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1. Zusammenfassung des Projektinhalts und der Projektziele

Die Krankheitsverlaufe sind heterogen und gangige klinische Bilder sowie Laborparameter liefern oft
keine verlassliche Prognose, weshalb besonders bei epidemischem Auftreten friihzeitige
Behandlungsregimes und effizientes Patientenmanagement erforderlich sind. EPI-CARE entwickelt ein
Point-of-Care-Schnellanalysesystem zur quantitativen Bestimmung zell-freier DNA (cfDNA) im Blut, da
erhohte cfDNA-Konzentrationen frith mit Entziindungen sowie Morbiditat und Mortalitat bei Infektionen
(z. B. COVID-19, Influenza, auch Sepsis) korrelieren und so eine schnellere Erkennung einer klinischen
Verschlechterung gegeniiber Zentrallaborparametern erméglichen kénnen.

Ziel des Vorhabens war die Entwicklung und Erforschung eines Schnellanalysesystems zur quantitativen
Bestimmung zirkulierender zell-freier DNA (cfDNA) fiir Vor-Ort-Uberwachung, Verlaufsprognose und

Therapiesteuerung bei epidemischen Infektionserkrankungen.

Das Projekt ist in sechs Arbeitspakete mit funf Partnern gegliedert; das Fraunhofer IMM ist in AP1 und
AP3-AP6 beteiligt und leitet AP4 zur Entwicklung der mikrofluidischen Analysekartusche.

AP4 umfasst Konzeption und Rapid-Prototyping der Kartusche, Strategien fiir Probentransfer und
Reagenzienvorlagerung, Umsetzung der isothermen cfDNA-Amplifikation sowie Schnittstellen- und
Validierungsarbeiten bis zum ersten getesteten Kartuschenmuster und anschlieRender Vervielfaltigung
der Kartusche und klinischer Erprobung.

2. Durchgefiihrte wissenschaftlich-technische Arbeiten und deren wesentliche

Ergebnisse

Gegenstand des Teilvorhabens waren grundlegende Forschungsarbeiten zur Realisierung einer
mikrofluidischen Einwegkartusche zur isothermalen Nukleinsaureamplifikation als Bestandteil eines
innovativen Schnellanalyse-Systems zur Quantifizierung von zirkulierender zell-freier DNA (cfDNA) in
Vollblut zur vor-Ort Uberwachung und Therapiesteuerung von epidemischen Infektionserkrankungen.
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Das Testprinzip ist folgend dargestellt:

Abbildung 1: Abbildung des Testprinzips durch das vor-Ort Schnelltestsystems

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

AP 1: Konzeptionierung und Systemspezifikation

Das Fraunhofer IMM unterstiitzte 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 fiir die Probenanalyse notwendigen Prozessschritte
abhangig ist. Die Ergebnisse wurden in Protokollen festgehalten und dienten als Grundlage fir die
Arbeitspakete 3 und 4. Zudem wurde fristgerecht der Meilenstein 1 ,,Ein Lastenheft mit allen
Spezifikationen und Anforderungen wurde von allen Partnern freigegeben.”, erfiillt.

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 spatere Integration
eines isothermalen, molekularbiologischen Assays zu ermoglichen (siehe AP3.4). Die Kartusche wurde
zunachst mithilfe der CAD-Software entworfen.
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Abbildung 2: Rapid-Prototying Workflow und iterativer Entwicklungsprozess: Konstruktion des Kartuschendesigns mittels Creo
Parameterics, Herstellung erster Prototypen mittels SLA-3D-Druck zur grundlegenden fluidischen Auslegung. Anschlieffende
Uberfiihrung des Designs in CAM-Software zur Generierung von G-Code (Automatisierungsanweisung der CNC Frdse) und
Fertigung gefrdster Polycarbonat-Prototypen welche mit entsprechender Nachbearbeitung fiir die nachfolgenden Arbeitspakete

verwendet werden kénnen.

Die ersten Prototypen wurden im 3D-Druckverfahren (SLA; Stereolithographie) hergestellt. Diese
Modelle dienten insbesondere zur Uberpriifung des allgemeinen fluidischen Layouts, beispielsweise der
Anordnung von Kanalen, Reservoiren und Schnittstellen. Auf diese Weise konnten grundlegende
Funktionen wie die Flussigkeitsfiihrung und das Verhalten von Testvolumina im Chip visualisiert und
beurteilt werden. Da die beim 3D-Druck eingesetzten Photopolymere und deren
Oberflacheneigenschaften die spateren Materialbedingungen nicht addquat abbildeten — insbesondere
im Hinblick auf Benetzungsverhalten, Biokompatibilitdt und optische Transparenz — wurden im nachsten
Schritt gefraste Prototypen aus Polycarbonat (PC) gefertigt. PC zeichnet sich durch optische
Transparenz, die Méglichkeit zur prazisen Mikrostrukturierung sowie eine fur mikrofluidische
Anwendungen giinstige Oberflachenbenetzbarkeit aus. PC-Kartuschen wurden am Fraunhofer IMM

bereits erfolgreich in PCR-Anwendungen eingesetzt, das Material ist daher eine etablierte Referenz fur

e Entwickung vor

I b e

Herstellungsverfahrens war die erfolgreiche Herstellung und Testung der Amplifikationsreaktion.

Im Rahmen des Projektes wurde eine Vierkanal-Kartusche entwickelt, die auf den zuvor etablierten
mikrofluidischen Prozessen aufbaut und diese gezielt weiterentwickelt, um die im Lastenheft
notwendigen Parameter und Prozesse zu erfiillen. Durch das Mehrkanal-Design konnte eine wichtige
Grundlage geschaffen werden, um die Verlasslichkeit der Analysen signifikant zu steigern. Da RPA-
Reaktionen aufgrund ihrer hohen Sensitivitat und schnellen Kinetik mitunter eine ausgepragte
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Variabilitat im Signalverlauf zeigen, kann die Durchflihrung paralleler Reaktionen in mehreren Kanalen
diese stochastischen Effekte kompensieren und die Verlasslichkeit der Ergebnisse deutlich steigern.
Durch die integrierte Mehrfachbestimmung wird eine statistische Absicherung der Detektion erreicht,
die mit Einkanal-Systemen nicht méglich ware. Damit tragt die Vierkanal-Kartusche entscheidend zur
Robustheit und Validitat der cfDNA-Analysen bei und stellt eine wesentliche Weiterentwicklung
gegeniber bisherigen Ansatzen dar. Dies erhoht die Robustheit und Validitat der Analysenergebnisse,
indem zuféllige Fehler oder Kanalvariabilitditen unmittelbar erkannt und kompensiert werden kénnen.
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Abbildung 3: CAD-Zeichnung der entwickelten Kartusche (links) und die gefrdste Kartusche (rechts) mit Mikrokandlen zur
Vorlagerung von Reagenzien (Preload-Kammer), fluidischem Luer-Anschluss, Detektions- und Ausgleichskammer.

Insgesamt wurde im Arbeitspaket gezeigt, dass ein interdisziplindres Zusammenspiel von Design,
Fertigungstechnologie und biochemischer Validierung notwendig ist, um die Grundlage fiir eine
funktionale Analysekartusche zu schaffen. Darliber hinaus eréffnet das Mehrkanaldesign eine
Perspektive fir zuklnftige Erweiterungen, beispielsweise die Durchfiihrung unterschiedlicher Nachweise
innerhalb derselben Kartusche. Hierflir kdnnte eine ortsspezifische Primer-lmmobilisierung genutzt
werden, um eine solid-phase Rekombinase-Polymerase-Amplifikation zu realisieren und so eine
multiplexfahige Plattform zu schaffen.

Die im Rahmen von AP 4.1 gewonnenen Erkenntnisse bilden die Grundlage fiir 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 kdnnen den Partnern zur Erprobung unter realen
Bedingungen zur Verfligung gestellt werden”, erreicht.

AP 3.4: Portionierung und Oberflachenkompatibilitit der Reaktionsansatze

Das IMM war im Arbeitspaket AP3 fir den Task 3.4 ,,Portionierung und Oberflachenkompatibilitdt der
Reaktionsansatze” zustandig, 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 Reaktionsansatze so in der Kartusche vorzulagern, dass eine
robuste Analyse mit dem Bauteil moglich ist und die Flissigkeiten und deren Transport mit ihren
fluidischen Charakteristika durch die mikrofluidischen Strukturen handhab war. Das IMM hat fir diese
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Untersuchungen erste Prototypen bereitgestellt und Testungen mit kommerziell erhéltlichen
Reagenzien, wie auch den Reagenzien von RBiopharm durchgefiihrt. Die Herausforderung lag in der
Zusammensetzung der Testreagenzien, den notwendigen Positionierungsdanderungen wahrend des
Assays und der Probenmatrix. Diese Herausforderungen wurden durch das gezielte Design der Kartusche
und deren Kanéle adressiert und auch iiber technische Details gel6st.

Details werden folgend dargestellt:

Fur die Untersuchungen zur Portionierung und Oberflaichenkompatibilitat der Reagenzien wurde
zunachst mit flissigen Mastermischungen gearbeitet, die extern angesetzt und anschlieRend in die
Teststrukturen eingebracht wurden. Pro Reaktionszweig wurden jeweils 20 pL eingesetzt, sodass in der
Vierkanal-Konfiguration ein Gesamtvolumen von 80 pL mitgefiihrt wurde. Dieses Volumen ist
vergleichbar mit einem konventionellen Ansatz auf dem Thermocycler und wurde so gewahlt, dass die
Detektionskammern vollstandig gefiillt werden. Auf diese Weise konnte sichergestellt werden, dass eine
moglichst groRe Anzahl von Pixeln zur Fluoreszenzauswertung bereitsteht. Dies erwies sich
insbesondere deshalb als wichtig, da die RPA-Reaktion nicht homogen Giber das gesamte
Reaktionsvolumen verlauft, sondern charakteristische Amplifikationscluster ausbildet, die sich in Form

lokaler Herde_
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Abbildung 4: Chemische Gldttung mittels Lésungsmittelbedampfung und Quantifizierung der Oberfldchenrauigkeit mittels

Weiflichtinterferometrie

Die Oberflachenkompatibilitat der RPA-Reagenzien stellte im Vergleich zu klassischen PCR-Mischungen
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eine besondere Herausforderung dar, da der verwendete Reaktionspuffer eine deutlich erhéhte

Viskositat aufweist. Diese fiihrt zu einer verstarkten Benetzungsneigung an den Kanalwanden der

Iolche Einschliisse wirken sich negativ auf die Reaktionshomogenitat aus, da sie zu ungleichmaRiger
Verteilung von Reagenzien und inhomogener Signalbildung fithren kénnen. Die Untersuchung der
Wechselwirkung zwischen Reagenzien und Chipmaterialien sowie eine Anpassung der
Oberflachenbeschaffenheit sind daher zentrale Schritte zur Sicherstellung einer robusten Assay-
Integration. Daher wurden Protokolle erarbeitet, mithilfe dieser die Oberflachenrauheit der Prototypen
reduziert werden konnte. Somit konnten die fluidischen Bedingungen im Prototyp liberpriift werden, da
auch die Blasenbildung vermieden werden konnte (siehe Abbildung 4).

Zudem machte der Anspruch einer quantitativen Bestimmung der cfDNA-Konzentration es notwendig,
eine moglichst sensitive Detektion des entstehenden Fluoreszenzsignals zu erreichen, was im Gegensatz
zu einer Ja-oder-Nein Antwort fir einen Erregernachweis so nicht notwendig ist. Daher war es die

Aufgabe im Projekt die Sensitivitat des Gesamtsystems m6g|ichst_l

IP 4.2: Testung der Mikrofluidik

Ziel des AP 4.2 war es die Testung und die Weiterentwicklung von Methoden und mikrofluidischen
Strukturen zur Durchfiihrung der notwendigen Assayschritte in der Kartusche umzusetzen.

entschieden diese Anderung im Prozessablauf nicht auf der Kartusche automatisiert umzusetzen, da es
sich um einen Schritt handelt, der von jedem Mitarbeiter fehlerfrei durchgefuihrt werden kann.
Uberlegungen das ProbennahmegefilR so zu gestalten, dass die notwendige Verdiinnung der Probe in
diesem durchgefihrt wird, wurden aufgrund des Fokus des Arbeitspakets, nicht technisch umgesetzt.
Somit war auch das automatische Abmessen von kleinen Probenmengen auf der Kartusche nicht mehr
notwendig. Der Fokus lag somit auf dem Probentransfer auf die Testkartusche und die initiale Befiillung
der Testkartusche.

Um einen reibungslosen Transport der Probe zu gewahrleisten und ein blasenfreie Testsubstanz bis zu
den gefriergetrockneten Reagenzien zu erméglichen, wurde nicht nur am Material der Kartusche (siehe
AP 3.4) gearbeitet, sondern auch Beflllungsparameter erarbeitet. Dafiir wurde der Druck der Befiillung
systemseitig angepasst und somit ein Protokoll ermittelt, dass eine méglichst schnelle und gleichzeitig
auch eine gleichmaRige Befiillung der Reaktionsarme erlaubt. Dieses Wissen wurde als Grundlage fur
das Arbeitspaket 4.3 verwendet.
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AP 4.3: Etablierung von Protokollen zur Vorlagerung oder Zufiihrung 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 pL (insgesamt 80 L in der Vierkanal-Konfiguration) appliziert wurden — ein
Volumen, das der Ublichen Praxis auf konventionellen Thermocyclern entspricht und die vollstiandige

Filung der Detektionskammern [

I . Dctcktionsqualitdt wurde sichergestellt, dass die Detektionskammern so

ausgelegt sind, dass moglichst viele Bildpixel flr die Fluoreszenzauswertung zur Verfligung stehen.

= T B 1

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

Ziel der Lyophilisierung ist die Herstellung eines pordsen, leicht rehydrierbaren Lyophilisats mit minimaler
Restfeuchte und maximaler Erhaltung der  Enzymaktivitit.  Ubliche  Schritte  sind:
Formulierungsoptimierung (Stabilisatoren/Bulking-Agents), kontrollierte Gefrierphase (Eis-
Kristallisationsstruktur), Primartrocknung unter Vakuum (Sublimation) und Sekundéartrocknung zur
Reduktion der Residualfeuchte. Entscheidend fiir die Rehydratationskinetik sind dabei sowohl die
Matrixzusammensetzung (Zucker, Polyole, Proteinstabilisatoren) als auch die resultierende Porositat des
Cakes.

Abbildung 6: On-chip Rekonstitution nach lyophiliserter Vorlagerung
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Die im Projekt eingesetzten Lyo-Cakes konnten in den Kartuschen lGiber mehrere Wochen bei 4 °C gelagert
werden, ohne dass dies die grundsatzliche Funktionalitdt beeintrachtigte. Die physikalisch-chemische
Stabilitdt der Formulierungen wurde durch nanoDSF-Messungen gestiitzt bestatigt (Abbildung 6).
Funktionell liefern Versuche mit identischer Zielkonzentration innerhalb eines Experimentes
reproduzierbare Signale; jedoch wurde eine vergleichsweise hohe Inter-Run-Variabilitdt Gber
unterschiedliche Versuchsreihen hinweg beobachtet.
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Abbildung 6: Lyo-Cake Stabilitidt und nanoDSF Messungen der gelagerten RPA-Reagenzien

(Links) Reaktion der mit den gefriergetrockneten Reagenzien durchgefiihrten Amplifikationen zeigen eine gute
Reproduzierbarkeit, was auf eine gute Lagerstabilitit hinweist. (Rechts) Die nanoDSF Messung zeigt eine minimale Verénderung
der Enzymstabilitdt nach einer Lagerzeit von 90 Tagen.

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

AP 4.4: Integration des cfDNA Analyseassay

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

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

Zu zeitlichen Verzogerungen im Projekt kam als immer haufigere Stabilitatsschwachen der Twist-
Reagenzien zum Vorschein kamen. Es war im Projektverlauf nicht moglich mit diesen Reagenzien die
notwendigen Sensitivitdten robust zu erreichen (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Amplifikationsergebnisse der TwistDX RPA Reaktionsmixe unterschiedlicher Batches

Daher wurde, als verfiigbar, auf die Reagenzien von Biotechrabbit zuriickgegriffen und fir die weitere
Testung und Integration auf der Kartusche verwendet.

Die isothermale Amplifikation wurde auf der Kartusche insbesondere im Hinblick auf die Interrun-
Variabilitat erprobt, da dies ein wichtiger Indikator fiir die Konsistenz der erzielten Messergebnisse
darstellt und direkt mit der Reproduzierbarkeit und somit Zuverlassigkeit des Systems_'

_ in samtlichen biologischen Matrizen (Wasser, Plasma,

verdiinntes Vollblut) eine geringe Standardabweichung (SD; wenige Sekunden) demonstriert werden
(Abbildung 8Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.,-
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Allerdings verringert sich dadurch auch die Auflésung zur Unterscheidung verschiedener cfDNA-

Konzentrationen, die Timethreshold-Werte weisen einen geringeren Unterschied auf (siehe Abbildung 8,

unten links). Eine abschlieRende Bewertung sollte sich also nicht auf die absoluten Werte beziehen,

sondern auch den Einfluss der Standardabweichung (SD) auf die endgiiltige Quantifizierung

bericksichtigen. Eine semi-log Standardkurve konnte im Arbeitspaket ermittelt werden (Abbildung 8,

unten rechts). Das Limit-of-Detection betrdgt 10ng/mL. Es kénnen mit dem aktuellen Protokoll

Unterschiede in den Timethresholds bis 5000 ng/mL ermittelt werden, was das Ziel des Projektes

darstellte.

Das in AP 4.1 und AP 4.3 erarbeitete und vorgestellte finale Kartuschendesign, dass eine lyophilisierte

Vorlagerung des pre-Mastermixes erlaubt, wurden im Weiteren fir Amplifikationsreaktionen mit on-

chip vorgelagerten und rekonstituierten Reagenzien genutzt und erfolgreich demonstriert. Im

Arbeitspaket 4.3 wurde bereits gezeigt, dass die entwickelte Kartusche und die erarbeiteten Parameter

fur die Lyophilisierung der Reagenzien und deren Riicklsung luftblasenfrei funktionieren. Allerdings

resultierte mit lyophilisierten Reagenzien eine erhebliche Standardabweichung der Reaktion zwischen

den techvischen |
_ dies brachte keine Verbesserung der Ergebnisse. Aufgrund der

hohen Standardabweichungen und der Notwendigkeit ein funktionierendes Protokoll fiir die klinische

Testung bereitzustellen, wurde entschieden fliissige Reagenzien zu verwenden und das

Magnesiumacetat als Cofaktor fiir das Enzym und den Starter der Reaktio_

der Kartusche vorzulagern (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Amplifikationsreaktionen mit lyophilisierten Reagenzien auf der entwickelten Kartusche

Drei Reaktionen wurden miteinander verglichen (oben), zeigen allerdings Ergebnisse mit hohen Standardabweichungen

untereinander. (unten) Die separate Vorlagerung der Starter-Reagenz Magnesiumacetat brachte keine Verbesserung der

Reproduzierbarkeit.

Die in den Versuchen beobachtete Inter-Run-Variabilitdt lasst sich auf eine Reihe von Faktoren

zuriickfiihren, die sowohl material- als auch prozessbedingt sind. Eine wesentliche Rolle spielt die

Rekonstitutionskinetik des Lyophilisats, die stark von Benetzungs- und Diffusionsbedingungen beeinflusst

wird. Unterschiede im Flussprofil, in der Temperaturfiihrung oder in der Kanalgeometrie kénnen die

Geschwindigkeit und Vollstéandigkeit der Rucklésung variabel gestalten. Hinzu kommt eine mégliche

Heterogenitat der Lyophilisate selbst: Variationen in Masse, Porositat oder Dichte des Cakes zwischen
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einzelnen Kammern oder Chargen fithren direkt zu unterschiedlichen effektiven Konzentrationen nach
Rehydratation. Auch die Restfeuchte nach der Lyophilisierung ist kritisch, da unvollstandig getrocknete
Praparationen ihre Langzeitstabilitat verlieren und zugleich ein abweichendes Auflésungsverhalten zeigen

kénnen. Zusatzlich sind Oberflaicheninteraktionen innerhalb der mikrofluidischen Strukturen zu

IchlieBIich kénnen auch Lufteinschliisse wahrend der Rehydration eine Rolle spielen, da sie lokale
Volumina ohne Reagenzien verursachen und damit Cluster-Effekte in der RPA verstarken. Nicht zuletzt
tragen Unterschiede in der Lyophilisationscharge, der Verpackung oder dem Handling — etwa
unterschiedliche Heiz- oder Lagerbedingungen vor dem Experiment — zusédtzlich zu Inter-Run-
Schwankungen bei.

Zur Reduktion der Variabilitat bieten sich mehrere Ansatzpunkte an, die in zukiinftigen Projekten
systematisch untersucht werden sollten. Dazu zéhlen die Optimierung der Lyophilisationsprotokolle und
Reagenzien-Formulierungen. Ebenso kénnten Oberflichenmodifikationen zur Reduktion unspezifischer
Adsorption beitragen _ ein reproduzierteres Startsignal
ermoglichen. SchlieRlich erscheint auch die Standardisierung von Lager- und Handhabungsbedingungen
wesentlich, um externe Einflussfaktoren zu minimieren.

Run_0393 _LyoPrototypK Mgseparatplaced_Run2
ZZZfluo_from pictures.csv

IR LALLM

= ¢t:2.91 min, ct from data: 3.49
ct: 3,53 min, ct from data: 4.15

¢t 11.98 min. ct from data: 11.04
ct: 12,48 min, ¢t from data: 12.65

0 5 10 15 20 25

Abbildung 9: On-chip Amplifikation. Fluoreszenzsignal- und verlauf unter der Verwendung von on-chip lyophilisiert vorgelagerten

Reagenzien fiir Duplikate unterschiedlicher chNA_ Cluster-

Amplifikation der RPA fiir niedrige Template-Konzentrationen zu beobachten.

AP 4.5: Anpassung an Schnittstellen (Heizen, Fluidik, Sensorik)

Um eine moglichst benutzerfreundliche Anwendung zu erméglichen, welche gleichzeitig dafiir sorgt das
ein geschlossenes System vorliegt, wurde ein Luer-kompatibler Deckel konstruiert. Hierdurch wird
weiterhin verhindert, dass der innere Konus des Luer-Konnektors mit den Reagenzien im Inneren des
Probenreservoirs in Beriihrung steht oder gar verdrangt. Um den Fluid-Plug weiterhin pneumatisch mit
der Spritzenpumpe aktuieren zu kénnen und gleichzeitig das Kontaminationsrisiko zu_l

Es wurde somit eine optimale Schnittstelle zwischen Demonstrator und Analysekartusche entwickelt

und hergestellt (Abbildung 10), um das Gerat kontaminationsfrei zu halten. Zudem wurde vom
14
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Projektpartner die entsprechenden Komponenten des Systems so entwickelt, dass dir Kartusche
wahrend der Analyse auf 37°C geheizt werden kdnnen und das Fluoreszenzsignal iber eine Optik
ausgelesen werden kann.

Syringe filter, PTFE, 0,2pm

PVC tubing
1.D.x 0.D. 1/16in. x 1/8 in.

; l.\, POM-lid with integrated
fluoropore Membran,
PTFE, hydrophob, 0,22 pm

90 pl (10% diluted wh sample)

Abbildung 10: Luer-kompatibler Deckel. Aus Polyoxymethylen gefertigter Deckel mit eingeschweifSter PTFE-Membran (0,2 um
Porengréfse) wird zum Verschluss des Reagenzienreservoirs und anschliefSenden Konnektierung an die Spritzenpumpe
verwendet.

AP 4.6: Designoptimierung und Anpassung an Massenfertigungsverfahren

Zur Herstellung von Analysekartuschen in einer ausreichenden Stiickzahl fir die klinische Studie, als
auch mit der notwendigen Oberflachengiite, wurden die gefrasten Prototypen in den Spritzguss
Uberfihrt.

Als Material fur die_usgewéhlt, welches neben einer hohen
Lichtdurchlassigkeit (bis zu 91% im sichtbaren Spektrum) eine geringe Autofluoreszenz aufweist,
wodurch fiir die im Projekt gewahlte optische Detektion des Fluoreszenzsignals eine moglichst grofRe
Signalausbeute sicherstellt wird. Das Material ist biokompatibel, enthélt also keine Additive wie
Weichmacher oder Halogene, wodurch Interferenzen mit biologischen oder chemischen Reagenzien
minimiert werden und der Einsatz in der medizinischen Diagnostik erméglicht wird. Weiterhin bietet d
Material eine hohe FlieSfahigkeit im geschmolzenen Zustand bei geringer Schrumpfung sowie hoher
Abformgenauigkeit, wodurch prazise und reproduzierbare Mikrostrukturen im Rahmen des
Spritzgussprozesses erzeugt werden kdnnen.

as
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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 Formeinsdtzen zur Chipstrukturierung
und Auswerferfiihrung aus Messing (A1). Die Auswerferseite beinhaltet zusdtzlich die Angussverteilung mit Haltekrallen und
dem Filmanguss zu den einzelnen Kavitdten (A2).

Das Auswerferpaket wird Giber eine 5 mm Rasterung strukturiert und umfasst die Integration von zwei
Formeinsatzen aus Messing (Abbildung 11 A1), die von hinten in der Auswerferseite verschraubt
werden. Aufgrund einer Artikelstidrke von 2 mm kann (Abbildung 11 B) in zwei Formnestern
abgemustert werden (abhangig vom Schussvolumen der Spritzgussmaschine). Dies hat Auswirkungen
auf die SchlieRkraft und das Schussgewicht, welche Uber die Mitte des Werkzeugs verteilt werden. Fir
das Angusssystem wird aus diesem Grund ein Kaltkanalanguss mit Verteilung und Filmanguss zu den
Formnestern hin gewahlt worden, um die Effizienz und Qualitat des SpritzgieRprozesses zu maximieren.
Insgesamt werden bei der Entwicklung der Spritzgussform somit insbesondere die Aspekte der
Flexibilitat, Effizienz und damit auch der Herstellungskosten berlicksichtigt. Diese MaRnahmen stellen
auRerdem sicher, dass zukiinftig alle Kartuschen im Standardformat mit einer Starke von bis zu 2 mm
mit einseitiger Strukturierung und gleich-bleibendem Fluidanschluss mit diesem Werkzeug gefertigt
werden kdnnen.

Im Rahmen der Optimierung des SpritzgieRprozesses wurde die Durchgangsbohrungen der Kartusche
auf Hohe des Probenreservoirs auf 0,6 mm erweitert und die Kanalstrukturen weiter auseinandergelegt.
Zudem umfasst das neue Kartuschendesign angepasste Kanalgeometrien (Verrundung am Boden),
wodurch die Homogenitat der Spritzgussform und somit auch die Qualitat des Endprodukts gesteigert
werden kann. Durch den Wegfall der vier Positionslocher werden Formkerne und mogliche FlieRnahte
reduziert, was die Qualitat der Form weiter steigert. Eine nachtragliche Politur der Messkammerbdden
im Formeinsatz wurde durchgefiihrt und dadurch die Giite der Messkammerbdden im Chip verbessert.
Der Vorteil von Formeinsatzen aus Messing liegt in der Moglichkeit der konventionellen Bearbeitung mit
Diamantwerkzeugen, was eine schnelle und qualitativ hochwertige Strukturierung der Form ermoglicht.
Da die Kartusche halbrunden Kanile enthélt wird die Form jedoch in eine Kupferanode tberfiihrt und
senkerodiert. Messing ist sehr gut warmeleitend, was die Temperierung im Spritzguss-Werkzeug
begiinstigt. Ein Nachteil ist jedoch, dass die Form nicht fiir eine Produktion von mehr als 1.000 Stiick
geeignet ist. In diesem Projekt handelt es sich um einen LabormaRstab mit einer Kleinstserie von
weniger als 1.000 Stiick, weshalb die Wahl des Formeinsatzwerkstoffes Messing zunachst gerechtfertigt
war. Allerdings wurde festgestellt, dass die Messing-Formeinsatze eine hohe resultierende
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Oberflachenrauigkeit von rund 0,5 um aufweisen. Diese Rauigkeit ist auf die prozessbedingten
elektrischen Entladungen beim Senkerodieren zurtickzufiihren, die zu einem unregelmafRigen
Oberflachenprofil fihren.

Um die Oberflachenqualitat zu verbessern und eine gleichmaRigere Struktur zu gewahrleisten, wurde
daher zu Stahl als Formeinsatzwerkstoff gewechselt. Stahl ermdglicht eine prazisere Bearbeitung durch
Frasen trotz der halbrunden Kanalgeometrie, was zu geringeren Oberflachenrauigkeiten fiihrt und eine
bessere Oberflachen-beschaffenheit der resultierenden Spritzguss-Artikel gewahrleistet. Nachdem die
Stahl-Formeinsatze zudem poliert wurden, konnte eine signifikant Steigerung der Oberflachengiite
erzielt werden (rund 0,1 um, s. Abbildung 12). Es wurden mit Hilfe dieser Spritzgussform die
notwendigen Kartuschen fiir die Testung (AP5) und die klinische Studie (AP6) hergestellt.
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Abbildung 12: Bestimmung der Oberfldchenrauigkeit. Mittels Weiflichtinterferometer (Bruker, Contour GT-K) ermittelte
Oberfldchenrauigkeit gemdf ISO 25178 fiir ausgewdhlte Bereiche der Kartusche (A) bei Verwendung eines gefrdsten und
polierten Stahlformeinsatzes — Ubergang zwischen Detektionskammer und Kanal, sowie innerhalb des Kanals.

AP 5.10: Testung Kartuschenintegration

Um die erforderliche Reaktionstemperatur von 37 °C innerhalb der Kanalstrukturen zu gewahrleisten,
werden NTC-Thermistoren in den Lumina der Detektionskammern platziert. AnschlieBend wird die
Kartusche gedeckelt und in der Heizvorrichtung des Analysegerats des Projektpartners Bytec fixiert.
Dieser Prozess ermoglicht es, ein prazises Temperaturprofil zu erstellen und das Temperatur-Offset fir
die Einstelltemperatur zu bestimmen. Durch diese MalRnahmen wird sichergestellt, dass die
Temperaturverteilung innerhalb der Mikrofluidik-Chips addquat ist und fir die Effizienz der
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Ampflifikationsreaktion von entscheidender Bedeutung ist. Die eingesetzten Regler zeigen dabei eine
starke Schwingung (vgl Abbildung 13 A) und benétigen rund 35 Minuten, um die gewiinschte
Temperatur zu erreichen, dies wird bei zukinftigen Messdurchlaufen beriicksichtigt.

Fur die Steuerung des Fluids auf der Kartusche wurde eine Detektion der Flow-Front verwendet. Diese
ist von verschiedenen Fluiden unterschiedlich (Wasser vs. RPA-Reaktionsansatz mit Blutprobe), sodass
zunachst die Schwellwerte fur die ROls (region of interest) justiert werden mussten. Dies fiihrte zu einer
erfolgreichen Detektion der Fluidfronten und es konnte eine Steuerung des Befiillens des Chips
durchgefiihrt werden. Fir einen hohen Kontrast wurden die Heizer schwarz eloxiert, ein Verfahren, dass
die Oberflache zuséatzlich abriebbestidndig und resistent gegen Desinfektionsmittel macht.

AY

Abbildung 13: Bestimmung eines Temperaturprofils / Einstellung der Lichtschranken - Bytec-Gerdit. Mittels in den
Detektionskammern platzierten NTC Thermistoren ermitteltes Temperatur- und Regelungsprofil (A). Auszuwertende ROIs
werden zur Fluidfronterkennung in abhdngig eines dimensionslosen Schwellwertes eingeste/lt.

- tragt die verringerte Flussrate dazu bei an der Flow-Front die Tendenz zur Blasenbildung zu
minimieren, dennoch war es notwendig, die Pumpensteuerung nicht vom Auslésen eines einzigen ROIs
abhangig zu machen. Daher wurde ein Konzept mittels verschiedener aktiver und inaktiven ROls
erarbeitet, um eventueller Blasenbildung und Fliissigkeitsriickstande eine Fehlsteuerung zu umgehen.
Auch wurde das Reagenzienvolumen von 80p|_ und die Positionen der ROIs final
angepasst, was zu einer erfolgreichen Steuerung des Fluids in der Kartusche fiihrte. Mit Hilfe dieser

Steuerungslésung konnte ein optimales Protokoll fiir die Inkubation der Amplifikationsreaktion genutzt
werden.

AP 6.2: Messung klinischer Proben und Validierung des Gerats

Aufgrund der Anpassungen des Systems durch den Kooperationspartner Bytec und die erfolgreichen
Entwicklungen und Testungen der Kartusche hat das Fraunhofer IMM immens dazu beigetragen ab 2025
die Messung der klinischen Proben méglich zu machen. In enger Zusammenarbeit mit der UM Mainz
(finale Planung / Ethikantrag / Studienprotokoll) und der JGU Mainz (Infrastruktur und Kontrollmessungen
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auf kommerziellem System) haben wir begonnen Messungen durchzufiihren. Die Studie lauft bis Ende
2025 und schlieRt 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 durchgefiihrt werden kdnnen. 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 dariiber hinaus Messungen an klinischen Patientenproben durchgefiihrt werden. Die
Tatsache der Entwicklung eines Spritzgussverfahrens fiir die Herstellung der Messkartusche in diesem
Teilprojekt stellt ausreichend Messkartuschen zur Verfligung.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Messungen an Vollblutproben durchgefiihrt werden kénnen. 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 Griinde kdnnen derzeit nicht eindeutig
identifiziert werden. Die Vorteile der Amplifikation auf der Kartusche sind die Mbglichkeit-
_éhrend der Amplifikation. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass diese dynamische Inkubation sich positiv auf die Amplifikationseffizienz auswirkt. Somit
hatte die RPA auf der Kartusche klare Vorteile gegentiber 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 einzuschatzen.

Weitere Patientenproben werden derzeit mit dem System gemessen. Diese Ergebnisse flieRen 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 veréffentlichtl
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.Bewertung der Ergebnisse im Vergleich zu den urspriinglichen Zielen,

Zielerreichung und Anderungen gegeniiber der Planung

Ziel des Vorhabens war die Entwicklung und Erforschung eines Schnellanalysesystems zur quantitativen
Bestimmung zirkulierender zell-freier DNA (cfDNA) in fiir Vor-Ort-Uberwachung, Verlaufsprognose und
Therapiesteuerung bei epidemischen Infektionserkrankungen.

Die Arbeitspakete des Fraunhofer IMM und deren Ergebnisse sind im Kapitel 2 ausfiihrlich beschrieben.
Das Ziel des Verbundvorhabens wie auch des Teilvorhabens wurde vollstandig erreicht. Dies lasst sich
kurz zusammengefasst daran festmachen, dass ein funktionierendes System mit den Komponenten
entwickelt wurde, das derzeit im klinischen Umfeld getestet wird und gute Ergebnisse liefert.

Im Vergleich zu den urspriinglichen Zielen, die im Projektantrag festgehalten sind, konnen folgende
Aussagen getroffen werden:

Im Gesamtprojekt wurde ein System entwickelt (Partner: Bytec), das prinzipiell notwendige Funktionen
fur die Ansteuerung der von Fraunhofer IMM entwickelten Testkartuche ibernimmt. Aufgrund der nicht
ausreichenden Performance der im Verbundprojekt entwickelten Assaykomponenten wurde sich erst
spat im Projektverlauf dazu entschieden, weiterhin die kommerziell erhaltlichen Assaykomponenten der
Firmen Biotechrabbit und Twist zu verwenden. Zusatzlich wurde der Fokus wie im Teilprojekt bereits vor
Projektbeginn als Méglichkeit erachtet, auf die Verwendung von fliissigen Reagenzien gelegt, die eine
robuste Analyse erméglichen. Neben der Kartusche wurden auch die notwendigen Parameter und
Prozessschritte das IMM anhand der Ziele des Projektantrags erarbeitet. Es bleibt festzuhalten, dass die

Kartusche fir den Assay mit gefriergetrockneten Reagenzien erarbeitet wurde. Aufgrund dessen musste
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ein ,,Workaround” bzgl. der Probenzufiihrung in den Chip und auch eine Anpassung von
Pumpparametern erarbeitet werden. Dies steht nicht im Gegensatz zu den urspriinglichen Projektzielen,
zeigt eher, dass das Potential der erarbeiteten Losungen trotz sehr guter Ergebnisse noch nicht
ausgeschopft ist und eine spatere Verwertung wahrscheinlich macht.

Ein Unterschied zu den urspriinglichen Projektzielen ist der Einsatz von einer_ Blutprobe. Im
Projekt konnte gezeigt werden, dass auch_ Blutproben auf der Kartusche amplifiziert
werden konnten, dennoch zeigte sich fiir die Quantifizierung ein erheblicher Vorteil_
der Blutprobe. Eine endgiiltige technische Lésung fiir eine on-chip Verdiinnung wurde im Projekt nicht
adressiert. Allerdings zeigen die Ergebnisse, dass die Kartusche auch fiir diese Amplifikationsreaktion mit

der veranderten Probenmatrix (BIut_ eingesetzt werden kann, um die

cfDNA Konzentration in klinischen Proben zu bestimmen.

4. Wichtigste Positionen des zahlenmaBigen Nachweises

Im Rahmen der Durchfiihrung des Projektes sind Kosten in Form von Personal-, Verbrauchsmaterialien-,
und Reisekosten entstanden, tber 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 durchgefiihrten
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
zuverlassigen 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) weiterzufiihren, um eine breite Abdeckung der Schutzrechte zu
ermoglichen. Insbesondere liegt der Fokus der Verwertung auf eine nationale Lizensierung. Zusatzlich
werden auf Basis der Ergebnisse weitere Fordermittelantrage 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. Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordene
Fortschritte auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Wahrend des Forschungsvorhabens wurden keine Ergebnisse gefunden, die sich konkret mit der im
Projekt behandelten Fragestellung auseinandersetzten. Regelmalige Literatur- und Internetrecherchen
lieferten keine Anhaltspunkte fiir Ergebnisse Dritter, die in wesentlichen Punkten kritisch fur die zentrale
Thematik des Projekts hinsichtlich der Entwicklung eines Nachweissystems fiir 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 fiir das Themengebiet der isothermalen
Amplifikation on-chip, woran derzeit ein hohes Interesse besteht.
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8. Erfolgte oder geplante Veroffentlichungen der Ergebnisse

Im Rahmen dieses Projekts wurden bereits einige der Ergebnisse durch das Fraunhofer IMM
veroffentlicht (siehe Tabelle). Weitere Verdffentlichungen, gerade im Hinblick auf wissenschaftliche
Publikationen sind nach Beendigung der klinischen Studie geplant, um die gewonnenen Erkenntnisse der
Fachoffentlichkeit zuganglich zu machen. Eine gemeinsame Publikation in Zusammenarbeit mit den
einzelnen Verbundpartnern ist angestrebt.

Posterbeitrag:

-, Microfluidic-based, isothermal amplification and quantification of circulating cell-free
DNA”; CIMD Summer School (Frankfurt), September 2023

- “Microfluidic-based, isothermal amplification and quantification of circulating cell-free
DNA”; Lab-on-a-chip and Microfluidics Europe (SelectBio, Rotterdam), Juni 2024

- “Microfluidic-based, isothermal amplification and quantification of circulating cell-free
DNA”; Liquid biopsy for disease management (Washington D.C., USA), August 2024

Artikel:

- "Mikrofluidische Point-of-Care Diagnostik", Dmytro Pastukh; Management&Krankenhaus,
11/2024

Abschlussarbeiten:

- Bachelorarbeit: “Mikrofluidische, quantitative cfDNA-Amplifkation fiir einen Einsatz am
Point-of-Care”; Juliette Pick, 2024. (unter Verschluss)

Dissertationen:

Beitrag Veranstaltung des IMMs:

- Young Scientist Workshoph 2023 und 2024: “Microfluidic platform to quantify cfDNA using
whole blood samples” (unter Verschluss)
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