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Mikrofluidische Isolierung von Nukleinsiduren

Die Detektion von Nukleinsduren (NAs) in Mikrototalanalysesyste-
men (uTAS) fiir die patientennahe Diagnostik ist ein sich rasant ent-
wickelndes Forschungsgebiet. Damit diese Systeme die hochste Ef-
fektivitit erbringen, ist eine effiziente NA-Isolierung aus der Aus-
gangsprobe entscheidend. Die Anwendung der Mikrofluidik erlaubt
eine Reduktion der Probenmengen und des Reagentienverbrauchs,
beschleunigt den Prozess, verhindert Verunreinigungen und kann zu
einem automatisierten System fiihren. Durch die Implementierung von
Mikrochips wurden neuartige Verfahren realisiert, die auf der ma-
kroskopischen Skala ungiinstig und unbequem widren, aber eine ex-
zellente Plattform fiir die mikroskopische NA-Aufreinigung bieten.
Dieser Aufsatz diskutiert die zahlreichen Verfahren zur NA-Isolierung
mithilfe miniaturisierter und mikrofluidischer Systeme sowie die zu
beriicksichtigenden Aspekte bei der Auswahl eines Verfahrens unter
Einbeziehung der jeweiligen Vor- und Nachteile und der potenziellen
Anwendungen. Die vorgestellten Verfahren umfassen die Nutzung von
Silica-basierten Oberflichen, funktionalisierten paramagnetischen
Beads, Oligonukleotid-modifizierten Polymeroberflichen, pH-ab-
hingig geladenen Oberflichen, Al,Os;-Membranen und Fliissigpha-
sentrennung. Dieser Aufsatz liefert grundlegende Informationen, die
zur Entwicklung einer Chemie benotigt werden, die eine Optimierung
der Nukleinsiure-Isolierung hin zu Effizienzen von 100 % ermogli-
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kann automatisierbar sein, weil diese
Assays komplett in einem Einzelgerit
durchgefiihrt werden. Um die minia-
turisierten WTAS zum NA-Nachweis
voll nutzen zu konnen, muss eine ef-
fektive Isolierung der NAs erfolgen.
Auch sollte man sich die spezifischen
Vorteile miniaturisierter Gerédte zu

chen soll.

1. Einfiihrung

Die Entwicklung von Nachweisverfahren fiir Nuklein-
sduren (NAs) hat zu einem enormen technischen Fortschritt
in vielen Forschungsbereichen gefiihrt. Zu den Anwendungen
gehoren der Nachweis von Pathogenen in Lebensmitteln,
Umweltproben und klinischen Proben sowie die Genanaly-
se.'”! Ein entscheidender Bestandteil der Assays zum NA-
Nachweis ist die Isolierung der NAs. Ohne ausreichende NA-
Reinigung in den Ausgangsproben reduziert sich die Gera-
teempfindlichkeit stark, und nachgelagerte Prozesse wie
Amplifikation und Detektion konnen beeintrichtigt sein.

Der NA-Nachweis unter Anwendung von Laborverfah-
ren im Makroma@stab hat sich gut etabliert. Diese Verfahren
erfordern jedoch oftmals umfangreiche Spezialausriistung,
ausgebildetes Personal und grofle Probenmengen, und sie
sind gewohnlich zeitaufwendig und teuer, was ihren Einsatz
auf zentralisierte Laboratorien beschrénkt. Somit besteht ein
starkes Interesse an der Entwicklung tragbarer Gerite fiir die
patientennahe Diagnostik, die unter Bedingungen mit be-
grenzten Ressourcen eingesetzt werden konnen. Infolgedes-
sen wurde das Konzept eines Mikrototalanalysesystems
(LTAS; oder Lab-on-a-Chip) vorgestellt, das zu einer deutlich
effizienteren NA-Analytik fiihrte.'"" ') Die Hauptvorteile der
Miniaturisierung von Assays zum NA-Nachweis sind, dass
deutlich geringere Probenvolumina benétigt werden, gerin-
gere Reagensmengen verbraucht werden und dass sie
schneller und empfindlicher sind. Aulerdem wird das Risiko
einer Verunreinigung nahezu ausgeschlossen, und das System
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Nutzen machen, statt lediglich ein
Verfahren von der Makro- auf die
Mikroskala zu {iiberfithren. Hierbei
sind Automatisierung, Ausschluss von
Verunreinigungen, kurze Diffusions-
und Reaktionswege, schnelle Wérmeiibertragung und einfa-
che Handhabbarkeit von Fliissigkeiten von grofiter Bedeu-
tung.

Die NA-Isolierung ist eine wichtige Stufe in einem WTAS
zum Nachweis von Zellen und spezifischen NA-Sequenzen
bei der Krankheitsbekdmpfung, in pharmakologischen Stu-
dien, im Umweltschutz und in Grundlagenstudien, in denen
Ergebnisse fiir den Nachweis spezifischer NA-Sequenzen
gebiindelt werden. Kritische Probenaspekte in den iiblicher-
weise komplexen klinischen"” und Umweltproben,® in
denen Zellen enthalten sind, miissen vor der Auswahl des am
besten geeigneten Verfahrens zur NA-Isolierung beriick-
sichtigt werden. Die Zelllyse ist der erste Schritt bei der NA-
Isolierung, und verschiedene On-Chip- und Off-Chip-Ver-
fahren sind in der Literatur umfangreich zusammenge-
fasst.'>' Das Lysat enthilt mehrere Bestandteile, wie Pro-
teine, Zellmembranfragmente, Polysaccharide, Metaboliten,
Ionen und andere NAs als die Ziel-NA >l die im Verfahren
zur NA-Isolierung vor den nachfolgenden Analysestufen
entfernt werden miissen. Nachgelagerte Prozesse schlie3en
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Abbildung 1. Kriterien fiir die Auswahl des Verfahrens zur NA-Isolierung. Aspekte, die bei der Auswahl beriicksichtigt werden miissen, betreffen den Proben-
typ, die Spezifitit der Isolierung (spezifisch oder nichtspezifisch), den Zweck der Isolierung, die vor- und nachgelagerten Prozesse sowie die Apparatur-
charakteristika. Die nachgelagerte Prozessierung ist mit dem Zweck der Isolierung eng verkniipft, da die Schritte nach der Isolierung erforderlich sind, um
das endgiiltige Resultat des Assays zu erzielen.
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oft einen Amplifikationsschritt ein, und obwohl die PCR das
am hiufigsten angewendete On-Chip-Verfahren ist,'*
werden Verfahren der isothermen Amplifikation haufiger, da
es schwierig ist, die Thermozyklierung in einen Mikrochip zu
integrieren.””

Weitere entscheidende Aspekte beinhalten die Art der zu
isolierenden NA, den Zweck der NA-Isolierung und den
Umfang der erforderlichen Arbeitsginge, da diese auf be-
grenztem Raum auf einem WTAS-Chip realisiert werden
miissen. In Zellen gibt es unterschiedliche Arten von NAs, die
jeweils spezifische Merkmale aufweisen (Funktion, Masse,
Haiufigkeit und Lokalisierung innerhalb der Zelle), die bei
ihrem Nachweis besondere Herausforderungen darstellen.”!
In Abbildung 1 sind die mafBgeblichen Designaspekte zu-
sammengefasst, die Forscher und Anwender bei der Festle-
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gung kritischer Gerédte- und Assayeigenschaften anleiten.
Dieser Aufsatz liefert einen umfassenden Uberblick iiber
Verfahren zur NA-Isolierung, die in Mikrosystemen durch-
gefiihrt werden. Die Verfahren werden beziiglich ihrer Vor-
und Nachteile sowie ihrer Leistungsfihigkeit bei speziellen
Anwendungen miteinander verglichen. Die Integration der
mikrofluidischen NA-Isolierung in einem vollstindigen
LTAS-Chip ermoglicht die Entwicklung schneller, empfind-
licher und transportabler Assays zum NA-Nachweis, die unter
Bedingungen mit begrenzten Ressourcen eingesetzt werden
konnen. Eine kurze Zusammenfassung der Verfahren, zu
denen ein Uberblick gegeben wurde, eine kritische Analyse
ihrer Vor- und Nachteile sowie viele aufgezeigte Anwen-
dungen sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.
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Mikrofluidische Isolierung von Nukleinsiduren

Tabelle 1: Zusammenfassung der Verfahren zur Nukleinsiure-Isolierung.

Angewandte

Isolierungsverfahren Vorteile Nachteile Isolierungsanwendung Lit.
Gepackte Silica-Beads @ Gingiges Verfahren o Verdichtung der Beads, was zu @ RNA aus Sperma, unechtem Spermafleck [37]
e Einfaches Konzept steigendem Gegendruck und ab- und alveolarem Rhabdomyosarkom
nehmender Strémung fiihrt @ DNA aus B. anthracis in Vollblut und DNA  [38]
® Keine verlissliche Wiederver- aus B. pertussis in Nasenaspirat
wendbarkeit ® STR-DNA-Fragmente in Vollblut und [39]
® Gebrauch von amplifikations- Sperma
hemmenden Lésungen
@ Apparative Beschrankungen
Sol-Gele mit inkorpo- @ Grofles SA/V-Verhiltnis @ Postfabrikationsschritte erfor- ® DNA aus S. typhimurium und B. anthracis [24]
rierten Silica-Beads o Gewshnlich wiederver- derlich in Vollblut
wendbar ® Hohe Herstellungstemperatur @ Genomische DNA in Vollblut und DNA  [41]
® Teures Substrat aus B. anthracis in einem Nasenabstrich
® Ungleichmifige Verteilung der
Beads
® Gebrauch von amplifikations-
hemmenden Lésungen
Porése Polymermonoli- @ Grofles SA/V-Verhidltnis e Postfabrikationsschritte erfor- ® RNA aus dem Influenza-A-Virus in kulti-  [44]
the mit inkorporierten @ Einwegartikel derlich vierten MDCK-Zellen von Siugetieren
Silica-Beads e Kostengiinstig ® Ungleichmiflige Verteilung der @ RNA aus dem Influenza-A-Virus und In-  [48]
Beads fluenza-B-Virus in einem Nasen-Rachen-Ab-
@ Gebrauch von amplifikations- strich und Nasen-Rachen-Aspirat
hemmenden Lésungen ® DNA aus E. coli in Urin [47]
® DNAaus E. coli, B. subtilis und E. faecalis in  [45]
Vollblut
® DNA aus C. difficile im Stuhl [46]
Silica-Mikrostrukturen @ Keine Postfabrikations- ® Teures Substrat ® Genomische DNA aus Leukozyten in [50]
schritte o Langer, komplizierter, teurer Vollblut
o Wiederverwendbar Herstellungsprozess ® DNA aus Lachssperma [57]
e Hohe Durchflussraten o Geringeres SA/V-Verhiltnis ® Genomische DNA in Vollblut und A549-  [52]
@ Gebrauch von amplifikations- Zellsuspensionen
hemmenden Lésungen @ Bakterien-DNA aus L. monocytogenes [53]
Porése Silicat-Monoli- @ GroRes SA/V-Verhiltnis @ Postfabrikationsschritte erfor- @ Genomische DNA in Vollblut [27,54]
the derlich ® Genomische DNA aus bukkalen Zellen [55]
@ Gebrauch von amplifikations- ® RNA aus Rattenleberzellen [56]
hemmenden Lésungen ® DNA aus Zellen von Mus musculus [57]
Silicat-Membranen e Einfache Integration in die @ Teuer ® DNA aus B. cereus und RNA aus dem HIV- [59]
Mikrofluidikapparatur ® Gebrauch von amplifikations- 1-Virus in Speichel
hemmenden Lésungen ® G6PDH- und BCR-ABL-Krebs-Transkripte  [60]
in K562-Zellen
Silica-beschichtete pa- @ Hohe Durchflussraten o Magnetfeld erforderlich ® Genomische DNA in Vollblut [65]
ramagnetische Beads ~ méglich e Einschriankungen hinsichtlich o Deletionen der DNA bei a-Thalassimie 1 [66]
@ Grofles SA/V-Verhiltnis ~ Material und Abmessungen der in Speichel
Apparatur ® RNA aus RSV-infizierten HEp-2-Zellen [67]
@ Gebrauch von amplifikations- ® RNA aus dem HIV-1-Virus in Plasma [69]
hemmenden Lésungen
@ Beads sind teuer
Paramagnetische @ Hohe Durchflussraten o Magnetfeld erforderlich ® RNA aus T98-Zellen [70]
Beads mit umschaltba- méglich @ Einschrinkungen hinsichtlich @ Genotypisierung von Einzelnukleotidpoly- [72]
ren Ladungen e GroRes SA/V-Verhiltnis Material und Abmessungen der morphien in genomischer Leukozyten-DNA
@ Keine PCR-hemmenden  Apparatur ® DNA aus M. tuberculosis in Speichel [73]

Lésungen

@ Beads sind teuer
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Isolierungsverfahren Vorteile Nachteile Isolierungsanwendung Lit.
Paramagnetische ® Nur Einfang von mRNA @ Poly-A-Schwanz der mRNA er- @ mRNA aus dem Bicoid-Gen von Droso- [75]
Beads mit Oligo-dT-Ad- @ Nachweis lebensfahiger  forderlich phila melanogaster
sorbat Organismen e Einschriankungen hinsichtlich ® mRNA aus einer NIH/3T3-Einzelzelle [76]
@ Hohe Durchflussraten der Probendichte @ Multiple Isolierung von mRNA aus MCF-  [77]
moglich o Magnetfeld erforderlich 7-Zellen
® Grofes SA/V-Verhiltnis @ Einschrinkungen hinsichtlich
Material und Abmessungen der
Apparatur
@ Beads sind teuer
Paramagnetische e Direktes Einfangen der @ Einschrinkungen hinsichtlich ® Ringformige RNA aus E. coli (78]
Beads mit spezifischen Ziel-NA der Probendichte ® RNA aus dem Nervennekrose-Virus in [80]
Nukleotidadsorbaten @ Niedrigere LODs o Magnetfeld erforderlich Wasserproben
@ Einschrinkungen hinsichtlich ® DNA aus Methicillin-resistentem S. aureus [82]
Material und Abmessungen der in Auswurf, Serum und Milch
Apparatur ® RNA aus dem Influenza-A-Virus und In-  [81]
@ Beads sind teuer fluenza-B-Virus
Oligonukleotide auf ® Keine apparativen Ein- @ Postfabrikationsschritte erfor- ® mRNA aus C. parvum [74]
Polymeroberflachen schriankungen derlich ® mRNA aus Rattenleberzellen [84]
e GroRes SA/V-Verhiltnis @ Verwendung von reaktiven Stof- @ gag-RNA aus HIV-Viren in Serum [85]
fen, die nachgelagerte Prozesse
hemmen kénnen
Chitosan-beschichtete @ Keine PCR-hemmenden @ Geringeres Aufnahmevermégen @ RNA aus Krebszellen des alveoliren [38]
Beads Lésungen fir NAs Rhabdomyosarkoms und bukkalen Zellen
o Schnelle Elution in klei- o Verdichtung der Beads, was zu @ Genomische DNA aus Vollblut [89]
nem Volumen steigendem Gegendruck und ab- ® RNA aus dem Influenza-A-Virus in einem [87]
nehmender Strémung fiihrt Pseudonasenabstrich
@ Apparative Einschrankungen
Aluminiumoxid-Mem- @ Keine Hemmung der PCR @ Nicht wiederverwendbar ® DNA aus B. cereus und synthetische HIV-  [90]
branen gag-RNA-Fragmente
® DNA aus Methicillin-empfindlichem und  [91]
Methicillin-resistentem S. aureus in Speichel
Photoaktivierte Polycar- @ Kostengiinstig ® Reduzierte Stabilitit der akti- @ Genomische DNA aus Vollblut und RNA  [93,95]
bonat-Oberfliachen @ Einfach zu strukturieren  vierten Oberfliche aus E. coli
® Keine Bindung von SPS e Multiple Isolierung von DNA aus B. sub-  [96]
e Einwegartikel tilis, S. aureus und E. coli
Amin-beschichtete ® Keine PCR-hemmenden @ Anziehung anderer negativ gela- @ Genomische DNA aus Vollblut [97]
Oberflichen Lésungen dener Spezies
® Viele Méglichkeiten zur @ Hoher pH-Wert des Elutionspuf-
Erzeugung von Amin-Ober-  fers kann nachgelagerte Prozesse
flachen hemmen
Elektrophoretische Ver- @ Keine externen Pumpen @ Nachgelagerte Prozesse schwie- @ Genomische DNA aus Vollblut mittels ITP  [98]
fahren erforderlich (geringerer ex-  rig zu integrieren ® DNA aus P. falciparvum in Vollblut mittels [99]
perimenteller Aufwand) @ Elektrophoretische Mobilitit der ITP
® Keine PCR-hemmenden NAs muss bekannt sein @ Chromatin aus E. coli durch Einfangen [101]
Lésungen mittels DEP
® Keine apparativen Ein- ® RNAaus E. coliund S. thermophilus mittels [102]
schriankungen Gel-EP
Isolierung durch orga- @ Gingiges Verfahren im ® Verwendung organischer Lo- ® Multiple Isolierung von DNA und RNA [104]

nische Flissigkeiten

Makromafistab

@ Hohe Reinigungseffizienz
o Aufnahme sehr kleiner
Proben

sungsmittel

aus P. aeruginosa und S. aureus
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Mikrofluidische Isolierung von Nukleinséuren

2. Verfahren der mikrofluidischen Isolierung von Nu-
kleinscuren

2.1. Verfahren auf Silicabasis

Schon frith wurden Verfahren auf Silicabasis in Mikro-
fluidiksystemen entwickelt und untersucht, in Anlehnung an
die erfolgreiche silicabasierte Boom-Isolierungstechnologie,
die gegenwirtig von bioMérieux vermarktet wird.'? Diese
Techniken nutzen die nichtspezifische Bindung von NA-Mo-
lekiilen an Silica zur Abtrennung von anderen Probenbe-
standteilen. Chaotrope Salze wie Guanidiniumiodid und
Natriumiodid schirmen die negative Ladung der Silicaober-
fliche ab, wodurch die NA-AbstoBung verringert und Silica
und NAs dehydratisiert werden. Dadurch wird eine hydro-
phobe Umgebung erzeugt, die die Bildung von Wasserstoff-
briicken zwischen den NAs und den Silanolgruppen begiins-
tigt.?Y Die gebundenen NAs werden mit einem organischen
Losungsmittel wie Ethanol oder Isopropylalkohol gewaschen,
und nach Elution mit einer Losung geringer Ionenstédrke
werden hochreine NAs erhalten.

Dieses chemische Prinzip wurde bei einer Vielzahl von
Mikrofluidikdesigns genutzt, die die Stidrken der Mikro-
fabrikation und der Silicachemie in sich vereinen. Mikro-
skopaufnahmen einiger dieser Plattformen sind in Abbil-
dung 2 dargestellt. Anfangs haben Mikrofluidiksysteme das
makroskopische Prinzip gepackter Silica-Beads oder den
Einschluss von Silica-Beads in Polymermatrices kopiert,
bevor bald darauf Silica-Mikrostrukturen als néachster Ent-

Angewan

wicklungsschritt einer zielspezifischen Gerétefertigung vor-
geschlagen wurden.

2.1.1. Gepackte Silica-Beads

Silica-Beads werden seit iiber zwei Jahrzehnten bei der
NA-Reinigung eingesetzt. Die erste Anwendung waren mit
Silica-Beads gepackte Zentrifugationssiulen.?***3  Das
Konzept wurde miniaturisiert, indem Silica-Beads in Mikro-
kapillaren eingebracht wurden, wodurch relativ kurze Zen-
trifugationszeiten zur schnellen NA-Isolierung resultier-
ten.**7 Die meisten Mikrofluidiksysteme, die fiir den Ein-
satz von gepackten Silica-Beads konstruiert wurden, enthal-
ten einen wehrartigen Aufbau, der als Fritte wirkt, um die
Beads auf einen spezifischen Platz im Kanal zu begrenzen,
sodass ausschlieBlich die Fliissigkeit stromt.’” Sowohl DNA
als auch RNA wurden mit dieser Technik erfolgreich iso-
liert.?*%”! Die direkte Verkniipfung der NA-Isolierung mit
einer Amplifikationsreaktion ist ein wichtiger Schritt hin zu
einem vollstindigen WTAS-Chip und wurde bei der DNA-
Isolierung mit gepackten Silica-Beads und On-Chip-Ampli-
fikation mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) demon-
striert.*%) Hier ist es entscheidend, die chaotropen Salze und
organischen Losungsmittel vollstindig zu entfernen, da diese
die PCR beeintrichtigen konnen.”” Deshalb enthielten diese
Systeme getrennte Kanile/Reservoire zur Isolierung und
Amplifikation mittels PCR, um eine Stérung der PCR durch
die Inhibitoren zu verhindern. Die Ergebnisse waren jedoch
oft nicht reproduzierbar, und die Beadschicht wies nur eine
geringe Stabilitdt auf, was nach lingerer Anwendung zur

dte

Chemie

Abbildung 2. Mikroskopaufnahmen der verschiedenen zur NA-Isolierung verwendeten Silica-Oberflichen. a) Silica-Beads in einem Mikrokanal (mit Geneh-
migung aus Lit. [25], Copyright 2002 Wiley-VCH). b) In einer Sol-Gel-Matrix eingeschlossene Silica-Beads in einem Mikrokanal (mit Genehmigung aus

Lit. [25], Copyright 2002 Wiley-VCH). c) In einem porésen Polymermonolithen eingeschlossene Silica-Beads (mit Genehmigung aus Lit. [26], Copyright 2010
American Chemical Society). d) Sol-Gel auf Silicabasis (mit Genehmigung aus Lit. [27], Copyright 2006 American Chemical Society). e) Poréser Polymer-
monolith auf Silicabasis (mit Genehmigung aus Lit. [28], Copyright 2009 Elsevier). f) Array von Siliciumdioxid-Mikrosiulen (mit Genehmigung aus Lit. [29],

Copyright 1999 ASME).
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Zerstorung des Mikrochips fiihrte.”) AuBerdem sind Aspekte
wie Verdichtung der Beads, steigender Gegendruck und ab-
nehmende Stromung aufgrund der dynamischen Beschaf-
fenheit der Beadpackung {iiblicherweise auftretende Nach-
teile. Eine Losung fiir einige dieser Probleme bestand darin,
die Silica-Beads in Polymermatrices einzuschlieBen.!

2.1.2. Matrices mit Silica-Beads

Der néchste Fortschritt war der Einschluss von Silica-
Beads in pordsen Materialien wie Sol-Gel-Matrices und po-
rosen Polymermonolithen. Im Fall der Sol-Gel-Matrices
werden die Silica-Partikel in den Gelbildungs- oder Poly-
kondensationsprozess eingebunden,®”! und es entsteht ein
Monolith fiir die NA-Isolierung. Untersuchungen ergaben,
dass die wichtigsten Faktoren, die die Effizienz beeinflussen,
die GroBe der Silica-Beads, das Matrixmaterial, der Typ der
Kondensationsreaktion und die Methode zum Aufbau des
Monolithen waren.” AuBerdem zeigten Untersuchungen,
dass ein abnehmender pH-Wert zu einer verringerten Ab-
stoBung zwischen der Silica-Oberfliche und den DNA-Mo-
lekiilen und wiederum zu einer schnelleren DNA-Adsorption
fithrt, wodurch hohere Durchflussraten moglich sind. Auf
diese Weise konnten schnelle Extraktionen von Bakterien-
DNA und Viren-DNA sowie von DNA aus Vollblut durch-
gefiihrt werden.?"! Zudem wurde die erfolgreiche DNA-Iso-
lierung und PCR-Amplifikation im selben Mikrosystem de-
monstriert.“!) Eine erhebliche Einschrinkung der Verwen-
dung von Sol-Gel-Matrices stellt allerdings der erforderliche
hohe Wiarmeeintrag dar, der wiederum den Einsatz von Glas
als Mikrofluidikplattform erfordert, das ein relativ teures
Material fiir die Strukturierung ist.

Die Arbeitsgruppe von Klapperich demonstrierte eine
neue Methode zur Erzeugung von pordsen Polymermonoli-
then mit inkludierten Silica-Beads in kostengiinstigen Mi-
krofluidikplattformen auf Kunststoffbasis, die durch Hei$3-
priagen leicht strukturiert werden konnen. Die erhebliche
Reduzierung der Herstellungskosten ermdoglicht die Ver-
wendung dieser Vorrichtungen als Einwegartikel, wodurch
das Risiko einer Verunreinigung zwischen den Anwendungen
ausgeschlossen wird. Die Monolithe weisen Mikro- und Na-
noporen auf, die eine Fliissigkeitsstromung bei geringen Ge-
gendriicken ermoglichen und eine grofle Oberfliche fiir die
NA-Adsorption bereitstellen.*’) Mit Polymeren wie Cyclo-
olefin-Copolymeren, die hervorragende optische Eigen-
schaften aufweisen, gelingt der anschlieBende Nachweis in ein
und demselben Mikrofluidiksystem.[***! Systeme dieser Art
konnten unter verschiedenartigen Probenbedingungen ange-
wendet werden."**” Einige dieser Assays wurden in pTAS-
Chips mit integrierter On-Chip-NA-Amplifikation einge-
bunden.**! Obwohl diese Verfahren der Immobilisierung
von Silica-Beads in pordsen Materialien viele der mit ge-
packten Silica-Beads verbundenen Probleme l6sen, erfordern
sie zusitzliche Fertigungsschritte nach der Konstruktion des
Mikrofluidiksystems. Zudem kann die sichere Wiederver-
wendung von Systemen, die nicht zum Einmalgebrauch be-
stimmt sind, schwierig sein.
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2.1.3. Silica-Mikrostrukturen

Durch die Verwendung von Silica-Mikrostrukturen ge-
lingt es, eine NA-bindende Oberfliche wihrend der Ferti-
gung des Mikrofluidiksystems zu erzeugen. Da im Vergleich
zu gepackten Beads und Matrices ein wesentlich geringerer
Gegendruck herrscht, konnen hohere Durchflussgeschwin-
digkeiten und somit hohere Durchsitze erzielt werden, wo-
durch die Aufbereitung groBerer Volumina mdglich ist. Die
Mikrostrukturen werden gewohnlich aus Silicium- oder
Glassubstraten mittels reaktiver Ionendtzung herge-
stellt.”**=! Die Maximierung der verfiigbaren Oberfliche
und der Mischprozess bilden den Schliissel zur Optimierung
der Extraktionseffizienz.

Die Oberfldache und der Mischprozess werden durch die
GroBe, Dichte und Form der Mikrostrukturen sowie durch
die GesamtgroBle und Form der Isolierungskammer be-
stimmt. In der Regel wird das Oberfliche/Volumen-Verhilt-
nis (SA/V-Verhiltnis) als Kompromiss zwischen Maximie-
rung der Oberflichengrofe, einfacher Herstellung und Be-
grenzung der Durchflussgeschwindigkeit aufgrund des Ge-
gendrucks gewihlt. Diese Aspekte beeinflussen letztendlich
die Extraktionseffizienz, die mit dem SA/V-Verhiltnis posi-
tivi®! und mit der Durchflussgeschwindigkeit negativ korre-
liert.”*>" Die Form der Mikrostrukturen und Mikrokanile ist
der entscheidende Faktor fiir die Festlegung des idealen
Stromungsmusters. Beim Vergleich von Mikrostrukturformen
fanden Wu et al., dass eine Schicht aus pyramidenfoérmigen
Sdulen eine hohere Extraktionseffizienz als eine Schicht aus
kegelstumpfformigen Sédulen hat. Das ist wahrscheinlich
darauf zuriickzufiihren, dass pyramidenformige Sdulen die
Stromung stiarker storen (d.h. stirkere Vermischung) und
deshalb mehr DNA-Molekiile mit der bindenden Oberfldche
in Kontakt kommen.F? Hinsichtlich der Abmafe der mikro-
fluidischen Kanile verringert ein breiterer, kiirzerer Kanal
den hydrodynamischen Widerstand und ermoglicht hohere
Durchflussgeschwindigkeiten, was giinstiger ist bei grof3eren
Proben mit hohen Zielkonzentrationen, die sonst zu einer
Beeintriachtigung der Extraktionseffizienz fithren konnen.
Dagegen erhoht ein diinnerer, lingerer Kanal den Wider-
stand, was bei kleineren Proben mit geringer NA-Zielkon-
zentration idealer ist.’!! Abbildung 3 fasst die entscheidenden
Designkriterien fiir die Herstellung von Silica-Mikrostruktu-
ren in mikrofluidischen Kanilen zur NA-Isolierung zusam-
men.

Zusammengefasst wurden Silica-Mikrostrukturen als ef-
fiziente Plattformen zur NA-Isolierung genutzt. Diese Tech-
nik wurde auch in pTAS-Chips integriert, die NA-Amplifi-
kations- und Nachweisschritte umfassen.’>> Dieses Isolie-
rungsverfahren ist jedoch mit Mikrofluidiksystemen verbun-
den, die in komplexen Herstellungsverfahren, die zeitauf-
wendig sind und Reinraumbedingungen erfordern, aus relativ
teuren Materialien konstruiert werden.

2.1.4. Andere silicabasierte Oberflichen
Andere silicabasierte Oberflichen, die in Mikrofluidik-
systemen zur NA-Isolierung genutzt wurden, umfassen

porose Polymermonolithe auf Silicatbasis und Silicatmem-
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Design-Kriterien fir
Silica-Mikrostrukturen

Y

Oberflache-Volumen-

Mikrostrukturform

Abmessungen des

Chemie

Verhaltnis Mikrofluidikkanals
Mikrostrukturgrofte Mikrostrukturdichte Strémungstérung | | Kurze, weite Kanéle | | lange, schmale Kanale

@ Oberflache vergréfert sich
mit abnehmender GroRe

® schwierigere Herstellung
mit abnehmender GroRe

® Oberflache vergrélert sich
mit zunehmender Dichte

® schwierigere Fertigung
mit zunehmender Dichte

® Stromungsdruck steigt

® Kontakt mit der bindenden
Silicaoberflache erhdht sich
mit zunehmender Stérung
der Strémung

® Hydrodynamischer
Widerstand sinkt

® Stromungsgeschwindigkeits-
limit steigt

® Kontaktzeit sinkt

@ Hydrodynamischer
Widerstand steigt

® Strémungsgeschwindigkeits-
limit sinkt

® Kontaktzeit steigt

mit zunehmender Dichte

@ Besser maximierbar bei
kleineren Probengréen mit
wenigen NAs

® Besser maximierbar bei
groéReren Probengréfien

Abbildung 3. Kriterien fiir die Herstellung von Silica-Mikrostrukturen zur NA-Isolierung. Entscheidende Merkmale der Mikrostrukturen sind ihre GréRe,
Dichte und Form. Die Auswahl der geeigneten Abmessungen der Mikrofluidikkanile ist ebenfalls von groRer Bedeutung und sollte auf Basis der Proben-

menge und -konzentration erfolgen.

branen. Diese Systeme vermeiden Probleme wie Bead-Ver-
dichtung, ungleichméfige Verteilung der Beads in den Ma-
trices und hohe Kosten der Mikrofabrikation. Einige Ar-
beitsgruppen verwendeten pordse Polymermonolithe, die aus
Losungen von Tetramethylorthosilicat (TMOS)®?”3 und Ka-
liumsilicat®® " hergestellt wurden, um NAs aus unterschied-
lichen Proben zu isolieren. Besonders bei kleinen Volumina
der verdiinnten Probe wird tiblicherweise empfohlen, eine
Triger-RNA einzusetzen, um ausreichende Extraktionseffi-
zienzen zu erzielen.® Kashkary et al. konnten unter Ver-
wendung eines Silicat-Monolithen auch ohne Triger mit
hoher Effizienz DNA aus Proben extrahieren.”” Dies belegt,
dass pordse Polymermonolithe auch ohne Silica-Beads ein
sehr groBBes SA/V-Verhiltnis aufweisen und NAs in ausrei-
chender Weise isolieren konnen.

Fine andere Ausfiihrung der NA-Isolierung auf Silica-
basis ist der Einsatz von Silicatmembranen, die aus einem
Netzwerk von Glasfasern bestehen. Typischerweise sind die
Membranen in die Mikroapparaturen integriert, indem sie
einfach in einer Kammer fixiert werden. Diese Methode
wurde auch in vollstindige WTAS-Chips implementiert, mit
Lyse, Amplifikation, Nachweis und NA-Reinigung vor der
PCR-Amplifikation.” Diese uTAS-Chips wurden eingesetzt,
um DNA und RNA aus verschiedenen Viren,” Bakterien™
und anderen Zellen abzutrennen.™ In allen Fillen war der
Schritt der NA-Isolierung erforderlich, um die erforderlichen
niedrigen Nachweisgrenzen (LODs, limits of detection) zu
erreichen.

2.2. Verfahren auf Basis paramagnetischer Beads
Trennungsassays unter Verwendung paramagnetischer

Beads werden seit den 1970er Jahren umfassend genutzt und

wurden in der Literatur eingehend behandelt."*! Die Inte-

gration paramagnetischer Beads in mikrofluidische biologi-
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sche Assays wurde kiirzlich beschrieben.*>! In Assays zur

NA-Isolierung bieten paramagnetische Beads gegeniiber
Schichten gepackter Beads mehrere Vorteile. Rohproben mit
vielen festen Verunreinigungen unterschiedlicher Grof3e sind
leichter zu behandeln, da es das bei dicht gepackten Beads
auftretende Problem der Verklumpung nicht gibt. Es kann
aullerdem ein breiter Bereich von Probenvolumina abge-
deckt werden, da die Beads ein grofes SA/V-Verhiiltnis auf-
weisen und die Durchflussgeschwindigkeit nicht durch kleine
PorengréBen zwischen den gepackten Beads und der wehr-
artigen Struktur begrenzt wird. Diese Vorteile resultieren
daraus, dass die Beads ungehindert in die Probenlosung sus-
pendiert werden konnen, wodurch die Wechselwirkung zwi-
schen den Beads und der Probe maximiert wird, und dass sie
nicht durch Zentrifugieren oder Filtrieren, sondern lediglich
durch Anlegen eines Magnetfeldes gesammelt werden. Wei-
tere Vorteile der Miniaturisierung dieses Verfahrens in einem
Mikrofluidiksystem sind, dass unabhéngig vom Probenvolu-
men viel weniger Beads eingesetzt werden miissen und man
eine geringere Magnetfeldstdrke anwenden kann. Dass ein
Magnetfeld erforderlich ist, ist jedoch mit Einschrdnkungen
beim Design des Mikrofluidikchips verbunden. Die Art des
Materials und seine Dicke wirken sich auf die Stidrke des
Magnetfeldes aus,®! und der Mikrokanal sollte so entworfen
werden, dass der Verlust an Beads minimiert wird. Mittels
paramagnetischer Beads mit unterschiedlichen Oberfldchen-
modifizierungen konnten sowohl spezifische als auch nicht-
spezifische NA-Isolierungen demonstriert werden.

2.2.1. Silica-beschichtete paramagnetische Beads

Das oben beschriebene allgemeine Verfahren unter Ver-
wendung von Silica-Beads kann durch den Einsatz von Silica-
beschichteten paramagnetischen Beads verbessert werden.
Anstatt dass die paramagnetischen Silica-Beads gepackt und
durch die als ,,Wehr dienende Kammer abgegrenzt sind,
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konnen sie frei in Losung vorliegen und durch ein Magnetfeld
gesammelt werden, wodurch sich die fiir die NA-Bindung
verfiigbare Silica-Oberflache vergroBert. Fiir die Wasch- und
Elutionsphase der NA-Isolierung wurden verschiedene Ver-
fahren genutzt. Es gibt herkommliche Verfahren, bei denen
ein Magnetfeld angewendet wird, um die Beads zu fixieren,
wihrend Waschpuffer die Mikrokanile durchstromen. Bei
einem eher unkonventionellen Verfahren wird ein Magnet-
feld genutzt, um die paramagnetischen Beads durch eine ru-
hende Waschlosung zu bewegen.

Silica-beschichtete paramagnetische Beads wurden in
konventionellen Mikrofluidiksystemen mit verschiedenen
Substratmaterialien eingesetzt, und auch ein Array aus acht
parallelen Kanilen wurde beschrieben.® Dabei trat aller-
dings das Problem der Inhomogenitédt des Magnetfeldes auf,
wodurch jeder Kanal eine andere Extraktionseffizienz besal.
Dariiber hinaus wurde ein pWTAS-Chip zum Nachweis von
genetischen Deletionen in Zellen aus Speichelproben de-
monstriert, womit die Kompatibilitidt dieses Verfahrens mit
anderen Prozessschritten aufgezeigt wurde./*

Mikrofluidikapparaturen mit ruhenden Losungen und
stromenden paramagnetischen Beads wurden mit unter-
schiedlicher Geometrie und Komplexitdt entwickelt. Die
Waschlosungen wurden sowohl durch Luftblasen®! als auch
durch hydrophobe, nicht mischbare Fliissigkeiten separiert,!
die auch als Waschphasen zwischen Bindungs- und Elutions-
schritten dienen, um ein Verschleppen zu minimieren. Ein
Beispiel eines Verfahrens mit Luft zur Trennung von Losun-
gen ist in Abbildung 4 dargestellt. Der grof3te Nachteil des
Einsatzes von Silica-beschichteten paramagnetischen Beads
ist letztendlich, dass trotzdem die Verwendung von chaotro-
pen Salzen und organischen Losungsmitteln erforderlich ist,

A. . Baeumner und S. ]. Reinholt

die nachgelagerte Prozesse wie NA-Amplifikation storen
konnen.

2.2.2. Paramagnetische Beads mit umschaltbaren Ladungen

Ahnlich wie Silica-Oberflichen konnen auch geladene
Oberflachen genutzt werden, um NAs aus komplexen Proben
aufgrund des geladenen Charakters der NAs zu isolieren.
Manche Materialien konnen je nach pH-Wert der umgeben-
den Losung unterschiedliche Oberfldchenladungen aufwei-
sen. Dieses Phdnomen wurde zur NA-Isolierung mithilfe von
Materialien genutzt, die zwischen einer positiven Ladung
(Bindung der negativ geladenen NAs) und einer negativen
Ladung (Elution) geschaltet werden konnen. Materialien
dieser Art wurden auf paramagnetischen Beads abgeschie-
den, und ein niedriger pH-Wert erzeugte dann eine positive
Oberflachenladung fiir die Bindung, wihrend ein hoher pH-
Wert eine negative Oberflichenladung fiir die Elution her-
stellte.™ Viele Arbeitsgruppen — und besonders jene, deren
Schwerpunkt auf der Mikrofluidik liegt — verwenden kom-
merzielle Beads und beschichten diese mit einem selbst ent-
wickelten Material mit umschaltbarer Ladung. Ein bekanntes
Material, das auch auf magnetischen Beads verwendet wird,
ist Polyethylenimin, ein multivalentes kationisches Polymer,
das je nach pH-Wert der Losung eine positive oder negative
Ladung aufweisen kann.”! Diese Klasse magnetischer Beads
wurde nicht nur in Mikroapparaturen eingesetzt, sondern
auch in vollstindige pPTAS-Chips integriert.”? Dariiber
hinaus wurde ein Multiplex-pTAS entwickelt, das zehn
Proben parallel prozessieren kann und eine hervorragende
LOD von nur 10 Bakterien erreichte.” Dieses Beispiel ver-
deutlicht das groe Potenzial der Anwendung paramagneti-
scher Beads mit umschaltbaren Ladungen fiir die Entwick-

—

Abbildung 4. Isolierung von NAs unter Verwendung ruhender, durch Luft getrennter Lésungen und eines Magneten, um Silica-beschichtete paramagneti-
sche Beads durch die Lésungen zu bewegen. a) Aufnahme, die die Wascheffizienz des Verfahren veranschaulicht. Der Puffer wurde mit einem Farbstoff
gemischt. Da die paramagnetischen Beads mit gebundenen NAs von Lésung zu Lésung wandern, bleiben der Puffer und andere Bestandteile in den Wasch-
puffertrépfchen zuriick. b) Zeitliche Abfolge beim Herausziehen der paramagnetischen Beads aus dem Puffertrépfchen. Die Tropfchenverschleppung ist
minimal. c) Schematische Darstellung des Prozesses der NA-Isolierung. Die NAs sind an die Beads gebunden, die Beads werden gewaschen, und die NAs
werden von den Beads eluiert. (a) und (b) mit Genehmigung aus Lit. [68], Copyright 2006 Wiley-VCH.
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lung hochempfindlicher WTAS-Chips. Als ein genereller
Nachteil dieser Verfahren muss allerdings erwidhnt werden,
dass nach wie vor DNasen und RNasen eingesetzt werden
miissen, um die unerwiinschten Arten von NAs abzubauen.

2.2.3. Mit Oligo-dT beschichtete paramagnetische Beads

Im Fall der nichtspezifischen Isolierung von NAs sind
mitunter zusétzliche Reinigungsschritte erforderlich, um die
Probe auf einen bestimmten NA-Typ einzuengen. Die grofie
Zahl von NAs in manchen Proben kann sogar zur Séttigung
der Silica-Oberfldche fithren, wodurch die Extraktion der
Ziel-NAs beeintréachtigt wird. In den meisten eukaryotischen
Organismen hat die Boten-RNA (mRNA) einen Polyadeno-
sin(Poly-A)-Schwanz, und eine elegante Methode zur Erho-
hung der Spezifitit der NA-Isolierung ist die Verwendung des
Thymidin-Oligonukleotids, Oligo-dT. Oligo-dT hybridisiert
mit dem Poly-A-Schwanz aller mRNA-Molekiile, wihrend
andere Arten von NAs nicht binden. Ein weiterer Vorteil des
mRNA-Nachweises besteht darin, dass im Gegensatz zum
gewohnlichen Nachweis von DNA-Sequenzen nur lebensfi-
hige Zellen erfasst werden.""! Eine spezifische mRNA-Ex-
traktion ist auBerdem giinstig, da die Menge an mRNA ge-
geniiber der gesamten RNA, bei der noch mehrere Kopien
jeder Sequenz vorliegen, sehr gering ist. Dementsprechend
wurde Oligo-dT auf paramagnetischen Beads immobilisiert
und in Mikrofluidiksystemen eingesetzt, um winzige Mengen
an mRNA zu isolieren.” Auf einem WTAS-Chip zur Her-
stellung von Sequenzierungsdatenbanken wurde sogar die
Extraktion von Pikogramm- und Subpikogramm-Mengen aus
Einzelzellen demonstriert."! Des Weiteren wurde die NA-
Isolierung unter Verwendung von mit Oligo-dT beschichteten
paramagnetischen Beads fiir Hochdurchsatzanwendungen
aufskaliert, wobei standardisierte Mikrotiterplatten zur par-
allelen Extraktion von 384 oder 1536 Proben Anwendung
fanden.”” In diesen Mikrofluidiksystemen werden die Beads
innerhalb von nur 10s magnetisch durch Bindungs- und
Elutionslosungen gezogen, die durch eine nichtmischbare
hydrophobe Phase separiert sind. Dieses Prinzip der spezifi-
schen RNA-Isolierung kann hin zur Isolierung spezifischer
Sequenzen weiter spezialisiert werden.

2.2.4. Mit spezifischen Sequenzen beschichtete paramagnetische
Beads

Die Modifizierung paramagnetischer Beads mit spezifi-
schen Oligonukleotidsequenzen ermoglicht den direkten
Nachweis von NA-Sequenzen ohne weitere Reinigung, da nur
die NA-Sequenzen von Interesse komplementér zu den pa-
ramagnetischen Beads hybridisieren, wéahrend die restlichen
NAs und Verunreinigungen weggewaschen werden. FEin
wichtiger Parameter, der bei der Entwicklung dieser Systeme
beriicksichtigt werden muss, ist die Dichte der Oligonukle-
otidsonden auf der Oberfldche der magnetischen Beads. Bei
zu hoher Dichte kann die Isolierung durch sterische Effekte
gehindert sein.”" Bei zu geringer Dichte kann eine nicht-
spezifische Bindung an die Oberfliche der Beads resultieren
und die Probe verunreinigen.”® Verschiedene WTAS-Chips
unter Verwendung von paramagnetischen Beads mit spezifi-
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schen Oligonukleotidsequenzen wurden entwickelt, die
sowohl schnell als auch empfindlich sind und zur Detektion
von Viren-RNA "8 Bakterien-RNA®! und Bakterien-
DNA®! aus einer Bandbreite von Probentypen eingesetzt
wurden. Der spezifische Charakter der NA-Isolierung in
diesen Systemen ermdoglichte sehr niedrige LODs. Das Iso-
lieren spezifischer Sequenzen kann allerdings durch hohe
Gesamtkonzentrationen an DNA und RNA in einer Probe
beeintrichtigt sein, sodass die Entwicklung zweistufiger
Verfahren erforderlich sein kann.

Ein genereller Nachteil der Verwendung magnetischer
Beads sind mitunter die Kosten fiir die Erzeugung qualitativ
hochwertiger paramagnetischer Beads, was einer weiten
Verbreitung dieser Verfahren im Wege stehen konnte.

2.3. Spezifische Oberfldchenmodifizierung

Die Isolierung von NAs kann auch durch direktes Modi-
fizieren einer Oberfldche mit Oligonukleotiden oder aber
durch Anwendung spezieller Oberflichen, die unter be-
stimmten Pufferbedingungen NAs nichtspezifisch binden,
realisiert werden. Diese Verfahren werden nachstehend er-
ortert.

2.3.1. Oligonukleotide auf Polymeroberfldchen

Die kovalente Modifizierung von Polymeroberflichen mit
Oligonukleotiden bietet groe Vorteile fiir die NA-Isolie-
rung, da Finschrinkungen der Gerédteabmessungen zum
Einschluss der Beads entfallen. Dariiber hinaus kann die
Synthese dieser Oberfldchen leicht dem Herstellungsprozess
hinzugefiigt werden. Eine Einschrinkung besteht allerdings
darin, dass die Erzeugung spezifischer Oberflaichenmuster
nur mithilfe komplizierter Verfahren moglich ist, z.B. durch
Anwendung von Masken oder in Form alternierender
Arrays.®™ Ebenfalls beschrieben wurde die Modifizierung
von Mikrostrukturen in Kanédlen mit Oligonukleotiden
(ahnlich wie oben fiir silicabasierte Techniken diskutiert) zur
Erzeugung einer kohésiven Plattform fiir die hochempfindli-
che NA-Isolierung.

Sowohl Oligo-dT als auch spezifische Oligonukleotide
wurden auf pordsen Polymeroberflaichen immobilisiert und
zur Isolierung von Siugetier-mRNAP und spezifischen NA-
Sequenzen aus Viren genutzt.® Die Erzeugung dieser mo-
difizierten Polymere in mikrofluidischen Kanélen benétigt
zusétzliche Schritte, die den Einsatz reaktiver Komponenten
erfordern, die die Isolierung oder andere Prozesse beein-
trachtigen konnen — allerdings braucht man diese Polymere,
um eine ausreichend groB3e Oberfldche zur Immobilisierung
geniigender Oligonukleotidsonden zu schaffen. Im Gegensatz
dazu entwickelte unsere Arbeitsgruppe ein Verfahren zur
Modifizierung von Mikrokanédlen mit hoher Immobilisie-
rungseffizienz, das ohne die Synthese einer pordsen Matrix
auskommt. Dabei wurden Oligo-dT-Proben mit hoher Effi-
zienz an Polyamidoamin-Dendrimeren der 5. Generation
immobilisiert, was in einer hohen Hybridisierungseffizienz
resultierte.’* Abbildung 5 veranschaulicht das Konzept und
zeigt, wie die Mikroapparaturen hergestellt werden. Die
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Abbildung 5. Isolierung von mRNA mit an die Peripherie von Dendrimeren konjugiertem Oligo-dT, das in mikrofluidischen PMMA-Kanilen immo-
bilisiert wurde. Die Mikrokanile kénnen durch Heif3priagen und UV/Ozon-unterstiitzte thermische Polymerisation leicht und kostengtinstig herge-
stellt werden.®¥ a) Schematische Darstellung des Isolierungsverfahrens: mRNA-Molekiile werden durch Oligo-dT-Sonden eingefangen, die im Mi-
krokanal an Dendrimeren immobilisiert sind. Vor der isothermen Amplifikation ist keine Elution der mRNA erforderlich. b) Aufnahme der zum
Pragen der PMMA-Mikrokanile (c) verwendeten Kupfervorlage (mit Genehmigung aus Lit. [68], Copyright 2008 Springer. d) Aufnahme der fertigen
Mikrofluidikapparatur (mit Genehmigung aus Lit. [74], Copyright 2013 American Chemical Society).

Verwendung modifizierter Oberfldchen als Isolierungsmedi-
um bietet insbesondere Vorteile fiir W“TAS-Anwendungen in
Fillen begrenzter Ressourcen, da die Arbeitsabldufe verein-
facht und die apparativen Kosten reduziert werden.

2.3.2. Chitosan-beschichtete Beads

Die Arbeitsgruppe von Landers entwickelte ein Verfah-
ren zur NA-Isolierung unter Verwendung von Chitosan-be-
schichteten Beads, die sie in Mikroapparaturen zur Extrak-
tion von RNA und DNA aus Viren® und Siugetierzellen®**!
verwendeten. Es handelt sich um ein nichtspezifisches Iso-
lierungsverfahren mit einem pH-abhéngigen Ladungszustand
des Chitosans, das NAs bei pH 5 bindet und bei pH 9 eluiert.
Gegeniiber der Verwendung von Silica-Beads bietet es den
Vorteil, dass anstatt chaotroper Puffer und organischer Lo-
sungsmittel, die nachgelagerte Prozesse hemmen konnen,
wissrige Puffer eingesetzt werden konnen. Zwar verfiigen
Chitosan-Oberfldichen im Vergleich zu Silica-Oberfldchen
iiber ein geringeres Gesamtaufnahmevermogen fiir NAs (das
aber fiir die gewiinschten Anwendungen immer noch genii-
gend hoch ist), dafiir ist die Elution der NAs aus Chitosan-
Oberflichen deutlich schneller.® Davon abgesehen gelten
die allgemeinen Vor- und Nachteile Bead-basierter mikro-
fluidischer Apparaturen (siche Tabelle 1).

2.3.3. Aluminiumoxidmembranen

Aluminiumoxidmembranen konnen auf dhnliche Weise
wie Silicatmembranen zum Isolieren von NAs verwendet
werden. Eine hohe Salzkonzentration bewirkt, dass die NAs
fest an die Membranoberfldache binden. Eine positive Eigen-
schaft dieser Membranen ist, dass sie nicht die PCR hemmen,
sofern das Membranvolumen relativ zum Reaktionsvolumen
der PCR unter einem bestimmten Schwellenwert gehalten
wird.” Die NAs bleiben in Gegenwart des PCR-Gemischs an
die Membran gebunden, die somit als Matrix fiir aufeinan-
derfolgende PCR-Reaktionen genutzt werden kann. Falls
eine Elution durchgefiihrt werden soll, kénnen die NAs durch
Zugabe von Rinderserumalbumin und zusétzlicher Tag-Po-
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lymerase zum PCR-Reaktionsgemisch eluiert werden."

Aluminiumoxidmembranen wurden in Mikroapparaturen
integriert, welche die Isolierung und Amplifikation von RNA
und DNA erméglichten.” Auch ein Multiplexsystem wurde
entwickelt, das den parallelen Nachweis von bis zu sieben
Ziel-NAs ermoglichte.”!! Die Kompatibilitit mit nachgela-
gerten Prozessen macht Aluminiumoxidmembranen zu sehr
attraktiven Plattformen fiir die NA-Isolierung. Aufgrund der
festen Bindung der NAs ist es allerdings schwierig, die
Oberflache der Membran zu regenerieren.

2.3.4. Photoaktivierte Polycarbonat-Oberflichen

Es wurde gezeigt, dass photoaktivierte Polycarbonat(PC)-
Oberflichen NAs in Gegenwart hoher Konzentrationen an
Polyethylenglykol (PEG) und NaCl nichtspezifisch binden.”
Die Photoaktivierung von PC erzeugt eine carboxylierte
Oberfléache, und die NA-Bindung erfolgt analog zur Bindung
an Silicaoberfldchen. PC kann durch Heil3pragetechniken auf
einfache und kostengiinstige Weise strukturiert werden. Ein
weiterer Vorteil ist, dass das als Antikoagulans in Blutproben
eingesetzte Natriumpolyanetholsulfonat (SPS), das als Inhi-
bitor der PCR bekannt ist und in Gegenwart chaotroper Salze
an Silica koordiniert, nicht an PC bindet.”® Photoaktivierte
PC-Oberflichen wurden in Mikrofluidiksysteme integriert
und zunichst in einem Schichtformat beschrieben.’ Basie-
rend auf diesen erfolgversprechenden Ergebnissen wurden
Mikrosdulenarrays in Mikrofluidikkanélen erzeugt und cha-
rakterisiert® und anschlieBend aufskaliert, um DNA und
RNA im 96er Mikroplattenformat zu extrahieren.**! Mit 96
Reinigungen in weniger als 30 min konnten die Extraktionen
sehr schnell durchgefiihrt werden, und da die Apparaturen
kostengiinstig sind, konnen sie als Einwegartikel verwendet
werden. In Abbildung 6 sind das Isolierungsverfahren und die
Herstellung der Mikroapparaturen dargestellt. Eine Ein-
schrinkung dieses Verfahrens konnte sich aus der mangeln-
den Langzeitstabilitdt der photoaktivierten Oberfldche erge-
ben.
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Abbildung 6. |solierung von NAs mithilfe von Mikroséulenarrays aus photoaktiviertem PC. Die Arrays wurden durch Heilprigen und UV-unter-
stiitzte thermische Polymerisation hergestellt. a) Schematische Darstellung des Verfahrens zur NA-Isolierung. Photoaktiviertes PC besitzt eine
carboxylierte Oberfliche, die NAs in Gegenwart hoher Konzentrationen an PEG und NaCl bindet. Die unerwiinschten Zellbestandteile werden
weggewaschen, und die NAs werden zur Weiterbehandlung von der Oberfliche eluiert. b) Aufnahme der zum Prégen von PC verwendeten Nickel-
form. ) Aufnahme der gut ausgebildeten PC-Mikrosiulen. d) Aufnahme einer 96er Mikroplatte fiir die NA-Isolierung durch Mikrosaulenarrays.

(Mit Genehmigung aus Lit. [96], Copyright 2007, Springer.)

2.3.5. Amin-beschichtete Oberfldchen

Amin-beschichtete Oberflichen wurden ebenfalls fiir
Anwendungen in der mikrofluidischen NA-Isolierung unter-
sucht. Amingruppen sind in Pufferlosungen mit niedrigerem
pH-Wert positiv geladen, sodass NAs {iiber elektrostatische
Wechselwirkungen nichtspezifisch binden konnen. Hohe pH-
Werte ermoglichen dann die Elution der gebundenen NAs."””
Aminierte Oberflichen konnen auf vielfiltige Weise auf
verschiedensten Oberflichen erzeugt werden, und das Ver-
fahren ist einfach und robust. Die erfolgreiche Extraktion von
NAs mit Amin-beschichteten Oberflichen wurde demon-
striert.””l Zu bedenken ist, dass der rein elektrostatische
Charakter der Immobilisierung eine Oberfldche prisentiert,
die jegliche negativ geladene Spezies anzieht. Dariiber hinaus
kann der hohe pH-Wert des Elutionspuffers zu Problemen in
nachfolgenden Prozessen fithren oder ein Einstellen des pH-
Wertes erfordern.

2.4. Verfahren der Fliissigphasenisolierung

Eine Reihe von mikrofluidischen Isolierungsverfahren
wurde entwickelt, die keine Oberflichen oder Sonden zur
Bindung von NAs verwenden. Diese Techniken basieren
stattdessen auf der Elektrophorese oder auf Methoden der
Losungschemie, um NAs von den Probenverunreinigungen
abzutrennen.

2.4.1. Elektrophoretische Verfahren

Verschiedene elektrophoretische Verfahren wurden ent-
wickelt und in Mikrofluidikapparaturen integriert. So wird
bei der Isotachophorese (ITP) ein aus zwei Puffern beste-
hendes System mit einem Leitelektrolyt und einem Schlepp-
elektrolyt verwendet. Die Elektrolyten sind so gewéhlt, dass
ihre elektrophoretische Mobilitét grof3er bzw. geringer als die
der NAs ist. Die elektrophoretische Mobilitdt des Schlepp-
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elektrolyten sollte geringer sein als die der NAs, aber hoher
als die der negativ geladenen Verunreinigungen (die positiv
geladenen Verunreinigungen wandern nicht in die gleiche
Richtung wie die negativ geladenen NAs). Wenn an die
beiden Puffer ein elektrisches Feld angelegt wird, wandern
die NAs zur Grenzfldche zwischen den beiden Puffern, wo ein
elektrischer Feldgradient vorliegt. Diese Methode wurde in
einem Mikrochip demonstriert, und DNA aus Vollblutproben
wurde erfolgreich isoliert."*

Ein anderes Beispiel ist der dielektrophoretische Einfang.
In diesem Verfahren werden Zonen mit groflen elektrischen
Feldgradienten genutzt, um DNA aufgrund ihres polaren
Charakters einzufangen. Nanogen Inc. nutzt das gleiche
Verfahren, um Zellen in Mikroapparaturen einzufangen.!'"”
Durch Anlegen eines Wechselstromfeldes wurde Chromatin
eingefangen, und ein schwaches Gleichstromfeld wurde ge-
nutzt, um Verunreinigungen zu entfernen.”! Hierzu wurde
die Mikroapparatur mit einer speziellen Geometrie entwor-
fen, die die Lokalisierung des groflen elektrischen Feldgra-
dienten und damit die Einfangzonen steuert.

Gelelektrophorese wurde ebenfalls in einer Mikroflui-
dikapparatur zur Extraktion von RNA aus komplexen
Proben verwendet. Ein konstanter Wechselstrom wird an den
die Probe enthaltenden Mikrokanal angelegt, und negativ
geladene Spezies wandern durch den Kanal, wobei sich klei-
nere, stirker geladene Spezies schneller als groBBere, weniger
geladene Spezies bewegen. Unter Anwendung dieses Ver-
fahrens wurde niedermolekulare RNA isoliert, indem das Gel
als ,,Absperrung® fiir hohermolekulare Spezies wirkte.['”!
Dies ist ein weiteres Beispiel fiir ein géngiges Laborverfahren,
das zu einem Mikrofluidikverfahren miniaturisiert wurde.

Die Elektrophoreseverfahren zur NA-Isolierung haben
gegeniiber der typischen Festphasenextraktion mehrere
Vorteile: 1) Anstelle externer Pumpen wird eine Span-
nungsquelle verwendet, womit sich die Gesamtgrofe der
Apparatur verringert. 2) PCR-hemmende Losungen werden
vermieden, und im Wesentlichen kann jedes Substratmaterial
eingesetzt werden. 3) Im Fall der ITP beeinflusst die Geo-
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metrie der Mikrokanéle nicht das Verfahren. Diese Vorteile
machen elektrophoretische Verfahren fiir die NA-Isolierung
attraktiv, es gibt jedoch auch einige Bedenken. Am wich-
tigsten ist, dass keine dieser Methoden in einen Mikrochip
integriert wurde, der auch Amplifikation und Detektion
ausfithrt. Zudem erfordern sie die Entnahme der Probe mit-
tels Pipette, und die elektrophoretische Mobilitét der zu iso-
lierenden NAs, die mit Ladung und hydrodynamischer Groe
der NAs variiert, muss bekannt sein.!"*”!

2.4.2. Isolierung durch organische Losungsmittel

Das gingige Laborverfahren der Phenol/Chloroform-
Fliissigphasenextraktion wurde ebenfalls zu einem Mikro-
fluidikverfahren miniaturisiert. Bei diesem Verfahren vertei-
len sich Proteine und Zellfragmente von der wéssrigen Pro-
benphase in die organische Phase, da dies ein energetisch
giinstiger Ubergang ist. Dieses Verfahren wurde mit On-
Chip-PCR kombiniert, und es ermoglicht nicht nur die NA-
Isolierung, sondern auch das Entfernen von Inhibitoren.!*
Die Empfindlichkeit wurde dadurch verbessert, dass Isolie-
rung und Amplifikation in derselben Kammer durchgefiihrt
und daher mit der Probeniiberfithrung verbundene NA-Ver-
luste vermieden werden, wie wir es in dhnlicher Weise auch in
unseren Studien demonstriert hatten.™ Der Hauptvorteil
dieses Verfahrens gegeniiber der Festphasenextraktion in
Mikroapparaturen ist, dass die Reinigungseffizienz hoher ist.
Der hauptsichliche Nachteil besteht jedoch im FEinsatz or-
ganischer Losungsmittel, die eine gefahrlose Handhabung
und Entsorgung erfordern. Das schriankt die Verwendung
dieser Apparaturen in den meisten Feld- und patientennahen
Anwendungen sowie in Anwendungen mit begrenzten Res-
sourcen deutlich ein.

3. Schlussfolgerungen

Die in diesem Aufsatz diskutierten Verfahren der NA-
Isolierung (zusammengefasst in Tabelle 1) bieten ein grofes
Potenzial fiir die Entwicklung von empfindlichen pTAS-
Chips fiir die patientennahe Diagnostik. Diese miniaturisier-
ten und in Mikrofluidiksysteme integrierten Prozesse bieten
viele Vorteile gegeniiber normalen, makroskaligen Labor-
verfahren, z.B. geringere Kosten, schnellere Prozessierung,
mogliche Automatisierung und weniger Abfille. Da viele
unterschiedliche Verfahren aufgezeigt wurden, kann das am
besten geeignete Isolierungsverfahren anhand der Analyse-
parameter (Probentyp und -menge, Material der Apparatur,
verfiigbare Herstellungstechniken) und der dem Isolierungs-
schritt vor- und nachgeschalteten Prozesse ausgewihlt
werden. AuBerdem ermoglicht die Miniaturisierung die
Biindelung dieser Techniken zur simultanen Prozessierung
mehrerer Proben und bietet eine Plattform fiir die Hoch-
durchsatz-Probenprozessierung.

In manchen Fillen werden keine hochgereinigten NAs
bendtigt, und eventuell ist nicht einmal eine Isolierung er-
forderlich. Bei Einzelzellstudien wird mitunter ohne voraus-
gehende NA-Isolierung amplifiziert. Hier liegt der Fokus
darauf, Zellen in der Weise zu isolieren, dass man eine ein-
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zelne Zelle in einer reinen Losung vorliegen hat, sodass der
Schritt der NA-Isolierung iibergangen werden kann. Ein
solches Experiment wurde auf einem integrierten Chip mit
Zelleinfang und -reinigung, reverser Transkription von RNA
und quantitativer PCR in einem Eintopfprozess demon-
striert.' Die mikrofluidische Isolierung und Behandlung
von Einzelzellen ohne NA-Reinigung wurde als Fluidigm-
Verfahren fiir die Hochdurchsatz-Sequenzierung kommer-
zialisiert."%! Allerdings ist selbst in Einzelzellanalysen eine
NA-Isolierung nach wie vor erforderlich.107:10%1

Obwohl die Entwicklung der Verfahren zur mikrofluidi-
schen NA-Isolierung erheblich vorangeschritten ist, gibt es
noch einen groflen Spielraum fiir Verbesserungen sowohl bei
den Verfahren selbst als auch bei der Verkniipfung und
Kompatibilitdt mit anderen Prozessen. So ist es bisher noch
nicht gelungen, bei komplexen Proben eine Extraktionseffi-
zienz nahe 100 % zu erreichen. Wen et al. demonstrierten die
Anwendung eines Proteinentfernungsschrittes vor der NA-
Isolierung, der die Effizienz der NA-Extraktion deutlich er-
hohte P Letztendlich besteht die Herausforderung fiir Che-
miker darin, Reaktionen zu entwickeln, die auf einfachste
Weise ablaufen und keine energischen Bedingungen erfor-
dern, um so die Kompatibilitdt zwischen sédmtlichen Schritten
der Probenbehandlung und -analyse zu maximieren. Da die
NA-Isolierung selbst auf einem Mikrochip relativ schwierig
ist, wére es vorteilhaft, Assays fiir die NA-Analyse zu ent-
wickeln, die keine Isolierung erfordern. Von den hier disku-
tierten Verfahren wurden nur sehr wenige in vollstdndige
LTAS-Chips integriert, die alle Schritte von der Prozessierung
der Rohproben bis zur Detektion umfassen. Eine solche In-
tegration wird ein notwendiger Schritt hin zur Entwicklung
von Apparaturen fiir echte patientennahe Anwendungen
sein.

Die Autoren danken der Cornell University, College of Engi-
neering, Lester B. Knight Fellowship, sowie dem Multistate
Federal Formula Grant ,, Development of a novel rapid-on-site
biosensor for food safety” (2012-13-132).
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