b
L

-

W/ (a3 N |

Eos

v

—

SPECIAL

Mikrofluidik — Einfiihrung

Die Entdeckung
der Schnelligkeit

B Mikrofluidiker sind unbeschei-
den: Sie wollen Millionen von
Experimenten in wenigen Minu-
ten durchfiihren und dabei Platz,
Geld und Material sparen.

In der Mikrofluidik geht es um das Ver-
halten kleiner Mengen von Fliissigkeit auf
engstem Raum. Dieses unterscheidet sich
krass von dem ihres grof3en Bruders, der
Makrofluidik. Die Makrofluidik ist in den
angewandten Wissenschaften schon iiber
150 Jahre im Einsatz, auch wenn sie mei-
stens nicht so genannt wird: Am Anfang
standen Bioreaktoren oder Fermenter, da-
nach kamen Kulturflaschen (seit 1850 im
Gebrauch) und Petrischalen (seit 1887).
Die Fliissigkeiten folgen in diesen Gro-
Benordnungen vor allem der Schwerkraft.
Viele technische Kniffe beruhen darauf,
diese auszutricksen bzw. sich zunutze zu
machen.

Wihrend sich zu Beginn der Industri-
alisierung alles um die grofen Maf3stébe
drehte —viel reinschiitten, noch mehr raus-
holen —, legt man heute Wert auf Schnel-
ligkeit. Man will moglichst viele Analysen
auf einmal durchfiihren und dabei Zeit
und Geld sparen. Eine Moglichkeit ist
die Verkleinerung der Anséitze: Mit der
Markteinfithrung der Mikrotiterplatten
1951 erblickte die Mikrofluidik das Licht
der Welt.

Neue Phanomene |

| In der Mikrofluidik spielen andere
physikalische Gesetze eine Rolle als in der
Makrofluidik: Je kleiner der Ansatz, desto
groBer das Verhéltnis von Oberfldche zu
Volumen. Kapillarkréfte und Oberfldchen-
ladungen dominieren {iber die Gravitati-
on. Kapillarwirkung wiederum ermdoglicht
einen rein passiven Fliissigkeitsantrieb,
worauf etwa Lateral-Flow-Tests (LATS)

- beruhen (auch als kapillare Teststreifen
¢« oder Immunochromatographiestreifen

bekannt). Deren prominentestes Beispiel

_

ist wohl der Schwangerschaftsschnelltest,
der mit Farbstoff-markierten Antikérpern
gegen das Schwangerschaftshormon hCG
(humanes Choriongonadotropin) arbeitet.
Aber auch Blutzuckermessgeréte arbeiten
nach diesem Prinzip.

In kleinen Kanélen gibt es auf3erdem
wirbelfreie Stromung (Laminar Flow), was
die Herstellung stabiler Grenzflachen zwi-
schen Fliissigkeiten erlaubt. Zellen kénnen
in einem Fliissigkeitsstrom vereinzelt und
gezihlt oder sortiert werden, wie in der
Durchflusszytometrie. Bei der Tropfchen-
basierten Mikrofluidik, wie sie etwa die
Gruppe um Petra Dittrich verwendet
(siehe Seite 44), ist ein anderes Prinzip
im Einsatz: Hier sind fliissige Mikrordume
von Luft oder von einer zweiten, nicht da-
mit mischbaren Fliissigkeit umgeben. Sie
erlaubt die Manipulation kleiner Volumina
von Reagenzien bis auf Einzelzellniveau.

Mikrobaukasten |

| Hauptabnehmer fiir mikrofluidische
Lab-on-a-chip-Anwendungen ist in erster
Linie die in vitro-Diagnostik, die einen
grofden Verbrauch an sogenannten patien-
tennahen Labortests hat, etwa Blutschnell-
test fiir die Rheumadiagnostik oder auch
Biomarker-Notfallteststreifen bei Herz-
infarkt. An zweiter Stelle steht die Phar-
maindustrie, der es bei der Medikamen-
tenentwicklung auf Hochdurchsatz-Ver-
fahren bei hochgradiger Parallelisierung
ankommt, um viele Arzneikandidaten auf
einmal zu testen, und nur Treffer (hits)
weiter zu validieren. Auch in der Biotech-
nologie finden sich Anwendungen, etwa
in der Biotransformation von Molekiilen
mit Hilfe von Enzymen, Bakterien oder
Zellkulturen zu Antibiotika, Insulin oder
Steroiden.

Ideen fiir mogliche Anwendungen
gab es von Anfang an in rauhen Mengen.
Da jedoch die passenden Geréte fehlten,
verbrachten Heerscharen von Wissen-
schaftlern die letzten 20 Jahre damit,
Laborgeritschaften zu Mikropumpen,
Mikroventilen und Mikromixern zu ver-

kleinern. Unter ihnen war Andreas Manz,
der heute am Saarbriickener Korea-Insti-
tut Forschungsdirektor ist (siehe auch S.
44-45). Manz et al. publizierten das erste
Gerét fiir die Hochdruck-Fliissigkeitschro-
matographie-Saulen-Mikrofluidik.

Laut der Datenbank ISI-Web of Science
gibt es mittlerweile rund 15.000 Artikel
zum Thema ,,Mikrofluidik“, und alle be-
schreiben ihre eigene, superspezielle An-
wendung. Nun kann man das bis in alle
Ewigkeit fortfithren und fiir jedes neue
Projekt eine neue Lab-on-a-chip-Losung
entwickeln. Aus Zeit- wie auch aus Kosten-
griinden wiére es jedoch viel sinnvoller,
das Rad nicht jedes Mal neu zu erfinden.

Dariiber briiteten Roland Zengerle et
al. geraume Zeit. Sie schlugen 2009 vor,
die vorhandenen Mikrofluidik-Methoden
zu sammeln und nach den zugrundelie-
genden Technologien zu Mikrofluidik-
Plattformen zusammenzufassen (Chem
Soc Rev 2009, 39:1153-82). Diese Platt-
formen wiirden nach dem Baukastenprin-
zip aus beliebig kombinierbaren Baustei-
nen fiir Transport, Messen und Vermi-
schen von Fliissigkeiten, fiir die Trennung
oder Aufkonzentrierung von Molekiilen
und Partikeln sowie fiir die Bereitstellung
von Reagenzien bestehen. Dabei gibt es
nach Vorstellung von Zengerle et al. fiinf
Hauptgruppen: kapillarkraftgetriebene
(zu denen die LATs gehoren) und druck-
getriebene Systeme (wie die Durchfluss-
zytometrie); zentrifugale Systeme (die
die Fliehkréafte eines rotierendem mikro-
fluidischen Trégers nutzen; siehe auch
S. 46-47), elektrokinetische (die etwa
elektroosmotisch und elektrophoretisch
auf geladene Substrate einwirken) und
schlieflich akustische Systeme (Tropfen,
die auf einer hydrophoben Oberfldche
von akustischen Schockwellen generiert,
vorwartsbewegt, vermischt usw. werden).

Megaanalysen in Mikrorrdumen in kiir-
zester Zeit durchzufiihren ist also keine
Utopie mehr. Der néchste Schritt ist die
Nanosphére. Andrew de Mello von der ETH
Zirich verrat auf den Seiten 41 bis 43, wie
er ihn sich vorstellt. LARA WINCKLER
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Laborjournal: Herr de Mello, beim Lesen Ihres letzten Reviews
[BMB Reports 2011, 44:705] erhdlt man den Eindruck, dass mit
Mikrofluidik im Prinzip nichts unméglich ist. Stimmt das?

Andrew de Mello: Viele Dinge sind mdglich. Man sollte
Mikrofluidik oder Lab-on-a-Chip jedoch nur einsetzen, wenn
dadurch eine Aufgabe wirklich viel besser gelost werden kann.

Die Entwicklung der Mikrofluidik war sehr klassisch. Es
begann mit originellen Publikationen von Pionieren, welche
die Aufmerksamkeit der Leute erhaschten. Es wurden schone
Premieren gezeigt: die erste Separation von DNA, das erste
neue Material fiir biologische Proben...

Dann kam die Ich-auch-Phase. Die Methoden wurden leicht
verdndert, aber das Gebiet entwickelte sich nicht wirklich. Das
war Ende der neunziger Jahre. Seit etwa fiinf Jahren betrachtet
man die Mikrofluidik als eine technische Losung. Es gibt weni-
ge, die sich als reine Mikrofluidik-Gruppen bezeichnen.

,Mikrofluidik muss eine Leistungssteige-
rung mit sich bringen. Es geht nicht da-
rum, einfach irgendwelche Kandile in einen
flachen Chip einzubauen. “

Wie kamen Sie zur Mikrofluidik?

Andrew de Mello: Es waren gliickliche Umstédnde. Ich ging
nach meiner Doktorarbeit zu Richard Mathies in Berkeley, um
mich mit Spektroskopie zu befassen. Er hatte aber kein Geld
fiir dieses Projekt, und so entwickelte ich zusammen mit dem
Doktoranden Adam Woolley die ersten Chip-basierten DNA
Elektrophorese-Einheiten, die mit Mikrofluidik-PCR-Einheiten
integriert waren. Das erlaubte Reaktionen mit kleinem Volu-
men, obwohl sie uns heute relativ grof3 vorkommen - irgendwo
zwischen einem und zehn Mikrolitern. Anstatt zwei bis drei
Stunden brauchten wir nur noch 10 bis 15 Minuten.

Die Elektrophorese wird also auch zur Mikrofluidik gezdhlt?

Andrew de Mello: Nach meinem Konzept beschreibt die Mi-
krofluidik die Anwendung von Mikrobauteilen zur Analyse von
kleinen Probenvolumen. Das kann auch auf die Elektrophorese
angewandt werden. Damit kann man von Skalierungseffekten
profitieren. Der Temperatur- und Massentransfer ist in diesen
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Gesprdch mit Andrew de Mello, ETH Ziirich

Gelebte
Mikrofluidik

B Erst durch die gezielte Anwendung erhalte

die Mikrofluidik ihre Berechtigung, meint Andrew
de Mello. Laborjournal wagt einen Blick in ein
Forschungsgebiet, das eigentlich gar keines ist.

Grossenordnungen schneller. Mikrofluidik muss zudem eine
Leistungssteigerung mit sich bringen. Es geht nicht darum, ein-
fach irgendwelche Kanéle in einem flachen Chip einzubauen.
Die Elektrophorese war auch der erste Bereich der Mikroflui-
dik, der intensiv untersucht wurde. In den allerersten Artikeln

,Man kann durch reines Zahlen von Tropf-
chen prdzise DNA quantifizieren. Das verdn-
dert die Wissenschaft tatsdchlich. “

von Stephen Terry aus Stanford Mitte der 70er Jahre ging es
um Gaschromatografie auf Silizium-Chips, was nicht sehr gut
funktionierte. Erst Leute wie Andreas Manz und Jed Harrison
zeigten in den frithen 90er Jahren, dass die Leistung der Elek-
trophorese auf flachen Chips massiv gesteigert werden kann. In
den kleinen Kanélen kann man héhere Spannungen anbringen,
weil die Hitze sehr effizient abgeleitet wird.

Wenn das alles so effizient und schnell funktioniert, warum
machen Leute iiberhaupt noch PCRs in R6hrchen und giefsen
massive Gelplatten?

Andrew de Mello: Als Molekularbiologe lassen Sie vielleicht
ein Gel pro Tag laufen. Wahrenddessen mochten Sie vielleicht
einen Kaffee trinken. Wenn ich Thnen nun sagen wiirde, ich
kann Ihr Gel in zwei Minuten anstatt einer Stunde laufen
lassen, ist das zwar schon, aber das Geld nicht wert. Die Lei-
stungssteigerung dndert nicht die Art und Weise, wie Wissen-
schaft gemacht wird.

Ganz anders liegt der Fall bei der PCR. Durch das Aufkom-
men der Tropfchen-basierten PCR in den letzten zwei, drei
Jahren, haben wir eine komplett neue Situation geschaffen.
Dinge wie digitale PCR sind durch die Mikrofluidik erst er-
moglicht worden. Es gibt wunderschone Artikel dariiber — zum
Beispiel von Carl Hansen von der University of British Colum-
bia, der zeigte, dass man eine Million PCR-Reaktionen in einem
Element laufen lassen kann. Durch reines Zéhlen von Tropf-
chen kann man prazise DNA quantifizieren. Das verdndert die
Wissenschaft tatsdchlich.

Wird es einen Tag geben, an dem alle Experimente nur noch
mit Mikrofluidik gemacht werden? >
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Andrew de Mello: Nein. Wenn Sie mich fragen, wieso ich den
Kaffee aus dieser Tasse trinke, antworte ich, weil ich sie gut
greifen kann. Genauso verhilt es sich mit den Reagenzglédsern
in der Chemie. Aber es ist wahr: Einer der grof3en Trends in
Biologie, Chemie und Nanotechnologie ist, dass die Proben
kleiner werden.

Gibt es auch grundsdtzliche Grenzen der Mikrofluidik?

Andrew de Mello: Selbstverstiandlich, viele. Je kleiner zum
Beispiel die Kanale sind, desto leichter verstopfen sie. Man
muss einen Ausgleich finden zwischen Skalierungseffekten und
den Grenzen kleiner Mikrosysteme. Trotzdem versuchen einige
Wissenschaftler heute schon, Nanoporen zu benutzen, um
seltene Ereignisse zu betrachten. Man kann zwar bereits mit
Mikrofluidik Einzelmolekiile detektieren, verpasst dabei aber
die allermeisten Molekiile in der Probe, weil es unmoglich ist,
mit Konfokalmikroskopen die ganze Breite eines Mikrofluidik-
Kanals zu betrachten. Mit Nanofluidik-Systemen hingegen
sperrt man die Molekiile auf derart kleinem Raum ein, dass
man alle auf einmal beobachten kann.

,,Die meisten Detektionssysteme konnen
noch nicht mit den Datenmengen mithalten,
welche die Systeme generieren kénnen. “

Welche Hiirden miissen in der Mikrofluidik noch iiberwunden
werden?

Andrew de Mello: Ein schwieriges Thema ist die Wahl der
Materialien. Im Gegensatz zu elektronischen Chips, wo immer
die gleichen Grundmaterialien benutzt werden, muss man in
der Chemie die Materialien so wéhlen, dass die Einheit mit
den eingesetzten Reagenzien kompatibel ist. PDMS (Polydi-
methylsiloxan) ist der Klassiker. Es ist das Arbeitsmaterial fiir
akademische Labors, vertrédgt aber keine organischen Losungs-
mittel. Eine andere Aufgabe ist, neue Detektionsmethoden zu
finden. Die meisten Detektionssysteme konnen nicht mit den
Datenmengen mithalten, welche die Mikrosysteme generieren
konnen.

Die Detektion geht dabei hauptsdchlich iiber die Fluoreszenz?

Andrew de Mello: Ja, es wurde eine exquisite Palette von
Fluoreszenz-Chemie kreiert, um eine Vielzahl biologischer
Fragen zu beantworten. Oft mdchte oder kann man die Ob-
jekte aber nicht mit Fluorophoren markieren. Wir entwickeln
Methoden fiir eine labelfreie Detektion. Ein Wachstumsbereich

Andrew de Mello

M ... gehért zu den Pionieren der Mikrofluidik, bei der er vor
allem Continuous Flow und Tropfchen-PCR geprégt hat (Science
1998, 280:1046). Nach seiner Dissertation 1995 in Lasertechnik
am Imperial College London zog es den Chemiker in die USA, wo
er mangels Geld fiir sein Projekt per Zufall zur Mikrofluidik kam.
Zuriick am Imperial College wurde er ordentlicher Professor fiir
chemische Nanosysteme und war Mitgriinder der Firma Molecular
Vision, die medizinische Endnutzer-Geréte auf den Markt bringt.

Seit 2011 ist Andrew de Mello ordentlicher Professor am In-
stitut fiir Chemie- und Bio-Ingenieurwissenschaften der Eidgenos-
sisch Technischen Hochschule (ETH) in Ziirich.

wird dabei die Vibrationsspektroskopie sein, wie zum Beispiel
IR- und Raman-Spektroskopie. Es gibt aber auch viele Griinde,
weshalb man die Systeme mit Massenspektrometrie verbinden
mochte — zum Beispiel fiir Proteomik.

Sie haben in England die Firma Molecular Vision mit gegriin-
det. Sie entwickeln dort Systeme fiir die medizinische Anwendung.
Was ist Besonderes daran?

Andrew de Mello: Wir wollen sehr einfache Systeme herstel-
len. Ein Diabetiker konnte zum Beispiel die Gesundheit seiner
Niere problemlos zu Hause im Badezimmer testen, anstatt ein-
mal pro Jahr in die Klinik zu gehen. Dafiir muss das Gerét vor
allem klein, unglaublich billig und fiir einen Nicht-Spezialisten
anwendbar sein.

Mikrofluidik-Pionier Andrew de Mello wiinscht sich Chips,
mit denen er C. elegans der GroRe nach sortieren kann.

Wenn man die Geréte unter Sahara-Bedingungen anwen-
den mochte, miissen sie zusétzlich robust und in einem breiten
Temperaturbereich funktionsfihig sein, und ein sehr einfaches
Resultat ergeben. Es gibt sehr elegante und stimulierende
Ansatze, wie die Papier-Mikrofluidik von George Whitesides in
Harvard. Die brauchen ganz einfaches Papier. Es konnte auch
Zeitungspapier oder sogar Toilettenpapier sein.

Wo liegt darin die Fluidik?

Andrew de Mello: Die Fluidik ist durch die Benetzbarkeit
der Substrate definiert. Eine einfache Form wéire, mit Wachs
zwei Linien zu gief3en und dadurch einen Kanal herzustellen.
Neben Preis und Einfachheit ist bei Papier weiter von Vorteil,
dass geféhrliche biologische Vektoren einfach durch anziin-
den vernichtet werden kénnen. Die Detektion kdnnte mittels
einer Handykamera, einer speziellen Lesevorrichtung oder mit
bloem Auge geschehen.

Gibt es viele Mikrofluidik Firmen?

Andrew de Mello: Die Zahl der Firmen, die Mikrofluidik pro-
duzieren, ist nicht grol3, was ein berechtigter Kritikpunkt am
Technologiezweig ist. Frithe Firmen, wie Caliper, waren stark
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auf grundlegende Laborprozeduren fokussiert. Heute benutzen
viele Firmen — auch grol3e — die Mikrofluidik, um andere Pro-
dukte herzustellen. Lonza ist ein gutes Beispiel. Sie benutzen
Continuous Flow und Miniaturisierung, um Medikamente und
Feinchemikalien herzustellen.

Welches ist Ihr neuestes Thema?

Andrew de Mello: Das wichtigste ist im Augenblick, unser
neues Labor hier an der ETH aufzubauen und die Gruppe aus
London hierher zu transferieren. Was mich zur Zeit begeistert,
sind Chip-Entwiirfe, um mit lebenden Organismen zu arbeiten.
Das ist ein aufkommender Trend. Wir sind an einigen interes-
siert, aber dariiber mochte ich im Augenblick nicht sprechen.

Also eher gréfSere Organismen?

Andrew de Mello: Grof3er, aber nicht viel. Es gibt Organis-
men, die in ein Mikrofluidik-System passen. Wir sind speziell
an Caenorhabditis elegans interessiert, den wir auf Chip nach
Grol3e sortieren (http://youtu.be/WwRgTBeCVSk). Das erleich-
tert die Alterssynchronisierung. Dafiir muss man heute mit der
Pinzette den Nachwuchs separieren, wenn er ausschliipft. Mit
einem Mikrofluidik-System kann man eine Million pro Stunde
prozessieren.

Es gibt Beispiele, wo ein Organismus viel grofer ist, aber
Merkmale hat, die klein genug fiir die Mikrofluidik sind. Das
gilt auch fiir Einzelzellen und kleine Populationen von Zellen.
Unser groBtes Interesse gilt dem Segmented Flow oder der
Tropfchen-basierten Mikrofluidik. Das méchten wir auch fiir
die Proteinanalyse anwenden.

Mir gefallt an kontrollierten Emulsionen, dass man den
Kontakt mit der Oberflache der Mikrofluidik-Struktur minimie-
ren kann, was neue Moglichkeiten schafft.

Segmented Flow

Bei der Segmented flow-Mikro-
fluidik befinden sich kleine Fliis-
sigkeitstropfen in einer zweiten
unmischbaren Phase — Gas oder
Fliissigkeit — die die einzelnen
Tropfen voneinander isoliert. Diese
bilden so stabile, abgeschlossene 4

. .. . . N - | -
Mikrorgume in geschlossenen M- SytTIRNTINSNR- S
krofluidik-Kanélen. Befordert etwa
durch Druckgradienten konnen sie vermischt, gesplittet, sortiert und
weiterverarbeitet werden. Anwendung findet die Technik bei der
Analyse von Einzelzellen oder auch Organismen, bei DNA-Assays,
Medikamentenscreens sowie der Proteinkristallisation.

=
g
s
5
£
S
2
=
g
5
2

Sie lieben die USA. Warum sind Sie nach Europa zuriickge-
kehrt?

Andrew de Mello: Es gab sicher eine altruistische Komponen-
te in meiner Entscheidung. Ich wollte etwas zuriickgeben ans
System, das mich ausgebildet hat. Ich war gerade mal 25 und
hatte die Gelegenheit als Assistenzprofessor zu arbeiten. Ich
blieb aber Gastprofessor an der State University San José und
habe viele Partner in den USA. Ich verbringe also noch viel Zeit
dort und kriege so meine Dosis.

INTERVIEW: FLORIAN FISCH
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Tiifteln, bis es passt

Miniaturisierer

B Andreas Manz war bei den
friihen Mikrofluidikern dabei,
als sich noch kaum jemand fiir
kleine, schnelle Anwendungen
interessierte.

Der Chemiker Andreas Manz, heute For-
schungsdirektor am Korea Institute of
Science and Technology (KIST Europe)
in Saarbriicken, war einer der frithen Mi-
krofluidiker. Er arbeitete Ende der 1980er
an schnelleren Elektrophoresesystemen
und entwickelte miniaturisierte totale
analytische Systeme, pTAS, das Vorlau-
ferkonzept von Lab-on-a-Chip.
Mikrofluidik steckt heute unsichtbar
in vielen Dingen, in Laborapparaturen
wie auch in alltdglichen Geréten. ,,Aus
der Mikrofluidik gibt es ganz beriihmte
Beispiele aus den siebziger Jahren. Eines
ist unser lieber Tintenstrahldrucker, der
bei Hewlett-Packard begonnen hat. Ein
Mikrochip dosiert Fluidik — ndmlich die
Tinte — und stoft sie aus. AufSerdem gab
es in Stanford damals schon einen Gas-
chromatographen®, erzdhlt Andreas Manz
im Interview. Dieser Chromatograph aus
Silizium war zwar noch anderthalb Me-
ter lang, konnte aber in wenigen Minuten
einfache Substanzgemische auftrennen.
»,Das sind allerdings einzelne Vorlaufer.
Bis die Mikrofluidik wirklich aufkam in der
akademischen Forschung, dauerte es noch
eine ganze Weile“, gibt Manz zu bedenken.

Wozu schnelle Analysen? ‘

‘ Denn damals wollte niemand verklei-
nerte und schnellere Anwendungen ha-
ben. ,Fiir die meisten Leute war es nicht
interessant schnelle Information {iber die
Chemie zu bekommen. Die dachten, wir
haben ja alles, wozu mehr?*“, erinnert sich
Manz an die Anfangszeit seines Berufs-

- lebens. Frisch promoviert ging er Ende

der 1980er zur Basler Chemiefirma Ciba-
Geigy, der heutigen Novartis. ,,Nach einem

Unfall in der Nachbarfirma Sandoz habe
ich Forschungsgeld gekriegt.” Bei Sandoz
hatte eine Lagerhalle gebrannt, Léschwas-
ser schwemmte tonnenweise Chemikalien,
darunter Farbstoffe und Quecksilber, in
den Rhein, der sich blutrot farbte und
dessen Okosystem fiir Monate zerstort
war. ,,Damals kam die Idee auf, dass man
Monitore haben miisste, um in Zukunft
Verschmutzungen schnell feststellen und
verhindern zu kénnen.“

Dazu entwickelte Manz ein Konzept:
miniaturisierte totale analytische Syste-
me, kurz pTAS. ,Ein solches System ist ein
vollautomatischer Monitor zur Kontrolle
einer chemischen Verbindung. Wir hat-
ten damals in der Firma in verschiedenen
Ecken teils sehr grof3e Gerite zur Uberwa-
chung von chemischen Spezies wahrend
des Produktionsablaufs stehen, basierend
zum Beispiel auf Gaschromatographen
und Rontgenfluoreszenz. Der Wunsch war
derselbe wie heute beim Lab-on-a-Chip-
Begriff: so etwas kleiner und handlicher
haben zu wollen, um es flexibler fiir das
Monitoring einzusetzen.

Real ist heute Chip-in-the-Lab ‘

| Lab-on-a-Chip ist heute ein Schlagwort
fiir Mikrochips mit integrierten Pumpen,
Ventilen und Kanilen, die Forscher fiir
medizinische, biologische oder che-
mische Analysen einsetzen. ,,Das Konzept
von Lab-on-a-Chip ist im Moment weder
in kommerziellen Produkten noch in der
Forschung komplett umgesetzt. Sehr hau-
fig hat man ein Chip-in-the-Lab, und nicht
ein Lab-on-the-Chip, wenn ich es mal so
iiberspitzt sagen darf“, gesteht Manz.
,Es ist eigentlich kein wissenschaftlicher
Ausdruck, sie kénnen sich alles Mogliche
drunter vorstellen. Lab-on-a-Chip steht im
Moment fiir eine Zeitschrift, pTAS fiir eine
Konferenz. Beides definiert eine Gemein-
schaft von Wissenschaftlern.”

Bis diese Gemeinschaft einen festen
Platz in der internationalen Forscherge-
meinde einnehmen konnte, mussten sich
die Pioniere erst einmal durchbeif3en. Weil

Andreas Manz

das einer alleine bei dem allgemeinen Des-
interesse an der Mikrofluidik Anfang der
1990er nicht geschafft hétte, verbiinde-
ten sich Manz und seine Mitstreiter auf
Konferenzen und Kongressen. ,,Dadurch,
dass wir gemeinsam aufgetreten sind, ob-
wohl wir unabhéngige Forschung gemacht
haben, ist der Eindruck entstanden, dass
sich etwas bewegt. Da war nicht einer, der
etwas wollte, sondern es waren gleich ein
halbes Dutzend Leute. Wir haben alle die
Begriffe pn'TAS und Lab-on-a-Chip fiir un-
sere Arbeit verwendet.“

Erst die Gruppe bringt Gehir ‘

| Das Auftreten in der grof3eren Gruppe
gab den Anstof fiir den Erfolg der Mikro-
systeme: ,,Ein Konzept und ein Resultat
allein reichten nicht. Sonst hédtten ndmlich
die Inkjet-Druckentwicklung in Kalifor-
nien oder der Stanford-Gaschromatograph
schonin den 1970er Jahren das Ganze aus-
gelost.“ Die Mikrofluidik-Bewegung kam
langsam ins Rollen und Manz beschéftigte
sich mit seinem Team in Basel weiterhin
mit Chip-basierten Analyse-Systemen.

Mitte der 1990er, als mehr und mehr
Mikrofluidik-Start-Ups entstanden, sprang
auch Manz auf den Zug auf. ,,Ich war am
Imperial College in London Chemie-Pro-
fessor und parallel Berater fiir die kali-
fornische Start-Up-Firma Caliper. Diese
Firma war eines der grundlegenden Ele-
mente dafiir, dass es heute den Bioanaly-
zer 2100 von Agilent gibt — Elektrophorese
auf Chips.“ Caliper wurde 2011 von Per-
kin Elmer iibernommen und bietet unter
anderem Mikrochips fiir Diagnostik und
Umweltanalysen an. ,,Anschlieend war
ich in Dortmund beim ISAS, das heute
Leibniz-Institut fiir Analytische Wissen-
schaften heilt. Dort ging es um alles
mogliche, nicht nur Mikrofluidik, auch
um Spektroskopie. AnschlieRend, 2009,
kam ich hier her, ans koreanische Institut
in Saarbriicken.“

Am KIST Europe ist Manz Forschungs-
direktor und die Mikrofluidik steckt —
sichtbar oder unsichtbar — in beinahe allen
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Themen, an denen er forscht. Seine Mit-
arbeiter hantieren, wie andere Forscher
auch, stdndig mit kleinsten Fliissigkeits-
mengen und winzigen Analysebausteinen.
HHier sind wir relativ breit aufgestellt. Ein
Labor macht Drug Delivery. Es geht darum
Medikamente iiber das korpereigene Im-
munsystem in die Nahe von Krebszellen
zu bringen. Die Idee ist, einem Menschen
einmal Blut zu entnehmen, T-Zellen zu
isolieren und diese so zu verdndern, dass
sie Krebszellen effizient finden und enkap-
sulierte Medikamente abgeben.“

,Daneben forschen wir mit Bakterio-
phagen. Die haben sehr ulkige Formen und
sind interessant fiir Sensoren, fiir mecha-
nische Bausteine und als Nanodréhte fiir
die Elektronik. Auflerdem haben
wir hier ein Laboratorium fiir
Atemluft-Analytik, im Wesent-
lichen ist das Ionen-Mobilitats-
Spektroskopie. Uber die Atemluft
kann man zum Beispiel nicht-in-
vasive Aussagen iiber Infektionen
oder Erkrankungen der Atemwege
machen®, so Manz.

Am KIST Europe gibt es aber
auch die Sparte ,Microfluidics®,
die sich auf tragbare PCR-Gerate
konzentriert: ,,Die Gerite sollen
einmal die GroRe eines Handys
haben. Die Anwendungen sind

1 oder auch mal 2 Molekiile pro Volumen
haben. Dann machen Sie PCR damit und
am Schluss zédhlen Sie die Volumen, die
leuchten, gegen die Volumen, die nicht
leuchten aus“, erklart Manz. Am Ende
weill man, ob man 0, 1 oder 2 Molekiile
hat. ,,Dazwischen kann es nicht sein, das
heil’t Sie eliminieren das analoge Rau-
schen und haben héchstens mal einen di-
gitalen Fehler. Wenn Sie allein zwischen 0
und 1 unterscheiden kénnen, kénnen Sie
schon relativ viel damit machen.“

Auf der Anwendungsseite 1auft derzeit
die klinische Diagnostik besonders gut,
was in den Anfangsjahren noch nicht abzu-
sehen war: ,Die Firma Roche Diagnostics
zum Beispiel produziert etwas, das ich als

noch nicht ganz klar, man kénnte
es einsetzen, um infektiose Krank-
heiten oder Umweltverschmut-
zungen biologischer Natur nach-
zuweisen.*

PCR mit winzigen Tropfchen l

| Mit PCR hat auch eine Entwicklung
in der Mikrofluidik zu tun, die Manz im
Moment besonders spannend findet. ,Was
mich personlich auf der technischen Seite
interessiert, ist die Verwendung von Mehr-
phasenmikrofluidik. Das heil’t, dass man
in Kandlen in groRerer Zahl Tropfchen bil-
det, in die man die Reagenzien einschlie(3t.
Somit kriegt man getrennte Volumina, die
sozusagen nicht miteinander reden, man
nennt das cross talk.“ Man kann bereits
Millionen Trépfchen pro Sekunde produ-
zieren, in denen genausoviele einzelne
chemische Assays parallel ablaufen kon-
nen — jede Sekunde wieder neu.

Ein anschauliches Beispiel fiir eine
Tropfchen-Anwendung ist die Digital-
PCR: ,Rein technisch gesehen ist das
sehr interessant und wird zum Teil auch
kommerziell umgesetzt. Digital heif3t, Sie
haben ein Volumen mit einer ganz kleinen
Menge DNA und unterteilen dieses Volu-
men weiter, sodass Sie im Schnitt O oder
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Ein passiver Mischer fiir zwei fliissige Strome. Entwickelt
1996-1999 von Manz' damaliger Doktorandin Fiona Bessoth am
Imperial College in London. Heute erhéltlich als HPLC-Zubehr.

Lab-on-a-Chip bezeichnen wiirde: Gluco-
se-Messeinheiten, die Diabetiker taglich
verwenden. Das sind keine Mikrochips
im elektronischen Sinne mehr, sondern
Bénder, vergleichbar mit Tesa, mit mikro-
fluidischen Elementen.“

,Es gibt viele andere Anwendungen,
zum Teil mit den Aspekten Dritte Welt,
Diabetes oder Krebsforschung. Die Unter-
stlitzung biologischer Forschung ist auch
wichtig, das ist kein grof3er Markt, doch
aus der Stammzellenforschung mochte ich
Tissue Engineering nennen. Die Umwelt-
messungen dagegen sind heute ziemlich
»gestorben”. Obwohl es rein fachlich im-
mer noch Sinn machen wiirde, miniaturi-
sierte Analyse-Gerate fiir Umweltiiberwa-
chung einzusetzen. Aber da gibt es wenig
Interesse und Geld“, so Manz.

Auch, wenn in vielen Sparten kleine,
robuste, einfach zu bedienende Messein-
heiten Gold wert sind, glaubt Manz nicht,
dass eines Tages die Labors verschwinden
werden, weil es nur noch idiotensichere
Mikrochips gibt. ,In Spezialfillen wird
man Sensor-artige kleine Dinger haben,
die man einem Ahnungslosen in die Hand
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driickt, der damit etwas macht. Aber in
vielen Féllen wird es noch Labors brau-
chen.“

Bis es liberhaupt so weit ist, dass die
neuen Anwendungen den Namen Lab-on-
a-Chip verdienen, diirfte es also noch eine
Weile dauern.

Schutzrechte laufen ab ‘

| Die Bedingungen fiir neue Erfin-
dungen und Weiterentwicklungen in Rich-
tung Miniaturisierung sind im Moment
besonders gut und werden immer besser.
Den Forschern steht eine riesige Spielwie-
se mit Komponenten zur Verfiigung. ,Wir
haben gerade eine sehr interessante Phase.
Die urspriinglichen Schutzrechte
laufen ab und mikrofluidische
Komponenten werden fiir Instru-
mentenbauer frei verfiigbar, so wie
Schrauben, Miitterchen oder Rohr-
chen. Man kann die Teile einfach
nehmen und am Gerat zusammen-
bauen. Das finde ich wundervoll,“
schwirmt Manz.

Er wiinscht sich, dass mikro-
fluidische Elemente in Zukunft
so selbstverstiandlich in Analyse-
oder Laborgeriten stecken, wie
heute allgemeine Bauteile. ,Man
hat ein Gehduse und Verschrau-
bungen, Ventile und einen Knopf
zum driicken und keiner macht
aufhebens davon, das ist einfach
normal. Das erwarte ich auch fiir
mikrofluidische Elemente — dass sie ein-
fach irgendwo mit drinstecken.”

,Flrmich ist die Firma Agilent ein Bei-
spiel, an dem man heute schon sieht, dass
der Trend zu frei verfiigbaren Komponen-
ten wahrscheinlich Zukunft hat. Wenn Sie
deren HPLC-Gerdte, die sehr hohen Druck
erzeugen, anschauen, sind da schon heute
in Stahl gefertigte Mikrofluidik-Elemente
drin, die bis zu tausend Atmosphéren
druckstabil sind und Warmetausch ma-
chen oder Gradienten mischen. Die sind
in der wissenschaftlichen Literatur nicht
einmal veroffentlicht, man macht es ein-
fach und baut es ein.“

Was die Zukunft von nTAS, Lab-on-a-
Chip und Co. angeht, bleibt Manz realis-
tisch: ,,Eine richtig spektakuldre Zukunft
ist fiir die Mikrofluidik im Moment nicht
vorherzusehen. Es kann sein, dass einmal
jeder in seinem Labor etwas vorfindet, das
auf die ganzen Entwicklungen zuriickzu-
fiihren ist, aber ich glaube nicht, dass die
Labors verschwinden werden. Das ist mei-
ne Haltung im Moment, die war vor 20
Jahren natiirlich ganz anders.“

VALERIE LABONTE
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Zentrifugale Mikrofluidik

Werkzeugvorlage aus
Silikon mit aufgepragter
LabDisk.

Das Freiburger Scheiben-Labor

B Bei den Mikrofluidikern am
Freiburger Institut fiir Mikro-
systemtechnik dreht sich (fast)
alles um diinne Plastikscheiben.

Enge, langgezogene Flure, die sich wie
Kanéile durch das Gebédude ziehen und
in immer neue Génge, Labore und Biiros
miinden. Das Ambiente passt schon mal
zum Thema Mikrofluidik, schoss es dem
LJ-Reporter durch den Kopf, als er sich am
Institut fir Mikrosystemtechnik (IMTEK)
der Universitit Freiburg zum Grof3raum-
biiro von Glinter Roth durchkampfte. Roth
leitet hier am Lehrstuhl fiir Anwendungs-
technologien, den Roland Zengerle inne-
hat, die Gruppe ,,Lab-on-a-Chip Assays".
Zusammen mit den weiteren Gruppen des
Lehrstuhls arbeitet diese an Mikrofluidik-
Geraten und Systemen fiir die PCR, Immu-
noassays oder Protein-Microarrays.

Als Anschauungsmaterial hat Roth eine
Sammlung diinner runder Plastikscheiben
auf dem Tisch ausgebreitet, die dhnlich
wie Musik-CDs aussehen und teilweise
tatsichlich aus CD-Rohlingen gefertigt
sind. In diese so genannten LabDisks sind
feine Kanile, syphonartig gebogene Lei-
tungen, Kammern und andere Strukturen
eingearbeitet, durch die winzige Fliissig-

- LabDisk fiir die Diagnostik. Von DNA-Extrak-
. tion und PCR bis Immunassay und Geno-

typisierung ist alles auf der Disk integriert.

Bild: IMTEK Freiburg

keitsstrome flieen konnen.
,Diese LabDisks, sind Be-
standteil einer zentrifugal-
mikrofluidischen Plattform“,
erklart Roth, ,,mit der man
in einem modifizierten Ro-
tor Gene Cycler eine PCR voll
automatisiert durchfithren
kann“. Eine PCR auf einer
Plastikscheibe, die sich mit
rasender Geschwindigkeit
in einem Rotor Gene Cycler
dreht: Das hort sich fiir einen
Biologen im wahrsten Sinne
des Wortes abgedreht an.
Das Prinzip der zentrifu-
galen Mikrofluidik ist aber
auch fiir Biologen nachvoll-
ziehbar und zudem dullerst
clever. Dreht sich die etwa

einen viertel Millimeter (180

Oliver Strohmeier, Projektleiter f[]r diagnostische PCR-

bis 300 Mikrometer) dicke LabDisks (Amplidisks) der Lab-on-a-Chip-Gruppe an einem
LabDisk mit einem Durch- Teststand fiir die gefertigten LabDisk Prototypen.

messer von 13 Zentimeter

mit hoher Geschwindigkeit im Kreis, so
werden die Proben und Pufferlésungen
in der Scheibe durch Zentrifugalkréfte an
ihren Bestimmungsort getrieben. Dabei
folgen sie dem Verlauf der Kanéle, Sipho-
ns, Ventile und Reaktionskammen, die so
angelegt sind, dass die fiir ein PCR-Experi-
ment notigen Misch-, Aliquotierungs- und
Reaktionschritte automatisch ablaufen.
Zusatzlich auftretende Coriolis- und Eu-
lerkrafte, die an den Fliissigkeiten zerren,
wenn die drehende Scheibe wiederholt
abbremst und beschleunigt, nutzen die
Freiburger Mikrofluidiker zum Mischen.
Als Ventile dienen sehr feine, knapp hun-
dert Mikrometer breite Kanéle, die erst bei
einer vorgegebenen Zentrifugalbeschleu-
nigung von den Fliissigkeiten durchstromt
werden kénnen.

Da man Primer, Tag-Man Proben oder
andere Komponenten in den Reaktions-
kammern der LabDisk in trockener Form
vorlegen kann, bieten sich die Mikroflui-
dik-Scheiben insbesondere fiir Real-Time
PCR-Anwendungen an, etwa fiir die Geno-
typisierung. Dazu fiillt man das Probenma-

terial und den Mastermix in zwei separate
Kammern ein, verschlieRt die Offnungen
mit einem Klebestreifen, legt die LabDisk
auf den umgebauten Rotor des Cyclers und
startet das entsprechende Cycler-Protokoll.
Uber vorgelagerte Misch- und Dosier-
kammern gelangt eine exakt aliquotierte
Menge des PCR-Mixes durch die winzigen
Ventilkanile, in die Reaktionskammern in
denen die eigentliche PCR stattfindet. Die
Detektion und Auswertung der Fluores-
zenzsignale erfolgt dann dhnlich wie bei
dem konventionellen Rotor-Gene-Cycler
iiber ein optisches System.

Labortaugliche Disks ‘

| Bis die Mikrofluidik-Scheiben so weit
waren, dass sie auch im Laboralltag beste-
hen konnten, mussten die Freiburger einige
Hiirden tiberwinden. ,,Die Entwicklung der
LabDisk begann vor knapp zehn Jahren,
erzahlt Glinter Roth, der 2008 zur Gruppe
Zengerle stiel?, ,,2010, waren sie dann so
weit ausgereift, dass wir mit ihnen Geno-
typisierungen von multiresistenten Keimen
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auf dem Rotor-Gene-Cycler durchfithren
konnten.“ Fiir die Herstellung der Lab-
Disks haben die Freiburger ein spezielles
Mikrothermoform-Verfahren entwickelt,
das zwar auf einer einfachen Idee basiert,
dessen technische Umsetzung aber einiges
Kopfzerbrechen bereitete.

Ausgangspunkt fiir die LabDisk-Her-
stellung ist eine Masterplatte aus Plexiglas
(PMMA). In diese frasen Techniker in der
hauseigenen Werkstatt mit computerge-
steuerten Maschinen nach den Vorgaben
der Zentrifugal-Mikrofluidiker Kanéle,
Ventile und Kammern. Die Vertiefungen
der Masterplatte gieflen die Mikrosys-
temtechniker mit einer Abformmasse
aus Silikon (PDMS) aus und erhalten so
eine Werkzeugvorlage auf der sich die
urspriinglichen Vertiefungen als Relief
abzeichnen. Dieses Formwerkzeug span-
nen die Techniker in die Halterung einer
Heil3prédge ein und platzieren darauf eine
diinne, nur einige hundert Mikrometer
starke Folie aus zyklischem Olefin-Polymer
(COP). Das thermoplastische COP wird
kurz iiber die Glastemperatur erhitzt, wo-
durch es erweicht und von einem Vakuum
auf das Negativwerkzeug gezogen werden
kann. Dabei schmiegt sich die COP-Folie
wie eine Haut an die Reliefstruktur.

Nach dem Micro-Thermoformen ent-
nimmt man die abgekiihlte glasklare und
lichtdurchléssige COP-Foliendisk aus dem
Formwerkzeug. Die eingeprédgten Kanile
und Kammern werden abschliefSend mit
einer Verschlussfolie fiir Mikrotiterplatten
verdeckelt, die durch Adhéasionskréfte auf
der Plastik-Oberflache anhaftet.

Bei der Produktion der Mikroflui-
dischen-Plastikscheiben miissen die Mi-
krosystemtechniker pingelig darauf ach-
ten, keine Verunreinigungen wie RNAsen
einzuschleppen. ,,Auch kleinste Riickstan-
de des zur Kiihlung der Frias-Werkzeuge
verwendeten Kiihlmittels kénnen in den
Reaktionskammern der produzierten Disks
Enzyme storen oder lahm legen. Die ver-
wendeten Kunststoffe miissen deshalb
immer wieder auf Assaykompatibilitét ge-
testet werden®, erklédrt Roth.

Inzwischen wissen die Mikrofluidiker
am Lehrstuhl Zengerle jedoch, auf was sie
bei der Produktion der diinnen LabDisks
achten miissen und feilen an immer neu-
en Variationen und Verbesserungen ihrer
mikrofluidisch zentrifugalen Plattform.
So haben sie zum Beispiel kleine Glaskap-
seln, die Arzneiampullen &hneln, in die
LabDisks integriert, die mit den bendtigten
Puffern oder Reagenzien befiillt sind. Vor
dem Einsetzen der LabDisk in den Cycler
kann man die Reagenzien durch einen klei-
nen Druck mit dem Finger freisetzen.
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In anderen LabDisks, die die Freibur-
ger fiir DNA-Extraktionen einsetzen, sind
kleine rohrenférmige Portionspackungen
(Stick Packs) aus Aluminium-Ethylenfolie
integriert, die ihren Inhalt erst bei einer
festgelegten Zentrifugalbeschleunigung
in die Kanile und Kammern der Scheibe
entlassen. Der Experimentator muss hier
lediglich die Probe in eine entsprechende
Kammer fiillen; alle anderen benétigten
Puffer, Reagenzien oder Enzyme sind be-
reits in der LabDisk eingebaut und wer-
den im Verlauf des Mikrofluidik-Protokolls
durch die Zentrifugalkraft aktiviert.

LabDisk-Player ‘

| Drehen sollen sich die Freiburger Lab-
Disks zukiinftig in einem in Kooperation
mit Qiagen entwickelten LabDisk-Player,
der im April auf der Analytica in Miinchen
zu sehen sein wird. Die auf die jeweilige
Anwendung zugeschnittenen LabDisks
wird dann ein eigens ins Leben gerufener
Lab-on-a-Chip Design- & Foundry Ser-
vice entwickeln. Gegriindet wurde dieser
unter Federfithrung des Instituts fiir Mi-
kro- und Informationstechnik der Hahn-
Schickard-Gesellschaft, das eng mit dem
IMTEK kooperiert und auf dem Freiburger
Campus sowie in Villingen-Schwenningen
im Schwarzwald anséssig ist.

Roths Lab-on-a-Chip-Assay-Gruppe
hat aber noch ein weiteres heif3es Ei-
sen im Feuer, an dem sie derzeit unter
Hochdruck schmiedet, den so genannten
Protein-Translator. Mit diesem mikroflui-
dischen Handgerét, das Roth liebevoll als
sein ,,Baby* bezeichnet kann man Protein-
Microarrays als Kopien von DNA-Micro-
arrays anfertigen. ,,Der Protein-Translator
soll kiinftig das Drucken von Microarrays
ersetzen“, so die Vision von Roth. Ein mem-
branbasiertes DNA-zu-Protein-Kopierver-
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fahren beschrieb Mike Taussig vom Brab-
ham Institut in Cambridge bereits 2008 in
einem Nature Methods Paper. Roths Team
griff die Idee von Taussig auf, ersetzte
jedoch die fehleranfallige und umstand-
lich zu handhabende Membran durch ein
mikrofluidisches System.

Proteinkopierer ‘

| Herzstiick des Protein-Translators ist
eine spezielle Halterung, das Booklet, in
die zwei iibliche Objekttréger aus Glas
eingelegt werden. Der obere Objekttrager
tragt das DNA-Array, der untere ist mit
Nickel-NTA beschichtet, an das His-ge-
taggte Proteine binden sollen. Die beiden
Gléaser sind durch einen Abstandshalter ge-
trennt, der als Reaktionsraum fungiert. Um
die Reaktionskammer abzudichten, spannt
man das beladene Booklet in eine hand-
liche Klemmvorrichtung. Als, Kopierfarbe*
setzen die Freiburger ein zellfreies Expres-
sionssystem ein, das iiber Mikrofluidik-An-
schliisse in die Reaktionskammer flief3t.
Dort translatiert es die auf die Glasoberfl&-
che aufgespottete expressionsfertige DNA
(erDNA), die im Vorfeld durch PCR mit
allen notigen Start- und Stopcodons, sowie
Promotoren, Ribosomen-Bindestellen und
einem His-Tag, versehen wurde. Die syn-
thetisierten Proteine binden schlief3lich an
der beschichteten Oberflache des Objekt-
tragers und werden dort immobilisiert.
Bei einer zweiten Variante haben die
Freiburger den DNA-Array direkt in einen
Abstandshalter aus PDMS integriert und
fangen die synthetisierten Proteine auf
einem aufgelegten Objekttréger ein. Ziel ist
wie bei den LabDisks ein moglichst anwen-
derfreundliches sowie einfach und schnell
zu bedienendes Gerit. ,Kein Biologe will
im Labor mit Apparaten hantieren, deren
Bedienung umsténdlich ist und viel Zeit
in Anspruch nimmt*, erklart Roth, der in
Tiibingen Physik und Biochemie parallel
studiert hat und weild wie Biologen ticken.
Es braucht nicht viel Phantasie, um
sich einige duflerst interessante Anwen-
dungen fiir den Protein-Translator vor-
zustellen. So schwebt Roth vor, dass man
als Kopiervorlage Picotiterplatten des 454
Next-Generation Sequencing Systems
von Roche einsetzt. Dann kénnte man in
einem Aufwasch ein komplettes Genom
sequenzieren und danach mit dem Prote-
in Translator das entsprechende Proteom
herauskopieren. Wenn dies gelédnge, ware
estatsichlich ein Kniiller und vielleicht die
langersehnte ,Killeranwendung®, die der
Mikrofluidik zum endgiiltigen Durchbruch
verhelfen kénnte.
HARALD ZAHRINGER
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Mikrofluidik mit Magnetkiigelchen

Murmelbahn fiir Molekiile

M Die Gruppe um Petra Dittrich,
ETH Ziirich, trennt mikroflui-
dische Komponenten mit Ma-
gnetkiigelchen, denen sie eine
groBe Zukunft voraussagt.

Mit Mikrofluidik scheint fast alles moglich.
Petra Dittrich, Assistenzprofessorin im
Laboratorium fiir Organische Chemie an
der Eidgendssischen Technischen Hoch-
schule (ETH) Ziirich, will jedoch alles:
mit magnetischen Kiigelchen pharmako-
kinetische Parameter im Lab-on-a-Chip
bestimmen (Anal Bioanal Chem 2011,
399(1):347-52). Der kleine Unterschied
zu Patienten: anstatt durch Blutbahnen
flieBen Proteine und Wirkstoff durch
Mikrokandle in einem Silikonblock. Ein
Magnet am Ende der Bahnen trennt Pro-
teine und Wirkstoff vor der nachfolgenden
Analyse voneinander.

Wie solche Miniaturlabore auf Chip
entstehen, kann man sich bei Dittrichs
Doktoranden Simon Kiister anschauen.
Was er genau erforscht, mochte er aller-
dings nicht sagen — die Konkurrenz lauert
iiberall. Sein Computerbildschirm zeigt
die Entwiirfe einer Reihe von Mikroflui-

- Obwohl im Mikrochip-Gussraum alles sehr
¢ sauber und aufgerdumt ist, poliert Simon
Kiister die Wafer fiir die Fotos nochmal.

dik-Einheiten, fein sduberlich aneinan-
dergereiht. Jeweils fiinf passen auf eine
monokristalline Siliziumplatte (Wafer),
wie sie in der Computerchip-Herstellung
verwendet werden. Fiir Kiister sind sie
Gussvorlagen fiir die Mikrofluidik-Chips.
Durch eine Maske werden die Teile der
Lackschicht auf den Chip-Rohlingen mit
UV belichtet, die erhalten bleiben sollen.
Die Reste entfernt ein Entwickler. Fertig
ist die Gussform —das ,,Negativ*“

normalerweise relativ schwierig®, schrankt
Kiister ein.

Hier setzt die Dittrich-Methode mit
den Magnetkiigelchen an. Damit diese
vom Substrat getrennt werden konnen,
wurde eine T-Kreuzung in den Chip ein-
gebaut. Die Tropfchen treffen dort auf
eine Wand und werden durch das nach-
flieRende Ol in zwei Teile gespalten. Beide
Tochtertropfchen verdriicken sich durch

verengte Kandle in

seines Mikrofluidik-Chips.

Fiir das ,Positiv“ mischt
Kiister das Silikon (PDMS,
Polydimethylsiloxan) und ei-
nen Harter zusammen, entgast
es — in die haarfeinen Kanéle
darf keine Luftblase geraten —
und giel3t es auf die Silizium-
Vorlage. Nach einigen Minuten

Foto: S. Kiister

beide Richtungen.
Da nur auf der einen
Seite des Chips ein
Magnet eingebaut
ist, finden sich die
Magnetkiigelchen im
Tochtertropfchen die-
ser Seite. Abtrennung
erfolgreich!, Die Her-

im 100 °C-Ofen ist das Silikon
ausgehéartet und bereit zum
Stanzen der kleinen Locher fiir
den Einlass der Fliissigkeiten.
Das System wird nun von unten mit einem
Mikroskopie-Objekttrager verschlossen,
wofiir Objekttrdger und Silikoneinheit in
einem Ofen mit Sauerstoffplasma oxidiert
und anschliefend durch einfaches Zusam-
mendriicken verklebt werden.

Magnetische Kreuzung |

| Durch die Chips werden anschliel3end
Tropfchen gepumpt, in denen sich bio-
logische Proben befinden — um die 10.000
Tropfchen flitzen pro Minute durch die
Kanéle. Die Trépfchen schwimmen in ei-
ner Mineraldlphase, die sie voneinander
isoliert. ,,Das hat gegeniiber der einpha-
sigen kontinuierlichen Mikrofluidik viele
Vorteile“, erklart Kiister. Das Verhéltnis
der Oberflache zum Volumen sei bei die-
ser Grole optimal, es entsprache etwa
dem von Zellen. Das umgebende O1 ver-
hindere Interaktionen mit dem Material
der Mikrofluidik-Einheit. Zudem kénnten
in den Tropfchen Fliissigkeiten schnell
durchmischt werden. ,Das Abtrennen
von Komponenten gestaltet sich dagegen

Eine T-Kreuzung trennt die Ma-
gnetkiigelchen vom Substrat.

stellung der Chips ist
nicht wirklich teuer®,
sagt Kiister. ,Das teu-
erste sind die hoch-
empfindlichen Kameras auf den Mikro-
skopen zur Beobachtung der Tropfen.“ In
etwa der Preis eines Mittelklassewagens.

Dittrich hat mit der Magnetkiigel-
chen-Methode die Bindungskonstante
des Vitamin-K-Antagonisten Warfarin am
humanen Serumalbumin gemessen. Doch
es geht noch mehr. ,Ein groBer Vorteil ist,
dass magnetische Kiigelchen zur Trennung
in der Biochemie oft eingesetzt werden.
Entsprechend sind viele Assays und Kii-
gelchen mit verschiedenen Eigenschaften
und Oberflichenmodifikationen verfiig-
bar*, erklart Dittrich.

Kiister will einzelne, lebende Zellen
analysieren. Dazu werden die Magnet-
kiigelchen etwa mit Antikérpern an die
Zellmembran gebunden.

Wie steil die Karriere der Magnetkii-
gelchen-Methode tatsichlich verléduft,
wird sich noch zeigen miissen. Dittrich ist
optimistisch: ,Die Methode ist ein Werk-
zeug fiir die Tropfchen-Mikrofluidik und
lasst sich leicht in kontinuierlich-laufende
Systeme integrieren.

FLORIAN FISCH
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Anbieteriiberblick: Mikrofluidik

Auf kleinstem Raum

B Wenn Reibungs- und Kapillar-
kréfte tiber Tragheits- und Gravi-
tationskréfte dominieren, bend-
tigt man spezielle Geratschaften,
um das sonderbare Verhalten
seiner Losungen in den Griff zu
kriegen. Die bekommt man hier.

Agilent Deutschland (Waldbronn)

Tel. 0800-603 1000
CustomerCare_Germany@agilent.com
www.agilent.com/chem
Bioanalyzer-Systeme fiir die Qualitétskon-
trolle von RNA, DNA und Proteinen; HPLC-
Chip/MS Systeme fiir nanospray LC/MS.

Beckman Coulter (Krefeld)

Tel. +49-(0)2151-333 625
info@beckmancoulter.de
www.beckmancoulter.de

Kontaktfreier Nanoliterdispenser zum
Dispensieren von Zellen (bis zu acht ver-
schiedene Reagenzien parallel; verwendet
384er, 1536er und 3456er Mikrotiterplat-
ten; Softwarepaket fiir Automatische Assay
Optimierung (AAO) on Bord).

Biotek Instruments (Bad Friedrichshall)
Tel. +49-(0)7136-968-0

info@biotek.de; www.biotek.de
Mikroplatten-Detektionsgeréte, Liquid-
Handling-Technologien, Laborautomation
und Software fiir Drug Discovery, Life

Science-Forschung und klinische Diagnostik.

Caliper Life Sciences (Mainz)

Tel. +49-(0)6131-32779-0
germany@caliperls.com
www.caliperls.com/country/de
Mikrofluidik-Chips, Chip-Lesegerit, Reagen-
zien und Software.

Christian Biirkert (Ingelfingen)

Tel. +49-(0)7940-10-0

info@burkert.com; www.burkert.com
Magnetventile und Mikropumpen zum Ein-

satz in Analyse, Medizin und Biotechnologie.

Cybio (Jena)

Tel. +49-(0)3641-351-0
info@cybio-ag.com; www.cybio-ag.de
Liquid-Handling-Produkte (Dispenser,
automatische Simultanpipettierer, vollauto-
matische Automationssysteme).
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Ansatzen kommt man nicht |
weiter, wenn die Volumina |
ungewdhnlich eng sind.
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Dolomite Microfluidics (Royston, UK)

Tel. +44-(0)1763-242491
info@dolomite-microfluidics.com
www.dolomite-microfluidics.com
Mikrofluidik-Chips, Pumpen, Ventile,
Sensoren, Verbindungskomponenten und
Schnittstellen.

Dunn Labortechnik (Asbach)

Tel. + 49-(0)2683-43094

info@dunnlab.de

www.dunnlab.de

Automatische Liquid-Handling-Systeme mit
flexiblen Nadeln fiir die Kristallisation von
Proteinen sowie fiir genomische Anwen-
dungen, Lipidic-Cubic-Phase-Modul fiir die
Kristallisation von Membranproteinen.

Fluidigm Europe (Amsterdam, NED)

Tel. +31-(0)20 578 8853
info-europe@fluidigm.com; www.fluidigm.com
Microfluidik-Systeme; Chips (fiir Genexpres-
sion, SNP-Genotyping, Digitale PCR und Pro-
benvorbereitung fiir Targeted Resequencing.

GeSiM - Gesellschaft fiir Silizium-Mikrosysteme
(Grofierkmannsdorf)

Tel. +49-(0)351-2695-322

info@gesim.de; www.gesim.de
Non-Contact-Piezo-Dosierkopfe; Micro-
arrayer/Robotik; Gerédte zum Microcontact-
Printing; Mikroperfusionssysteme fiirs Mi-
kroskop; Hydrogel-Mikroventile; Mikroflui-
dik-/Mikrosystemtechnik-/MEMS-Service
(inkl. Photolithographie, Atzen, Metallisie-
rung, PECVD-Beschichtung, Waferségen,
Mikrogalvanik); Feinmechanik-/Elektronik-/
Steuersoftwareentwicklung.

HSG-IMIT (Freiburg)

Tel. +49-(0)761-203-73243

ystetten @imtek.uni-freiburg.de
www.loac-hsg-imit.de/lab-on-a-chip/
Mikrofluidische Miniaturisierung; Integra-
tion, Parallelisierung und Automation von
biomolekularen und biochemischen Nach-
weisverfahren (Assays); Machbarkeitsstu-
dien, mikrofluidisches Layout und Herstel-
lung von Funktionsmustern; Unterstiitzung
bei der Uberfithrung in die Massenproduk-
tion von Lab-on-a-Chip-Systemen.

Ibidi (Planegg-Martinsried)

Tel. +49-(0)89-520 4617-0

info@ibidi.de; www.ibidi.de
Zellkultur-Biochips (p-Slides), Gerate und Re-
agenzien fiir Lebendzellmikroskopie, Immun-
fluoreszenz und funktionelle zellbasierte
Assays in Angiogenese, Chemotaxis, Wund-
heilung und der Simulation von Blutgefal3en.

M2-Automation (Berlin)

Tel. +49-(0)30-536711-43
michael.altwasser@m2-automation.de
www.m2-automation.de

Kundenspezifische Laborautomatisierungs-
16sungen, kontaktfreies Dispensieren von
Fliissigkeiten und Zellsuspensionen, Hard-
ware fiir die Herstellung und Verarbeitung
von Biochips und Lab-on-a-Chips, diverse
Software.

Microfluidic Chipshop (Jena)

Tel. +49-(0)3641-347050
info@microfluidic-chipshop.com
www.microfluidic-chipshop.com
Standard-Mikrofluidikbauteile (z.B. Sample
Prep, PCR, Mischer, Extraktoren, CE-Chips,
Zellanalytikchips, Nanowellplates), Ent-
wicklung und Fertigung kundenspezifischer
Lab-on-a-Chip-Systeme, Betriebsgerate fiir
Lab-on-a-Chip-Systeme.

Micronit Microfluidics (Enschede, NED)
Tel. +31-53 850 6 850

www.micronit.com

Diverse Mikrofluidik-Komponenten (nach
Katalog und maligeschneidert).

Molecular Machines & Industries
(Glattbrugg/Ziirich, Schweiz)

Tel. +41-44-809 1010
info@molecular-machines.com
www.molecular-machines.com
Kapillarenbasiertes Zellextraktionssystem
mit halbautomatischer Nanoliterpumpe zur
Extraktion von Zellen aus Suspensionen.
Lab-on-a-chip-ready-System mit Upgrade-
optionen zur Lasermikrodissektion und
optischen Laserpinzette. Anschlie3ende
Single-Cell-PCR moglich.

Roche Diagnostics Deutschland (Mannheim)
Tel. +49-(0)621-759-8568
mannheim.csc@roche.com
www.roche-applied-science.com

Von der Nukleinsdureaufreinigung, Real-
Time-PCR, Next-Generation-Sequencing bis
zu Microarrays konnen geringe Fliissigkeits-
mengen mit allen Vorteilen der Automatisie-
rung analysiert werden.

Scienion (Dortmund)

Tel. +49-(0)30-6392 1700
support@scienion.de; www.scienion.com
Instrumente, Dienstleistungen und Ver-
brauchsmaterialen fiir die Entwicklung und
Produktion miniaturisierter Tests fiir F&E
und Diagnostik. Dispensieren und beriih-
rungsfreies Drucken von Volumina (Piko- bis
Mikroliter). -WK-
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