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Das Testprinzip ist folgend dargestellt: 

 

Im Rahmen des Teilvorhabens wurde folgendes wissenschaftlich-technische Ergebnisse erzielt: 
 

AP 1: Konzeptionierung und Systemspezifikation 

Das Fraunhofer IMM unterstützte die Konsortialpartner bei der Erstellung des Lastenhefts im 
Arbeitspaket AP 1. Der Fokus lag auf der Betrachtung des Gesamtsystems, wobei das IMM seine 
Expertise insbesondere in den Arbeitspaketen AP 1.1 und AP 1.2 einbrachte, da die Designerarbeitung 
der Analysekartusche vom Assay wie auch dem für die Probenanalyse notwendigen Prozessschritte 
abhängig ist. Die Ergebnisse wurden in Protokollen festgehalten und dienten als Grundlage für die 
Arbeitspakete 3 und 4. Zudem wurde fristgerecht der Meilenstein 1 „Ein Lastenheft mit allen 
Spezifikationen und Anforderungen wurde von allen Partnern freigegeben.“, erfüllt. 

AP 4.1: Designerarbeitung mittels CAD, “Rapid-Prototyping” der Kartusche 

Das Ziel von AP 4.1 bestand in der Konstruktion und Herstellung erster Kartuschenprototypen mittels 
Rapid-Prototyping-Verfahren. Diese Prototypen sollten dazu dienen, grundlegende fluidische Workflows 
zu testen, Designkonzepte zu validieren und erste Evaluierungen im Hinblick auf die spätere Integration 
eines isothermalen, molekularbiologischen Assays zu ermöglichen (siehe AP3.4). Die Kartusche wurde 
zunächst mithilfe der CAD-Software entworfen. 

Abbildung 1: Abbildung des Testprinzips durch das vor-Ort Schnelltestsystems 
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Variabilität im Signalverlauf zeigen, kann die Durchführung paralleler Reaktionen in mehreren Kanälen 
diese stochastischen Effekte kompensieren und die Verlässlichkeit der Ergebnisse deutlich steigern. 
Durch die integrierte Mehrfachbestimmung wird eine statistische Absicherung der Detektion erreicht, 
die mit Einkanal-Systemen nicht möglich wäre. Damit trägt die Vierkanal-Kartusche entscheidend zur 
Robustheit und Validität der cfDNA-Analysen bei und stellt eine wesentliche Weiterentwicklung 
gegenüber bisherigen Ansätzen dar. Dies erhöht die Robustheit und Validität der Analysenergebnisse, 
indem zufällige Fehler oder Kanalvariabilitäten unmittelbar erkannt und kompensiert werden können. 

Abbildung 3: CAD-Zeichnung der entwickelten Kartusche (links) und die gefräste Kartusche (rechts) mit Mikrokanälen zur 
Vorlagerung von Reagenzien (Preload-Kammer), fluidischem Luer-Anschluss, Detektions- und Ausgleichskammer. 

Insgesamt wurde im Arbeitspaket gezeigt, dass ein interdisziplinäres Zusammenspiel von Design, 
Fertigungstechnologie und biochemischer Validierung notwendig ist, um die Grundlage für eine 
funktionale Analysekartusche zu schaffen. Darüber hinaus eröffnet das Mehrkanaldesign eine 
Perspektive für zukünftige Erweiterungen, beispielsweise die Durchführung unterschiedlicher Nachweise 
innerhalb derselben Kartusche. Hierfür könnte eine ortsspezifische Primer-Immobilisierung genutzt 
werden, um eine solid-phase Rekombinase-Polymerase-Amplifikation zu realisieren und so eine 
multiplexfähige Plattform zu schaffen. 

Die im Rahmen von AP 4.1 gewonnenen Erkenntnisse bilden die Grundlage für die im Anschluss 
folgende Optimierung der Kartuschendesigns (AP 4.2). Insbesondere die Anpassung von Materialien und 
Mikrostrukturen im Hinblick auf die Integration spezifischer Assays und Prozesse wurde dort 
weiterverfolgt. 

Mit diesem Projektschritt wurde auch der Meilenstein 4.1 „Ein erster Prototyp einer Kartusche zur 
cfDNA Analyse ist gefertigt sowie getestet und Muster können den Partnern zur Erprobung unter realen 
Bedingungen zur Verfügung gestellt werden“, erreicht. 

AP 3.4: Portionierung und Oberflächenkompatibilität der Reaktionsansätze 

Das IMM war im Arbeitspaket AP3 für den Task 3.4 „Portionierung und Oberflächenkompatibilität der 
Reaktionsansätze“ zuständig, wobei eine enge Zusammenarbeit mit dem Arbeitspaketleitenden 
Unternehmen RBiopharm bestand. Der Fokus lag auf dem Transfer des Assays in die mikrofluidische 
Teststrukturen. Es wurde erreicht, die Reaktionsansätze so in der Kartusche vorzulagern, dass eine 
robuste Analyse mit dem Bauteil möglich ist und die Flüssigkeiten und deren Transport mit ihren 
fluidischen Charakteristika durch die mikrofluidischen Strukturen handhab war. Das IMM hat für diese 
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AP 4.3: Etablierung von Protokollen zur Vorlagerung oder Zuführung von Assaykomponenten 
und Reagenzien 

Im Zuge von AP 4.3 wurden Protokolle zur Vorlagerung von Reagenzien in der Kartusche erarbeitet und 
experimentell validiert. Grundlegendes Vorgehen war die Arbeit mit extern angesetztem Mastermix, 
wobei pro Reaktionszweig 20 µL (insgesamt 80 µL in der Vierkanal-Konfiguration) appliziert wurden — ein 
Volumen, das der üblichen Praxis auf konventionellen Thermocyclern entspricht und die vollständige 
Füllung der Detektionskammern  

 
 
 

ur Detektionsqualität wurde sichergestellt, dass die Detektionskammern so 
ausgelegt sind, dass möglichst viele Bildpixel für die Fluoreszenzauswertung zur Verfügung stehen. 

 
Abbildung 5: Finalisierung des Kartuschendesigns. 
Verschiedene Designs der Kartuschen wurden als Prototypen hergestellt und systematisch getestet. 

Ziel der Lyophilisierung ist die Herstellung eines porösen, leicht rehydrierbaren Lyophilisats mit minimaler 
Restfeuchte und maximaler Erhaltung der Enzymaktivität. Übliche Schritte sind: 
Formulierungsoptimierung (Stabilisatoren/Bulking-Agents), kontrollierte Gefrierphase (Eis-
Kristallisationsstruktur), Primärtrocknung unter Vakuum (Sublimation) und Sekundärtrocknung zur 
Reduktion der Residualfeuchte. Entscheidend für die Rehydratationskinetik sind dabei sowohl die 
Matrixzusammensetzung (Zucker, Polyole, Proteinstabilisatoren) als auch die resultierende Porosität des 
Cakes. 

 
Abbildung 6: On-chip Rekonstitution nach lyophiliserter Vorlagerung 
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Die im Projekt eingesetzten Lyo-Cakes konnten in den Kartuschen über mehrere Wochen bei 4 °C gelagert 
werden, ohne dass dies die grundsätzliche Funktionalität beeinträchtigte. Die physikalisch-chemische 
Stabilität der Formulierungen wurde durch nanoDSF-Messungen gestützt bestätigt (Abbildung 6). 
Funktionell liefern Versuche mit identischer Zielkonzentration innerhalb eines Experimentes 
reproduzierbare Signale; jedoch wurde eine vergleichsweise hohe Inter-Run-Variabilität über 
unterschiedliche Versuchsreihen hinweg beobachtet. 

 

 
Abbildung 6: Lyo-Cake Stabilität und nanoDSF Messungen der gelagerten RPA-Reagenzien 
(Links) Reaktion der mit den gefriergetrockneten Reagenzien durchgeführten Amplifikationen zeigen eine gute 
Reproduzierbarkeit, was auf eine gute Lagerstabilität hinweist. (Rechts) Die nanoDSF Messung zeigt eine minimale Veränderung 
der Enzymstabilität nach einer Lagerzeit von 90 Tagen. 

In AP 4.3 haben wir ein grundsätzlich praxisfähiges Protokoll zur Vorlagerung und Rehydratation von Lyo-
Reagenzien in der Kartusche etabliert (inkl. identifizierter elliptischer Kammergeometrie und angepasster 
Flussraten). Die empirisch festgestellte Inter-Run-Variabilität ist in weiten Teilen auf prozess- und 
materialbedingte Parameter zurückführbar; die oben skizzierten, priorisierten Maßnahmen liefern einen 
klaren Fahrplan zur weiteren Reduktion dieser Variabilität und zur Absicherung der Langzeitstabilität. 

AP 4.4: Integration des cfDNA Analyseassay 

Da die vom Projektpartner zur Verfügung gestellten RPA-Reagenzien eine deutliche Inhibition in Plasma- 
und Blutproben aufwiesen, wurden im weiteren Verlauf und zur Möglichkeit der Zielerreichung der 
Arbeitspakete AP4.4 – AP4.6 kommerziell erhältliche Reagenzien der Hersteller Twist Biosciences und 
Biotechrabbit verwendet. 

Die TwistDX Reagenzien waren, aufgrund des damals vorhanden Patents, die einzigen auf dem Markt 
erhältlichen Reagenzien. Daher wurde sich während des Projekts stark auf die Integratgion dieser 
Reagenzien auf die Kartusche konzentriert. 

Zu zeitlichen Verzögerungen im Projekt kam als immer häufigere Stabilitätsschwächen der Twist-
Reagenzien zum Vorschein kamen. Es war im Projektverlauf nicht möglich mit diesen Reagenzien die 
notwendigen Sensitivitäten robust zu erreichen (siehe Abbildung 7). 
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Projektpartner die entsprechenden Komponenten des Systems so entwickelt, dass dir Kartusche 
während der Analyse auf 37°C geheizt werden können und das Fluoreszenzsignal über eine Optik 
ausgelesen werden kann. 

 
Abbildung 10: Luer-kompatibler Deckel. Aus Polyoxymethylen gefertigter Deckel mit eingeschweißter PTFE-Membran (0,2 µm 
Porengröße) wird zum Verschluss des Reagenzienreservoirs und anschließenden Konnektierung an die Spritzenpumpe 
verwendet. 

AP 4.6: Designoptimierung und Anpassung an Massenfertigungsverfahren 

Zur Herstellung von Analysekartuschen in einer ausreichenden Stückzahl für die klinische Studie, als 
auch mit der notwendigen Oberflächengüte, wurden die gefrästen Prototypen in den Spritzguss 
überführt.  
Als Material für die usgewählt, welches neben einer hohen 
Lichtdurchlässigkeit (bis zu 91% im sichtbaren Spektrum) eine geringe Autofluoreszenz aufweist, 
wodurch für die im Projekt gewählte optische Detektion des Fluoreszenzsignals eine möglichst große 
Signalausbeute sicherstellt wird. Das Material ist biokompatibel, enthält also keine Additive wie 
Weichmacher oder Halogene, wodurch Interferenzen mit biologischen oder chemischen Reagenzien 
minimiert werden und der Einsatz in der medizinischen Diagnostik ermöglicht wird. Weiterhin bietet das 
Material eine hohe Fließfähigkeit im geschmolzenen Zustand bei geringer Schrumpfung sowie hoher 
Abformgenauigkeit, wodurch präzise und reproduzierbare Mikrostrukturen im Rahmen des 
Spritzgussprozesses erzeugt werden können. 
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Abbildung 11: Werkzeugkonstruktion. Meusburger Wechselform Grundwerkzeug mit Plattenpaar und Auswerferpaket (A). 
Spritzgussartikel mit Anguss (B). Foto der Formeinsatzplatte der Auswerferseite mit zwei Formeinsätzen zur Chipstrukturierung 
und Auswerferführung aus Messing (A1). Die Auswerferseite beinhaltet zusätzlich die Angussverteilung mit Haltekrallen und 
dem Filmanguss zu den einzelnen Kavitäten (A2).  

Das Auswerferpaket wird über eine 5 mm Rasterung strukturiert und umfasst die Integration von zwei 
Formeinsätzen aus Messing (Abbildung 11 A1), die von hinten in der Auswerferseite verschraubt 
werden. Aufgrund einer Artikelstärke von 2 mm kann (Abbildung 11 B) in zwei Formnestern 
abgemustert werden (abhängig vom Schussvolumen der Spritzgussmaschine). Dies hat Auswirkungen 
auf die Schließkraft und das Schussgewicht, welche über die Mitte des Werkzeugs verteilt werden. Für 
das Angusssystem wird aus diesem Grund ein Kaltkanalanguss mit Verteilung und Filmanguss zu den 
Formnestern hin gewählt worden, um die Effizienz und Qualität des Spritzgießprozesses zu maximieren. 
Insgesamt werden bei der Entwicklung der Spritzgussform somit insbesondere die Aspekte der 
Flexibilität, Effizienz und damit auch der Herstellungskosten berücksichtigt. Diese Maßnahmen stellen 
außerdem sicher, dass zukünftig alle Kartuschen im Standardformat mit einer Stärke von bis zu 2 mm 
mit einseitiger Strukturierung und gleich-bleibendem Fluidanschluss mit diesem Werkzeug gefertigt 
werden können. 

Im Rahmen der Optimierung des Spritzgießprozesses wurde die Durchgangsbohrungen der Kartusche 
auf Höhe des Probenreservoirs auf 0,6 mm erweitert und die Kanalstrukturen weiter auseinandergelegt. 
Zudem umfasst das neue Kartuschendesign angepasste Kanalgeometrien (Verrundung am Boden), 
wodurch die Homogenität der Spritzgussform und somit auch die Qualität des Endprodukts gesteigert 
werden kann. Durch den Wegfall der vier Positionslöcher werden Formkerne und mögliche Fließnähte 
reduziert, was die Qualität der Form weiter steigert. Eine nachträgliche Politur der Messkammerböden 
im Formeinsatz wurde durchgeführt und dadurch die Güte der Messkammerböden im Chip verbessert. 
Der Vorteil von Formeinsätzen aus Messing liegt in der Möglichkeit der konventionellen Bearbeitung mit 
Diamantwerkzeugen, was eine schnelle und qualitativ hochwertige Strukturierung der Form ermöglicht. 
Da die Kartusche halbrunden Kanäle enthält wird die Form jedoch in eine Kupferanode überführt und 
senkerodiert. Messing ist sehr gut wärmeleitend, was die Temperierung im Spritzguss-Werkzeug 
begünstigt. Ein Nachteil ist jedoch, dass die Form nicht für eine Produktion von mehr als 1.000 Stück 
geeignet ist. In diesem Projekt handelt es sich um einen Labormaßstab mit einer Kleinstserie von 
weniger als 1.000 Stück, weshalb die Wahl des Formeinsatzwerkstoffes Messing zunächst gerechtfertigt 
war. Allerdings wurde festgestellt, dass die Messing-Formeinsätze eine hohe resultierende 
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Oberflächenrauigkeit von rund 0,5 µm aufweisen. Diese Rauigkeit ist auf die prozessbedingten 
elektrischen Entladungen beim Senkerodieren zurückzuführen, die zu einem unregelmäßigen 
Oberflächenprofil führen. 

Um die Oberflächenqualität zu verbessern und eine gleichmäßigere Struktur zu gewährleisten, wurde 
daher zu Stahl als Formeinsatzwerkstoff gewechselt. Stahl ermöglicht eine präzisere Bearbeitung durch 
Fräsen trotz der halbrunden Kanalgeometrie, was zu geringeren Oberflächenrauigkeiten führt und eine 
bessere Oberflächen-beschaffenheit der resultierenden Spritzguss-Artikel gewährleistet. Nachdem die 
Stahl-Formeinsätze zudem poliert wurden, konnte eine signifikant Steigerung der Oberflächengüte 
erzielt werden (rund 0,1 µm, s. Abbildung 12). Es wurden mit Hilfe dieser Spritzgussform die 
notwendigen Kartuschen für die Testung (AP5) und die klinische Studie (AP6) hergestellt. 

 

Abbildung 12: Bestimmung der Oberflächenrauigkeit. Mittels Weißlichtinterferometer (Bruker, Contour GT-K) ermittelte 
Oberflächenrauigkeit gemäß ISO 25178 für ausgewählte Bereiche der Kartusche (A) bei Verwendung eines gefrästen und 
polierten Stahlformeinsatzes – Übergang zwischen Detektionskammer und Kanal, sowie innerhalb des Kanals.  

AP 5.10: Testung Kartuschenintegration 

Um die erforderliche Reaktionstemperatur von 37 °C innerhalb der Kanalstrukturen zu gewährleisten, 
werden NTC-Thermistoren in den Lumina der Detektionskammern platziert. Anschließend wird die 
Kartusche gedeckelt und in der Heizvorrichtung des Analysegeräts des Projektpartners Bytec fixiert. 
Dieser Prozess ermöglicht es, ein präzises Temperaturprofil zu erstellen und das Temperatur-Offset für 
die Einstelltemperatur zu bestimmen. Durch diese Maßnahmen wird sichergestellt, dass die 
Temperaturverteilung innerhalb der Mikrofluidik-Chips adäquat ist und für die Effizienz der 
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auf kommerziellem System) haben wir begonnen Messungen durchzuführen. Die Studie läuft bis Ende 
2025 und schließt folgende Patientengruppen ein: 

Code Group n 

1 Liver transplantation 5 

2 Intracranial hemorrhage 2 

3 Infection 
 

4 Sepsis 
 

5 Septic Schock 1 

6 cadiogenic cardiac arrest and successful CPR 
 

7 Extrakorporeal heart replacement (HLM, va ECMO) 1 

8 Tumor disease 4 

9 Rheumatologic disease 
 

10 Polytrauma 1 

   

 
Total: 14 

 

Die derzeitigen Ergebnisse zeigen, dass mit dem entwickelten PoC-System Messungen der klinischen 
Proben durchgeführt werden können. Auf eine gegliederte Auswertung in Bezug auf die Erkrankungen 
(Patientengruppen) wurde aufgrund der noch geringen Anzahl von Daten verzichtet. 

Mit dem im Projekt entwickelten System und der in diesem Teilprojekt entwickelten Kartusche und der 
erfolgreichen Integration des kommerziellen Assays von BiotechRabbit konnten in den letzten Monaten 
des Projektes und darüber hinaus Messungen an klinischen Patientenproben durchgeführt werden. Die 
Tatsache der Entwicklung eines Spritzgussverfahrens für die Herstellung der Messkartusche in diesem 
Teilprojekt stellt ausreichend Messkartuschen zur Verfügung. 

Die Ergebnisse zeigen, dass die Messungen an Vollblutproben durchgeführt werden können. Eine 
monotone Beziehung (Spearman‘s rho) der isothermalen Amplifikation auf der Messkartusche und der 
RPA auf einer 96 well Platte ist mit 0,3543 nicht hoch. Die Gründe können derzeit nicht eindeutig 
identifiziert werden. Die Vorteile der Amplifikation auf der Kartusche sind die Möglichkeit  

ährend der Amplifikation. Es konnte bereits gezeigt 
werden, dass diese dynamische Inkubation sich positiv auf die Amplifikationseffizienz auswirkt. Somit 
hätte die RPA auf der Kartusche klare Vorteile gegenüber der Reaktion auf einer Labor-Standardplatte. 
Vergleicht man die RPA-Ergebnisse mit den Ergebnissen des Gold-Standards (qPCR) auf einer Labor-
Standardplatte, ist die monotone Beziehung der Ergebnisse mit 0,5788 bereits sehr hoch einzuschätzen. 

Weitere Patientenproben werden derzeit mit dem System gemessen. Diese Ergebnisse fließen in die in 
Abbildung 14 gezeigten Ergebnisse ein. Eine Ableitung einer Aussage auch in Bezug auf die 
verschiedenen Patientengruppen im Vergleich zu gesunden Probanden und somit einer finalen 
Bewertung der Ergebnisse kann erst nach dem  erfolgen. Die Ergebnisse werden 
mit den Kooperationspartner in einem internationalen Journal veröffentlicht  
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ein „Workaround“ bzgl. der Probenzuführung in den Chip und auch eine Anpassung von 
Pumpparametern erarbeitet werden. Dies steht nicht im Gegensatz zu den ursprünglichen Projektzielen, 
zeigt eher, dass das Potential der erarbeiteten Lösungen trotz sehr guter Ergebnisse noch nicht 
ausgeschöpft ist und eine spätere Verwertung wahrscheinlich macht. 

Ein Unterschied zu den ursprünglichen Projektzielen ist der Einsatz von einer  Blutprobe. Im 
Projekt konnte gezeigt werden, dass auch  Blutproben auf der Kartusche amplifiziert 
werden konnten, dennoch zeigte sich für die Quantifizierung ein erheblicher Vorteil  
der Blutprobe. Eine endgültige technische Lösung für eine on-chip Verdünnung wurde im Projekt nicht 
adressiert. Allerdings zeigen die Ergebnisse, dass die Kartusche auch für diese Amplifikationsreaktion mit 
der veränderten Probenmatrix (Blut  eingesetzt werden kann, um die 
cfDNA Konzentration in klinischen Proben zu bestimmen. 

4. Wichtigste Positionen des zahlenmäßigen Nachweises 
Im Rahmen der Durchführung des Projektes sind Kosten in Form von Personal-, Verbrauchsmaterialien-, 
und Reisekosten entstanden, über die im Detail im finanziellen Verwendungsnachweis berichtet wurde. 

5. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit 
Der Fortschritt der Arbeiten im Projekt entsprach im Wesentlichen der im Projektantrag festgelegten 
Planung. Angesichts der erreichten Ergebnisse kann festgestellt werden, dass alle durchgeführten 
Arbeiten notwendig und angemessen waren, um die Ziele des Projekts zu erreichen. 

6. Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit der Ergebnisse 
im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans 

Das voraussichtliche Nutzen und die Verwertbarkeit der Ergebnisse und Erfahrungen aus dem hier 
beschriebenen Teilvorhaben sind vielversprechend. Im Rahmen der grundlegender Forschungsarbeiten 
zur Entwicklung einer Analyseplattform zur Quantifizierung von cfDNA wurde ein innovatives System zur 
zuverlässigen Vor-Ort-Analyse von Vollblutproben geschaffen. 

Das Projektteam hat durch die gemeinsamen Arbeiten mit den Projektpartnern die Machbarkeit 
nachgewiesen, klinische Proben mittels des Systems zu verarbeiten und cfDNA zu quantifizieren. 

Auf Basis der Ergebnisse wurde beschlossen, die nationale und internationale Anmeldung der Patente 
(Einreichung vor dem Projektstart) weiterzuführen, um eine breite Abdeckung der Schutzrechte zu 
ermöglichen. Insbesondere liegt der Fokus der Verwertung auf eine nationale Lizensierung. Zusätzlich 
werden auf Basis der Ergebnisse weitere Fördermittelanträge gestellt, um die Projektergebnisse zu 
verwerten und das System zu validieren. Zudem werden die Projektergebnisse in einer Dissertation 
verwertet und durch die Kooperationspartner publiziert. 

7. Während der Durchführung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordene 
Fortschritte auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen 

Während des Forschungsvorhabens wurden keine Ergebnisse gefunden, die sich konkret mit der im 
Projekt behandelten Fragestellung auseinandersetzten. Regelmäßige Literatur- und Internetrecherchen 
lieferten keine Anhaltspunkte für Ergebnisse Dritter, die in wesentlichen Punkten kritisch für die zentrale 
Thematik des Projekts hinsichtlich der Entwicklung eines Nachweissystems für die Quantifizierung von 
cfDNA sind. Ganz im Gegenteil hat das Thema cfDNA Quantifizierung aus klinischen Proben an Interesse 
zugelegt, insbesondere in den Bereichen der personalisierten Diagnostik von Krebsmutationen 
(zirkulierende tumor DNA (ctDNA)). Das gleiche gilt für das Themengebiet der isothermalen 
Amplifikation on-chip, woran derzeit ein hohes Interesse besteht. 






