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Die Vision des schrumpfenden Labors:

Mikrofluidische Losungen flr analytische
Anwendungen in den Life Sciences

M. Kautt, MIKRO; S. Halstenberg, IAl; D. Moss FGS; A. Guber, D. Herrmann, A. Muslija, IMT

Passt ein Analysenlabor
auf einen Chip?

Die Miniaturisierung von Analyse-
techniken und analytischen Me-
thoden ist kein Selbstzweck. Viel-
mehr handelt es sich um einen
Trend, der einerseits der Notwen-
digkeit, zunehmend sparsamer
mit Reaktionslésungen umzuge-
hen, unterliegt und andererseits
eine Reihe von analytischen Vor-
teilen erschlief3t, die konventio-
nellen Techniken aufgrund ihrer
makroskopischen Dimension ver-
schlossen sind. So ist es auch
kein Wunder, dass im aktuellen
Trendbericht zur Analytischen
Chemie 2001 in den ,Blauen Blat-
tern* (Nachrichten aus der Che-
mie) neben biochemischen Nach-
weismethoden die ,verstarkte
Nutzung miniaturisierter Techni-
ken, selbst in Gebieten, die bis-
lang als Doméne des klassischen
Apparatebaus galten®, beobach-
tet werden [1]. Bis dann aber die
Vision eines Laboratoriums auf
einem Chip — als sog. ,lab-on-a-
chip“ bezeichnet und vergleichbar
zu den Prozessorchips der Com-
puterindustrie gemeint — realisiert
sein wird, bleibt noch einiges zu
tun. Fest steht jedoch bereits heu-
te, Uber ein Jahrzehnt nachdem
zum ersten Mal das Konzept der
auch als ,uTASY bezeichneten
Analyseneinheiten formuliert wur-
de [2], dass mikrotechnische und
hier insbesondere mikrofluidische
Prozesse den Schlissel zum Auf-
bau neuartiger miniaturisierter
Analysenverfahren bilden. Und
dass diese wahrscheinlich die
Methoden der Umwelt- Lebens-
mittel- und anderer Analytiken bis

1) Miniaturized Total Analysis System

hin zur medizinischen Diagnostik
veréndern werden [3].

Die Miniaturisierung von analy-
tischen Verfahren verspricht da-
bei ganz allgemein eine Reihe
von Vorteilen, wie

e Verkirzung von Analysen-
zeiten,

e Erhohung der Qualitat der
Analysenergebnisse,

e Parallelisierung von funktiona-
len Komponenten und Integra-
tion von Funktionen,

e Verringerung des Bedarfs an
Probe und Reagenzien und
somit weniger anfallender
Abfall,

e \Verminderung entstehender
Kosten,

e Portabilitdt miniaturisierter
Systeme.

Wobei natirlich nicht tbersehen
werden darf, dass Miniaturisie-
rung alleine nicht gleich alles bes-
ser macht. Hier sind auf die jewei-
ligen Anwendungen abgestimmte
Lésungen zu entwickeln und glei-
chermalf3en eine einzelfallabhén-
gige Priorisierung der vorstehen-
den maglichen Voreile vorzuneh-
men. So sind nicht alle Vorteile
immer in Einklang zu bringen.
Beispielsweise ist es eher un-
wahrscheinlich, dass eine mikro-
technische Analysen-Einheit, die
mehrere Funktionen integriert,
auch gleichzeitig sehr kosten-
gunstig ist, wenngleich sie aber
wahrscheinlich eine bessere ana-
lytische Leistung im Vergleich zu
einem Aufbau zeigt, der aus Ein-
zelkomponenten besteht.

Ein unbestritten positives Beispiel
fur den Nutzen der Miniaturisie-

rung in der Analytik stellt die chro-
matographische Trennung dar. So
ist die bei Kombination miniaturi-
sierter Kanalgeometrien mit elek-
trokinetischen Effekten erreichba-
re erhdhte Trennleistung durch ei-
ne Verringerung charakteristi-
scher Dimensionen bedingt und
ermoglicht damit die Steigerung
der Qualitat des Analysenergeb-
nisses [4]. Wobei festgestellt wer-
den muss, dass diese auch von
der Empfindlichkeit der eingesetz-
ten Detektionsverfahren abhangt.

Um abschlieBend die eingangs
gestellte Frage zu beantworten:
Heute passt ein Analysenlabor
wohl noch nicht auf einen Chip.
Aber wie Abb. 1 zeigt, passt eine
mdogliche Einzelkomponente ei-
nes kunftigen mikrofluidischen
Analysenchips immerhin schon
mal auf einen Finger. So werden
denn gemeinsame Entwicklun-
gen an der Schnittstelle von Mi-
krofluidik und Nanotechnik sowie
Biosensorik, Mikroelektronik und
Informatik in Zukunft Neuerungen
insbesondere in den Bereichen
Simulation, Fertigungsverfahren,
Oberflachenmodifikation und
Nachweismethoden generieren,
die uns dem Labor im Chipformat
damit naher kommen lassen.

Abb. 1: Kapillar-Elektrophorese-Einheit in
Kunststoff abgeformt und zum GréRenver-

gleich auf einem Finger platziert.
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Modellierung des Ver-
haltens von stromenden

Flussigkeiten in Mikro-
kapillaren

Unter Mikrokapillaren versteht
man allgemein geschlossene
Kanéle, deren (in der Mikrosys-
temtechnik meist rechteckiger)
Querschnitt etwa in der GrolRen-
ordnung eines menschlichen
Haares liegt (rd. 60 pm). Sie bil-
den die Grundlage fur mikrofluidi-
sche Komponenten, die neben
den Kapillaren noch weitere funk-
tionstragende Teile besitzen, de-
ren geometrische Abmessungen
im Bereich zwischen 10 und eini-
gen 100 Mikrometern liegen. Sol-
che mikrofluidischen Systeme fur
bioanalytische  Anwendungen
werden typischerweise planar
aufgebaut. Man spricht hier oft
von sogenannten ,Analysen-
Chips“. Abb. 1 zeigt eine Einheit
eines weiter unten beschriebe-
nen Analysen-Chips im Vergleich
zu den papillaren Linien eines
Fingers.

Effiziente Simulations-
verfahren fiir komplexe
mikrofluidische Situationen

Beim Entwurf von fluidischen Mi-
krosystemen bzw. -komponenten
reduziert der Einsatz rechnerge-
stutzter Werkzeuge den Entwick-
lungsaufwand bedeutend und
hilft, die gewlinschten FlieReigen-
schaften vorherzusagen und re-
produzierbar einzustellen.

Dringt eine FlUssigkeit in einen
strukturierten Mikrokanal ein und
drangt dabei ein anderes Fluid
aus dem Kanal heraus, so muss
eine transiente, d. h. sich wah-
rend der Betrachtung verandern-
de, Mehrphasenstrémung be-
trachtet werden unter Beruck-
sichtigung der freien Oberflache
und der Kapillarkraft. Das Voran-
schreiten der Flissigkeit geht mit
einer Anderung der Grenz-
flachenform einher und ist damit
aufgrund der meist hohen Kom-
plexitat der Geometrie analytisch
nicht hinreichend erfassbar. Zur
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Abb. 2: Funktionseinheit (Ausschnitt) eines als medizinischer Teststreifen
vorgesehenen Analysenchips (Abbildung mit freundlicher Genehmigung der
STEAG microParts GmbH, Dortmund).

Nachbildung des Strémungsver-
haltens kénnen nun jedoch Simu-
lationsmethoden, wie z. B. die Fi-
nite Volumen Methode (FVM),
eingesetzt werden, die eine hohe
Diskretisierung des Stromungs-
raums vornehmen und so in ihren
Ergebnissen analytischen Losun-
gen hinreichend nahe kommen.

Um den hohen zeitlichen Aufwand
bei der Simulation komplexer Geo-
metrien zu reduzieren, wurde am
Forschungszentrum ein Konzept
zur Erstellung eines geeigneten
Gesamtmodells erarbeitet [5]. Da-
bei wird das Stromungsproblem in
mehrere Bereiche unterteilt, wobei
fur jeden Bereich Modelle auf phy-
sikalischer Modellebene (z.B.
FVM-Modelle) erstellt werden. Aus
den Simulationsergebnissen wer-
den Modelle einer héheren Mo-
dellebene, z. B. Netzwerkmodelle,
verbessert oder generiert. Das be-
deutet, dass sich die Komplexitat
des Gesamtproblems zunachst
durch die Aufteilung in mehrere
untergeordnete Bereiche redu-
ziert. Nachfolgend werden die Si-
mulationsergebnisse dazu einge-
setzt, das Gesamtproblem auf ei-
ner héheren Modellebene, z. B.
mit einem Netzwerkmodell, zu be-
schreiben. Im Gegensatz zu den
Modellen auf physikalischer Ebe-
ne besitzt das hohere Modell des
Gesamtproblems einen geringe-
ren Simulationsaufwand. Dies
fuhrt somit in kiirzerer Zeit zu nutz-
baren Ergebnissen.

Zur Unterteilung des Strémungs-
gebietes in die zu modellierenden
Bereiche wird die Symmetrie
der Struktur ausgenutzt (siehe
Abb. 2). Ein entsprechendes para-
metrisierbares FVM-Modell wird
erstellt, das in den vom Entwickler
vorgegebenen Parametern vari-
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iert werden kann. Die Generie-
rung des Modells aus den Geo-
metrieangaben erfolgt dann auto-
matisch. So kénnen in dem abge-
bildeten Beispiel verschiedene
Geometrieparameter, die die Séu-
lenstruktur die (z. B. Saulenhgdhe,
Séaulendurchmesser) beschrei-
ben.

Vor der Durchfiihrung einer Simu-
lation sind die Eingabe- und Aus-
gabegrofl3en festzulegen. Wenn
wie im Falle einer einphasigen
Stromung die Abhangigkeit des re-
sultierenden Volumenstroms von
der anliegenden Druckdifferenz
erfasst werden soll (Abb. 3 a),
dann dienen als Referenzdaten
zur Erstellung des héheren Mo-
dells Simulationsergebnisse fir
unterschiedliche Druckdifferenzen
und unterschiedliche Saulen-
hoéhen (Abb. 3 b).

Weitere Arbeiten zur modellhaf-
ten Beschreibung und zur Simula-
tion von Stromungen in Kapillaren
sind dem Beitrag von Ehrhard et
al., ebenfalls in diesem Band, zu
entnehmen [6].

Mikrofluidische
Dinnschichtzelle fir

das High-Throughput-
Screening

High-Throughput-Screening (zu
Deutsch etwa ,Hochdurchsatz-
Ausleseprufung®) ist eines der
Schlagworte bei der Suche nach
besseren Wirkstoffen fur neue
Medikamente. Allgemein versteht
man darunter das vollautomati-
sierte Testen vieler niedermoleku-
larer Verbindungen auf bestimm-
te biologische Wirkungen hin.

Das am Forschungszentrum ent-
wickelte  Screening-Verfahren
nutzt aus, dass eine Interaktion
zwischen einem Arzneimittelkan-
didat und einem sogenannten
.largetprotein“ zu einem Kom-
plex fiihrt und sich hierdurch An-
derungen in den Schwingungsei-
genschaften der Molekile erge-
ben. Diese Molekul-Schwingun-
gen kdnnen mittels FTIR-Spek-
troskopie (von Fourier-Transform-
Infrarotspektroskopie) bestimmt
werden. Vergleicht man nun zwei

Zustande, wie etwa das Sum-
menspektrum aus ungemischten
Target- und Arzneimittelkandidat-
Lésungen mit dem Spektrum der
Mischung, muss im Falle einer In-
teraktion, die dann einen starken
Hinweis auf die mogliche Eignung
des Kandidaten als Wirkstoff ge-
ben wirde, ein anderes Spektrum
resultieren (Abb. 4). Da es sich
auch bei einer Interaktion nur um
sehr kleine strukturelle Anderun-
gen handeln wird, wurde mit der
sogenannten Differenzspektro-
skopie eine empfindliche Metho-
de entwickelt, die auch kleinste
Unterschiede noch sichtbar
macht.

Das Verfahren nutzt dabei also in-
trinsische optische Eigenschaften
der Proteine im mittleren Infrarot-
Spektralbereich aus, so dass eine
Detektion von Protein-Arzneimit-
tel-Wechselwirkungen ohne zu-
satzliche Markierung, Farbung
oder Immobilisierung mdoglich ist.
Exemplarisch sind in Abb. 5 an-
hand der Wechselwirkung zwi-
schen dem Enzym Trypsin und
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Abb. 3: @) Darstellung des simulierten Volumenstroms zwischen den Saulen in Abhéngigkeit der Druckdifferenz;
b) Simulationsergebnisse fir unterschiedliche Druckdifferenzen unterschiedliche Saulenhéhen. Diese dienen
als Referenzdaten zur Erstellung des héheren Modells.
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Abb. 4: Prinzip des Nachweises der Komplexbildung zwischen Proteinen und Arzneimittel-Kandidaten mittels
FTIR-Spektroskopie. Aufgrund der Komplexbildung unterscheiden sich das Summenspektrum und das Mi-

schungsspektrum.
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Abb. 5: FTIR-Differenzspektren, die durch Mischung des Enzyms
Trypsin mit Hemmstoffen (obere 3 Spektren) bzw. mit Kontroll-
substanzen (untere 2 Spektren) erhalten wurden.

funf verschiedenen niedermole-
kularen Verbindungen die resul-
tierenden Differenzspektren ge-
zeigt.

Man erkennt nur in drei Fallen ein
ausgepragtes Differenzspektrum,
was auf eine Interaktion hindeu-
tet. Die als Kontrollsubstanzen
eingesetzten Sauren zeigen kei-
ne nennenswerten Differenzen,
also auch keine Interaktion.

Trotz der analytischen Leistungs-
fahigkeit des Verfahrens liel3 erst
eine mikrotechnische Entwick-
lung die FTIR-Differenzspektro-
skopie zu einer auch kommerziell
beachteten Technik werden. So
muss namlich bei wéassrigen L6-
sungen — und hierum handelt es
sich im Pharmascreening ubli-
cherweise — die starke Absorption
von Infrarotlicht durch das als L6-
sungsmittel dienende Wasser
berlicksichtigt werden. Daher
missen die Messungen bei einer
optischen Wegléange und damit
Schichtdicke einer Messzelle von
hdchstens 10 pm erfolgen. Das
Fordern von wassrigen Protein-
I6sungen durch derart dinne
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Schichten erzeugt jedoch Driicke
in der Messzelle bis etwa 25 bar.
Da nun die Strukturdnderungen
im Protein, und daher auch die zu
erfassenden  Spektralanderun-
gen, extrem Kklein sind, bedeutet
dies, dass es auch bei hohem
Druck zu keiner Anderung der
Schichtdicke kommen darf. Be-
reits eine Schichtdickenénderung
von 10 nm wirde zu einem unak-
zeptabel groRen Stoérsignal fuh-
ren. Hierzu musste eine neuartige
mikrofluidische Durchflusszelle
entwickelt werden, die zwi-
schenzeitlich unter den Namen
AquaSpec™ von einem Startup-
Unternehmen, an dem auch zwei
ehemalige Doktoranden des For-
schungszentrums beteiligt sind,
vertrieben wird (Abb. 6).

Eine Mikrotiterplatte
aus Kunststoff mit 96

integrierten mikro-
fluidischen Strukturen

Fur die Entwicklung neuer Medi-
kamente werden heute in der
pharmazeutischen Industrie typi-
scherweise mehr als 100.000
Substanzen pro Woche auf ihre
Wirksamkeit hin Uberprift. Dabei
kommen vorzugsweise Mikrotiter-
platten aus Kunststoff als grof3-
flachige Testplattformen zum Ein-
satz. Diese enthalten auf einer
standardisierten Grundflache von
125 mm x 85 mm, mehrere hun-
dert bzw. tausend individuelle, mi-
niaturisierte Reaktionskammern,
sogenannte Wells. Konventionel-
le, am Markt befindliche Mikroti-
terplatten besitzen 96, 384 oder
1536 Wells, wobei das Well-Volu-
men zwischen 1 mlund 12 pl liegt.
Dabei stellt generell das Handling
von sehr kleinen Probenvolumina
im Mikroliter-Bereich ein erhebli-

ches Problem dar, da Verduns-
tungseffekte immer mehr zum
Tragen kommen. Durch den Ein-
satz von gekammerten mikroflui-
dischen Kanalsystemen anstelle
der offenen Wells werden die Ver-
dunstungseffekte deutlich mini-
miert. Das bietet zudem die Mog-
lichkeit, in den Mikrokanélen
kleinste Probenmengen aufzuar-
beiten, zu trennen oder sie mit
weiteren Substanzen zu vermi-
schen. Diese als Lab-on-a-Chip
bezeichneten Systeme zeichnen
sich aufgrund der kleinen Ka-
nalabmessungen auch durch ei-
nen sehr geringen Chemikalien-
verbrauch aus.

Mit mikrotechnischen Fertigungs-
methoden konnten erstmalig
Mikrotiterplatten im Standardfor-
mat aus Kunststoff mit 96 gleich-
artig ausgebildeten mikrofluidi-
schen Strukturen realisiert wer-
den (Abb. 7), die in ihrem prinzipi-
ellen Aufbau Kapillarelektropho-
rese-Einheiten entsprechen. Die
Wahl von Kunststoff, im Vergleich
zu anderen in der Mikrosystem-

Abb. 6: AquaSpec™-Zelle (Abbildung mit
freundlicher Genehmigung der Fa. micro-

biolytics, Freiburg).

technik gangigen Materialien, er-
laubt dabei den Zugang zu poten-
tiell kostenginstigen Analysen-
chips. Neben der allgemein fir ei-
ne kommerzielle Nutzung erfor-
derlichen hohen Wirtschaftlichkeit
eroffnet sich hierdurch, die Még-
lichkeit, komplexe mikrofluidische
Komponenten auch als Einweg-
komponente zu ge- und verbrau-
chen. Hier bietet Kunststoff einer-
seits die Mdglichkeit, bis zu 2
Grolenordnungen gunstiger sein

Abb. 6: AquaSpec™-Zelle (Abbildung mit freundlicher Genehmi-
gung der Fa. micro-biolytics, Freiburg).
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zu kdnnen als mit anderen Mate-
rialien [7]. Andererseits zeichnen
sich Kunststoffe durch eine fur
Massenprodukte vorteilhafte ho-
he Toleranz gegenliber mechani-
scher Belastung, eine hohe Mate-
rialvielfalt und die Moglichkeit zur
vielseitigen Modifizierung der
Oberflachen aus.

Abb. 8: Die elektrische Kontaktierung der
vier Reservoire jeder mikrofluidischen CE-
Struktur erfolgt durch aufgedampfte Lei-
terbahnen aus Gold (Abbildung mit freund-
licher Genehmigung der Firma Greiner
Bio-One, Frickenhausen).

Abb. 9: Der im Kreuzungsbereich generier-
te Pfropf einer Farbstoff/ DNA-Mischung
wandert nach dem Anlegen einer elektri-
schen Spannung nach rechts in den Trenn-
kanal. An der unteren Kanalseite erfolgte
ein Abriss, wahrend von oben noch Sub-
stanz mitgezogen wird.

Jede der 96 Mikrokanal-Strukturen
besteht aus zwei sich kreuzenden
Mikrokanalen, an deren Ende sich
jeweils Zugangsoffnungen (Reser-
voirstrukturen) zur Aufnahme von
Probenmaterial befinden. Die
Kanéle sind jeweils 100 pm breit
und 50 um tief. Im Kreuzungsbe-
reich betragt das Volumen etwa
600 pl. Die Trennstrecke ist aus
Platzgriinden maanderférmig an-
geordnet und ist insgesamt 40 mm
lang. Um das zu analysierende
Probengemisch definiert bewegen
und trennen zu koénnen, werden
elektrische Spannungen angelegt
und uber elektrische Leiterbahnen
an die Reservoire gefiihrt.

Die elektrische Kontaktierung al-
ler 384 Reservoirbereiche erfolgt
Uber Leiterbahnen, die in die mi-
krostrukturierte Kunststoffplatte
integriert sind (Abb. 8). Fillt man
den langen Kanal mit Agarose-
Gel, kdnnen durch Anlegen eines
elektrischen Feldes geringe Men-
gen eines Probengemischs in das
Kanalsystem eingeschleust und
getrennt werden. Dies ist anhand
des Standfotos einer Videose-
quenz in Abb. 9 gezeigt. Erfolgt
dies bei allen 96 Strukturen zur
selben Zeit, so kénnen parallel
Trennungen von Substanzgemi-
schen durchgefiihrt werden.

Zusammenfassung

Es wurde gezeigt, wie neuartige
rechnergestiutzte Simulationsmit-
tel helfen, das Potenzial mikroflui-
discher Strukturen zum Aufbau
von neuartigen Analysenchips in
vertretbarer Zeit und mit vertret-
barem Rechenaufwand in kon-
krete Geometrien und Designvor-
schlage umzusetzen. Weiterhin
wurden Beispiele vorgestellt, um

bereits heute die Menge an kost-
barem Probenmaterial und die er-
forderliche Reaktandenmenge in
einer Analyse zu reduzieren, bei
gleichzeitiger Erhéhung der Zahl
an Untersuchungen. Die Mikro-
fluidik wurde anhand von ersten
Entwicklungsbeispielen vorge-
stellt als eine Schliisseltechnik
auf dem Weg zu hochintegrierten
Analysensystemen, die in ihrer
zukunftig vollstandigen Auspréa-
gung zu als uTAS oder Lab-on-a-
Chip-Systeme bezeichneten Ana-
lysenverfahren fuhren sollen.
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