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1. Einleitung

Aktuelle Fortschritte auf den Gebieten der Mikrotech-
nologie, der Mikrofluidik und der Soft-Lithographie ermçg-
lichen eine immer engere Verkn�pfung dieser Technologien
mit der Biologie und mit den Biowissenschaften im Allge-
meinen. Diese Technologien, die urspr�nglich von Mikro-
technologen und Chemikern entwickelt wurden, werden nun
von Biochemikern und Biologen zum lokalen Applizieren
von Proteinen, zur Assay-Miniaturisierung, Diagnostik und
fortgeschrittenen Aufreinigung und Separation verwendet.[1]

Der n�chste wichtige Schritt ist eine verbesserte Vereinbar-
keit der Mikrofluidik mit biologischen Systemen, die emp-
findlich gegen�ber der Umgebung sind (beispielsweise fragile
Proteine auf Oberfl�chen und lebende Zellen). Außerdem
sollte sie mit der Verwendung von Objektr�gern und Petri-
schalen kompatibel sein. Da lebende Materie Oberfl�chen
„mag“, werden immer h�ufiger f�r biologische Anwendungen
funktionalisierte Substrate verwendet, die auch im Handel
erh�ltlich sind. Die Mikrofluidik sollte f�hig sein, mit solchen
Substraten im „offenen Raum“ zu arbeiten und damit die
Untersuchung biologischer Proben zu ermçglichen. Zu
diesem Zweck muss die Mikrofluidik eine ihrer grçßten Be-
schr�nkungen beseitigen: die W�nde.

F�r viele Anwendungen m�ssen chemische und bioche-
mische Reaktionen auf biologischen Oberfl�chen im Mikro-
und Nanometermaßstab gesteuert werden. So wird in der
biomedizinischen Forschung die Wechselwirkung mit adh�-
renten Zellen angestrebt, um Zellarchitekturen aufzubauen,
die Mikroumgebung von Stammzellen f�r die regenerative
Medizin zu modulieren, f�r die Untersuchung von Vorg�ngen
in der Zell- und Entwicklungsbiologie Gradienten von Leit-
molek�len zu erzeugen und f�r das Wirkstoff-Screening und
toxikologische Untersuchungen Chemikalien in verschie-
densten Konzentrationen zu dispensieren.[2–5] Die Volumen
und L�ngenmaßst�be in der Mikrofluidik sind allgemein mit
jenen in den Biowissenschaften vereinbar, aber auch die in-

h�renten Komponenten dieser Technologie m�ssen biokom-
patibel sein.

Es besteht immer grçßerer Bedarf an der Entwicklung
derartiger Technologien,[6] die in Biolaboratorien ebenso
universell werden kçnnten wie Mikroskope und Mikropi-
petten. Neben der genauen Beschreibung des Bedarfs an
einer Technologie und der Spezifikation davon, wie sie von
der biologischen/klinischen Forschung vorangetrieben wird,
sind gr�ndliche Betrachtungen der physikalischen und che-
mischen Mechanismen erforderlich, die der Mikrofluidik zu-
grundeliegen. So beruhen weithin verwendete Assays, wie
z. B. DNA/Protein-Mikroassays und Immunoassays, auf
Analyt-Rezeptor-Wechselwirkungen, und erst das genaue
Verst�ndnis dieser Wechselwirkungen ermçglicht die weitere
Optimierung der Assays. F�r die erfolgreiche Umsetzung von
Werkzeugen zur Lokalisierung chemischer Funktionen oder
Reaktionen an biologischen Oberfl�chen ist zuerst ein tief-
gehendes Verst�ndnis des Wechselspiels zwischen Diffusion,
Konvektion und Reaktion erforderlich,[7] und auch, wie sich
ein System auf der Grundlage der Fl�sse, �quilibrierungs-
zeiten und Grundmengen der beteiligten chemischen Spezies
verhalten wird.[8]

1.1. Thematischer Rahmen des Aufsatzes

In diesem Kurzaufsatz untersuchen wir zun�chst die Mo-
tivation, lokalisierte Prozesse an biologischen Grenzfl�chen
durchzuf�hren, und die Bedingungen f�r die Lokalisierungs-
verfahren. Anschließend geben wir ein Bild der aktuellen
Umsetzungen der Mikrofluidik f�r die Handhabung biologi-

Lokale Wechselwirkungen zwischen (Bio)chemikalien und biologi-
schen Grenz-/Oberfl�chen spielen eine wichtige Rolle in Gebieten wie
der Oberfl�chenfunktionalisierung bis hin zur Zelltoxikologie. Diese
Wechselwirkungen kçnnen mithilfe von Mikrofluidsystemen unter-
sucht werden, die im „offenen Raum“ arbeiten, d. h. ohne die ge-
wçhnlich in der Mikrofluidik verwendeten geschlossenen Kan�le und
Kammern. Diese aktuell entstehende Klasse von Verfahren lokalisiert
chemische Reaktionen an Oberfl�chen biologischer Proben, ohne den
Proben signifikante „Einschr�nkungen“ wie Einbettung, Vorverar-
beitungsschritte oder die Notwendigkeit von stabilisierenden Ger�sten
aufzuerlegen. Sie çffnen damit neue Mçglichkeiten f�r die Handha-
bung und Analyse von Wechselwirkungen mit biologischen Proben.
Es werden drei Klassen von Mikrofluidsystemen vorgestellt, die im
offenen Raum arbeiten, n�mlich solche auf mikroelektrochemischer
Basis, auf der Basis von Multiphasentransport und auf der Basis von
hydrodynamischer Fokussierung von Fl�ssigkeiten.
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scher Proben in geschlossenen Systemen. Als �bergang von
geschlossenen zu offenen Mikrofluidsystemen wird das Ver-
zichten auf eine der W�nde (den Deckel) beschrieben, womit
das System teilweise offen wird. Schließlich beschreiben wir
drei Klassen von Mikrofluidsystemen, die im offenen Raum
arbeiten, n�mlich solche auf mikroelektrochemischer Basis,
auf der Basis von Multiphasentransport und auf der Basis der
hydrodynamischen Fokussierung von Fl�ssigkeiten.

Wir richten diesen Kurzaufsatz auf biologische Systeme
und ihre Oberfl�chen aus, da wir glauben, dass gerade auf
diesem Gebiet, welches f�r die Biowissenschaften bis hin zur
Gesundheitsversorgung so wichtig ist, großer Bedarf an der
Mikrofluidtechnologie besteht.

1.2. Wozu Wechselwirkungen mit biologischen Oberfl�chen im
„offenen Raum“ lokalisieren?

Ein grundlegendes Merkmal der Biologie ist die Bildung
von Kompartimenten. Biochemisch gesprochen sollten Re-
aktionen am richtigen Ort und zur richtigen Zeit in Zellen
und Geweben stattfinden. Aus diesem Grund beruhen die
meisten Ans�tze zur Untersuchung und Transformation von
Zellen entweder auf dem Verkapseln von Fl�ssigkeiten
(beispielsweise Nanotrçpfchen, Vesikel) oder auf der Kon-
struktion physikalischer Kompartimente f�r Zellen (bei-
spielsweise Tr�gerstrukturen, mikrotechnologisch hergestell-
te Kammern). Beide Ans�tze sind aber restriktiv. Healy[9]

beschreibt ein ausgezeichnetes Beispiel zur Veranschauli-
chung der r�umlichen und zeitlichen Abfolge biologischer
Vorg�nge. W�hrend der Embryonalentwicklung tragen ver-
schiedene Zellpopulationen zur Gesamtorganisation des
Gewebes bei, wobei das Schicksal der Zellen von chemischen
Signalen innerhalb der sich entwickelnden Gewebe und
Organe bestimmt wird. Biologen versuchen seit langem, diese
Vorg�nge außerhalb des Kçrpers zu detektieren. Ex-vivo-
Methoden der Zellbiologie haben wesentlich zu unserem
Wissen �ber die Funktion von S�ugerzellen beigetragen, die
r�umliche und zeitliche Darstellung von chemischen und
physikalischen Signalen an Zellen bleibt aber weiterhin
schwierig.[9]

Technologien, die die Untersuchung und Handhabung
von adh�renten Zellen und Geweben in einem „offenen
Raum“ ermçglichen, kçnnten zu einem vertieften Verst�nd-
nis der Biologie und Physik an biologischen Oberfl�chen
f�hren, �hnlich wie dies mit anderen Technologien gelungen

ist. Ein Beispiel f�r eine gut eingef�hrte Methode ist Patch-
Clamp,[10] das auf dem Kontaktieren von Zellen mit einer
Mikropipette von 1–2 mm Durchmesser beruht. Patch-Clamp
wird weithin f�r Messungen des Membranpotentials ver-
wendet und hat wesentliche Einblicke in die Zellfunktionen
geliefert. Oberfl�chenbasierte Assays werden in „offenen“
Systemen durchgef�hrt (beispielsweise mit Mikrotiterplatten
und Glaspl�ttchen), und es gibt einen Trend zur Verwendung
der Mikrofluidik, um die Leistungsf�higkeit solcher Assays zu
verbessern. Wir nehmen daher an, dass die Mikrofluidik noch
anwendungstauglicher wird, wenn sie im „offenen Raum“,
d.h. ohne physikalischen Kontakt oder Eingrenzung ange-
wendet werden kann. Abbildung 1 fasst das Spektrum an
aufkommenden Technologien zusammen, die f�r das lokale
Prozessieren biologischer Oberfl�chen angewendet werden
kçnnen. Einige dieser Techniken sind f�r die Zellbiologie und
die Gewebeforschung relevant.

1.3. Mikrofluidik zur Durchf�hrung lokalisierter Prozesse

Die ersten Mikrofluidsysteme wiesen geschlossene Mi-
krofluidkan�le und -kammern auf. Solche Apparaturen
werden weithin f�r spezialisierte Anwendungen verwendet,
beispielsweise in der Immundiagnostik.[11] Allerdings wird die
praktische Verwendung geschlossener Mikrofluidsysteme
durch den hohen hydraulischen Widerstand, das schwierige
Einf�hren von Proben wie Gewebe, Zellen und mesoskopi-
sche Objekte in die Mikrostrukturen und das Verstopfen
durch Partikel und Luftbl�schen behindert. Ferner sind bio-
logische Proben empfindlich gegen�ber ihrer Umgebung und
neigen zu Artefakten durch Austrocknen und Denaturierung.
Trotz erheblicher Fortschritte in der Mikrofluidik gibt es eine
starke Motivation zur Entwicklung neuer und verbesserter
Ans�tze zur Steuerung der chemischen und physikalischen
Umgebung intakter Zellen in Geweben oder Zellkulturen.
Traditionell werden Mikropipetten aus Glas verwendet, um
die Zellumgebung zu ver�ndern und aktive Chemikalien an
biologische Oberfl�chen zu bringen, einzelne Zellen mit
eingeschlossen. Dieses Verfahren ist aber nicht geeignet, um
eine lokalisierte chemische Umgebung aufrechtzuerhalten,
da die aktive Substanz aus dem Analysefeld hinausdiffun-
dieren kann. Sims und Allriton[12] verçffentlichten eine um-
fassende �bersicht �ber die Anwendung von Mikrofluidik-
Technologien zur Analyse einzelner Zellen.
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Es ist wichtig, �ber Technologien zu verf�gen, die Fl�s-
sigkeiten auf L�ngenskalen, die der Biologie entsprechen,
lokalisieren kçnnen. Der Ursprung der Lokalisierung von
Fl�ssigkeiten ist die Inkjet-Technologie, deren Anwen-
dungsspektrum vom Tintenstrahldrucken bis hin zum Appli-
zieren biologischer Molek�le reicht. Parallel dazu ermçgli-
chen Fortschritte der Mikrotechnologie die Herstellung von
Vorrichtungen zum Messen komplexer biophysikalischer und
biochemischer Charakteristika von Zellen und subzellul�ren
Komponenten.[13,14] Eine „Mikrokontaktdrucken“ (micro-
contact printing, mCP)[15,16] genannte Technologie ist einfach
genug f�r die Verwendung durch den Nichtspezialisten und
wird weithin eingesetzt, um Chemikalien auf Oberfl�chen in
verschiedensten L�ngenskalen zu applizieren.[17] Mikrokon-
taktdrucken wird auf verschiedenen Gebieten eingesetzt,
beispielsweise bei der Herstellung von Protein-Biochips[18]

und der Vorbereitung von Oberfl�chen f�r die Untersuchung
von Zell-Oberfl�che-Wechselwirkungen.[19] Beim Mikrokon-
taktdrucken werden Molek�le von einem Stempel auf eine
Oberfl�che �bertragen. Zum Modifizieren des Druckbildes

muss der Stempel neu gestaltet
werden, ein umst�ndlicher und
zeitaufw�ndiger Vorgang.

Die allgemeinen Ans�tze
der Mikrofluidik im Zusam-
menhang mit Lokalisierungs-
vorg�ngen sind folgende:

Mikrofluidik zur Handha-
bung von Zellen : Eine Viel-
zahl von Technologien wie die
Elektrophorese, Dielektro-
phorese, Elektroporation,
Oberfl�chenakustik und
Raman-Spektroskopie sind
miniaturisiert und in Mikro-
fluidik-Vorrichtungen inte-
griert worden, von denen
einige f�r die Zellanalyse und
Zell-Interaktionen erfolgver-
sprechend sind. Die Verwen-
dung dieser geschlossenen
Mikrofluidiksysteme ist aber
mit vielen Problemen verbun-
den. Untersuchungen von ad-
h�renten Zellen und Geweben
in einer geschlossenen Vor-

richtung spiegeln nicht unbedingt die wahre Biologie der
Zellen wider.

Mikrofluidik f�r die Kompartimentalisierung: Trçpfchen,
die eine w�ssrige Phase verkapseln, bieten eine noch kleinere
und wirkungsvollere Form der Kompartimentalisierung als
Mikrotiterplatten und Mikroarrays. Die Fl�ssigkeitsvolumen,
die in den Trçpfchen verkapselt sind, sind so klein, dass sie in
der Lage sind, nur eine oder einige wenige Zellen aufzuneh-
men. Es gibt vielf�ltige Anwendungen f�r diese Technik, von
der DNA-Sequenzierung, der Biochemie und dem Wirkstoff-
Screening bis hin zur gerichteten Evolution.[20] Eines der
Verfahren auf der Grundlage von Trçpfchen ist die Elektro-
benetzung auf Dielektrika,[21] die auch digitale Mikrofluidik
genannt wird.[22, 23] Dabei werden Trçpfchen mithilfe eines
Felds von Elektroden, die die Benetzungseigenschaften der
Oberfl�che modifizieren, auf einer Oberfl�che bewegt. Diese
Technologie ist erfolgversprechend f�r eine Mikrofluidik im
offenen Raum, bençtigt aber k�nstliche Oberfl�chen.

Diese Methoden der Mikrofluidik beruhen alle haupt-
s�chlich auf direktem Kontakt mit einer festen Grenzfl�che,
und sind ungeeignet um die empfindlichen Oberfl�chen le-
bender Zellen zu bearbeiten, die durch den physikalischen
Kontakt besch�digt werden kçnnen. Bei der Implementie-
rung von Assays in Mikrofluidsysteme wurden zwar signifi-
kante Fortschritte erzielt, allerdings blieb man bisher auf
oberfl�chenbasierte Assays beschr�nkt. Nachstehend werden
einige Implementierungen biologischer Assays in Mikro-
fluidsysteme beschrieben (Abbildung 2).

Park et al.[24] entwickelten ein Mikrofluidsystem f�r die
parallele Immunhistochemie (MMIHC) auf Gewebeschnit-
ten. Sie verwendeten Mikrokan�le in Polydimethylsiloxan
(PDMS), um verschiedene Bereiche von Gewebeschnitten
mit Antikçrper zum Nachweis von Krankheitsmarkern zu
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Abbildung 1. Neue Verfahren zur lokalen Durchf�hrung (bio)chemischer Verfahren an biologischen Oberfl�-
chen in fl�ssiger Umgebung. Angabe der Bildquellen in den nachfolgenden Abbildungen.
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inkubieren (Abbildung 2a). Mit diesem System konnten die
vier Biomarker Estrogen, humaner epidermaler Wachstums-
faktor-Rezeptor 2, Progesteronrezeptor und Ki-67 gleichzei-

tig auf Brustkrebszellen und menschlichen Brustkrebsgewe-
ben nachgewiesen werden. Zwar ermçglicht dieser Ansatz
Parallalanalysen mittels IHC, er ist aber insofern restriktiv, als
der Bereich der Mikrofluidkan�le auf dem Gewebeschnitt
willk�rlich durch den Aufbau und die Herstellungsweise der
Mikrofluidik-Vorrichtung bestimmt wird. Bei kleinen, be-

sch�digten oder heterogenen Gewebeschnitten kann dies
problematisch werden.

Im Zusammenhang der lokalen IHC besteht Bedarf an
der Entwicklung von Verfahren f�r In-situ-Hybridisierung-
sassays an Gewebeschnitten. Dufva et al.[25] entwickelten ein
System zur Online-�berwachung der Hybridisierung mit
Fluorescein-markierten Sonden f�r 18S-ribosomale RNA in
M�usehirn-Gewebeschnitten. Diese als „HistoFlex“ be-
zeichnete Vorrichtung stellt gleichm�ßige Hybridisierungs-
bedingungen �ber die Reaktionskammer bereit und erzielt
eine hçhere Empfindlichkeit als herkçmmliche Verfahren
zum miRNA-Nachweis, bençtigt aber erhebliche Voropti-
mierungen zur Ber�cksichtigung der variablen Gewebehi-
stologie.

Whitesides und Mitarbeiter[26] entwickelten eine Mikro-
fluidtechnik zur Visualisierung, Sondierung und Manipulati-
on der metabolischen und strukturellen Maschinerie von
S�ugerzellen, bezeichnet als PARTCELL („partielle Be-
handlung von Zellen auf der Basis von laminarer Strçmung“).
Die Technik wurde zur Untersuchung der subzellul�ren
Vorg�nge der Mitochondrienbewegung und von Ver�nde-
rungen der Zytoskelettstruktur lebender Zellen verwendet.
Die Mikrofluidiksysteme wurden durch Platzieren von in
PDMS geformten Kan�len auf einer lebenden Zelle realisiert.
In einem Mikrokanal wurde eine Strçmung parallel fließen-
der Fl�ssigkeiten erzeugt (Abbildung 2b). Die Breite, welche
jede Fl�ssigkeit im Strom einnahm, und die Position der
Grenzfl�che zwischen den Fl�ssigkeiten wurde �ber die
Flussmenge der einzelnen Fl�ssigkeit gesteuert. Die Zellen
wurden zwischen zwei benachbarten Fl�ssigkeiten angeord-
net, von denen die eine das interessierende Molek�l enthielt,
die andere nicht. Abbildung 2b zeigt das Zerreißen von
Aktinfilamenten in ausgew�hlten Zellbereichen nach der
Behandlung mit Latrunculin A, einem membrang�ngigen
Molek�l, das an Aktinmonomere bindet.

Die Manipulation mit Mikropipetten bietet eine Mçg-
lichkeit, die Funktionalit�t von Mikrofluidik-Vorrichtungen
mit „geschlossenem“ Kanal zu erweitern. Zu diesem Zweck
entwickelten Folch et al.[27] eine „offene“ Mikrofluidik-Vor-
richtung ohne Deckel (bezeichnet als „Microcanals“), die
eine f�r Mikropipetten zug�ngliche Zellkulturumgebung
bietet (Abbildung 2c). Die Mikrokan�le wurden in PDMS
gefertigt, als Tr�ger wurde Glas verwendet. Die Fl�ssigkeit
befand sich in offenen Kan�len, blieb aber aufgrund der Be-
netzung der unteren R�nder und der Hydrophobie der
oberen Mikrokanalw�nde in den Mikrokan�len fokussiert.
Zellen wurden auf die Bçden der Mikrokan�le ges�t, indem
eine Zellsuspension durch den entsprechenden Einlass zu-
gegeben und der Fluss w�hrend der Zellanhaftung/Verteilung
gestoppt wurde. Es wurden elektrophysiologische Patch-
Clamp-Aufzeichnungen an menschlichen Nierenzellen
durchgef�hrt.

Die oben beschriebenen Verfahren sind gute Beispiele f�r
die Untersuchung von Zellen und Geweben unter Verwen-
dung von Mikrofluidtechniken. Das Verfahren auf der
Grundlage von Mikrokan�len stellt einen �bergang von der
geschlossenen zur offenen Mikrofluidik dar. Durch Entfernen
einer Wand entsteht ein offener Raum �ber der biologischen
Probe, sodass die Probe mithilfe der Patch-Clamp-Technik

Abbildung 2. „Geschlossene“ Mikrofluidvorrichtungen. a) PDMS-Ele-
ment mit Kan�len zur Abgabe von Antikçrpern f�r die lokale Immun-
histochemie auf Gewebeschnitten. b) Partielle Manipulation von Zellen
mithilfe eine Mikrofluidvorrichtung. c) „Mikrokan�le“ in Glas und
PDMS mit Lçchern zum Pipettieren von N�hrstoffen/Farbstoffen zu
ausgew�hlten Zellen. Abdruck aus: (a) Lit. [24]; (b) Lit. [26], Copyright
2001 Macmillan Publishers; (c) Lit. [27], Copyright 2004 Royal Society
of Chemistry.
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direkt sondiert werden kann und Flexibilit�t und Wechsel-
wirkungsmçglichkeiten verbessert werden.

2. Bedingungen, um lokalisierte Prozesse an biologi-
schen Oberfl�chen im „offenen Raum“ durchzu-
f�hren

Im vorigen Abschnitt wurde die Entwicklung der Mikro-
fluidik mit geschlossenem Kanal zur Aufnahme von Geweben
und adh�renten Zellen f�r biologische Untersuchungen dar-
gelegt. Es werden aber flexiblere und interaktive Werkzeuge
bençtigt, um der biologischen Proben inh�renten Heteroge-
nit�t zu gen�gen. Es gibt nur eine beschr�nkte Zahl von
Verfahren, die mit biologischen Oberfl�chen vereinbar sind,
insbesondere f�r die Bearbeitung im „offenen Raum“. Ver-
fahren zur Lokalisierung chemischer Reaktionen an biologi-
schen Grenzfl�chen sollten folgende Merkmale aufweisen:
& nichtinvasiv: Arbeiten im „kontaktfreien“ Modus, um die

Oberfl�che der Probe nicht zu stçren.
& immersiert: Eine Puffer-/Fl�ssigkeitsumgebung verhindert

Artefakte durch Austrocknen, wie z. B. Denaturierung.
& biokompatibel: Keine toxischen Materialien oder Chemi-

kalien sollten eingesetzt werden, und die Verfahren sollten
mit den typischen Bereichen von pH-Wert, Temperatur,
Ionenst�rke, Scherkr�ften und Druck vereinbar sein.

& flexibel: G�nstig sind Vereinbarkeit mit verschiedenen
Materialien, Topographien, L�ngenskalen (mm bis cm) und
Volumen, die biologischen Systemen inh�rent sind.

& interaktiv: Das Verfahren sollte w�hrend der Interaktion
mit der biologischen Oberfl�che eine R�ckantwort geben
kçnnen (Strom, Spannung, Kraft, optisches Signal).

Bei der Verwendung eines teilweise oder vollst�ndig of-
fenen Aufbaus ist die Verdunstung nicht zwingend ein Pro-
blem, da die Probe einfach in grçßeren Volumen (mL-Be-
reich) von Fl�ssigkeiten eingetaucht oder eine Umgebung mit
hoher relativer Feuchtigkeit bereitgestellt werden kann. Der
entscheidende Vorteil eines offenen Aufbaus ist, dass Zellen
und Gewebe zur Bearbeitung nicht durch einen geschlosse-
nen Mikrokanal geleitet werden m�ssen, sondern dass statt-
dessen die (Bio)chemikalien zur biologischen Oberfl�che hin
gebracht werden.

3. Strategien zur Untersuchung lokalisierter Prozes-
se an biologischen Oberfl�chen

Die Rastersondenmikroskopie (SPM) wurde bereits kurz
nach ihrer Erfindung zum Sondieren von (Bio)molek�len auf
Oberfl�chen eingesetzt. Mit zus�tzlichen Mikrofluidik-
Funktionalit�ten haben sich verschiedene Verfahren auf
SPM-Basis f�r die Lokalisierung (bio)chemischer Verfahren
auf biologischen Oberfl�chen herausgebildet. Diese Verfah-
ren gen�gen mehreren der in Abschnitt 2 aufgef�hrten Be-
dingungen zum Lokalisieren chemischer Reaktionen auf
biologischen Oberfl�chen. Daher beschreiben wir zun�chst
diese Verfahren, bevor wir Anwendungen der Mikrofluidik
auf der Basis von Mikroelektrochemie, Multiphasentransport

und hydrodynamischer Fokussierung diskutieren, die noch
mehr den genannten Bedingungen entsprechen.

3.1. Von der Rastersondenmikroskopie zu Rasterverfahren mit
Mikrofluidik-Elementen

Die Rastersondenmikroskopie[28] umfasst ein Spektrum
von Verfahren mit hoher Positionierungsgenauigkeit, die in
den Materialwissenschaften, der Lithographie, Metrologie
und der Sondierung von Biomolek�len auf Oberfl�chen ver-
wendet werden. Bei diesen Verfahren wird eine Sonde lini-
enweise bewegt, um Sonde-Oberfl�che-Wechselwirkungen
als Funktion der Position aufzuzeichnen. Von diesen Ver-
fahren ist die Rasterkraftmikroskopie (AFM) am besten be-
kannt und wird am h�ufigsten angewendet. Sie verwendet
einen Ausleger mit einer feinen Spitze am Ende, um Ober-
fl�cheneigenschaften abzutasten, wie z. B. Topographie,
Elastizit�t, elektrisches Potential, Magnetismus und mecha-
nischen Widerstand. Die AFM wurde urspr�nglich f�r die
physikalische Untersuchung von Materialien entwickelt,
wurde aber schon bald f�r wichtige Fragen der Biowissen-
schaften eingesetzt, beispielsweise f�r die exakte Manipula-
tion von biologischen Proben. Eine wichtige Erweiterung der
AFM und verwandter Verfahren war die k�rzlich entwickelte
F�higkeit zur Handhabung von Fluiden, die eine Br�cke
zwischen SPM-Techniken und den Biowissenschaften schl�gt.

Die Arbeitsgruppe von Mirkin setzte AFM zur Anord-
nung von Biomolek�len auf Oberfl�chen ein, bezeichnet als
„Dip-Pen-Nanolithographie“ (DPN).[29, 30] Urspr�nglich
wurde die DPN verwendet, um Alkanthiolate von der AFM-
Spitze auf eine Goldoberfl�che zu �berf�hren, wodurch
selbstorganisierte Monoschichten (SAMs) auf Gold mit einer
Auflçsung von unter 100 nm strukturiert werden konnten.
Die DPN-Spitze ist mit einer Chemikalie („Tinte“) �berzo-
gen und f�hrt sie durch Kontakt und Diffusion lokal an die
Oberfl�che (Abbildung 3a). Die aus Siliciumnitrid herge-
stellten Ausleger sind funktionalisiert, um die Hydrophobie
der Spitze zu erhçhen. Die Fl�ssigkeits�bertragung wird
durch die Wechselwirkungen zwischen Tinte und Spitze, Tinte
und Oberfl�che und die Eigenschaften der Tinte selbst, wie
z. B. Oberfl�chenspannung, Viskosit�t und Dampfdruck, be-
stimmt. Ans�tze auf AFM-Basis arbeiten in einem kontakt-
freien Modus, wobei die genaue Steuerung des Abstands
zwischen Ausleger und Oberfl�che entscheidend ist. Dies
f�hrt zu Beschr�nkungen hinsichtlich der Rauheit und Elas-
tizit�t der Oberfl�chen, die abgetastet werden kçnnen, und
der lateralen Bewegungsgeschwindigkeit des Auslegers.

Eine interessante Erweiterung der DPN ist die Verwen-
dung von Mikrofluidik-Elementen, um die Fl�ssigkeit zur
Sonde zu f�hren. Die Arbeitsgruppe von Espinosa[31, 33] ent-
wickelte einen Ansatz zur kontinuierlichen Zufuhr von Tinte
zur Spitze der Sonde. Sie entwickelten eine AFM-Sonde mit
einer �ffnung an der Spitze eines hohlen, pyramidenfçrmi-
gen Reservoirs (Abbildung 3b)[31] und nannten diese Vor-
richtung „Nano-F�llfeder“, die eine „Vulkanspitze“, Mikro-
kan�le und das auf dem Chip angeordnete Reservoir umfasst.
Bei diesem Aufbau wird die Tinte im Reservoir durch Ka-
pillarkr�fte durch die Kan�le transportiert, um eine fl�ssige
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Schicht um die Spitze zu bilden. Es wurden Strukturen mit
40 nm schmalen Linien geschrieben.

�hnlich wie bei der Einf�hrung eines Reservoirs f�r
Fl�ssigkeiten in der N�he des Auslegers integrierten Zambelli
und Mitarbeiter[32] Mikrofluidik-Elemente in einen AFM-
Aufbau und bezeichneten ihre Technik „FluidFM“ (Abbil-
dung 3c). Die Vorrichtung umfasst einen hohlen Ausleger mit
Mikrofluidik-Elementen f�r die Verwendung an Luft und in
Fl�ssigkeit. Eine Reihe von Auslegern ist durch einen modi-
fizierten AFM-Halter mit einem Zufuhrsystem verbunden,
wodurch die Abgabe einer Lçsung mit ausgew�hlten Mole-
k�len an einzelne Zellen in einer physiologischen Umgebung
mçglich ist. Die Auslegergeometrie und die AFM-Kraft-
r�ckmeldung ermçglichen die lokale Abgabe von Molek�len
an Zellen, entweder durch leichten Kontakt mit der Membran
oder durch Perforation der Membran. Mit der FluidFM-

Technologie kçnnen auch einzelne
mikroskopische Objekte, beispiels-
weise lebenden S�ugerzellen,
Hefen oder Bakterien, aufgehoben
werden.

3.2. Mikroelektrochemie mit
(Bio)chemikalien

Nadelartige Elektroden mit
pr�ziser Positionierung bieten neu-
artige Ans�tze f�r die Visualisie-
rung und Steuerung chemischer
und biochemischer Reaktionen auf
Oberfl�chen. Es gibt bereits meh-
rere ausgezeichnete �bersichten zu
diesem Thema, beispielsweise von
Schulte und Schuhmann[34] im Zu-
sammenhang der Einzelzellanalyse.
Die Kombination der Mikrofluidik
mit Mikroelektroden, die im elek-
trochemischen Rastermikroskop-
Modus betrieben werden, oder mit
Nanopipetten f�r die Ionenleitf�-
higkeitsmikroskopie ermçglichen
neue Anwendungen, welche fol-
gend aufgef�hrt sind.

3.2.1. Elektrochemische Rastermikro-
skopie (SECM)

Die von Momotenko et al. ent-
wickelte Push-Pull-Sonde[35] kar-
tiert (elektro)chemische Informa-
tionen auf Oberfl�chen mit hoher
r�umlicher Auflçsung. Die Vor-
richtung umfasst eine Arbeitselek-
trode, eine Gegen/Referenzelek-
trode und ein Mikrofluidsystem
(Abbildung 4). Mikrofluidkan�le
ersetzen kontinuierlich Fl�ssigkeit
zwischen der Sondenspitze und der

Oberfl�che, sodass die elektrochemische Kartierung einer
anf�nglich trockenen Probe durchgef�hrt werden kann. Da
die Probe nicht in einen Elektrolyten getaucht werden muss,
kçnnen auch vertikale oder gekippte Substrate untersucht
werden. Die Push-Pull-Sonde wurde in einem „Kontakt“-
Modus betrieben, sodass der zeitaufw�ndige Vorgang der
Probennivellierung vor der SECM-Bildgebung vermieden
werden konnte. Dieser Ansatz ermçglicht die Untersuchung
welliger oder gekr�mmter Proben. Das Konzept der lokalen,
hochauflçsenden Charakterisierung der Oberfl�chenaktivit�t
wurde durch SECM-Aufnahmen verschiedener Gold-auf-
Glas-Proben verwirklicht. Wir glauben, dass diese Sonde mit
anderen Analyseverfahren gekoppelt werden kann, bei-
spielsweise mit Massenspektrometrie, Fl�ssigkeits- oder
Gaschromatographie und Kapillarelektrophorese.

Abbildung 3. Rastersondenmikroskopie f�r lokales Prozessieren und Applizieren von Chemikalien auf
biologischen Oberfl�chen. a) Bei der Dip-Pen-Nanolithographie wandert im Kontaktbereich Tinte von
der Oberfl�che einer AFM-Spitze an eine Oberfl�che. Unter Verwendung von DPN wurden 1) nano-
metergroße Punktfelder, 2) Buchstaben auf eine Goldoberfl�che, 3) mit Oberfl�chen-DNA-Templaten
hybridisierte 25 und 13 nm große Gold-Nanopartikel und 4) Strukturen von fluoreszenzmarkiertem
Immunoglobulin G geschrieben. b) Bei einer „Nano-F�llfeder“-Sonde bildet von einem Reservoir zu-
gef�hrte Tinte eine Fl�ssigkeit-Luft-Grenzfl�che an der Spitze, und Molek�le werden durch Diffusion
von der Grenzfl�che auf ein Substrat �bertragen. c) Ein an einen gebohrten AFM-Sondenhalter befes-
tigter Ausleger gibt einen Fluoreszenzfarbstoff an ein einzelnes lebendes Neuron ab. Abdruck aus:
(a) Lit. [29] (links) und Lit. [30] (rechts), Copyright 2004 Wiley-VCH; (b) Lit. [31], Copyright 2005
Wiley-VCH; (c) Lit. [32], Copyright 2009 American Chemical Society.

.Angewandte
Aufs�tze

G. V. Kaigala, E. Delamarche, und R. D. Lovchik

11392 www.angewandte.de � 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2012, 124, 11386 – 11403

http://www.angewandte.de


Ausleger sind zur lokalen Abgabe von Biomolek�len an
Oberfl�chen geeignet. Bergaud und Mitarbeiter[36] entwi-
ckelten derartige Verfahren zur Steuerung der Aggregation
von Oligonucleotiden auf Oberfl�chen. Sie nutzten die Po-
lypyrrol-Technologie f�r ein Auslegersystem zum Struktu-
rieren von Oberfl�chen f�r die DNA-Immobilisierung und
entwarfen ein Feld von zehn Auslegern zur Abgabe von
Molek�len und zwei externen kraftmessenden Auslegern zur
Positionierung des Felds (Abbildung 5). Jeder Ausleger war
mit einem Mikrofluidkanal und einem Reservoir verbunden.

In den Kanal wurde eine Goldelektrode eingebettet, sodass
elektrochemische Reaktionen an der Spitze stattfinden
konnten. Zur Durchf�hrung von Elektrospotting wurden die
Ausleger mit Elektrolyt gef�llt, bevor sie jeweils an einem
genauen Ort an der Oberfl�che eines gold�berzogenen Sub-
strats in Kontakt gebracht wurden. Anschließend wurde ein
elektrischer Puls von 25 bis 500 ms zwischen dem anodisch
polarisierten Goldsubstrat und dem Ausleger angelegt, bevor
die Ausleger entfernt wurden. Das Verfahren zur Elektro-
polymerisation von Oligonucleotiden wird in Abbildung 5
dargestellt. Durch die Verwendung einer Reihe von Ausle-
gern konnten mittels elektrochemischer Reaktionen in pL-
Trçpfchen Biochips hergestellt werden.

3.2.2. Nanopipetten f�r die Ionenleitf�higkeitsmikroskopie
(SICM)

Nanopipetten wurden f�r die direkte Strukturierung von
Oberfl�chen mit biologischem Material entwickelt und
werden seither f�r zahlreiche Anwendungen in der Biologie
verwendet. Ying[37] verçffentlichte eine �bersicht �ber den
Einsatz von Nanopipetten in der Bionanotechnologie. Eine
fr�he Anwendung von Nanopipetten durch Bruckbauer
et al.[38] basierte auf einer „SIMC“ genannten Variante des
SPM, die zum Rastern von weichen, nicht leitf�higen Mate-
rialien unter Verwendung einer elektrolytgef�llten Nanopi-
pette als Sonde entwickelt wurde. Bei diesem Ansatz war eine
robuste SICM-Abstandssteuerung entscheidend. Der zwi-
schen einer Elektrode im Inneren der Nanopipettensonde
und einer Elektrode in dem Bad fließende Ionenstrom wurde
zur Steuerung des Pipette-Probe-Abstands verwendet. Pi-
petten mit Innendurchmessern von 100–150 nm wurden in
Abst�nden von etwa 100 nm �ber einer Glasoberfl�che po-
sitioniert. Biotinylierte und Fluorophor-markierte DNA
(oder, in einem anderen Experiment, Protein G) wurde an die
Oberfl�che abgegeben und durch Biotin-Streptavidin-Bin-
dung oder elektrostatische Wechselwirkung immobilisiert.

Abbildung 4. SECM-Verfahren f�r die lokale Elektrochemie in fl�ssiger
Umgebung. Oben links: Push-Pull-Sonde mit mehreren Kan�len zum
Einspritzen und Absaugen von Elektrolyten. Oben rechts: Aufnahme
einer Textstruktur in Gold und entsprechende SECM-Aufnahme.
Unten: Fotographie zweier Push-Pull-Sonden sowie Zeichnung einer
exponierten Sondenspitze. Abdruck aus Lit. [35], Copyright 2011 Ame-
rican Chemical Society.

Abbildung 5. Parallele Ausleger und 1)–4) das Verfahren f�r die lokale Elektroabscheidung von Oligonukleotiden. Abdruck aus Lit. [36].
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Das elektrische Feld im Bereich der Spitze ist aufgrund der
konischen Form der Pipette entlang der Pipettenachse un-
gleichm�ßig. Die Anzahl der Molek�le, die aus der Spitze
austreten, h�ngt von der Kombination von elektroosmoti-
schem Fluss, Elektrophorese und Dielektrophorese ab.

Physikalische Untersuchungen von Zellen und die
Abgabe ausgew�hlter Molek�le an spezifische Bereiche auf
Zellmembranen erfordern empfindliche und spezialisierte
Verfahren. Bruckbauer et al.[39] entwickelten ein Werkzeug
zur gesteuerten Abgabe von Fluorophor-markierten Mole-
k�len und konnten damit erfolgreich Einzelmolek�le verfol-
gen. Das Vorzeichen und die Hçhe der angelegten Spannung
steuerten die Anzahl der abgegebenen Molek�le. Eine Na-
nopipette gab einzelne fluoreszierende Molek�le an ausge-
w�hlte Stellen auf der Plasmamembran lebender Schweine-
spermatozoen ab (Abbildung 6). Die Absicht war, die Dif-
fusion von Membran-Glycoproteinen in verschiedenen Ma-
krodom�nen zu verfolgen. Dieses Verfahren erlaubte wich-
tige membranbiologische Untersuchungen �ber die
heterogene Verteilung von Lipid- und Proteinbestandteilen.
Durch dieses hochauflçsende Raster- und Abgabeverfahren
konnte die Dynamik von Submikrometerstrukturen, wie z. B.
Lipidflçßen („lipid rafts“), untersucht werden. Dies wurde
durch Verfolgen und Analysieren der Diffusion von Einzel-
molek�len in Echtzeit durchgef�hrt, wobei die Molek�le mit
einer Genauigkeit von 50 nm lokalisiert werden konnten. Im
Gegensatz zu der Verwendung von Fluorophoren, die inner-
halb kurzer Zeit ausbleichten, erlaubte der Ansatz mit Na-
nopipetten die Durchf�hrung mehrerer Experimente an der
gleichen Zelle, um verschiedene Makrodom�nen und Unter-
regionen der Plasmamembran abzutasten, sowie die Unter-
suchung des Vorhandenseins von Diffusionsbarrieren ohne
Beschr�nkung der Beobachtungszeit.

Die Mechanobiologie gewinnt immer mehr an Bedeu-
tung. Die entsprechenden Technologien zum besch�digungs-
freien Sondieren der mechanischen Eigenschaften von
Membranen sind aber noch ungen�gend.[40] Shevchuk et al.[41]

entwickelten ein Verfahren zum Abbilden kontrahierender

Herzzellen unter Verwendung von
Nanopipetten (Abbildung 7a). Ein
abstandsmoduliertes Verfahren der
SICM lieferte einen ausgefeilten Me-
chanismus zur Abstandssteuerung,
der komplizierte physiologische Ex-
perimente ermçglichte, bei denen die
Ionenst�rke des fl�ssigen Mediums
ver�ndert wurde. W�hrend der Kon-
traktion des Herzmyozyten bewegte
die Feedback-Steuerung den Proben-
tisch, um den Abstand zwischen Na-
nopipette und Zelloberfl�che kon-
stant zu erhalten. Mit dem Verfahren
wurden schnelle Ver�nderungen der
Zellhçhe von 10 nm bis hin zu meh-
reren mm mit Millisekunden-Zeitauf-
lçsung gemessen. Die Nanopipetten
wurden mit konfokaler Lasermikro-
skopie zur gleichzeitigen Messung der
Herzmyozyten-Bewegung auf dem

Nanometermaßstab und der lokalen Calciumkonzentration
unter der Zellmembran kombiniert. Trotz großer Zellbewe-
gungen konnten mit dem Nanopipetten-Ansatz gleichzeitig
die Ver�nderungen der Zelldicke verfolgt und Messungen des
intrazellul�ren Ca2+ nahe der Zelloberfl�che bei aufrechtge-
haltener Zellfunktionalit�t gemessen werden.

Die Abbildung lebender Zellen mit Auflçsungen im Na-
nometermaßstab liefert faszinierende Einblicke in die bio-
molekularen Mechanismen von Zellen. Allerdings ist die
SICM auf die Abbildung relativ flacher Oberfl�chen be-
schr�nkt, die Zellen jedoch nicht aufweisen. Wenn die Na-
nopipette w�hrend des Scannings auf eine vertikal vorra-
gende Struktur trifft, kollidiert sie mit dieser. Dieses Problem
wurde von Novak et al.[42] durch die Verwendung eines SICM
im dynamischen Modus �berwunden. Dies erlaubte die kon-
taktfreie Abbildung komplexer dreidimensionaler Oberfl�-
chen lebender Zellen mit Auflçsungen unter 20 nm (Abbil-
dung 7b). Das Funktionieren einer Ionenleitf�higkeitsmi-
kroskopie mit dynamischer Sonde (HPICM) wurde durch
nanoskalige Abbildung von Erscheinungen auf der Oberfl�-
che lebender Zellen unter physiologischen Bedingungen de-
monstriert. Bei einem herkçmmlichen SICM ist eine Nano-
pipette auf einem dreidimensionalen piezoelektrischen
Translationstisch befestigt, und ein automatisierter Feedback-
Steuerungsmechanismus bewegt die Pipette nach oben oder
unten, um den Pipettenstrom konstant zu halten, w�hrend die
Probe lateral gescannt wird. Gegen�ber dem herkçmmlichen
Rasterscanning hat die HPICM den Vorteil, dass die Rei-
henfolge der Bildpixel nicht vorbestimmt sein muss. Das ge-
samte Bild wird in gleich große Quadrate aufgeteilt, und vor
der Abbildung jedes Quadrats wird die Gesamtrauigkeit der
Probe durch Messen des Hçhenunterschieds an den Ecken
des Quadrats abgesch�tzt. Wenn die Oberfl�che in einem
Quadrat rau ist, wird die Topographie des Quadrats mit hoher
Auflçsung gemessen. Wenn die Probe relativ flach ist, wird
das Quadrat mit geringerer Auflçsung abgebildet. Dieses
adaptive Verfahren wurde durch die Abbildung von pyrami-
dalen Hippocampus-Neuronen innerhalb von 15 min ausge-

Abbildung 6. Abgabe einzelner Molek�le an Zellkompartimente durch eine Nanopipette. Die Pi-
pette ist in einem Abstand von 100 nm von der Zellmembran mit einem positiven Potential ange-
ordnet, anschließend wird ein negativer Spannungspuls angelegt, um Molek�le an die Zellmem-
bran abzugeben. Abdruck aus Lit. [39], Copyright 2007 Elsevier.
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f�hrt (Abbildung 7b). Es ist sehr wahrscheinlich, dass dieses
Verfahren zunehmend bei biophysikalischen Untersuchun-
gen von Zellen angewendet wird.

F�r biophysikalische Untersuchungen von Zelloberfl�-
chen werden Verfahren zum Kartieren einzelner aktiver Io-
nenkan�le in intakten Zellmembranen bençtigt. Diese Art
der Kartierung ist so wichtig, weil die r�umliche Verteilung
der Ionenkan�le in der Zellmembran genaue und ortsspezi-
fische Informationen �ber Zellfunktionen liefern kann. Mit-
tels Nanopipetten kartierten Korchev et al.[43] die Verteilung
von ATP-regulierten K+-Kan�len (KATP-Kan�len) in Herz-
myozyten (Abbildung 7c). Die Kan�le waren in kleinen
Gruppen organisiert und in den Z-Furchen der Sarcolemna
verankert. Das ausgepr�gte Muster der Kanalverteilung hat
wichtige funktionelle Konsequenzen. Mit diesem Rasterver-
fahren wurde gezeigt, dass die KATP-Kan�le ihre Position an
der Zelloberfl�che �ber einen vergleichsweise langen Zeit-
raum behalten. Das Verfahren hat Potenzial f�r eine ganze
Reihe von biophysikalischen Pr�zisionsuntersuchungen von
Zellen.

3.3. Transport auf der Basis von Multiphasensystemen

Bei der Kompartimentalisierung in der Natur, die f�r
biochemische Vorg�nge entscheidende Bedeutung hat, sind
oft Multiphasensysteme beteiligt.[44] In Mikrofluidsystemen
wurde Kompartimentalisierung �ber nichtmischbare Fl�ssig-
keiten erzielt, insbesondere in der Mikrofluidik mit ge-
schlossenen Kan�len. An dieser Strategie ist besonders at-
traktiv, dass nur kosteng�nstige Materialien und handels�b-
liche Ausr�stung bençtigt werden und dass sie auch f�r For-
scher zug�nglich ist, die keine Experten auf dem Gebiet der
Mikrofabrikation sind. Eine �bersicht von Baret[45] behan-
delt Multiphasensysteme unter Verwendung von Mikro-
fluidsystemen; die umfassende �bersicht von Hardt und
Hahn[46] �ber w�ssrige Zweiphasensysteme ist eine Erg�n-
zung dazu. In diesem Abschnitt behandeln wir Anwendungen
in offenen Mikrofluidsystemen, die Multiphasen- und nicht-
mischbare Systeme einsetzen.

Wichtige Aspekte bei der Verwendung von Multipha-
sensystemen sind der Stofftransport durch Diffusion und die
Auftrennung der Probe in zwei oder mehrere Phasen. Die

Abbildung 7. Nanopipetten f�r Interaktionen mit biologischen Oberfl�chen im Nanometer-Maßstab. a) Gleichzeitige SICM und konfokale Laser-
mikroskopie an einem kontrahierenden Herzmyozyten. Diagramme: 1) gleichzeitige Messung der Oberfl�che eines kultivierten Ratten-Herzmyozy-
ten und der lokalen Ca2+-Konzentration unterhalb der Zelloberfl�che; 2) Zellhçhe gegen relative Calciumkonzentration f�r alle Kontraktionen
in (1); 3) Vergrçßerung von zwei der Kontraktionen in (1). b) Prinzip der adaptiven HPICM und erhaltenes dreidimensionales Bild eines Neurons.
c) Lokalisierung einzelner Ionenkan�le in intakten Zellmembranen. Karten des K+-Stroms (links) und der Oberfl�chentopographie, der Karte des
K+-Stroms �berlagert (rechts). Abdruck aus: (a) Lit [41], Copyright 2001 Elsevier; (b) Lit. [42], von den Autoren bereitgestellt ; Lit. [43], Copyright
2000 Macmillan Publishers.
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Systeme kçnnen unter Betrachtung der freien Gibbs-Mis-
chungsenergie (DGmix) mit DGmix = DHmix�TDSmix qualitativ
verstanden werden, wobei DHmix der Enthalpieunterschied
und DSmix der Entropieunterschied zwischen dem gemischten
und dem phasengetrennten Zustand ist. Die Zeitskala der
Auftrennung h�ngt vom Diffusionskoeffizienten ab und kann
mehrere Stunden betragen. Bei der Auftrennung in Multi-
phasensystemen ist die Steuerung der Oberfl�chenenergie
wichtig.

3.3.1. Polymere w�ssrige Zweiphasensysteme (ATPS)

Takayama und Mitarbeiter leisteten wichtige Beitr�ge zur
Implementierung w�ssriger Zweiphasensysteme (aqueous
two-phase-systems, ATPSs) in der Mikrofluidik. Sie er-
forschten Polymere wie Polyethylenglycol (PEG) und Dex-
tran in w�ssrigen Lçsungen,[9] da 1) diese Polymere in einem
breiten Temperaturbereich stabile ATPSs bilden, ein Vorteil
hinsichtlich der Einfachheit und Stabilit�t der Experimente;
2) das hohe Molekulargewicht von PEG und Dextran bereits
bei niedrigen Polymerkonzentrationen zu ATPSs f�hrt,
sodass die beiden Phasen hochgradig w�ssrig und nichttoxisch
f�r Zellen sind; und 3) dieses System in den g�ngigen Zell-

kulturmedien robust funktioniert. In Abbildung 8a werden
die freien Grenzfl�chenenergien zwischen den beiden w�ss-
rigen Phasen, zwischen der Zellschicht und der PEG-Phase
und zwischen der Zellschicht und der Dextranphase durch g12,
gC1 bzw. gC2 dargestellt, w�hrend der Kontaktwinkel zwischen
den drei Phasen durch q dargestellt wird.

Das Exponieren ausgew�hlter Zellen in Kultur gegen�ber
Reagentien ist beispielsweise bei der Einzelzellen-Transfek-
tion, bei Toxizit�tsstudien und f�r die Erzeugung von Mi-
krofeldern lebender Zellen von Bedeutung. Tavana et al.[47]

f�llten eine Pipettenspitze mit der Dextranphase und senkten
sie in die PEG-Phase in die N�he einer Zellschicht ab. Ho-
rizontale Bewegung der Pipettenspitze f�hrte zur Entstehung
eines kontinuierlichen Musters der abgegebenen Dextran-
phase auf den Zellen. Dies wurde durch das Aufbringen des
Schriftzugs „UMICH“ auf eine Schicht von HEK293H-
Zellen demonstriert (Abbildung 8b). Die Strukturen waren
�ber lange Inkubationszeiten stabil. F�r die Stabilit�t der
Muster sind die niedrige Grenzfl�chenenergie zwischen den
beiden nichtmischbaren Phasen und die Rauigkeit der Zell-
kultur und der damit verbundenen Dextranphase an der
Zelloberfl�che entscheidend. Die Eignung der Strukturie-
rungstechnik wurde anhand von Paralleluntersuchungen der

Abbildung 8. W�ssrige Multiphasensysteme zum Strukturieren von Reagentien oder Zellen auf Zellen. a) Dextrantrçpfchen, die Reagentien, entwe-
der gr�nen oder roten Farbstoff, in einer PEG-Lçsung enthalten, wurden auf lebende Zellen aufgebracht. b) Strukturbildung einer w�ssrigen Dex-
tranphase (blau) auf einer Zell-Monoschicht, die mit der PEG-Phase bedeckt ist (pink). Hellfeld- und Fluoreszenzaufnahmen einer strukturierten
Dextranphase auf HEK293H-Zellen, die den Schriftzug „UMICH“ bildet. c) Von der Koloniegrçße abh�ngige neuronale Differenzierung von mESC
auf PA6-Tr�gerzellen. Schema und Hellfeld/Fluoreszenzaufnahmen von mESC, mit verschiedenen Dichten auf eine PA6-Monoschicht aufgebracht.
d) Multiples w�ssriges Zweiphasendrucken von Zellen. e) In Dextran suspendierte Bakterien (cyan oder rot fluoreszierend) in einer mit einer PEG-
reichen Phase gef�llten Schale zum Strukturieren bakterieller Suspensionen. Die mikroskopische Aufnahme (1) der Bakteriensuspensionen und
das Diagramm (2) zeigen die Ver�nderung der Lumineszenz der Bakteriensuspension ohne chemische Anregung. Abdruck a) aus Lit. [9]; b) aus
Lit. [47], von den Autoren bereitgestellt; c) aus Lit. [48]; d) aus Lit. [49]; e) aus Lit. [53], von den Autoren bereitgestellt.
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Genexpression und Genstummschaltung von Zellen demon-
striert.

Das Erzeugen heterozellul�rer Nischen durch r�umliche
Platzierung eines Typs von Zellen auf einen anderen Zelltyp
wird vermutlich bei vielf�ltigen biologischen Untersuchungen
n�tzlich sein, einschließlich der Stammzellforschung und der
regenerativen Medizin. Zu diesem Zweck verwendeten
Tavana et al.[48] ATPSs zum kontaktfreien Platzieren von
Zellen auf Schichten von lebenden Zellen in physiologischer
Umgebung. Sie erzeugten zellul�re Nischen, um die neuro-
nale Differenzierung von embryonalen Maus-Stammzellen
(mESC) zu unterst�tzen und zeigten dabei, dass die Dichte
der aufgebrachten mESCs ein wichtiger Faktor f�r die
Steuerung der mESC-Differenzierung zu Neuronen ist (Ab-
bildung 8 c).

Systeme zur Untersuchung der Rolle von Zell-Zell-Kon-
takten zwischen verschiedenen Zell-Ph�notypen kçnnen f�r
diverse Aspekte der Stammzellforschung Bedeutung erlan-
gen. Tavana et al.[49] platzierten Trçpfchen einer Zellsuspen-
sion in der dichteren w�ssrigen Phase auf ein Substrat inner-
halb einer w�ssrigen Immersionsphase. Aufgrund ihrer Affi-
nit�t f�r die dichtere Phase blieben die Zellen in den Tropfen
lokalisiert und hafteten an Bereiche des Substrats unterhalb
der Tropfen an. Durch Platzieren von zwei verschiedenen
Tr�gerzelltypen auf eine Geloberfl�che wurden zweifach-
heterozellul�re Stammzellnischen hergestellt, die mit mESCs
�berdeckt wurden. F�r die Herstellung von systematischen
Zellanordungen wurden die beiden Zelltypen getrennt mit
der Dextranphase gemischt und die Suspension in eine 1536-
Kammer-Mikrotiterplatte �berf�hrt (Abbildung 8d). An
einer Haltevorrichtung befestigte Kerbnadeln wurden in die
Kammern eingetaucht, um die zellenhaltige Dextranphase
aufzunehmen. Die Nadeln wurden wieder aus der Quellplatte
zur�ckgezogen und in eine Kulturschale mit PEG einge-
taucht. Das w�ssrige Zweiphasen-Zellkulturmedium ern�hrte
die Zellen w�hrend der Inkubation. Nach dem Adh�rieren
der Zellen wurden die ATPSs abgewaschen und durch nor-
males Kulturmedium ersetzt. Dieser Vorgang f�hrte zu
gleichm�ßig großen Inseln von zwei verschiedenen Zelltypen
mit definiertem Abstand. Die r�umliche Anordnung der
platzierten Tr�gerzellen bestimmte das Schicksal der dar�ber
gelagerten mESCs. Die auf differenzierungsinduzierenden
Feeder-Zellen angeordneten mESC-Kolonien zeigten erhçh-
te neuronale Differenzierung und bildeten dichte neuronale
Netzwerke.

Die „Quorum Sensing“ genannte Kommunikation zwi-
schen Zellen ermçglicht Bakterien ihre Umgebung wahrzu-
nehmen.[50, 51] Die Untersuchung des Quorum Sensing im
„offenen Raum“ entspricht der Realumgebung von Bakteri-
en. F�r die Untersuchung der Funktionen von bakteriellen
und anderen Zellpopulationen sind physikalisch getrennte,
aber chemisch verbundene Inseln verschiedener Bakterien-
populationen von Interesse.[52] Die Untersuchung des
Quorum Sensing ist schwierig, da sich Bakterien in Suspen-
sion gewçhnlich durch Diffusion, Konvektion und die Moti-
lit�t der Bakterien selbst verteilen und so eine r�umliche
Fokussierung vermeiden. Yaguchi et al.[53] entwickelten eine
stabile r�umliche Strukturierung von sub-mikrolitergroßen
Trçpfchen von Bakteriensuspensionen mithilfe von ATPS.

Verschiedene Typen von Bakterienpopulationen wurden
einander benachbart angeordnet und ohne Ausbreitung ge-
halten (Abbildung 8e), sodass hohe Konzentrationen von
E. coli lokalisiert werden konnten. Bei Anlegen eines che-
mischen Reizes erzeugte das Trçpfchenfeld ein Muster bak-
terieller „Illumination“, abh�ngig vom Typ der stimulieren-
den Chemikalie. Es wurden Mikrokolonien mit verschiede-
nen Bakteriendichten erzeugt. Jede Mikrokolonie wurde im
Wesentlichen zu einem Biosensor, mit dem, abh�ngig von
dem Typ der suspendierten Bakterien, verschiedene Chemi-
kalien nachgewiesen werden konnten. Wie in Abbildung 8e
gezeigt, wurde erwartet, dass die Trçpfchen a) konstitutiv
Biolumineszenz exprimieren, b) konstitutiv Cyan-Fluores-
zenzprotein exprimieren, c) die Expression von gr�nem
Fluoreszenzprotein in Antwort auf Acylhomoserinlacton er-
hçhen, d) die Expression von gr�nem Fluoreszenzprotein in
Antwort auf Acylhomoserinlacton verringern und e) die
Biolumineszenz in Antwort auf Mutagene erhçhen. Abbil-
dung 8e zeigt die entsprechenden Mikroaufnahmen und
Daten des Ansprechverhaltens des bakteriellen Biosensor-
felds.

3.3.2. Andere Partitionierungsans�tze

Die Diskussion in Abschnitt 3.3.1 verdeutlicht zahlreiche
Vorteile von Multiphasensystemen f�r die Kompartimentali-
sierung im „offenen Raum“. Ismagilov und Mitarbeiter[54]

entwickelten eine „Chemistrode“ genannte Vorrichtung, die
Multiphasensysteme mit Rastersonden kombiniert. Diese
Mikrofluidvorrichtung verwendet nichtmischbare Fl�ssigkei-
ten, um Pfropfen („plugs“) zu erzeugen, die Fl�ssigkeiten
r�umlich trennen, und ermçglichte die Anregung, Aufzeich-
nung und Analyse molekularer Signale mit hoher r�umlicher
und zeitlicher Auflçsung. Die Chemistrode bringt Fl�ssig-
keiten in kurzzeitigen Kontakt mit einem chemischen oder
biologischen Substrat, und molekulare Signale werden aus-
getauscht. Dieses Analysewerkzeug kçnnte zur Untersu-
chung von Systemen n�tzlich werden, die molekulare Signale
verwenden, beispielsweise chemische Kommunikation zwi-
schen Zellen. Die Chemistrode f�hrt dies durch chemische
Reize und die Aufzeichnung von kurzen 50-ms-Pulsen aus.
Molekulare Signale werden in w�ssrigen Pfropfen, die von
einem Fluorkohlenwasserstoff-Tr�gerfluid umgeben sind,
weitergegeben und erfasst. Die Kompartimentalisierung
dieser molekularen Signale verhindert das Ausbreiten von
und den Verlust an Probe durch Oberfl�chenadsorption. Die
aufgezeichneten molekularen Signale wurden mit zus�tzli-
chen Reagentien injiziert und offline analysiert. Die kombi-
nierten Analysen lieferten eine „Zeitmarke“ auf der chemi-
schen Aufzeichnung der Antwort eines Systems auf Stimula-
tion. Abbildung 9 zeigt die Messung der Insulinsekretion
einer einzelnen murinen Langerhans-Inselzelle mithilfe der
Chemistrode. Der Betrieb der Chemistrode besteht aus fol-
genden Schritten: 1) Herstellung einer systematischer An-
ordnung (Feld) von w�ssrigen Pfropfen, die eine willk�rliche
Folge von Stimuli enthalten; 2) �bertragen des Felds von
Stimulipfropfen auf ein hydrophiles Substrat; 3) Koaleszenz
der Stimulipfropfen mit der benetzenden Schicht �ber dem
hydrophilen Substrat, w�hrend das Fluorkohlenwasserstoff-
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Tr�gerfluid in Kontakt mit der hydrophoben Wand der Che-
mistrode bleibt; 4) schneller Austausch von diffusionsf�higen
Signalen zwischen den Pfropfen und der benetzenden
Schicht; 5) Abgabe von Antwortpfropfen an einen Verteiler,
um identische Tochterfelder zu bilden; 6) Injizieren der
Tochterfelder zusammen mit Reagentien, die f�r die weitere
Analyse bençtigt werden; 7) Analyse jedes Tochterfelds
durch ein anderes Verfahren; und 8) Zusammenf�hren der
Analysedaten der Tochterfelder, um eine zeitaufgelçste
Aufzeichnung der molekularen Stimulation und der Ant-
wortdynamik zu erhalten. Dieser Ansatz kann also verwendet
werden, um molekulare Signale von mehreren Stellen einer
biologischen Grenzfl�che mit hoher r�umlicher Auflçsung zu
messen.

3.4. Hydrodynamische Fokussierung von Fl�ssigkeiten

Die hydrodynamische Fokussierung von Fl�ssigkeiten ist
in Vorrichtungen mit „geschlossenem Kanal“ gut bekannt
und wird routinem�ßig in Flusszytometern und Coulter-
Z�hlern zum Z�hlen und zur Grçßenbestimmung von Zellen
und Partikeln verwendet. In diesem Abschnitt behandeln wir

Mikrofluidans�tze, die eine hydrodynami-
sche Fokussierung im „offenen Raum“ er-
mçglichen (Abbildung 10 und 11).

3.4.1. Mikrofluidiksonde (MFP)

Die Mikrofluidiksonde („microfluidic
probe“, MFP) wurde erstmals von der IBM-
Arbeitsgruppe in Z�rich beschrieben.[55] Die
MFP kombiniert hydrodynamische Fokus-
sierung mit dem Konzept der Rastersonde f�r
die Bearbeitung von Oberfl�chen. Die Fl�s-
sigkeits-Grenzschichten, die durch hydrody-
namische Kr�fte unterhalb eines MFP-Kopfs
gebildet werden, fokussieren die Strçmung
einer „Arbeitslçsung“. Diese Situation wird
erreicht, indem die Ansaug-Flussrate (Qa)
der Arbeitslçsung grçßer als die Einspritz-
Flussrate (Qi ; Abbildung 10a) eingestellt
wird. Der Grundaufbau des Kopfs zeigt zwei
Mikrokan�le zum Einspritzen/Absaugen der
Fl�ssigkeit. Die umgebende, Immersions-
fl�ssigkeit genannte Fl�ssigkeit, worin der
MFP-Kopf eingetaucht ist, verkapselt die
Arbeitsfl�ssigkeit. Somit ersetzt die hydro-
dynamische Fokussierung die festen W�nde
geschlossener Mikrokan�le und ermçglicht
den �bergang von der geschlossenen Mi-
krofluidik zur Mikrofluidik im „offenen
Raum“. Aufgrund ihrer Mobilit�t kann die
MFP große Fl�chen durch Rastern interaktiv
bearbeiten. Die Fl�ssigkeitsstrçmungen in
diesem System sind durch kleine Reynolds-
Zahlen (ein Maß des Verh�ltnisses von
Tr�gheitskr�ften zu viskosen Kr�ften f�r eine
gegebene Strçmungsbedingung) und eine

hohe P�clet-Zahl (ein Maß f�r den Konvektions- gegen�ber
dem Diffusionstransport, das zu bestimmen hilft, ob sich die
hydrodynamisch fokussierte Arbeitslçsung durch Diffusion
aufweiten kann) gekennzeichnet. Daher ist die Diffusion der
Arbeitsfl�ssigkeit in die umgebende Immersionsfl�ssigkeit
minimal, wodurch die lokale Bearbeitung biologischer
Grenzfl�chen im „offenen Raum“ mçglich wird. Grçße und
Form der eingekapselten Fl�ssigkeit h�ngen neben der �ff-
nungsgeometrie und dem Spalt zwischen Sonde und biologi-
scher Oberfl�che von Parametern wie Viskosit�t, Dichte und
Grenzfl�chenspannung zwischen den Fl�ssigkeiten ab (Ab-
bildung 10 b). Bei der MFP kann die abgesaugte Lçsung zur
weiteren Analyse verwendet werden, �hnlich wie bei den bei
der Perfusion und Mikrodialyse eingesetzten Verfahren.
Dieses Werkzeug wurde verwendet, um chemische Gradien-
ten auf Oberfl�chen, mikroskopische Muster von Proteinen,
lokalisierte F�rbung von Zellen und kontaktloses Ablçsen
einzelner Zellen zu erzielen (Abbildung 11a). Die MFP-
Kçpfe wurden aus PDMS hergestellt, um sie f�r verschiedene
Anwendungen schnell umgestalten zu kçnnen. Um die Zu-
verl�ssigkeit und Ausbeute der Herstellung zu verbessern,
entwickelten Lovchik et al.[56] mehrschichtige MFP-Kçpfe
unter Verwendung mikrotechnologischer Standard-Herstel-

Abbildung 9. Schema einer Chemistrode in Kontakt mit einem hydrophilen Substrat. Es
wird gezeigt, wie Proben auf mehrere verschiedene Weisen analysiert werden kçnnen. Eine
Fluoreszenzaufnahme einer Langerhans-Insel zeigt eine Zunahme der Fluoreszenz, die
dem Anstieg des intrazellul�ren [Ca2+]i in der Langerhans-Insel durch Anregung mit der
Chemistrode entspricht. Rechts: Hellfeldaufnahmen im Zeitverlauf eines ankommenden
Stimuluspfropfens, der mit der Benetzungsschicht verschmilzt. Die Diagramme zeigen die
[Ca2+]i-Antwort und die Insulinsekretion einer stimulierten Inselzelle. Durch Fluoreszenz-
mikroskopie w�hrend der Stimulation gemessene Spuren und Aufzeichnung der Fluores-
zenzintensit�t von gr�nem Farbstoff als Indikator von [Ca2+]i und der Intensit�t von rotem
Farbstoff als Marker der stimulierenden Lçsung (oben rechts). Spuren mit den Ergebnis-
sen einer Offline-Analyse von w�hrend der Aufzeichnung gesammelten Pfropfen (unten).
Abdruck aus Lit. [54].
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lungsverfahren. Mithilfe dieser mehrschichtigen Kçpfe
wurden Antikçrper auf Oberfl�chen abgeschieden, und eine
Fotolackschicht wurde direkt entwickelt. Anschließend ver-
çffentlichten Perrault et al.[57] eine Beschreibung einer weit-
gehend auf diese Instrumentierungsform ausgerichteten
MFP-Plattform.

Die IBM-Arbeitsgruppe entwickelte auch eine vertikal
ausgerichtete MFP, die vMPF, um die Anwendung der MFP
an biologischen Oberfl�chen zu verbessern.[58] Die vMFP
�berwindet Probleme, die die praktische Anwendung der
ersten MFP-Technologie beschr�nkt hatten.[55] Die Vorrich-

Abbildung 10. Hydrodynamische Fokussierung von Fl�ssigkeiten zur
Durchf�hrung lokaler Chemie an biologischen Grenzfl�chen. a) Ar-
beitsprinzip der MFP. b) Mikroaufnahme eines fokussierten Flusses
und Diagramm mit der Abh�ngigkeit der Grçsse des fokussierten Flus-
ses von den Injektions/Absaug-Flussraten. Es wurden MFPs mit meh-
reren �ffnungen verwendet, um komplexe Formen von Flussfokussie-
rungen und „fließende“ chemische Gradienten zu erzeugen (rechts).
c) Verschiedene MFP-Kçpfe. Abdruck von (a) und (b) oben links aus
Lit. [55], Copyright 2005 Macmillan Publishers; (b) unten links aus
Lit. [62], Copyright 2011 Royal Society of Chemistry; (b) rechts oben
und unten sowie (c) unten rechts aus Lit. [61], von den Autoren bereit-
gestellt; (c) oben aus Lit. [56], Bild von den Autoren bereitgestellt; (c)
unten links nach. [58], Copyright 2011 American Chemical Society.

Abbildung 11. Hydrodynamische Fokussierung von Fl�ssigkeiten zur
Durchf�hrung lokaler Chemie an biologischen Oberfl�chen. a) Lokale
Abscheidung von Molek�len mittels MFP (oben links), komplexe Gra-
dienten (oben rechts), Entfernen von Proteinen (unten links) und
Strukturieren von Fotolack (unten rechts). b) F�rben konfluenter Zellen
mit Farbstoffen, lokale Perfusion von Gehirnzellen und lokale Immun-
histochemie von Krebsgewebeschnitten. Mehrere Gebiete eines norma-
len menschlichen Schilddr�sengewebeschnitts wurden mit verschiede-
nen Aufenthaltsdauern mit a-TGB inkubiert. Das Diagramm zeigt die
F�rbungsintensit�ten f�r verschiedene Aufenthaltsdauern. Die Markie-
rungen in den Mikrographen zeigen die Grenze zwischen gef�rbten
(untere H�lfte) und nichtgef�rbten (obere H�lfte) Bereichen. Abdruck
von (a) oben rechts und unten links sowie (b) oben rechts aus
Lit. [55], Copyright 2005 Macmillan Publishers; (a) oben links und
unten rechts aus Lit. [56], Bild von den Autoren bereitgestellt ; (b)
oben links aus Lit. [60], Bild von den Autoren bereitgestellt ; Mitte
rechts und unten aus Lit. [59], Bild von den Autoren bereitgestellt.
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tung besteht aus Glas und Silicium, wobei die Mikrofluidik-
Elemente innerhalb der Siliciumschicht hergestellt sind. Der
vMFP-Kopf ist vertikal, mit der Spitze parallel zur Oberfl�che
orientiert. Typischen Spaltbreiten sind 1–30 mm. Hinsichtlich
Bauform und Umsetzung wurden mehrere Strategien ver-
folgt, um eine hohe Ausbeute bei der Herstellung der vMPF-
Kçpfe zu erzielen. In die vMFP-Kçpfe wurden zus�tzliche
funktionelle Elemente wie Partikelfilter, redundante �ff-
nungsarchitekturen, geneigte Strçmungswege und Mehr-
fachkan�le f�r eine symmetrische Fokussierung der Strçmung
integriert. Ferner wurde ein Verfahren zum Kalibrieren des
Abstands zwischen der Spitze des vMFP und der biologischen
Grenzfl�che eingerichtet. Dieser Ansatz umfasst das visuelle
�berwachen der r�umlichen Fokussierung einer Lçsung mit
fluoreszenzmarkierten Antikçrpern auf einer Glasoberfl�che,
w�hrend die Spaltbreite zwischen dem Sondenkopf und der
Oberfl�che ver�ndert wird. Die Vielseitigkeit der vMFP
wurde durch Strukturieren von Proteinen auf Oberfl�chen,
Inaktivieren von Zellen durch Natriumhypochlorit und
F�rben lebender NIH-Fibroblasten demonstriert.

K�rzlich verwendete die IBM-Arbeitsgruppe die vMFP
zum pr�zisen Anf�rben von Gewebeschnitten.[59] Das Ver-
fahren wurde als „Mikroimmunhistochemie“ (mIHC) be-
zeichnet. Es umgeht typische Probleme, die in der Pathologie
auftreten, wie z.B. kleine Gewebeproben und den Bedarf an
qualitativen F�rbungsergebnissen. Mithilfe der vMFP wurde
die Inkubation prim�rer Antikçrper durchgef�hrt, ein wich-
tiger Schritt in der Immunhistochemie. Bei der mIHC werden
mittels vMFP Nanoliter prim�rer Antikçrperlçsungen �ber
Bereiche von Gewebeschnitten im Mikrometer-Maßstab fo-
kussiert. Das Verfahren war nicht limitiert hinsichtlich
Gewebe und Reagentien, verringerte Probleme von Anti-
kçrper-Kreuzreaktivit�t und ermçglichte die Anwendung
eines weiten Bereichs von F�rbungsbedingungen an einem
einzigen Gewebeschnitt. Der vMFP-Kopf war mit (bio)che-
mischen Systemen vertr�glich, die zum F�rben verwendet
werden, best�ndig gegen verschiedenste Chemikalien und
konnte, sofern nicht physikalisch besch�digt, unbegrenzt
verwendet werden. Seine Form und seine kleine Spitze er-
mçglichten die einfache Beobachtung von Gewebeschnitten
sowohl von oben als auch von unten unter Verwendung eines
umgedrehten Mikroskops. Wie erwartet, wurde eine Korre-
lation zwischen der Inkubationszeit der prim�ren Antikçrper
und der Signalintensit�t beobachtet (Abbildung 11 b). Diese
Korrelation zeigte, dass spezifische Antigen/Antikçrper-
Wechselwirkungen in verschiedenen Geweben durch Ein-
stellen der Aufenthaltsdauer des MFP-Kopfs auf dem Ge-
webeschnitt eingestellt werden kçnnen. F�r die Inkubation
von anti-Thyroglobulin (a-TGB) mit Schilddr�sengewebe
wurden die Bedingungen zum Erzielen einer sichtbaren F�r-
bung bestimmt, und es wurde gefunden, dass die erforderliche
Inkubationszeit unter den im Experiment verwendeten Be-
dingungen etwa 20 s betr�gt. Diese Inkubationsdauer ist sehr
viel k�rzer als die 30 min, die f�r herkçmmliche F�rbung
empfohlen werden, eine Verringerung, die den erhçhten
Konvektionsstrçmen durch die vMFP zugeschrieben wurde.
Parallel-mIHC wurde auch an Brustkrebs-Gewebeschnitten
und an ausgew�hlten Kleinstschnitten von Gewebe (Tissue
Microarray) durchgef�hrt.

Mikrofluidik-Ans�tze sind zur Kultivierung und Unter-
suchung einzelner Zellen gut geeignet; das Kultivieren von
organisiertem Gewebe, wie z. B. Gehirnschnitten, bleibt in
Mikrofluidik-Vorrichtungen aber weiterhin schwierig. Queval
et al.[60] verwendeten die MFP f�r die lokale Perfusion von
Gehirngewebe. Die Perfusion ermçglicht, Teile von Gehirn-
gewebe �ber ausgedehnte Zeitr�ume ohne Ver�nderung der
Zellzusammensetzung des Hirngewebes in vitro zu halten.
Dies ermçglichte die Untersuchung vieler biologischer Vor-
g�nge, die im Verlauf von Tagen bis Wochen im Hirngewebe
stattfinden, und erlaubte zugleich die hochauflçsende Ab-
bildung mittels konfokaler Mikroskopie. Der Aufbau um-
fasste eine Perfusionskammer zum Kultivieren organtypi-
scher Schnitte und eine transparente MFP f�r die Mikroper-
fusion des Gehirngewebes. Die verwendete MFP war aus
PDMS hergestellt und verf�gte �ber sechs �ffnungen, um die
Perfusion einer kleinen Zahl von Zellen in einem Gehirn
durchzuf�hren (Abbildung 11 b).

Erg�nzt man das einzelne Apertur-Paar der MFP durch
weitere �ffnungen, so erhçht sich nicht nur die Anzahl der
lokalen chemischen Reaktionen, sondern es wird auch die
Erzeugung stabiler Gradienten ermçglicht. Qasaimeh et al.[61]

entwickelten einen derartigen zweidimensionalen Mikro-
fluid-Quadrupol (MQ) mit vier �ffnungen und erzeugten
damit lokal fließende chemische Gradienten. Der MQ wurde
durch gleichzeitiges Einspritzen und Absaugen von Fluiden
mit zwei Paaren von gegen�berliegenden �ffnungen in einem
schmalen Spalt zwischen der Mikrofluidik-Sonde und einem
Substrat gebildet (Abbildung 10c). Aufgrund der mehrfachen
Strçmungsfokussierung bildet sich wie erwartet ein Ruhe-
punkt mit einer hydrodynamisch eingestellten Position in der
Mitte des Mikrofluid-Quadrupols. Die Strçmungsgradienten
ermçglichen die r�umlich-zeitliche Einstellung des Gradien-
ten, entweder hydrodynamisch durch Einstellen der Strç-
mungsgeschwindigkeiten oder physikalisch durch Bewegen
der MFP. MQs kçnnten an verschiedenen biologischen
Oberfl�chen anwendbar sein.

Mehrere Anwendungen von MFPs wurden bereits de-
monstriert, ihr Aufbau und Betrieb war aber haupts�chlich
von empirischer Optimierung geleitet. Qasaimeh et al.[61]

beschrieben einen theoretischen Rahmen f�r Mikrofluid-
Quadrupole unter Verwendung von MFPs. Christ und
Turner[62] lieferten wichtige Einblicke in die zugrundeliegen-
de Fluidmechanik, indem sie eine umfassende Studie zu den
Beziehungen zwischen der Geometrie der Vorrichtung, den
Einlass- und Auslass-Strçmungsgeschwindigkeiten und der
Fluidphysik durchf�hrten. Sie untersuchten den Einfluss
multipler Strçmungen und der Geometrie der Aperturen auf
die Grçße und Form der umh�llten Strçmung und den
Druckabfall zwischen den Aperturen bei Zweiapertur-Vor-
richtungen. Auf der Grundlage dreidimensionaler Fluiddy-
namik-Rechnungen und experimenteller Messungen f�r
mehrere Geometrien der Vorrichtungen mit mehreren
Spaltbreiten, Strçmungsgeschwindigkeiten und Strçmungs-
geschwindigkeitsverh�ltnissen wurden entsprechende Trends
beschrieben. Die analytischen Ergebnisse und Simulations-
ergebnisse bieten ein elegantes Ger�st zum Verst�ndnis der
Fluidmechanik von MFPs, das beim Entwurf zuk�nftiger
MFPs hilfreich sein wird.
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3.4.2. Doppel- und Multikapillarsonden

Die hydrodynamische Fokussierung von Fl�ssigkeiten im
„offenen Raum“ wurde auch unter Verwendung von Doppel-
oder Mehrfachkapillaren durchgef�hrt. In diesem Abschnitt
werden einige interessante Ergebnisse hierzu beschrieben.

Die Entnahme von Bioanalyten aus ausgew�hlten Zellen
in Kultur ist allgemein schwierig. Shiku et al.[63] verwendeten
eine Doppelkapillarensonde f�r die mRNA-Analyse ausge-

w�hlter adh�renter Zellen. Die Sonde enthielt Theta-fçrmige
Glaskapillaren. Eine Zelllyse-Pufferlçsung wurde durch eine
Injektionsçffnung eingef�hrt, ohne Zellen in der Umgebung
zu stçren, und das Zelllysat wurde durch die Absaugçffnung
zur Analyse entnommen (Abbildung 12a). Es wurden
menschliche Brustkrebszellen NCF-7 und maligne menschli-
che Mammaepithelzellen HMT-3522 T4-2 verwendet. Die
Effizienz der mRNA-Aufsammlung wurde mittels Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion (PCR) ausgewertet.

Elektrophysiologische Messungen
der Ionenkanalaktivit�t einzelner
Zellen ist �ußerst wichtig f�r das Ver-
st�ndnis der Zellfunktion. Ainla et al.[64]

entwickelten eine Vorrichtung mit einer
Mikrofluid-Pipette aus PDMS mit einer
Spitze, in der zirkulierende Fl�ssigkei-
ten ein selbstfokussierendes Volumen
vor den Auslasskan�len erzeugten (Ab-
bildung 12b). Eine ausgefeilte Form
dieser Vorrichtung mit mehrfachen
Fl�ssigkeitsstrçmen und schnellem
Umschalten zwischen Lçsungen wurde
in Folgestudien ebenfalls beschrieben.[65]

Die Vorrichtung verwendete Strç-
mungszirkulation von Fl�ssigkeiten, um
Kontaminationen im „offenen Raum“
zu vermeiden, und ermçglichte die
r�umliche Konzentrationssteuerung von
Chemikalien, die auf ausgew�hlte Ob-
jekte an der Oberfl�che aufgebracht
wurden. Die durch das rezirkulierende
Fluid bestimmten Abmessungen der
Spitze betrugen weniger als 10 mm, um
einzelne Zellen ansprechen zu kçnnen.
Unter Verwendung dieses Aufnah-
meassay wurden in situ Dosis-Antwort-
Kurven von adh�renten Ovarialzellen
des chinesischen Hamsters, die proto-
nenaktivierte hTRPV1-Rezeptoren ex-
primierten, bestimmt. Mit fokussierter
Superfusion und Zellstimulation wurden
hTRPV1-Rezeptoren in einzelnen
Zellen aktiviert, und die Antwort wurde
mithilfe einer Patch-Clamp-Pipette ge-
messen (Abbildung 12 b). Eine weitere
Implementierungen eines Systems mit
Doppelpipette wurde von Feinerman
und Moses[66] f�r die lokale und gesteu-
erte Wirkstoffinfusion entwickelt.
Dieses System bestand aus zwei kon-
zentrischen Pipetten, von denen jede
getrennt manipuliert und angesteuert
werden konnte. Die innere Pipette war
mit der gew�nschten Lçsung gef�llt und
diente als Quelle, w�hrend die �ußere
eine Senke war. Dies ermçglichte eine
Strçmung der Lçsung zwischen den
beiden Pipetten, die nur eine kleine
Strecke in das umgebende Fluid ragte.

Abbildung 12. Doppel-/Multikapillarpipetten f�r die Lokalisierung von Fl�ssigkeiten. a) Theta-
fçrmige Mikrofluid-Doppelkapillarsonde zum Lysieren ausgew�hlter Zellen und Entnehmen von
Zelllysat. b) Einzelzellen-Patch-Clamp-Implementierung eines Fluoreszenz-Aufnahmeassays. Das
Diagramm zeigt die Stromantwort gegen die Zeit bei wiederholter Aktivierung ausgew�hlter Io-
nenkan�le in Ovarialzellen des chinesischen Hamsters. Die Fl�ssigkeits-Rezirkulation exponiert
selektiv einzelne Zellen gegen�ber einer Membranblebbinglçsung (unten). c) CFM-Vorrichtung
und Detaildarstellung des Abgabekopfs in Kontakt mit einem Substrat bei der Doppelschicht-
Herstellung. Abdruck aus: (a) Lit. [63], Copyright 2009 Elsevier; (b) Lit. [64], Copyright 2010
American Chemical Society; (c) Abdruck aus Lit. [68], Copyright 2008 American Chemical Socie-
ty.
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Die Zeitauflçsung der Infusion war sehr gut steuerbar,
wunschweise konnten sogar oszillierende Strçmungen er-
zeugt werden. Dies war f�r bestimmte Anwendungen der
Arzneimitteldosierung von Nutzen. Eine �hnliche PDMS-
MFP wurde k�rzlich von Han und Mitarbeitern[67] verwendet,
um die Zellkinase-Aktivit�t in adh�renten Zellen zu messen.

Ein weiterer Ansatz lokaler Chemie wurde von Smith
et al.[68] beschrieben, die ein dreidimensionales Mikrofluid-
system verwendeten, um mikrostrukturierte Lipiddoppel-
schicht-Felder zur Untersuchung von Protein-Ligand- und
Protein-Membran-Wechselwirkungen in Zellmembranen zu
erzeugen. Mikrostrukturierte Lipiddoppelschicht-Felder
werden f�r biophysikalische Untersuchungen und Sensoren
verwendet.[69] Die Vorrichtung konnte Merkmale von Zell-
membranen wie Fluidit�t und Biokompatibilit�t aufrechter-
halten. Ein Feld von fluiden Lipidmembranen wurde unter
Verwendung eines Mikrospotters mit kontinuierlichem Fluss
(CFM; Abbildung 12 c) auf Glassubstrate aufgebracht. Die
Entstehung einer Doppelschicht auf dem Glassubstrat wurde
mit Fluoreszenzmikroskopie best�tigt. Die Erholung der
Fluoreszenz nach Fotobleichungs-Experimenten belegte die
Fluidit�t der Doppelschichten. Die flexible Beschaffenheit
der mikrostrukturierten Lipiddoppelschicht-Felder wurde
durch verschiedene fluoreszenzmarkierte Lipide belegt, die
ein Multikomponenten-Lipidfeld bildeten. Verwandte Ver-
fahren, wie z. B. Mikrokontaktdrucken, wurden verwendet,
um Lipiddoppelschichten f�r membranbiophysikalische Un-
tersuchungen, Hochdurchsatz-Screenings und die Sondierung
lebender Zellen mit synthetischen Membranwechselwirkun-
gen zu erzeugen.[70]

Eine Variante der MFP/Doppelpipette wurde von Rou-
tenberg und Reed[71] entwickelt und f�r die lokale Manipu-
lation von Halbleiterwafern verwendet. Die Vorrichtung
wurde von den Autoren ebenfalls als Mikrofluidsonde be-
zeichnet, es gibt aber einen grundlegenden Unterschied zur
urspr�nglich entwickelten MFP:[55] Die MFP nach Routen-
berg und Reed[71] arbeitet in einem „Kontaktmodus“, d.h., sie
bildet kurzzeitig einen Fluidpfad, wenn die Sonde in Kontakt
mit der Oberfl�che steht. Die Sonde wird auf eine analoge
Weise wie eine elektrische Nadelsonde verwendet, bei der
eine Mikropositionierungsvorrichtung dazu dient, die Sonde
in mechanischen Kontakt mit dem Wafer zu bringen, um
einen geschlossenen Kanal zu bilden. Fluide treten durch
Schl�uche an der Oberseite der Sonde ein und aus. Da keine
Notwendigkeit besteht, die Sondenspitze permanent an den
Wafer zu binden oder sich auf Selbstadh�sion zu verlassen,
muss die Kontaktfl�che nur geringf�gig grçßer sein als der
gew�nschte Fluidkanal. Diese Vorrichtung wurde f�r Nano-
draht-basierte Feldeffekttransistormessungen verwendet.

Es gibt mehrere Wege zur Herstellung von MFPs und
Kapillarsonden, die von der Verwendung von Polymeren bis
hin zu herkçmmlicher Mikrotechnologie reichen. K�rzlich
entwickelten Corgier und Juncker[72] einen einfachen Ansatz
zur Herstellung einer solchen Vorrichtung in Form einer po-
lymeren, mikrotechnologisch hergestellten elektrochemi-
schen Nanosonde (MEN) mit nanometergroßen Elektroden.
Die Sonde und die Elektroden wurden durch Einbetten na-
nometerdicker Metallleitungen zwischen Schichten UV-
h�rtbarer Haftpolymere hergestellt, anschließend wurden die

MENs getrennt und abgelçst. Mit den MENs kçnnten hy-
drodynamisch fokussierte Fl�ssigkeiten f�r die Wechselwir-
kung mit biologischen Oberfl�chen hergestellt werden.

4. Ausblick

Es gibt �berraschend vielf�ltige Anwendungen, die eine
lokale Manipulation biologischer Grenz-/Oberfl�chen erfor-
dern, und ein �berblick �ber die Literatur zur Mikrofluidik
mit Schwerpunkt auf lokaler (Bio)chemie an biologischen
Oberfl�chen ist also zeitgerecht. Unser Kurzaufsatz behan-
delt die Grundlagen dieser Thematik und f�hrt mehrere daf�r
relevante Vorrichtungen und Verfahren auf. Es gibt viele
Varianten der Implementierung solcher Vorrichtungen f�r die
Mikrofluidik im „offenen Raum“, und mehrere bahnbre-
chende Arbeiten wurden bereits beschrieben.

Wir erwarten, dass die Kombination verschiedener Ana-
lyseverfahren f�r biologische Oberfl�chen mit der Mikro-
fluidik im offenen Raum diverse Vorteile mit sich bringt und
z. B. in der Pharmazie, der Biotechnologie und der Diagnostik
Anwendung finden wird. Analyseverfahren, die bereits an
biologischen Oberfl�chen angewendet werden, sind die
lokale Oberfl�chenplasmonenresonanz zum Nachweis mole-
kularer Bindungsvorg�nge und von Ver�nderungen der Mo-
lek�lkonformation,[73] die oberfl�chenverst�rkte Raman-
Spektroskopie zum Nachweis biomolekularer Wechselwir-
kungen in Echtzeit[74] und die Sekund�rionen-Massenspek-
trometrie und laserinduzierte Abbauspektroskopie f�r die
lokale Material- und Gewebeanalyse.

In einer Welt, in der den Biowissenschaften und der me-
dizinischen Forschung die Handhabung von Fl�ssigkeiten
inh�rent ist, sollten Mikrofluidik-Technologien zur Steuerung
der Abgabe und Handhabung von Fl�ssigkeiten �ber meh-
rere Grçßenordnungen an Volumen (Mikro- bis Femtoliter)
und mit mikrometergenauer Positionierung allgegenw�rtig
werden. Es ist nur eine Frage der Zeit, bis dies geschieht. Wir
sind �berzeugt, dass Verfahren, die zur Manipulation und
Analyse biologischer Oberfl�chen unter physiologischen
Bedingungen f�hig sind, enorme Auswirkungen auf den Ge-
bieten der Oberfl�chenchemie, Biophysik, Diagnostik, Me-
dizin und Biologie haben werden.

Wir danken M. Hitzbleck f�r Diskussionen und V. Vogel (ETH
Z�rich), M. Despont und W. Riess f�r ihre anhaltende Unter-
st�tzung. Wir danken D. Juncker, M. Qasaimeh, S. Takayama
und D. Klenerman f�r die Bereitstellung von Teilen der Ab-
bildungen.

Eingegangen am 6. M�rz 2012
�bersetzt von Dr. Thomas Steiner, Neu-Ulm
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