eines
homogeneren Temperaturprofils im Vergleich zum Konzept 1. Dies bewirkt einerseits, dass
die Flussigkeit in der PCR Kammer im Vergleich zum Konzept 1 einheitlich auf der
Solltemperatur liegt, sich kein Offset von 4 °C zwischen den Heizern zur Flissigkeit
einstellt. Andererseits wird insgesamt mehr Wéarmeenergie im Vergleich zum Konzept 1 in
das 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster eingebracht. Dies verkirzt die Heiz-/ Kihlzeiten in
einem PCR Zyklus um bis zu 23 %, Kapitel 6.3.2.2.
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Abbildung 33: Prozessierungsstation mit thermischer Kontaktierung des 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters
von zwei Seiten, Konzept 2; A) Bild der Prozessierungsstation mit eingelegtem 3 KS PCR EFM;
B) Schematische Darstellung, Querschnitt durch eine mit Flissigkeit gefullte PCR Kammer mit ausgebildetem
Temperaturprofil, Temperaturen Heizer zu Flussigkeit 98 °C zu 98 °C gemessen in Kapitel 6.3.2.2.

Fur die Validierung der thermischen Konzepte werden 3 KS PCR EFM mit
Thermoelementen® hergestellt. Die Thermoelemente sind in das fluidische System
eingebaut, die Messstelle befindet sich in der Mitte der PCR Kammern. Die Stabilitat dieser
praparierten Einzelfunktionsmuster ist flir den Einsatz unter Anwendungsbedingungen-
sowohl ein mit Flussigkeit gefilltes fluidisches System als auch das Tolerieren von
Schaltvorgangen unter thermischer Belastung- gegeben. Die thermische Charakterisierung
in Kapitel 6.3.2.1 und 6.3.2.2 erfolgt anhand der gemessenen Temperaturen in jeder der drei
PCR Kammern. Ein 3 KS PCR EFM mit drei eingebauten Thermoelementen ist in
Abbildung 34 dargestellt.
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Thermoelement Typ T

(= =] ' B Fluidisches System

Abbildung 34: 3 KS PCR EFM mit Maéglichkeit der thermischen Charakterisierung; Thermoelementel®! ins
fluidische System eingebracht; A) 3 KS PCR EFM mit drei implementierten Thermoelementen;
B) VergroRerung der mittleren PCR Kammer.

6.3 Thermische Charakterisierung

Grundlage fur die Charakterisierung der 3 KS PCR in Kapitel 6.5 ist eine thermische
Untersuchung des 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters mit Ansteuerung lber den Messstand.
Die thermische Untersuchung ist unumganglich, da der Einfluss der Temperatur in Kapitel 4
als einer der drei Haupteinflussfaktoren bei dem 3 KS PCR Konzept identifiziert wurde. Fur
die thermische Charakterisierung wird als Basis das PCR Protokoll** fiir die Prozessierung
des caMRSAS8 Assays auf dem Blockzykler genutzt. Im ersten Schritt wird der Blockzykler
charakterisiert. Anhand dieser Daten werden Anforderungen definiert und die
Prozessierungsstationen anhand dieser Kenngré3en charakterisiert.

6.3.1 Thermische Charakterisierung des Referenzsystems

Um die Anforderungen an das 3 KS PCR System zu definieren, ist als Referenzsystem der
Blockzykler® von Eppendorf herangezogen worden. Das gegebene PCR Protokoll,
Tabelle 2, legt hierbei den zu erreichenden Standard fest. Fur die Messungen werden
Thermoelemente des Typs T class 11 in je 25 pl Wasser in PCR Tubes platziert. Firr die
Charakterisierung sind finf dieser préparierten Tubes im Blockzykler zeitgleich bei einer
laufenden PCR vermessen worden (Messpunktabstand ~280 Millisekunden). Untersucht
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worden ist die Tube-Aufnahme des Blockzyklers an den auf3eren Eckpunkten und zentral.

Das gemittelte

Ergebnis ist in Abbildung 35 dargestelit.

Tabelle 2: PCR Protokoll Blockzykler.

PCR Schritte Temperatur Haltezeit
Denaturierung 95°C 10s
Hybridisierung 54 °C 155
Elongation 72°C 75s
Gemittelter Temperaturverlauf eines PCR Zyklus,
gemessen in funf PCR Tubes im Blockzykler
PL P2  P3 P4 P5 .
100 ; s ;
: i ; b ; - Temperatur e
95 g /Q%"C 5 P : -- Zyklusphasen
0 |/ s
— 85 | e -
% g Do
o, 80 [ \_.' ; :_.-
s \ ]
gn /
870 f E
IS ; :
= 65 |
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55 |
Osr' """""""""""" L e
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Zeit [s]
P1 P2 P3 P4 P5
| 236! 37,7si 101! | Heizzeit
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Abbildung 35: Referenzmessung Blockzykler Mastercycler gradient Eppendorf; Mittelwert (Temperaturmitel)
von finf Messpunkten, duBere Eckpunkte und zentral; Messungen in 25 ul Wasser in PCR Tubes,
Thermoelemente des Typs T class 1[8%; Unterteilung des PCR Zyklus in P1 2 Phase 1 (Elongation zu
Denaturierung), P2 2 Phase 2 (Denaturierung zu Primerhybridisierung), P3 2 Phase 3 (Primerhybridisierung),
P4 2 Phase 4 (Primerhybridisierung zu Elongation) und P5 2 Phase 5 (Elongation).

Es ist ersichtlich, dass sich die Messwerte in Abbildung 35 nicht mit dem Protokoll aus
Tabelle 2, eingegeben in den Blockzykler, deckt.

e Die Solltemperatur, laut Protokoll, fur die Denaturierung von 95 °C wird bis zum Ende

der Phase 1

nicht erreicht.

e In den 15 Sekunden Haltezeit fur die Primerhybridisierung, Zeitfenster ist durch die
Anzeige des Blockzyklers ermittelt, halt sich das Reaktionsvolumen in den Tubes nicht
konstant auf der Solltemperatur von 54 °C. Die gemittelte Temperatur féllt in dieser Zeit,
Phase 3, um 2 °C von 56 °C auf 54 °C.
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e Die Elongationsphase, Phase 5, ist ebenfalls durch die Anzeige des Blockzyklers
ermittelt. Beim Start der Haltezeit von 75 Sekunden (Ausgabefenster Blockzykler) liegt
die gemessene Temperatur bei 65 °C. Die Temperatur nahert sich dem Sollwert von
72 °C in 22,5 Sekunden auf 71,4 °C an und stagniert dort.

e Die Phasen 1, 2 und 4 stellen die Heiz-/ Kihlzeiten des Blockzyklers zwischen den
Temperaturzonen da.

Das thermische System ist nicht direkt tbertragbar. Um einen optimalen Startpunkt fir die
Ubertragung der thermischen Anforderungen auf das 3 KS PCR EFM festzulegen, werden
folgende Kriterien fiir die Prozessierung auf dem 3 KS PCR EFM festgelegt:

e Fur die Denaturierung der PCR Produkte in dem Reaktionsvolumen sind Temperaturen
von 93 °C zu erreichen.

e Die Haltezeit fiir die Primerhybridisierung startet bei einem Abstand zur Solltemperatur
von 2 °C.

e Die Haltezeit fiir die Elongation der Primer startet bei einem Abstand zur Solltemperatur
von 7 °C.

Anhand dieser drei Anforderungen wird der Messstand in Kombination mit dem 3 KS PCR
Einzelfunktionsmuster in den Kapiteln 6.3.2.1 und 6.3.2.2 charakterisiert.

6.3.2 Thermische Charakterisierung des Messstandes & der 3 KS PCR

In diesem Abschnitt werden die Grenzen des Messstandes unter den gegebenen
Anforderungen dargestellt. Hierflr werden beide vorgestellten thermischen Konzepte,
Kapitel 6.2, analysiert und das jeweils beste Ergebnis in Bezug auf Heizraten und das
Erreichen der Zieltemperaturen prasentiert. Es wird Uber thermische Messungen im
fluidischen System gezeigt, dass die Umsetzung des 3 KS PCR Konzepts eine Reduzierung
der Heiz-/ Kuhlzeiten gegeniiber dem Blockzykler um bis zu 56 % erreicht.

Fur die Ansteuerung der Widerstandsheizer und damit der Realisierung der
Temperaturzonen, Abbildung 6, werden verschiedene Optimierungszyklen durchlaufen. Im
ersten Schritt werden die Temperaturzonen statisch vermessen und fest auf den zu
erreichenden Sollwert in der PCR Kammer geregelt. Danach erfolgt eine schrittweise
Optimierung der einzelnen Temperaturzonen, die finale Umsetzung fur die drei Zonen stellt
sich wie folgt dar.

Temperaturzone Denaturierung:

In diesem Schritt wird das Reaktionsvolumen von der Temperaturzone Elongation in die
Temperaturzone Denaturierung gepumpt.
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Durch die Rahmenbedingungen Kapitel 6.3.1 muss das Reaktionsvolumen im 3 KS PCR
EFM die Temperatur von 93 °C (berschreiten. Da der Denaturierungsprozess von PCR
Produkten im Bereich von einigen Millisekunden ablauft, wird die Temperatur des
Heizfingers der Denaturierungszone so eingestellt, dass die Uber die Thermoelemente
gemessene Temperatur im fluidischen System der Denaturierungskammer auf maximal
98 °C steigt. Das Ende der Denaturierung wird zeitlich gesteuert, indem das
Reaktionsvolumen wieder aus der Denaturierungszone verdrangt wird. Da immer
Restflussigkeit in einer Kammer verbleibt und auch der an die Denaturierungskammer
angrenzende Kanal mit Flussigkeit geftllt ist, wird eine hohere Temperatur nicht empfohlen,
da die Flissigkeit sonst kochen wiirde.

Temperaturzone Primerhybridisierung:

In diesem Schritt wird das Reaktionsvolumen von der Temperaturzone Elongation kommend
in die Temperaturzone Primerhybridisierung gepumpt.

Diese Temperaturzone wird unabhéngig vom Konzept der thermischen Kontaktierung,
Kapitel 6.2, auf den Sollwert der Primerhybridisierung geregelt. Die Mdglichkeiten einer
Optimierung sind bei der Verwendung von Widerstandsheizern begrenzt, da diese
Temperaturzone zum grofiten Teil passiv Uber die Temperaturzone der Elongation geheizt
wird.

Temperaturzone Elongation:

Die Temperaturzone Elongation ist sowohl in den Schritt der Primerhybridisierung als auch
in den Schritt der Elongation, Kapitel 6, eingebunden.

So wird einerseits im Schritt der Primerhybridisierung das Reaktionsvolumen von der
Temperaturzone Denaturierung durch die Temperaturzone Elongation in die
Temperaturzone Primerhybridisierung gepumpt, Abbildung 6. Hierbei wird die Temperatur
in der Temperaturzone Elongation gesenkt, um das Reaktionsvolumen wahrend des
Durchpumpens abzukihlen.

Andererseits wird das Reaktionsvolumen im Schritt der Elongation von der Temperaturzone
Primerhybridisierung in die Temperaturzone Elongation gepumpt. Hierfiir wird die
Temperaturzone Elongation Uber den Sollwert (+2 °C) der Elongation geregelt. Der
Erwarmungsvorgang des Reaktionsvolumens geht mit dem Abkulhlungsvorgang der
Temperaturzone Elongation einher, so dass sich stationér die Solltemperatur der Elongation,
in der Kammer gemessen (ber Thermoelemente, einstellt.

In den Kapiteln 6.3.2.1 und 6.3.2.2 wird diese Ansteuerung der Temperaturzonen auf die
beiden Konzepte (1 und 2) aus Kapitel 6.2 angewendet.
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6.3.2.1 Prozessierungsstation einseitige thermische Kontaktierung
In diesem Kapitel erfolgt die thermische Charakterisierung fir das Konzept 1, die einseitige
thermische Kontaktierung des 3 KS PCR EFMs, Kapitel 6.2. Hierfur wird in Abbildung 36
der Temperaturverlauf dargestellt, gemessen in den PCR Kammern uber Thermoelemente
in einem PCR Zyklus. Die Messungen erfolgen unter Einsatzbedingungen (Temperatur,
Druck, Schaltungsvorgange) in einem mit Wasser gefullten 3 KS PCR EFM, Abbildung 34.
AnschlieBend wird der gemessene Temperaturverlauf entsprechend der Phasen 1- 5,
Kapitel 6.3.1, analysiert. Das untersuchte Protokoll ist in Tabelle 3 dargestelit.
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Tabelle 3: Ansteuerprotokoll einseitige thermische Kontaktierung.

Protokoll Temperatur, Phasen aus Temperatur PID-Regler Zeit [s]

einseitige Kontaktierung Abbildung 36 | Denat./Hybri./Elong. [°C]

Denaturierungs Phase 102/54/73 20
) ) Phase 1

Schaltzeit Ventile 102/54/73 4

Hybridisierungs Phase 102/54/76 31
] ] Phase 2 und 3

Schaltzeit Ventile 102/54/76 3

Elongations Phase 102/54/74 77
) ) Phase 4 und 5

Schaltzeit Ventile 102/54/74 2

Temperaturverlauf gemessen in den PCR Kammern
Einseitige thermische Kontaktierung
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Abbildung 36: Vermessung 3 KS PCR EFM mit thermischer Kontaktierung von einer Seite; Messort in
Kammermitte der PCR Kammern (iber Thermoelemente des Typs T class 11; Unterteilung des PCR Zyklus
in P1 2 Phase 1 (Elongation zu Denaturierung), P2 2 Phase 2 (Denaturierung zu Primerhybridisierung), P3 &
Phase 3 (Primerhybridisierung), P4 = Phase 4 (Primerhybridisierung zu Elongation) und P5 2 Phase 5
(Elongation).
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Phase 1:

In Phase 1 wird das Reaktionsvolumen von der Elongationskammer (grin) in die
Denaturierungskammer (rot) gepumpt. Das in der Denaturierungskammer eingebaute
Thermoelement zeigt einen sprunghaften Anstieg der Temperatur von 72 °C auf 93 °C in
etwa 21 Sekunden. In dieser Phase konnen zeitliche Optimierungen, Minimierung der
Heizzeiten, unabhéangig von dem zu implementierenden Assay umgesetzt werden.

Phase 2:

Hier wird das Reaktionsvolumen von der Denaturierungskammer (rot) Uber die
Elongationskammer (griin) in die Hybridisierungskammer (blau) gepumpt. Fokussiert wird
in der Abbildung 36 der Ausschlag der Thermoelemente der Kammern Hybridisierung und
Elongation. Nach etwa 17 Sekunden erreicht das Reaktionsvolumen die festgelegte
Starttemperatur der Hybridisierungsphase von 56 °C. In dieser Phase konnen zeitliche
Optimierungen, Minimierung der Kuhlzeiten, unabhéngig von dem zu implementierenden
Assay umgesetzt werden.

Phase 3:

Phase 3 spiegelt den Abschnitt wieder, in der das Reaktionsvolumen auf der
Hybridisierungstemperatur (blau) verweilt. Die Temperatur des Reaktionsvolumens sinkt in
dieser Zeit um weitere 2,5 °C. Die Hybridisierungszeit in dieser Phase ist durch biologische
Vorgange limitiert und ist damit direkt von dem zu implementierenden Assay abhéngig.

Phase 4:

In der vierten Phase wird das Reaktionsvolumen aus der Hybridisierungskammer (blau) in
die Elongationskammer (griin) gepumpt. Nach etwa 2 Sekunden erreicht das
Reaktionsvolumen die Starttemperatur fiir die Elongation der PCR Produkte von 65 °C. In
dieser Phase kdnnen zeitliche Optimierungen, Minimierung der Heizzeiten, unabhangig von
dem zu implementierenden Assay umgesetzt werden.

Phase 5:

In der letzten Phase eines PCR Zyklus verbleibt das Reaktionsvolumen in der
Elongationskammer (griin). Die Temperatur des Reaktionsvolumens steigt um 7 °C auf die
Solltemperatur der Elongation an. Die Elongationszeit in dieser Phase ist durch biologische
Vorgange limitiert und ist damit direkt von dem zu implementierenden Assay abhangig. Mit
der Phase 5 ist ein PCR Zyklus abgeschlossen, je nach PCR Protokoll werden die Phasen bis
zu 40 Mal durchlaufen(*20 S8l

Ein detaillierter Vergleich dieses Konzeptes zu der zweiseitigen thermischen Kontaktierung
und des Blockzyklers ist in Tabelle 5 im ndchsten Kapitel gezeigt.
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6.3.2.2 Prozessierungsstation zweiseitige thermische Kontaktierung

Fur die Optimierung der thermischen Voraussetzungen und damit einhergehend auch einer
Reduzierung der Heizraten auf dem 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster ist ein weiteres
Konzept mit einer zweiseitigen thermischen Kontaktierung vorgestellt worden, Kapitel 6.2.
Der Vorteil des Konzepts 2 liegt in einer homogeneren Temperaturverteilung durch die
Realisierung der Temperaturzonen auf dem 3 KS PCR EFM zwischen zwei Heizfingern,
Tabelle 1. Gezeigt wird der Temperaturverlauf, gemessen in den PCR Kammern des
Einzelfunktionsmusters iiber Thermoelemente Typ T class 1[®°, unter Einsatzbedingungen
(Temperatur, Druck, Schaltungsvorgénge) in einem mit Wasser geflllten fluidischen
System. Die Phasen des PCR Zyklus werden unterteilt nach Kapitel 6.3.1 in Phase 1- 5, das
Protokoll fir die Ansteuerung des Messstandes wird in Tabelle 4 dargestellt. Das
Messergebnis eines PCR Zyklus der thermischen Charakterisierung ist in Abbildung 37
gezeigt.

Tabelle 4: Ansteuerprotokoll zweiseitige thermische Kontaktierung.

Protokoll Temperatur, Phasen aus Temperatur PID-Regler Zeit []
zweiseitige Kontaktierung  Abbildung 37 | Denat./Hybri./Elong. [°C]
Denaturierungs Phase 98/54/71
) ) Phase 1
Schaltzeit Ventile 98/54/71 4
Hybridisierungs Phase 98/54/74 31
] ] Phase 2 und 3
Schaltzeit Ventile 98/54/74 3
Elongations Phase 98/54/73 77
) ) Phase 4 und 5
Schaltzeit Ventile 98/54/73 2

Eine detaillierte Definition bzw. Interpretation der einzelnen Phasen, Phase 1 bis Phase 5 ist
Kapitel 6.3.2.1 zu entnehmen.

Der Vergleich des in diesem Kapitel gezeigten Kontaktierungskonzeptes und des
Konzeptes 1, Kapitel 6.3.2.1, miteinander und die Gegenuberstellung dieser Konzepte zum
Blockzykler (Referenz) Kapitel 6.3.1, ist in Tabelle 5 gezeigt.
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Temperaturverlauf gemessen in den PCR Kammern
Zweiseitige thermische Kontaktierung
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Abbildung 37: Vermessung 3 KS PCR EFM mit thermischer Kontaktierung von zwei Seiten; Messort in
Kammermitte der PCR Kammern tiber Thermoelemente des Typs T class 118°; Unterteilung des PCR Zyklus
in P1 2 Phase 1 (Elongation zu Denaturierung), P2 2 Phase 2 (Denaturierung zu Primerhybridisierung), P3 =
Phase 3 (Primerhybridisierung), P4 & Phase 4 (Primerhybridisierung zu Elongation) und P5 2 Phase 5
(Elongation).

Tabelle 5: Thermische Charakterisierung Blockzykler zu 3 KS PCR EFM.

PCR Zyklus Blockzykler Einseitige Zweiseitige
Phase Eppendorfi&! Kontaktierung Kontaktierung

AT [°C] Zeit[s] AT [°C] Zeit[s] AT [°C] Zeit []
Phase 1 71,4/ 93,3 23,6 71,3/93,0 211 72,4/94,3 10,4
Phase 2 93,3/56,2 37,7 93,0/56,0 17,5 94,3/56,0 18,0
Phase 3 56,2/ 53,7 16,8 56,0/ 53,9 17,2 56,0/ 53,9 16,5
Phase 4 53,7/65,1 10,1 53,9/65,1 21 53,9/649 3,0
Phase 5 65,1/71,4 71,7 65,1/71,8 78,8 64,9/725 77,9
> Zeit Phase 71,4 40,7 314
1,2und 4

Fur die Prozesszeit der PCR auf dem 3 KS PCR EFM sind die Phasen 1, 2 und 4 die nach
dieser Charakterisierung optimierten FixgrolRen, welche unter den gegebenen Bedingungen
(Temperaturdifferenz der Temperaturzonen, thermische Masse Heizfinger, Design PCR
Kammern,...) nicht weiter optimiert bzw. verkirzt werden kdnnen. Die Phasen 3 und 5 sind
Haltezeiten des Reaktionsvolumens in den entsprechenden Temperaturzonen. Da diese
beiden Phasen hauptséachlich vom zu implementierenden Assay abhangen
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(Abschreibgeschwindigkeit der Polymerase, Lange des PCR Produktes, ...), beeinflussen sie
nicht diese thermische Charakterisierung des 3 KS PCR Konzeptes in Bezug auf die minimal
zu erreichende Prozesszeit eines PCR Zyklus durch Konzept- und Plattformbedingte
EinflussgroRen.

Anhand der Gegenlberstellung der Messergebnisse aus Tabelle 5 kdnnen folgende
Aussagen getroffen werden:

e Beide thermischen Kontaktierungskonzepte erlauben eine signifikant schnellere
Heizrate als der Blockzykler. Mit Bezug auf die Summe der Zeiten der Phasen 1, 2 und
4 ist im Blockzykler eine durchschnittliche Heizrate von etwa 1°C sec?, in dem
Reaktionsvolumen gemessen, nachgewiesen. Das Konzept mit einseitiger thermischer
Kontaktierung erreicht hier durchschnittlich eine Heizrate von etwa 1,7 °C sec’’. Das
Konzept mit einer thermischen Kontaktierung von zwei Seiten erreicht eine
durchschnittliche Heizrate von etwa 2,2 °C sec™.

e Die thermische Kontaktierung des 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters von zwei Seiten
reduziert die Heiz-/ Kiihlzeiten gegenuber der einseitigen thermischen Kontaktierung in
Summe um etwa 23 % mit Bezug auf die Summe der Zeiten der Phasen 1, 2 und 4.

e Die einseitige thermische Kontaktierung zeigt einen Offset von etwa 4 °C zwischen der
Temperatur des Denaturierungsheizfingers und der gemessenen Temperatur im
fluidischen System. Bei der zweiseitigen thermischen Kontaktierung ist kein
signifikanter Offset messhar. Eine homogenere Temperaturverteilung im fluidischen
System bei der Anwendung eines zweiseitigen thermischen Konzeptes ist dadurch
bewiesen.

Die thermische Charakterisierung ist damit abgeschlossen. Alle Anforderungen aus der
theoretischen Betrachtung, Kapitel 4, an die Umsetzung des 3 KS PCR Konzepts in Bezug
auf die Plattformtechnologie, Kapitel 5 und die thermischen Rahmenbedingungen,
Kapitel 6.3, sind erflllt. Im folgenden Teil dieser Arbeit liegt der Fokus auf der
Charakterisierung und Optimierung des 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters anhand einer
caMRSAS pentaplex PCR.

6.4 Versuchsablauf 3 KS PCR

Fur die Charakterisierung der 3 KS PCR mittels eines PCR Multiplex Systems in Kapitel 6.5
sind insgesamt 140 PCR Versuche auf 3 KS PCR Einzelfunktionsmustern durchgefiihrt
worden. Dieses Kapitel dient der Betrachtung und Bewertung der Durchfiihrung der
Versuche von der Herstellung von 3 KS PCR Einzelfunktionsmustern, uber die
Versuchsdurchfiihrung bis hin zur Bewertung der Ergebnisse, generiert Uber einen
Mikroarray und eine Real-Time-Quantitative-PCR (qPCR). Fur die Bewertung der einzelnen
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Prozessschritte sind Kontrollen durchgefiihrt worden, welche abschliefend zu diesem
Kapitel analysiert werden. Hier ist neben einer sauberen Durchfiihrung der Versuche von
der Herstellung bis zur Ergebnisgenerierung eine Ausfallrate der 3 KS PCR EFM von <3 %
gezeigt.

6.4.1 Reinigung und Aufbewahrung der 3 KS PCR
Einzelfunktionsmuster

Ein Ziel flr diese Arbeit muss neben einem kostenglinstigen Fligeprozess, Kapitel 5, die
Reproduzierbarkeit in der Herstellung der 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster sein. Zusatzlich
muss fiir die Interpretation der Ergebnisse eine biologische Verunreinigung durch DNA oder
PCR Produkt ausgeschlossen werden. Hierfir ist eine Vorbehandlung der
Ausgangsmaterialien genauso unumganglich wie die Validierung der Lagerbedingungen.
Rickstande in der Herstellung oder eine biologische Verunreinigung im Figeprozess bzw.
der Lagerung der 3 KS PCR EFM muiissen ausgeschlossen oder erkannt werden.

Die Ausgangsmaterialien, PC und TPU, sind nach folgendem Protokoll vor dem Fiigen zu
einem 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster von Rickstanden befreit und anschlieRend gelagert
worden:

e Entfernung grober Riickstande (Ol, Partikel aus Spritzguss) mittels 2-Propanol®® und
einem Tuch® {iber Reibung (PC/TPU).

e Entfernung feiner Riickstande im fluidischen System mittels 10 Minuten Ultraschall in
einem Becken gefiillt mit 2-Propanol® und anschlieRender Spiilung mit dest. H,O (PC).

e Trocknung der Komponenten mit Stickstoff (PC/TPU).

e Sonnenlicht geschitzte Lagerung, einzeln eingeschweilt (Luftdicht) mit
Trockenbeuteln!®2,

Eine Bewertung des Reinigungsverfahrens und der Lagerung ist in Kapitel 6.4.6 gegeben.

6.4.2 PCR System caMRSAS8

Fur die Charakterisierung der 3 KS PCR ist aufgereinigte genomische DNA des Bakteriums
caMRSA8 (community acquired Methicillin resistant Staphylococcus aureus) in einem
Multiplexansatz untersucht worden. Der Fokus liegt hierbei auf den Genen 23S, PVL, SCC1,
Stau nuc und mecA. Uber diese Gene kann fir die Klassifizierung von MRSA z.B. eine
Linezolid-Resistenz, PBP2-Resistenz (Penicillin Bindeprotein 2), Methicillin- und beta-
Lactam-Resistenz, der Nachweis fur Toxine oder der Nachweis fiir die temperaturstabile
Nuklease bei Staphylococcus aureus nachgewiesen werden[®3: 94 95: 96: 97; 98]

Zur Fehlerreduzierung bei der Charakterisierung ist ein Assay auf der Basis von PCR Beads
der Firma GE Healthcarel® umgesetzt. Entscheidend hierbei ist die einfache Lagerung und
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Verarbeitung der Reagenzien. Ebenfalls ermdglicht dieser Ansatz die Trockenvorlagerung
der Reagenzien direkt in dem PCR System, indem das PCR Bead im Fligeprozess direkt in
eine der PCR Kammern eingebaut wird. Wenn nichts anderes angegeben ist, werden fir die
Charakterisierung der 3 KS PCR, Kapitel 6.5 f., die Reagenzien aus Tabelle 6 zugrunde
gelegt.

Tabelle 6: PCR Reagenzien, 3 KS PCR fur gDNA caMRSAS.

Reagenzien Volumen  Anmerkung
GE PCR Bead 1 Bead GE-Life Sciences PuReTaqg™ Hot Start
Ready-To-Go PCR Beads(®”
Wasser 18,5 pl Carl Roth®!
Polysorbat80 (Tween®80, 5 %) | 0,5 pl Carl Rotht*°1
gDNA caMRSAS8 + Primer 6 pl Sequenzen werden nicht veroffentlicht (15
23S Produktlange 100 bp - 400 bp
SCC1 Produktlange 100 bp - 400 bp
PVL Produktlange 100 bp - 400 bp
nuc Produktlange 100 bp - 400 bp
mecA Produktlange 100 bp - 400 bp
gDNA Heat Shock Protein 1yl Prozesskontrolle; auf Bakterien und
(Hsp90) Eukaryoten['%; Abstrich zu Array

Die Basis aller Versuche der Charakterisierung der 3 KS PCR mittels eines pentaplex PCR
Systems, Kapitel 6.5 f., stellt eine gDNA (genomische DNA) Losung mit 1 * 10813 Kopien
pro 25 ul da. Als Standard fiir die Charakterisierung wurde eine gDNA Verdinnungsreihe
von 1 * 10°% Kopien pro 25 pl bis 1 * 10* Kopien pro 25 pl aus dieser gDNA Ldsung erstellt.
Dieser Standard dient sowohl fur die folgende Charakterisierung der 3 KS PCR
Einzelfunktionsmuster als zu untersuchendes Probenmaterial, als auch fir die Erstellung
eines Standards fur die Quantifizierung der PCR Produkte tber eine gPCR, Kapitel 6.4.5.

Fur die Integration der 3 KS PCR in Kapitel 7 ist die Auswertung der PCR Produkte mit
einem Mikroarray vorgesehen. Da der Mikroarray nur eine qualitative und keine quantitative
Aussage Uber die PCR liefert, erfolgt die Analyse der 3 KS PCR in dieser Arbeit zusatzlich
Uber eine zweite, quantitative Methode. Als Standard wird hier eine Real-Time-Quantitative-
PCR (gPCRI*y entwickelt. Im Gegensatz zu dem Prinzip der 3 KS PCR kann hierbei der
PCR Prozess in Echtzeit quantitativ z.B. unter dem Einsatz von fluoreszenzmarkierten
Sonden (iberwacht werdenl!%5:106.1071  Dje gPCR dient der Identifizierung und
Quantifizierung der PCR Produkte, wird allerdings nicht in die Plattform, Kapitel 7,
integriert. Die Zusammensetzung der Reagenzien und eine Ubersicht tber das gPCR
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Protokoll wird deshalb lediglich im Anhang, Kapitel B und C, aufgefthrt. Als Leitfaden flr
die Entwicklung der gPCR sind die MIQE Guidelines!l zugrunde gelegt.

6.4.3 Versuchsdurchfiihrung der 3 KS PCR Charakterisierung

Ein Ziel dieser Arbeit ist die Bewertung des Flgeprozesses mit Fokus auf die durchgefuhrte
Reinigung und Lagerung der Einzelfunktionsmuster. Hierftr ist in Abbildung 38
schematisch der Versuchsablauf mit Entnahmepunkten von Prozesskontrollen gezeigt.

| Stammlssung; PCR-Bead, Wasser & Tween®80 |
300
'

0-1*10°gDNA pro 25 pl
g p
gDNA E

P

| L1, L2,RL || R2 |

y I

3 KS PCR

L1, L2, R1 R2 P P,UL1, UL2, UR1 N, UR2

Vi

===« Stammldsung

\’ \’ \’ - —mrmm
—— Mit gDNA
=== 0Ohne gDNA
|- o= ] (Negativprobe)
Mit PCR Produkt

) Ohne PCR Produkt
5 Mikroarray"s RTQ-PCR (Negativprobe)

gPCR Standard , @ Prozesskontrollen

Abbildung 38: Schematische Darstellung der PCR Charakterisierung inklusive Kontrollen;
P = Reagenzien mit gDNA; N = Reagenzien ohne gDNA (Negativkontrolle); L1, L2, R1, R2 = Versuche auf
3 KS PCR Einzelfunktionsmuster; UL1, UL2, UR1, UR2 = Uberstand aus 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster
(L1, L2, R1, R2) vor PCR auf Einzelfunktionsmuster; PK1 = Prozesskontrolle der Reagenzien; PK2 =
Prozesskontrolle des Fligeprozesses; PK3 = Prozesskontrolle auf Querkontamination auf 3 KS PCR
Einzelfunktionsmuster; Blockzykler(®8l; gpCRI1%9,

Mit diesen Kontrollen lassen sich Aussagen Uber den Fligeprozess, die Lagerung,
Kontamination des Labors oder der Reagenzien, sowie Aussagen (ber eine
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Querkontamination auf dem 3 KS PCR EFM treffen. Zur Vermeidung von Kontamination
wird in einem DNA (MRSA) freien Raum, eine Stammldsung nach Tabelle 6 (Puffer,
Primer, Polymerase, ...) angesetzt. Diese Losung wird anschlieBend in einem zweiten Raum,
mit dem Hsp90 Kontrollplasmid versetzt und anschlieend separiert in eine Positivldsung
(P) und eine Negativlosung (N). In P wird dem Versuch entsprechend 0- 1 * 106 gDNA pro
25 ul zugegeben. N dient als Negativkontrolle, das entsprechende Volumen zugegeben an
gDNA in P wird mit Wasser substituiert. Hier wird jeweils eine Prozesskontrolle PK 1
entnommen und im Blockzykler**%] prozessiert. Die Prozesskontrolle PK 1 ist die wichtigste
Prozesskontrolle in dem Versuchsablauf. Hier kann eine Kontamination der Stammldsung
bzw. der Reagenzien detektiert werden. Eine hier auftretende Kontamination verfélscht die
gemessenen Absolutmengen an PCR Produkt im Kapitel 6.4.6.

Fur eine Aussage werden drei Versuche P und ein Versuch N auf den 3 KS PCR
Einzelfunktionsmustern durchgefuhrt. Ein entscheidendes Merkmal der hier gezeigten
Charakterisierung ist die gleichzeitige Prozessierung von zwei 3 KS PCR Strangen auf einer
Plattform. Die PCR Strange, Abbildung 28, sind mit einem Abstand von 2,5 mm den
gleichen thermischen Bedingungen ausgesetzt. Dies bietet die Mdglichkeit auf einem
3 KS PCR Einzelfunktionsmuster einen Versuch P und N gleichzeitig unter identischen
Bedingungen zu prozessieren. Das fluidische System der 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster
wird mittels einer Pipette mit der Losung P oder N befllt. Fir diesen Schritt liegen die PCR
Kammern des 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters an der pneumatischen Seite an Unterdruck
an und sind somit gedffnet.

Nach der Befullung werden zwei der drei Kammern tber das Anlegen von Druckluft im
pneumatischen System entleert, dies bewirkt ein Auslenken der TPU Membran. Hiermit ist
eine luftblasenfreie Befuillung des fluidischen Systems erreicht. Die iberschiissige Losung
(50 pl je Strang: UL1, UI2, UR1 und UR2) aus den Kammern wird aufgenommen und im
Blockzykler!!* prozessiert. Hier wird die zweite Prozesskontrolle PK 2 entnommen. Da die
tiberschiissige Losung UR2 durch das fluidische System des 3 KS PCR EFMs gepumpt und
zu Anfangs nicht mit gDNA versetzt wurde, spricht eine Detektion von DNA hier fur eine
Kontamination der 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster im Herstellungsprozess oder der
Lagerung. Zu beachten ist, dass eine hier detektierte Kontamination sich nicht zwangslaufig
auf den gesamten Versuch auswirken muss, da die Kontamination eines Versuchstranges
nicht automatisch eine Kontamination des gesamten 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters,
bzw. der Charge bedeutet.

Nach der Prozessierung der 3 KS PCR und des Blockzyklers werden die generierten PCR
Produkte separiert und einerseits auf funf Mikroarrays hybridisiert (P, L1, L2, R1 und R2),
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andererseits in der gPCR quantifiziert!. Damit ist ein direkter Vergleich der qualitativen
Ergebnisse der Mikroarrays mit den quantitativen Ergebnissen der gPCR mdglich.
Zusétzlich erfolgt hier die letzte Prozesskontrolle PK 3. Diese Kontrolle ermdglicht die
Detektion einer Kontamination, wenn diese bei der Prozessierung der PCR auf dem
3 KS PCR Einzelfunktionsmuster auftritt. Gerade mit Bezug auf die Prozessierung der
Versuche P und N gleichzeitig auf einem 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster, deutet hier
nachgewiesenes Produkt auf eine Querkontamination z.B. durch das pneumatische System
oder Leckagen zwischen den Versuchsstrangen hin.

6.4.4 Ansteuerung 3 KS PCR

Fur die Ansteuerung des Messstandes, Kapitel 6.1, ist in der Charakterisierung,
Kapitel 6.5 f., auf Basis der einseitigen thermischen Kontaktierung, Kapitel 6.2 und der
optimierten thermischen Ansteuerung, Kapitel 6.3.2.1, das 3 KS PCR Protokoll in Tabelle 7
flr die Prozessierung des 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters zugrunde gelegt.

Tabelle 7: Ansteuerprotokoll 3 KS PCR Messstand und BlockzykKler.

Phase 3 KSPCR Blockzykler
Temperatur [°C]/ Zeit[s]  Temperatur [°C)/ Zeit [s]
Initiale Denaturierung 100/ 180 95/ 120
— Denaturierung 102/ 20 95/ 10
c Schaltzeit -14 -/ -
_%; Hybridisierung | 54/ 30 54/ 15
5 Schaltzeit /3 -/ -
Elongation 7376/ 76 70/ 75
L Schaltzeit -/ 2 -/ -
Finale Elongation 74/ 60 70/ 300

Die einzige Ausnahme bilden hier die Experimente zur Verkirzung der Prozesslaufzeit der
3 KS PCR auf den Einzelfunktionsmustern. Die Protokolle fur die thermische Kontaktierung
von zwei Seiten, welche eine PCR Prozessierung auf den 3 KS PCR Einzelfunktionsmustern
in unter 30 Minuten ermdglichen, sind Kapitel 6.7.1 zu entnehmen.

1 stichproben ergeben einen Fehler im quantifizierten Ergebnis der gPCR im Schnitt von Faktor 1,3 - 3; Die
Kontrollen P und N wurden zur Fehlerreduzierung in Dublikaten, L1, L2, R1 und R2 in Triplikaten in der
gPCR analysiert.
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6.4.5 Ergebnisinterpretation Mikroarray und gPCR

Mikroarray

Die Genexpressionsanalyse tiber Mikroarrays geht auf Southern- und Northern-Blots zuriick
und findet ihr Einsatzgebiet z.B. in der Tumorklassifizierung und der Auswertung viraler
oder bakterieller Genel**l. Hierbei ist es moglich, auf einer Flache von 1- 2 cm?t*? {iper
1000 Spotstt® 1141 zyr Identifizierung von verschiedenen Genen unterzubringen. Als Basis
dient meist ein diinnes Plattchen aus Glas, Kunststoff oder Silikon['% 1121151 je nach
Herstellungsverfahren (Drucken oder Synthetisieren™!) kénnen Spots mit einem
Durchmesser von 10- 500 um!**? hergestellt werden. Der Vorteil gegeniiber anderen
Methoden (qPCR) liegt, neben niedrigen Herstellungs- und Hybridisierungskosten*!, in
der einfachen Erkennung von Single Nucleotide Polymorphism (SNPs)[*él Mutationen. Die
Signalstarke der Sonden ist hauptséchlich durch die Konzentration des Gens und der
Hybridisierungszeit (diffusionsgetriebener Prozesst*'’l) gegeben. Optimieren lasst sich der
Hybridisierungsprozess auf einem LoC durch aktives Pumpen der Zielgene Uber den
Mikroarray™6l,

Der in dieser Arbeit verwendete Mikroarray!*>!! besteht aus bedrucktem Glas (Breite x Lange
X Hohe) 4 mm x 3mm x 0,1 mm und kann mit einer Anzahl von etwa 70 Spots eine
ausreichende Anzahl an Genen (15) fir die caMRSAS8 Detektion zusatzlich zu verschiedenen
Kontrollen (Hsp90, Hybridisierungskontrollen, ...) nachweisen. Da sich die
Charakterisierung der 3 KS PCR hauptsachlich auf das Standardverfahren der gPCR sttzt,
werden die Minimum Guidelines MIAME fir die Charakterisierung des Mikroarrays nicht
erfiil lti*8], Die Vergleichbarkeit der Analysemethoden wird jedoch in Kapitel 6.6 gezeigt.
Die verwendeten Reagenzien und Protokolle sind dem Anhang Kapitel D und E zu
entnehmen. Die Versuchsauswertung uber den Mikroarray erfolgt durch doppelt
aufgetragene Sonden (a, b) fur das gleiche Gen. Es sind sowohl Sonden fir eine
Hybridisierung der Forwardprimer (F), als auch Sonden mit den Reverseprimern (%) der Gene
aufgetragen. Alle Primer sind fiir die Detektion mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3!!1]
markiert. In Abbildung 39 ist exemplarisch ein Ergebnis der Mikroarray Charakterisierung
gezeigt.
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Abbildung 39: A: Schema Mikroarray Layout caMRSAS8; B: Fluoreszenzsignale; Parameter: Anzahl Targets
pro 85 pl Hybridisierungsvolumen, 23S 1,3 * 10'?, SCC1 6,9 * 10%°, nuc 2,3 * 10, mecA 4,5 * 10, PVL
1,4 * 101, Hybridisierung flr eine Stunde bei 45 °C.

Die Datenerfassung erfolgt automatisiert Uber einen Mikroarrayscanner, Es ist
bekannt!!®l dass die Intensitit der Signale auf dem Mikroarray unter anderem von der
Konzentration der untersuchten PCR Produkte abhdngt. Die Ergebnisse der Mikroarrays
werden in dieser Arbeit jedoch nur fir einen semiquantitativen Nachweis der PCR Produkte
herangezogen.

Kriterium fur die Ergebnisauswertung ist, dass das Sondenpaar (a, b) eines hybridisierten
PCR Produktes:

e Sich in der Intensitdat um 1000 gegen den Hintergrund abheben.

e Sich an ihrer vorgegebenen Stelle befinden.

o Keine Riickstande aufweist, die im Bereich der Sonden die Messung verfalschen
wirden.

Die gemessene Fluoreszenz wird in der Scannereinheit auf den Wertebereich von
0 (Hintergrund) bis 65535 umgerechnet.

gPCR

Die gPCR ist laut Miilhardt!*?0S19f] das modernste Standardverfahren fiir die
Quantifizierung von Nukleinsduren. Mit ihrer Hilfe ist es moglich, quantitativ die Menge
von gDNA und PCR Produkt zu bestimmen. Hierfir ist fir die fiunf Gene (Targets),
Kapitel 6.4.2, je eine Singelplex gPCR (Kapitel B), bestehend aus Forwardprimer,
Reverseprimer und Sonde entwickelt worden. Die qPCR Primer und Sonden sind spezifisch
fir die PCR Produkte, damit also auch fur die gDNA. Vorversuche haben gezeigt, dass die
gPCR mit vergleichbarer Effizienz sowohl die gDNA als auch die PCR Produkte
amplifiziert. Es kann also ein direkter Vergleich der eingegebenen Menge an gDNA vor der
3 KS PCR zur amplifizierten Menge an PCR Produkt nach der 3 KS PCR gezogen werden.
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Die Basis aller Versuche der Charakterisierung mittels des pentaplex PCR Systems,
Kapitel 6.5 f., stellt eine gDNA Losung mit 1 * 108 [*211 Kopien pro 25 pl da. Als Standard
fir die Quantifizierung wurde pro Target und Versuch eine gDNA Verdunnungsreihe in
Duplikaten von 1 * 108 pro 25 pl bis 1 * 10* pro 25 pl fiir jeden Versuch in der qPCRI%4
untersucht. Die PCR Produkte N und P, Kapitel 6.4.3, werden ebenfalls in Duplikaten in der
gPCR quantifiziert, die PCR Produkte UL1, UL2, UR1 und UR2, Kapitel 6.4.3, werden
einfach aufgetragen. Zusétzlich werden flr die Quantifizierung der PCR Produkte L1, L2,
Rlund R2, Kapitel 6.4.3, jeweils Triplikate untersucht.

6.4.6 Gewichtung Prozesskontrollen PK 1, PK 2 und PK 3

Vor der biologischen Charakterisierung des 3 KS PCR Konzepts, bzw. Vermessung und
Maximierung der PCR Performance anhand eines gegebenen Multiplex-PCR Systems, das
den Kern dieser Arbeit darstellt, werden in diesem Kapitel die Prozesskontrollen analysiert.
Eine detaillierte Beschreibung der Prozesskontrollen mit einem Uberblick Gber die
Versuchsdurchfiihrung ist in Kapitel 6.4.3 dargestellt.

Die Prozesskontrollen gewéhrleisten eine Uberwachung des gesamten Versuchsablaufs vom

Fugeprozess der Einzelfunktionsmuster uber die Lagerung, die Reagenzien und die

Experimente auf dem Einzelfunktionsmuster selbst. Untersucht wird der Einfluss der

Kontamination durch fremd DNA bzw. PCR Produkt. Die Prozesskontrollen sind unterteilt

in:

e Prozesskontrolle 1 (PK 1); wichtigste Kontrolle, zeigt Kontamination in der
Stammldsung (Reagenzien), beeinflusst das gesamte Experiment.

e Prozesskontrolle 2 (PK 2); zeigt Kontamination in dem Flgeprozess oder der Lagerung
der 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster

e Prozesskontrolle 3 (PK 3); zeigt Kontamination wéhrend der 3 KS PCR Prozessierung
auf dem Einzelfunktionsmuster

In Abbildung 40 ist eine Klassifizierung der Ergebnisse der 3 KS PCR, L1, L2 und R1
beschrieben in Kapitel 6.4.3, anhand der untersuchten Prozesskontrollen, PK 1, PK 2 und
PK 3, dargestellt. Zum einen ist Gber diese Klassifizierung eine generelle Aussage Uber den
Versuchsablauf (Planung und Durchfiihrung), Tabelle 8, zu treffen. Zum anderen erfolgt hier
eine Bewertung der PCR Ergebnisse (L1, L2 und L3) hin zu der Aussortierung oder
Weiterverwendung fur die Ergebnisinterpretation.
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Abbildung 40: Schematische Darstellung der Klassifizierung der PCR Ergebnisse L1, L2 und R1 anhand der
Prozesskontrollen PK 1, PK 2 und PK 3 nach Kapitel 6.4.3.

Kontamination der Stammldsung (PK 1):

Diese Prozesskontrolle ist die wichtigste Kontrolle fiir die folgende Charakterisierung der
3 KS PCR auf dem Einzelfunktionsmuster. Die Stammldsung, aus der die Proben P und N
hergestellt werden, wird auf eine Kontamination hin untersucht. Wird hier in N eine
Kontamination festgestellt, zeigt in der Regel danach jede weitere Kontrolle (PK 2 und PK 3)
eine Kontamination an. Ist dies nicht der Fall liegt ein Handhabungsfehler im
Pipettiervorgang vor, die Prozesskontrolle wird nicht gewertet (Sonderfall). Zeigen die
Kontrollen PK 2 und PK 3 eine Kontamination wird untersucht, ob sich die Menge an
quantifiziertem Produkt in N von der quantifizierten Produktmenge in P um mindestens den
Faktor 10 unterscheidet. Ist dies nicht der Fall, wird der Versuch abgebrochen, ansonsten
geht er in die Ergebnisinterpretation ein.

Kontamination im Herstellungsprozess/ Lagerung (PK 2):

Diese Prozesskontrolle PK 2 (Proben UL1, UL2, UR1 und UR2, Kapitel 6.4.3) werden nach
dem Beflllen der einzelnen PCR Strange (L1, L2, R1 und R2), aber vor der 3 KS PCR
Prozessierung auf dem Einzelfunktionsmuster generiert. Wird in dieser Prozesskontrolle ein
PCR Produkt nachgewiesen, ist dies ein Hinweis auf eine Kontamination im Fligeprozess
der Einzelfunktionsmuster oder deren Lagerung. Eine hier nachgewiesene Kontamination
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sollte ebenfalls in der Prozesskontrolle PK 3 nachgewiesen werden. Ist dies nicht der Fall
liegt ein Handhabungsfehler im Pipettiervorgang vor, die Prozesskontrolle wird nicht
gewertet (Sonderfall). Es kann bei dieser Kontrolle keine generelle Aussage Uber den
gesamten Versuch getroffen werden, da hier schon eine Separation in die verschiedenen
Versuchsstrange (L1, L2, R1 und R2) stattgefunden hat. Die quantifizierten Werte werden
auf ihren Erwartungswert hin untersucht und gegebenenfalls aus der Wertung genommen.

Kontamination der PCR auf dem 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster (PK 3):

Die Prozesskontrolle PK 3 ermdglicht die Detektion einer Kontamination bei der
Prozessierung der PCR auf dem Einzelfunktionsmuster. Eine hier angezeigte Kontamination
wirde auf eine Leckage im fluidischen/ pneumatischen System oder generelle Probleme bei
der Prozessierung hinweisen. Es kann bei einer festgestellten Kontamination PK 3 keine
Aussage Uber den gesamten Versuch getroffen werden, da, wie auch schon in PK 2, eine
Separation der Proben stattgefunden hat.

Tabelle 8: Auswertung der Prozesskontrollen PK 1, PK 2 und PK 3 nach Abbildung 40,
Anzahl aller Versuche ist 106 (ohne Negativkontrollen).

g fq;: se §
<1} ~ ] -~
oS 2 2 o fx §5 =8
Gene L X ¥ 8 & 82 =z ¢4
235 Anz. Versuche 57 9 3 4 33
Anteil in % 53,8 - - 8,5 2,8 3,7 311 -
PVL Anz. Versuche 6 3 23 42 4 22 6
Anteil in % 57 28 - 21,7 396 3,7 208 5,7
sccl Anz. Versuche 2 6 9 62 4 19 4
Anteil in % 1,9 57 - 8,5 58,5 3,7 179 3.8
nuc Anz. Versuche 13 3 10 11 43 4 19 3
Anteil in % 123 28 94 104 406 3,7 179 238
mecA Anz. Versuche 3 3 6 12 57 4 19 2
Anteil in % 2,8 28 57 113 538 3,7 179 19

In Tabelle 8 sind die 106 3 KS PCR Versuche aufgelistet, bei denen gDNA dem Versuch
hinzugegeben wurde. Die Kontrollen, prozessiert auf dem 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster,
fir die Detektion einer Kontamination sind nicht aufgefiihrt. Insgesamt wurden fir die
Charakterisierung 140 3 KS PCR Versuche durchgefiihrt. Mechanische Ausfélle in den
Kontrollen (N, nicht in Tabelle 8 aufgefuhrt) sind nicht aufgetreten, die Ausfallrate aller
3 KS PCR Einzelfunktionsmuster (140 Versuche) ist demnach mit < 3 % (4/ 140) bestimmt.
An einem Versuchstag wurden im Schnitt vier 3 KS PCR-, 6 Blockzykler PCR-, 206 qPCR
Experimente und 5 Mikroarrays mit ungefahr 530 Pipettierschritten prozessiert.
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Festzustellen in Tabelle 8 ist eine hohe Anzahl (54 %) von Versuchen, die eine
Kontamination in der Stocklésung (PK 1) mit 23S Produkten aufweisen. Dies ist durch eine
dauerhafte Kontamination des Labors mit 23S PCR Produkten zu erklaren. Durch diese
Kontamination ist die Anzahl der nicht auswertbaren Ergebnisse im Vergleich zu den
verbleibenden Targets hoher, gerade bei Versuchen mit niedriger Eingangskonzentration
(Kapitel 6.5.4) sind hier vermehrt Ausfélle zu verzeichnen.

15 Messwerte pro Gen, die nicht in die Auswertung einbezogen wurden, sind nicht
verwertbaren Kontrollen geschuldet. Die Ursache hierfir liegt meistens in einem defekten
3 KS PCR Einzelfunktionsmuster auf dem die Negativkontrolle N prozessiert wurde.

Die Targets PVL, SCC1, nuc und mecA zeigen bei der Kontrolle PK 2 nur einen geringen
Anteil, 3 % bis 6 %, an kontaminierten Ergebnissen. Es kann also angenommen werden,
dass sowohl die Uberwachung des Herstellungsprozesses als auch die Lagerung der
3 KS PCR Einzelfunktionsmuster ausreichend sind.

Fir die Gene nuc und mecA sind Kontaminationen auf PK 3 festzustellen. Dies konnte auf
eine Leckage wahrend des Prozesses auf dem 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster hindeuten.
Da auf dem 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster allerdings nicht ein Gen alleine, sondern alle
funf gleichzeitig prozessiert werden, ist eine Verunreinigung durch nur ein Gen
ausgeschlossen. Die gemessenen Kontaminationen sind auf Handhabungsfehler
(Pipettierfehler) nach der 3 KS PCR Prozessierung bei der Quantifizierung durch die g°PCR
zurlickzufuhren. Eine Kontamination wahrend der Prozessierung auf dem 3 KS PCR EFM
hat damit nicht stattgefunden.

Zum Abschluss werden die quantifizierten Messungen der Kontrollen UL1, UR1 und UR2
mit den quantifizierten Messungen der Stockldsung P verglichen. Die Proben unterscheiden
sich darin, dass die Kontrollen UL1, UR1 und UR2 durch das fluidische System des
3 KS PCR Einzelfunktionsmusters vor der Prozessierung auf dem Einzelfunktionsmuster
gepumpt wurden, die Probe P ist nie mit einem Einzelfunktionsmuster in Kontakt
gekommen. Wirden Faktoren wie z.B. die Materialien des LoCs einen Einfluss auf die
gDNA austiben, mussten hier gerade bei niedrigen gDNA Konzentrationen Unterschiede in
der generierten PCR Produktmenge gleichermalien in allen fiinf quantifizierten Targets
sichtbar werden. Bei 8 Versuchen mit einer Eingangskonzentration von 1 * 10! bis 1 * 10?
pro 25 pul gDNA wurde festgestellt, dass in keinem Versuch eine Minderung? des PCR
Produktes bei allen Genen in den Kontrollen UL1, UR1 und UR2 im Vergleich zu den
Proben P festgestellt werden kann. Es ist hier keine Beeinflussung durch die Materialien des

2 Stichproben ergeben einen Fehler im quantifizierten Ergebnis der gPCR im Schnitt von Faktor 1,3 - 3;
Kontrollen UL1, UL2, UR1 und UR2 wurden nicht mehrfach in der gPCR aufgetragen.
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3 KS PCR Einzelfunktionsmusters bei Raumtemperatur hinsichtlich des Durchpumpens der
gDNA durch das fluidische System festzustellen.

6.5 3 KS PCR Performance

Die Performance der 3 KS PCR wird anhand von drei Merkmalen bestimmt:

e Der Referenzmessung der PCR Produkte generiert auf dem 3 KS PCR
Einzelfunktionsmusters gegeniibergestellt denen des Blockzyklers. Dies ist die
entscheidende EinflussgroRe fur den Mikroarray.

e Die Effizienz des 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters, bei der neben vielen biologischen
Faktoren das Prozessierungskonzept einen Einfluss hat.

¢ Die untere Nachweisgrenze des 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters, dies gibt die kleinste
noch zu amplifizierende Menge an gDNA an, die noch sicher amplifiziert wird.

6.5.1 Prozessierungsstationen & Versuchsstrange 3 KS PCR

Fur die Validierung eines Ergebnisses wurden aus einem Stock drei positiv- und ein negativ
Experiment auf dem Einzelfunktionsmuster gefahren. Die Ergebnisse unterscheiden sich
hauptsachlich dadurch, dass die 3 KS PCR auf verschiedenen Prozessierungsstationen und
Versuchsstrangen durchgeflihrt wurde. Zuerst werden also die Versuchsstrange und damit
die Aufbauten untereinander verglichen. Als Datenbasis dient die Verdiinnungsreihe mit
Eingangskonzentrationen von 1 * 10- 1 * 10° Targets pro 25 pl.

Gezeigt werden in Abbildung 41 die quantifizierten Mengen an PCR Produkt Uber das
Verfahren der gPCR. Die Ergebnisse der 3 KS PCR werden im doppelt logarithmischen
Raum dargestellt. Es wird der Zusammenhang zwischen Eingangskonzentration vor der
3KSPCR (Anzahl gDNA Fragmente pro 25pul PCR Reaktionsvolumen), zur
Ausgangskonzentration (Anzahl PCR Produkte pro 25 pul PCR Reaktionsvolumen) nach der
3 KS PCR gezeigt. Im betrachteten Bereich wird das Verhalten des Systems als linear
angenommen und somit uber y=m*x+b beschrieben. Mit m gleich 1 wird ein ideales System
angenommen, d.h. Faktor 10 mehr Eingangsprodukt (gDNA) ergibt Faktor 10 mehr
Ausgangsprodukt (PCR Produkt). Die Variable b beschreibt den Threshold; hier gilt: Die
Erh6éhung um 1 entspricht einem Faktor 10 mehr PCR Produkt. Um alle Targets und
Versuchsstrange miteinander zu vergleichen, werden in Tabelle 9 die Parameter einzeln
herausgestellt. Der Versuchsstrang L2 dient als Kontrolle und wird nicht aufgefthrt.
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Abbildung 41: Verdinnungsreihe gDNA Eingangskonzentration 1 * 10 bis 1*10°% Targets pro 25 p;
Unterteilung in Versuchsstrdnge L1 (Prozessierungsstation 1), R1 und R2 (Prozessierungsstation 2); Am
Beispiel A: gDNA zu PCR Produkt Gen PVL; B: gDNA zu PCR Produkt Gen nuc.

Tabelle 9: Gegenuberstellung der Prozessierungsstationen und Versuchsstrange.

Parameter der
Ausgleichsgeraden L1 R1 R2 S  Abw. [%]
je Target
m 0,78 +0,06 0,67 £0,11 0,75 +0,08 0,73 8,6
23S
(26 DP¥) b 7,7 0,2 8,1 0,4 7,9 £0,2 79 25
R2 0,97 0,94 0,94 095 21
m 1,10 £0,08 1,05 +0,09 1,00 +0,09 1,05 4,8
PVL
(27 DP¥) b 5,1+0,3 5,2 +0,3 6,1 +0,3 547 11,6
R2 0,98 0,97 0,96 097 1
m 1,14 +0,15 1,08 £0,17 1,13 +£0,15 1,12 3,3
SCC1
(30 DP¥) b 4,305 4,6 £0,5 4,6 £0,5 45 44
R2 0,93 0,91 0,92 092 11
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Parameter der
Ausgleichsgeraden L1 R1 R2 S  Abw. [%]
je Target
m 1,00 +0,08 0,94 +0,10 0,98 +0,10 0,97 34
nuc
(30 DP¥) b 5,7 +0,2 5,7 +0,3 5,9 +0,3 577 2,3
R2 0,97 0,95 0,95 09 14
m 1,09 +0,10 0,96 +0,10 1,06 +0,13 1,04 7,4
mecA
(30 DP¥) b 4.6 +0,3 5,0 +0,3 49+04 483 48
R2 0,97 0,95 0,93 095 21

* DP = Datenpunkte

Die Werte in Tabelle 9 zeigen, dass die Parameter der Ausgleichsgeraden der verschiedenen
Versuchsstrange nicht signifikant um den Mittelwert schwanken. Die maximale
Abweichung von 12 % zeigt das Target PVL beim Threshold. Betrachtet man jedoch die
verbleibenden Targets, zeigt sich nur ein geringer Unterschied (2- 5 %) zwischen den
Strangen L1, R1 und R2, Abbildung 41 B), die Ausgleichsgeraden liegen deckungsgleich.
Des Weiteren befindet sich der Versuchsstrang R2 2,5 mm neben dem Versuchsstrang R1.
Die Charakterisierung beider Strange findet auf der gleichen Prozessierungsstation parallel
statt und daher sind die Strange den gleichen Rahmenbedingungen- Temperatur, Druck,
Schaltzeiten, Oberfliche zu Volumen, Prozesszeit, ...- ausgesetzt. Die Abweichung des
Targets PVL auf dem Versuchsstrang R2 zu den Versuchsstrangen L1 und R1 scheint also
Targetabhéngig und damit nicht durch die Prozessierungsstationen oder die Versuchsstrange
beeinflusst zu sein. Verbleibende Einflisse sind z.B. variierende Primer- oder
Pufferkonzentrationen wahrend der Versuche in den PCR Strangen sein.

Es ist keine Beeinflussung der 3 KS PCR durch die Prozessierungsstationen oder die
Versuchsstrange festzustellen. Eine Differenzierung hierauf findet in den weiteren Kapiteln
nicht statt.

6.5.2 Referenzmessung der PCR Produkte: 3 KS PCR zu Blockzykler

Das 3 KS PCR EFM wurde nach dem Blockzykler in Bezug auf Zieltemperaturen und
Haltezeiten vermessen, Kapitel 6.3. Bei einem Vergleich der Konzepte 3 KS PCR zu
Blockzykler sollte unter identischen Bedingungen (Primer-, Pufferkonzentration, ...) kein
Unterschied in der generierten Menge des PCR Produktes festzustellen sein. Eine Differenz
in der generierten PCR Produktmenge deutet auf die Systemgrenzen der 3 KS PCR zur
statischen PCR im Tube hin. Untersucht wurde die Verdiinnungsreihe mit einer
Eingangskonzentration von 1 * 10* bis 1 * 10° gDNA pro 25 pl. Zu beachten ist, dass die
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Datenbasis des Blockzyklers ein Drittel der des 3 KS PCR Systems betragt, Kapitel 6.4.3.
Die 3 KS PCR und der Blockzykler sind im direkten Vergleich in Abbildung 42 gezeigt.

A B
Quantifizierung 3 KS PCR zu Blockzykler
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Abbildung 42: Verdinnungsreihe gDNA Eingangskonzentration 1 * 10 bis 1 *10°% Targets pro 25 p;
Gegeniiberstellung 3 KS PCR zu Blockzykler; Am Beispiel A: gDNA zu PCR Produkt Gen 23S; B: gDNA zu
PCR Produkt Gen nuc.

Tabelle 10: Gegentiberstellung des generierten PCR Produkts 3 KS PCR zum Blockzykler.

Parameter der

Ausgleichsgeraden 3 KSPCR Blockzykler o  Abw. [%]

je Target
m | 0,74+0,05 0,57+0,04 0,66 13

23S b |8,0+0,.2 9,3+0,1 8,65 75
R2 | 0,96 0,96 09 0
m | 1,05 £0,07 0,97 +0,02 101 4

PVL b |56+0.2 5,8 +0,1 57 18
R2 1 0,95 0,99 097 21
m | 1,12 +0,09 1,07 £0,06 11 23

SCC1 b |46+03 4,9 +0,2 4,75 3,2
R2 | 0,92 0,96 094 21
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Parameter der
Ausgleichsgeraden 3 KSPCR Blockzykler &  Abw. [%]
je Target
m | 0,97 +£0,06 0,98 £0,03 0,98 05
nuc b |5,8+0,2 5,6 +0,1 57 1,8
R2 | 0,96 0,99 098 15
m | 1,04 +0,06 1,01 +0,05 1,03 15
mecA b |4,9+0,2 4,8 +0,2 485 1
R2 | 0,95 0,97 0,96 1

Die Targets PVL, SCC1, nuc und mecA zeigen im Vergleich Blockzykler zum 3 KS PCR
EFM keinen signifikanten Unterschied in den generierten PCR Produktmengen, die
Ausgleichsgeraden sind nahezu deckungsgleich. Das Target 23S weist im direkten Vergleich
ein deutlich unterschiedliches Verhalten auf, was sich gerade im Bereich Kleiner
Eingangskonzentrationen zeigt. Zu sehen ist, dass der Blockzykler bei einer
Eingangskonzentration von 1 * 10* gDNA pro 25 pl iiber einen Faktor 10 mehr PCR Produkt
generiert als das 3 KS PCR EFM. Dieser Einfluss ist bedingt durch eine unterschiedliche
Amplifizierungseffizienz des 3 KSPCR Systems im Vergleich zum Blockzykler,
Kapitel 6.5.3.

In der Charakterisierung Kapitel 6.6 f. wird auf diese Konzentrationsreihe als zu
vergleichender Standard fir die 3 KS PCR zuriickgegriffen. Die Ergebnisse der weiteren
Charakterisierung werden auf die folgenden Kriterien hin untersucht.

Positiver Einfluss

e Die Messergebnisse aller Targets liegen tber den jeweiligen Ausgleichsgeraden aus
Tabelle 10.

e Die Messergebnisse einzelner Targets liegen Uber der entsprechenden
Ausgleichsgeraden, in der GroRenordnung mindestens der zweifachen
Standardabweichung.

Neqgativer Einfluss

e Die Messergebnisse aller Targets liegen unter den jeweiligen Ausgleichsgeraden aus
Tabelle 10.

e Die Messergebnisse einzelner Targets liegen unter der entsprechenden
Ausgleichsgeraden im Bereich gréRRer der zweifachen Standardabweichung.
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Kein Einfluss

e Die Messergebnisse aller Targets schwanken um die jeweiligen Ausgleichsgeraden aus
Tabelle 10 im Bereich der zweifachen Standardabweichung.

Die Ergebnisse des Blockzyklers dienen als Kontrollen und sind deswegen nicht in
Triplikaten prozessiert worden. Ausreil3er einzelner Targets, prozessiert im Blockzykler,
werden in den Kapitel 6.6 f. nicht beachtet. Die Ergebnisse der 3 KS PCR sind nur dann
beeinflusst, wenn alle Targets prozessiert im Blockzykler ein unerwartetes Verhalten
aufweisen. So wiirde zum Beispiel ein quantitativer Riickgang aller PCR Produkte auf eine
Degenerierung der gDNA hinweisen.

6.5.3 Effizienzmessung PCR System: 3 KS PCR zu Blockzykler

Das zweite wichtige Merkmal fiir die Charakterisierung eines PCR Systems ist die Effizienz
der Genamplifizierung. In qPCR Systemen wird die Effizienz (iber eine Verdinnungsreihe
bestimmtl!20S109%1 - Bej Systemen mit einer Endpunktbestimmung (3 KS PCR) wird der
exponentielle Bereich der Amplifizierung ber eine Quantifizierung der PCR Produkte in
jedem einzelnen PCR Zyklus ermittelt. ldealerweise sollte in jedem PCR Zyklus eine
Verdoppelung, (Faktor 2) der PCR Produkte stattfinden. In diesem Kapitel wird die Effizienz
des Blockzyklers mit 1,8 und des 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters mit 1,7 bestimmt.

6.5.3.1 Effizienzmessung Blockzykler

Fur das Festlegen des exponentiellen Bereiches fir die Ermittlung der Effizienz werden im
Blockzykler 12 Proben (Reihe A, Abbildung 43) a 25 ul der gleichen Stockldsung
prozessiert. Die 12 Proben werden im Abstand von 2 PCR Zyklen ab dem Zyklus 14
entnommen und anschlielend in der qPCR analysiert. Die quantifizierten PCR Produkte pro
Zyklus und Gen, prozessiert im Blockzykler, sind in Abbildung 43 gezeigt.
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Blockzykler PCR Produkt generiert pro Zyklus, Reihe A

1]

= 1*1012

1* 1011

1,8

1* 1010

1*10°

Generiertes PCR Produkt in 3 KS PCR [1/25

1* 108 ]
14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Produktentnahmezyklus

M 23S HPrvL M nuc Il mecA [ SCC1 mittlere Effizienz

Abbildung 43: PCR Produkt generiert im Blockzykler (Reihe A) pro Zyklus; gDNA Eingangskonzentration
1 *10° gDNA pro 25 pl; Entnahmeschritte PCR Produkt fiir Zyklus 14, 16, 18, 20, 24, 26, 28, 30, 32 und 34.

Gezeigt wird die Menge an im Blockzykler generiertem PCR Produkt pro Entnahmeschritt.
Idealerweise stellt sich flr jedes Produkt ein sigmoidaler Verlauf ein. In Abbildung 43 ist zu
erkennen, dass sich in dem untersuchten Multiplex-PCR System dieser Verlauf nur fiir das
Produkt 23S klar abzeichnet. Die Targets PVL, nuc, mecA und SCC1 zeigen keinen definiert
abgrenzbaren Bereich, in dem die Effizienz des Multiplex-PCR Systems im Blockzykler
bestimmt werden kdnnte. Das Target 23S zeigt einen exponentiellen Anstieg in dem Zyklus
16, 18 und 20. Um den Zyklus 22 geht die Kurve Uber in die Plateauphase, ab Zyklus 30 ist
keine Zunahme an 23S PCR Produkt mehr zu verzeichnen. Die gemittelte Effizienz des
Blockzyklers ist Uber die Steigung der Geraden im logarithmischen Raum des Target 23S
(Zyklus 16 bis 22) mit 1,8 bestimmt.

6.5.3.2 Effizienzmessung 3 KC PCR

In Kapitel 6.5.2 ist die Referenzmessung (Blockzykler) dem 3 KS PCR EFM
gegenubergestellt. Hier ist fir das PCR Produkt 23S im 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster
eine geringere Produktmenge nach der PCR festgestellt worden. Hieraus schliel3t sich eine
geringere Effizienz des 3 KS PCR Konzepts. Dies bedeutet, dass der exponentielle Bereich
fur die Effizienzbestimmung in einem spéteren Intervall liegt als im Blockzykler. Fir die
Effizienzbestimmung auf dem 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster ist der Bereich von Zyklus
16, 18, 20, 22, 24 und 26 des Target 23S untersucht worden.

Die Effizienzbestimmung des 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters (Reihe B, Abbildung 44)
ist an verschiedenen Tagen durchgefuhrt worden. Eine Schwankung der gDNA
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Eingangskonzentration der Stammldsung fur die Versuche ist anzunehmen. Unter der
Annahme, dass beim Blockzykler die Effizienz keinen Schwankungen unterliegt, wurden
die gemittelten Werte der Ergebnisse aus drei Messungen der 3 KS PCR anhand der Proben
(P, Kapitel 6.4.3) normiert, F. [3], um diese Schwankungen auszugleichen.

Blockzyklerg ,, F. [3]
EFMp, = ———=——— X EFM
Bn ™ Blockzykler, Bn
EFMgn: Einzelfunktionsmuster 3 KS PCR Produkt Reihe B
EFMzg.": Einzelfunktionsmuster 3 KS PCR Produkt Reihe B normiert

Blockzyklers n: Blockzykler PCR Produkt Reihe B
Blockzyklera n: Blockzykler PCR Produkt Reihe A
n: Entnahmezyklus

In Abbildung 44 ist die quantifizierte PCR Produktmenge pro Zyklus des Target 23S im

Vergleich Blockzykler, Reihe A, zu den normierten 3 KS PCR Messungen, Reihe B,
aufgetragen.

A B
PCR Produkt generiert pro Zyklus, Target 23S Quotient PCR Produkt
Blockzykler (Reihe A) & 3 KS PCR (Reihe B) Blockzykler zu 3 KS PCR
E 1* 1012 8
Yo}
o
=] -
o 7
S <
X
C 1x101 =
™ e
c o
< S -l
2 5 °
2 z
o 2
o 1*10% 54 L. T
g o +
a 1
£ 3=
2 1 B
[<5)
S I
O 1*10° 2
16 18 20 22 24 26 28 18 20 22
Produktentnahmezyklus Produktentnahmezyklus
l Blockzykler M Quotient PCR Produkt
B 3 KS PCR (normiert) mittlere Effizienz Blockzykler/ 3 KS PCR
<> Differenz Produkt Blockzykler zu 3 KS PCR T Min/ Max

Abbildung 44: A) PCR Produkt generiert pro Zyklus, Gen 23S, Blockzykler (Reihe A) zu normierter 3 KS PCR
(Reihe B); gDNA Eingangskonzentration 1 * 10° pro 25 pl; Entnahmeschritte 3 KS PCR Produkt Zyklus 16,
18, 20, 22, 24 und 26; B) Quotient PCR Produkt Blockzykler zu 3 KS PCR (normiert); gDNA
Eingangskonzentration 1 * 10° pro 25 pl; Entnahmeschritte 3 KS PCR Produkt Zyklus 18, 20 und 22.
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Die 3 KS PCR Messungen in Abbildung 44 A) zeigen:

e Im Bereich Zyklus 18 bis Zyklus 22 einen exponentiellen Bereich.

e Einen Ubergang in die Plateauphase, wie auch beim Blockzykler, bei Zyklus 22.

e Dass das 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster zum gleichen Entnahmezyklus weniger PCR
Produkt generiert als der Blockzykler.

e Einen geringeren PCR Produktzuwachs in den Zyklen 18 bis 22 im Vergleich zum
Blockzykler.

In Abbildung 44 B) ist der Quotient des PCR Produktes des Blockzyklers zur 3 KS PCR im
Zyklus 18, 20 und 22 gezeigt. Es wird deutlich:

e Dass das 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster gegentber dem Blockzykler zum gleichen
Zyklus 3,5- 5 (Mittelwert) mal weniger Produkt generiert.
e Dass die Differenz uber die Zyklenzahl (18- 22) steigt.

Dies bedeutet, dass das 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster mit einer geringeren Effizienz als
der Blockzykler arbeitet. Die mittlere Effizienz wurde tber die Zyklen 18, 20 und 22 mit 1,7
ermittelt. Dies bedeutet, dass das 3 KS PCR EFM mit einer 5,6 % geringeren Effizienz
gegenlber dem Blockzykler mit einer gemittelten Effizienz von 1,8 (entspricht 100 %)
arbeitet.

Es ist gezeigt, Abbildung 43, dass die Effizienz von Zyklus zu Zyklus
variiert[t20 S1067:122:1231 '1m Allgemeinen wird deshalb fir die PCR eine mittlere Effizienz
angegeben. Legt man die gemittelten Effizienzen, Blockzykler 1,8 und 3 KS PCR 1,7 fir die
Zyklen 1- 18 zu Grunde, generiert der Blockzykler bis zum Zyklus 18 theoretisch die 3,3-
fache Menge an PCR Produkt. Der tber die Messungen ermittelte Faktor liegt bei 3,5-fach
mehr PCR Produkt, Abbildung 44 B, die Messungen liegen also im Erwartungsbereich.

Im Kapitel 4 wurden die 3 KS PCR spezifischen Einflussfaktoren auf die WC-Effizienz
theoretisch betrachtet. Untersucht wurden a) Einflisse von nicht férderbarem Volumen und
b) der Einfluss der Temperatur. Theoretisch sinkt die WC-Effizienz geometriebedingt durch
die Verbindungskandle der Kammern dieses 3 KS PCR Konzeptes um 6,4 % gegenlber
einem PCR Konzept mit einer Kammer. Vergleicht man den theoretisch errechneten
Rickgang der WC-Effizienz, 6,4 % mit dem Uber Experimente ermittelten, 5,6 %, zeigt sich,
dass zum einen die Uber die Messungen ermittelte Effizienz im Erwartungsbereich liegt, zum
anderen, dass das 3 KS PCR EFM nahe der theoretisch maximal zu erreichenden WC-
Effizienz operiert.

In Abbildung 44 A) ist gezeigt, dass bei beiden Systemen der Ubergang in die Plateauphase
im gleichen Zyklus (22) stattfindet. Entscheidend ist, dass der Zyklus 22 im Blockzykler
nach 63 Minuten 50 Sekunden, im 3 KS PCR EFM nach 52 Minuten 12 Sekunden erreicht
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wird. Die Differenz von 11 Minuten 38 Sekunden entspricht 5 Zyklen in dem 3 KS PCR
EFM. Fiir den Eintritt in die Plateauphase gibt es verschiedene Griindel*?°S101 |n diesem
Fall ist zwischen zeitabhangigen (Effizienzrickgang der thermostabilen Polymerase) und
zyklusabhéngigen (Produktsattigung, schwindende Anzahl an Primern oder Nukleotiden)
Einflissen zu unterschieden. Da der Eintritt in die Plateauphase zum gleichen Zyklus, nicht
aber zum gleichen Zeitpunkt stattfindet, wird die Plateauphase durch zyklusbedingte
Einfllsse eingeleitet.

6.5.4 Bestimmung der unteren Nachweisgrenze 3 KS PCR

Fur die Charakterisierung der 3 KS PCR wurde in Kapitel 6.5.2 eine Verdinnungsreihe mit
einer Konzentration von 1 * 10* bis 1 * 10° Targets pro 25 pl PCR Ansatz untersucht. Fiir
die Bestimmung der unteren Nachweisgrenze sind Versuche mit einer Konzentration von
1 * 10° Targets pro 25 pl prozessiert worden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 dargestellt.
Die Eingangskonzentration der gDNA konnte nicht in der g°PCR ermittelt werden. Aus der
1 * 10 gDNA Stammldsung ist fir diese Versuche eine 1:10 Verdinnung erstellt worden,
die Konzentration der gDNA ist damit zwischen 1 * 10! und 1 * 10° pro 25 pl.

Tabelle 11: Bestimmung der untere Nachweisgrenze fiir gDNA der 3 KS PCR, Ergebnisse mit detektierten
Prozesskontrollen sind unterstrichen.

Untere Versuchstag 1 Versuchstag 2
Nachweisgrenze Blockzykler 3KSPCR  Blockzykler 3 KS PCR
23S L1 2,49 * 108 2,50 * 10’ 7,16 * 106 2,26 * 106
R1 4,27 * 10’ 1,17 * 10’
R2 7,45 * 10’ 2,04 * 10’
N 5,05 * 108 8,38 * 10° 2,01 * 10’ 3,08 * 10’
PVL L1..N |- - - -
SCC1 L1 - - - -
R1 - 7,15 * 10°
R2 - 1,22 * 10°
N - - - -
nuc L1 - 2,24 *10* - -
R1 4,48 * 10° -
R2 - 1,48 * 10*
N - - - 3,48 * 104
mecA L1 - - - 2,05 * 106
R1 1,43 * 107 4,77 * 10°
R2 - 2,31 * 106
N - - - -
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In Tabelle 11 sind die Ergebnisse der Charakterisierung des 3 KS PCR EFMs fur die
Bestimmung der unteren Nachweisgrenze fir gDNA gezeigt. Unterstrichen sind die
Ergebnisse, bei denen eine Kontamination festgestellt worden ist. Zu sehen ist, dass das
Target 23S in allen Kontrollen (N) eine Kontamination aufweist. Diese Kontamination ist in
gleicher Hohe quantifiziert wie die Versuche L1, R1 und R2. Daraus kann geschlossen
werden, dass die generierten Signale nicht durch die zugegebene Menge an gDNA erzeugt
werden, sondern dass sich hier das kontaminationsbedingte Grundrauschen, verursacht
durch ein kontaminiertes Labor Kapitel 6.4.6, zeigt. Eine Charakterisierung des Targets 23S
ist bei dieser Eingangskonzentration nicht moglich. Nicht gewertet ist auch das Ergebnis des
Targets nuc vom Versuchstag 2 R2. Hier ist ebenfalls eine Kontamination quantifiziert
worden die 2,5 mal groRer ist als das generierte Signal im 3 KS PCR EFM. Unter
Berlcksichtigung dieser beiden Punkte kann konstatiert werden, dass bei einer theoretischen
Eingangskonzentration von 1 * 10° Amplikons pro 25 pl von 30 moglichen Ergebnissen 7
kontaminiert sind, diese werden nicht in die Auswertung einbezogen. VVon den erwarteten
Ergebnissen, 23 Ergebnisse, sind 8 Ergebnisse (~35 %) fur die Auswertung nach den
Kriterien Abbildung 40 zugelassen. Im Vergleich hierzu wurden bei den Versuchen mit einer
Eingangskonzentration von 1 * 10* pro 25 pl 15 Messungen durchgefiihrt, bei denen 2 mit
einer Kontamination behaftet sind und nicht gewertet werden. VVon den verbleibenden 13
Messungen ergeben alle (100 %) ein Signal im erwarteten Spektrum. Das Festlegen einer
genauen Grenze (LoD) nach NCCLS™?4l st aufgrund der geringen Anzahl der Messwerte
nicht moglich. Die untere Nachweisgrenze ist jedoch auf eine Konzentration von etwa 10
Genomaquivalenten (Targets) pro 25 pl PCR Ansatz festzulegen, da hier unabhéngig vom
untersuchten Gen in den Versuchen ein Nachweis von gDNA im 3 KS PCR EFM gegeben
ist (Bezug auf 100 %). Fir niedrigere Konzentrationen ist dieses Resultat nicht immer
gegeben (Bezug auf ~35 %), da der Anteil an Versuchen ohne den Nachweis von PCR
Produkt im Verhaltnis zu Versuchen mit nachgewiesenem PCR Produkt steigt.

Das Target PVL ist in keinem der Versuche Tabelle 11 nachgewiesen. Ein Mangel an gDNA
ist hier nicht anzufiihren, da die anderen Gene zum Teil nachgewiesen worden sind. Daraus
folgt, dass bei niedrigen gDNA Konzentrationen, um 1 * 10* Targets pro 25 pl, das Gen
PVL schlechter amplifiziert wird als die verbleibenden vier Gene.

6.6 Charakterisierung des Mikroarrays

Fir eine Implementierung der Einzelfunktionen in ein Gesamtkonzept (Kapitel 7) ist es
erforderlich, die Grenzen der Funktion 3 KS PCR in Kombination mit dem Mikroarray zu
kennen. Eine flr die Implementierung notwendige Charakterisierung der 3 KS PCR ist im
Kapitel 6.5.2 erfolgt. Hier kann errechnet werden, wie viel PCR Produkt aus einer gegebenen
Menge an gDNA Stréngen erzeugt werden kann. In diesem Abschnitt wird die Menge an
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PCR Produkt ermittelt, die notwendig ist, um bei einer Hybridisierung Signale auf dem
Mikroarray auszulésen. Die Rahmenbedingungen der manuellen Prozessierung sind in
Kapitel 6.4.5 festgelegt. Gesucht ist die Konzentration an PCR Produkt die bei einer
Hybridisierung (Zeit: 60 min, Temperatur: 45 °C) Signale, durch die Sonden eines PCR
Produktes mit einer Intensitat groRer 1000, generiert.

6.6.1 Versuchsdurchfiihrung der Mikroarray Charakterisierung

Fur die Charakterisierung des Mikroarrays sind die 3 KS PCR Produkte und die PCR
Produkte der Kontrolle P (Blockzykler), Kapitel 6.4.3, der Konzentrationsreihe aus
Kapitel 6.5.2 neben der qPCR auch auf dem Mikroarray prozessiert worden. Durch die
Quantifizierung der gPCR und die Verdinnung des PCR Produktes (1/ 3,25 PCR Produkt
[ul]/ Hyb. Puffer [ul]) mit Hybridisierungspuffer, ist die Konzentration der PCR Produkte
in der Hybridisierung zu berechnen. Die Reagenzien und Prozessierungsschritte fir den
Mikroarray sind in Kapitel D und E aufgefthrt.

6.6.2 Ergebnis der Mikroarray Charakterisierung

Zusétzlich zu den bekannten Ausgleichsgeraden aus Kapitel 6.5.2 ist in Abbildung 45
horizontal, nach Farbe (PCR System) und Strichart (Forwardprimer ‘-, Reverseprimer ‘--°)
getrennt, der ermittelte Threshold an PCR Produkt gezeigt, der benétigt wird um Signale an
den Sonden nach Kapitel 6.4.5 zu generieren. In Tabelle 12 sind die Ergebnisse der
Mikroarray Charakterisierung zusammengefasst.
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Abbildung 45: Verdinnungsreine gDNA Eingangskonzentration 1 * 10* bis 1 * 10% Targets pro 25 pl;
Schwellwertermittlung der Mikroarray Sonden 23SF und 23SR des Gens 23S; Am Beispiel A: gDNA zu PCR
Produkt Blockzykler; B: gDNA zu PCR Produkt 3 KS PCR.

Tabelle 12: PCR Produkt pro 25 pl aus 3 KS PCR zu Mikroarray Intensitat.

3 KSPCR Blockzykler
Gen Amplikons/ 25 pl Intensitat Amplikons/ 25 pl Intensitat
Sonden a/ b Sonden a/ b

2357 (4,60 +£0,64) * 10 16221 +545 (2,28 +0,14) *10'? 1458 +24
23SR (4,59 +0,71) *10° 1164 +24 (4,30 £0,05) *10° 1115 +40
PVL IukSF | (5,69 £2,58) * 10 2573 +32 (2,84 £1,23) * 10 8790 +211
PVL IukFF | (1,21 £0,46) * 10" 1425 +89 - -

SCC1R (1,71 +0,13) *10° 1066 +8 (3,37 £0,30) *10'° 1498 +16
nuc S (3,86 £0,11) *10'° 1938 +16 (4,94 £0,18) *10'° 2841 +40
nuc ASF (3,86 +0,11) *10'° 1368 +32 (4,94 £0,18) *10'° 2263 +16
mecAF (8,92 +£0,75) *10'° 1107 +32 - -

Bei der Charakterisierung des Mikroarrays war es nicht moglich alle verfiigbaren Sonden zu
hybridisieren. Fir eine erfolgreiche Detektion des caMRSAS8 uber den Mikroarray muss fr
jedes Gen entweder der Forward (7)- oder der Reverse (%) Primer (iber den Mikroarray
detektiert werden; dies ist fir die flnf untersuchten Gene der Fall.

In Tabelle 12 korreliert mit Ausnahme der Sonden 23SF ,PVL IukFF und mecAF, die Menge
an PCR Produkt mit der gemessenen Intensitat der Mikroarray Sonde im Vergleich
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3 KS PCR zu Blockzykler. Abhangig von der Mikroarraysonde erzeugt mehr PCR Produkt
ein starkeres Signal der Sonden. Festgehalten werden kann, dass 4 * 10° bis 4 * 10!
Amplikons (PCR Produkt) pro 25 ul nach der 3 KS PCR bendtigt werden, um ein Signal bei
einer Hybridisierungszeit von einer Stunde und einer Temperatur von 45 °C auf dem
Mikroarray generieren zu kénnen. Vergleicht man diese Ergebnisse mit den gemittelten
Werten der Verdinnungsreihe der Targets PVL, SCC1, nuc und mecA, entspricht das einer
gDNA Eingangskonzentration von 8 * 10* bis 7 * 10° Targets pro 25 pl. Dies ist das LoD
(Limit of Detection) fiir die Kombination der 3 KS PCR verknipft mit dem Mikroarray und
dem Assay mit den GE PCR Beads als Basis.

Mit der Charakterisierung des Mikroarrays und der Charakterisierung der 3 KS PCR aus
Kapitel 6.5.2 ist es nun mdoglich, die Anforderungen an die Einzelfunktionen - 3 KS PCR
und Mikroarray - fur eine Integration in ein Gesamtsystem, Kapitel 7, festzulegen. Die
Charakterisierung der Funktionen ist damit abgeschlossen.

6.7 Optimierung der 3 KS PCR

In der bisherigen Abhandlung wurde der Versuchsaufbau und das 3 KS PCR EFM
untersucht. In diesem Teil der Arbeit liegt der Fokus auf der Optimierung bzw.
Untersuchung von:

e Prozesslaufzeit
e Pneumatische Ansteuerung
e Oberflachenoptimierung
o Additive (Tween)
o Beschichtungen (PTFE, Parylene)
e Alternative Materialien
e Alternative PCR Reagenzien (Promega)

6.7.1 Reduzierung der Prozesslaufzeit

Ein Ziel dieser Arbeit ist es, den zeitlichen Vorteil eines drei Kammer Konzeptes dem
bisherigen Konzept mit einem Ein Kammer System gegeniiberzustellen. Der entscheidende
Faktor, der zur Beschleunigung des PCR Prozesses beitragt, ist die Verkirzung der Heiz-/
Kihlzeiten des PCR Systems. Dies erfolgt durch eine hardwareseitige Charakterisierung und
Optimierung des 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters und des Messstandes, Kapitel 6.3. In
diesem Abschnitt werden die verbleibenden Mdoglichkeiten, die Haltezeiten auf den
entsprechenden Temperaturen, optimiert. Das Ziel soll sein, die PCR Prozesszeit ohne
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quantitative EinbuBen am Arbeitspunkt 1 * 102 bis 1 * 10° Eingangstargets gDNA pro 25 pl
in unter 30 Minuten zu prozessieren. Fir die Versuche liegt das Protokoll Kapitel 6.4.4
zugrunde. Gezeigt werden die kirzesten Protokolle jeweils fur das einseitige- und das
zweiseitige Heizkonzept, Kapitel 6.2, der Prozessierungsstation. Die Optimierung erfolgte
empirisch, es sind folgende Kriterien zu erfillen:

e Fir die Denaturierung der PCR Produkte ist das Erreichen der Temperatur in der PCR
Kammer, fluidisches System, von 90 °C ausreichend. Diese Temperatur ist nach
14 Sekunden im einseitigen- und nach 7 Sekunden im zweiseitigem Konzept bei einer
Starttemperatur von 72 °C (Elongationstemperatur) erreicht.

e Die Hybridisierungsphase (Phase 2 und 3, Abbildung 36) besteht zum einen aus einer
Heizphase (~18 Sekunden), die zeitlich nicht weiter zu reduzieren ist. Zum anderen aus
der Haltezeit, die bendtigt wird, damit sich die Primer an die Targets anlagern kénnen
(12 Sekunden). Hier wird durch schrittweise Reduzierung der Haltezeit ein lokales
Optimum ermittelt.

¢ Inder Elongationsphase (Phase 4 und 5, Abbildung 36) werden die hybridisierten Primer
durch die Polymerase verlangert. Die Polymerase synthetisiert allerdings auch unter
nicht optimalen Temperaturbedingungenl?0S92:125S5201  Dje  Haltezeit ist hier
schrittweise reduziert worden, um ein lokales Optimum zu finden.

Tabelle 13: Protokolle der Reduzierung der Prozesszeit der 3 KS PCR.

3 KS PCR Protokoll Standard Protokoll ~ Thermische Kontaktierung von
EFM[s] einer Seite [sS]  zwei Seiten [s]
Initiale Denaturierung 180 180 150
5 Denaturierung 20 14 7
_N§~ Hybridisierung 30 22 23
3 Elongation 76 11 6
Finale Elongation 60 60 60
82 Minuten 36 Minuten 29 Minuten
> Prozesszeit 45 Sekunden 40 Sekunden 45 Sekunden

Die Standardproben/ Kontrollen (P, N, UL1 ...) sind ebenfalls mit den reduzierten Zeiten
prozessiert worden, z.B. Elongation von 76 Sekunden auf 11 Sekunden entspricht
Reduktion der Haltezeit von 72 Sekunden auf 8 Sekunden im Blockzykler. Fir die
Interpretation der Ergebnisse, Tabelle 14 und Tabelle 15, werden die Messungen gegen die
Konzentrationsreihe Kapitel 6.5.2 abgeglichen, Abbildung 46.



6 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster 84
A B
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Abbildung 46: 3 KS PCR Verdinnungsreine, gDNA Eingangskonzentration 1 * 10* bis 1 * 10° Targets pro
25 ul mit o, 20 und 30 der Ausgleichsgeraden; Reduzierung der Prozesszeit zweiseitiges Heizkonzept;
Am Beispiel A: gDNA zu PCR Produkt, Gen nuc; B: gDNA zu PCR Produkt, Gen mecA.

Tabelle 14: Reduzierung Prozesszeit, einseitige thermische Kontaktierung.

36 Minuten | gDNA Blockzykler c 3 KS PCR o
40 Sekunden | Targets/ 25 pul  Produkt/ 25pl Produkt/ 25ul
23S 6,20 * 102 4,47 * 101 2c  1,47*10Y +lo
1,16 * 101 +lo
PVL 1,29 * 102 2,02 * 108 >-3c 1,22*10° +lo
3,05 * 10° +20
SCC1 4,45 * 10° 1,24 * 107 -26 4,21 * 10’ +lo
6,72 * 10’ +lo
nuc 7,36 * 102 1,15 * 108 26 1,15*10° +20
1,51 *10° +20
mecA 5,24 * 10? 1,17 * 107 -26 5,24 * 107 +lo
1,62 * 108 +20
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Aus Tabelle 14 kénnen folgende Schliisse gezogen werden:

e Die quantifizierten PCR Produkte der 3 KS PCR liegen flr alle Targets Uber den
entsprechenden Ausgleichsgeraden.
e Die Ergebnisse des Blockzyklers
o liegen fir alle Targets unterhalb der entsprechenden Ausgleichsgeraden.
o weisen fir das Target PVL einen negativen Einfluss auf, da die Quantifizierung
einen Messwert mit einer Abweichung >-3c ergab.

Per Definition Kapitel 6.5.2 ist durch die Reduzierung der Prozesszeit auf 36 Minuten
40 Sekunden mit dem einseitigen thermischen Heizkonzept kein negativer Einfluss im
3 KS PCR EFM nachzuweisen, eine Verkilrzung der Prozesszeit fuhrt nicht zum Riickgang
der in der 3 KS PCR generierten Produktmenge. Eine Reduzierung der Haltezeiten hat auf
die PCR Produktbildung im Blockzykler einen negativen Einfluss.

In Tabelle 15 sind die Ergebnisse des am schnellsten prozessierten 3 KS PCR Versuches
aufgezeigt.

Tabelle 15: Reduzierung Prozesszeit, zweiseitige thermische Kontaktierung.

29 Minuten gDNA Blockzykler o 3 KSPCR o
45 Sekunden | Targets/ 25 ul  Produkt/ 25pl Produkt/ 25ul
23S 4,00 * 10° 9,99 * 10° >3c 2,62*10° 20
2,72 *10° 26
PVL 3,08 * 10? 2,76 * 10° +3c 9,64 *10% +26
6,7 * 108 +26
1,08 * 10° +30
SCC1 3,49 * 10° 3,66 * 10’ -le 3,58 * 107 +lo
2,49 * 107 -lo
6,63 * 10° 20
nuc 4,09 * 10° 1,12 * 10° >+3¢ 5,88 * 10° +20
4,20 * 108 +lo
3,16 * 108 +lo
mecA 3,52 * 10° 2,37 * 108 >+3c 1,82 *10% +20
2,14 * 108 +30
1,84 * 108 +26

Nach den Ergebnissen Tabelle 15 kdnnen folgende Aussagen getroffen werden:

e Die Ergebnisse der 3 KS PCR und des Blockzyklers liegen verteilt sowohl tber als auch
unter den entsprechenden Mittelwerten der Ausgleichsgeraden.
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e Die Targets PVL und mecA zeigen in den 3 KS PCR Experimenten Ergebnisse auf,
welche nahe oder Uber der Grenze der 3 fachen Standardabweichung zu finden sind,
Abbildung 46.

e Die Targets PVL, nuc und mecA zeigen eine positive, das Target 23S in Bezug auf die
Reduzierung der Zeiten eine negative Resonanz in dem 3 KS PCR EFM.

Grundsatzlich ist eine Realisierung der Multiplex-PCR in unter 30 min Prozesslaufzeit auf
dem 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster mit der Prozessierungsstation mit zweiseitiger
thermischer Kontaktierung méglich. Bei 29 Minuten und 45 Sekunden PCR Laufzeit ist kein
negativer Einfluss auf die generierte Menge an PCR Produkt der finf untersuchten Gene im
Multiplexansatz, prozessiert auf dem 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster, nachzuweisen. Die
Umsetzung der PCR, mit der Amplifizierung von 5- 7 Zehnerpotenzen mehr PCR Produkt
zu gDNA Targets, bei einer Eingangskonzentration gDNA von 300- 400 Targets, ist damit
in unter 30 Minuten erbracht.

6.7.2 Analyse der pneumatischen Ansteuerung

Die pneumatische Ansteuerung der 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster, hergestellt durch
Frasen, beruht auf einer Auslenkzeit der TPU Membran in den PCR Kammern von etwa
2 Sekunden. Eine Auslenkzeit der Membran von wenigen Millisekunden bewirkt in
Verbindung mit einer rauen Oberflache der gefrasten Einzelfunktionsmuster eine
Schaumbildung beim Pumpen, wie in Vorversuchen ermittelt wurde. Die
Oberflachenrauhigkeit der gefrésten Einzelfunktionsmuster betrégt 1,7 um, im Gegensatz zu
0,1 pm von spritzgegossenen Oberflachen[*®l. Da zum einen die Einzelfunktionsmuster fiir
diese Charakterisierung im Spritzgussverfahren hergestellt sind und das pneumatische
Ansteuerungskonzept mit Regulierung der Auslenkzeit von etwa 2 Sekunden fehleranféllig
ist, wurden Untersuchungen auf den Vorteil einer langsamen Aktuierung der Membran in
Verbindung mit spritzgegossenen Systemen durchgefiihrt, Abbildung 47. Ohne zusatzliche
pneumatische Widerstdnde und Kapazitéten ist die Auslenkzeit der Membran in erster Linie
durch die Schaltzeit der Steuerventile, durch den Durchmesser und das Volumen der
Steuerleitungen und auch durch das zu befordernde Reaktionsvolumen (25 pl) begrenzt.
Dies fuhrt zu einer Auslenkzeiten der TPU Membran von wenigen (20- 50) Millisekunden.
In Abbildung 47 sind die Ergebnisse mit einer Auslenkzeit von etwa 2 Sekunden in
Verbindung mit 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster, hergestellt mit dem Spritzgussverfahren,
gezeigt.
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Abbildung 47: 3 KS PCR Verdinnungsreihe, gDNA Eingangskonzentration 1 * 10* bis 1 * 10° Targets pro

25ul mit o, 20 und 3c der Ausgleichsgeraden;

Am Beispiel A: gDNA zu PCR Produkt, Gen 23S; B: gDNA zu PCR Produkt, Gen PVL.

Tabelle 16: Charakterisierung TPU Membran mit Auslenkzeit von etwa 2 Sekunden.

Auslenkzeit gDNA 3 KS PCR c
~2 Sekunden Targets/ 25 pl Produkt/ 25 pl
23S 1,11 *10° 8,20 * 1010 +30
9,35 * 10% +30
PVL 9,84 * 102 1,29 * 10° +lo
1,04 * 10° +lo
SCC1 9,50 * 10? 9,79 * 108 +26
9,21 * 108 +26
nuc 1,10 * 10° 2,52 * 10° +26
2,50 * 10° +20
mecA 1,06 * 10° 5,19 * 108 +20
5,20 * 108 +26

Optimierung der pneumatischen Ansteuerung;
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In Tabelle 16 sind die Untersuchungsergebnisse der Auslenkzeit der TPU Membran gezeigt.

e Die Ergebnisse der 3 KS PCR liegen fur alle Targets Uber den entsprechenden
Ausgleichsgeraden.

e Das Target 23S zeigt eine positive Resonanz auf eine langsamere Auslenkung der TPU
Membran.

Es ist ersichtlich, dass eine langsamere Aktuierung (~2 Sekunden) der TPU Membran einen
positiven Einfluss auf die generierte Menge an PCR Produkt im 3 KS PCR EFM hat.

Fur die Charakterisierung der 3 KS PCR in dieser Arbeit ist die pneumatische Ansteuerung
mit einer Auslenkzeit von wenigen Millisekunden gewahlt worden, obwohl die Ergebnisse
Tabelle 16 darauf hinweisen, dass eine langsamere Auslenkzeit der Membran zu einer
groleren Ausbeute an PCR Produkt auf dem Einzelfunktionsmuster flihrt. Die Begriindung
liegt in der nicht verldsslich einstellbaren Ansteuerung. Die unzuverlassige Kalibrierung der
Durchflussventile?®!  verbunden mit Verschmutzungen in den pneumatischen
Steuerleitungen, verursachen Schwankungen in der Aktuierungszeit der TPU Membran von
bis zu 50 %.

6.7.3 Analyse von Additiven, Tensid Tween®80

In verschiedensten Verdffentlichungenl*: 421 werden Additive zur optimierten
Prozessierung auf dem LoC System hinzugegeben. Ein Bestandteil der PCR Beads von GE
ist das Additiv BSA, eine PCR ganzlich ohne Additive kann mit dieser beadbasierten Lésung
deshalb nicht durchgefiihrt werden. Zusatzlich zu dem im Bead gebundenen BSA ist im
Standardansatz, Tabelle 6, das Additiv Tween®80 hinzugegeben. Polysorbat80 (Tween®80)
gehort in die Gruppe der Tenside. In Flussigkeit geldst tendieren Tenside dazu, sich mit dem
hydrophoben Molekdilteil der nicht wassrigen Phase zuzuwenden. Der hydrophile Teil
richtet sich zur Flissigkeit hin ausi*?"). Dadurch entsteht ein diinner Tensidfilm zwischen
dem LoC Material und des PCR Reaktionsvolumens, der negative Oberflacheneffekte
reduzieren kann. BSA ist ein Albumin, das ebenfalls zur Reduzierung von
Oberflacheneinflissen beitragt. In Lab on a Chip Systemen wird BSA hauptsachlich zur
Absattigung von proteinbindenden Strukturen eingesetzt. Es tragt dazu bei, die negativen
Einflusse auf die Polymerase und die Nukleinséuren zu reduzierent?é 1291,

Im ersten Schritt werden Untersuchungen ohne die Zugabe des Tensids Tween durchgefihrt,
Abbildung 48 und Tabelle 17.
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3 KS PCR Ergebnisse mit 0% Tween®80 Ansatz
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Abbildung 48: 3 KS PCR Verdinnungsreihe, gDNA Eingangskonzentration 1 * 10* bis 1 * 10° Targets pro
25 pl mit o, 20 und 3o der Ausgleichsgeraden; Versuchsreihe ohne Tween®80; Am Beispiel A: gDNA zu PCR

Produkt, Gen 23S; B: gDNA zu PCR Produkt, Gen mecA.

Tabelle 17: PCR ohne Zugabe von Tween®80.

Kein gDNA Blockzykler c 3 KS PCR o

Tween®80 | Targets/ 25 ul  Produkt/ 25ul Produkt/ 25pul

23S 7,07 * 102 2,37 * 101 +26 4,41 *10° -20
2,22 * 108 ->30
2,18 * 108 ->30

PVL 5,90 * 10? 6,50 * 108 +3c  1,33* 108 -lo
5,79 * 10’ 20
1,56 * 108 -lo

SCC1 7,54 * 102 3,79 * 10’ -lo 1,24 * 107 -26
1,24 * 10’ -20
1,29 * 10’ -20

nuc 8,54 * 10? 3,43 * 108 +lo 1,97 * 108 -26
3,94 * 107 -30
3,23* 10’ ->30
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Kein gDNA Blockzykler o] 3 KSPCR o

Tween®80 | Targets/ 25 ul  Produkt/ 25ul Produkt/ 25pl

mecA 6,24 * 102 1,24 * 107 26 1,73 * 107 -26
1,76 * 10’ -26
6,94 * 10° -30

In Tabelle 17 sind die PCR Ergebnisse der Experimente ohne Tween®80 Zugabe aufgefiihrt.
Es zeigt sich, dass:

e die Ergebnisse der 3 KS PCR fiir alle Targets unter den entsprechenden errechneten
Mittelwerten, Kapitel 6.5.2, liegen.

e die Targets 23S und nuc eine deutlich negative Resonanz in der PCR auf dem
Einzelfunktionsmuster ohne die Zugabe von Tween®80 haben.

e die Ergebnisse des Blockzyklers um die Ausgleichsgeraden schwanken, das Target PVL
zeigt eine positive Reaktion auf die Reduzierung des Tween®80.

Das im GE PCR Bead gebundene Additiv BSA allein reicht nicht aus, um negative Effekte
im 3 KS PCR EFM beseitigen zu kdnnen. Die Reduzierung von Einflissen, zuriickzufiihren
auf die PCR Kammer-Oberfliche, durch weitere Additiven wie Tween®80 ist notwendig.

Es stellt sich die Frage, ob durch eine Erhéhung der Tweenkonzentration eine Verbesserung
der PCR erzielt werden kann. Daflr ist die Tweenkonzentration von einer 5 prozentigen auf
eine 10 prozentige Losung erhéht worden, Abbildung 49, Tabelle 18.
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Abbildung 49: 3 KS PCR Verdinnungsreihe, gDNA Eingangskonzentration 1 * 10* bis 1 * 10° Targets pro
25ul mit o, 206 und 3c der Ausgleichsgeraden; Versuchsreine mit 10% Tween®80;
Am Beispiel A: gDNA zu PCR Produkt, Gen 23S; B: gDNA zu PCR Produkt, Gen mecA.

Tabelle 18: PCR mit 10 prozentiger Zugabe von Tween®80.

10% | gDNA Blockzykler c 3 KSPCR o
Tween | Targets/ 25 ul  Produkt/ 25pul Produkt/ 25ul
23S 7,07 * 102 2,00 * 101 +26 2,29 * 10 +lo
1,64 * 10%° +lo
PVL 5,65 * 10° 8,20 * 108 +>3c 3,50 * 10° +1lo
8,54 * 108 +20
SCC1 |7,22*10? 7,72 * 107 -lc 3,34*107 -1o
4,30 * 107 -1o
nuc 1,15*10° 4,42 * 108 +1c 4,26 * 108 -1o
4,97 * 108 -1o
mecA | 6,98 * 102 2,99 * 10’ -lc 4,84*107 -1o
5,62 * 107 -1o
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Tabelle 18 fasst die Ergebnisse der Versuche mit einer erhdhten Tweenkonzentration (10 %)
zusammen.

e Die Ergebnisse der 3 KS PCR und des Blockzyklers liegen verteilt iber und unter den
entsprechenden Ausgleichsgeraden.

Es ist hier gezeigt, dass eine Erhohung der Tweenkonzentration auf eine 10 prozentige
Losung keinen positiven Einfluss auf die PCR in dem 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster hat.

6.7.4 Analyse der Beschichtung der TPU Membran

Eine weitere Mdglichkeit, den Einfluss der Materialoberflache zu minimieren, ist der Einsatz
von Beschichtungen. In Kapitel 5.3.2 ist ein Verfahren gezeigt, das die Maoglichkeit einer
Beschichtung der TPU Membran bietet. Aus Kapitel 6.5.2 ist zu entnehmen, dass alle
Targets, auller 23S, in Bezug auf die generierte Menge an PCR Produkt im Vergleich
Blockzykler zum 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster ibereinstimmen. Um den Einfluss der
Beschichtung der TPU Membran zeigen zu kdnnen, mussen die Experimente ohne die
Zugabe des Tensids Tween durchgeflhrt werden. Fiir das Feststellen eines Einflusses durch
die beschichtete TPU, ist der VVergleich der Ergebnisse zu Tabelle 17 zu ziehen.

6.7.4.1 Parylene Beschichtung der TPU Membran
In Abbildung 50 sind die Ergebnisse der 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster mit einer
Beschichtung der TPU Membran mittels Parylene gezeigt.
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3 KS PCR Ergebnisse mit Parylene Beschichtung
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Abbildung 50: 3 KS PCR Verdinnungsreihe, gDNA Eingangskonzentration 1 * 10* bis 1 * 10° Targets pro
25 pl mit 6, 20 und 3o der Ausgleichsgeraden; Parylene beschichtete TPU; Am Beispiel A: gDNA zu PCR
Produkt, Gen 23S; B: gDNA zu PCR Produkt, Gen nuc.

Tabelle 19: TPU Membran mit Parylene Beschichtung.

Parylene gDNA 3 KSPCR c
Targets/ 25 pl  Produkt/ 25l

23S 1,85*10° 4,15 * 108 >-36
1,98 * 10° >-30
1,01 *10° >-30

PVL 3,13*10° 1,34 * 10° -lo
1,13 *10° -lo
5,73 * 108 -lo

SCC1 2,04 *10° 3,74 * 107 -26
1,65 * 108 -lo
1,01 * 108 -lo

nuc 2,04 *10° 1,38 * 108 36
4,13 * 108 -20
2,40 * 108 -20




6 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster 94

Parylene gDNA 3 KSPCR o]
Targets/ 25 pl  Produkt/ 25pl
mecA 2,30 * 10° 1,56 * 108 -lo
2,48 * 108 -lo
1,82 * 108 -lo

In Tabelle 19 sind die Ergebnisse der Versuchsreihe von 3 KS PCR Einzelfunktionsmustern
mit einer Parylene Beschichtung der TPU Membran gezeigt. Es konnen folgende Aussagen
getroffen werden:

e Die Ergebnisse der 3 KS PCR liegen fiir alle Targets unter den entsprechenden
errechneten Mittelwerten der jeweiligen Targets.

e Die Targets 23S und nuc zeigen einen deutlichen Riickgang an generiertem PCR Produkt
gegenuiber dem Standard, Kapitel 6.5.2.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Versuche mit Parylene beschichteten 3 KS PCR
Einzelfunktionsmustern und einem Ansatz ohne die Zugabe des Tensid Tween schlechtere
Ergebnisse liefern als der Standard, Kapitel 6.5.2. Zusétzlich kann, werden diese Ergebnisse
mit denen aus Tabelle 17 verglichen, festgehalten werden, dass sich beide Versuchsreihen
vergleichbar schlecht gegeniiber dem Standard darstellen. Uber die Beschichtung der TPU
mittels Parylene ist keine Verbesserung der Einzelfunktionsmuster in Bezug auf das
quantifizierte PCR Produkt zu erzeugen.

6.7.4.2 PTFE Beschichtung der TPU Membran

Des Weiteren wurde eine Beschichtung der TPU mit PTFE untersucht. Die Ergebnisse der
Messungen sind in Abbildung 51 dargestellt. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde auch in
dieser Versuchsreihe das Tensid Tween nicht in den PCR Ansatz hinzugegeben, sondern mit
Wasser substituiert.
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Abbildung 51: 3 KS PCR Verdinnungsreihe, gDNA Eingangskonzentration 1 * 10! bis 1 * 10° Targets pro
25 pl mit o, 20 und 30 der Ausgleichsgeraden; PTFE beschichtete TPU; Am Beispiel A: gDNA zu PCR
Produkt, Gen 23S; B: gDNA zu PCR Produkt, Gen nuc.

Tabelle 20: TPU Membran mit PTFE Beschichtung.

PTFE gDNA 3 KS PCR o
Targets/ 25 ul  Produkt/ 25pl

23S 1,85 * 10° 9,63 * 108 >-36
1,03 * 10° >-30
9,35 * 108 >-30

PVL 3,13*10° 4,56 * 108 -26
3,90 * 108 -26
3,45* 108 -26

SCC1 2,04 *10° 8,69 * 107 -lo
1,15* 108 -lo
9,37 * 10’ -lo

nuc 2,04 * 10° 1,37 * 108 -30
2,33 * 108 -20
1,57 * 108 -30
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PTFE gDNA 3 KS PCR o
Targets/ 25yl Produkt/ 25ul
mecA 2,30 * 10° 1,20 * 108 -lo
1,94 * 108 -lo
8,16 * 10’ -26

In Tabelle 20 sind die Ergebnisse der Versuchsreihe von 3 KS PCR Einzelfunktionsmustern
mit einer PTFE Beschichtung der TPU Membran gezeigt. Es konnen folgende Aussagen
getroffen werden:

e Die Ergebnisse der 3 KS PCR liegen fiir alle Versuche unter den entsprechenden
errechnetet Mittelwerten der jeweiligen Targets.

e Die Targets 23S und nuc zeigen einen deutlichen Rickgang an generierten PCR Produkt
gegenuiber dem Standard, Kapitel 6.5.2.

Die Ergebnisse der Messungen mit PTFE beschichteten 3 KS PCR Einzelfunktionsmustern
liefern vergleichbare Messwerte, wie sie in Tabelle 19, Parylene Beschichtung und in
Tabelle 17, Tensid Tween, nachzulesen sind. Auch mit dieser Beschichtung ist keine
Verbesserung der generierten PCR Produktmenge nachzuweisen.

Generell kdnnen beide der hier untersuchten Beschichtungen, Parylene und PTFE, nicht zur
Verbesserung der PCR auf dem 3 KS PCR EFM beitragen.

6.7.5 Analyse PC Makrolon 2405 zu PC Makrolon 2245

Im Verlauf der Promotion wurde die Plattformtechnologie weiterentwickelt. Das zu Beginn
der Arbeit bevorzugte Material hierbei war PC Makrolon 2405. Diesem Material sind
Additive im Spritzguss zugegeben, die im sichtbaren Bereich (VIS) ein optisch
ansprechendes Bauteil erzeugen. Diese zugegebenen Additive besitzen eine
Eigenfluoreszenz im Bereich um 570 nm. In dieser Bandbreite liegt das Emissionsspektrum
der Mikroarraysonden, was zu Komplikationen bei dem Auslesen des Mikroarrays in
Kapitel 7 flhrt. Als Alternative wurde PC Makrolon 2245 festgesetzt. Diesem Material sind
die fluoreszierenden Additive im Spritzguss nicht beigemischt. Da das LoC System aus
Kapitel 7 mit Makrolon 2245 aufgebaut ist und ein Vergleich der in diesem Kapitel
gewonnen Erkenntnisse auf dem 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster mit dem LoC angestrebt
wird, soll hier der Einfluss der Materialien Makrolon 2405 zu Makrolon 2245 untersucht
werden, Abbildung 52.
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Abbildung 52: 3 KS PCR Verdiinnungsreihe, gDNA Eingangskonzentration 1 * 10! bis 1 * 10° Targets pro
25 pl mit o, 20 und 3o der Ausgleichsgeraden; Vergleich PC Makrolon 2245 zu 2405; Am Beispiel A: gDNA
zu PCR Produkt, Gen SCC1; B: gDNA zu PCR Produkt, Gen nuc.

Tabelle 21: Materialversuche Makrolon 2405 gegen 2245.

Makrolon 2245 | gDNA 3 KSPCR c
Targets/ 25 pl  Produkt/ 25l

23S 1,85*10° 3,40 * 10% +1lo
1,87 * 10 -lo
3,65 * 10%° +lo

PVL 3,13*10° 5,08 * 108 -26
9,04 * 108 -lo
1,51 *10° -lo

SCC1 2,04 *10° 1,66 * 108 -lo
2,08 * 108 +lo
1,70 * 108 -lo

nuc 2,04 *10° 6,80 * 108 -lo
5,28 * 108 -lo
8,28 * 10® -lo
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Makrolon 2245 | gDNA 3 KSPCR o]
Targets/ 25 pl  Produkt/ 25pl
mecA 2,30 * 10° 1,13 * 108 -lo
1,79 * 108 -lo
1,56 * 108 -lo

In Tabelle 21 sind die Ergebnisse der 3 KS PCR Messungen mit dem Material Makrolon
2245 gezeigt. Es ist festzuhalten:

e Die Ergebnisse der 3 KS PCR liegen verteilt Gber und unter den errechneten Mittelwerten
der jeweiligen Targets.

Eine Anderung des Materials, konkret das nicht Beimengen der fluoreszierenden Additive
im Spritzguss, hat keinen Einfluss auf die PCR in dem 3 KS PCR EFM. Die bisher gezeigten
Ergebnisse, generiert auf dem 3 KS PCR EFM, kdnnen unabhdngig vom eingesetzten
Material (PC) mit dem LoC System Kapitel 7 verglichen werden.

6.7.6 Analyse alternativer PCR Reagenzien

Die bisherigen Untersuchungen basieren auf den Reagenzien der GE PCR Beads,
Kapitel 6.4.2. Um den Einfluss dieser Reagenzien auf die PCR zu zeigen, wurde eine
Versuchsreihe mit alternativen Reagenzien, voraussetzend der Mdglichkeit einer
Flussigvorlagerung der Reagenzien auf dem LoC, durchgefihrt. Der verwendete Ansatz von
Promegal*3%, Tabelle 22, ist im Hinblick auf die Kombination PCR im Tube mit Analyse
des PCR Produktes Uber das Mikroarray auf den caMRSA8 Multiplex Assay hin optimiert.

Tabelle 22: PCR Reagenzien der Firma Promega.

Reagenzien Volumen  Anmerkung

Go taq flexi DNA polymerase 0,75 pl Promegal*3!

Wasser 7,25 pl Carl Roth[

Puffer 5ul Promegal*?

MgCl. 2,5ul Promegal*3

dNTPs 2,5 mM 2l (151]

Polysorbat80 (Tween®80, 5 %) 0,5 ul Carl Roth!*U

gDNA Heat Shock Protein (Hsp90) | 1 ul Prozesskontrolle, auf Bakterien und
Eukaryoten

gDNA caMRSAS8 + Primer 6 ul Siehe Tabelle 6
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In Abbildung 53 sind die Ergebnisse des Target 23S und SCC1 gezeigt.
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3 KS PCR Ergebnisse mit Promega Assay
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Abbildung 53: 3 KS PCR Verdinnungsreihe, gDNA Eingangskonzentration 1 * 10* bis 1 * 10° Targets pro
25 pl mit 6, 26 und 30 der Ausgleichsgeraden; Alternative PCR Reagenzien der Firma Promega; Am Beispiel
A: gDNA zu PCR Produkt, Gen 23S; B: gDNA zu PCR Produkt, Gen SCCL1.

Tabelle 23: 3 KS PCR Promega Assay.

Promega Assay | gDNA 3 KS PCR c
Targets/ 25 pl  Produkt/ 25pl

23S 1,03 * 10* 1,87 * 10%° 20
9,09 * 10° 1,43 * 101 30

PVL 1,30 * 10* 1,32 * 10" >+30
1,04 * 10* 2,85 * 10" >+30

SCC1 9,76 * 10° 7,97 * 101 >+30
8,11 *10° 1,19 * 102 >+30

nuc 1,13 *10* 2,25 * 101" >+30
8,95 * 10° 3,72 * 101" >+30

mecA 1,05 * 10* 8,32 * 10%° >+30
1,30 * 10* 1,84 * 101 >+30
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In Tabelle 23 sind die 3 KS PCR Ergebnisse, prozessiert mit den Reagenzien von Promega,
dargestellt. Es kann festgestellt werden, dass:

e die Messwerte aller Targets mit Ausnahme 23S deutlich (Tabelle 24) oberhalb der
Mittelwerte der Standardreihe, ermittelt mit den Reagenzien von GE, liegen.
e das Target 23S eine negative Resonanz auf den Promega Assay zeigt.

Vergleicht man die Mittelwerte der generierten PCR Produktmenge des Promega Assays mit
den theoretischen Mittelwerten der Ausgleichsgeraden des GE Bead basierten Assays am
gleichen Arbeitspunkt, wird der Einfluss der Reagenzien des Promega Assays noch
deutlicher.

Tabelle 24: Unterschied GE Bead Reagenzien zu Promega Reagenzien.

Gen gDNApro25pul  GE Bead Assay = Promega Assay  PCR Produkt
vor 3 KS PCR Ausgleichsgerade Mittelwert Promega/ GE

23S 9,69 * 10° 8,23 * 10% 1,65 * 10%° 0,2

PVL 1,17 * 10* 6,63 * 10° 2,08 * 10%2 313

SCC1 |893*10° 9,48 * 10° 9,91 * 10t 1045

nuc 1,01 * 10 5,17 * 10° 2,99 * 10+ 57

mecA | 1,17 * 10 1,40 * 10° 1,34 * 10" 95

Der Einfluss der Promega Reagenzien zeigt sich deutlich an dem Target SCC1, Tabelle 24.
Hier wird im Vergleich zum GE Bead basierten Assay unter gleichen PCR Bedingungen
1045 mal mehr PCR Produkt generiert. Auch die Targets PVL, nuc und mecA zeigen mit 57
bis 313 mal mehr PCR Produkt, generiert mit den Reagenzien von Promega, ein signifikant
besseres Ergebnis. Zuséatzlich zeigt sich, dass das Target 23S mit dem Promega Reagenzien
basierten Assay das Target mit der geringsten Amplifizierungsrate ist, im Gegensatz zum
Standard Assay auf GE PCR Bead Basis.

Legt man das charakteristische Verhalten der einzelnen Targets aus Kapitel 6.5.2 zugrunde,
ist das LoD fiir die Kombination der 3 KS PCR mit den Mikroarraysonden 23SR, PVLF,
SCC1R, nucS/ nucASF und mecAF auf Basis des Promega Assays auf 2 * 102 bis 9 * 10°
gDNA Strange pro 25 pl festzulegen. Dies stellt eine deutliche Verbesserung im Vergleich
zu den Ergebnissen Kapitel 6.6 dar.

6.8 Zusammenfassung 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster

Das Ziel dieser Arbeit liegt in der Charakterisierung und zeitlichen Optimierung der EFM
PCR auf Basis der hier vorgestellten Plattform. Angestrebt ist daftir die Prozessierung einer
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Multiplex-PCR in 30 Minuten. Erreicht worden ist dieses Ziel durch die Umsetzung des
3 Kammer Shuttle PCR Konzeptes.

Das PCR Konzept von 2011[*®1 Kapitel 3.2.1 und das hier gezeigte 3 KS PCR Konzept sind
anhand folgender Kriterien verglichen:

e Phase 1 (Elongation zu Denaturierung) ist abgeschlossen, wenn die Solltemperatur
erreicht ist.

e Phase 2 (Denaturierung zu Primerhybridisierung) ist bei einem Offset von 2,5 °C zur
Solltemperatur erreicht.

e Phase 4 (Primerhybridisierung zu Elongation) ist bei einem Offset von 6,3 °C zur
Solltemperatur erreicht.

Tabelle 25: Zusammenfassung Phasen 1, 2 und 4 von einem PCR Zyklus bei 25 pl Reaktionsvolumen.

Einseitige thermische Zweiseitige thermische | PCR Konzept 2011
Kontaktierung Kontaktierung
) S| .o S| o.O S
2= e 2= e 2= e
o N < N < N
. | 28 = €| 88 = E| 28 = &
& EL = X EE = X £ £ = X
£ S N o S~ N o = N -
1 1713930 211 10 |724-943 104 21 |720-920 435 04
2 |930560 175 21 |943-560 180 2,1 [92,0-575 46,1 0,7
4 539651 21 53 |539649 30 36 |553657 104 1,0
Y 40,7 31,4 100

In Tabelle 25 sind die Heiz-/ Kuhlzeiten der zwei hier untersuchten PCR Konzepte,
Kapitel 6.2, dem PCR Konzept von 2011, Stationary PCRI*®! gegeniibergestellt. Durch die
Umsetzung der 3 Kammer Shuttle PCR ist die Zeit fur das Realisieren des Temperaturprofils
von 100 Sekunden pro PCR Zyklus durch das zweiseitige Heizkonzept auf etwa ein Drittel
der Heiz-/ Kihlzeit reduziert worden. Unter Verwendung der zweiseitigen thermischen
Kontaktierung und einer optimierten dynamischen Temperaturregelung einerseits, der
Zugabe von Tween®80 zu den PCR Reagenzien und einer schrittweisen Reduzierung der
Haltezeiten auf den Temperaturniveaus andererseits, ist eine pentaplex caMRSA8 PCR in
29 Minuten und 45 Sekunden realisiert. Die gDNA Eingangskonzentration der Experimente
zur Optimierung der Prozesslaufzeit erstreckte sich dabei von einigen hundert bis zu etwa
700 gDNA Targets pro 25 ul. Bewiesen ist, dass:
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e die zeitliche Reduzierung der Prozesszeit keinen negativen Einfluss auf die
generierte Menge an PCR Produkt der finf untersuchten Gene auf dem 3 KS PCR
EFM hat.

e im Durchschnitt 5- 7 Zehnerpotenzen mehr PCR Produkt generiert worden sind als
gDNA Targets in die PCR gegeben wurden.

Ein Vergleich mit bekannten Plattformenl“® 631 die dieses PCR Konzept umgesetzt haben,
gestaltet sich schwierig, da in diesen Veroffentlichungen kein quantitativer Nachweis von
PCR Produkt durchgefiihrt wurde. So wurden hier zwar PCR Prozesszeiten fir die
Amplifizierung eines singelplex Produktes von 12 min bis 24 min*® angegeben, eine
Aussage Uber die PCR Performance in dieser Zeit wurde aber nicht getroffen. Zusatzlich
miussen fir Vergleiche beziglich der PCR Prozessdauer zeitaufwendige Schritte vor der
PCR Prozessierung mit einbezogen werden, wenn diese einen zeitlichen Vorteil fir die PCR
Prozessierung bieten. So ist z.B. die Reduzierung von Oberflacheneinfliissen auf dem LoC
durch eine 30 miniitige Inkubation des PCR Systems mit PVP[8 direkt vor der PCR
umgesetzt worden. Dies erlaubt ein groRes O/V Verhaltnis der PCR Kammern, was einen
direkten Einfluss auf die Heizrate des Reaktionsvolumens hat. Der Vorteil der in dieser
Dissertation verdffentlichten Plattform ist, dass fur die Umsetzung der PCR hier keine
vorherige Inkubation des PCR Systems ben6tigt wird. Dies ist entscheidend, da ansonsten
der zeitliche Vorteil einer schnellen PCR bei einer Integration der PCR in ein Gesamtkonzept
nicht mehr gegeben ist.

Die bisher rein qualitativen Charakterisierungen(“® 63l dieses PCR Konzeptes erlauben
ebenfalls nur ungentigend Ruckschliisse auf Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, Aussagen
uber die Ausfallrate der Plattform, PCR Performance, Limit of Detection, PCR Effizienz
sowie Einflisse von LoC-Materialien und Beschichtungen. Im Folgenden ist zu diesen
Punkten die Charakterisierung des Einzelfunktionsmusters zusammengefasst.

Gezeigt wurde das charakteristische Verhalten des PCR Systems Uber eine
Konzentrationsreihe der genomischen DNA, Kapitel 6.5.2. Der untersuchte Bereich
erstreckt sich hier von einer Eingangskonzentration von 1 * 108, iiber die Zielkonzentration
fir die Optimierungen (Zeit, Oberflicheneinfliisse, ...) von caMRSAS bei 1 * 10%, bis zum
Limit of Detection bei Konzentrationen kleiner 1 * 10 Targets pro 25 pl. Es wurde im
Multiplexansatz gezeigt, dass die Ergebnisse von verschiedenen Prozessierungsstation und
Versuchsstrangen, Kapitel 6.5.1, vergleich- und reproduzierbar sind.

Weiterhin ist die Effizienz des 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters mit 1,7 bestimmt,
Kapitel 6.5.3.2. Die Effizienz ist damit 5,6 % niedriger als die des Blockzyklers mit 1,8,
Kapitel 6.5.3.1. Der grolite Anteil (WC-Effizienz: 6,4 %) dieser Reduzierung ist
Designbedingt durch das Verhéltnis des Kammervolumens zum Kanalvolumen der PCR
Kammern, Kapitel 4. Dieser im VVordergrund wirkende Parameter l&sst die Schlussfolgerung
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zu, dass die Ubrigen Einflusse wie z.B. Temperatur, Temperaturhomogenitat, Materialien,
Scherkrafte und Luftblasen keinen signifikanten Einfluss in diesem PCR System unter den
gegebenen Bedingungen haben. Das 3 KS PCR EFM liefert fir die Effizienz Ergebnisse
nahe dem optimalen Arbeitspunkt.

Festzuhalten ist hier auch, dass bei einer Betrachtung der Effizienzermittlung die generierte
Menge an PCR Produkt des Targets 23S ab dem Zyklus 22 in die Plateau-Phase geht,
Abbildung 44, also nach diesem Zyklus die Amplifizierungsphase fiir das Target 23S
abgeschlossen ist. Dies bedeutet, dass bei einer reinen Betrachtung des Targets 23S hier eine
Singelplex PCR prozessiert wurde in nur 22 Zyklen. Der Ubergang in die Plateau-Phase des
Target 23S ist auch im Blockzykler ab Zyklus 22 erreicht. Dies lasst vermuten, dass hier
zyklusbedingte und nicht zeitliche Einflusse diese Phase einleiten. Unter dieser Annahme
und dem Wissen, dass eine Reduzierung der Prozesslaufzeit keinen negativen Einfluss auf
die generierte Menge an PCR Produkt ausibt, kann hier mit dem schnellsten PCR Protokoll
und einer Zyklusanzahl von 22 eine Singelplex PCR in 15 Minuten und 42 Sekunden
angenommen werden.

Die sichere Nachweisgrenze von gDNA st bei einer Eingangskonzentration von 1 * 10*
Targets pro 25 pl ermittelt. Das Limit of Detection ist aufgrund der dafir hohen
erforderlichen Anzahl an Messungen nicht nach NCCLSM?4 bestimmt. Es ist jedoch
bewiesen, dass bei niedrigeren Konzentrationen als 1 * 10! Targets pro 25 pl das Verhaltnis
von erzielten zu erwarteten Ergebnissen sinkt, also nicht jeder kontaminationsfreie Versuch
zu einem nachgewiesenem PCR Produkt fiihrt. Daraus folgt, dass das Limit of Detektion im
Bereich um 1 * 10* Targets pro 25 pl liegen muss.

Ein in dieser Arbeit durchgehend untersuchter Einfluss ist die Kontamination der
Experimente, Kapitel 6.4.6. Hier kann eine entscheidende KenngréRe bewertet werden, die
Sauberkeit im Herstellungsprozess und der Arbeit im Labor. Fir die Uberwachung von
Kontaminationen sind Kontrollen tber den gesamten Prozess, von der Herstellung der
3 KS PCR Einzelfunktionsmustern, Gber die Ausgangsmaterialien der Reagenzien bis hin zu
Kontrollen vor und nach der PCR auf den 3 KS PCR Einzelfunktionsmustern umgesetzt.
Festgestellt wurde bei den 140 3 KS PCR Einzelfunktionsmusterversuchen eine
Kontamination bei bis zu acht der 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster direkt nach der
Herstellung und Lagerung. Die Sauberkeit kann hier noch verbessert werden, ist fir diese
Arbeit aber ausreichend gegeben. Die Uberwachung der PCR direkt auf den
Einzelfunktionsmustern hat ergeben, dass eine Querkontamination zwischen mehreren,
gleichzeitig prozessierten PCR Strangen auf einem EFM ausgeschlossen werden kann. Die
festgestellte dauerhafte Kontamination durch das Target 23S ist Laborgebunden und kann
nicht fiir Aussagen uber den Herstellungsprozess oder das saubere Arbeiten im Labor
herangezogen werden.
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In der Charakterisierung sind Einfliisse der in der Plattform verwendeten Materialien PC und
TPU untersucht. Es ist gezeigt, dass das Verwenden von Additiven wie Tween®80,
Kapitel 6.7.3, einen positiven Einfluss auf die Generierung von PCR Produkt hat. Daraus
lasst sich schlieRen, dass die verwendeten Materialien oder die Oberfliche der PCR
Kammern des 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters aus biologischer Sicht nicht optimal sind.
Die Untersuchung der TPU mit PTFE- und Parylenen Beschichtungen, Kapitel 6.7.4, hat
keinen positiven Einfluss auf die PCR ergeben, die Ergebnisse mit diesen
Oberflachenbeschichtungen sind direkt vergleichbar mit den Ergebnissen ohne die Zugabe
von Tween®80 zu den Reagenzien. Unter der Annahme, dass die Beschichtungen auch nach
den Experimenten noch funktional sind (kein optischer Defekt) und diese Beschichtungen
andere Materialeigenschaften als die TPU haben, ist der in Vorversuchen festgestellte
negative Einfluss des Materials TPU fragwirdig. Hinzu kommt, dass in den VVorversuchen
beziiglich der Materialeigenschaften der Einfluss grofRer Oberflachen ebenfalls mit eine
Rolle spielte, aber nur unzureichend beachtet wurde. Die Annahme aus Kapitel 5.3.2, welche
auf Erkenntnissen von Vorversuchen basieren, namlich dass das Material der TPU einen
negativen Einfluss auf die PCR hat, ist damit in Frage gestellt. Schliet man den Einfluss
der Materialien des 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters aus, deutet der positive Effekt der
Tween®80 Zugabe zu den PCR Reagenzien auf einen generellen Einfluss der Oberflache der
PCR Kammern hin. Eine weitere Differenzierung ist in dieser Arbeit nicht erfolgt.
Entscheidend ist jedoch, dass das Beschichtungsverfahren an sich funktional ist, die
Plattformmaterialien keinen kritischen Einflussfaktor darstellen und damit auch in dieser
Plattform das Verhaltnis von Oberflache zu Kammervolumen nicht vernachldssigt werden
darf.

Es ist gezeigt, dass in diesem System die Geschwindigkeit, mit der das PCR
Reaktionsvolumen verdrangt wird, einen Einfluss auf die generierte Menge an PCR Produkt
hat. Eine langsamere Verdrangung des Reaktionsvolumens, die untersuchten Variationen
lagen bei Zeiten zwischen wenigen Millisekunden bis zu zwei Sekunden, fihrt zu einem
Anstieg der Menge an generiertem PCR Produkt um den Faktor 2- 12, Kapitel 6.7.2.

Fur die gezeigten Ergebnisse sind insgesamt 140 PCR EFM Experimente durchgefihrt,
Kapitel 6.4.6. Die verwendeten Plattformkomponenten sind ausschlieRlich mit Verfahren
hergestellt worden, die fiir den Einsatz in der Massenproduktion geeignet sind, Kapitel 5.
Durch die hohe Anzahl an hergestellten 3 KS PCR Einzelfunktionsmustern und der
niedrigen Ausfallrate von < 3 % ist zum einen die Eignung fir ein in Masse herstellbares
Produkt mit komplexen fluidischen Funktionen, zum anderen die Zuverlassigkeit im Einsatz
gezeigt.

Fir die Integration des 3 KS PCR Konzeptes in ein Gesamtsystem, Kapitel 7, mit weiteren
Einzelfunktionen wie Lyse, Aufreinigung und Auswertung ist die Kombination der PCR mit
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dem Mikroarray als Ausleseeinheit mitentscheidend. Hierfiir ist eine Nachweisgrenze der
PCR von 1*10%® gDNA Targets pro 25 pul ermittelt. Es ist nachgewiesen, dass die
amplifizierte Menge an PCR Produkt im 3 KS PCR EFM bei der gegebenen
Eingangskonzentration nicht die erforderliche Menge an PCR Produkt fur das Aktivieren
der Mikroarraysonden generiert. Dies gilt allerdings auch fir die Prozessierung im
Blockzykler und ist damit nicht Konzeptbedingt. Fir eine erfolgreiche Integration in ein
Gesamtkonzept muss also entweder der Assay auf biologischer Seite optimiert,
Kapitel 6.7.6, oder die Ausleseroutine der hybridisierten Sonden auf Seite der Hardware oder
der Software des Scanners optimiert werden.

AbschlieRend festgestellt ist, dass ein Durchpumpen der gDNA (Vergleich Probe P zu
Kontrollen UL1, UR1 und UR2), bei einer gDNA Eingangskonzentration von 1 * 10* bis
1 * 102 pro 25 pl durch das fluidische System des 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters bei
Raumtemperatur sich nicht negativ auf die gDNA Konzentration auswirkt, Kapitel 6.4.6.
Die Materialien PC und TPU sind unter Beachtung der Kriterien Raumtemperatur und
transportiertes Reaktionsvolumen fur die Anwendung von biologischen Assays geeignet.

6.9 Ausblick 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster

Es hat sich gezeigt, dass die Effizienz des 3 KS PCR EFMs auf dieser Plattform durch das
nicht prozessierte Volumen in den Kanalen zwischen den PCR Kammern beeinflusst wird.
Es ist also mdglich, die 3 KS PCR Effizienz lber eine Designanderung weiter zu steigern,
bzw. den Einfluss soweit zu minimieren, dass er flirr den Einsatz in einem Industrieprodukt
nicht mehr relevant ist. Folgende Optimierungen kénnten umgesetzt werden:

e Die Kanéle zwischen den Kammern kdnnten verkirzt werden. Das Design des 3 KS PCR
Einzelfunktionsmusters ist, Kapitel 5.4.1, auf den Einsatz von beschichteten TPUs
ausgelegt. Fir diese Aufbautechnik ist der Abstand der Kammern auf 2,5 mm
dimensioniert. Es ist gezeigt, Kapitel 5.2.2, dass eine geringere Anzahl an
Schweibahnen fur ein funktionales LoC ausreichend ist. Zu beachten ist allerdings, dass
die Verringerung des Abstandes zu einem starkeren Temperaturgradienten zwischen den
Temperaturzonen, Kapitel 4, fihrt und damit der thermische Stress an Bedeutung
gewinnt.

e In einem weiteren Ansatz konnte der Querschnitt der Kanéle reduziert werden. Diese
Reduzierung wiurde allerdings auch den fluidischen Widerstand zwischen den PCR
Kammern erh6hen, was sich negativ (Scherkréafte, Schaumbildung) auf das System
auswirken wirde. Eine Optimierung der pneumatischen Ansteuerung der
Verdrangerkammern nach Kapitel 6.7.2, wirde einer Erhohung des fluidischen
Widerstandes entgegenwirken.
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Eines der Ziele dieser Arbeit ist die Verklrzung der Prozesslaufzeit der PCR auf dem
3 KS PCR EFM. Die Forderung, eine Multiplex-PCR in unter 30 Minuten zu prozessieren,
ist erreicht. Flr eine weitere Reduzierung der Heiz-/ Kihlzeit kénnte der Prozessschritt von
Denaturierung zu Hybridisierung (Phase 2, Kapitel 6.3.2.1) auf der Basis einer zweiseitigen
thermischen Kontaktierung, Kapitel 6.3.2.2, beschritten werden. In diesem Arbeitsschritt
wird das Reaktionsvolumen von der Denaturierungskammer durch die Elongationskammer
in die Hybridisierungskammer gepumpt. Fir diesen Schritt wird die Temperatur der
Elongationskammer in der vorliegenden Versuchsanordnung gesenkt. Limitierend wirkt sich
hierbei allerdings zum einen die thermische Masse der Heizfinger aus, zum anderen das
Fehlen einer aktiven Kihlung. Eine Reduzierung der thermischen Masse der Heizfinger,
siehe Kapitel 7.1 und der Austausch des Widerstandsheizers durch ein Peltierelement,
wirden diesen Prozessschritt deutlich verkirzen.

Eine weitere Mdglichkeit ist die VergroRerung der Kammeroberflache, wie sie auch in
einigen Veroffentlichungen umgesetzt ist. Das hat einen Anstieg des Warmestromes zur
Folge, F. [4].

- F. [4]
Q =A*xax* (T, —T,)

Q Warmestrom

A Kontaktflache

a Warmelbergangskoeffizient

T, T2 Temperatur der Medien

In dieser Arbeit finden sich Hinweise auf den negativen Einfluss der Oberflache dieser
Plattform. Eine beliebige Erhéhung des Oberflachen zu Volumen Verhaltnisses der PCR
Kammern ist also nicht zu empfehlen. Jedoch kann bei einer abgeschlossenen Entwicklung
der PCR, von biologischer Seite, das Kammerdesign diesbeztglich nochmals optimiert
werden.
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Das Ziel dieser Arbeit beschrankt sich nicht ausschlie3lich auf die Plattformtechnologie und
die Charakterisierung von Einzelfunktionen. Ziel fir Lab on an Chip Anwendungen muss
die Integration verschiedenster Standardfunktionen (Aliquotieren, Vermischen, Separieren,
Amplifizieren, Inkubieren...)[8 134 1351361 eines molekulardiagnostischen Labors sein. Die
Verknupfung der gezeigten Einzelfunktionen zu einem voll automatisierten Lab on a Chip
System (LoC), unter Verwendung der ermittelten Herstellungsparameter, liegt ebenfalls im
Fokus.

Vorteile von LoCs zeigen sich hauptsachlich in folgenden Punkten:

e LoC Systeme beinhalten meistens ein internes, intelligentes Flussigkeitsmanagement.
Dies erlaubt eine Automatisierung®® der Prozesse, welche gegeniiber der
Standarddiagnostik im Labor keine Handhabungsfehler wahrend der Analyse zu lasst.
Das hat z.B. in Hinblick auf Qualitdtskontrollen einen direkten Einfluss auf die
Sensitivitét der Tests.

e Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Zeitersparnist®! von der Probenentnahme bis zur
Diagnose. Standardverfahren kdnnen standortbedingt hier bis zu mehreren Tagen
benotigen, LoCs arbeiten im Bereich von wenigen Stunden.

e Die Senkung der Kosten ist ein weiterer Punktl®l. Die Einwegsysteme sollten auf
kostengunstigen Plattformen realisiert werden, die fiir eine Massenproduktion geeignet
sind. Des Weiteren ist fir die Analyse kein Labor mit hochwertiger und damit teurer
Infrastruktur (Pipetten, Sicherheitswerkbank,...) erforderlich. Personalkosten kdnnen
eingespart werden. Fur die Prozessierung automatisierter LoCs ist kein speziell
geschultes Personal erforderlich.

e Die Miniaturisierung von Funktionen und Integration in ein LoC erlaubt weiterhin den
mobilen Einsatz der Diagnostiksysteme bei Nutzung minimaler Infrastrukturf*3’]
(Stromanschluss).

e Ein entscheidender Punkt dieser Arbeit ist das frei programmierbare und prazise
Flussigkeits- und Temperaturmanagement. Hier kénnen LoCs den zeitlichen Vorteil,
Kapitel 6.8, voll ausspielen.

Aktuell veroffentlichte LoC Systeme, die eine Vollintegration verschiedenster Funktionen
inklusive einer Multiplex-Gen-Analyse beinhalten, bedienen sich meist des Zentrifugal-
Prinzips, eine sogenannte Lab on a Discl!37 138 139, 1401 plattform, oder auch des Prinzips
Continuous Flow[t? 32 141,142 'Ein Teil der Lab on a Disc Plattformen bieten die Méglichkeit,
eine groRe Anzahl an Genen in Echtzeit zu untersuchen*3": 131, Eine Alternative bietet die
Detektion tiber Membranen/ Teststreifen™*°l. Ein hoher Multiplexgrad ist nicht nur fiir die
Anzahl der untersuchten Gene entscheidend; ebenfalls kdnnen dabei verschiedenste
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Prozesskontrollen realisiert werden, die eine entscheidende Bedeutung fur einen Einsatz in
einem Industrieprodukt haben!®*"), Das Konzept einer Disc Analyse sieht meist die
Aufteilung der Probe in kleinere Untereinheiten (6- 7 Kammern & 10 plt*3": 131y vor, Eine
Reduzierung des Reaktionsvolumens fiihrt zu einer Abnahme der thermischen durch die
PCR prozessierten Masse. Dies kann zu kurzen Heizphasen fiihren, was den Vorgang der
PCR malgeblich beschleunigt. Das Konzept der Probenaufteilung fuhrt allerdings immer zu
einer Verschlechterung des Limit of Detection des Systems, da sichergestellt werden muss,
dass in allen Aliquots die gleiche Menge an Probenmaterial vorhanden ist. Liegt das LoD
einer Kammer bei z.B. 10 Targets pro pl, so liegt das LoD eines Systems mit 7 Kammern
konzeptbedingt bei mindestens 70 Targets pro pl. Umgangen werden kann dieses Problem
mit einer Voramplifikation des Probenmaterials, was allerdings damit auch die Integration
dieser Funktion in das LoC zur Folge hat. Ein weiterer Nachteil stellt die designabhang fest
vorgegebene Aliquotierung der Probe dar. Mit einer gPCR sind bis zu vier Gene! in einer
Kammer zu unterscheiden. Werden fir einen Assay z.B. 14 Nachweise benétigt, so kénnte
dies in vier Kammern mit jeweils einer vierfach Multiplex-PCR oder mittels einer zweifach
Multiplex-PCR in sieben Kammern realisiert werden. Fir das Limit of Detection ist eine
minimale Aufteilung der Proben von Vorteil.

Continuous Flow LoC Systeme bieten meistens eine schnelle und effiziente Prozessierung
der PCRI*#L 1421 Ejne gqPCR fiir die Detektion wirkt sich bei diesen Konzepten allerdings
nicht immer vorteilhaft aus, z.B. ist fiir den Nachweis des caMRSAS8 eine Unterscheidung
von bis zu 15 Genen erforderlich. Zusatzlich missen hier noch Prozesskontrollen mitgefihrt
werden, was den Rahmen der Nachweismdoglichkeit dieser Konzepte ohne eine
Probenaliquotierung sprengt. Zusétzlich kommt hinzu, dass viele dieser Systeme nicht frei
in der Wahl der Prozessparameter sind, da diese durch das Design festgelegt werden[242],

Das Ziel dieser Arbeit ist die Integration der Einzelfunktionen PCR und Mikroarray in ein
LoC System. Dies ermdglicht im Zusammenhang mit weiteren Funktionen eine
automatisierte Analyse von der Eingabe einer Probe bis hin zur Ergebnisdarstellung. Diese
Funktionen sind im Einzelnen:

e Vorlagerung von Reagenzien.

e Probenvorbereitung, Aliquotieren von Flussigkeiten, Einstellen von
Pufferkonzentrationen.

e Lyse, Zerstorung von Zellen, Freisetzung der DNA.

e Aufreinigung der DNA.

e PCR, Amplifizierung der Zielsequenzen.

e Hybridisierung des PCR Produktes und Ergebnisinterpretation der Analyse mittels eines
Mikroarray.
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7.1 LoC und erweiterte Prozessierungsstation

Der Fokus dieser Dissertation liegt zum einen in der Erweiterung und Optimierung der
Aufbau und Flgetechnologie der LoC Plattform hin zu der Realisierbarkeit komplexer
mikrofluidischer Funktionen, zum anderen in der Charakterisierung der 3 KS PCR und des
Mikroarrays. Bisher sind die Funktionen der PCR und des Mikroarrays separat auf
Einzelfunktionsmustern behandelt. In diesem Kapitel werden die Einzelfunktionen der
3 KS PCR und des Mikroarrays kombiniert in eine Plattform integriert. Ziel ist es, die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse, generiert auf dem 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster, mit
denen des LoC zu zeigen. Damit kdnnen die gewonnenen Erkenntnisse aus Kapitel 5 und 6
auf das automatisierte Gesamtsystem Ubertragen werden. Zu diesem Zweck ist ein LoC im
Spritzgussverfahren aus Makrolon 2245, Abbildung 54, mit den Funktionen aus Tabelle 26
hergestellt worden.

A B
E4 E2, E3, E4 E5 E2, E4 El E2
2 10 11 7 4 1

5 9 3 8 6 12
E2 El E2, E4 E2 E2 E2

Abbildung 54: Spritzgegossenes LoC mit integrierten Einzelfunktionen A) CAD; E1:. PC,
Reagenzienvorlagerung; E2: PC, fluidische Ebene; E3: TPU, flexible Membran; E4: PC, pneumatische
Steuerebene; E5: PC, Versiegelung pneumatische Steuerebene, Zusatzanschluss fur Mikroarray; B)
Ruckansicht, fluidische Ebene eines mittels Laserdurchstrahlschweil3ens, Kapitel 5, hergestellten LoC.

Tabelle 26: Funktionen des LoC, Abbildung 54.
Nr. | Funktion

1 32 pneumatische Anschlisse; Ansteuern der on LoC Ventile
2 Pneumatische Kanéle; Verbindung pneumatische Anschliisse zu Ventilen

3 25 Ventile; Unterbrechung fluidisches Netzwerk bei pneumatischer Aktuation
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Nr. | Funktion

Reservoire (10); Vorlagerung und Entsorgung von Reagenzien/ Proben
Fluidische Kanale; Verbindung von Funktionen

4
5
6 Kammern; Flussigkeitstransport; pumpen; mischen; aliquotieren
7 PCR; integriertes 3 KS PCR Konzept; Kapitel 6

8 Mikroarraykammer; Aufnahme von Mikroarrays

9 Lyse; Freisetzung der DNA

10 | Filtration; Aufreinigung der DNA

11 | Pneumatischer Port; Zusatzanschluss fir Mikroarraydetektion

12 | Probeentnahmekammern; Prozessiiberwachung mittels gPCR

Fur den Vergleich der Systeme ist die Prozessierstation der 3 KS PCR EFM zu erweitern,
Abbildung 55. Zusatzlich zu den Anforderungen aus Kapitel 6.1 muss eine groRere
Prototypenaufnahme und die Ansteuerung von bis zu 32 pneumatischen Anschlissen auf
dem LoC realisiert werden. Fir eine Optimierung der Prozesslaufzeit wurde die thermische
Masse des Elongationsheizfingers (Messing) von 4524 mm? im Einzelfunktionsmuster-
aufbau auf 1931 mm? reduziert. Eine Optimierung der Prozesslaufzeit nach Kapitel 6.9 kann
hier umgesetzt werden.

2 LoC 4 6 8

20 mm
1 7 [ ]

Abbildung 55: A) CAD der aufgeklappten LoC Prozessierungsstation mit eingelegtem LoC; B) Bild der
geschlossenen LoC Prozessierungsstation mit eingelegtem LoC, pneumatisch und thermisch kontaktiert.
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Tabelle 27: Erweiterung der Komponenten der Prozessierungsstation aus Tabelle 1.

Nr. | Komponenten Prozessierstation LoC

1 Klemmvorrichtung Polyamid; Aufnahme des LoC

2 Vertikale Stahl; Aluminium
Heizfingerausrichtung

3 Horizontale Polyamid; thermische Entkopplung der Heizfinger zu
Heizfingerausrichtung Klemmvorrichtung

4 Heizfinger, Thermoelement, = Messing; erzeugen stationére Heizzonen; Heizfinger
Widerstandsheizer fur PCR Hybridisierung, Heizfinger fir
Mikroarraykammerl’® 741

5 Pseudoheizfinger Polyamid; Erzeugung von Anpressdruck bei einseitiger
thermischer Kontaktierung

6 Federstifte Stahl; gewahrleisten Kontakt der Heizfinger zum LoC

7 Pneumatische Kontaktierung ~ Aluminiumschiene mit Kautschukdichtung

8 Lufter 12 V; Kihlung der Prozessierungsstation nach PCRE!

Eine Kalibrierung der Temperaturen im laufenden Prozess nach Kapitel 6.3.2 ist im LoC
aufgrund von Leckagen, verursacht durch die eingeschweil3ten Thermoelemente, nicht
durchgefiihrt worden. Die Differenz zwischen den Thermoelementen, verbaut in dem
fluidischen Systems des LoC und den Heizfingern der Prozessierungsstation, ist statisch
bestimmt. Fur den Vergleich der Systeme ist die Differenz der Temperatur im Heizfinger
zur Temperatur gemessen im fluidischen System des 3 KS PCR Einzelfunktionsmusters, bei
einem mit Wasser gefullten fluidischen System ermittelt worden. Dieser VVorgang wird fur
das LoC wiederholt und die Temperaturen anschlieBend abgeglichen, so dass im fluidischen
System des LoCs die gleichen thermischen Bedingungen vorliegen wie im 3 KS PCR EFM.
Eine Regelung der Heizfinger nach Kapitel 6.3.2 fiir eine Optimierung der Heiz-/ Kuhlzeiten
ist nicht umgesetzt.

Tabelle 28: Gemessener Offset, Temperaturen 3 KS PCR zu LoC.

3 KS PCR, einseitige LoC
thermische Kontaktierung

Fluid. System  Heizfinger ~ Fluid. System  Heizfinger
Denaturierung | 98 °C 102 °C 945 °C 100 °C
Hybridisierung | 54 °C 54 °C 54 °C 54 °C
Elongation 73°C 73°C 70,4 °C 73°C

Das unterschiedliche Systemverhalten ist durch die groRere Masse des LoC, die kleinere
Masse der Heizfinger und die geringere Kontaktflache der Heizfinger zu dem LoC zu
erklaren.
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Das Flussigkeitsmanagement auf dem LoC wird durch Kandle, Ventile und Kammern
realisiert. FUr die Prozessierung der 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster in Kapitel 6 ist ein
Druckniveau ausreichend. Die Verdrangung der Flissigkeit aus einer Kammer (z.B. PCR
Kammer) ist nach Kapitel 5.4.2 durch Anlegen eines Drucks von 75 kPar an der
pneumatischen Seite realisiert. Das LoC muss fur das Flissigkeitsmanagement neben den
Kammern auch Ventile bereitstellen. Die pneumatische Ansteuerung der Kammern
(Abbildung 56, PCR A 1, 2 und 3, Dosierungskammer 5 pl und 25 pl) auf dem LoC ist
designbedingt mit 75 kPares umgesetzt, Ventile werden mit 130 kPare aktuiert.

7.2 LoC Performance

Fur den Vergleich der Ergebnisse der Einzelfunktionsmuster mit den Resultaten des LoC
sind drei Experimente durchgefiihrt worden. Das Blockschaltbild in Abbildung 56 stellt das
fluidische System fur die Prozessierung der PCR mit anschlieBender Mikroarray-
hybridisierung schematisch dar.

Reagenzienvorlagerung ) | Reservoire
Aufbereitung Reservoir 5 °

Mischen
Lyse

Filtration .
@ V" ® vu®® vie®

®
V13
4 &

V12

Dosierungs-

kammer PCRA 1
v20 & V22
PCRA?2
Mikroarray-
kammer PCRA3

V 23

]
® Probenentnahme

V10 V11| Vv 15 V 24
® ® W8 Probencninahme

Fluidisches Netzwerk & Ventil
— Fluidisches Netzwerk, £ 15 ul (@& PCR Kammer

Abbildung 56: Blockschaltbild, automatisierte PCR mit anschlieRender Mikroarrayhybridisierung auf dem
LoC.
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Fur die Untersuchung der PCR auf dem LoC mit anschlielender Mikroarrayhybridisierung
wird ein angepasster Ablauf realisiert, da Funktionen wie die Reagenzienfreisetzung, die
Lyse oder Filtration nicht Bestandteil dieser Arbeit sind. Hierbei werden alle nicht genannten
Ventile und Kammern als geschlossen angesehen (pneumatische Kontaktierung ist
hergestellt), die Reagenzien, Kapitel 6.4.2, befinden sich vorgemischt in den Reservoiren
und das LoC ist in die Prozessierungsstation Kapitel 7.1 eingelegt.

PCR on LoC

Im ersten Schritt werden von Reservoir 5 ber V 17 und V 13 schrittweise die Kammern
PCRA1, PCRA2, PCR A3 und die Dosierungskammer (5 ul) mit PCR Mix gefiillt,
Abbildung 56. Hierfur wird die pneumatische Seite des LoC auf Unterdruck geschaltet.
Anschlielend werden die Kammern PCR A 2, PCR A 3 und die Dosierungskammer (5 pl)
uber die Ventile V 15, V 11 und V 10 ins Waste (Reservoir 8) entleert. Das PCR System des
LoC ist jetzt luftblasenfrei beflllt und der PCR Mix befindet sich in der Kammer PCR A 1.
Nach Erreichen der Zieltemperaturen, Tabelle 29, wird die 3 KS PCR gestartet. Hierzu wird
der PCR Mix zwischen den Kammern PCR A 1 tber PCR A 2 in PCR A 3 nach Schema
Kapitel 6.3 prozessiert.

Tabelle 29: LoC PCR Protokoll.

Phase 3 KSPCR LoC
Temperatur [°C]/ Zeit[sS]  Temperatur [°C]/ Zeit [s]
Initiale Denaturierung 100/ 180 100/ 180
[ Denaturierung 102/ 20 100/ 20
- Schaltzeit -1 4 -1 4
_i | Hybridisierung | 54/ 30 54/ 30
~ Schaltzeit 13 -3
@ Elongation 73 -76/ 76 73/ 76
_ Schaltzeit -/ 2 -/ 2
Finale Elongation 74/ 60 73/ 60

Analyse 3 KS PCR (ber gPCR

Nach Ablauf der 3 KS PCR wird das PCR Produkt (ber V23 in eine
Probenentnahmekammer geleitet, so dass es uber eine Pipette aufgenommen werden kann.
Von der Probe wird 1 pl des PCR Produktes entnommen, um es mit der g°PCR, Kapitel 6.4.5,
zu quantifizieren. Dieser Schritt dient der Quantifizierung der generierten PCR Produkte und
wird bei einer spateren Integration aller Funktionen nicht umgesetzt.
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Mikroarray hybridisieren

Um eine weitere luftblasenfreie Prozessierung nach der Probeentnahme zu gewahrleisten,
wird im néchsten Schritt das gesamte System mit Hybridisierungspuffer 2, Kapitel D, tber
Reservoir 5 befullt. Dieser Vorgang wird dreimal durchgefiihrt, &hnlich wie die Beflllung
der PCR Kammern. Die Entleerung des Systems erfolgt zum einen tber V 15, V 11 und
V 10, zum anderen Uber V 12, Dosierungskammer (25 ul), V 22 und V 10. Im Anschluss
wird die Mikroarraykammer luftblasenfrei durch Verdrédngen des Hybridisierungspuffers
uber die Dosierungskammer (5 pl), V 15, V 19, Mikroarraykammer, V 18, V 22 und V 10
befullt. Nach Aktuierung aller Kammern wird das entnommene PCR Produkt zusammen mit
80 ul Hybridisierungspuffer 2, Kapitel D, in Reservoir 5 eingebracht. Der Mix aus PCR
Produkt und Hybridisierungspuffer wird tber V 17, V 13, V 15 und V 19 in die Kammern
PCR A1, PCR A 2, PCR A 3 und Mikroarraykammer gepumpt.

Fur die Hybridisierung des Mikroarrays werden alle Heizfinger auf 45 °C Solltemperatur
eingestellt, anschlieBend wird mittels peristaltischen Pumpens (0,1 Hz) tber die Kammern
PCRA1l, PCRA2, PCRA3 und Dosierungskammer (25 ul) im Uhrzeigersinn die
Flussigkeit fiir 30 Minuten prozessiert.

Mikroarray waschen

Um im nachfolgenden Schritt den Mikroarray auslesen zu kénnen, ist ein Verdrangen der
ungebundenen Oligonukleotide des Hybridisierungspuffers 2, Kapitel D, aus der
Arraykammer notwendig. Im Gegensatz zum Standardprotokoll wird der Mikroarray auf
dem LoC nicht mit Waschpuffer, sondern mit Hybridisierungspuffer 1, Kapitel D, gespiilt.
Hierfir wird mittels der Dosierungskammer (25 pl) von Reservoir 5 tber V 17, V 13,
PCR A1, PCR A 2, PCR A 3, Dosierungskammer (5 pl), V 15, V 19, Mikroarraykammer,
V 18 zu V 22 und V 10 dreimal 25 ul Hybridisierungspuffer 1 mit 0,1 Hz in das Waste
gepumpt.

Mikroarray auslesen

Eine Funktion fir die Detektion der Sonden des Mikroarrays ist in der LoC
Prozessierungsstation nicht integriert. Zum Auslesen des Mikroarrays wird das LoC in einen
Mikroarrayscannert*>l gelegt. Die optische Detektion erfolgt anschlieRend durch die
fluidische Seite des LoC.

Fir die Prozessierung der PCR und der Hybridisierung des Mikroarrays auf dem LoC
wurden insgesamt 580 Schaltvorgédnge bendtig, in einem Schaltvorgang kénnen alle
Ventilzustande und Temperaturen angepasst werden. Da eine thermische Charakterisierung
der LoC Prozessierungsstation und des LoC im Gegensatz zu der 3 KS PCR
Prozessierungsstation und dem 3 KS PCR EFM (Kapitel 6.3) nicht erfolgte, ist die PCR



7 3 KS PCR Systemintegration 115

Laufzeit auf das nicht zeitlich optimierte PCR Protokoll festgelegt. Die Laufzeit der PCR
betrdgt 82 Minuten und 45 Sekunden, die Mikroarraysonden werden in 30 Minuten
hybridisiert. Weitere Schritte, z.B. fir Pumpen und Waschen, summieren sich auf eine
Laufzeit von etwa 3 Minuten.

7.3 Charakterisierung PCR & Mikroarray auf dem LoC

Im Kapitel 6.6 wurde die Nachweisgrenze der Mikroarrays fur die Detektion aller Gene auf
eine Eingangskonzentration an gDNA in die PCR von 7 *10° pro 25l bei einem
Mischungsverhaltnis von 1/ 3,25 PCR Produkt zu Hybridisierungspuffer ermittelt. Fir die
Charakterisierung des LoC wurde ein Mischungsverhéltnis von 1/ 3,33 eingestellt. Da das
LoC vor der Hybridisierung mit Puffer befillt wird, ist eine weitere Verdinnung des PCR
Produktes zu erwarten. Mit dem GE PCR Bead basierenden Assay in Kombination mit PCR
und Mikroarray ist die geforderte Nachweisgrenze von 1 * 10° gDNA Targets sowohl auf
dem 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster als auch im Blockzykler nicht erreicht worden. Da
eine grollere Verdunnung des PCR Produktes mit Hybridisierungspuffer auf dem LoC zu
erwarten ist, wurde die Charakterisierung des LoC mit einer Eingangskonzentration von
1 * 108 gDNA Targets pro 25 pl, angesetzt in der Stammlésung, durchgefiihrt.

3 KS PCR auf dem LoC

In Abbildung 57 sind die Ergebnisse aus drei Versuchen (Vioc1, Vioc2, Viocs) der 3 KS PCR,
auf drei verschiedenen LoCs prozessiert, im Vergleich zu den Ergebnissen der
Verdinnungsreine der 3 KS PCR, prozessiert auf dem Einzelfunktionsmuster in
Kapitel 6.5.2, gezeigt.
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Abbildung 57: 3 KS PCR Verdinnungsreine, gDNA Eingangskonzentration 1 * 10* bis 1 * 10° Targets pro
25 pl mit o, 20 und 3o der Ausgleichsgeraden; Vergleich 3 KS PCR Einzelfunktion mit 3 KS PCR LoC (Vec1,

Vioc2, Viocs); Am Beispiel A: gDNA zu PCR Produkt, Gen PVL; B: gDNA zu PCR Produkt, Gen mecA.

Tabelle 30 zeigt das quantifizierte PCR Produkt der drei LoC Experimente mit der
entsprechenden Abweichung zu den Experimenten der Verdinnungsreihe, erstellt in
Kapitel 6.5.2 auf dem 3 KS PCR Einzelfunktionsmuster.

Tabelle 30: Integration 3 KS PCR in LoC Plattform.

Integration gDNA Targets/ 25 yl 3 KSPCRauf LoC/25pul o

3KSPCRIin

LoC

23S Vioc1 1,35 * 108 2,00 * 102 -lo
Vioc2 2,14 * 10% -lo
Vioc3 1,52 * 10 -lo

PVL Vioc1 3,88 * 10° 7,08 * 101! +lo
Vioc2 1,27 * 10%? +26
Viocs 1,34 * 102 +26
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Integration oDNA Targets/ 25 ul 3 KSPCRauf LoC/25ul o

3KSPCRin

LoC

SCC1 Vioc1 1,16 * 10° 4,38 * 101! +lo
Vioc2 6,10 * 101 +lo
Viocs 5,59 * 101 +1o

nuc Vioc1 1,01 * 106 1,55 * 10*2 +lo
Vioc2 2,43 * 10% +26
Viocs 1,66 * 10 +26

mecA Vioc1 9,70 * 10° 7,10 * 101 +26
Vioc2 1,13 * 102 +26
Viocs 8,27 * 101! +26

Die Ergebnisse der Charakterisierung stellen sich somit wie folgt dar:

e Die Messwerte aller Targets liegen um die Mittelwerte der jeweiligen Standardreihe.
e Alle Targets prozessiert in der 3 KS PCR auf dem LoC ergeben Messwerte mit einer
Abweichung im Bereich -1c bis +2c.

Die Versuche zeigen, dass eine Ubertragung der gewonnenen Erkenntnisse der PCR,
ermittelt auf den 3 KS PCR Einzelfunktionsmustern, auf die LoC Plattform moglich ist. Alle
flnf Targets liefern im Multiplexansatz auf dem LoC mit vergleichbaren PCR Protokollen
Ergebnisse im erwarteten Bereich, die Uber die qPCR quantifizierten Messungen der LoCs
liegen mit einer Abweichung von -16 bis +2c vergleichbar zum Standard, Kapitel 6.5.2.

Mikroarrayhybridisierung auf dem LoC

Die Ergebnisse der Mikroarrayhybridisierung kénnen nicht direkt mit den Ergebnissen der
Einzelfunktionsmuster verglichen werden, da zum einen die Prozessierung der Arrays in
Kapitel 6 per Hand erfolgte und zum anderen sich die Prozesse in Bezug auf die
Hybridisierungszeit und das Waschprotokoll unterscheiden. Die Hybridisierung des dritten
Versuches (Vwoc3) ist erfolgreich abgeschlossen, der Schritt - Mikroarray waschen - konnte
aufgrund von Luftblasen im fluidischen System nicht mit einem positiven Ergebnis
durchgefuhrt worden. In Abbildung 58 ist das Ergebnis der Mikroarrayhybridisierung der
Charakterisierung Vioc1 dargestellt.
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Abbildung 58: Hybridisierter Mikroarray auf LoC, Versuch V1.

In Tabelle 31 sind hybridisierten Sonden des Mikroarrays aus den Versuchen Vioc1 und
Voc2, prozessiert auf dem LoC, zusammengefasst.

Tabelle 31: PCR Produkt zu Intensitat der Mikroarraysonden, LOC, Vioc1 und Vioca.

Vioc1 Vioc2
Sonde PCR Produkt/ Intensitat PCR Produkt/ Intensitat

25 ul 25 ul
23SR 2,00 * 10*2 +0,07 2832 +240 2,14* 102 +0,06 2128 +864
PVL lukS® | 7,08 * 10" +0,57 13280 +144 1,27 *10'2+0,05 10640 +5184
SCC1IR 4,38 %101 +0,05 4224 +288 6,10 * 101 0,02 6416 +2448
nuc S* 1,55 * 102 +0,03 4272 #2080 2,43 *10'?+0,02 11776 +720
nuc ASF 1,55 *10'2+0,03 5232 +32 2,43* 102 +0,02 4656 +48

Die Sonden fir die PCR Produkte mecA und PVL IukF sind nicht detektiert worden. Beide
Targets zeigen in der Quantifizierung Uber die gPCR, Tabelle 30, in vergleichbarer Menge
PCR Produkte zu den verbleibenden Targets.

Vergleicht man die lber die qPCR nachgewiesene Konzentration an PCR Produkt-
amplifiziert auf dem LoC- mit der Konzentration, nachgewiesen auf dem 3 KS PCR EFM,
ist festzustellen, dass eine hdhere Konzentration an Produkt- generiert auf dem LoC- nicht
ausreicht, um alle Sonden sicher nachzuweisen. Die Ursachen liegen hierfir zum einen in
einem unterschiedlichen Waschprotokoll, zum anderen an der Dauer der
Hybridisierungszeit. So ist abschliefend anzunehmen, dass das Volumen, verbleibend in den
Kanalen vor der Hybridisierung, die Konzentration an PCR Produkt flr die Hybridisierung
verringert. Ein direkter Vergleich mit den Ergebnissen aus Kapitel 6 ist nicht moglich.

Die erfolgreiche Integration der Funktionen 3 KS PCR und Mikroarray in die LoC Plattform
sind damit nachgewiesen.



7 3 KS PCR Systemintegration 119
7.4 Zusammenfassung 3 KS PCR Systemintegration

Gezeigt ist die Umsetzung des 3 KS PCR Konzeptes auf eine polymerbasierte Plattform mit
der Moglichkeit der multiplex Gen-Analyse. Dabei ist die Anzahl der detektierten Gene
weitestgehend nur begrenzt durch die Anzahl der Hybridisierungsspots auf dem oder den
Mikroarrays. Die Kombination dieses PCR Konzeptes, Kapitel 4, mit der Detektion tiber das
Mikroarray erlaubt auf kleinem Raum eine Vielzahl von Einsatzmdglichkeiten, da sowohl
die Rahmenparameter fur die PCR als auch fir die der Hybridisierung frei ber eine
entsprechende Programmierung wahlbar sind. Fur die Implementierung eines Assays sind,
neben den Reagenzien, lediglich die PCR und weiter die Hybridisierungsbedingungen zu
ermitteln und ein entsprechendes Mikroarray einzusetzen. Anderungen im Design des LoC
sind nicht notig.

Weiterhin  ist  festzuhalten, dass die gezeigten Funktionen (PCR und
Mikroarrayhybridisierung) zu den anspruchsvollsten Funktionen auf einem Lab on a Chip
System gehdren. Die Anforderungen an Temperaturbestandigkeit, Langzeitstabilitat und bei
diesem Plattformkonzept auch an die Druckbestandigkeit der Flgeverbindung, sind bei
anderen Funktionen wie Pumpen, Mischen, Reagenzienfreisetzung und Filtration nicht in
Kombination auf so kleinem Raum gegeben.

Des Weiteren wurde das LoC auf Basis der gewonnen Erkenntnisse in Kapitel 5 mittels
Spritzgussverfahren und LaserdurchstrahlschweiBtechnik hergestellt. Dies zeigt, dass die
gewonnenen Erkenntnisse nicht nur fur kleine mikrofluidische Systeme umsetzbar sind,
sondern dass auch grofle komplexe, automatisierte Netzwerke damit realisiert werden
kdnnen.

Weiterhin wurde gezeigt, dass nach einer statischen Temperaturcharakterisierung des
fluidischen Systems der PCR auf der LoC Plattform einige Ergebnisse des 3 KS PCR
Einzelfunktionsmusters aus Kapitel 6 direkt auf das LoC Ubertragen werden kdnnen. Die
Experimente fiihrten bei einer PCR Laufzeit von etwa 83 Minuten zu Ergebnissen im
erwarteten Bereich bezliglich der Menge an amplifiziertem PCR Produkt bei gegebener
Eingangskonzentration, Abbildung 57. Eine Bestétigung, dass alle Erkenntnisse beziiglich
der PCR Charakteristik aus Kapitel 6, PCR Effizienz, LoD und Optimierung der
Prozesslaufzeit, auf das LoC (bertragen werden kénnen steht noch aus. Hierfur muss erst
noch eine ausfihrliche thermische Charakterisierung, vergleichbar mit Kapitel 6.3.2 und die
Bestimmung des LoD, Kapitel 6.5.4, erfolgen.

Die Integration bzw. die Hybridisierung des Mikroarrays fur die Detektion der amplifizierten
Gene ist in 30 Minuten Prozesszeit umgesetzt. Es sind bis auf zwei Sondenpaare alle
erforderlichen PCR Produkte und Prozesskontrollen fir die Detektion des caMRSAS8 in
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dieser Zeit nachgewiesen worden. Die hybridisierten Sonden zeigen sowohl fur die Gene als
auch fir die Kontrollen eine Intensitét in erwarteter Hohe.

Fur die Analyse auf der LoC Plattform wurde eine Prozesslaufzeit von 116 Minuten bendtigt,
inklusive der Funktionen PCR, Pumpen, Waschen und Hybridisieren. Erfolgt eine
entsprechende  Charakterisierung der LoC Plattform und der erweiterten
Prozessierungsstation, sollte auch hier die PCR- Laufzeit von aktuell 83 Minuten (LoC
Plattform) auf unter 30 Minuten (3 KS PCR Einzelfunktionsmuster) ohne Verlust von PCR
Performance zu realisieren sein. Hiermit wiirde sich dann die Prozesszeit, inclusive PCR,
Pumpen, Waschen und Hybridisieren auf etwa eine Stunde belaufen. Somit ist eine auch in
der praktischen Anwendung vertretbare Prozesszeit zu realisieren.
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A 3 KS PCR Reagenzien
Tabelle 32: PCR Reagenzien, 3 KS PCR fiur gDNA caMRSAS.
Reagenzien Volumen Anmerkung
GE PCR Bead GE-Life Sciences PuReTaq"™
Hot Start Ready-To-Go PCR
Beads*+!
Wasser 18,5 pl Carl Roth[
Polysorbat80 (Tween®80, 5 %) 0,5 ul Carl Rotht*44!
gDNA caMRSAS8 + 1ul+ Sequenzen werden nicht
Primer Mix 5ul veroffentlicht(tsl
23S gDNA - 100 bp - 400 bp
Forward Primer - 19 bp
Reverse Primer - 24 bp
SCC1 gDNA - 100 bp - 400 bp
SCC1 Forward Primer - 21 bp
SCCL1 Reverse Primer - 21 bp
PVL gDNA - 100 bp - 400 bp
lukS Forward Primer - 21 bp
lukF Reverse Primer - 19 bp
nuc gDNA - 100 bp - 400 bp
Forward Primer - 21 bp
Reverse Primer - 21 bp
mecA gDNA - 100 bp - 400 bp
Forward Primer - 21 bp
Reverse Primer - 19 bp
gDNA HPV 1ul Humanes Papilloma Virus

Forward Primer
Reverse Primer

(HPV), PCR Kontrolle
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B qPCR Reagenzien

Tabelle 33: gPCR Reagenzien, fiir 3 KS PCR Produkt caMRSAS.

Reagenzien Konzen- Volumen  Anmerkung
tration
FastStart Universal Probe 10 pl pro  Roche Diagnostics!
Master (ROX) Gen
Wasser 7 ul Carl Roth[%]
pro Gen
Gen Primer und Sonden von
Roche Diagnostics**®l, Sequenzen
werden nicht verdffentlicht.

23S 3 KS PCR Produkt 2 ul

Forward Primer 10 uM 0,4 ul 20 bp

Reverse Primer 10 uM 0,4 ul 20 bp

Sonde 10 uM 0,2 ul 22 bp
SCC1 3 KS PCR Produkt 2 ul

Forward Primer 10 uM 0,4 ul 20 bp

Reverse Primer 10 uM 0,4 ul 20 bp

Sonde 10 uM 0,2 ul 29 bp
PVL 3 KSPCR Produkt 2 ul

Forward Primer 10 uM 0,4 ul 23 bp

Reverse Primer 10 uM 0,4 ul 20 bp

Sonde 10puM 0,2l 32 bp
nuc 3 KS PCR Produkt 2 ul

Forward Primer 10 uM 0,4 ul 20 bp

Reverse Primer 10 uM 0,4 ul 20 bp

Sonde 10 uM 0,2 ul 27 bp
mecA 3 KS PCR Produkt 2 ul

Forward Primer 10 uM 0,4 ul 20 bp

Reverse Primer 10 uM 0,4 ul 23 bp

Sonde 10 uM 0,2 ul 35 bp

C qPCR Protokoll

Tabelle 34: gPCR Protokoll Applied Biosystems.

Phase

7500 Applied Biosystems
Temperatur [°C)/ Zeit [s]

Initiale Denaturierung

40 Zyklen

Denaturierung

Hybridisierung/

Elongation

95/ 600
95/ 15

60/ 60
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D Mikroarray Reagenzien

Tabelle 35: Mikroarray Reagenzien, fur 3 KS PCR Produkt caMRSAS.

Reagenzien Konzentration ~ Anmerkung
SSC 88,23 g/L tri-Natriumcitat
(20 Fach) 175,32 g/L Natriumchlorid,
Pufferfunktion’]
Denhardt’s Losung (DL) 0,1 g/10 ml Albumin Fraktion V
(50 Fach) 0,1 g/10 ml Ficoll® 400
0,1 g/10 ml Polyvinylpyrrolidon- K30
Unspezifische Bindungen!**®!
Hybridisierungspuffer 1
SSC 20 Fach
DL 50 Fach
Natriumazid 18 Fach Verhinderung von mikrobiellen
Wachstum4!
Hybridisierungspuffer 2
Hybridisierungspuffer 1
Oligonukleotid Cy3 rcET1 100 uM Farbstoff
Oligonukleotid Cy3 A628 100 uM Farbstoff
Waschpuffer 1
SSC 1x
SDS 0,1% Dodecylsulfate sodium salt,
Pufferfunktion(>%
Waschpuffer 2
SSC 0,1x
SDS 0,1%
Waschpuffer 3
SSC 1x

E Mikroarray, hindische Prozessschritte

Die manuelle Prozessierung der Mikroarrays ist nach folgendem Schema durchzuftihren.

1. Verdinnen des

PCR Produktes

(PCR/ Hybridisierungspuffer 1) = (1/ 3,25).

mit Hybridisierungspuffer 1

im  Verhaltnis

2. Inkubieren der Mikroarrays caMRSAS8 mit Produkt aus Schritt 1 bei 45 °C fiir 1 Stunde.

3. Waschen der Mikroarrays mit Waschpuffer 1 (kurz dippen).
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4. Waschen der Mikroarrays mit neuem Waschpuffer 1 fiir 1 Minute.
5. Waschen der Mikroarrays mit Waschpuffer 2 fir 2 Minuten.

6. Waschen der Mikroarrays mit Waschpuffer 3 fir 15 Sekunden.

7. Trocknen der Mikroarrays mit N>.

8. Auslesen der Mikroarrays (iber Mikroarrayscanner*5%,
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