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Zusammenfassung

Der akute Myokardinfarkt (AMI) ist eine der Haupttodesursachen in Industrieldandern.
AMI-CARINA zielt darauf ab, ein Point-of-Care-Testgerat (POCT) zu entwickeln, das auf
der Kombination eines digitalen Enzymimmunoassays (DELISA) und eines mikrofluidi-
schen Biosensors mit einem Plasmatrennverfahren basiert und eine hochempfindliche
Erkennung von AMI-Biomarkern im Blut ermdglicht. Das Hauptergebnis von AMI-CA-
RINA ist ein hochempfindliches und hochspezifisches DELISA-basiertes POCT-Gerat fir
die schnelle und zuverlassige Diagnose von AMI, vor allem fir Notfallpatienten mit Brust-
schmerzen. Es besteht aus einem Mehrweg-Lesegerat mit einem hochauflésenden opti-
schen System und einem Detektionsalgorithmus mit kinstlicher Intelligenz (KI) sowie ei-
nem mikrofluidischen Einweg-Biosensor.

Das Ziel des Teilprojektes IKTS bestand darin, ein Mikrofluidik-Modul zur passiven Sepa-
ration von Blutserumbestandteilen zu entwickeln, zu herstellen und zu testen. Um eine
hohe Selektivitat des Biosensors zu erreichen, wurde ein passives Filterverfahren, sog.
deterministisches laterales Verschiebungs-Array (Deterministic Lateral Displacement,
DLD) angewendet. So ist es moglich, Partikel oder Zellen gewlinschter GréBe und Geo-
metrie herauszufiltern, um einen moglichst stérungsfreien Transport von Analyten zum
Sensorbereich zu gewahrleisten. Die DLD-Methode nutzt die Geometrie von PDMS-Sau-
len, die die Teilchen von ihrer urspriinglichen Trajektorie in einer speziellen Weise ablen-
ken. Um das Trennprinzip fir eine konkrete Anwendung (PartikelgréBe) anzuwenden,
mUssen spezifische Parameter von DLD-Arrays (Saulendurchmesser, horizontaler Saule-
zu-Saule-Abstand, Spaltabstand, Mitte-zu-Mitte-Entfernung und andere) definiert wer-
den. Fur die Entwicklung des Mikrofluidikdesigns wird die Clewin-Software genutzt. Das
Sauerstoffplasmaverfahren wird verwendet, um die DLD-Arrays auf einem Sensor-Sub-
strat zu befestigen.

Der Bericht stellt die wesentlichen wissenschaftlichen und technischen Ergebnisse aus
der Bearbeitung des Teilprojektes des Fraunhofer IKTS dar. Der Bericht bezieht sich auf
den Projektzeitraum 01.01.2021 — 31.05.2025.

Keywords

Hochempfindliche Point-of-Care Diagnostik-Plattform, deterministische laterale Ver-
schiebungs-Array (DLD), Mikrofluidikdesign, akuter Myokardinfarkt, Biosensor, Biomar-
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1 Darstellung der wichtigsten
wissenschaftlich-technischen

Ergebnisse
1 Darstellung der wichtigsten wissenschaftlich-techni-
schen Ergebnisse
1.1 Aufgabenubersicht
Zu den Hauptaufgaben des IKTS im Verbundvorhaben gehort
* Im Arbeitspaket 1: Spezifikation fiir DELISA-basiertes AMI-POCT-Gerat und regel-
maBige Aktualisierung
* Realisierung der spezifischen Recherche mit Fokus auf das Projektziel mit Einbezug
des Lastenheft mit den jeweiligen Konzentrationsbereichen und geforderten Ma-
terialeigenschaften
* Definition der Anforderungen an das Messsystem mit dessen Spezifikation. Identi-
fikation und Auswahl geeigneter Materialien und systematischer Vorgehenswei-
sen zur Erfillung der aufgefiihrten Anforderungen
* Demonstrator-Konzept (Sensorelement, Sensorpaket, Datenerfassung, Kalibrie-
rungskonzepte). Aus den Moglichkeiten wird fur jeden Schritt und jede Kompo-
nente die beste Variante gewahlt
* Leistungsbeschreibung fur das Projekt und Lastenheft fir die Demonstrator-Um-
setzung
* RegelmaBige Evaluierung der Patentsituation und Vermarktungschancen
* RegelmaBige Aktualisierung der Spezifikation wahrend der gesamten Projektlauf-
zeit
* Im Arbeitspaket 3: Umsetzung und Validierung des Biosensor-Systems
* Vergleich der Biosensorleistung mit der Spezifikation und Bestimmung von Opti-
mierungsschritten fur das Mikrofluidiksystem
* Leistungsbewertung und Verifizierung des verbesserten Biosensor
* Leistungstest des Biosensorsystems
* Im Arbeitspaket 4: Design Herstellung und Analyse des Mikrofluidik-Systems
* Entwicklung eines Mikrofluidikchipdesigns auf Basis von PDMS, LTCC oder deren
Kombination
* Design und Test von passiven DLD-Filter-Arrays
* Numerische Simulation von passiven Filterungsprozessen in der DLD-Mikrofluidik
* Test und Analyse von Mikrofluidikchips unterschiedlicher Designs
* Technologieoptimierung
1.2 Stand der Arbeiten im Arbeitsplan IKTS
Alle Arbeiten haben einen guten Stand der Bearbeitung. In der nachfolgenden Tabelle
(Abb. 1) sind die Arbeitspakete mit Status aufgelistet.
. Abb. 1 Status der Bearbeitung
Arbeitspaket Status von Arbeitspaketen IKTS

AP 1 Spezifikation fir DELISA-basiertes AMI-POCT-Gerat und re-  abgeschlossen
gelmaBige Aktualisierung
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1 Darstellung der wichtigsten
AP 3 Umsetzung und Validierung des Biosensor-Systems abgeschlossen wissenschaftlich-technischen
Ergebnisse

AP 4 Design Herstellung und Analyse des Mikrofluidik-Systems abgeschlossen

1.3 Beschreibung der Projektergebnisse in den Arbeitspake-
ten IKTS

1.3.1 Arbeitspaket 1: Spezifikation fiir DELISA-basiertes AMI-POCT-Gerat
und regelmaBige Aktualisierung

Im Rahmen dieses Arbeitspakets wurde das Anforderungsprofil fir das DELISA-basierte
AMI-POCT-Gerat und die einzelnen Komponenten festgelegt und in Abbildung 2 zusam-
mengefasst. Die wichtigsten Parameter fir die Biomarker und Biorezeptoren, den Bio-
sensor, den mikrofluidischen Chip, das hochaufldsende optische Auslesesystem, die Soft-
ware und die Kl-basierte Datenerkennung sowie die klinische Leistung wurden analysiert
und dokumentiert. Die anfanglich definierten Parameter werden im Laufe des WP-Fort-
schritts bei Bedarf unter Berlicksichtigung neuer experimenteller Daten, Optimierungs-
und Verbesserungsmaoglichkeiten prazisiert und angepasst. Der Biosensor auf der Grund-
lage des gewahlten cTnl-Antikdrpers oder Aptamers sollte eine Nachweisgrenze (LOD)
von 1 pg/ml und eine Bestimmungsgrenze (LOQ) von 10 pg/ml aufweisen und auf ein
Molekulargewicht von 24 kDa ausgerichtet sein. 30 pl einer Vollblutprobe werden inner-
halb von 30 Minuten direkt auf dem Einweg-PMMA-Chip (Prototyping in PDMS) verar-
beitet. Die Vorverarbeitung der Vollblutprobe erfolgt direkt auf dem Chip: Mittels deter-
ministischer Seitenverschiebung wird das Vollblut vom Blutplasma (Analyte) getrennt.
Eine vorberechnete Saulenanordnung und spezielle Pumpbedingungen ermoglichen die
Trennung von Partikeln (Zellen), die gréBer als der kritische Durchmesser von 6 ym sind.
Nach dem Bindungsereignis erfolgt die Detektion durch ein hochauflésendes optisches
Auslesesystem mit LED (RGB) mit einer optischen Auflésung von 1,2 um, das durch eine
Al-basierte Software innerhalb von 5 Minuten mit einer Genauigkeit von 95 % verbessert
wird. Flr spatere Phasen wurden Spezifikationen fir die klinische Leistung festgelegt:
der Variationskoeffizient bei der LOQ ist < 10 %, der Korrelationskoeffizient (r) mit der
zentralen Labormethode ist > 0,9 und der Unterschied zwischen dem neuen Gerat und
der zentralen Labormethode auf der medizinischen Entscheidungsebene (20 oder 30
pg/ml) ist < 20 %.

Abb. 2 Spezifikation fiir DELISA-ba-

Parameter/ Eigenschaften Werte/ Information Notizen
siertes AMI-POCT-Gerat

Ausgewahlte cTnl-spezifische An-  Antikorper oder Aptamere FUr jeden gewahlten Antikor-
tikdrper per
Nachweisgrenze (LOD) 1 pg/ml -//-
Quantifizierungsgrenze (LOQ) 10 pg/ml -//-
Konzept der Biosensorik Optisches Lesegerat + Kassette + Al- -//-

Software + grafische Benutzeroberfla-

che
Messprinzip / Analyt Optischer Nachweis des gebundenen  -//-

Analyten an vorlaufig funktionalisierte

p-Partikel
Aptamer Bindungsstrategie TBU TBU
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Probenmatrix

Vollblut

Abtrennung von Vollblut und

Plasma auf dem DLD-Chip des Ergebnisse

1 Darstellung der wichtigsten
wissenschaftlich-technischen

Systems

Sensorleistung

Innerhalb von +/- 5 CV%

TBU

Typ (Einweg/ Mehrweg)

Einweg (PMMA)

Gegenwartiger Stand: weder
PDMS noch LTCC sind flr
Einweganwendungen
geeignet, PMMA ist geeignet

Erforderliches Probenvolumen fir
die Messung

30l

Derzeit werden 30 pl Plasma
(Serum) verwendet.

Nachweisempfindlichkeit Optische Aulésung @ 1.2um TBU
(optische Auflésung, Ana- Analytische Konzentration. : 10pg/ml
lytenkonzentration)

Betrieblicher Messbereich Untere Nachweisgrenze : 10pg/ml, TBU

Untere Nachweisgrenze
Obere Nachweisgrenze/Bereich

Obere Nachweisgrenze : 1 or 10ng/ml

Durchlaufzeit pro Probe

~ 30 min

Von der Blutabnahme bis zum
Ausdruck/Export der
Ergebnisse

Messzeit des Gerats

~ 10 min

Vom Einsetzen des Chips bis
zum Export der Ergebnisse

Biokompatibilitat (erforderlich/

Nicht erforderlich

Do not use prohibited

nicht erforderlich) substances

Sterilisation (erforderlich/nicht er-  Nicht erforderlich VD

forderlich)

Zulassiger Temperatur- und ~ 42°C TBU

Feuchtigkeitsbereich ~70%

Empfohlene Lagerungsbed- RT, 50% TBU

ingungen (Temperatur,

Feuchtigkeit)

Stabilitat von Aptameren Hoher als bei Antikdrpern TBU

Verwaltung von Messdaten Al-Software-Verarbeitung, TBU
Mustererkennung

Integration von Mikrofluidik Ja TBU

(ja/nein)

Transparenz Ja TBU

Robustes Gehause fur Kartusche  Robuste Kartusche (PMMA) TBU

(ja/nein)

Verpackung Ja TBU

Elektrische Anforderungen Nein TBU
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1 Darstellung der wichtigsten

Beschriftung Nein TBU wissenschaftlich-technischen
o Ergebnisse
Chip Material PMMA Prototyping in PDMS und
LTCC
Chip Dimensionen (L x W x H) 75 mm x 25 mm x 1.7 mm Physisch
veranderbar
GroBe der Partikelfilterung 6 um Vollblutfiltration (analog zum

Zentrifugieren)

Art der Filtration

Piezo-mechanical or Deterministic
lateral displacement (DLD)

Optimaler Ansatz auf
Grundlage der Leistung
gewahlt.

Filtrationsteil kann vom
Hauptchip getrennt werden.
Aber
Endziel ist die Integration.

Elektrische Eigenschaften (piezo)

TBU

TBU

Abmessungen der Kanale

Hohe = 50~100 um
Breite = 2.5mm
Volumen = 12pl

Kanalhohen, Breite,
Gesamtvolumen

Lichtquelle LED (RGB) 3 x 3arrays

FoV (Area of capture image) 4 mm? TBU

Optical resolution 1.2 ym TBU

Bildverarbeitung Al software Software-Datenverarbeitung,
Bildoptimierung

Anzahl der Zyklen fur Deep Lear- TBU TBU

ning

Durchlaufzeit ~5min TBU

Genauigkeit (%) 95% TBU

Weiterentwicklung(%) TBU TBU

Varationskoeffizient (%) fir die < 10% TBU

LOQ

Korrelationskoeffizient (r) zur >0.9 TBU

zentralen Labormethode

% Unterschied zwischen dem <20% TBU

neuentwickelten Produkt und der
herkdmmlichen Labormethode
auf medizinischer Entscheidungs-
ebene (20 oder 30 pg/ml)

1.3.2 Arbeitspaket 4: Entwurf, Herstellung und Analyse von Mikrofluidiksys-

tem

Dieses Arbeitspaket konzentriert sich auf die Entwicklung und Herstellung verschiedener
mikrofluidischer Designs, die auf der Verwendung von Polydimethylsiloxan (PDMS), Nie-
dertemperatur-Keramik (LTCC) oder einer Kombination dieser Materialien basieren.
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1 Darstellung der wichtigsten

Verpackungsldsungen fir die Festlegung des geeigneten mikrofluidischen Designs wer-
den auf die Sensorfunktionalitat ausgerichtet sein.

wissenschaftlich-technischen
Ergebnisse

1.3.2.1 Mikrofluidik

Mikrofluidik befasst sich mit den Eigenschaften von Flissigkeiten im Submillimeterbe-
reich unter Einbezug der Technologie zur Herstellung mikroskopisch kleiner Gerate mit
Flssigkeitskandlen und -kammern. Die Mikrofluidik findet Anwendung in der Moleku-
laranalyse, der Molekularbiologie [1] der Arzneimittelentwicklung [2] und der klinischen
Diagnostik [3]. Mikrofluidische Gearte bieten flr die Sensor-Applikation folgende Vor-
teile: Detektion mit hoher Auflésung und Sensitivitat bei klrzerer Analysezeit, Verwen-
dung kleiner Probenmengen, Kosteneffizienz, Energieeffizienz, einfache Kontrolle der
Analyten-Konzentration, Flexibilitat in der Designanpassung, einfache Uberwachung der
Umgebungsparameter, Tragbarkeit, Transparenz und hohe Durchsatzleistung [4]. Senso-
ren auf Mikrofluidik-Basis kdnnen fiir schnelle Diagnostik und Behandlung von humanen
Krankheiten effektiv verwendet werden. Aufgrund des unterschiedlichen Verhaltens von
Fluiden im Mikrobereich, im Vergleich zum Makrobereich, ist der Durchfluss laminar.
Dadurch wird eine bessere Strdmungskontrolle sowie Stromlinienmanipulation ermég-
licht. Jedoch wird die Vermischung von Flissigkeiten zu einer Herausforderung, da samt-
liche StromungsunregelmaBigkeiten, die zur Durchmischung der Flussigkeiten erforder-
lich sind, gedampft werden. In Anbetracht dessen spielt die Diffusion eine wesentliche
Rolle.

Die Herstellung mikrofluidischer Strukturen beinhaltet mehrere Schritte: Substratvorbe-
reitung, Maskenherstellung, Photolithographie und weiche Lithographie (Abb. 3). Die
Maskenherstellung dient der Ubertragung der Mikrofluidikstruktur auf das Sensor-Sub-
strat und ist fUr die Herstellung genauer Strukturen von essenzieller Bedeutung. Zunachst
wird das Layout der Kanale und der Elektroden am Computer mit der Software CleWin
entworfen. Dann wird die Chrom-Photomaske durch Laserlithografie hergestellt. Die Fo-
tomaske wird verwendet, um das Design im UV-Lithographieverfahren auf eine Mas-
terstruktur zu Ubertragen. Die Masterstruktur wird dann als wiederverwendbare Form
zum GielBen von PDMS verwendet. Dieses Verfahren wird als Softlithografie bezeichnet.
Nach dem Ausbacken wird das PDMS vernetzt und hartet aus, wodurch es die Form der
Kanale annimmt. Die Elektroden fir das Gerat werden durch thermisches Aufdampfen
einer dinnen Schicht aus Chrom und Gold auf einem Glasobjekttrager hergestellt. Im
Folgenden werden die einzelnen Herstellungsschritte sowie Verfahren naher beschrie-
ben.

(Q) Negatvesug 0 Abb. 3 Herstellung von mikro-
photoresist on ?

substrate photoresist fluidischen Strukturen
Design of the
microfluidic layout S

(CleWin)

O ) e
Attachment to the Laser lithography i v

substrate and (chromuim mask

testing fabrication) UV light Photomesk

L JUviignt |
@ Photomask alignment IS
and exposure to UV
light to harden
exposed photoresist

@ SU-8 development, @
baking, and rinsing ﬂ

Soft lithography
(PDMS device)
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1 Darstellung der wichtigsten
wissenschaftlich-technischen
Ergebnisse

Fotolithografie ist im Allgemeinen ein Begriff fiir Techniken, bei denen mit Hilfe von
Licht fein strukturierte Dinnschichten aus geeigneten Materialien auf einem Substrat
erzeugt werden, um bestimmte Bereiche wahrend nachfolgender Bearbeitung, wie zum
Beispiel Atzen zu schitzen und somit beizubehalten. Zur Herstellung der Mikroflu-
idikstruktur werden Laser Lithografie (zur Herstellung der Fotomaske) und UV-Lithogra-
phie verwendet.

Die Fotomaske zeigt das Muster eines integrierten Schaltkreises oder, in diesem Fall, eines
mikrofluidischen Kanals und dient als Schablone fir die Foto- und UV-lithografische Her-
stellung der betreffenden Vorrichtung. Sie besteht aus einer mit Fotolack beschichteten
Chromschicht auf einer Glasplatte. Das transparente Bild auf der Fotomaske stellt die
Master-Schablone dar - das Muster, das spater von einem Mask Aligner durch UV-Litho-
grafie in eine lichtempfindliche Schicht auf einem Siliziumwafer Ubertragen wird. Das
Chrom stellt undurchsichtige Bereiche auf der Fotomaske dar, die fiir den Schattenwurf
bei der Belichtung der Siliziumwafer verantwortlich sind. Grundlage fir die Herstellung
einer Fotomaske ist ein Glassubstrat, das mit einer Chrom- und einer Resistschicht verse-
hen ist. Der Resist ist empfindlich fir Licht bestimmter Wellenlangen und kann durch
Atzprozesse in die Chromschicht Gbertragen werden. Das Bild auf der Fotomaske wird
durch Laserlithografie strukturiert: Ein Laserstrahl wird Uber die laserempfindliche Ober-
flache gefuhrt und Ubertragt das Design vom Computer auf die Maskenoberflache (Ab-
bildung 4A). Der belichtete Fotolack 16st sich und wird in der anschlieBenden Entwick-
lungsphase entfernt: Zunachst wird die Maske 3 Minuten lang in ein Gemisch aus
AZ351B-Entwickler und entionisiertem Wasser im Verhaltnis 1:5 (v/v) getaucht, um den
belichteten Fotolack aufzulésen, dann mit entionisiertem Wasser abgespdilt und 20 Mi-
nuten lang in eine Chromatzldsung getaucht und anschlieBend mit entionisiertem Was-
ser abgespuilt.

A B

resist
j Abb. 4 Herstellung der Fotomaske
’—Ch rome durch Laserlithografie: (A) wahrend
o—glass der Belichtung, (B) n"ach der Belich-
tung, (C) nach dem Atzen von
C D Chrom, (D) nach dem Entfernen des

Resists.

Die UV-Lithografie wird verwendet, um das geometrische Muster der Fotomaske auf das
Substrat mit einem lichtempfindlichen Fotoresist zu Ubertragen. Dieser Prozess beginnt
mit der Reinigung des Si-Wafers mit Aceton, Isopropanol und Druckluft. Fir die Verbes-
serung der Adhasion wird die reine Si-Oberflache erhitzt; mit Ti-Haftvermittler mittels
Spin Coating (4000 rpm, Beschleunigung 4000 rpm/s flr 50 s) bes Abb. 2 Spezifikation
flr DELISA-basiertes AMI-POCT-Geratchichtet und an der Heizplatte bei 120 °C wahrend
zwei Minuten erhitzt. AnschlieBend wird der SU-8-Fotolack auf die Oberflache langsam
aufgetragen und dem Einbrennprozess (1 min bei 65 °C; 6 min bei 95 °C) unterzogen.
Die eingeschatzte Schichtdicke betragt (15 — 20) um. Eine langsame Temperatursteige-
rung von 65 °C auf 95 °C sollte die Luftblasenbildung verhindern, wahrend eine lang-
same Verdunstung der Lsung eine bessere Adhasion sichern sollte. Das mit dem Foto-
lack homogen beschichtete Substrat ist fir die Lithografie vorbereitet. Nach der Aus-
richtung und Exposion (UV, 7,5 s) erfolgt das Einbrennen (2 min bei 65 °C und 10 min
bei 95 °C entsprechend). Das eingebrachte Wafer ist fertig flir den Entwicklung-Prozess,
in dem der Fotolack von unbelichteten Orten entfernt wird. Die Dauer der Entwicklung
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ist fir die Strukturgenauigkeit entscheidend. Nach der Entwicklung unterliegt der Wafer
einem Hart-Backen-Prozess (40 min bei 180 °C), der fur die Stabilitdt von entwickelten
Fotolack-Strukturen notwendig ist.

Softlithographie umfasst eine Reihe von Techniken zur Herstellung von Mikrostruktu-
ren mit Hilfe von Elastomerstempeln und -formen. Vorgesehen ist hier das Eingieen
eines Polymermaterials in die durch Fotolithografie vorbereitete Struktur. Das eingegos-
sene Polymer unterliegt einem Backen-Prozess fir die Hartung und Herstellung der Mik-

rofluidikstruktur und Sicherung der notwendigen Eigenschaften (Abbildung 4).
Softlithogrpahie mittels PDMS ist in der Massenproduktion kostenglinstiger als andere
Formen der Lithografie und eignet sich gut fir die Biotechnologie. Polydimethylsiloxan
(PDMS), das als Stempelharz verwendet wird, ist eines der gebrauchlichsten Materialien
fur die Stromungslbertragung in Mikrofluidik-Chips [5]. Es ist optisch klar, hat eine ge-
ringe Autofluoreszenz und ist im Allgemeinen inert, ungiftig und nicht entflammbar. Ein
weiterer Vorteil der Verwendung von PDMS ist die Moglichkeit, es durch eine einfache
Plasmabehandlung fest mit Glas oder anderen PDMS-Schichten zu verbinden.

Fur die Herstellung mikrofluidischer Gerate wird die flissige PDMS-Basis mit einem Ver-
netzungsmittel gemischt, dann in eine Urform gegossen und erhitzt, um ein elastomeres
Abbild zu erhalten. Bei der Entnahme bleiben selbst kleinste Details im PDMS erhalten.
Das Abbild wird dann auf einen Glastrager gelegt und versiegelt, wie in Abbildung 16
(B) gezeigt. Die PDMS-Schicht ist verformbar, so dass sich gut leckagefreie Verbindungen
mit Schlauchen herstellen lassen. Das fertige Produkt kann mit dem anwendungsrele-
vanten Substrat durch Plasmaoxidation verbunden werden.

Zur Herstellung der Kanale wurde das PDMS-GieBverfahren auf der hergestellten SU-8-

Masterform durchgefiihrt, indem zunachst das flissige PDMS-Polymer, durch Mischen
von Basiselastomer und Vernetzer, auf die SU-8-Form gegossen wurde. Fir die meisten
Kanalstrukturen betrug das optimale Verhaltnis von Basis zu Vernetzer 1:7 oder 1:7,5
(v/v), wahrend fir den DLD-Kanal, bei dem die mechanische Steifigkeit der Saulen fir die
Filterfunktion entscheidend ist, die Komponenten im Verhaltnis 1:5,5 gemischt wurden.
Nach griindlichem Rihren wurde die PDMS-Mischung in der Vakuumkammer bei einem
Druck von etwa 200 mbar 20 Minuten lang entgast, um Hohlrdume und Blasen in der
geformten Struktur zu beseitigen. Die Aushartung des PDMS erfolgte auf einer Heizplatte
bei 75°C fir 30 Minuten. Die Herstellung des Nukleinsaure-Reinigungskompartiments
erfolgte in zwei Schritten: Die Form wurde nur mit einer geringen Menge PDMS gefUllt,
um die Kanalstruktur zu bedecken, und 10 Minuten lang gebacken. Danach wurde ein
Magnet auf dieser dinnen Schicht Uber dem Kammerbereich platziert und die Form
wurde vollstdndig mit PDMS geflllt und weitere 15 Minuten lang gebacken. Nachdem
das vollstandig vernetzte PDMS-Modell vorsichtig von der Masterstruktur abgezogen
wurde, wurden die Ein- und Austrittsstellen mit einem Biopsie-Werkzeug durchstochen.

Sauerstoff-Plasmabindung ermdglicht die Verbindung des hergestellten Mikrofluidik-
Packages mit dem Sensor-Substrat durch die Plasmabearbeitung (40 Watt, 10 s). Um die
Adhasion zwischen der PDMS-Schicht und dem Glassubstrat zu erhéhen, werden die
Oberflachen mit Luftplasma behandelt. Das Prinzip basiert auf der Wirkung von Van der
Waals-Kraften. Als hydrophobes Polymer verfligt PDMS Uber —O-Si(CHs),- Gruppen.
Durch die Plasmabehandlung werden an der PDMS-Oberflache Si-OH Silanol-Gruppen
erzeugt (Abbildung 4). Diese machen die Oberflache hydrophil durch die Zerstérung von
Si-CHs-Gruppen.

Wahrend der Behandlung werden die kovalenten Silizium-Sauerstoff-Bindungen aufge-
brochen, so dass funktionelle Si-OH-Gruppen entstehen, die fir eine Bindung zuganglich
werden. Sobald diese Aktivierung nachlasst und sich die Bindungen neu bilden, werden
in einer Kondensationsreaktion zwischen den beiden sich berlihrenden Oberflachen
neue Si-O-Si-Bindungen gebildet, und der Objekttrager wird dauerhaft mit dem PDMS
versiegelt, so dass ein wasserdichter Kanal entsteht [6].

Um die hergestellten mikrofluidischen Kanale zu versiegeln, wurde der Glasobjekttrager
in einem Ultraschallbad mit Isopropanol gereinigt und die PDMS-Schicht mit Isopropanol
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gespult. Nach dem Trocknen in N2 wurden beide Teile 8 s lang mit Luftplasma bei 1
mbar und 100 W Leistung des Plasmagenerators behandelt. Die behandelten PDMS-BI6-
cke wurden vorsichtig auf den Glasobjekttrager gelegt, leicht angedriickt und 2 Minuten
lang auf einer Heizplatte bei 50 °C belassen, um die Haftung zu verbessern.

Abb. 5 Aushértung des Po-
lymers (links) und Entfer-
nung des Polymers aus der
Form (rechts)

Abb. 6 PDMS-Oberflache vor

CHy CH3 CHy Oxygen OH OH OH und nach der Plasmabehand-
1 | l Plasma L : I lung [6]
si ppmMs Si|] —  |Si_ PDMS  Si| 9

Die Anwesenheit von reaktiven OH-Gruppen an den behandelten Oberflachen macht die
Bindung des Substrates mit dem Package irreversibel (Bildung von kovalenten —O-Si-O-
Bindungen bei dem Kontakt von PDMS mit dem Glass-Substrat) [6]. Nach der Plasmabe-
handlung bleibt die Oberflache ca. 10 min aktiv. In diese Zeit muss der Bindungsprozess
komplett abgeschlossen werden. Eine vorsichtige Verbindung von beiden Komponenten,
des PDMS-Packages und des Substrates ist erforderlich, um die Verklebung der mikroflu-
idischen Kanale zu vermeiden. Die Energie-Zufuhr betragt ca. 400 J, was unter der Bio-
molekl-zerstorenden Grenze von 600 J liegt. Ein leichtes Zusammenpressen nach der
Plasma-Behandlung sorgt fiir eine gute Adhasion zwischen dem Package und dem Sub-
strat.

1.1.1.1 Deterministische laterale Verschiebung

Deterministische Laterale Verschiebung (DLD) ist eine Methode zur Zellsortierung/Parti-
keltrennung, bei der intrinsische Zelleigenschaften genutzt werden. Dabei werden die
Partikel (Zellen) durch eine Reihe von regelmaBiger Anordnung von Saulen getrieben
(Abbildungen 7, 8). Durch die Positionierung von Saulen in vorbestimmten Winkeln wer-
den unterschiedlich groBe Partikel in verschiedene Stromlinien gezwungen und so ge-
trennt. Jede nachfolgende Reihe des Arrays ist seitlich um einen bestimmten Abstand AA
vom Vorganger verschoben. Das Muster der Anordnung der Saulen bestimmt die Stro-
mungsrichtung der Partikel. Die Summe des Spaltabstandes G und des Mikropillardurch-
messers D, ergibt den ,Zentrum zum Zentrum”-Abstand L.Der Verschiebungswinkel be-
schreibt die laterale Reihenverschiebung und die Position jeder Sdule in Bezug auf die
Strémungsrichtung [9]. Bei der Bewegung zwischen den Pfeilern folgt das Teilchen mit
einem Radius, der kleiner als der kritische Durchmesser Dc ist, der anfanglichen Stromli-
nie und bewegt sich im Zick-Zack-Kurs, wahrend das Teilchen, das groBer als Dc ist,
gegen den Pfeiler st6Bt und sich seitlich zur nachsten Stromlinie verschiebt, wie in
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Abbildung 8 zu sehen. Dieser Vorgang setzt sich jedes Mal fort, wenn ein solches Teil-
chen eine Saule passiert.

Es wurde gezeigt, dass DLD in der Lage ist, Partikel auf der Grundlage ihrer GréBe in
kontinuierlicher Stromung mit einer Auflésung von bis zu 10 nm zu trennen. DLD er-
maoglicht eine prazise Partikelmanipulation mit einer hochauflésenden Trennung und ist
dabei kostenguinstig und robust. Seit ihrer Erfindung wird diese Technik zur Trennung
von Partikeln mit einer GréBe von Millimetern, Mikrometern und sogar Submikrometern
eingesetzt [10] und wurde flr verschiedene Zwecke verwendet, darunter die Trennung
von Blut und Krebszellen [11]. Es ist mdglich, den Anwendungsbereich von DLD zu er-
weitern, indem man seine geometrischen Eigenschaften verandert oder es mit externen
Kraften (z. B. akustischen Kraften [12]) koppelt. Dies ermdglicht die Trennung von Parti-
keln auf der Grundlage anderer Eigenschaften wie Form, Verformbarkeit und dielektri-
sche Eigenschaften.

Bei der Einflihrung einer Partikel (Zellen)-Mischung in den DLD-Chip werden die Mikro-
partikel nach GroBe sortiert. Beobachtungen zeigen, dass groBere Partikel einer anderen
Richtung folgen als kleinere Partikel. GroBe Partikel bewegen sich in einer Linie mit der
Saulenreihe und lenken sich aufgrund der diagonalen Anordnung der Saulen seitlich von
der Stromlinie weg. Kleinere Partikel hingegen lenken nicht von der Stromlinie ab. Statt-
dessen folgen sie weiterhin der Richtung der Stromlinie und wechseln daher zwischen

den Saulenreihen. Die Reihenverschiebungsparameter ¢ =ﬁ = % = tan 4. Der kritische

Partikeldurchmesser berechnet sich aus der Gleichung Dc = 2aGs, wo a = /N/3 der
Korrekturfaktor ist. Alle Partikeln mit dem Durchmesser groBer als Dc werden in jeder
Reihe verschoben.

Pufferungs—
Zelltyp A Zelltyp B
fllssigkeit % Z J,fc ) ® Z >y,f ) groBe Zellen
0
@ o0
® o
a iy
4 o
.. @ ° o . ® o
. o ° ° ®
° e A& o © /\ .. ﬂ -
) & Mikropillar-Array \ _
Zellen-Mischung kleine Zellen

Das DLD-Prinzip ist deterministisch, da es sich nicht auf stochastische oder Diffusions-
Effekte stltzt, was der DLD eine hohe GroBenauflésung verleiht. Die thermische Diffu-
sion von Partikeln findet zwar immer noch statt, aber dieser Effekt ist bei Partikeln im

1 Darstellung der wichtigsten
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Abb. 7 Das DLD-Prinzip [nach 13]
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Mikrometerbereich in der Regel vernachlassigbar und wird erst im Nanobereich relevant.
Die Robustheit von DLD wird durch die Tatsache gewahrleistet, dass die Trennung auf
einem wiederholten Vorgang beruht. Ein Herstellungsfehler wie eine gebrochene oder
fehlende Saule stort die Trennung an dieser Saule, aber die Ubrigen Saulen kompensieren
dies. Bei einer ausreichenden Kanallange wird weiterhin eine effektive Trennung ermég-
licht.

1.1.1.2 Entwurf und Design des DLD-Moduls

Um einen Kanal zu entwerfen, der in der Lage ist, Blutzellen zu filtern, wurde der kritische
Durchmesser Dc auf 6 um festgelegt. Dies entspricht etwas weniger als der GréBe eines
roten Blutkérperchens (7-8 um im Durchmesser). Der Einfachheit halber wurde eine
guadratische Anordnung (mit gleichen Abstanden in x- und y-Richtung) von runden Pfos-
ten gewahlt. Dann wurde der minimale Verschiebungsabstand AX auf 4 um festgelegt,
was der geschatzten Aufldsung des Herstellungsverfahrens entspricht. Der Durchmesser
der Saulen und der Abstand zwischen ihnen wurden in Ubereinstimmung mit der Kalib-
rierungskurve in Abbildung xx gewahlt. Finf Kanaldesigns mit unterschiedlichen Saulen-
durchmessern und Spaltabstanden wurden in der CleWin-Software erstellt. Die entspre-
chenden Parameter sind in Abb. 8 aufgefihrt.

Design Saulendurch- Spaltabstand Verschie- Kanallange Kanalbreite
messer D (um) G (um) bungsab- (mm) (mm)
stand A\
(um)
1 20 12 4 10 1
2 44 16 4 15 0,8
3 62 18 4 15 0,7
4 76 20 4 20 0,8
5 96 16 4 18 1

Lange und Breite der Kanale sind keine unabhangigen Variablen, da sich die Partikel nur
um eine Saule pro Reihe seitlich verschieben kénnen. Im giinstigsten Fall bildet die Be-
wegungsbahn der groBen Partikel einen Winkel 8 mit der urspriinglichen Strémungsrich-
tung (siehe Abbildung 7). Um eine ordnungsgemaBe Teilchentrennung zu gewahrleisten,
sollte die Ladnge des Kanals L groBer oder gleich der Kanalbreite W geteilt durch den
Sinus von 6 sein, der als AMA berechnet werden kann. Dies bedeutet, dass groBe Partikel
die andere Wand des Kanals friiher erreichen als den Ausgang.

Neben den rechteckigen DLD-Kanalen mit Sdulen beinhaltete der Entwurf auch Einlasse,
Auslasse und zwei Kanalabschnitte von 3 mm Lange und 400 pm Breite direkt nach
jedem DLD-Abschnitt zur leichteren Beobachtung der gefilterten Partikel oder auch zur
maoglichen Anwendung der Durchflusszytometrie beim Umgang mit Blutzellen. Das end-
glltige Design der Kanale ist in Abbildung 9 und Abb. 10 dargestellt.

p .
H 500 pm

1 Darstellung der wichtigsten
wissenschaftlich-technischen
Ergebnisse

Abb. 8 Parameter der ausgewahl-
ten DLD-Bereiche

Abb. 9 Die Gesamtiibersicht eines
DLD-Kanals (Design 1) in CleWin.
Die Saulen im Inneren des Kanals
sind nicht sichtbar, da sie zu klein
sind. Die Beschriftung gibt Auskunft
liber die KonstruktionsmaBe und
markiert den Einlass fiir Partikel. Die
breiteren Abschnitte der Auslaufe
sind frei von Hindernissen und die-
nen als Sichtfenster.
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Abb. 10 Fragment eines DLD-Kanals
(Design 2), dargestellt in CleWin.
Der Fluss ist von links nach rechts
gerichtet, der obere Einlass ist fiir
die Partikelsuspension, der untere
fiir die Pufferlésung. Es wird erwar-
tet, dass groBe Partikel entspre-
chend der Verschiebungsrichtung

der Saulen von oben nach unten
1.3.2.3 Entwurf und Priifung von passiven Filterflachen auf der Grundlage verlagert werden.

der Methode der deterministischen lateralen Verschiebung (DLD)

Unter Berlcksichtigung der endglltigen Spezifikationen flr das Filtermodul wurde der
Durchmesser der zu filternden Teilchen (Zellen) auf 6 pm festgelegt. Dies ermdglicht die
Trennung von Vollblut (rote und weiBe Blutkorperchen) und Serum, welches fir die
Analyse bendtigt wird. Der gewahlte Ansatz - deterministische laterale Verschiebung
(DLD) - ermdglicht die Berechnung der geometrischen Parameter der Saulenarrays im
mikrofluidischen Kanal mit dem Ziel, den definierten kritischen Durchmesser (6 um) zu
erreichen. Somit wirden sich alle Partikel mit einer GréBe oberhalb des kritischen
Durchmessers im separaten Auslass der MF-Zelle ansammeln. Auf der Grundlage der
vorldufigen Literaturrecherche wurden die erforderlichen geometrischen Parameter fir
DLD definiert und flr 6 verschiedene Varianten von DLD-Arrays berechnet (Abb. 11).

Design 1 Design 2 Design 3 Design 4 Design 5 Design 6 Abb. 11 Ergebnisse der Berechnun-
Pillar diameter, um 20 44 62 7% 96 106 gen zur Bestimmung der Parameter
G - gap distance, pm 12 16 18 20 16 14 von DLD-Arrays
Dc/G 0.500 0.375 0.333 0.300 0.375 0429
e=tgB6=1/N 0.125 0.067 0.050 0.042 0.083 0.083
N 8.00 15.00 20.00 24.00 16.00 12.00
8, deg 7.125016349 3.81 286 2.39 3.58 478
A - center-to-center distance, pm 320 60.0 80.0 96.0 112.0 1200
Ah - shift distance, um 4 4 4 4 7 10
Dc calculated, pm 6.19 6.11 598 6.09 592 595
need to estimate error for Dc |
Max resolution 4 um |
Channel width, um 1000 800 700 800 1000 1000
Minimal channel length, mm 8 12 14 19.2 16 12
Projected width, mm 1.25 1.00 0.75 0.83 113 117
Actual width, mm 1 08 07 08 1 1
Actual length, mm 10 15 15 20 18 14

Die Herstellung der mikrofluidischen Zellen aller 6 Designs (Abb. 12) erfolgte nach den
oben genannten Protokollen.

Detailed image of DLD array (in IKTS)

Abb. 12 Designs von DLD-Arrays
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Um die Filterfunktionalitat der entworfenen DLD-Mikrofluidikzellen zu Uberprifen, wur-
den Polystyrol-y-Partikel in den GroBen 3,9; 4,5; 5; 10 und 15 pm erworben. Der Ver-
suchsaufbau bestand aus einem System mit prazisen Spritzenpumpen, Verbindungs-
schlduchen und einem Mikroskop mit Hochgeschwindigkeitskamera (Abb. 13). Die Was-
sersuspensionen mit p-Partikel-Durchmessern von 3,9 und 4,5 um wurden bereits zuvor
getestet. Mikroskopaufnahmen und Videos wurden aufgenommen und ausgewertet
(Abb. 13, 14).

Abb. 13 Versuchsaufbau zur Durch-
filhrung von Tests an mikrofluidi-
schen Strukturen

Syringe pumps with - MF device(s)
particle solutions

Abb. 14 Die Flugbahn eines Teil-
chens, das kleiner als Dc ist, in der
Nahe des Kanalauslasses wird
schwach gesehen (schlangenfér-
mige weiBe Linie in der Nahe der
Kanalwand in einem Phasenkon-
trastbild).

Vordefinierte Durchflussraten fir beide Einldsse im Verhaltnis 3:1 pl/min erlaubten es,
den Drift der Partikel entlang der Seite des jeweiligen Einlasses zu beobachten, was mit
der theoretischen Berechnung und den experimentellen Erwartungen Ubereinstimmt. Es
wird erwartet, dass die Partikel mit dem gréBeren Durchmesser auf die gegenuberlie-
gende Seite der Durchflusszelle getrieben werden und sich in einer separaten Kammer

ansammeln.
PartikelgroBe Mikroskopische Aufnahme Abb 15. M'kr_OSkf’p'SChe l_\Uf"ah'
_ men der Partikel in der Mikroflu-
idikzelle
3,9 um
3,9 um
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Basierend auf dem endgltigen DLD-Array-Design wird ein Mikrofluidikmodul herge-
stellt, der in den DELISA-Chip (Abb. 16) von Small Machines (sidkoreanischer Projekt-
partner) integriert wird.

Bei der Entwicklung des DLD-Arrays in einer mikrofluidischen Vorrichtung aus Polydime-
thylsiloxan (PDMS), welche auf die Trennung von Partikeln mit einem kritischen Durch-
messer von 6 um abzielt, gab es mehrere Herausforderungen. Dazu gehorte die Fahigkeit
der Partikel, den Kanal effektiv zu durchqueren, und ihre Tendenz, an der Oberflache
des Gerats zu haften. Eines der Haupthindernisse war das Anhaften der Partikel an der
PDMS-Oberflache, was die Leistung des DLD-Arrays erheblich beeintrachtigte. Um dieses
Problem zu 16sen, wurden verschiedene Techniken zur Oberflachenmodifizierung unter-
sucht [17]. Die Behandlung der PDMS-Oberflache mit Polyethylenglykol (PEG)-Silan er-
wies sich als praktikable Losung, da dadurch eine hydrophile Barriere geschaffen wurde,
die die unspezifische Bindung von Partikeln an die Oberflache der Vorrichtung reduzierte.
Diese Methode ist in der Literatur fir ihre Wirksamkeit bei der Reduzierung von Biofou-
ling in mikrofluidischen Systemen vielfach dokumentiert [16]. Neben Polyethylenglykol
(PEG)-Silan-Beschichtungen wurden verschiedene andere Oberflachenbehandlungsopti-
onen auf ihre Wirksamkeit bei der Verringerung der Partikelanhaftung untersucht.

Eine dieser Methoden ist die Verwendung zwitterionischer Beschichtungen, die sich in
verschiedenen biomedizinischen Anwendungen als besonders widerstandsfahig gegen
unspezifische Proteinadsorption und Zelladhasion erwiesen haben. Durch den Ausgleich
positiver und negativer Ladungen minimieren diese Beschichtungen elektrostatische
Wechselwirkungen, die oftmals zum Anhaften von Partikeln fihren.

Eine weitere Mdglichkeit ist die Verwendung perfluorierter Beschichtungen, die hoch-
gradig hydrophobe Oberflachen bieten, die die Benetzungseigenschaften von PDMS ver-
ringern und dadurch die Partikelhaftung durch verringerte Oberflachenwechselwirkungs-
energien verhindern. Die Sauerstoffplasmabehandlung ist ein Grundstein fur die Modifi-
zierung von PDMS-Oberflachen, um sie vorlbergehend hydrophiler zu machen. Bei

1 Darstellung der wichtigsten
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Abb 16. DELISA-Chip von Small
Machines
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diesem Verfahren wird PDMS einem Sauerstoffplasma ausgesetzt, wodurch eine reich-
haltige Oberflache mit Silanolgruppen (Si-OH) entsteht, die die Partikelhaftung durch
eine erhohte Oberflachenbenetzbarkeit deutlich reduzieren kann. Es ist jedoch bekannt,
dass die durch das Sauerstoffplasma hervorgerufene Hydrophilie mit der Zeit abnimmt
und in den hydrophoben Zustand zurtickkehrt. Um dieser Einschrdnkung entgegenzu-
wirken, wurden Plasmabehandlungen in Kombination mit dem anschlieBenden chemi-
schen Aufpfropfen hydrophiler Molekdle erforscht. Solche kombinierten Behandlungen
sorgen flr eine langer anhaltende hydrophile Oberflache, die die Lebensdauer des Gerats
und die gleichbleibende Leistung bei der Partikelabscheidung verlangert.

Wahrend Polyethylenglykol (PEG)-Silan und zwitterionische Beschichtungen die unspezi-
fische Adsorption wirksam mindern und perfluorierte Beschichtungen hydrophobe Ober-
flachen bieten, um die Partikelbenetzung zu verhindern, stellt die Zugabe von Rinderse-
rumalbumin (BSA)-Blockierldsung einen biologisch orientierten Ansatz dar. BSA, ein in
Laboren haufig verwendetes Protein, kann auf die PDMS-Oberflache aufgetragen wer-
den, um eine blockierende Schicht zu bilden, die das Anhaften von Partikeln unterbindet.
Diese Proteinschicht besetzt potenzielle Bindungsstellen auf der PDMS-Oberflache und
bildet so eine raumliche Barriere, die die Wahrscheinlichkeit der Partikelanhaftung ver-
ringert. Die Wirksamkeit von BSA als Blockierungsmittel ist in verschiedenen Biosensor-
und Zellkulturanwendungen gut dokumentiert, was es zu einer wertvollen Erganzung
des Repertoires gegen Partikelanhaftung macht.

Bei der Prufung der entwickelten Entwurfe traten mehrere Probleme auf. Wie bereits
erwahnt, sind alle DLD-Parameter abhangig voneinander, d. h., wenn ein Parameter ver-
andert wird, fuhrt dies zur Anderung von weiteren Parametern. Aus diesem Grund wurde
eine Mischung aus Partikeln aller verfligbaren GréBen (die das Blut imitieren und zwi-
schen 2 und 15 pym variieren) getestet. Es wurde festgestellt, dass die Mischung keine
Partikel einer bestimmten GroBe enthalten sollte, um den kritischen Durchmesser von 6
um zu filtern. Aufgrund des berechneten Winkels der Saulenreihen von £ 2° war es nicht
maoglich, eine Partikeltrennung in dem Kanal von definierter Lange und Breite (4 cm) zu
erreichen. Zudem blieben Partikel an der Oberflache der Saulen hdngen und verstopften
so den Kanal.

Angesichts des konkreten Ziels, 6-um-Partikel abzutrennen, wurde ein Kaskaden-DLD-
Array [17] entwickelt, um die Trennungseffizienz zu erhdhen. Dieser Ansatz umfasst
mehrere Stufen von DLD-Arrays, die jeweils fir einen bestimmten GroBenbereich opti-
miert sind und eine prazise Trennung von 6-um-Partikeln ermoéglichen. Das Kaskadende-
sign wurde durch seine Fahigkeit begriindet, ein breiteres Spektrum an PartikelgroBen
mit hoher Auflésung und hohem Durchsatz zu verarbeiten, wie von Inglis et al. (2006)
[18] und McGrath et al. (2014) [14] beschrieben. Die erste Stufe der Kaskade wurde fir
die Vorsortierung von Partikeln konzipiert, um die Belastung der nachfolgenden Stufen
zu verringern, die auf die kritische Abtrennung von 6-pm-Partikeln zugeschnitten sind.
Dieser mehrstufige Ansatz trug auch dazu bei, das Verstopfen zu verhindern, da gréBere
Partikel in den ersten Stufen aussortiert wurden.

Es wurden mehrere Losungsansatze realisiert. Es wurde beschlossen, den DLD-Kanal in
zwei Kaskaden aufzuteilen, wobei in der ersten Kaskade Partikel mit einem kritischen

« )

Kaskade 10 pm Kaskade 6 um

v o
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Abb 17. Schema des neuen mikro-
fluidischen Kaskadenkanals
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Durchmesser von 10 ym und in der zweiten Kaskade solche von 6 pm aussortiert werden
(Abb. 17). Diese Vorgehensweise ermdglicht, den Winkel der Saulenreihen einzustellen
und die Partikel bis zum Ende des Kanals mit definierter Ldnge und Breite zu flhren. Das
vorgeschlagene Kaskaden-DLD-Array soll die Abtrennung zellularer Bestandteile aus Voll-
blut durch einen stufenweisen Ansatz verbessern. Erste Beobachtungen haben gezeigt,
dass die derzeitigen einstufigen DLD-Geréate Probleme mit der effizienten Trennung von
Erythrozyten und weiBen Blutkdrperchen von kleineren Partikeln wie Thrombozyten und
Plasma haben, was auf den engen GroBenbereich dieser Komponenten (in einer Partikel
imitierenden Lésung) zurlickzufihren ist: Partikel kleinerer GroBe konnten nur unzu-
reichend abgetrennt werden und drifteten entlang des Kanals, wobei sie oft an der Ober-
flache hangen blieben. Durch die Einfihrung mehrerer Trennstufen mit maBgeschnei-
derten SpaltgroBen kann die Spezifitat der Trennung erheblich verbessert werden, wobei
zunachst die groBeren zellularen Komponenten und anschlieBend die Trennung fir
Plasma und kleinere Partikel verfeinert wird.

Fir die Neugestaltung der Mikrofluidik wurde die Software "Klayout" verwendet, da sie
die Verarbeitung einer groBen Anzahl von Strukturen (~108) begunstigt.

Folgende Parameter wurden flr das Design der Endkaskade (Abb. 18) gewahlt:

Lange des Kanals 4 cm

Breite des Kanals 1 cm

Durchmesser der Saule 13 um

Saulenabstand 10 pm

Winkel der Saulenreihe 2 6°

PBS-Losung als Puffer, Gesamtdruck 700 mbar

4 cm

A
v

1cm
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Abb 18. Neues mikrofluidisches
Design einer 6-pm-Kaskade
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Um zu vermeiden, dass die Partikel an der Oberflache der Saulen haften bleiben, wurde
die Behandlung des Kanals mit BSA-Blockierldsung als eine der am besten verfligbaren,
zuverlassigsten und wirksamsten Losungen flr weitere biologische Tests des MF-Kanals
gewahlt. Es ist geplant, den Kanal 1 Stunde lang mit BSA-Blockierlosung zu behandeln.
Nachdem sich die 6 pm als funktionstlichtig erwiesen haben, ist geplant, die Parameter
fur die zweite Kaskade zu berechnen und das gesamte System mit einer Mischung von
Partikeln einer breiteren GréBenverteilung zu testen.

FUr die Experimente wurde eine neue Chrommaske hergestellt, die 3 Replika von DLD
aufgereihten Kandlen enthalt (Abb. 19). Die folgenden Parameter des DLD-Arrays
wurden verwendet:

e  Kritischer Durchmesser 6 pm

e Saulendurchmesser 13 um

e Winkel 2 6°

e Dicke der Vorrichtung 50 pm

e Saulenabstand 10 pm

e Blockierlésung BSA fur 1 Stunde

Nach UV-Lithografieprotokollen wurde eine SU8-2050-basierte Masterstruktur herge-
stellt (Abb. 20). Die Hohe der Kanale betrug 50 um, so dass die Strukturen mit einem
Durchmesser von 13 pm und einem Spalt von 10 um ein Verhaltnis von etwa 5:1 auf-
weisen. Optische Mikroskopiebilder der Masterstruktur sind in Abb. 21 visualisiert.

Abb 19. Fertiges Laserlithographie
Design

Abb 20. Gefertigte SU8-2050-Mas-
terstruktur
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Die Herstellung von Strukturen mit hohem Aspektverhaltnis kann mehrere Herausforde-
rungen mit sich bringen, was auch der Fall war. Die ungleichmaBige Verteilung des Pho-
toresists wurde durch den Wechsel zu einem anderen Haftvermittler (Ti-Prime) gel&st.
Um die Auflésung zu erhéhen und einen definierten vertikalen Schnitt der Saulen zu
erhalten, wurde wahrend der UV-Belichtung ein UV-365-nm-Filter eingesetzt. Mehr als
20 mikrofluidische Gerate auf PDMS-Basis wurden hergestellt und getestet. Das experi-
mentelle Verfahren umfasste die Funktionalisierung der Kanéale mit einer 1:20 BSA-L6-
sung, um zu verhindern, dass p-Partikel an der Oberflache des Kanals haften. Die Sau-
lenstrukturen auf dem Master schienen in lokalen Bereichen konisch zu sein, was den
korrekten Fluss der Partikel stéren wuirde. Der Chip, der an die Spritzenpumpe ange-
schlossen war, injizierte p-Partikel-Losungen mit einer Durchflussrate von 1 pl/min und
Puffer in den anderen Einlass mit 3 pl/min. Im Experiment wurden die Lésungen von 5
und 9 um groBen fluoreszierenden Partikeln verwendet.

1 Darstellung der wichtigsten
wissenschaftlich-technischen

Ergebnisse
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1 Darstellung der wichtigsten
wissenschaftlich-technischen
Ergebnisse

Abb 21. Optische Mikroskopiebilder
der Masterstruktur

Beginning of the channel Center of the channel End of the channel

Es wurde beobachtet, dass sich einige Partikel auf der Oberflache des Kanals absetzten,
was ein unerwinschter Effekt ist. Aufgrund der unzureichenden Qualitat der Maske war
es jedoch maglich, die Verteilung der Partikel zu beobachten. Darlber hinaus wurde (in
lokalen Teilen des Kanals) bestatigt, dass Partikel mit einer GroBe von 5 pym weiterhin
entlang der Saulenanordnung flieBen und Partikel mit einer GréBe von 9 uym im Zick-
Zack-Modus flieBen, wobei sie die Reihe wechselten. Dieses Experiment bestatigte das
Hauptprinzip von DLD und die gewahlten Parameter fir die Anordnung. Das oben er-
wahnte Problem mit der konischen Form der Sdulen muss durch eine Verbesserung der
Fertigungsqualitat geldst werden. Derzeit werden neue Versuche unternommen, und es
ist geplant, die DLD-Vorrichtungen neu zu fertigen.

Abb 22. Neu hergestellte mikroflui-
dische Durchflusszelle
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1 Darstellung der wichtigsten
wissenschaftlich-technischen
Ergebnisse

Abb 23. Gefertigte Cr-Glasmaske
und SU8-Form und mikrofluidische
Durchflusszelle

Die Cr-Glasmaske wurde mit dem funktionierenden Design des DLD-Kanals gefertigt.
Eine SU8-Form mit einer Dicke von 50 um wurde hergestellt und die mikrofluidischen
Gerate wurden gefertigt. Die Qualitat der Form war ausreichend, und die gewdlinschte
Gerateleistung wurde erreicht.

2 Die wichtigsten Positionen des zahlenmaBigen Nach-
weises

Die Bearbeitung des Projektes ist entsprechend des urspriinglichen Arbeits- und Zeitpla-
nes durchgefihrt worden. Die Finanzmittel sind entsprechend der Planung abgerufen
worden.

3 Die Notwendigkeit und Angemessenheit der geleiste-
ten Projektarbeiten

Die geleisteten Projektarbeiten waren notwendig, um Projektziel des Teilprojektes IKTS
und des Verbundvorhabens zu erreichen. Die beschriebenen Prototypen des Mikroflu-
idiksystems wurden an den Projektpartner Smallmachines Gbergeben, um die Integration
des Mikrofluidikarrays in den DELISA-Chip zu ermoglichen.

4 Voraussichtliche Nutzen und die Verwertbarkeit des
Ergebnisses

Die Entwicklung des neuartigen Point-of-Care-Biosensorsystems fiir die Friihdiagnose
des akuten Myokardinfarkts wird durch das Konsortium zum Patent angemeldet, klinisch
zugelassen und spater vermarktet. Neben Eigenvermarktung ist vor allem die Vermark-
tung Uber einen etablierten Diagnostikhersteller als Partner angestrebt.

Potenzielle Interessenten an der Entwicklung eines IVD-Medizinprodukts zur Detektion
von AMI-spezifischen Biomarkern wurden projektbegleitend Gber Marketing und PR-
MaBnahmen durch Hervorhebung der Technologievorteile gegenlber herkdmmlichen
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5 Der wahrend der Durchfiihrung
des Vorhabens dem
Zuwendungsempfanger bekannt
gewordene Fortschritt

Methoden (wie z.B. bei den Parametern Sensitivitat oder Kosten) animiert, mit dem AMI-
CARINA-Konsortium in Kontakt zu treten und Lizensierungen zum Inverkehrbringen zu
abzuschlieBen.

Durch die intelligente Integration vieler Funktionen in immer kleiner werdenden Bautei-
len werden immer anspruchsvollere Anwendungen z.B. in der medizinischen (in vitro)
Diagnostik, zellbasierten Wirkstofftestung, und Implantologie moéglich. Gerade fir me-
dizintechnische Mikrosysteme, die spezifischere Test- und Diagnoseverfahren sowie wirk-
samere Therapien ermoglichen werden, sind innovative Bearbeitungs- und Fertigungs-
methoden der Mikrosystemtechnik sowie neue Kombinationen biokompatibler Materia-
lien und sichere Bauformen entscheidend. Nach dem Projektende wird erwartet, dass die
erzielten Ergebnisse und Erfahrungen des IKTS in nachfolgenden Projekten mit Industrie-
partnern genutzt werden kénnen. Dies wird langfristige und alternative Verwertungs-
pfade flr die gewonnenen Erkenntnisse er6ffnen.

Die Teilprojektergebnisse des Fraunhofer IKTS werden wie folgt verwertet: nach erfolg-
reichem Abschluss der Entwicklungsphase des AMI-CARINA-Projekts wird eine gezielte
Ansprache von IKTS im Bereich KMU als auch groBerer Konzerne erfolgen. Um die Ak-
zeptanz zu erhéhen ist die gezielte Bekanntmachung des Systems durch die einzelnen
Projektpartner, sowie deren umfangreiche Netzwerkaktivitaten auf Fachtagungen/-kon-
gressen, Messen in wissenschaftlichen Publikationen und im Kontakt mit bestehenden
Industriepartnern geplant. Durch die Kontakte des Fraunhofer IKTS zu BioSaxony kann
das AMI-CARINA-Plattform bereits friihzeitig innerhalb der Fachkreise vor Ort publik ge-
macht werden, um geeignete Partner fir weitere Verwertung der Teilprojektergebnisse
zu finden. Neben seinem Netzwerk greift das Fraunhofer IKTS auf Erfahrungen und Part-
ner im Umfeld der Biomedizin zurtick. Es verflgt als Mitglied in den Clustern BioSaxony,
Silicon Saxony und innerhalb des Dresdner Fraunhofer-Clusters Nanoanalytik tber in-
dustrielle und wissenschaftliche Kontakte, um das Sensorsystem und seine Teile national
und international vorzustellen. Potenzielle Interessenten an der Entwicklung einer Mik-
rofluidikplattform fur die IVD werden projektbegleitend Uber Marketing und PR-MaB-
nahmen (auf den einschlagigen Tagungen, Workshops und Messen in diesem Anwen-
dungsfeld) durch Hervorhebung der Vorteile darauf aufmerksam gemacht, um Entwick-
lungskooperationen mit dem IKTS zu animieren.

DarUber hinaus wird die Beantragung von Schutzrechten fur die entwickelten Packaging-
und Probenvorbereitungstechnologien wahrend des Projektverlaufs vor der Publikation
von Projektergebnissen gepruft. Schutzrechte sind Eigentum der an der Erfindung betei-
ligten Parteien. FUr das Projekt wird eine Kooperationsvereinbarung abgeschlossen, in
dem die rechtlichen Regelungen zu Schutzrechten, Foreground IP und Background IP
prazisiert werden.

5 Der wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem Zu-
wendungsempfianger bekannt gewordene Fortschritt
auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens wurde Literatur- und Patentrecherche durch-
gefiihrt. Keinen relevanten Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen
ist dem Konsortium bekannt geworden.

6 Die erfolgten oder geplanten Veroffentlichungen des
Ergebnisses

Im Rahmen des Vorhabens wurden zwei gemeinsame Publikationen geschrieben. Diese
sind aktuell eingereicht und werden begutachtet. AuBerdem sind zwei gemeinsame
Abstracts zur Teilnahme and der uTAS-Konferenz in Adelaide eingereicht. (S. Anlage).
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