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Mikrotrépfchen

M ikrotropfchen in Mikrofluidiksystemen bieten zahlreiche Mog-
lichkeiten fiir die chemische und biologische Forschung. Sie ermogli-
chen die isolierte Betrachtung von Spezies oder Reaktionen, sie sind
monodispers und daher fiir quantitative Studien geeignet, sie konnen
fiir Studien in extrem kleinen Volumina sowie an einzelnen Zellen
oder einzelnen Molekiilen eingesetzt werden, und sie sind fiir Hoch-
durchsatzexperimente geeignet. Dieser Aufsatz analysiert die Bedeu-
tung dieser Eigenschaften im Hinblick auf neue biologische und che-
mische Experimente, wobei jiingste Fortschritte bei der Entwicklung
von Apparaturen vorgestellt, aber auch verbleibende technologische
Herausforderungen angesprochen werden. Anhand von Beispielen
wird gezeigt, welche Vorteile die Kompartimentierung, die Monodi-
spersitit der Tropfchen, die Betrachtung einzelner Molekiile und der
hohe Durchsatz in Experimenten gebracht haben, die ohne den Ein-
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satz von Mikrofluidiksystemen kaum moglich gewesen wiren.

1. Einfiihrung

Im Jahr 1954 beschrieb Joshua Lederberg in einer Ver-
offentlichung ein ,einfaches Verfahren zur Isolierung ein-
zelner Mikroben“"! In einer Weiterentwicklung von
de Fonbrunes Olkammer-Methode, bei der Wassertropfchen
in Mineralol gespriiht werden,” gelang es ihm, einzelne
Zellen in Nanolitertropfchen einzuschlieen. Wenige Jahre
darauf bestdtigten Nossal und Lederberg in einem bahnbre-
chenden Nature-Beitrag die Vermutung, dass jeder Lympho-
zyt einen bestimmten Antikorper produziert (,,one cell-one
antibody“).P! In ihren Experimenten isolierten sie einzelne
Lymphknotenzellen, die sie sorgféltig wuschen und in Mi-
krotropfchen unter Mineralol mehrere Stunden lang aufbe-
wahrten, bis messbare Antikorperkonzentrationen erreicht
waren. Dann wurden Bakterien zugesetzt, und der Effekt der
Zellen auf die Lebensfihigkeit der Bakterien wurde unter
dem Mikroskop verfolgt.! Einige Jahre spiter lieB Rotman
eine kinetische Studie an einzelnen Enzymen in Tropfchen
folgen. Dazu wurde einfach eine hochverdiinnte wissrige 3-D-
Galactosidase-Losung in Ol dispergiert, und der enzymati-
sche Umsatz wurde fluoreszenzmikroskopisch ermittelt
(Abbildung 1).P!

Lederberg sah Anwendungsmoglichkeiten fiir Mikro-
tropfchen in vielféltigen Studien mit kleinen Kulturvolumina
und erhoffte fiir seine Methode einen routineméfigen Einsatz
in Laboratorien aller Art. Bis dahin sollten aber nach dem
Nachweis der Kompartimentierung von Zellen — ihrer Ab-
trennung durch Einschluss — und der Untersuchung enzyma-
tischer Reaktionen in Mikrotropfchen noch fast 50 Jahre
vergehen. Dies lag einerseits daran, dass solche Experimente
extrem arbeitsintensiv waren und nur geringe Durchsitze
ergaben; daher kamen in einem Zeitraum von zehn Jahren
nur einige hunderte Experimente zusammen. Andererseits
standen keine Digitalkameras zur Verfiigung, und die Nach-
weisverfahren fiir Fluoreszenz waren deutlich weniger emp-
findlich als heute. Und schlielich brachte erst der Eintritt ins
»-omik“-Zeitalter einen gesteigerten Bedarf fiir Experimente
im kleinstmoglichen MaBstab (wenn moglich an einzelnen
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Zellen oder Molekiilen) mit hohem Durchsatz und in Paral-
lelformaten. Auf lithographisch erzeugten, und somit hoch
reproduzierbaren und definierten Mikrofluidikchips gelingt
die hierfiir erforderliche Manipulation kleiner Volumina.
Immer mehr Forscher untersuchen daher ihre Reaktionen in
Mikrotropfchen in Mikrofluidiksystemen.[®!

Dieses Teilgebiet der Mikrofluidik, das auch als segmen-
tierte, Tropfen- oder Zweiphasen-Mikrofluidik bezeichnet
wird, unterscheidet sich von der ,,digitalen Mikrofluidik“, in
der einzelne Tropfchen, typischerweise in Luft, durch Elek-
trobenetzung adressiert werden. Bei der digitalen Mikroflui-
dik lassen sich die Tropfchen zwar mit unerreichter Prézision
manipulieren, allerdings auf Kosten der Tropfchenzahl und in
deutlich komplizierteren Apparaturen.”*
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Abbildung 1. Oben: Trépfchenbildung mit herkémmlicher Technik (links) und in einem Mikrofluidik-
system (rechts). Die Mikroskopiebilder (a) und (b) zeigen das Ergebnis der beiden Verfahren.

a) Rotmans klassisches Experiment: kinetische Messungen an einzelnen Enzymen in Mikrotrépf-
chen, die in Ol dispergiert sind. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [5]. b) Monodisperse fL- bis
nL-Trépfchen aus einem Mikrofluidiksystem fiir biologische und chemische Experimente.

= Nachdem schon ausfithrliche Uber-

sichten zu Tropfchen in Mikroflui-
diksystemen vorliegen,®'>* werden
wir uns auf aktuelle Fortschritte
konzentrieren. Im  Mittelpunkt
stehen dabei die deutlich ausgefeil-
teren Apparaturen, in denen Mikro-
tropfchen nun gehandhabt werden
konnen, und die bemerkenswerte
Auswahl an Untersuchungsverfahren
fiir den Inhalt der Tropfchen.
Lederberg und Rotman haben
die Eignung von Mikrotropfchen zur
Untersuchung von Reaktionen in
Femtolitervolumina sowie auf der
Ebene einzelner Zellen oder gar
einzelner Molekiile iiberzeugend
nachgewiesen. Mikrotropfchen in
Mikrofluidiksystemen zeichnen sich
vor allem dadurch aus, dass sie
1) einen Raum bieten, in dem Spe-
zies oder Reaktionen isoliert be-
trachtet werden konnen, 2) mono-
dispers und daher potenziell fiir
quantitative Studien geeignet sind,
3) Untersuchungen in extrem Kklei-
nen Volumina sowie an einzelnen
Zellen oder einzelnen Molekiilen
ermdglichen und 4) groBBe Versuchs-
reihen unterstiitzen. Hier wollen wir
die Bedeutung dieser Merkmale im
Hinblick auf neue biologische und
chemische Experimente herausar-
beiten. Wir werden auf jiingste

In diesem Aufsatz werden wir nur Mikrotropfchen in
Mikrofluidiksystemen betrachten, wobei grundsitzlich jedes
Tropfchen einem klassischen chemischen Reaktionskolben
entspricht. Gegeniiber solchen Kolben haben die Tropfen
aber die physikalischen Vorteile eines geringeren Reagen-
tienverbrauchs, schnellerer Durchmischung, Automatisier-
barkeit und einer kontinuierlichen (anstelle einer diskonti-
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~ von Grenzfliichen und Verkapselungsphdino-
| menen auf chemische Reaktionen mithilfe
von Mikrotrépfchen untersuchen und neue
Verfahren fiir quantitative biologische Studi-
en in Mikrotropfchen entwickeln.
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Fortschritte bei der Entwicklung von
Apparaturen hinweisen, die solche
Experimente erst ermoglichten, und noch verbleibende
technologische Herausforderungen ansprechen. Ferner
werden wir anhand der wichtigsten Beispiele im Detail
zeigen, welche Vorteile die Kompartimentierung, die Mono-
dispersitiat der Tropfchen, die Betrachtung einzelner Mole-
kiile und der hohe Durchsatz in Experimenten gebracht
haben, die ohne den Einsatz von Mikrofluidiksystemen kaum
moglich gewesen wiren.

2. Was kennzeichnet Mikrotropfchen in Mikro-
fluidiksystemen?

2.1. Kompartimentierung

Das Konzept der Kompartimentierung chemischer Re-
aktionen — die Betrachtung von Reaktionen in einem abge-
schlossenen Raum, hier in einem Mikrotropfchen — 1dsst sich
auf eine groBe Bandbreite von Experimenten anwenden.
Jedes Mikrotropfchen ist mit allen erforderlichen Reaktanten
beschickt und zeigt das Ergebnis des Experiments. Dabei ist
man nicht auf Molekiile beschrankt — auch Experimente mit
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ganzen Zellen oder gar lebenden Organismen in Tropfchen
wurden entwickelt, bei denen Konzentrationsinderungen
geloster Stoffe in der Umgebung der Zelle gemessen und mit
bestimmten Ereignissen im Zellinneren korreliert werden
konnen. Beim Einsatz von Mikrotropfchen werden Experi-
mente im Grunde genommen in mikroskopische Bereiche
aufgespalten, die durch eine nicht mischbare Trégerphase
voneinander getrennt sind. Die grofte kommerzielle Bedeu-
tung haben Mikrotropfchen (in herkommlichen Emulsionen)
in der Emulsions-PCR erlangt, auf der ,,Hochdurchsatz-Se-
quenzierungssysteme der néchsten Generation, z.B. der
Genome Sequencer FLX (Roche) und SOLID (ABI), beru-
hen.">'% Einige Mikrofluidiksysteme fiir PCR-Experimente
in Tropfchen wurden vor kurzem beschrieben (siche Ab-
schnitt 7). Einen Eindruck vom Potenzial der Mikrotropfchen
(wenn auch nicht in Mikrofluidiksystemen, sondern in her-
kommlichen Emulsionen) gibt die Kompartimentierung von
Phinotyp und Genotyp in vitro.l'”! Dabei sind Genotyp und
Phénotyp miteinander verkniipft, und zwar nicht durch Ein-
schluss von Genen in Zellen, sondern durch Einschluss in den
Mikrotropfchen einer Wasser-in-Ol-Emulsion. Mithilfe von
dispergierten Tropfchen ist es gelungen, bindende und kata-
lytische Proteine aus groflen Genbibliotheken auszuwéhlen
(mit etwa 10° Komponenten)!"'”l und DNA-Polymerasen mit
neuen Eigenschaften zu erzeugen.?*! Dieses Konzept wurde
in die Mikrofluidik {ibertragen durch den gemeinsamen
Einschluss von Plasmid-DNA und einem kéuflichen In-vitro-
Transkriptions- und Translationssystem in Wassertropfchen.
Entsprechende Systeme konnten die Mikrotropfchen bilden
und stundenlang speichern, sodass die Proteinexprimierung
ausgehend von einem einzigen DNA-Templat gelang. Da-
durch entstanden ,,monoklonale Tropfchen®, in denen Ge-
notyp und Phinotyp verkniipft waren.”

2.2. Quantitative Messungen mit monodispersen Trépfchen

Frithe Experimente in Tropfchen hatten mit einem
grundsitzlichen Nachteil von Emulsionen zu kdmpfen: Die
Tropfchen waren polydispers, sodass die einzelnen Experi-
mente in unterschiedlichen Volumina stattfanden. Folglich
wichen die Reaktionsbedingungen deutlich voneinander ab,
weil die Konzentrationen der Reagentien und Produkte nicht
iiber ein einheitliches Volumen festgelegt waren. Daher war
ein quantitativer Vergleich von Experimenten in emulgierten
Tropfchen nicht leicht, und obwohl Screenings in solchen
Tropfchen moglich waren, lie3 deren Genauigkeit doch zu
wiinschen {ibrig.

In Mikrofluidiksystemen werden dagegen hoch monodi-
sperse Mikrotropfchen erhalten (mit einer Polydispersitét des
Durchmessers von etwa 1% ).”*?* Weil iiberdies die Analyse
von Reaktionen in den Tropfchen einer Emulsion eine ge-
raume Zeit beansprucht, werden die einzelnen Tropfchen
nach unterschiedlichen Reaktionszeiten analysiert. In Mi-
krofluidikformaten ist dieses Screening nicht wesentlich
schneller, doch kann man die Tropfchen der Reihe nach be-
trachten, sodass der Zeitabstand zwischen Tropfchenbildung
und Analyse jeweils gleich ist. Zusitzlich konnen die Tropf-
chen mithilfe von integrierten Nachweisverfahren (z. B. durch
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Fluoreszenzmessung) zu bestimmten Zeitpunkten direkt auf
dem Chip analysiert werden. Der Vorteil eines Mikroflui-
diksystems liegt auf der Hand: Weil monodisperse Tropfchen
auf einem Chip gebildet werden und die Reaktionen zum
Zeitpunkt dieser Tropfchenbildung (oder einer Tropfchen-
verschmelzung) einsetzen, sind alle Tropfchen beziiglich der
Konzentrationen und ihrer ,,Vorgeschichte® identisch. Die
Moglichkeit eines direkten Vergleichs zwischen Tropfchen ist
ein wichtiger Vorteil bei Studien an einzelnen Zellen oder
Molekiilen, in denen statistische Schwankungen die detail-
lierte Analyse und Verschmelzung der Daten aus einer
grofien Zahl an Experimenten erforderlich machen.!

2.3. Kleine Volumina, empfindliche Nachweise

Das Volumen der Tropfchen liegt normalerweise im
Femto- bis Nanoliterbereich (107°-10"°L). Daher ist der
Reagentienverbrauch sehr gering, was auch Screenings und
Analysen von wertvollen Verbindungen erméglicht. Weil sich
das Volumen und die Salz- und Makromolekiilkonzentration
in Tropfchen einstellen lassen, sind diese auch ideal geeignet,
um die besten Bedingungen fiir eine Proteinkristallisation
herauszuarbeiten.”**! Das groBe Oberfliche/Volumen-Ver-
héltnis der Tropfchen und innere Flisse, die durch Scher-
kréfte und Unterschiede in den Flussgeschwindigkeiten von
Tragerphase und Tropfchen zustandekommen, fithren auf3er-
dem zu einem effizienten Masse- und Wirmetransfer zwi-
schen der Trigerphase und der inneren Phase.”” Die chemi-
sche Analyse kleiner Tropfchen, die sich in schneller Folge
durch Kanile bewegen, ist eine Herausforderung, die neue
analytische Verfahren erforderlich gemacht hat (siche Ab-
schnitt 4). Man sollte sich auch bewusst sein, dass Experi-
mente mit geringen Mengen nicht notwendigerweise mit
verdiinnten Proben gleichzusetzen sind. Durch den Ein-
schluss einzelner Zellen in Tropfchen wird die Zelldichte
erhoht. Freigesetzte Molekiile konnen sich in dieser Umge-
bung in Zellndhe akkumulieren, wodurch ihre Konzentration
rasch ansteigt und sie schneller nachgewiesen werden konnen.

2.4. Schnelle Reaktionen, grofle Tropfchenzahlen

Bei den meisten Experimenten in Mikrofluidiksystemen
werden die Mikrotropfchen mit Frequenzen von 0.1-2 kHz
gebildet. Diese Geschwindigkeiten sollten fiir die Untersu-
chung von enzymatischen Reaktionen oder fiir zellbasierte
Screenings eine vollkommen ausreichende Auflosung erge-
ben. Der Wunschwert fiir die Tropfchenbildungsfrequenz in
Mikrofluidiksystemen orientiert sich aber an der Geschwin-
digkeit moderner Flusszytometer, die 70000 Zellen pro Se-
kunde analysieren und sortieren konnen. Das elektrochemi-
sche Verschmelzen von Tropfchen wurde genutzt, um Rea-
gentien in kontrollierter Weise zusammenzufiihren.””) Der
Verschmelzungsprozess dauert nicht linger als 100 ps,* doch
fur das anschlieBende Mischen der Reagentien sind einige
Millisekunden hinzuzurechnen, selbst wenn die Tropfchen
durch einen gewundenen Kanal gefiihrt werden, um durch
chaotische Advektion eine homogene Losung zu erhalten.”!
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3. Technische Herausforderungen und Fortschritte

Die intensive Erforschung von Mikrotropfchen in Mi-
krofluidiksystemen wihrend der vergangenen fiinf Jahre hat
eine Reihe von Methoden zur Bildung, Verschmelzung und
zum Sortieren kleiner Tropfchen hervorgebracht (Abbil-
dung 2). Einige Ubersichten geben bereits einen umfassenden
Uberblick zu den technischen Aspekten dieses Forschungs-
felds.®14323%) Um komplizierte (bio)chemische oder biologi-
sche Experimente im Mikrotropfchenformat auszufiihren,
benotigt man hochgradig integrierte Systeme. Hier stellen wir
Fortschritte bei der Tropfchenmanipulation vor, und wir
verweisen auf verbleibende Probleme, die vor der erfolgrei-
chen Umsetzung komplizierter Experimente noch gelost
werden miissen. Die Kombination verschiedener Module in
integrierten Systemen setzt eine sehr kontrollierte Tropf-
chenbildung und -manipulation voraus. Auch sind bei den
meisten Experimenten zusétzliche Trenn- und Reinigungs-
schritte unumgénglich, und schlieBlich benétigt man eine
Palette an analytischen Verfahren, um den Inhalt der Tropf-
chen bei sehr hohem Durchsatz quantitativ zu erfassen. Im
folgenden Abschnitt werden die wichtigsten technischen
Herausforderungen bei Experimenten mit Tropfchen in Mi-
krofluidiksystemen diskutiert.

W.T.S. Huck et al.

3.1. Trépfchenerzeuger

Fiir die Bildung monodisperser Tropfchen (< 1-3% Di-
spersitit) mit Frequenzen um 10 kHz stehen mit T-Kreuzun-
gen®337 und Flussfokussierern®™! zwei etablierte Konfigu-
rationen zur Verfiigung. Garstecki und Mitarbeiter zeigten,*
dass die Zerteilungsdynamik im beschriankten Raum eines
mikrofluidischen Flussfokussierers génzlich durch die Ge-
schwindigkeit des kontinuierlichen Flusses bestimmt wird.
Solche Gerite liefern einheitliche Tropfchen, weil es immer
gleich lange dauert, bis der durch die Diise erzeugte Fliissig-
keitsfaden kollabiert, und weil es sich bei diesem Kollaps um
einen langsamen Prozess handelt, wihrend sich schnell ein
Gleichgewicht zwischen Oberfldchenspannung und hydro-
statischem Druck einstellt.

Einige Forschungsgruppen haben eine Strahlzerteilung als
Moglichkeit zur Tropfchenbildung in Erwédgung gezogen.
Utada et al.*! untersuchten zwei Arten von Tropfen-Strahl-
Ubergingen in koaxialen Fliissen — einerseits bedingt durch
einen schnelleren Fluss der kontinuierlichen Phase, anderer-
seits durch einen schnelleren Fluss der inneren Phase. Qua-
litativ unterscheiden sich beide Fille deutlich: Der erste
ergibt einen Strahl, der sich entlang des Kanals verjiingt, bis
er in kleine Tropfchen zerfillt; der zweite resultiert in deut-
lich groeren Tropfchen, die sich vom Ende eines breiter
werdenden Strahls abteilen. Die Erzeugung monodisperser
Tropfchen durch Strahlbildung ist eine anspruchsvolle Auf-
gabe, aber man kann die Flussparameter und Kanalabmes-

Abbildung 2. Hiufige Trépfchenmanipulationen: a) Trépfchenbildung in einem Flussfokussierer. b) Tropfchenbildung durch Strahlbildung in einem
Flussfokussierer. c) Verzégerungskanal/Reservoir (Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [74]). d) Trépfchenverschmelzung im elektrischen Feld
(Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [30]). e) Passive Tropfchenverschmelzung, induziert durch die Kanalform (Wiedergabe mit Genehmigung
aus Lit. [81]). f) Sortieren von Trépfchen im elektrischen Feld (Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [113]). g) Trépfchenaufspaltung an einer
Kanalverzweigung (Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [37]). h) Trennung einer Emulsion im elektrischen Feld (Wiedergabe mit Genehmigung
aus Lit. [119]). i) Durchmischen des Trépfcheninhalts in einem gewundenen Kanal (Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [31]). j) Lagerung von

Tropfchen (Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [61]).
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sungen so wihlen, dass in jedem Fall eine absolute Instabilitét
auftritt, die ein kontrolliertes Auseinanderbrechen nach sich
zieht."! Um Tropfchen aus einem Strom zu erzeugen, kénnen
aullerdem zusédtzliche Hindernisse in den Kanal eingefiihrt
werden. Stoft ein stabiler Strahl auf ein solches Hindernis, so
zerbricht die innere Phase in Tropfchen.*?!

Mithilfe von Strahlverfahren konnten Tropfchen mit
Frequenzen iiber 10 kHz erzeugt werden, sodass Hoch-
durchsatz-Experimente denkbar sind. Fiir das Screening
grof3er Bibliotheken oder das Sortieren von Zellpopulationen
in Tropfchen wéren aber mindestens um eine Gro3enordnung
hohere Geschwindigkeiten wiinschenswert. Uberdies ist das
Gesamtvolumen der so produzierten Emulsionen gering. Die
Tropfchenbildungsgeschwindigkeit stellt somit eine Be-
schrinkung fiir Anwendungen wie die Partikelbildung auf
Chips dar.®! Die Tropfchenbildung lisst sich um ein Vielfa-
ches beschleunigen, wenn mithilfe von Membranen oder
Sieben zahlreiche Tropfchen gleichzeitig erzeugt werden. Bei
der Membranemulsifizierung entstehen die Tropfchen durch
Dispergieren einer Losung in eine kontinuierliche Phase
durch eine Membran oder ein Sieb, die dabei prinzipiell wie
eine Anordnung von T-Kreuzungen wirken.* Durch Ver-
wendung nichtzylindrischer Poren wird die zu dispergierende
Phase gezwungen, im Mikrokanal die Form einer verzerrten
Scheibe einzunehmen. Dadurch wird die Oberflache vergro-
Bert, und mindestens ein Kriimmungsradius ist kleiner als bei
der Kugelform, die in einer Vertiefung vorliegt. Auf diesem
Weg lasst sich die Tropfchengrof3e strikt durch die Poren-
groBe vorgeben (1-50 pm).[ 4!

Ein potenziell stark storendes (und oft nicht beriicksich-
tigtes) Phinomen beim Einsatz von Mikrotropfchen in Mi-
krofluidiksystemen ist die instabile Tropfchenbildung unter
den wechselnden Druckverhiltnissen beim Befiillen des
Systems.*”! Jede Anderung der Flussgeschwindigkeit wirkt
sich auf Frequenz, Zusammensetzung, GroBe und Ge-
schwindigkeit der Tropfchen aus. Folglich entstehen zunéchst
polydisperse Tropfchen, und erst wenn sich der Fluss stabili-
siert hat, werden monodisperse Tropfchen erhalten. Fiir Sys-
teme mit Tropfchenfallen in den Kanidlen (siehe Ab-
schnitt 3.5) oder Studien an kleinen Volumina von wertvollen
Reagentien bedarf es einer zuverldssigeren Tropfchenbil-
dungsmethode.

Wenn es nicht auf einen hohen Durchsatz ankommt,
bietet die Tropfchenbildung ,,nach Bedarf* eine Moglichkeit,
ein System mit perfekt monodispersen Tropfchen zu versor-
gen. Diese Art der Tropfchenbildung beruht auf plotzlichen
Druckidnderungen in Kombination mit einer verengten
Flussfokussierzone und einem schnellen Abrei3en des Was-
serflusses vom entstehenden Tropfchen.**! Chiu und Mit-
arbeiter erzeugten in Mikrofluidikkandlen auch einzelne
Wassertropfchen mit Femto- bis Pikolitervolumina in 0l,
indem sie die Wasser-Ol-Grenzfliche kurzen Millisekunden-
Hochspannungspulsen im kV-Bereich aussetzten.”” Diese
Behandlung fiihrte zur Bildung eines Wasserstrahls, der in-
folge Rayleigh-Instabilitdt abbricht. Stirke und Dauer des
Pulses bestimmen gemeinsam mit den Abmessungen des
Mikrokanals die GroBe des resultierenden Tropfchens.!
Alternativ lésst sich die Tropfchenbildung durch einen pie-
zoelektrischen Aktuator auf dem Chip genau steuern.
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Unabhingig von Aufbau des System und der Flussgeschwin-
digkeit kann die Tropfchengrofle auch durch die Einfithrung
von Heizelementen an bestimmten Stellen verédndert werden.
Eine Temperaturdnderung wirkt sich auf die Grenzflachen-
spannung und die Viskositidt aus, die wiederum den Tropf-
chendurchmesser in einem Flussfokussierer beeinflussen.*>>

3.2. Kompartimentierte Reagentien

Schon Rotman und Lederberg konnten nachweisen, dass
ein einfaches Verdiinnen eine effektive Methode sein kann,
um einzelne Enzyme oder Zellen in Tropfchen einzuschlie-
Ben. Nach einem &hnlichen Prinzip ist dies in Mikrofluidik-
systemen fiir Zellen,>>! DNA-Molekiile®**! und ganze Or-
ganismen gelungen.”*®! Der Verdiinnungsansatz ist wir-
kungslos fiir niedermolekulare Substanzen, weil keine Ver-
vielféltigungsoperation vor der Analyse zur Verfiigung steht.
Im Fall von DNA gelingt dies beispielsweise durch die Ex-
primierung zahlreicher Proteine — einschlieflich Enzymen,
die viele Substrat- in Produktmolekiile umwandeln konnen.
Es ist eine sehr schwierige Aufgabe, eine Bibliothek aus
Tropfchen aufzubauen, die jeweils eine andere Verbindung
enthalten. Chiu und Mitarbeiter haben einen eleganten Lo-
sungsansatz vorgeschlagen.[>® Indem man den Auslass einer
Kapillarelektrophorese-Sédule mit dem FEinlass fiir die wiss-
rige Phase an ein Mikrofluidiksystem koppelt, konnen Mi-
schungen potenziell getrennt und die Fraktionen mit den
reinen Verbindungen anschlieBend in Tropfchen einge-
schlossen werden. Alternativ konnen Tropfchen, die ein ge-
wiinschtes Solut enthalten, gebildet und fiir spitere Anwen-
dungen gespeichert werden. Durch Kombination bestimmter
Mengen an gespeicherten Tropfchen unterschiedlichen In-
halts lassen sich dann Experimente ausfiihren. Dieses Kon-
zept nutzte Raindance Technologies beim Screening einer
Wirkstoffbibliothek auf Toxizitit gegen U937-Zellen mithilfe
optisch kodierter Tropfchen. [

Der passive Einschluss einzelner Zellen oder Partikel
durch Verdiinnen fiithrt gemif einer Poisson-Verteilung zur
Bildung von leeren Tropfchen und solchen mit einer, zwei und
mehr Zellen. Ein grofer Anteil leerer Tropfchen und ein
entsprechend verringerter produktiver Durchsatz lassen sich
also nicht vermeiden. Chabert und Viovy nutzten aber eine
zellvermittelte Plateau-Rayleigh-Instabilitit in einem Fluss-
fokussierer, um beim Aufbrechen eines Strahls einzelne
Zellen in Tropfchen einzuschlieBen. So wurden 70-80 % der
Zellen in Tropfchen mit genau einer Zelle eingeschlossen,
und weniger als 1% der Tropfchen war leer; allerdings
konnten nur 10° Tropfchen pro Sekunde gebildet werden.®
Toner und Mitarbeiter® setzten beim Einschluss einzelner
Zellen auf eine Selbstorganisation der Zellen vor der Tropf-
chenbildung. Zu einer Selbstorganisation kommt es dann,
wenn eine konzentrierte Suspension von Zellen oder Parti-
keln schnell durch einen Mikrokanal geschleust wird, dessen
Weite den Partikeldurchmesser nicht deutlich iibersteigt
(Abbildung 3). Weil sich die Zellen oder Partikel mit gleich-
maBigen Abstinden entlang des Kanals bewegen, fillt die
Tropfchenbildung mit dem Eintreten einer Zelle in den
Flussfokussierer zusammen. Praktisch jedes Tropfchen ent-
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a) Standard-Flussfokussierer zufallige (Poisson-)
1 Verkapselung
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Tropfchen zu bilden, bedarf es keiner
Tenside, doch ohne stabilisierende
Reagentien verschmelzen die Tropf-
chen in den Systemen rasch. Auch in
Gegenwart von Tensiden sind die
Tropfchen nicht als hermetisch ver-
siegelte Behilter zu verstehen, weil
kleine Molekiile — in Abhingigkeit
von der Art des Tensids und der
Hydrophilie/Lipophilie der einge-

seitlich von oben isometrisch

Abbildung 3. Poisson-Statistik und wie man sie umgeht, um Trépfchen zu erzeugen, die jeweils ein-
zelne Partikel enthalten. a) Zufillige Verkapselung fiihrt zu leeren Tropfchen sowie zu Trépfchen mit
einem (blaue Kreise) oder mehreren Partikeln (gelbe Quadrate). b) Hydrodynamische Wechselwir-
kungen kénnen dazu fiihren, dass sich flieRende Partikel selbstorganisiert entlang einer Seite des
Mikrokanals oder alternierend anordnen. Ihr gleichmifiger Abstand in Flussrichtung (erkennbar in
der Seitenansicht) fiihrt zur Bildung von Trépfchen mit einzelnen Partikeln, wenn zwei seitlich ein-
stromende Olflisse den Wasserfluss in Tropfchen zerteilen (isometrische Ansicht), wobei die Trépf-
chenbildungsfrequenz mindestens genauso hoch sein muss wie die Frequenz, mit der die Partikel
an der Verzweigung eintreffen. Die geordnete Verkapselung von Kiigelchen erzeugt mehr Trépfchen
mit einzelnen Partikeln und weniger leere Trépfchen als eine zufillige Verkapselung. Maf3stab

200 um. Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [66].

hélt deshalb genau eine Zelle, und die Probleme durch Pois-
son-Statistik werden vermieden. Die Idee einer kontrollierten
Verkapselung vorgeordneter Partikel oder Zellen kann auch
auf Gelkiigelchen angewendet werden.!”) Weiche Gelpartikel
verstopfen entweder die Diise und fiihren dadurch die
Tropfchenbildung unter Kompartimentierung herbei, oder
die Partikel wurden zuerst dicht gepackt und anschlieBend in
Wasser-in-Ol-Tropfchen geladen; dazu wurden Systeme ver-
wendet, die auch effizient hierarchische Emulsionen und
Mehrfachemulsionen bilden.

Beim Einschluss einzelner Zellen in kleinen Trépfchen
lasst sich die Zelldichte effektiv erhohen. Durch Tropfchen-
bildung wird eine verdiinnte Losung in viele kleine Teile (die
Tropfchen) aufgespalten, die zumeist leer sind, aber in einigen
Fillen einzelne Zellen enthalten. Fiir eine Zelle in einem
Pikolitertropfchen ergibt sich also eine deutlich hohere
Konzentration als in der urspriinglichen Zellsuspension.
Molekiile, die von einer solchermaflen eingeschlossenen
Zelle freigesetzt werden, verbleiben in deren Umgebung im
Tropfchen, sodass sie schneller nachweisbar sind. Ein System
mit diesem Konzept wurde genutzt, um die Empfindlichkeit
von Methicillin-resistentem Staphylococcus aureus (MRSA)
gegen mehrere Antibiotika in einem einzigen Experiment zu
priifen, und um die minimale inhibitorische Konzentration
(MIC) von Cefoxitin gegen diese Zelllinie zu ermitteln.!

3.3. Tenside

Ungeachtet des hier verwendeten Begriffs ,,Mikrotropf-
chen®, der sich auf die mikrometergrof3en Tropfchen bezieht,
handelt es sich bei den kolloidalen Dispersionen um Makro-

emulsionen, und diese sind definitionsgem&f metastabil. Um
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schlossenen Molekiile — durch die
Tensidschicht in das Ol hinaus dif-
fundieren konnen. Bei der Wahl
des Tensids sind sowohl die Art der
kontinuierlichen Phase (bei Wasser-
in-Ol-Emulsionen ist dies typischer-
weise ein Paraffin- oder Fluor-
kohlenstoffol) als auch die geplanten
Experimente im Tropfcheninneren
zu beriicksichtigen. Fiir Mineraldle
wurden am hiaufigsten kéaufliche
Tenside wie Span 80 und Abil EM
verwendet, wohingegen fiir fluorierte
Ole Krytox (von Dupont) gewihlt
wurde, das eine Perfluorpolyether-
(PFPE)-Schwanzgruppe und eine
hydrophile Carbonsiure-Kopfgruppe enthilt. Fluorierte Ole
haben als kontinuierliche Phase viele Vorteile gegeniiber
herkémmlichen Paraffinélen — z.B. eine hohere Durchlés-
sigkeit fiir Sauerstoff und eine geringe Mischbarkeit mit or-
ganischen Verbindungen —, doch bis vor kurzem standen nur
wenige geeignete Tenside zur Verfiigung. In den vergangenen
Jahren wurden aber neuartige fluorierte Tenside entwickelt,
dank deren verbesserter Tropfchenstabilisierung und Bio-
vertraglichkeit nun vermehrt biologische und chemische Ex-
perimente in Mikrotropfchen moglich sind.

Vor jedem biologischen Experiment muss die Vertrig-
lichkeit der Reagentien aufs Neue getestet werden. Bei-
spielsweise verhindern Tenside mit Oligoethylenglycol-End-
gruppen die nichtspezifische Adsorption von Proteinen an
Wasser-Ol-Grenzflichen." Dies ist ein wichtiger Punkt, weil
das grofle Oberfliche/Volumen-Verhiltnis in Tropfchen den
Ausgang von enzymatischen Reaktionen beeinflussen kann.
Die Bildung von Tropfchen durch Abspaltung aus grofieren
Tropfen fiithrt zu einer Umverteilung der Tensidmolekiile an
der Grenzfliche, was auch die Passivierung der Grenzfliche
gegen die nichtspezifische Proteinbindung betrifft. Die Ak-
tivitdit von fB-Galactosidase fiel mit abnehmender Tropf-
chengrof3e ab, weil Adsorption und Inaktivierung des Enzyms
an der Grenzfliche an Bedeutung gewannen.”” Eine gezielte
Proteinadsorption an der Tropfchengrenzflache kann genutzt
werden, um den Mechanismus der Proteinaggregation, die
etwa bei Amyloiderkrankungen eine Rolle spielt, aufzukla-
ren. In einem Mikrofluidiksystem wurde die Aggregation von
ARy in Tropfchen untersucht, deren Fluorig-wissrig-Grenz-
fliche durch ein proteinabweisendes fluoriertes Tensid mit
OEG-Teil geschiitzt war.”™! Der Aggregationsprozess wurde
deutlich verlangsamt, sodass hierin eine effektive Methode
zur Minimierung von Grenzflicheneffekten bei der Unter-
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suchung anderer Faktoren der Proteinaggregation bestehen
konnte.

Die Biovertriglichkeit von PFPE-Tensiden mit verschie-
denen hydrophilen Kopfgruppen (Abbildung 4) wurde von
Clausell-Tormos et al. untersucht.®”) Tenside mit Ammoni-
umcarboxylat-PFPE und Poly-L-lysin als Kopfgruppen be-
wirkten die Lyse von HEK293T-Zellen, in Gegenwart von
Tensiden mit Polyethylenglycol(PEG)- und Dimorpholino-
phosphat(DMP)-Gruppen wuchsen und vermehrten sich
entsprechende Kulturen dagegen édhnlich wie Kontrollpopu-
lationen ohne Tensid. Mit DMP-PFPE-Tensid in einem flu-
orierten Ol wurden Zellen in Tropfchen auf einem Mikro-
fluidikchip eingeschlossen. Solche Emulsionen konnten vom
Chip entfernt, 14 Tage gelagert und wieder in das Mikroflui-
diksystem injiziert werden. Der Umstand, dass nach 14 Tagen
weniger als 10 % der Tropfchen verschmolzen waren, belegt,
dass das Tensid biovertrédglich ist und auBBerdem stark stabi-
lisierend wirkt.

Holtze et al.’™ synthetisierten eine Reihe von PEG-
PFPE-Tensiden, wobei sie einen Kompromiss zwischen ver-
schiedenen Erfordernissen fiir die Bildung und Stabilisierung
von Tropfchen in Mikrofluidiksystemen suchten. Die PEG-
und PFPE-Komponente der Tenside miissen grofl genug sein,
um dichte Biirsten an der Tropfchengrenzfldche zu bilden, die
die Tropfchen stabilisieren und ihr Verschmelzen verhindern.
Dieselben Tensidmolekiile miissen aber auch klein genug
sein, um bei Tropfchenbildungsfrequenzen von 1-10 kHz
schnell durch das Ol zu den Grenzflichen diffundieren zu
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Abbildung 4. Fluorierte Tenside verbessern Biovertréglichkeit und Stabilitit von
Tropfchen und erhéhen die Proteinkonzentration an der Tropfchengrenzflache.

Wiedergabe nach Lit. [60], [74] und [75].
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konnen. Tenside mit einer kritischen Micellbildungskonzen-
tration (CMC) von 10~* mol L' oder dariiber ordnen sich am
effizientesten an der Tropfchengrenzflache an. In Tests zur
Emulsionsbesténdigkeit bei unterschiedlich langen PEG- und
PFPE-Ketten schnitt ein Tensid mit 600 gmol~! PEG und
6000 gmol ! PFPE (Abbildung 4) am besten ab. Mit Fre-
quenzen von 30 kHz wurden stabile Tropfchen gebildet, die
abseits des Chips gespeichert und erneut injiziert werden
konnten. Das Tensid war auflerdem biovertriglich, sodass
sowohl die In-vitro-Transkription und -Translation von Plas-
mid-DNA als auch das Kultivieren von Hefe- und Siuger-
zellen in den Tropfchen gelangen.

Tenside mit einem Nitrilotriacetat(NTA)-Nickel-Kom-
plex als Kopfgruppe und einer perfluorierten Cy-Schwanz-
gruppe, die iiber eine OEG-Briicke verkniipft sind (Abbil-
dung 4¢), bildeten Tropfchengrenzflichen, an denen sich
Histidin-markierte Proteine sammeln.” Im Fall von His-
markiertem griin fluoreszierendem Protein (hGFP) zeigte ein
erneutes Auftreten der Fluoreszenz nach Photozerstorung
(FRAP), dass die Grenzfliche immer noch beweglich und
dadurch gegeniiber herkommlichen selbstorganisierten Mo-
noschichten (SAMs) im Vorteil war. Die erhohte Protein-
konzentration an der Tropfchengrenzfliche fiihrt zu einer
lokalen Ubersittigung, was fiir die Kristallisation von His,-
markierten Membranproteinen genutzt wurde.

Mikrofluidiksysteme, in denen die Tropfchenmanipulati-
on zeitlich genau abgestimmt werden kann, wurden zur
Messung der Zeitdauer angewendet, bis eine Passivierung

von Grenzflidchen durch Tenside eintritt.” In Kanglen

mit unterschiedlichen Wegldngen zwischen dem Ort
der Tropfchenbildung und einer Verbreiterung, die ein

Verschmelzen ermoglichen soll, ldsst sich ermitteln,
R wie viel Zeit benétigt wird, bis sich das Tensid an der
Tropfchengrenzfliche anlagert. Die Bewegung von
Tensiden in Mikrotropfchensystemen wurde auch
anhand eines Tensids analysiert, das zu fluoreszieren
beginnt, sobald die Kopfgruppe die Grenzflache zur
wassrigen Losung erreicht. Die Tensidadsorption tritt
mit einer Verzogerung im Millisekunden- bis Sekun-
denbereich auf, die man leicht durch Einbau kurzer
Verzogerungskanile iiberbriicken kann, bevor die
Tropfchen in weitere Module iiberfithrt werden. Wang
et al. untersuchten in einer dhnlichen Arbeit den Ein-
fluss der dynamischen Oberfldichenspannung auf die
TropfchengroBe. Im System Hexan/Wasser/Tween 20
nahm die TropfchengroBe mit steigender Tween-20-
Konzentration so lange ab, bis die Adsorption gesattigt
war. Dieses Ergebnis bestitigt den Einfluss der Ten-
sidadsorption auf die Tropfchenbildung.”” Auf der
Grundlage dieser Studien entwarfen Mazutis et al.”®!
ein Verfahren zur Tropfchenverschmelzung, bei dem
sie die Konzentration und Akkumulationszeit eines
Tensids an der Tropfchengrenzfliche variierten. Thr
Ziel war es, ein System fiir das passive Verschmelzen
von Tropfchenpaaren zu stabilen Tropfchen zu entwi-
ckeln. Mit 4 Gew.-% des fluorierten Tensids EA (von
RainDance Technologies, Lexington, MA) in dem
fluorierten Ol FC-40 erzeugten sie zunichst stabile
Tropfchen, die aulerhalb des Chips inkubiert und an-
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schlieBend wieder injiziert werden konnten. Nachdem auf
dem Chip mit EA in FC40 in niedrigerer Konzentration
(0.55 Gew.-%; ausreichend fiir die reproduzierbare Tropf-
chenbildung, aber nicht hoch genug, um das Verschmelzen
auf Kontakt hin ganz zu vermeiden) instabile Tropfchen ge-
bildet worden waren, wurden die tensidstabilisierten Tropf-
chen wieder injiziert. Auf dem Chip bildeten sich Paare aus
diesen stabilen Tropfchen und den instabilen Tropfchen, die
dann in einem Zickzack-Kanal verschmolzen wurden. Durch
das zeitlich abgestimmte Injizieren von stabilisierendem Ol
(2.8 Gew.-% EA in FC40) gelang es, genug Tensid an die
Grenzfliche zu bringen, um ein unerwiinschtes weiteres
Verschmelzen der aus einem stabilen und einem instabilen
Tropfchen gebildeten Tropfchen zu unterbinden, ohne den
gewiinschten ersten Verschmelzungsprozess zu storen. In
dieser Arbeit wurde die Dynamik der Tensidadsorption in
einem Mikrofluidiksystem beispielhaft genutzt, um ein be-
stimmtes Ergebnis zu erzielen.

3.4. Eine Reaktion beginnt: Verschmelzen von Trépfchen

Das Verschmelzen, ein Grundschritt bei der Manipulation
von Mikrotropfchen, ist fiir ihre Anwendung als Mikroreak-
toren wichtig, weil es ein rdumlich und zeitlich genau defi-
niertes Mischen von Reagentien ermoglicht. In Mikroflui-
diksystemen erfolgt dieser Mischvorgang sehr schnell und
reproduzierbar, was etwa bei der Nanopartikelsynthese von
Vorteil sein kann.™

Beim passiven Verschmelzen wird der Vorgang durch
Eigenschaften des Kanals ausgelost. Werden zwei oder mehr
Tropfchen in einem Kanal durch Entfernen der kontinuierli-
chen Phase in Kontakt gebracht,® so konnen Schwankungen
der Oberflichenspannung zum Verschmelzen fithren. Bibette
und Mitarbeiter analysierten diesen Prozess im Detail.® In
ihrem System wird ein Tropfchen vor dem Eintritt in einen
engeren Kanalabschnitt abgebremst und verschmilzt mit dem
darauf folgenden Tropfchen. Das Verschmelzen tritt dabei
erst auf, wenn sich die aufeinander folgenden Tropfchen
schon wieder zu trennen beginnen, und nicht, wie man er-
warten wiirde, beim ersten Zusammensto. Die Trennung
fiihrt zur Bildung von zwei Ausbuchtungen im Kontaktbe-
reich. Dadurch werden die Grenzflichen verbunden, und es
kommt zum Verschmelzen. Sogar durch Tenside stabilisierte
Tropfchenpaare konnen durch eine erzwungene Trennung
destabilisiert werden.

Wihrend sich die meisten Verfahren auf das Verschmel-
zen von zwei Tropfchen beschrianken, ist es derzeit noch nicht
moglich, mehrere Tropfchen kontrolliert zu verschmelzen.
Fidalgo et al.®? beschrieben eine Methode zum Verschmel-
zen von Mikrotropfchen mithilfe von Oberfldchenenergie-
mustern im Inneren von Mikrofluidikkanélen, die den Fluss
der Tropfchen storen und diese an das Muster binden, von
dem sie erst nach dem Verschmelzen wieder freigesetzt
werden. Durch Variieren der Kanal- und Musterabmessungen
und des Flusses ldsst sich das Verschmelzen der Tropfchen in
einem Map steuern, dass ein einziges groles Tropfchen durch
Verschmelzen mehrerer kleiner Tropfchen gezielt mit ver-
schiedenen Komponenten befiillt werden kann. Der Nachteil
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dieses Verfahrens liegt in einer moglichen Kreuzkontamina-
tion iiber das Muster. Niu et al.[® fiihrten Siulenreihen in die
Kanile ein, um ein definiertes passives Verschmelzen auszu-
losen. Die Sédulen hielten die Tropfchen zuriick, wéhrend die
kontinuierliche Phase abfliefen und ein zweites Tropfchen
heranstromen konnte. Der Vorgang des Verschmelzens hingt
weniger vom Abstand zwischen den Tropfchen ab als von
ihrer GroBe, und die Zahl an Tropfchen, die jeweils ver-
schmolzen werden konnen, wird auBerdem vom Massestrom
und vom Volumenverhiltnis von Tropfchen und Verschmel-
zungskammer vorgegeben.

Aktive Verschmelzungsmethoden haben den Vorteil, dass
der Prozess ein- und ausgeschaltet werden kann, aber sie er-
fordern auch eine genaue Synchronisation der Tropfchen, die
sehr nahe zusammengebracht werden miissen.®™! Weil das
Verschmelzen durch ein externes Signal ausgelost wird, ge-
staltet sich die Herstellung solcher Systeme komplizierter.
Verschmelzungsmodule nutzen meist starke elektrische
Felder®* ! oder ein ortliches Erhitzen durch Laserimpul-
se.’) Fiir ein effizientes elektrisches Verschmelzen miissen
die betreffenden Tropfchen nahe beieinander sein,?**°!
obgleich kiirzlich mit starken elektrischen Feldern auch eine
Kaskade von Tropfchenverschmelzungen entgegen der
Flussrichtung beobachtet wurde.’” Aufgrund der Poiseuille-
Stromung bewegen sich kleinere Tropfchen schneller; diese
Tatsache kann genutzt werden, um Paare aus Tropfchen un-
terschiedlicher Grofle in der Verschmelzungszone zu bilden
und dort durch ein elektrisches Feld zu verschmelzen. Sollen
die beiden Tropfchenarten die Reagentien fiir eine Reaktion
enthalten, so werden fiir praktische Anwendungen perfekt
alternierende Tropfchensequenzen bendtigt, wie sie etwa die
hydrodynamische Kopplung zweier Tropfchenbildungskanile
liefert.®”® Der hydrodynamische Widerstand kann genutzt
werden, um den Teilchenfluss in zwei Kanilen mithilfe von
passiven Strukturen wie Schleifen und Leitern zu synchroni-
sieren,’**! oder um zwei Kanile abwechselnd mit Tropfchen
zu versorgen, indem ein Tropfchenfluss an einer T-Kreuzung
symmetrisch aufgespalten wird."**”! Ein bemerkenswerter
Effekt beim Durchlaufen einer T-Kreuzung besteht in der
Reduktion des Hintergrundrauschens, was zu gleichméfige-
ren Tropfchenabstinden fiihrt.!*!

Das Verschmelzen von Tropfchen mit einer Oberfléche,
wie in der ,,Chemistrode*, ist eine neue Methode, um Rea-
gentien in die benetzende Schicht auf einer Oberflidche ein-
zubringen und von derselben Oberfldche freigesetzte Mole-
kiile einzuschlieBen.” Oberflichen kénnen mit chemischen
Impulsen bis hinab zu 50 ms untersucht werden. In Kombi-
nation mit Fluoreszenzbildgebung bewéhrte sich die ,,Che-
mistrode“ bei der optischen Verfolgung des Calciumaussto-
Bes von Maus-Inselzellen auf einer Oberfliche nach Stimu-
lierung durch Tropfchen mit hoher Glucosekonzentration.['%!

3.5. Wiihrend des Experiments: wie man die Aufenthaltsdauer
verlingert
Typische Aufenthaltsdauern fiir Tropfchen in Mikroflui-
diksystemen bewegen sich im Sekunden- bis Minutenbereich.

Daher eignen sich solche Systeme nicht fiir das Studium vieler
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chemischer Reaktionen und biologischer Experimente mit
Zellinkubation oder In-vitro-Expression von Proteinen, die
sich iiber Minuten oder Stunden hinziehen. Der direkte Weg,
die Aufenthaltsdauer im System zu verldngern, besteht in
einer Verlidngerung der Kanile. Weil aber der Einbau von
Verzogerungskanilen eine proportionale Erhohung des
Riickstaus bewirkt, storen sie die Tropfchenbildung, und sie
fiihren zum Aufblédttern von PDMS-Schichten. Frenz et al.
l16sten dieses Problem, indem sie Systeme herstellten, in
denen der Verzogerungskanal breiter und tiefer ist als die
Tropfchenbildungszone. Uberdies fiihrten sie periodische
Kanalverengungen ein, um die Tropfchen zu durchmischen
und sicherzustellen, dass alle Tropfchen zu einem gegebenen
Zeitpunkt dhnlich lange im System sind. (Das ist wichtig,
denn Tropfchen flieBen in der Kanalmitte schneller als am
Rand."®) Shim et al.'® bauten Mehrschichtsysteme mit
Kanalausbuchtungen, in denen die Tropfchen eingefangen
werden; auf diesem Weg wurde die Oberflichenspannung
minimiert, und die Tropfchen waren nahezu kugelférmig. Ein
genau abgestimmtes Fiillen und Entleeren der Vertiefungen
gelang mithilfe von Ventilen, machte aber die Herstellung
komplizierter Mehrschichtsysteme erforderlich.'” Ein
grofer Vorteil solcher Mehrschichtsysteme liegt darin, dass
das Tropfchenvolumen zu jeder Zeit eingestellt werden kann.
In Systemen aus PDMS kommt es zu einem langsamen
Wasserverlust aus den Tropfchen; zum einen, weil PDMS
wasserdurchlissig ist,'°!% zum anderen als Folge der Was-
seraufnahme durch die Trdgerphase. Um das Volumen der
eingefangenen Tropfchen konstant zu halten, fiigten Shim
und Mitarbeiter' einen Reservoirkanal unter der Tropf-
chenspeicherzone an, der eine wissrige Losung derselben
Molaritédt enthielt. Das Tropfchenvolumen wurde dadurch
vorgegeben, dass Wasser durch eine PDMS-Membran aus
dem Reservoir hinaus und in dieses hinein wandern konnte.

Solche Mehrschichtsysteme ermoglichen die genaue
Einstellung des Tropfchenvolumens, doch ihre Herstellung
gestaltet sich schwierig. Unter den leichter herstellbaren Al-
ternativen ist ein System von Courtois et al., mit dem Was-
sertropfchen in Ol kontrolliert gebildet, iiber mehrere Stun-
den gespeichert und einzeln mithilfe eines Lasers analysiert
werden konnten.”?! Als Speicher diente nichts weiter als ein
stark aufgeweiteter Kanalabschnitt, der bis zu 10° Trépfchen
aufnehmen konnte. An seinem V-férmigen Eingang wurden
die Tropfchen langsam abgebremst, sodass das Verschmelzen
infolge von StoBen vermieden wurde. Um ein Durchhidngen
des PDMS zu verhindern, wurden im Zentrum des Speichers
vier Stiitzsdulen eingebaut. Solche groBen Speicher haben
den Nachteil, dass die Tropfchenreihenfolge verloren geht,
weil den eintretenden Tropfchen keine bestimmte Position
zugewiesen werden kann; dieses Problem lief3 sich aber durch
den Einbau von Siulen im Speicher 16sen.'””) Weitz und
Mitarbeiter!!®! verfolgten die Vorginge in Tausenden ein-
zelner Pikolitertropfchen, die eine Anordnung von runden
Kammern mit engen Verbindungskanilen durchflossen. Liegt
ein Fluss an, so werden die Tropfchen durch die Kanile ge-
presst, ohne Fluss iiberwiegt aber die Oberfldchenspannung,
und die Tropfchen nehmen die Form niedrigster Energie an.
Dann befindet sich in jeder Kammer nur ein einziges Tropf-
chen. Um die Tropfchen aus dem System zu spiilen, erhoht
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man einfach die Flussgeschwindigkeit der Tragerphase. Diese
»Dropspot“-Systeme wurden verwendet, um die -Galacto-
sidase-Aktivitidt in tiber 200 Tropfchen mit einzelnen Zellen
durch Fluoreszenzbildgebung zu ermitteln (Abbildung 5).
Wegen ihres geringen Volumens eignen sich Tropfchen auch
als kontrollierbare Umgebung fiir die Keimbildung, was fiir
detaillierte thermodynamische Untersuchungen zur gezielten
Kristallisation"” 1% oder fiir das schnelle Erstellen von Los-
lichkeitsdiagrammen['® von Belang ist.

Takeuchi und Mitarbeiter setzten Schleifen mit Recht-
eckwellenform auf einen geraden Kanal, in dem Verengungen
als Fallen wirkten. Die Systeme wurden so ausgelegt, dass der
gerade Kanal einen geringeren Flusswiderstand als die
Schleifen bietet, solange die Falle leer ist. Folglich wird der
grofte Teil des Flusses den geraden Kanal durchstrémen. Ein
Partikel oder Tropfchen im Fluss wird aber in die Falle ge-
spiilt, wo es dann als Pfropfen wirkt, der den Flusswiderstand
entlang des geraden Kanals deutlich vergroert und dadurch
den Hauptfluss durch die Schleife umleitet. Nachfolgende
Partikel oder Tropfchen werden dann durch die Schleife
flieBen und die gefiillte Falle umgehen.''" Shi et al. verwen-
deten denselben Aufbau, um Tropfchen mit C. elegans ein-
zufangen,”®! und Fraden und Mitarbeiter nutzten ein abge-
wandeltes Verfahren, um Tropfchen zwischenzulagern.!''")

SchlieBlich wurde noch eine neuartige und effektive Me-
thode fiir das sehr schnelle Einfangen von Tropfchen mithilfe
eines automatisierten Zweiwegeventils beschrieben.''? Bei
diesem Ansatz werden die Tropfchen an einer Stelle festge-
halten, sodass der optische Nachweis einzelner Molekiile und
reaktionskinetische Messungen mit Millisekundenauflosung
erleichtert sind.

3.6. Sortieren von Tropfchen

Tropfchensortierer, die ,,aktive” Tropfchen vom Rest des
Tropfchenstroms abtrennen, sind wichtige Module fiir inte-
grierte Systeme. Elektrische Felder wurden oft angewendet,
um bestimmte Tropfchen dielektrophoretisch in einen ge-
trennten Kanal abzuzweigen, wihrend die iibrigen Tropfchen
dem Weg des geringsten hydrodynamischen Widerstands
folgen.'  Auch akustische Oberflichenwellen koénnen
Tropfchen oder Partikel in Mikrofluidiksystemen ablenken,
indem sie Fluide ortlich komprimieren."'! AuBerdem wurden
Magnetfelder angewendet, um Tropfchen, die magnetische
Partikel enthalten, zu manipulieren,"™” und auch das ortliche
Erhitzen mit einem Laser eignet sich zum Sortieren von
Tropfchen.® "1 Durch Einbau einer Mikroheizeinheit an
einer Y-Kreuzung lisst sich die Tropfchenbewegung genau
steuern, weil der Flusswiderstand und die Thermokapillaritét
in einem Zweig verandert werden konnen (Aufspalten eines
Tropfchenstroms oder Sortieren von Trépfchen).!”!

Das elektrische Signal, das die Detektion einer Fluores-
zenz durch einen Photonenvervielfacher hervorruft, kann
weitere Manipulationen an Tropfchen auslosen. Eine solche
Riickkopplung wurde verwendet, um Tropfchen anhand ihrer
Fluoreszenz in der Art eines Flusszytometers zu sortieren.
Baret et al. verkapselten einzelne E.-coli-Zellen in Pikoliter-
tropfchen und schlossen in einem enzymatischen Assay auf
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Abbildung 5. In ,Dropspot“-Anordnungen lisst sich die Fluoreszenzintensitit von Trépfchen mit einem fluorogenen Substrat und 3-Galactosidase
produzierenden Zellen verfolgen. a) Hellfeldaufnahme der Fluoreszenz nach t=45 min. b) Zeitliche Anderung der Trépfchenfluoreszenz fiir 9 re-
prasentative Trépfchen mit einer (grau), zwei (tiirkis) oder drei Zellen (rot). c) Histogramm der Reaktionsgeschwindigkeiten fiir 265 Trépfchen,
aufgeschliisselt nach der Zahl an eingeschlossenen Zellen. Mafistab 40 um. Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [106].

deren P-Galactosidase-Aktivitdt. Durch ein Fluoreszenzsi-
gnal ausgeloste elektrische Felder wurden dann verwendet,
um (-Galactosidase-positive Mutanten mit einer Frequenz
von 300 Hz auszuwihlen; die Emulsion mit den intakten
Zellen konnte zuriickgewonnen und durch Kolonie-Screening
analysiert werden (Abbildung 6). Die beste Sortiereffizienz
fiir fluoresceinhaltige Tropfchen ist vergleichbar mit dem
Ergebnis der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie (FACS); bei
Sortierfrequenzen von 2 oder 1 kHz wurden 1 aus 100 bzw. 1
aus 1000 Tropfchen falsch positiv gewertet."! Dieses FADS-
Verfahren (fluorescence-activated droplet sorting) beruht auf
Arbeiten von Fidalgo et al., die eine Fluoreszenzdetektion
mit einer selektiven ,,Emulsionstrennung®“ verbanden und
ausgewdhlte Tropfchen in einen kontinuierlichen Wasserfluss
extrahierten (Abbildung 6a). Thr System selektierte Tropf-
chen mit 30 nm Fluorescein mit weniger als 1% falsch-posi-
tiver Zuordnung aus einem stromenden Gemisch von Tropf-
chen mit 10 oder 30 nm Fluorescein."”!
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4. Online-Charakterisierung von Reaktionen in
Trépfchen

Dank der immer zuverlissigeren Tropfchenmanipulation,
auch in komplizierten Systemen, kommen Mikrotrépfchen als
ein mogliches Hilfsmittel fiir die biologische und chemische
Forschung in Betracht."¥ Eine Voraussetzung ist die Fihig-
keit, Tausende extrem kleine, von Ol umschlossene Proben
handhaben und chemisch analysieren zu konnen. Die fol-
genden Abschnitte geben einen Uberblick iiber die Fort-
schritte bei der Analyse auf dem Chip.

4.1. Fluoreszenz

Fluoreszenzmessungen sind nach wie vor die erfolg-
reichste Analysemethode fiir den Inhalt von Tropfchen,
wobei unterschiedliche Experimente verschiedenartige In-
formationen liefern. Am weitesten verbreitet ist die Weitfeld-
Fluoreszenzmikroskopie, bei der man ein Fluoreszenzmi-
kroskop mit einer empfindlichen Kamera koppelt, um ge-
wiinschte Bereiche zu photographieren. Mit dieser Technik
wurden enzymkinetische Messungen in sich bewegenden
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Abbildung 6. a) Mikroskopiebilder zur Auswahl und Extraktion eines
fluoreszierenden Trépfchens: Ein mit 12 mm Fluorescein beladenes
Trépfchen fliefdt durch den Brennpunkt eines Lasers. Die resultierende
Fluoreszenz wird durch einen Photovervielfacher detektiert, und das
elektronische Signal 16st einen Spannungspuls aus, der das ausge-
wihlte Trépfchen mit einem kontinuierlichen Wasserfluss verschmilzt.
Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [119]. b) Fluoreszenzmikro-
skopische Aufnahme von Trépfchen mit Bakterien, die 3-Galactosidase
tiberexprimieren, in einem Mikrofluidiksystem. c) Histogramm der
Fluoreszenzsignale in einer Emulsion von Trépfchen mit 25 und

100 um Natriumfluorescein. Die beiden Trépfchenarten ergeben deut-
lich unterscheidbare Signale, sodass eine Sortierfunktion die Tropfchen
mit starker Fluoreszenz selektieren kann (grauer Bereich). Wiedergabe
mit Genehmigung nach Lit. [118].

Tropfchen ausgefiihrt.”'?! Ein parallelisiertes Mikrotropf-
chenverfahren™?!! ergibt beispielsweise eine schnelle Enzym-
charakterisierung (k. und Ky). Das Substrat wird auf dem
Chip nach einem Konzentrationsgradienten verdiinnt, und
die Fliisse mit unterschiedlichen Konzentrationen werden mit
dem Enzymfluss vereint, sodass Tropfchen mit allen Kon-
zentrationen gleichzeitig gebildet werden. Wihrend die
Tropfchen ihre jeweiligen Kanidle durchwandern, werden sie
in parallelen Fluoreszenzmessungen untersucht. Leider liegt
die Tropfchenfrequenz oft noch weit iiber der Aufnahmefre-
quenz der CCD-Kamera, sodass einzelne Tropfchen nicht
untersucht werden konnen. Alle kinetischen Daten beruhen
daher auf den gemittelten Fluoreszenzintensitdten von Hun-
derten von Tropfchen, die den Detektionsbereich bei geoff-
neter Blende durchflieBen.

Fir die Analyse des Inhalts einzelner Tropfchen durch
Fluoreszenzbildgebung muss der Tropfchenfluss angehalten
werden. Dies wurde beispielsweise zur Aufkldarung der Blut-
gerinnung getan: Ein kombinierter Ansatz mit quantitativer
zeitlicher Analyse der Thrombinerzeugung und qualitativer
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Analyse der Bildung von Fibrinkliimpchen in Plasmatropfen
nutzte Fluoreszenz- und Hellfeldmikroskopie."”” Verschie-
dene Mikrofluidiksysteme wurden mit Fluoreszenzbildge-
bungsmethoden gekoppelt, um den zeitlichen Verlauf lang-
samer Reaktionen (iiber mehrere Stunden) in Tausenden von
einzelnen Mikrotropfchen zu verfolgen. Dieser Ansatz liefert
gute Daten fiir statistische Analysen von Populatio-
nen.[70,105,123]

Uber die Fihigkeit zur Verfolgung von Tausenden indi-
vidueller Tropfchen hinaus hat die Fluoreszenzbildgebung
den groBen Vorteil, dass sie eine genaue Lokalisierung er-
moglicht. Daher wurde dieses Verfahren vielfach genutzt, um
die Wechselwirkung biologischer Proben mit der Oberfldche
von Tropfchen zu analysieren und so Proteine,””*™! Tropf-
chenschrumpfung®! und den Austritt des Tropfcheninhalts
sowie eine Kommunikation zwischen Tropfchen nachzuwei-
sen.” Beispielsweise studierten Courtois et al. die Freiset-
zung von Fluoresceinderivaten aus Tropfchen, die 6-18 h in
einem Reservoir gelagert wurden. Mithilfe von Fluoreszenz-
bildgebung gelangen die Visualisierung, Lokalisierung und
Quantifizierung iiber den Untersuchungszeitraum in hetero-
genen Emulsionen, die sowohl Puffertropfchen als auch mit
dem Fluoresceinderivat beladene Tropfchen enthielten, was
einen Riickschluss iiber den Austritt von Fluoresceinderiva-
ten in Abhéngigkeit von der Zahl an Puffertropfchen in der
Umgebung der fluoreszierenden Tropfchen zulief.”!

Zwar eignet sich die Fluoreszenzdetektion zur Lokalisie-
rung von Tropfchen, die wenigsten entsprechenden Systeme
erreichen aber den fiir Screening-Anwendungen erforderli-
chen hohen Durchsatz; ebenso wenig kann man sie mit wei-
teren Schritten verkniipfen, in denen einzelne Tropfchen ge-
zielt manipuliert werden (etwa durch eine Sortierung). Daher
wurde die laserinduzierte Fluoreszenz verwendet, die in
zellbasierten Assays, PCR-Detektion und Bindungsassays
einen sehr empfindlichen und schnellen Nachweis ermoglicht.
Huebner et al. verkapselten Zellen in Tropfchen und wiesen
die Exprimierung fluoreszierender Proteine in den Zellen
nach. Thr mit einem konfokalen Laser ausgestattetes System
konnte Fluoreszenzereignisse bei einer Frequenz von
100 kHz auflésen; das Hintergrundsignal definierte die Um-
risse der Tropfchen, wihrend aus Intensititsspitzen die Zahl
an Zellen pro Tropfchen ermittelt werden konnte !

Srisa-Art et al. verfolgten mithilfe von Fluoreszenzle-
bensdauer-Mikroskopie (FLIM) das Mischen zweier Fluo-
reszenzfarbstoffe mit unterschiedlichen Lebensdauern in
Tropfchen mit einer zeitlichen Auflsung von 5 ms. Messun-
gen an mehreren Punkten eines Kanals lieferten ein zweidi-
mensionales Bild vom Mischprozess." Dieselbe Gruppe
nutzte einen Fluoreszenzenergietransfer (FRET) fiir die
Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen in
Tropfchen.'! Ein FRET-Donor (gebunden an Streptavidin)
und ein FRET-Akzeptor (gebunden an einen DNA-Strang,
der komplementér zu einem biotinmodifizierten DNA-Strang
ist) ergaben nach der DNA-Hybridisierung einen nachweis-
baren FRET. Messungen der FRET-Effizienz an mehreren
Punkten eines Verzogerungskanals lieferten Geschwindig-
keitskonstanten und Daten zur Bindungskinetik. FRET-
Messungen wurden auch in Studien zur Antigen-Antikorper-
Bindung angewendet.['**!
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4.2. Raman-Spektroskopie

Die Raman-Spektroskopie eignet sich als zerstérungs-
und markierungsfreie Methode zum Nachweis des Inhalts von
Mikrotropfchen in Echtzeit und kann Informationen zur
chemischen Struktur einer Substanz und zu ihrer Konzen-
tration liefern. Grundsitzliche Tropfcheneigenschaften, z. B.
die Lange, lassen sich bestimmen, indem man die Beitridge der
dispergierten und der kontinuierlichen Phase zum Raman-
Spektrum betrachtet.” Die rdumlich auflésende Raman-
Spektroskopie ermoglicht es auch, das Mischen von zwei
Losungen im Inneren von Tropfchen zu verfolgen.!'? ']
Sarrazin et al."®! untersuchten einen solchen Mischvorgang
unter chaotischer Advektion in einem System mit gewunde-
nen Kanélen anhand des Isotopenaustauschs zwischen D,0O
und H,O. Durch Mittelwertbildung fiir ca. 900 Tropfchen er-
hielten sie Konzentrationsprofile der Ausgangsverbindungen
und des Produkts HOD fiir diese diffusionskontrollierte Re-
aktion, aus denen sie ableiteten, dass das System nach 20 ms
gut durchmischt war. Mithilfe von Raman-Spektroskopie
lassen sich auch Reaktionen verbessern, die zu einem ge-
wiinschten Produkt fithren. Die durch UV-Bestrahlung aus-
geloste Polymerisation von Methacrylat ist von grofler Be-
deutung fiir die Zahntechnik; dieser Prozess wurde in
Tropfchen durch Variieren der Zusammensetzung (Metha-
crylat-Monomer/Dimethacrylat-Vernetzer) und Betrachten
der anschlieBenden Umsetzung mithilfe von Raman-Spek-
troskopie optimiert.!?”]

Bei der oberflichenverstirkten Raman-Spektroskopie
(surface-enhanced Raman spectroscopy, SERS) erhéhen
Kolloide mit Oberfldchenplasmonen das Raman-Signal. Die
Zugabe solcher Kolloide kann die Messgenauigkeit deutlich
steigern, in herkdmmlichen Kiivetten und auch in Flusszellen
kann es aber zur Abscheidung der Kolloide und der Analyte
an den Innenwénden, und folglich zu Artefakten, kommen.
Ein solcher Gedichtniseffekt (,,memory effect) — die De-
tektion einer ldngst nicht mehr in eine Flusszelle eingespeis-
ten Substanz — ldsst sich durch den Einsatz von Tropfchen in
Mikrofluidiksystemen vermeiden, und Verzogerungskanile
konnen verwendet werden, um Wechselwirkungen zwischen
dem Analyt und den Kolloiden in den Tropfchen herbeizu-
fiihren."™ Die hoch empfindliche SERS wurde auch zum
Nachweis von Quecksilber in Tropfchen genutzt. Dabei
wurde die Verringerung des SERS-Signals von Rhodamin B,
das auf Goldnanopartikeln adsorbiert war, nach der Ver-
dringung durch Quecksilber(I)-Tonen gemessen.!'!!

4.3. Massenspektrometrie und Elektrophorese

Die Massenspektrometrie (MS) wurde als markierungs-
freie und potenziell allgemein anwendbare Untersuchungs-
methode fiir chemische und biologische Reaktionen auch
erfolgreich in Mikrofluidikformate integriert.>% Bei der
Anwendung von Elektrophorese, Massenspektrometrie oder
Chromatographie auf Tropfchen in Mikrofluidiksystemen ist
die kontinuierliche (Ol)Phase allerdings stark hinderlich.
Dieses Problem lieBe sich durch die Verkniipfung von kon-
tinuierlicher und tropfchenbasierter Mikrofluidik in inte-
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grierten Systemen aber vermeiden, wobei die Reaktionen
zunichst in Mikrotropfchen ausgefiihrt und die Produkte
nach der Umwandlung in ein kontinuierliches System an-
schlieBend elektrophoretisch oder chromatographisch ge-
trennt und mithilfe von Massenspektrometrie oder HPLC
analysiert werden.'** Fidalgo et al.'*) sowie Roman et al.>’)
errichteten in ersten Beispielen eine virtuelle Grenze zwi-
schen einem tropfchenfithrenden Kanal mit hydrophober
Triagerphase und einem kontinuierlichen Wasserfluss (siche
Abbildung 6a fiir die Extraktion des Tropfcheninhalts in
einen kontinuierlichen Fluss). In der Studie von Roman et al.
kamen die Wassertropfchen in der Olphase in Beriihrung mit
der virtuellen Grenze, sodass sie durch Verschmelzen in die
kontinuierliche wéssrige Phase {iibergingen. Solche extra-
hierten Fliisse konnen in der Folge elektrophoretisch getrennt
werden.

Fidalgo etal. nutzten Spannungsimpulse, um Wasser-
tropfchen in einem kontinuierlichen Olfluss in Richtung der
virtuellen Grenze zu dridngen, hinter der ein kontinuierlicher
Wasserstrom floss. Die elektrischen Felder steuerten nicht
nur die Tropfchen dielektrophoretisch, sondern sie fiihrten
auch zur Verschmelzung und somit letztlich zur Phasentren-
nung in der Emulsion. Diese Technik verbindet somit Mi-
krotropfchen und kontinuierliche Mikrofluidik.

Kiirzlich koppelte dieselbe Gruppe ihr Verfahren mit der
Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie (ESI-MS),
indem sie den Auslass eines PDMS-Chips iiber einen PEEK-
Schlauch mit einer MS-Diise aus Quarzglas verbanden.['¥!
Nach dem selektiven Verschmelzen von Tropfchen mit dem
Wasserfluss durch Spannungspulse wurde der Inhalt einzelner
Tropfchen massenspektrometrisch untersucht. Als Test
wurden zweierlei Arten von Tropfchen, jeweils beladen mit
einem Peptid (Angiotensin oder Bradykinin), eingesetzt und
durch MS analysiert. Bei dieser Technik lésst sich iiberdies ein
Fluoreszenz-Screening vorschalten, was fiir Tropfchen illus-
triert wurde, die Angiotensin mit oder ohne Fluoreszenz-
markierung enthielten. Die Moglichkeit, solche Tropfchen
anhand ihrer Fluoreszenzintensitat fiir die MS-Analyse aus-
zuwéhlen, konnte fiir Hochdurchsatz-Screenings interessant
werden. Beschriankend wirkte sich bei diesen Systemen die
hohe Nachweisgrenze aus (ca. 500 um), die sich aus der
Taylor-Stromung des Tropfcheninhalts nach dem Verschmel-
zen mit dem kontinuierlichen Fluss ergab. Kelly und Mitar-
beiter reduzierten das Verschmieren im Wasserfluss deutlich,
indem sie die Elektrospray-Diise in das Mikrofluidiksystem
integrierten (Abbildung 7). Sie detektierten Peptide in Kon-
zentrationen um 1 um nach der Extraktion aus Tropfchen mit
ungefihr 700 pL Volumen bei einer Frequenz von 0.1 Hz."*!

Die Verbindung von Tropfchenextraktion auf dem Chip
und ESI-MS stellt eine elegante Analysemethode fiir Systeme
dar, in denen die kontinuierliche Phase beim MS-Nachweis
stort, allerdings wird dieser Vorteil mit einer signifikanten
Verdiinnung des Tropfcheninhalts erkauft. Eine grundsétzlich
andere, und moglicherweise leistungsfahigere Methode, um
einzelne Tropfchen massenspektrometrisch zu untersuchen,
wurde von Pei et al."*" eingefiihrt; sie zeigten, dass 10-50 nL
grof3e Tropfen in einem Teflonschlauch, getrennt durch Luft
und eine diinne Schicht fluorierten Ols, direkt in ein Mas-
senspektrometer injiziert werden konnen (Abbildung 7). Der
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Abbildung 7. Kopplung von Trépfchenfluss und Massenspektrometrie. a) An einer Grenzfliche extrahiert ein wissriger Fluss die Trépfchen aus
dem Fluss im Kanal und fuhrt sie der Elektrospray-Diise zu. Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [139]. b) Prinzip der Analyse einer Tropfchen-
folge nach Sammlung in einem Teflonréhrchen. c) lonenstrom fiir eine Reihe von 50-nL-Trépfchen mit steigender Konzentration an Leucin-Enke-
phalin, gel6st in Wasser mit 50% Methanol und 1% Essigsaure. Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [140].

Schlauch wurde an die Quarzglas-Nanospraydiise des Mas-
senspektrometers angeschlossen. Dieser direkte Ansatz
ergibt eine minimale Uberlappung zwischen den Tropfen (<
0.1%) und eine Nachweisgrenze um 1 nM fiir Leucin-Enke-
phalin-Proben.

4.4. Elektrochemischer Nachweis

Zwar ist der elektrochemische Nachweis nicht so allge-
mein anwendbar wie der massenspektrometrische, auch er
kann aber Informationen iiber physikalische und chemische
Eigenschaften von Tropfcheninhalten liefern. Alternativ zu
den iiblichen Kombinationen aus Mikroskop und Kamera
lassen sich die Bildung von Tropfchen sowie deren Lénge,
Frequenz und Geschwindigkeit auf elektrochemischem Weg
ermitteln."*!! Diese Technik eignet sich auch zum Einsatz in
nichttransparenten Chips, sodass auch solche Materialien fiir
die Mikrofluidiksysteme infrage kommen.

AufBlerdem ldsst sich der Inhalt von Mikrotropfchen
elektrochemisch analysieren. Dies belegt die Messung der
NaCl-Konzentration mit einer Nachweisgrenze von 20 pm.['*!
Amperometrie wurde auch angewendet, um schnelle En-
zymreaktionen kinetisch zu studieren.!'*¥! Wihrend Fluores-
zenzassays fiir die Enzymanalyse fluorogene Substrate be-
notigen, kann diese markierungsfreie Methode auf jede be-
liebige Reaktion angewendet werden, an der ein elektroche-
misch aktives Reagens oder Produkt beteiligt ist. In einem
einfachen System, das lediglich aus einem Elektrodenpaar am
Auslass bestand, wurden K, und V. fiir die Umsetzung von
H,0O, durch Katalase bestimmt. Ventile wurden eingesetzt,
um Proben aus dem Fluss zu entnehmen und die Verweilzeit
der Tropfchen einzustellen.

5. Zellen in Trépfchen

Tropfchen stellen eine definierte (und moglicherweise
sterile) Umgebung fiir einzelne Zellen bereit. Der Inhalt der
Tropfchen kann bei deren Erzeugung systematisch variiert
und anschlieBend durch Verschmelzen mit anderen Tropf-
chen modifiziert werden. Durch den Einsatz von Mikro-
tropfchen konnen zellbasierte Assays moglicherweise von
pL- auf pL-Volumina verkleinert werden, sodass geringere
Mengen an Reagentien und Zellen ausreichen. Auflerdem

Angew. Chem. 2010, 122, 5982 — 6005

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

sollten prinzipiell deutlich schnellere Assays moglich sein als
auf herkommlichen Mikrotiterplatten. Wéhrend in den
meisten Experimenten Bakterien-%141%1 oder Hefezel-
len'™! zum Einsatz kamen, liegen auch einige Studien mit
humanen® und anderen Siugerzellen®® und sogar mit
ganzen Organismen wie C. elegans vor.[”! Ein Chip mit einer
Saugerzellkultur und integrierter Befiillung von Mikrotropf-
chen wurde beschrieben.'*! Sowohl suspendierte als auch
adhirente Zellen konnten in Mikrotropfchen tiberfiihrt, neun
Tage gelagert und anschlieBend freigesetzt und erneut kulti-
viert werden. Durch Verwendung gasdurchléssiger Perfluor-
kohlenstoffole als Trager bleiben die Zellen iiber Tage hin
vital, und Zellkulturen in Tropfchen sind dhnlich lebensféhig
wie iibliche Kulturen %]

He et al. stellten ein allgemeines Verfahren fiir Assays mit
einzelnen Zellen vor; sie lysierten in Mikrotropfchen einge-
schlossene Zellen durch Laserlicht, um iiberexprimierte
Enzyme nachzuweisen. Ausgewdéhlte Zellen, die $-Galacto-
sidase exprimieren, wurden in Tropfchen mit einem fluoro-
genen Substrat gemischt, und die enzymatische Reaktion
setzte erst ein, nachdem der Zellinhalt ins Tropfcheninnere
freigesetzt wurde.[*”) Assays mit einzelnen Zellen, die B-Ga-
lactosidase iiberexprimieren, gelangen auch dadurch, dass die
Zellmembran fiir das Eindringen des Substrats permeabili-
siert wurde.l'”’!

Wird ein Enzym im Periplasma exprimiert, so sind Zell-
lyse oder Permeabilisierung iiberfliissig. Entsprechende
Assays gelangen in Pikolitertropfchen mit E.-coli-Zellen, die
alkalische Phosphatase (AP) iiberexprimierten. Nach dem
Ubertritt in das Periplasma hydrolysierte dieses Enzym das
(nicht zellgéingige) Substrat Fluoresceinphosphat, wodurch
Fluorescein im Tropfcheninneren freigesetzt wurde."*! Der
Substratumsatz in einzelnen Tropfchen wurde durch Fluo-
reszenzmessungen zu verschiedenen Zeitpunkten im System
verfolgt. Dieses Verfahren lieferte @hnliche Resultate wie
kinetische Studien in Losung. Ein Mehrschicht-Mikroflui-
diksystem wurde kiirzlich fiir quantitative kinetische Mes-
sungen der Proteinexprimierung und Enzymaktivitdt fiir
einzelne Zellen in Tropfchen verwendet (Abbildung 8). Weil
das Tropfchenvolumen in solchen Systemen iiber die gesamte
Versuchsdauer (>5 h) hin konstant gehalten werden kann,
lassen sich die Fluoreszenzintensitéten fiir einzelne Tropfchen
quantitativ vergleichen. Zellen mit einem Plasmid fiir die
Coexprimierung von AP und dem rot fluoreszierenden Pro-
tein mRFP1 wurden gemeinsam mit einem fluorogenen
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Abbildung 8. a) Hellfeld-Aufnahme von Trépfchen, die in quadratischen Vertiefungen gelagert
werden. b) Eingeschlossene Zellen exprimieren die beiden Zielproteine AP und mRFP1, ausgeldst
durch zwei identische Promotoren. AP hydrolysiert das Substrat FDP zu Fluorescein. c) Fluores-
zenzbild der mRFP1-Exprimierung. Helle Punkte sind in Mikrotrépfchen eingeschlossene Zellen,
die mRFP1 exprimieren. d) Fluoreszenzbild der Anreicherung von Fluorescein: Das fluoreszieren-
de Produkt ist gleichmiRig in den Tropfchen verteilt. ) Zusammengefiigte Mikroskopiebilder von
gelagerten Tropfchen 20 h nach der Trépfchenbildung. Von oben nach unten: Hellfeld, rote und

griine Fluoreszenz. Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [147].

Substrat und einem die Proteinexprimierung auslosenden
Agens in Mikrotropfchen verkapselt. Die Fluoreszenz infolge
der mRFP1-Exprimierung blieb in den Zellen lokalisiert,
wohingegen sich das fluoreszierende Produkt aus der Um-
setzung durch die alkalische Phosphatase iiber das gesamte
Tropfchen verteilt. Die mRFP1-Intensitét dient in diesem Fall
als ein interner Standard, mit dessen Hilfe die Aktivitdt und
die Menge an exprimiertem Enzym fiir einzelne Zellen ver-
glichen werden konnen. Dadurch, dass diese Eigenschaften
parallel verfolgt werden konnen, ist es moglich, die Mitglieder
einer Bibliothek in einem Experiment zur gerichteten Evo-
lution zu bewerten oder herauszufinden, inwieweit sich
Zellen unterscheiden, die aus einer identisch préparierten
Probe entstanden sind.!"*”

In Tropfchen wurden auch in geringen Mengen auftre-
tende Zelloberflachen-Biomarker enzymatisch verstiarkt, was
einem Miniatur-ELISA gleichkommt." Zellen mit spezifi-
schen Biomarkern wurden mit einem Antikorper markiert, an
den PB-Galactosidase gebunden war, und gemeinsam mit
einem fluorogenen Substrat in Tropfchen verkapselt. Die
Zunahme der Fluoreszenzintensitdt wurde nach der Inkuba-
tion auBerhalb des Systems und erneuter Injektion der
Tropfchen mithilfe eines Lasers gemessen. Mit diesem Ver-
fahren lieBen sich Zellpopulationen untersuchen, wobei die
Tropfchen vor der enzymatischen Verstirkung mit einem
Farbcode versehen wurden. Wihrend bei FACS-Standard-
methoden der Antikorper mit einem Farbstoff markiert wird,
und nicht mit einem Enzym, das viele Farbstoffmolekiile
aktivieren kann, konnten bei der enzymatischen Verstiarkung
in Tropfchen vier- bis siebenmal mehr Zellen mit Biomarkern
in einer Zellpopulation erkannt werden.!*)

Mithilfe von ,,Dropspot“-Systemen (Abbildung 5) wurde
die Vermehrung von Hefezellen untersucht. Dabei fiel auf,
dass die Generationszeit fiir Tropfchen, die anfangs mehr
Zellen enthielten, linger war. Dieser Unterschied kann
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asynchronen Zellzyklen zugeschrie-
ben werden, aber auch der hohen
Zelldichte der  eingeschlossenen
Zellen: In einem Tropfchen von 40 um
Durchmesser steht einer einzelnen
Zelle ein vergleichbares Volumen zur
Verfiigung wie bei einer Konzentrati-
on von 10% Zellen pro Milliliter, was
anndhernd der Dichte einer gesittig-
ten Kultur von Hefezellen ent-
spricht."  Studien an ortsfesten
Tropfchen, die einzelne Zellen ent-
halten, belegen das Potenzial von Mi-
krotropfchen fiir die Untersuchung
zufilliger Phénotyp-Variationen in
Populationen genetisch identischer
Zellen. Ein neues Verfahren, mit dem
sich die Grofe kleiner Partikel in
Tropfchen bestimmen ldsst, bietet
zudem die Moglichkeit, auch Zell-
komponenten wie synaptische Vesikel
in Tropfchen zu studieren.*

Die Erzeugung hoher Zelldichten
in kleinen Volumina (nicht begrenzt
auf Tropfchen in einem Ol) half bei Untersuchungen zum
,»Quorum sensing” und zur Kommunikation zwischen Bak-
terien.[” 1% Quorum sensing spielt bei vielen Prozessen eine
Rolle, etwa bei der Sporulation, der Bildung von biologischen
Filmen, der Antibiotikaproduktion und der Biolumineszenz.
Ubersteigt die Bakterien-Zelldichte einen bestimmten Wert,
so werden diese Prozesse durch chemische Signale ausgelost.
Das Phéanomen wurde in Losung bereits studiert, doch der
Einschluss in Mikrotropfchen bietet einen ganz anderen
Blickwinkel. Fiir eine einzelne Zelle in einem Tropfchen mit
10 pm Durchmesser (und 500 fL. Volumen) errechnet sich
eine Zelldichte von 2 x 10° Zellen pro mL, die iiber 20-mal so
hoch ist wie die fiir ein Quorum sensing benétigte Zelldichte.
Folglich lasst sich durch Einschluss in kleinen Tropfchen das
Verhalten einzelner oder weniger Zellen bei hohen Zell-
dichten betrachten. Kiirzlich wurden 100-fL-Tropfchen mit
P-aeruginosa-Zellen in Vertiefungen immobilisiert. Die
Zellen enthielten einen Fluoreszenzreporter unter der Kon-
trolle des Gens lasB, das wiederum vom Quorum sensing
abhéngt. Schon Tropfchen mit nur einer oder zwei Zellen
zeigten ein Quorum sensing, das aber insgesamt stochastisch
ausfiel.*!

In Tropfchen auf einem Chip ldsst sich durch Lyse der
Inhalt von Zellen ausschiitten, umgekehrt eroffnet sich aber
auch eine Moglichkeit, Material in Zellen einzufiihren. Zhan
et al.l™ stellten kiirzlich ein einfaches Mikrofluidiksystem
vor, das Zellen in Wassertropfchen verkapseln und elektro-
porieren kann. Zu diesem Zweck werden die zellhaltigen
Tropfchen im Olfluss zwischen einem Mikroelektrodenpaar
auf konstanter Spannung hindurchgefiihrt. Die Moglichkei-
ten dieser Technik zeigten sich bei der Ubertragung eines
Plasmids fiir das verstdrkt griin fluoreszierende Protein
(enhanced green fluorescent protein, EGFP) in Eierstock-
zellen des chinesischen Hamsters (CHO). In Tropfchen ein-
geschlossene Hefezellen wurden auch unter hoher Spannung
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elektroporiert, um das Eindringen niedermolekularer Ver-
bindungen zu erleichtern.'*! Ein weiterer vielversprechender
Ansatz fiir die Zelltransfektion ist der gemeinsame Einschluss
von Zellen und Komplexen aus kationischen Lipiden und
DNA. Bei der Bildung nichtviraler Vektoren in Mikrotropf-
chen lassen sich das Verhiltnis und die Polydispersitét der
Vektoren besser steuern und eine besser reproduzierbare
Transfektion erzielen.['>

Da sich nun einzelne Zellen in Tropfchen elektroporieren,
untersuchen und manipulieren lassen, wire auch eine Mog-
lichkeit wiinschenswert, die zellhaltigen Tropfchen iiber 1dn-
gere Zeitrdaume zu lagern. Das Einfrieren von Trépfchen mit
einzelnen Zellen konnte eine solche Moglichkeit bieten.
FlieBende Wassertropfchen lassen sich in Mikrofluidiksyste-
men abkiihlen und einfrieren, die an bestimmten Stellen mit
thermoelektrischen Kiihlelementen ausgestattet sind. Eine
kontinuierliche Phase mit tiefem Schmelzpunkt hilft bei
diesem Verfahren, weil sie die gefrorenen Tropfchen weiter-
transportiert, sodass diese samt ihrem gefrorenen Inhalt ge-
sammelt werden konnen. Bei Zusatz eines Frostschutzmittels
waren Maus-B-Lymphocyten in gefrorenen Tropfchen auch
nach einwochiger Lagerung noch lebensfihig.!*

6. In-vitro-Transkription und -Translation

Die Aufspaltung einer Population in ihre Mitglieder mit
anschlieBendem Einschluss in Mikrotropfchen kann fiir den
Aufbau von Bibliotheken genutzt werden. Tropfchen gelten
in dieser Hinsicht als besonders aussichtsreich, weil sie beim
Einschluss dhnlich wie eine Zellbegrenzung wirken. Im
Tropfchen lassen sich Genotyp (DNA oder RNA) und Phi-
notyp (messbare Eigenschaften wie Bindungsverhalten oder
katalytische Aktivitidt) miteinander verkniipfen, sodass Pro-
teine mit einer bestimmten Funktion, die in einem zelldhnlich
begrenzten Raum aufrechterhalten werden kann, kiinstlich
»evolutioniert werden konnen. In derartigen Experimenten
zur molekularen Evolution miissen die Tropfchen jeweils ein
Mitglied einer Nucleinsdure-Bibliothek enthalten, das mit-
hilfe kiuflicher In-vitro-Transkriptions/Translations(IVTT)-
Extrakte (z.B. aus E. coli, Weizenkeimen oder Kaninchen-
Reticulozyten) translatiert wird. Dieses strikte In-vitro-
Format hat Vorteile gegeniiber Evolutionsexperimenten, die
auf Organismen zuriickgreifen: Es ist auch moglich, Proteine
zu exprimieren, die Wirtzellen schiddigen wiirden; nichtna-
tiirliche Cofaktoren und Aminosduren konnen bei den Se-
lektionsexperimenten mit eingeschlossen werden; der Selek-
tionsprozess kann in Gegenwart von Cosolventien oder bei
extremen pH-Werten und Temperaturen stattfinden. Und
schlieBlich lasst sich dem Selektionsdruck nicht leicht aus-
weichen, weil in der kontrollierten Umgebung eines Tropf-
chens nur eine Minimalzahl anderer Prozesse ablduft. Beim
direktesten Ansatz wird jeweils eine Genkopie in einem
Tropfchen eingeschlossen, sodass ,,monoklonale“ Evoluti-
onseinheiten resultieren.

Die Bildung monodisperser Subpikolitertropfchen als
Mikroreaktoren fiir die In-vitro-Exprimierung des griin
fluoreszierenden Proteins (GFP) in einem Hochdurchsatz-
Verfahren wurde zuerst von Dittrich et al. beschrieben.['>!
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Courtois et al. erweiterten dieses System, indem sie ein Re-
servoir entwickelten, das bis zu 10° solcher Tropfchen stun-
denlang speichern kann, um die In-vitro-Exprimierung von
GFP in diesen zu verfolgen. Dank der hohen Ausbeuten an
GFP war es moglich, das Protein ausgehend von einzelnen
DNA-Kopien zu exprimieren. So entstanden ,,monoklonale
Tropfchen®, in denen Genotyp und Phénotyp verkniipft
waren!®! — ein groBer Vorteil fiir zukiinftige In-vitro-Experi-
mente zur gerichteten Evolution.

Bei der In-vitro-Exprimierung eines Enzyms mit direkt
anschlieBendem Nachweis wurden mehrere hundert Kopien
eines DNA-Plasmids, das fiir 3-Galactosidase kodiert, zu-
sammen mit [VTT-Extrakt und einem fluorogenen Substrat
eingeschlossen, und die Enzymaktivitit wurde durch Fluo-
reszenzbildgebung bestimmt."* Vor der Transkription kann
die DNA auch noch vervielfiltigt werden. Durch Kopplung
mehrerer Mikrofluidikchips mit der Moglichkeit zum Sam-
meln und erneuten Injizieren von Tropfchen konnen die
biochemischen Schritte der DNA-Vervielféltigung und der
IVTT getrennt ausgefiihrt werden.!®® Um B-Galactosidase zu
erhalten, wurden Tropfchen, die die Reagentien fiir die iso-
therme PCR iiber HRCA (,hyperbranched rolling circle
amplification®) enthalten, auBerhalb des Chips inkubiert und
anschliefend mit Tropfchen verschmolzen, die eine IVTT-
Mischung enthalten. Die Tropfchen wurden dann in einen
Analysechip eingefiihrt, um die Enzymaktivitédt mithilfe eines
Fluoreszenzassays zu messen.['*®! Oft ist es aber so, dass die
optimalen Bedingungen fiir IVTT und das anschlieende
Enzymassay voneinander abweichen; so kann eine Kompo-
nente des Enzymassays die IVITT behindern und umgekehrt,
oder die Prozesse laufen bei unterschiedlichen pH-Werten ab.
Eine Losung fiir dieses Problem besteht darin, die Prozesse zu
trennen: Erst wird die IVTT in Tropfchen ausgefiihrt, und
nach der Translation werden diese Tropfchen mit grofleren
Tropfchen verschmolzen, die die Komponenten fiir das En-
zymassay enthalten ™

7. Polymerasekettenreaktion in Trépfchen

Aus der modernen Molekularbiologie ist die Polymerase-
kettenreaktion (PCR) nicht mehr wegzudenken. Bei der
Umsetzung dieser Schliisseltechnik in Tropfchen profitiert
man von einigen Merkmalen des Formats: Die Miniaturisie-
rung liefert hohe Durchsétze bei kleinen Volumina, und die
schnelle Wérmeiibertragung auf der Mikrometerebene ver-
kiirzt die Reaktionsdauer. Anders als in tiblichen Mikroflui-
diksystemen sind die Polymerasen und die DNA-Template in
den Tropfchen auerdem vor Stéfen mit den Kanalwidnden
geschiitzt, sodass eine Desaktivierung der Polymerase und die
Kreuzkontamination mit anderen Proben vermieden
werden.!'!

Tropfchen, die nur ein einziges DNA-Molekiil (oder
mehrere identische Kopien) enthalten, werden in Analogie zu
Zellklonen als ,,monoklonal“ bezeichnet. Die Isolierung jedes
Templats in einem eigenen Tropfchen schlieft Konkurrenz
und Rekombination aus, die bei mehreren Amplikons auf-
treten konnen, und stellt die effiziente Vervielféltigung unter
Bildung des gewiinschten Amplikons sicher. Daher spiegeln
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die Produkte einer PCR in Trépfchen die Zusammensetzung
komplizierter Ausgangsmischungen wie Genbibliotheken mit
variierender Templatlinge oder variierendem G/C-Gehalt
getreuer wider als die Produkte einer herkommlichen
PCR.I*®1 Eine Moglichkeit, die Monoklonalitit auch nach
dem Aufbrechen der Tropfchen zu sichern, besteht darin,
vervielfiltigte DNA auf einem Mikrokiigelchen zu veran-
kern. Nach diesem Prinzip erhélt man Anordnungen aus
Tausenden von identischen Kopien der Original-DNA auf
einem Kiigelchen.™ 10 Solche Kiigelchen eignen sich fiir
,Hochdurchsatz-Sequenzierungen der zweiten Generati-
on“0%191 fiir die Quantifizierung seltener Ereignisse in
groBen Populationen (etwa der Nachweis mutierter Krebs-
zellen)™* 1921831 ynd fiir das Hochdurchsatz-Screening von
Zielstrukturen fiir Transkriptionsfaktoren.!'*

Monoklonale Tropfchen bieten auch ein Format fiir den
Nachweis und die Quantifizierung sehr kleiner Nucleinsédu-
remengen, wie sie in der medizinischen Diagnostik von Viren
oder Pathogenen gesucht werden. Die ,digitale PCR* er-
mittelt unter allen erzeugten Tropfchen den Anteil der
Tropfchen, in denen es zu einer Vervielfiltigung kommt (was
dem Vorliegen der DNA-Matrize in diesen Tropfchen ent-
spricht), und daraus mithilfe der Poisson-Statistik die DNA-
Menge in einer Probe. An Ausgabesignalen unterscheidet die
digitale PCR dabei lediglich, ob eine Vervielféaltigung im
Tropfchen erfolgt ist oder nicht.'*! Solche linearen, digitalen
Signale sind zuverléssiger als die Daten aus herkommlichen
DNA-Quantifizierungsmethoden, bei denen eine exponenti-
elle Vervielfiltigung von DNA verfolgt und angenihert
werden muss. Tropfchen in Mikrofluidiksystemen sind wegen
des hohen Durchsatzes ideal fiir niedrige Nachweisgrenzen,
wobei die nachweisbare Mindestkonzentration mit zuneh-
mender Tropfchenzahl sinkt.

Urspriinglich wurde die Emulsions-PCR (ePCR) fiir ma-
kroskopische Emulsionen eingefiihrt.'™ Die ersten Mikro-
fluidik-ePCRs nutzten groBe Tropfchen mit nl- bis puL-Vo-
lumina.l'**'% Viovy und Mitarbeiter untersuchten eine ePCR
in pL-Tropfchen, die in gewundenen Rohren um einen Kup-
ferzylinder flossen und dabei heifle und kalte Abschnitte
passierten."!7!! Heutige Mikrofluidiksysteme beruhen auf
Pikolitertropfchen und erreichen somit einen viel héheren
Durchsatz. Frithe Mikrofluidikchips fiir die PCR durchliefen
als Ganzes die erforderlichen Temperaturzyklen.''! Die
gewiinschte Temperatur ldsst sich aber schneller in den
Tropfchen einstellen, wenn diese einzelne Zonen des Chips
durchlaufen, die auf konstanter Temperatur gehalten werden.
Die Kanile verlaufen dabei entweder in Schlangenlinien!'’
oder radial (Abbildung 9).”*! Wie bei jeder PCR ist es auch
bei der Verwendung von Tropfchen in Mikrofluidiksystemen
unerlésslich, die Temperatur genau einzustellen, um eine ef-
fiziente Vervielfdltigung zu erreichen. Die temperaturab-
héangige Fluoreszenzlebensdauer von Farbstoffen in Tropf-
chen diente hierbei als Anhaltspunkt.’® Will man es ver-
meiden, die Temperatur im Mikrofluidiksystem selbst einzu-
stellen, so ist es moglich, zunidchst monodisperse Tropfchen zu
erzeugen, diese dann in einem Gefdfl aufzufangen und die
PCR anschlieBend in einem ké&uflichen Thermozykler au-
Berhalb des Systems auszufiihren.'*'™ Die Tropfchen
konnen danach fiir weitere Manipulationen (z.B. Ver-
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Abbildung 9. Kontinuierliche PCR in Tropfchen in einem Mikrofluidik-
system fiir Hochdurchsatz-Verfahren. a) Allgemeines Schema des PCR-
Protokolls mit zwei Temperaturen fiir die Vervielfiltigung von Doppel-
strang-DNA. b,c) Skizzen zweier Systeme fiir die kontinuierliche PCR,
in denen Tropfchen die erforderlichen Temperaturzyklen durchlaufen,
indem sie zwischen zwei Temperaturzonen hin und her wechseln:

b) Beim radialen Aufbau durchflieRen die Trépfchen zur Denaturierung
zunichst die Kreise in der heiflen inneren Zone, bevor sie fiir die Pri-
merhybridisierung und die Templatverlingerung zur Peripherie trans-
portiert werden. AnschliefRend kehren die Trépfchen zur Mitte zuriick,
und ein neuer Zyklus beginnt; nach 34 Zyklen werden sie aus dem
System entlassen. Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [58]. c) In
gewundenen Réhren passieren die Tropfchen 34-mal statische Tempe-
raturzonen fiir Denaturierung sowie Primerhybridisierung und Templat-
verlingerung auf entgegengesetzten Seiten eines Chips. In den gelb
markierten Zonen wird das Fortschreiten der PCR durch Fluoreszenz-
messungen verfolgt. Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [174].

schmelzen) wieder in ein Mikrofluidiksystem eingebracht
werden. Ein solches Verfahren kam beim gezielten Sequen-
zieren bestimmter Genregionen zum Einsatz." Weil bei der
PCR in Tropfchen einheitliche DNA-Vervielfiltigungspro-
dukte erhalten werden, miissen die folgenden (Re-)Sequen-
zierungsschritte weniger hiufig wiederholt werden. Tempe-
raturzyklen lassen sich génzlich vermeiden, wenn man alter-
nativ zur PCR ein isothermes Vervielfiltigungsverfahren
einsetzt.[*

8. Chemische Synthesen in Tropfchen

Die Kombination von Synthese und Screening auf einem
Chip ist erstrebenswert, weil sie Verbindungsbibliotheken,
wie sie von der Pharmaindustrie genutzt werden, mit zellba-

sierten Screenings verkniipfen konnte. Mugherli et al. be-
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schrieben kiirzlich eine Synthese von Enzyminhibitoren mit
Screening in Tropfchen, allerdings nicht in Mikrofluidikka-
nilen, sondern in einer Mikrotropfchenanordnung.'’” Die
Reaktanten wurden in DMSO/Glycerin gelost (um ein Ver-
dampfen zu vermeiden) und auf Objekttriger getiipfelt, die
mit 800 hydrophilen Punkten modifiziert waren. Anschlie-
Bend wurden Losungen von Enzym und Substrat auf die
Tropfchen aufgetragen, was die Losung verdiinnte und un-
spezifische inhibitorische Effekte durch Reste der Aus-
gangsverbindungen zuriickdrdangte. Wenn ein Inhibitor in
einem Tropfchen vorlag, kam es zu einer Zunahme der
Fluoreszenzintensitit. Dieses Beispiel belegt das Potenzial
von Tropfchen fiir die Synthese niedermolekularer Verbin-
dungen und zeigt bereits viele charakteristische Operationen
(Tropfchenbildung, Verschmelzen, Verdiinnung, Fluores-
zenzmessung). Ahnliche Synthesen in Tropfchen in Mikro-
fluidikkanédlen sind zwar anspruchsvoll, aber sie bieten in-
teressante Moglichkeiten.

Tropfchen eignen sich ideal fiir den Aufbau von Hoch-
durchsatz-Screenings. Sie wurden beispielsweise verwendet,
um die Reaktionsbedingungen der selektiven Hydrolyse von
Ouabain-Hexaacetat zu optimieren, dessen Derivate bei
Studien an Neuronen zur Anwendung kommen. Bei einem
Verbrauch von nur 20 pug Substrat wurden iiber 40 verschie-
dene Reaktionsbedingungen getestet, und die Resultate
wurden mithilfe von MALDI-MS ausgewertet.'””! Ein wich-
tiger Vorteil von Mikrotropfchen liegt darin, dass auch Re-
aktionen, bei denen ein Niederschlag gebildet wird, unter-
sucht werden konnen, ohne dass Mikrofluidikkanile ver-
stopft werden. Dies wurde zuerst anhand der Synthese von
Indigo sowie der Bildung von Iminen und Amiden als Mo-
dellreaktionen demonstriert. Weil der Niederschlag die di-
spergierte Phase nicht verlie und die kontinuierliche Phase
die Kanalwinde vorzugsweise benetzte, verstopfte das un-
16sliche Produkt die Kanile nicht."”

Das hohe Oberfldche/Volumen-Verhiltnis der Tropfchen
und die zirkulierenden Fliisse im Inneren von Tropfchen in
Mikrofluidikkanélen fithren zu einem starken Massetransfer
zwischen dispergierter und kontinuierlicher Phase 1718
was fiir Phasentransferreaktionen genutzt werden kann. Onal
et al. berichteten iiber die regioselektive Hydrierung von a.,f3-
ungesittigten Aldehyden in einem Dreiphasensystem.
Tropfchen mit dem organischen Reagens und Blédschen aus
Wasserstoffgas waren in einem Wasserfluss dispergiert, der
den Katalysator enthielt. In Tropfchen in Mikrofluidiksyste-
men entstehen zirkulierende Fliisse (Taylor-Fliisse) als Folge
einer Scherung an den Kanalwidnden. Diese Flussmuster
konnen den Massetransfer an der Fliissig-fliissig-Grenzflache
erleichtern. Ein drastischer Anstieg der Reaktionsgeschwin-
digkeit folgte aus der Verringerung des Kanaldurchmessers,
weil Taylor-Fliisse unter diesen Bedingungen an Bedeutung
gewinnen. Uberdies steigerte die Beschleunigung des Was-
serflusses den Umsatz, was einem Anstieg der Reynolds-Zahl
zugeschrieben wurde, die in den Massetransportkoeffizient
des Systems eingeht.!®!]

Das schnelle Durchmischen von Reagentien durch die
zirkulierenden Flisse wirkte auch beschleunigend bei der
Hydrolyse von p-Nitrophenylacetat und bei einer Tandem-
sequenz aus Diazotierung und Heck-Reaktion im segmen-
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tierten Fluss (gegeniiber einem laminaren Fluss)."®>'%! Eine
dhnliche Tendenz wurde auch bei der Nitrierung von Arenen
in einem Zweiphasensystem festgestellt.'®! Neben der Be-
reitstellung definierter Fliissig-fliissig-Grenzflachen fiir die
Phasentransferreaktion fiihrte der Einsatz von Tropfchen als
Mikroreaktoren bei dieser exothermen Reaktion auch zu
einer schnellen Warmeableitung.

Tropfchen in Mikrofluidiksystemen erleichtern nicht nur
den Phasentransfer stochiometrisch eingesetzter Reagentien,
sondern sie ermdglichen auch katalytische Reaktionen in
Zweiphasensystemen. Theberge et al. beschrieben kiirzlich
ein System, in dem eine kontinuierliche fluorige Phase, die
den Katalysator enthielt, mit einer dispergierten wissrigen
Phase kombiniert wurde, in der sich die Reagentien fiir eine
Suzuki-Kreuzkupplung befanden (Abbildung 10).1* Um den
Palladiumkatalysator in der fluorigen Phase zu 16sen und
zugleich an die Grenzfliche zu den Tropfchen zu bringen,
wurde ein amphiphiler Ligand mit einer fluorierten
Schwanzgruppe und einer hydrophilen Guanidin-Kopfgruppe
zugesetzt. Bei einigen Suzuki-Kreuzkupplungen wurden die
Produkte in guten Ausbeuten erhalten, und die katalysator-
haltige fluorige Phase konnte in einem geschlossenen System
wiederverwendet werden, indem die Tropfchen am Ausgang
des Reaktionskanals gesammelt wurden.

Die Mafstabsvergroerung bildet bei herkommlichen
Reaktoren ein grofles Problem, dessen Losung in manchen
Fillen die Entwicklung neuer Bedingungen erfordert
(Mischvorgang, Losungsmittelvolumen und weitere groBen-
abhingige Faktoren). Wheeler et al. zeigten, dass in Tropf-
chenfliissen eine alternative Methode zur Verfiigung steht:
Der Mafstab einer Reaktion lisst sich vergroBern, indem die
Tropfchen im Bereich des Moglichen vergroBert oder einfach
die Tropfchenzahl erhoht wird. Dieses Konzept wurde
anhand der Synthese von o-Diazo-f-ketoestern und einer

a katalytische perfluorierte
Kopfgruppe Schwanzgruppe
4 — d Produkt
F F 2
—"*"M_.Cl. i bk o NN,
C
E Ea y ? 2 R/_ _\R.
\ PdioAo,
A== 1min ===
— fai3d Zmin 60 min
uorig Tee
wassrig C fluorige
a N Pha ;
.| \a‘?i 3 wassrige
’ Reagentien
b Reagentien | T
—_— katalyti-
7N Br 7N B(OH). *sihaeyrgupf—
r R 7 i gruppe
perfluorier-
¥ te Schwanz+
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Abbildung 10. Mikrotrépfchen mit katalytisch aktiven Oberflachen. Ein
Palladiumkatalysator mit perfluorierter Schwanzgruppe in einer fluori-
gen Phase (a) und eine wissrige Reagentienlésung (b) wurden in eine
T-Kreuzung gepumpt, wo monodisperse Wassertrépfchen in der konti-
nuierlichen fluorigen Phase entstehen. Beim anschlieRenden Durchflie-
Ben eines Kanals wird in den Trépfchen das Produkt gebildet (c,d). Die
Reaktionszeit ist direkt proportional zum zuriickgelegten Weg und
lasst sich tber die Flussgeschwindigkeit bestimmen. Wiedergabe mit
Genehmigung nach Lit. [185].
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nucleophilen aromatischen Substitution bestitigt, wenn auch
mit deutlich groBeren Tropfenvolumina (>100 pL) als bei
nichtindustriellen Synthesen in Tropfchen iiblich.'* Mit dem
Mikrowellen absorbierenden Perfluormethyldecalin (PFMD)
als Tragerphase gelangen auch Suzuki-Miyaura-Kreuzkupp-
lungen und nucleophile Substitutionen in Tropfchen unter
Mikrowellenbestrahlung.!"*”]

9. Polymer- und Gelpartikel

Monodisperse Tropfchen, wie sie in Mikrofluidikkanélen
erzeugt werden konnen, stellen eine einzigartige Umgebung
fiir die Bildung von Partikeln, Gelkiigelchen und -kapseln
dar. Zahlreiche Originalbeitrige und Ubersichten belegen die
Fortschritte bei der Herstellung von Polymerparti-
kelnP>181%1 sowie Hydro- und Mikrogelpartikeln und -kap-
seln.'*1%3 Mikrotropfchen sind auch niitzlich fiir den Aufbau
hierarchischer Materialien, wie mit der Bildung von inversen
Polymeropalen durch Kolloidkristallisation in Tropfchen
nachgewiesen wurde (Abbildung 11).1°*' Tn einem Mikro-
fluidiksystem wurde zunichst eine wéssrige Suspension, die
monodisperse Polystyrolkiigelchen und kleinste Kieselgel-
partikel enthielt, in einem Oltrégerfluss in Form von Tropf-
chen dispergiert, die dann gesammelt wurden. Beim Ver-
dampfen des Wassers aus den Tropfchen bildeten die Poly-
styrolkiigelchen geordnete Gitter, in denen die kleinen Kie-
selgelpartikel die Zwischenrdume besetzten. Die resultie-
renden Kiigelchen wurden zum markierungsfreien Nachweis
von Biomarkern verwendet."”®! Tropfchenfliisse sind sehr gut
geeignet, um (geringe Mengen) an Gelpartikeln mit GroBen
von gut 10 bis fast 1000 um mit variablen Porengroen, An-
sprechverhalten und Zusammensetzungen zu erhalten. Der

Abbildung 11. a) Bildung von Trépfchen mit Gelvorstufen in einer Mi-
krofluidikkapillare (siehe Einschub). Die duflere Phase (OF) besteht
aus Silicondl, die mittlere Phase (MF) ist eine wissrige Lésung von
Monomer und Vernetzer, und die innere Phase (IF) enthilt den Initia-
tor. Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [207]. b) Bild der sieben
unterschiedlichen Arten von inversen Polymeropalen in Wasser (Wie-
dergabe mit Genehmigung nach Lit. [194]). ¢) Komprimierung von
Fibrin-Netzwerken durch Fliisse im Inneren von Trépfchen (Wieder-
gabe mit Genehmigung nach Lit. [228]).
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folgende Abschnitt gibt nur einen fliichtigen Einblick in die
Anwendungsmoglichkeiten auf Gebieten wie Wirkstoff-
transport, Kosmetik, Sensoren und Biomedizin.

9.1. Partikelpolymerisation

Die Polymerisation in Tropfchen findet gewohnlich unter
Einwirkung eines Vernetzers statt, der entweder direkt ins
Tropfcheninnere®! oder in die kontinuierliche Phase zuge-
fiihrt wird.™®”! Die Verwendung von Photoinitiatoren und
UV-Bestrahlung™® ermaoglicht eine gezielte lokale Polyme-
risation auf einem Mikrofluidikchip, sodass sich die erfor-
derliche Verweilzeit der Partikel auf dem Chip verkiirzen
lasst. Die Kanile konnen geometrisch so ausgelegt werden,
dass verzerrte Kiigelchen oder Stibchen entstehen, 192
und in Mehrfachemulsionen lassen sich Janus-Partikel erhal-
ten.™l Zahlreiche Morphologien, auch Janus-Partikel, ent-
stehen als Folge einer Phasentrennung der Polymerlosung im
Inneren der Mikrotropfchen.”” Durch Einbringen kleiner
Gasblasen in das Tropfcheninnere werden porose Mikropar-
tikel erhalten.?

Eine offensichtliche Anwendungsmoglichkeit fiir Poly-
merpartikel mit bestimmter GroB3e und Form liegt im Wirk-
stofftransport. Die Wirkstoffe konnen schon im Zuge der
Polymerisation in die Partikel eingelagert werden. Weil die
Tragerpartikel monodispers sind, ergibt sich ein dhnliches
Freisetzungsprofil fiir alle Partikel.**!

Hohle Polymerpartikel (oder Kapseln) wurden auf ver-
schiedene Weise erhalten. Bei der Grenzflachenpolymerisa-
tion, einer direkten und auf viele Polymere anwendbaren
Methode, diffundieren die aktivierten Initiatoren zur Grenz-
flache zwischen kontinuierlicher Phase und Wassertropfchen
und losen dort die Polymerisation aus.’™ Alternativ wurden
Blockcopolymere an der Ol-Wasser-Grenzfliche aufgebaut,
um Oberflichenmuster mit Nanoporen zu erhalten.?® Dop-
pelemulsionen  (Abbildung 11) mit Wasser-Ol-Wasser-
Schichtung ergeben Polymerschalen, wenn die Ol-Zwischen-
schicht polymerisiert wird, was beispielsweise auf Zugabe
eines Initiators oder Vernetzers zur inneren Phase hin®” oder
durch UV-Bestrahlung der mittleren Phase geschehen
kann.?®! Zusitzlich kann die Dicke der Schale iiber die
Flussgeschwindigkeiten von Innen- oder Zwischenphase
eingestellt werden, und die Kerne lassen sich beziiglich der
Schale unsymmetrisch platzieren, indem man die Viskositét
der Schalenphase variiert.”?®! Zur Herstellung von Nanopar-
tikel-Kolloidosomen wurde die Olphase verdampft.?'”! Uber
monodisperse Partikel mit einstellbarer Form hinaus lassen
sich in laminaren Flissen auch Partikel erzeugen, die aus
Bereichen mit unterschiedlichen Polymeren bestehen. Dazu
werden zwei oder drei nichtmischbare Monomerfliisse ver-
eint, und die anschliefende Polymerisation der Tropfchen
durch UV-Bestrahlung ergibt Partikel mit zwei oder mehr
Phasen.”"! Ist nur eine von zwei Phasen polymerisierbar, so
entstehen Partikel mit konvex-konkaver Struktur.?'>?"%! Die
induzierte Phasentrennung von Polymeren in Tropfchen fiihrt

zu zweiphasigen Partikeln mit vielfaltigen inneren Struktu-
ren. [192:214]
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9.2. Gelbildung in Trépfchen

In einer bahnbrechenden Studie zur Erzeugung von
Gelen in Tropfchen polymerisierten Weitz und Mitarbeiter
Acrylamid mit einer Reihe von Comonomeren und Vernet-
zern in einer Doppelemulsion mithilfe von Redoxinitiatoren
in der inneren Phase.™ In Tropfchen herstellbare, monodi-
sperse Gelpartikel sind interessant fiir Zellkultur-Anwen-
dungen und fiir Suspensionen konservierter DNA aus Kolo-
nien, die in Kiigelchen geziichtet wurden (,,suspension
arrays“).”"”! Diese Experimente wurden zwar nicht direkt in
Tropfchen ausgefiihrt, sie illustrieren aber das Potenzial
dieser Technik. Ahnlich wie andere Polymerpartikel sind
auch monodisperse Mikrogelpartikel aus biologischen oder
biovertriglichen Polymeren®'®?® durch chemische Gelbil-
dung zuginglich.?!?2

Mit temperaturabhingigen Komponenten wie Agarose
konnen Hydrogelpartikel durch einfache Temperaturdnde-
rung erhalten werden.! Einige Berichte beschrieben die
Bildung von Alginat-Partikeln®! in Gegenwart vernetzender
Dikationen. Die unkontrollierte Gelbildung ldsst sich ver-
meiden, indem man parallele, laminar flieBende Natriumal-
ginat- und CaCl,-Losungen vor der Tropfchenbildung durch
einen Wasserfluss voneinander getrennt hilt; nach dem Mi-
schen im Inneren der Tropfchen tritt die Gelbildung sehr
schnell ein.®! Alternativ lassen sich Gelpartikel auch durch
Mischen der beiden Fliisse kurz vor der Tropfchenbildung
erhalten.”™ Die Gelbildung durch Verschmelzen von Tropf-
chen hat den Vorteil, dass keine Gelbildung auflerhalb der
Tropfchen auftreten kann, was ein Verstopfen der Kanile
vermeidet.??!

Ein drittes Verfahren zur kontrollierten Alginat-Gelbil-
dung besteht im Eintragen von Calciumionen iiber die Ol-
phase, oder darin, unlosliches CaCO; oder BaCO, zu-
sammen mit Alginat in Tropfchen einzuschlieBen. Durch
Eindiffundieren von Essigsiure aus der Olphase in die
emulgierten Tropfchen werden die Kationen dann aus den
Carbonaten freigesetzt.”??l Alginat-Geltropfchen eignen
sich beispielsweise zum Einkapseln von Zellen.”>?*l Shen
und Mitarbeiter erzeugten vor kurzem andere Hydrogelpar-
tikel, wobei sie die Selbstorganisation von Hydrogelbildnern
in Wassertropfchen beim langsamen Abkiihlen im Fluss von
70°C am Ort der Tropfchenbildung auf unter 64°C nutz-
ten.??”)

Mikrofluidikverfahren wurden auch angewendet, um die
mechanischen Eigenschaften von Gelen zu erforschen.!
Sowohl gereifte als auch im Bildungsprozess begriffene
Fibrin-Netzwerke, die in Tropfchen nach der thrombinkata-
lysierten Spaltung von Fibrinogen entstanden, wurden beim
Durchtritt durch enge Kanéle als Folge von Fliissen im
Tropfcheninneren verformt (Abbildung 11). Die Deformati-
onsgeschwindigkeit ldsst sich leicht steuern, und der Young-
Modul der Netzwerke konnte auf 50-900 Pa geschétzt
werden. Mikrotropfchen sind somit nicht nur ideal, um Rea-
gentien in kleinen Volumina zu manipulieren, sondern sie
bieten auch Moglichkeiten fiir die Synthese und Charakteri-
sierung neuer weicher Materialien.
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10. Zusammenfassung und Ausblick

Rund 50 Jahre nach Lederbergs Experimenten in polydi-
spersen Tropfchen auf Glas-Objekttragern steht mit Mikro-
tropfchen in Mikrofluidiksystemen heute ein leistungsféhiges
Hilfsmittel fiir komplizierte chemische und biologische Ex-
perimente zur Verfiigung. Dieser Fortschritt beruht auf der
Entwicklung einfacher Module zur Manipulation von Tropf-
chen wihrend der vergangenen zehn Jahre. Monodisperse
Tropfchen lassen sich nun mit Frequenzen von 10 kHz und
mehr erzeugen und auf einem Chip durch Operationen wie
Heizen, Kiihlen, Verschmelzen, Mischen, Lagern und Sor-
tieren so manipulieren, dass Experimente in Volumenphasen
weitgehend nachgestellt werden konnen. Das nahtlose Zu-
sammenfiigen unterschiedlicher Module zu Systemen und die
Entwicklung von Tensiden, die auch unter schwierigen Be-
dingungen intakte Tropfchen liefern, konnen schon bald
weitere Verbesserungen bringen, ebenso wie die Kopplung
von Mikrotropfchensystemen mit einer groBeren Auswahl an
analytischen Verfahren. Hier ist besonders die NMR-Spek-
troskopie hervorzuheben, die bislang noch nicht zur Cha-
rakterisierung des Tropfcheninhalts herangezogen wurde.

Die technischen Fortschritte der vergangenen zehn Jahre
haben es ermoglicht, Experimente zu entwerfen, in denen die
Starken von Mikrotropfchen zum Tragen kommen. Die
Kompartimentierung ist ein leistungsfiahiges Konzept zur
Isolierung und Untersuchung einzelner Zellen und ihrer
Umgebung. Monodisperse Tropfchen, die kleine Mengen
nicht verunreinigten zelluliren Materials einschlief3en,
konnen in ausreichender Zahl gebildet und effizient analy-
siert und manipuliert werden. Mit hochempfindlichen — und
idealerweise markierungsfreien — Nachweismethoden ge-
koppelte Systeme bieten sich fiir Genomik-, Proteomik- und
Metabolomik-Studien an einzelnen Zellen an.

In Tropfchen lassen sich aber auch chemische Reaktionen
untersuchen, die in einer abgeschlossenen Umgebung, an
Grenzflachen oder iiber diese hinweg oder in hoch konzen-
trierten Losungen ablaufen. Die Tropfchen bilden dabei ein
Modellsystem mit einigen der wichtigsten Merkmalen der che-
mischen Umgebung in lebenden Zellen. Neue Erkenntnisse
iiber den Einfluss von Einschluss, Beengung und Grenzfldchen
auf enzymatische Reaktionen werden nicht nur unser Ver-
stéandnis von biologischen Systemen vertiefen, sondern auch die
Entwicklung neuer chemischer Reaktionen vorantreiben.

Wir bedanken uns bei unseren Mitarbeitern fiir ihren Beitrag
zu unserer Forschung auf diesem Gebiet und Luis M. Fidalgo
fiir das Bild im Inhaltsverzeichnis. Unsere Arbeiten wurden
durch die Europdische Union (EC Framework 6 Research
Project MiFem) und das RCUK Basic Technology Programme
unterstiitzt.
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