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Zellen in Mikrotropfchen

Die tropfchenbasierte Mikrofluidik dient der Isolierung und Mani-
pulation von einzelnen Zellen und Reagentien innerhalb von mono-
dispersen, pikolitergrofien Fliissigkapseln bei einem Umsatz von tau-
senden Tropfchen pro Sekunde. Diese Qualititen machen die Tropf-
chen-Mikrofluidik geeignet fiir viele Anforderungen der Einzelzell-
analyse. Durch die Monodispersitiit ldsst sich die Konzentration in den
Tropfchen quantitativ einstellen. Die Tropfchen bieten der Zelle und
ihrer unmittelbaren Umgebung ein isoliertes Kompartiment, und bei
einem Durchsatz von tausenden Tropfchen pro Sekunde ist es mog-
lich, zehntausende bis millionen verkapselte Zellen zu prozessieren.
Heterogene Zellpopulationen lassen sich somit exakt beschreiben oder
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seltene Zellarten identifizieren. Das kleine Volumen der Tropfchen
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macht auch sehr grofie Screenings okonomisch machbar. Dieser
Aufsatz gibt einen Uberblick iiber den aktuellen Stand der Einzel-

zellanalyse durch die Tropfchen-Mikrofluidik und nennt Beispiele, bei
denen sie biologische Vorginge besser verstehen hilft.

1. Einleitung

Die Einzelzelle ist fundamentaler Bestandteil des Lebens.
Mit der Erfindung des Mikroskops und der daraus folgenden
Kenntnisnahme iiber den zelluliren Bauplan des Lebens
stellte man fest, dass die Zellen untereinander sehr dhnlich
sind, aber auch erhebliche Unterschiede aufweisen. Die
Einteilung der Zellen erfolgte nach ihrem Gewebeursprung,
ihrer charakteristischen Merkmale und ihren Sekretionspro-
dukten. Mithilfe dieser Gliederung war es moglich, be-
stimmte an Krankheiten beteiligte Zellarten" zu identifizie-
ren und Zell-Zell-Wechselwirkungen® zu beschreiben. Durch
molekularbiologische = Hochdurchsatzverfahren  wurden
Genome von einer groBen Zahl von Einzelorganismen! und
Organismengruppen vorgenommen, wie zum Beispiel des
Mikrobioms des Darms und des humanen Proteoms® vor-
laufig beschrieben, und das Sekretom von bestimmten Or-
ganismen!® und Krebszellen!”! wurde detailliert analysiert.

Als Techniken verfiigbar waren, auch einzelne Zellen zu
untersuchen, wurden selbst bei isogenen Kulturen Hetero-
genitdten festgestellt. Die Zellen unterschieden sich in
GroBe,”! Genexpression und bestimmten Wachstumsmerk-
malen."”! Dariiber hinaus folgte in vielen Fillen die Vertei-
lung dieser Merkmale keineswegs einer GauB3-Verteilung,
sondern multimodalen oder anderen komplexen Verteilun-
gen (Abbildung 1). Trotz dieser Tatsachen gehen viele Stu-
dien immer noch vom Durchschnitt eines Zellensembles und
der Normalverteilung aus. Die Gruppe von Lee veroffent-
lichte 2006 einen ausgezeichneten Beitrag zum dynamischen
Verhalten von Einzelzellen und Zellensembles.'! Um die
Heterogenitdt und ihre Ursachen genau beschreiben zu
konnen, muss eine ausreichend grof3e Zahl von Einzelzellen
analysiert werden, die die Population représentiert. Solche
Methoden werden kollektiv als Hochdurchsatztechniken fiir
die Einzelzellanalyse bezeichnet. Fithrend unter diesen
Techniken ist die seit knapp einem halben Jahrhundert ver-
wendete Durchflusszytometrie, bei der ein Laser Einzelzel-
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len, die an einem Detektor mit Ge-
schwindigkeiten von zehntausenden
Zellen pro Sekunde vorbeistromen,
auf fluoreszierende Molekiile und
Lichtstreuung hin iberpriift. Die
Durchflusszytometrie ist ideal fiir Einzelzeit-Screenings oder
Populationsanalysen bei der Proteinexpression und wird in
der Regel durch Fluoreszenzmarkierung mit Antikdrpern
oder Coexpression von Fluoreszenzproteinen durchgefiihrt.
Bestimmte Einzelzellanalysen wie etwa die zeitliche Nach-
verfolgung von Zellen, die Analyse von Sekretionsprodukten
und die Analyse von isolierten Zellen oder Klonen deckt die
Durchflusszytometrie jedoch nicht ab. Dies ist zum grofien
Teil einer zu geringen Kompartimentierung der Einzelzellen
geschuldet.

Die Verwendung von mikrofluidischen Techniken setzt
auch ein Verstidndnis iiber das Verhalten und mogliche Ma-
nipulationen von Fluiden im Mikromafistab voraus. Inzwi-
schen sind dazu ein stetig anwachsendes Grundwissen und
jede Menge Techniken zur Handhabung der Fluide verfiigbar.
Anwendungsbereiche der Mikrofluidik sind die Medizin und
die Biotechnologie sowie die Materialwissenschaften und die
Chemie. Forschung und Entwicklung der Mikrofluidik-ba-
sierten Einzelzellanalysen erleben seit einigen Jahren einen
deutlichen Aufschwung. Allein 2011 wurden mehrere Uber-
sichten zu mikrofluidischen Einzelzellanalysen publiziert,"?
auch zum Teil iiber die Einzelzellanalyse in mikrofluidischen
Tropfchen. Eine Reihe von jiingeren Aufsitzen™ befasst
sich auBerdem mit verschiedenen Aspekten biologischer
Analytik mithilfe der Tropfchen-Mikrofluidik.

Dass sich die Mikrofluidik-Technik fiir die Einzelzell-
analyse so durchsetze, hat unserer Meinung nach mehrere
Griinde. So sind die Probenvolumina klein, die Reagentien
konnen dynamisch und kontrolliert eingesetzt werden, der
Durchsatz ist hoch und das System ist biokompatibel und
empfindlich. Anwendungen fiir Einzelzellen auf Mikroflui-
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Abbildung 1. Der Unterschied zwischen Zellensembleanalysen (A1, B1
und C1) und Einzelzellanalysen (A2, B2 und C2) Es wird deutlich,
warum die Zellen einer Population oft besser individuell als als Ensem-
ble zu untersuchen sind. Bei der Einzelzellanalyse kann die bi- oder
multimodale Verteilung eines bestimmten Merkmals (B2) oder auch
die Einzeldynamiken (C2) untersucht werden. Ensembleanalysen der
gleichen Zellen resultieren dagegen in einem Durchschnittsmerkmal
(B1) oder einer mittleren Dynamik (C1), wodurch wie in dem hier be-
schriebenen hypothetischen Fall die eigentliche Population manchmal
nicht gut charakterisiert wird. Seltene Zellarten (wie die im Bild gelb
gefirbten) stellen eine weitere Motivation dar. Zellen, die nur eine
kleine Minderheit in einer Population ausmachen, werden leicht von
der Mehrheit der Zellen maskiert, auch wenn ihre Merkmale von
denen der anderen substanziell abweichen. (Abbildung verandert nach
Lit. [11].)

dikchips finden sich unter anderem bei der Polymeraseket-
tenreaktion (PCR), Zellkultur, Zytotoxizitdt, Sortierung,
Separierung, Klonerstellung, Lyse, Gen- und Proteinexpres-
sion und bei Studien zur Antikorpersekretion. Mikrofluidik-
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systeme fiir die Untersuchung des Verhaltens von Einzelzel-
len enthalten meistens in irgendeiner Form auch die Sepa-
rierung von Zellen. Diese kann rdumlich auf Oberfldchen
oder als Kompartimentierung in Festkorperarrays oder in
Zweiphasensystemen wie den Tropfchen erfolgen.

1.1. Kompartimentierung in Emulsionen

Emulsionen sind Kolloide, die durch das Aufbrechen von
einer fliissigen Phase in einer anderen entstehen und meistens
oberflichenaktive Substanzen (Tenside) als Stabilisatoren
enthalten. Eine Emulsion ist ein metastabiler Zustand, der
sich iiber die Zeit durch Koaleszenz oder Ostwald-Reifung
abbaut.!! Es sind aber auch Bestindigkeiten von einem Jahr
und mehr moglich. Emulsionen konnen durch einfaches Mi-
schen von einer Ol- und einer Wasserphase hergestellt
werden. Normalerweise enthalten sie Tropfchen in der Gro-
Benordnung von mehreren hundert Nanometern bis im
Zehnerbereich von Mikrometern. Solche Emulsionen sind
stark dispers, wobei die Dispersitit als Standardabweichung
der Verteilung der Tropfchendurchmesser geteilt durch den
durchschnittlichen Tropfchendurchmesser definiert ist.['”)

Emulsionen werden seit Jahrzehnten in der Biologie ein-
gesetzt, um Zellen zu verkapseln und zu untersuchen. Le-
derberg erzeugte in den 1950er Jahren erstmals Bakterien
enthaltende Wasser—in-Ol-Trbpfchen, indem er eine Bakteri-
enlosung durch eine untergetauchte 100 pm breite Spitze
einer Mikropipette in einen Olfilm einspriihte.""! Mit dieser
Technik gelang ihm die Kompartimentierung von einzelnen
Bakterienzellen in polydispersen Emulsionstropfchen. Mit
einer dhnlichen Technik wurden spiter eine Studie zur An-
tikérperproduktion von Einzelzellen" und die ersten Expe-
rimente zur Aktivitit von Einzelmolekiilen durchgefiihrt.'”!
So wurde die p-Galactosidase (B-gal) auf diese Weise nach-
gewiesen und die Aktivitdt von einzelnen Enzymen durch
gemeinsame Verkapselung von verdiinnter Enzymsuspension
mit einem fluorogenen Substrat charakterisiert. Bereits in
diesen frithen Studien wiesen Rotman und Lederberg auf das
Potenzial der Kompartimentierung hin, um die Heterogenitat
von Einzelmolekiilen untersuchen zu konnen. Viel spéter
nutzte die Mikrofluidikforschung eben dieses Potenzial, um
nicht nur bei Molekiilpopulationen, sondern bei ganzen
Zellpopulationen Heterogenitédten zu analysieren. Trotz des
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Zellen in Mikrotropfchen

polydispersen Charakters der durch Schiitteln im Makro-
mafstab erzeugten Emulsionen, in denen die Kompartimente
einen breiten Volumenbereich iiberdecken, werden diese
Kompartimente in Emulsions-PCR(emPCR)-"® und BEAM-
ing-Verfahren!'”) genutzt, die in vielen DNA-Sequenzie-
rungssystemen der zweiten Generation enthalten sind, sowie
fiir Experimente zur gerichteten Evolution.”

2. Tropfchen-Mikrofluidik

Dieser Aufsatz befasst sich mit der Hochdurchsatz-
Tropfchen-Mikrofluidik an wéssrig-monodispersen Systemen.
Die wissrigen Tropfchen werden durch Einspritzen unter
Druck in eine kontinuierliche Olphase erzeugt und bei einem
normalen Durchsatz von tiber 1000 Tropfchen pro Sekunde
analysiert und manipuliert. Tropfchenerzeugung und -mani-
pulation findet in mikrofluidischen Systemen statt, deren
Geometrie iiberwiegend durch den jeweiligen Manipulie-
rungszweck definiert ist. Auch eine Reihe von weiteren Mi-
krofluidik-Techniken wie die Elektrobenetzung auf einem
Dielektrikum (EWOD)P! wurden zeitweise als Tropfchen-
Mikrofluidik bezeichnet. Die EWOD-Tropfchen sind jedoch
im Allgemeinen groBer (Mikro- bis Nanoliter) als die nor-
malerweise bei der Tropfchen-Mikrofluidik anfallenden, und
ihre Manipulation findet auf Oberflachen und nicht innerhalb
der fluiden Phase statt. Auch werden in den EWOD-Bautei-
len die Tropfchen stets einzeln adressiert, was bei den Ap-
paraturen der Tropfchen-Mikrofluidik nicht immer der Fall
ist. Wegen dieser Unterschiede in Tropfchengrofe, Stabili-
sierung, Manipulationsmethodik und Biokompatibilitét
stechen die EWOD-Tropfchen auBerhalb der Zielsetzung
dieses Aufsatzes und werden hier nicht weiter behandelt,
auch wenn sie als GeféBe fiir die Einzelzellanalyse verwendet
werden.

2.1. Mikrofluidik-Chips fiir die Tropfchen-Mikrofluidik

Die in der Tropfchen-Mikrofluidik verwendeten Appa-
raturen bestehen normalerweise aus Glas-Polydimethylsilo-
xan (PDMS) und werden durch softlithographische Verfah-
ren® gefertigt. Daneben wurden auch andere Materialien
wie Kieselglas,” Thiol-En-Harze,” Polymethylmethacry-
1at®! (PMMA), Polystyrol®! (PS) und fluorierte Thermo-
plasten eingesetzt. Die Softlithographie ist ein gut doku-
mentiertes und etabliertes Herstellungsverfahren.” Das
PDMS ist inhédrent hydrophob, aber inzwischen gibt es viele
Techniken zur Oberflichenmodifizierung,” mit denen ganz
unterschiedliche Kanalbeschichtungen fiir variable Benet-
zungseigenschaften moglich werden. Glas-PDMS-Bauele-
mente, die fiir Zweiphasensysteme aus wéssriger Phase und
fluorierter Olphase vorgesehen sind, werden im Allgemeinen
durch Verfahren wie ,,Aquapel flushing (PPG Industries)>"
oder durch Fluorsilanbeschichtung® beschichtet. Weil bei
manchen Tropfchenmanipulationen groBe elektrische Felder
in unmittelbarer Umgebung der Kanile auftreten, sind héufig
Elektroden in die Glas-PDMS-Bauelemente®! integriert. Ein
Vorteil der PDMS-Bauelemente ist ihre Porenstruktur, die sie
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fiir O, und CO, durchléssig macht. Daher kdnnen einerseits
Gasblidschen aus den Kanilen entweichen, anderseits kann
Gas auch innerhalb der Kanile von den Zellen weg und zu
ihnen hin transportiert werden. Allerdings bedingt die Poro-
sitdt auch eine Diffusion von kleinen Molekiilen in das Ma-
terial hinein.?

2.2. Erzeugung von Trépfchen

Bevor Apparaturen zur Erzeugung von Tropfchen zur
Verfiigung standen, wurden hoch monodisperse Emulsionen
mit enger Tropfchengrofenverteilung durch einen makro-
skopischen Prozess entsprechend einer fraktionierenden
Kristallisation hergestellt.”® Da hierbei die groBe Mehrzahl
der produzierten Tropfchen ungenutzt bleibt, ist diese Tech-
nik recht ineffizient. Daher wurde 2000 eine Methode zur
Erzeugung von monodispersen Tropfchen vorgestellt, bei der
ein Strahl wissriger Losung aus einer Kapillare in eine ein
Tensid enthaltene kontinuierliche Flussphase eingebracht
wird und dabei abbricht.* Thorsen et al. beschrieben 2001
eine Mikrofluidik-Apparatur, in der innerhalb einer T-Kreu-
zung durch druckgesteuerte Injektion von wissriger Phase in
eine kontinuierliche Olphase hinein monodisperse wéssrige
Tropfchen (1-3% Durchmesserdifferenz) erzeugt werden.!
Im Vergleich zu fritheren Techniken haben diese Mikroflui-
dik-Verfahren den Vorteil, dass die Tropfchen kontinuierlich
erzeugt werden. Die danach gebauten Mikrofluidik-Appara-
turen ermoglichen die Tropfchenerzeugung mit Frequenzen
von 0.1 bis 10 kHz. Durch Parallelisierung ist es moglich, mit
einer Apparatur bis zu 1 Liter monodisperse 96.4-um-Tropf-
chen pro Stunde zu erzeugen.” Die drei Hauptstrategien
beim ,,Dripping“ genannten Prozess fiir die druckgetriebene
kontinuierliche Tropfenerzeugung sind die Aufspaltung eines
Strahls in coflieBenden Stromen, in sich kreuzenden Stromen
in einer T-Kreuzung und die Flussfokussierung™! (Abbil-
dung 2 A-C). Tropfchen werden gebildet, wenn Spannungs-
krifte in Konkurrenz stehen. Hierbei verkleinert die Ober-
flaichenspannung die Grenzfliche zwischen den Phasen, und
Viskositédtskrifte vergroBern das Grenzflaichensegment und
ziehen es stromabwiérts. Bei Zweiphasensystemen von méagi-
ger Viskosititsdifferenz wurden zwei grundsitzlich verschie-
den Vorginge zur Tropfchenbildung nachgewiesen. Sie
werden ,,Dripping” und ,Jetting” genannt oder auch kon-
vektive und absolute Plateau-Rayleigh-Instabilitdten. Die in
diesem Aufsatz behandelten Tropfchen gehen mit wenigen
Ausnahmen auf das Dripping-Verfahren zuriick.

Unm alternierende ,, Tropfchen-in-Tropfchen®-Systeme wie
etwa Wasser-Ol-Wasser-Emulsionen zu erzeugen, wurden
mehrere Tropfchenerzeuger in Reihe geschaltet.’”! Die syn-
chrone Erzeugung von Tropfchen mit gegensitzlichen Phasen
lasst sich durch zwei druckverbundene Module zur Tropf-
chenerzeugung einstellen.®

Auch nichtkontinuierliche Ansétze zur Erzeugung von
diskreten Tropfchen nach Bedarf, zum Beispiel durch elek-
trische®! oder Druckpulse™! wurde verfolgt, ebenso eine la-
sergesteuerte Tropfchenbildung.™! Diese Methoden ermog-
lichen die Ad-hoc-Erzeugung von einzelnen Tropfchen und
bieten eine grole Volumengenauigkeit. Allerdings sind sie im

www.angewandte.de

Chemie

12345


http://www.angewandte.de

Angewandte

12346

Aufsdtze

LR -
5\\\\!5!‘..."“**‘

AADNARADADODRDRORAOSS
\\\\\‘\'\Q‘..‘I““"
Y XTI IYY

Abbildung 2. Mikroskopische Aufnahmen der Erzeugung von monodi-
spersen Trépfchen in mikrofluidischen Apparaturen durch Flussfokus-
sierung. Ubersicht A) und VergréRerung B) des Verkapselungvorgangs
von statistisch verteilten U937-Zellen,"" der zur Poisson-Verteilung
der Zellbesetzung fiihrt. C) Die Anordnung der Zellen erfolgt in einem
Kanal, der in der gezeigten Dimension eng, in der Dimension der Bild-
normalen jedoch weit ist. Durch diese Geometrie wird ein erheblich
groRerer Teil der Zellen verkapselt als bei statistischer Verkapselung.
D) Trépfchen-Monoschichten lassen sich aufgrund ihrer Gréfienhomo-
genitit kristallin anordnen.t®! (Nachdruck von (A) und (B) mit Erlaub-
nis von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co KGaA sowie (C) und (D) von
The Royal Society of Chemistry, 2008.)

[43]

Vergleich zur kontinuierlichen Methode erheblich langsamer.
Bedarfsorientierte Methoden eignen sich sehr gut fiir Ein-
zelzellanalysen, wenn vorsortierte Subpopulationen unter-
sucht werden sollen, oder keine grofle Zahl von Zellen ver-
langt ist.

2.3. Verkapselung von Einzelzellen

Zellen aus sehr unterschiedlichen Quellen, von humanen
Patientenproben bis Zelllinien und Bakterien, werden zu
Kultivierungs- und Analysezwecken bei hohem Durchsatz
meist in Flussfokussierern (Abbildung 2 A,B) in zuvor mi-
krofluidisch erzeugten Tropfchen verkapselt. Bei der statis-
tischen Verkapselung von Zellen, die an die Austrittsdiise des
Tropfchenerzeugers herangefiihrt werden, wird eine Popula-
tion von Tropfchen produziert, deren Zellbesetzung der
Poisson-Verteilung folgt.?! Daher lisst sich standardmiBig
erzeugten Tropfchen keine uniforme oder zumindest vor-
wiegende Einzelzellbesetzung erreichen. Abhéngig davon, in
welchem Ausmal} eine Mehrfachbesetzung in einer Anwen-
dung toleriert wird, kann die Zellkonzentration jedoch auf
eine bestimmte Poisson-Verteilung eingestellt werden, zum
Beispiel auf eine Besetzung von 90, 9 und 1 % oder 40, 30 und
30% bei einem Verhiltnis von Zellen zu Tropfchen von 0.1
beziehungsweise > 1. Um die Poisson-Verteilung der besetz-

www.angewandte.de

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

H. N. Joensson und H. Andersson Svahn

ten Tropfchen zu umgehen, wurden Hochdurchsatz-Injekti-
onsmethoden entwickelt,® die Trigheitseffekte von engen
Kanidlen ausnutzen (Abbildung2C). Der mikrofluidische
Durchsatz erwies sich in den meisten Studien als nebenséch-
lich auf die Poisson-Verteilung der Zellbesetzung, und in
gewissem MaBe konnen Tropfchen ohne Zellen sogar als in-
terne Standards in den Assays genommen werden. Bei
Tropfchen, deren Besetzung durch Fluoreszenz oder auf
andere Weise nachgewiesen werden kann, kommt als Lo-
sungsstrategie fiir das Problem der differenziellen Zellbeset-
zung auch eine dielektrophoretische Tropfchensortierung
nach der Verkapselung infrage. AuSerdem wurden auch ver-
schiedene hydrodynamische Verfahren entwickelt, um
Tropfchen, die Einzelzellen oder Klone enthalten, von den
zellfreien Tropfchen zu trennen. Bei diesen Methoden han-
delt es sich unter anderem um eine von der Zelle selbst aus-
geloste Tropfchenerzeugung mit anschlieBender GroBen-
trennung™ oder um eine Abtrennung von Trépfchen, die
einzelne Klone enthalten, durch deterministische laterale
Auslenkung nach einem durch die Zelle induzierten
Schrumpfvorgang des Tropfchens.*! Sofern es moglich ist,
eine grofe Population von homogenen einzelbesetzten
Tropfchen zu erzeugen, wire es wesentlich einfacher, Studien
zur Wechselwirkung von Zellen untereinander oder auch
Assays zur Protein- oder DNA-Isolierung mit Mikrokiigel-
chen aus der Einzelzelle durchzufiihren. Ein Problem ist die
Poisson-Verteilung der Zellbesetzung insbesondere fiir solche
Anwendungen, wo unbedingt zwei oder mehr Einzelobjekte
wie Zellen oder Partikel in jedem Tropfchen vorkommen
miissen.

2.4. Trépfchenstabilitit, Biokompatibilitit und Verlust

Mikrotropfchenemulsionen sind per Definition metasta-
bile Kolloide, die durch Tenside stabilisiert werden. Fiir die
Erzeugung der Tropfchen sind Tenside nicht unbedingt not-
wendig, aber ohne ihre Stabilisierung verschmelzen die
gerade erzeugten Tropfchen bei Kontakt wieder.'* Aus der
Metastabilitdt folgt auch, dass die Tropfchen vor ihrer Koa-
leszenz eine begrenzte Lebensdauer haben. Abhéngig von
den Stabilisierungscharakteristiken der Tenside im jeweiligen
Zweiphasensystem und den physikalischen Umgebungsbe-
dingungen der Emulsion kann sich diese Lebensdauer jedoch
vom Submillisekundenbereich bis hin zu Jahren erstrecken.
Die kritische Mizellkonzentration (CMC) und die Grenzfla-
chenspannung beschreiben jeweils einen wichtigen Parameter
eines grenzflachenaktiven Zweiphasensystems aus wassriger
Phase und Olphase. Wihrend die CMC den Betrag von
freiem Tensid beschreibt, das in der Dispersionsphase gelost
ist, gibt die Grenzflachenspannung yyc den Grad an Orga-
nisation an, den das Tensid den Grenzfldchen zwischen zwei
nicht miteinander mischbaren Phasen verleiht, also die Sta-
bilisierung des Tropfchens. Um stabile Tropfchen zu erhalten,
liegen die allgemeinen Anforderungen an das System bei
einer CMC im Bereich von 100 mmM—10 pm und einer ycyc von
<20 mN ML Baret” erliutert in seinem Aufsatz ausfiihr-
lich die Rolle der Tenside in mikrofluidischen Tropfchensys-
temen.
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Als Olphase der Wasser-in-Ol-Emulsionen werden meist
entweder Kohlenwasserstoffe oder Fluorkohlenstoff-Verbin-
dungen eingesetzt. In einem Kohlenwasserstoffol wie Hexa-
decan oder einem Mineraldl werden die Tropfchen in der
Regel durch handelsiibliche Tenside stabilisiert, zum Beispiel
Span80,1**! oder Abil EM.¥! Gegeniiber den Kohlenwasser-
stoffolen haben jedoch die Fluorkohlenstoffole einige Vor-
teile wie etwa einen besseren Sauerstofftransport, und vor
allem bieten sie eine absolute Unmischbarkeit mit organi-
schen und wissrigen Losungsmitteln. Daraus resultiert bei
den fluorierten Fliissigkeiten zusitzlich zur Gasphase, der
wissrigen, organischen und der Festphase eine ,fiinfte
Phase“."” Fiir Mikroemulsionen in Fluorkohlenstoffélen —
zum Beispiel das hiufig verwendeten Fluorinert FC-40, FC-
77 (3m) - als kontinuierliche Phase eignen sich Tenside auf
Perfluorpolyether(PFPE)-Basis wie Krytox (DuPont)t™
oder Pseudotenside wie Perfluoroctanol als Stabilisatoren am
besten.! Krytox besteht aus einem PFPE-Schwanz und einer
carboxylischen Kopfgruppe. Ein Artikel von Clausell-Tormos
et al.’?! befasst sich mit der Verbesserung der Biokompatibi-
litdt von PFPE durch Austauschen der Kopfgruppe mit an-
deren nichtpolaren hydrophilen Kopfgruppen. So wurden
Polyethylenglycol (PEG)-PFPE, das Ammoniumsalz von
Carboxy-PFPE, Dimorpholinophosphat(DMP)-PFPE und
Polylysin(pLL)-PFPE gegen HEK293T-Zellen getestet, die
auf einen Olfilm mit dem entsprechenden Tensid aufgebracht
wurden. Wihrend das Ammoniumsalz und pLL-PFPE eine
Zelllyse auslosten, brachten DMP-PFPE und PEG-PFPE
gute Ergebnisse. Von diesen beiden Substanzen ist das haufig
verwendete PEG-PFPE bislang am umfangreichsten charak-
terisiert. In Versuchen, PEG-PFPE weiter zu optimieren,
stellten Holtze et al.”®! eine Reihe von amphiphilen flu-
orierten Diblocktensiden aus PEG und PFPE mit unter-
schiedlicher Kettenldnge her. Aus den Kombinationen er-
wiesen sich 600 gmol™' PEG zusammen mit 6000 gmol™
PFPE als optimal zur Ausbalancierung von Tropfchenbildung
und deren Langzeitstabilitit fiir eine Speicherung au3erhalb
des Chips. Dieses Tensid war aul3erdem biokompatibel fiir
biologische Anwendungen wie die PCR und die Kultivierung
der Zellen.

In jiingerer Zeit wurden eine Reihe von neuartigen Flu-
ortensiden getestet, die PFPE oder Perfluoralkyl(PFA)-
Schwinze in Kombination mit Kohlenhydrat-, Kronenether-
und Hexaethylenkopfgruppen enthalten. Insbesondere die
beiden letzteren Gruppen brachten vielversprechende Er-
gebnisse bei der Stabilisierung von organischen Losungsmit-
teltropfchen.*> PFPE-Hexaethylenglycol eignete sich be-
sonders gut zur Stabilisierung von wéssrigen Tropfchen und
Tropfchen aus Acetonitril.

Bei der Suche nach einem Ol-Tensid-Systems, das so
wenig wie moglich mit den Zellen und den im Tropfchen
eingeschlossenen aktiven Molekiilen interferieren soll,
kommt den Wechselwirkungen an der Ol-Wasser-Grenzfli-
che der Mikrotropfchen (die ja ein besonders groBes Ober-
flaiche/Volumen-Verhiltnis haben) eine starke Bedeutung zu.
So wurde bei bestimmten Kombinationen von fluorierten
Olen und (ionischen) Fluortensiden eine nichtspezifische
Absorption von Protein an der Grenzfliche festgestellt.” An
der Tropfchenoberfliche adsorbiertes Protein kann sich bei
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Enzymassays oder Screenings mit funktionalen Proteinen als
sehr schédlich auswirken.

Letztendlich miissen bei der Auswahl eines geeigneten
Ol-Tensid-Systems auch die Transporteigenschaften betrach-
tet werden. Die in der dispergierten Phase gelosten Verbin-
dungen sowie die Hauptkomponente selbst konnen tiber die
Tropfchen-Grenzfliche hinweg in die Dispersionsphase
hinein migrieren. Obwohl man der Einfachheit halber die
Tropfchen gerne als geschlossenes Kompartiment ansieht, ist
dies nicht immer der Fall. Sowohl der Transport von kleinen
Molekiilen aus der wissrigen Phase in die Olphase hinein®
als auch untereinander zwischen Tropfchen unterschiedlicher
Konzentration™ wurde beobachtet. Fiir eine erfolgreiche
Verkapselung — insbesondere bei Einzelzellanwendungen —
muss daher ein Ol-Tensid-System ausgesucht werden, das sich
sowohl mit dem Inhalt der Tropfchen als auch mit der beab-
sichtigten Anwendung vertrdgt. Im Fall des Transports von
modifizierten Cumarinen zwischen Tropfchen durch eine
fluorierte Olphase hindurch stieg die Geschwindigkeit des
Transports mit abnehmender Hydrophilie der Cumarine.
Dazu ist noch zu erwihnen, dass selbst Molekiile, die un-
mischbar mit und unléslich in fluorierten Olen sind, einen
Mizelltransport durch die Olphase eingehen kénnen.

2.5. Komplementére Formate zur Zellkompartimentierung

AuBer der Mikrotropfchen-Technologie wurde auch eine
Reihe von zur Mikrofluidik komplementidren Techniken
entwickelt, die ebenfalls stark parallel und mit hohem
Durchsatz durchgefiihrt werden konnen. Sie sind alle mehr
oder weniger als Mikroarrays aufgebaut. Die Systeme ent-
halten miniaturisierte, in die Festkorper- oder Polymerober-
flache eingefréste oder eingeédtzte Kompartimente mit Dich-
ten von 106 Kompartimenten pro Apparatur.’”) Da diese
Mikrotiterplatten den Zellen eine Oberfliche zum Anwach-
sen bieten, eignen sie sich besonders gut fiir Einzelzellassays
und Assays von Klonen.’® Die Komplettapparaturen ent-
halten im Hochdurchsatz-Operationsmodus enthalten im
Allgemeinen zusitzlich eine automatisierte Mikroskopier-
einrichtung.

Ein weiteres Beispiel fiir Apparaturen mit Arrayaufbau
sind die hochgradig integrierten (LSI) elastomeren Fluidsys-
teme, bei denen die Kompartimentierung tiber Ventile ge-
steuert wird.®” Solche Apparaturen werden fiir groBforma-
tige Projekte wie die die jiingste Sequenzierung des humanen
Gesamtgenoms durch Einzelmolekiiltechniken eingesetzt.[*!
Die Systeme bieten eine grofie Kontrollmoglichkeit mit
vielen potenziellen Anwendungen, haben aber den Nachteil,
dass ihre Komplexitdt die maximale Anzahl an Assays be-
grenzt.

Zwischen Tropfchen und Festkorperarrays liegen die so
genannten ,,SlipChip“-Systeme. Diese kombinieren zwei in
Mikrofabrikation gefertigte Kompartiment- oder Kanal-
oberflichen, bei denen durch gegenseitiges Verschieben
Flissigkeitsbiindel von einem Kompartimentensatz zu einem
anderen, parallelen transportiert werden.!! Von der minia-
turisierten Kompartimentierung profitieren sowohl das die
Tropfchentechniken als auch alle anderen genannten For-
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mate, denn die Miniaturisierung vereinigt die Vorteile der
erhohten Geschwindigkeit und Empfindlichkeit bei gleich-
zeitig geringerem Reagensverbrauch.

3. Zellen in Trépfchen

Um viele zelluldre und subzelluldre Prozesse verstehen zu
konnen und Informationen iiber die Heterogenitit einer
Zellpopulation zu sammeln, muss die Moglichkeit gegeben
sein, Einzelzellen zu untersuchen. Ein Tropfchen kann ein
definiertes, kontrolliertes, zuordenbares und schnell trans-
portierbares Kompartiment fiir die Kultivierung von Zellen
sein. Das pikolitergrole Kompartiment bietet den Vorteil,
etwa gleichgrof3 wie die Zelle zu sein und der Einzelzelle eine
Verkniipfung zu seiner individuellen Umgebung bieten zu
konnen.

3.1. Zellkultur in Tropfchen

Fiir die Kultivierung von auf Platten kompartimentierten
In-vitro-Zellkulturen, insbesondere die von Séugerzellen,
muss eine Vielzahl von Bedingungen erfiillt sein. So miissen
Nihrstoffe aus einem Wachstumsmedium und ein Atemgas
zur Verfiigung stehen. Aulerdem miissen von der Zelle pro-
duzierte toxische Faktoren entfernt werden, ehe die Kon-
zentration ein wachstumsbeschrinkendes oder sogar den
Zelltod induzierendes Niveau erreicht. Die Standardmetho-
den mit Petrischale und KulturgefédBen erfiillen zwar diese
Bedingungen, aber es ist keine Kompartimentierung von
Klonen oder individuellen Zellen vorgesehen. In Tropfchen
konnen die notwendigen Lebensbedingungen fiir viele Zell-
arten wie Bakterien,“>®? Hefe " Hybridomzellen,' adhi-
rent wachsende Siuger-*! und Insektenzellen®™! und sogar
humane Zellen®>%! bereitgestellt werden (Abbildung 3). So
behielten Einzelzellen der humanen Zellinien Jurkat (nicht
adhdrent) und HEK293T (adhidrent) drei Tage lang ihre Le-
bensfihigkeit zu mehr als 80%.5? Auch adhirente Insek-
tenzellen wurden verkapselt.””) Um ihre normalen Wachs-
tumsbedingungen besser nachzubilden, wurden diese adhi-
renten Zellen auf festen Oberfldchen kultiviert. Sogar ganze
Nematoden (C. elegans)®® und der Zebrafisch (D. rerio)®”
sind in stabilen Tropfchen von knapp Mikrolitergrofie ver-
kapselt worden. Eine Zellproliferation wurde ebenfalls fiir
Bakterien (E. coli® und S. aureus®!), Mikroalgen™ (C.
reinhardtii, C. vulgaris, D. tertiolecta) und Hefe (S. cerevi-
siae)™ in den Tropfchen nachgewiesen. Zunichst prolife-
rierten die verkapselten Zellen kaum langsamer als unter
Standardkulturbedingungen, aber dann stoppte das Wachs-
tum. Grund konnte ein Mangel an Nihrstoffen oder die
Produktion von toxischen Faktoren sein. Dagegen sekretier-
ten nicht proliferierende Hybridomzellen bestimmte Anti-
korper mit dhnlicher Geschwindigkeit wie unter normalen
Kulturbedingungen. Dies zeigten Analysen von Tropfchen,
die zunichst gesammelt wurden, wieder verschmolzen, und
dann auf ihren Gehalt an Antikorpern hin untersucht
wurden.®
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Abbildung 3. Verkapselung von verschiedenen Zellarten in Trépfchen
und Nachweis ihrer Lebensfahigkeit. A) RFP exprimierende E.-coli-Zel-
len.®”¥ B) Tropfchenkultur von S.-cerevisiae-Klonen, die in den Tropf-

chen proliferieren.?® C) Die griine Mikroalge C. reinhardtii."

D) Humane monocytische U937-Zellen.""™ E) Auf Mikrokiigelchen
wachsende adhirente Insektenzellen von B. mori.”®! F) Zwei Generatio-
nen von in Trépfchen kultivierten C.-elegans-Zellen. Die Pfeile markie-
ren die zweite Generation der Trépfchen-kultivierten Wurmzellen "
(Nachdruck mit freundlicher Erlaubnis von: (A), (B) und (C) The Royal
Society of Chemistry, 2009, 2008 und 2011, (D) Wiley-VCH Verlag
GmbH & Co KGaA, 2009, (E) und (F) Elsevier, 2010 und 2008, aus
Chemistry & Biology.)

Saugerzellen proliferierten in diesen Studien jedoch nur
stark verlangsamt oder kaum merklich."? Diesen Zellen
Bedingungen zur normal schnellen Proliferation in den
Tropfchen zu verschaffen, ist derzeit noch ein ungelostes
Problem. Vor dessen Losung muss allerdings auch die Frage
beantwortet sein, wieweit sich die Zellen in den Tropfchen
von denen in Standardkulturen unterscheiden. Ein entschei-
dendes Kriterium fiir Langzeitkulturen von aeroben Zellen
konnte die Effizienz sein, mit der die die fluorierten Ole
Sauerstoff und Kohlendioxid transportieren.”

In der bislang stringentesten Evaluierung iiber die Le-
bensfihigkeit von Zellen nach der Verkapselung wendeten
Brouzes et al. ein neuentwickeltes Assay zur Fluoreszenzbe-
stimmung von lebenden und toten Zellen auf humane U937-
Zellen an, das eine Lebensfihigkeit von iiber 80% nach
4 Tagen bescheinigte (Abbildung 7D2).! Aus der Studie
geht jedoch auch hervor, dass injizierte Zellen zu etwa 15%
einen Zelltod erleiden. Dies geschieht wéhrend oder unmit-
telbar nach der Tropfchenbildung und wird auf Scherspan-
nung bei der Injektion und/oder die Wechselwirkung mit den
fluorierten Olen oder Tensiden zuriickgefiihrt.

3.2. Riickgewinnung von Zellen, Einfriervorgiinge und Zelllyse in
Trépfchen

Die Riickgewinnung von Zellen aus den Tropfchen ge-
schieht zumeist durch Zugabe von destabilisierenden chemi-
schen Reagentien zur Olphase®™ und Schiitteln der Emulsion.
Eine moglicherweise elegantere und weniger zytotoxische
Methode ist die elektronische gesteuerte Uberfiihrung von
Tropfchen in eine kontinuierliche Phase,”! mit der aber bis-
lang nur verkapselte Mikrokiigelchen wiedergewonnen
wurden. Um Zellen oder Proben fiir ldngere Zeit aufzube-
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wahren, werden sie iiblicherweise eingefroren. Eingefrorene
und nach einer Woche wieder aufgetaute B-Zellen der Maus
blieben weiter lebensfihig.!

Ein Grund fiir die Kompartimentierung von Einzelzellen
ist die Moglichkeit, isolierte Zellen individuell und in defi-
nierter Umgebung zu manipulieren, ohne andere Zellen zu
beeinflussen. So wurden Mastzellen der Maus in Tropfchen
durch Erhitzen und Photoanregung mit einem Laser indivi-
duell lysiert.™ Die Zelllyse innerhalb eines Tropfchens er-
moglicht die kontrollierte Freisetzung des Zellinhalts in das
Pikoliter fassende ,,GefaB“ des Tropfchens. Anschliefend
kann der Zellinhalt massenspektrometrisch und durch RNA
oder DNA-Sequenzierung analysiert werden.

3.3. Transfektion, Transduktion und Transformation in Trépfchen

Um die Zelle zur Expression von Fremdprotein zu brin-
gen und um andere giangige molekularbiologische Techniken
wie zum Beispiel die RNA-Stummschaltung anwenden zu
konnen, missen die Zellen genmanipuliert werden. Dies
kann bei eukaryotischen Zellen durch die Einfithrung von
exogener DNA oder RNA durch Transfektion oder bei
Bakterienzellen durch einfache DNA-Aufnahme geschehen,
andere Moglichkeiten sind die Transformation oder die virale
Transduktion. So gelang es, in Tropfchen Hefe”" und Ovarien
des Chinesischen Hamsters (CHO-Zellen)” mit Fremd-
plasmiden zu transfizieren. Hierfiir wurde die Zellmembran
voriibergehend perforiert und dann das Plasmid in das in-
trazellulire Kompartiment {iibergefiihrt. Verkapselte CHO-
Zellen wurden auch chemisch transfiziert.”® Durch das nur
Pikoliter fassende Volumen der Tropfchen lassen sich grof3e
Plasmidkonzentrationen unmittelbar an der elektroperfo-
rierten Zelle aufbauen und somit die Effizienz steigern.
Gleichzeitig ist sichergestellt, dass die Zelle im Tropfchen nur
dem Gen ausgesetzt ist. Eine besonders interessante Methode
zum Aufbau von Diversititsbibliotheken von Zellen ist die
Transfizierung von FEinzelzellen in Mikrotropfchen, die je-
weils unterschiedliche Plasmidklone enthalten.” Auch eine
gemeinsame Verkapselung von Wirtbakterien mit Bakterio-
phagen als Genlieferanten wurde vorgestellt.™")

4. Manipulation der Trépfchen und Analyse

Einer der Hauptvorteile der Tropfchen-Mikrofluidik ist
die automatisierte Manipulation der Tropfchen. So bietet die
Tropfchen-Mikrofluidik unter anderem Module zur Tropf-
chenverschmelzung, zur Zugabe von Material durch Pikoin-
jektion, zur Aufspaltung von Tropfchen, zur Inkubation und
zur aktiven und passiven Sortierung. Diese Module werden
auf Chips kombiniert und fiir ein bestimmtes Bioassay maf3-
geschneidert. Da der Aufbau in immer komplexere Systeme
nicht komplikationsfrei ist, werden die Assays in manchen
Fillen auch batchweise und unter Entflechtung der einzelnen
Manipulationen ausgefiihrt. Mittlerweile ist es blich, die
einzelnen Systeme oder die Chips vorzufertigen und dann fiir
spezifische Anwendungen iterativ zu optimieren. Anderer-
seits gibt es inzwischen auch einen gewissen Konsens tiber das
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Design der gingigsten Operationen (z.B. Tropfchenerzeu-
gung, Riickinjektion von Tropfchen, In-Kanal-Inkubation
und Tropfchensortierung).

4.1. Verschmelzung von Trépfchen und Pikoinjektion — Zugabe
von Medium und Reagentien

In den mikrofluidischen Tropfchensystemen ist die
Tropfchenverschmelzung ein iiberaus wichtiger Vorgang,
denn nur so kann einem schon vorhandenen Tropfchen Ma-
terial zugefiigt werden. Addierte Tropfchen versorgen die
Einzelzelle mit Enzymsubstraten, genetischem Material oder
frischem Zellmedium, oder aber auch mit Reagentien als
Reaktionsstarter, Stimuli oder Mittel zur Zelllyse. Damit
tensidstabilisierte Tropfchen verschmelzen konnen, miissen
zwei Bedingungen erfiillt sein. Zunichst miissen die Tropf-
chen in Kontakt kommen und dann muss ihre stabilisierende
Tensidschicht zerstort werden. Zur Destabilisierung der
Tensidschicht wurden mehrere Strategien entwickelt, zum
Beispiel ein auf die Tropfchen einwirkender grofier elektri-
scher Feldgradient,® die Aufladung der Tropfchen,®™ die
Entfernung von Tensid aus der Olphase, was zur Verarmung
der Grenzflichen-Tensidschicht fiihrt,® oder das Erhitzen
durch einen Laser.™ Nicht durch Tenside stabilisierte Was-
sertropfchen in Ol oder Fluorkohlenwasserstoffolen ver-
schmelzen spontan, wenn sie miteinander in Kontakt
kommen.[®

Der Kontakt der Tropfchen fiir die Verschmelzung wird
entweder durch die Chipstruktur oder besondere Oberfli-
chenmerkmale ausgelost. Diese bremsen das als erstes flie-
Bende Tropfchen soweit ab, dass das nichste es einholen
kann. Bei stark synchronisierten Tropfchen funktioniert dies
mit® oder ohne elektrische Aufladung.”® Kanaldesigns fiir
solche aufholende Tropfchen sind zum Beispiel der Einbau
von Siulenreihen (Abbildung 4A),*! Windungen®! und
Kanalverbreiterungen (Abbildung 4B)." Auch eine hydro-
phile Verschmelzung wurde beschrieben (Abbildung 4 C).[5!
Der Durchsatz bei diesen Methoden reicht von tausenden
Tropfchen pro Sekunde bei elektronischen Methoden und
Tensidvariationen bis zu einem Tropfchen pro Sekunde fiir
die Lasererhitzung. Einer der Hauptvorteile des elektronisch
gesteuerten Verschmelzungsprozesses ist die Moglichkeit, das
Feld nach Belieben an- und abzuschalten, sodass nur ganz
bestimmte Tropfchenpaare bei Kontakt verschmelzen, zum
Beispiel nur solche mit Fluoreszenzeigenschaft. Allerdings
macht die zur Entscheidung und zum Verschmelzungsvor-
gang eingesetzte Elektronik das mikrofluidische System
deutlich komplexer. Bremond et al. setzten sich ausfiihrlich
mit der Dynamik des Tropfchenverschmelzens ohne Einfluss
eines elektrisches Feldes auseinander.™” Sie kamen in ihrer
Studie zu dem etwas iiberraschenden Ergebnis, dass zwei
miteinander in Kontakt stehende Tropfchen genau in dem
Moment miteinander verschmelzen, wenn sie sich wieder
voneinander entfernen. Eine &hnliche Untersuchung iiber
den elektronisch gesteuerten Verschmelzungsvorgang kam
zum Schluss, dass an Tropfchen, deren Abstand voneinander
klein genug ist, ein elektrisches Feld von addquater Stirke
angelegt werden muss.®
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Abbildung 4. Mikrofluidikmodule fiir die Trépfchenverschmelzung.

A) Passive sauleninduzierte Verschmelzung von tensidfreien Tropfen, !
B) Elektrokoaleszenz von tensidstabilisierten Tropfchen,® C) Oberfla-
chenbenetzung und D) Inline-Tropfcheninjektion.®) Ausschnitt der di-
elektrophoretischen Trépfchensortierung bei angeschaltetem (grofles
Bild) und abgeschaltetem (kleines Bild) elektrischen Feld.*® (Nach-
druck von (A) und (E) mit Erlaubnis von The Royal Society of Chemis-
try, 2008, (B) und (D) von The National Academy of Sciences USA,
2009 und 2010, (C) von H. N. Joensson, 2010.)

Abate und Mitarbeiter berichteten unldngst iiber eine
alternative, direkte Injektionsmethode, um den Tropfchen
mithilfe von elektrischen Feldern definierte Volumina zuzu-
fiigen (Abbildung 4D).®! Hierbei befinden sich die zu inji-
zierenden Tropfchen unter konstantem Druck in einem
Kanal, der mit dem Injektionskanal in Verbindung steht. Alle
Ol-Wasser-Grenzflichen sind durch Tenside stabilisiert,
sodass die injizierten Tropfchen den Flissigkeitsmeniskus
ohne Koaleszenz passieren konnen. Durch das Anschalten
des elektrisches Feldes an Elektroden auf der gegeniiberlie-
genden Seite des Meniskus wird die tensidstabilisierte
Grenzfliche zerstort und die Fliissigkeit im angeschlossenen
Kanal in jedes einzelne Tropfchen injiziert, das diesen Kanal
passiert. Auch eine Pikoinjektion kann eine leistungsfdhige
Alternative zur herkommlichen Tropfchenverschmelzung
sein, wenn eine Tropfchenpopulation mit Fliissigkeit aus
einem oder einigen wenigen Reservoirs fusioniert werden soll
und nicht Tropfchen zweier zuvor separat erzeugter Popula-
tionen fusioniert werden sollen.

4.2. Sortierung und Trennung der Trépfchen
Die Sortierung oder Abzweigung von Tropfchen mit dem
Ziel, eine bestimmte Untergruppe von Tropfchen zu isolieren,

wird im Bereich der Zellforschung bereits vielfach ange-
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wendet. Fiir zirkulierende Tumorzellen, fiir die Produktion
von Hybridomzellen oder im Wirkstoffscreening gilt die Iso-
lierung einer kleinen Subpopulation von Zellen fiir weitere
Analysen als entscheidender Schritt. Fiir die Sortierung von
Tropfchen miissen die einzelnen Untergruppen durch ein
bestimmtes Merkmal unterscheidbar sein. Bei aktiven Me-
thoden mit berechneter oder Ad-hoc-Entscheidung kommen
im Allgemeinen Fluoreszenzverfahren zur Unterscheidung
der Untergruppen zur Anwendung. Die passive Tropfchen-
sortierung stiitzt sich hingegen auf selektive Kanalgeometrien
zur Unterscheidung der TropfchengrofBe.

Bei den aktiven Prozessen werden die mikrofluidisch er-
zeugten Tropfchen durch Aufladung und Abzweigung der
geladenen Tropfchen in einem elektrischen Feld sortiert,®”
was dielektrophoretisch® oder durch ortliches Erhitzen
stattfinden kann.*!! Beim dielektrophoretischen Fluores-
zenzverfahren werden Geschwindigkeiten von etwa 2000
Tropfchen pro Sekunde erreicht (Abbildung 4E).[®! Diese
Sortiertechnik nutzt einen sehr steilen elektrischen Feldgra-
dienten von iiblicherweise AC-Feldern von 30 kHz und 1 kV
(von Spitze zu Spitze) bei einem Elektrodenabstand von
<100 pm. Bei Anlegen des Feldes werden die Tropfchen in
den Arm einer Y-Kreuzung gezwungen, der den hoheren
hydrodynamischen Widerstand aufweist, wéhrend sie ohne
Feld normalerweise den Arm mit dem geringeren Widerstand
nehmen. Der mogliche Durchsatz ist durch Scherkréfte an der
Gabelung begrenzt, und mit kleinerem Tropfchenabstand
steigt die Fehlerquote drastisch an.®® Die dielektrophoreti-
sche Sortierung wird robuster, wenn an der Y-Kreuzung
Umgehungskanile eingebaut sind.”Y) Obwohl bereits Zellen
(z.B. Hefezellen™®) aus den Tropfchen riickgewonnen und
nach der dielektrophoretischen Sortierung neu kultiviert
wurden, sind noch keine detaillierten Studien tiber die Le-
bensfihigkeit der Zellen nach der Tropfchensortierung be-
kannt. Lediglich fiir die humane U937-Zelllinie wurde nach
einer elektronisch gesteuerten Tropfchenverschmelzung (bei
etwas kleineren Potentialen) und anschlieBender Inkubation
iiber Nacht eine Lebensfihigkeit von >80% festgestellt.[*
Im Vergleich dazu werden mit fluoreszenzaktivierten Zell-
sortierern (FACS) Geschwindigkeiten von tiber 70000 Zellen
pro Sekunde erreicht,”” wobei es hier aber nicht moglich ist,
die Zellen mitsamt ihrer natiirlichen Umgebung zu sortieren
(zusammen mit anderen Zellen oder Molekiilen, mit denen
sie wechselwirken, oder mit sekretierten Molekiilen).

Eine Sortierung durch ortliches Erhitzen wird mit Hoch-
leistungslasern von > 100 mW durchgefiihrt. Diese heizen die
Tropfchen lokal auf und zerstreuen sie dadurch. Ein solches
Sortierverfahren hat in der Regel einen kleineren Durchsatz.

Anders als bei den aktiven Verfahren wird bei passiven
Methoden keine Elektronik fiir einen aktiven Trennvorgang
eingesetzt. Stattdessen lauft die Auftrennung iiber die Chip-
struktur und die Hydrodynamik ab. Apparaturen mit hydro-
dynamischer Sortierung trennen die Tropfchen anhand ihrer
GroBe; so wurde die Plateau-Rayleigh-Instabilitit von durch
Strahlbildung (jetting) erzeugten Tropfchen™ genutzt, um
die Tropfchen an einem W-formig gegabelten Kanal mit
Auslissen negativem Drucks zu trennen,” oder die Auftei-
lung wurde durch deterministische laterale Auslenkung (de-
terministic lateral displacement, DLD)™ erreicht. Die pas-
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sive Trennung ermoglicht eine Parallelisierung der hydrody-
namischen Techniken. Bemerkenswert im Hinblick auf die
Einzelzellanalyse ist, dass fiir die Sortierung nach der Pla-
teau-Rayleigh-Instabilitit und dem DLD-Verfahren die
TropfchengrofSe von dem Vorhandensein von Zellen in den
Tropfchen abhingt. Im Fall der Plateau-Rayleigh-Instabilitét
machten die Zellen die Tropfchen groBer, und diese konnten
dann hydrodynamisch sortiert werden. Bei der DLD-Me-
thode schrumpften hingegen diejenigen Tropfchen, die
wachsende und sich teilende Hefezellen enthielten. Tropf-
chen ohne Zellen schrumpften nicht. Die Tropfchen konnten
dann anhand ihres Zellinhalts nach der GroBe sortiert
werden.

4.3. Inkubation und Speicherung der Trépfchen

Die Inkubation spielt bei den meisten biologischen
Assays eine wichtige Rolle. Fiir die Speicherung oder Inku-
bation von Tropfchen gibt es mehrere unter-
schiedliche Ansétze, die jeweils auf bestimmte In-
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quenz, in der die Tropfchen erzeugt worden sind, bleibt er-
halten. Die Spritzenspeicherung ist eng mit der Riickinjektion
und der Dispergierung von Tropfchen in einen Olstrom ver-
kniipft. Die Apparaturen fiir die Riickinjektion dhneln in
ihrer Geometrie der von Tropfchenerzeugern durch Flussfo-
kussierung.

Fiir die Aufnahme von Zeitserien, bei denen fiir jedes
einzelne Tropfchen mehrere Signale gemessen werden,
wurden mehrere Abfangstrategien fiir die Tropfchen entwi-
ckelt. Dazu gehoren ,,Dropspot“-7!! und #hnliche Metho-
den,® das Auffangen in Vertiefungen™ oder Komparti-
menten seitlich der Kanile.””) Besonders elegant ist die Me-
thode von Boukellal et al., bei der als einzige bei der Ejektion
die Sequenz der Tropfchen erhalten bleibt. Um die Anzahl
Tropfchen per Flicheneinheit zu maximieren, wurde eine
Schichtung der Tropfchen vorgeschlagen.'"! In Abbildung 5
sind einige Inkubationsmethoden zusammengestellt. Wenn
die Tropfchen auf Chips aus einem gasdurchldssigen Material
wie zum Beispiel PDMS gelagert werden sollen, muss be-

kubationsszenarien abzielen. Um eine Inkubati-
onsmethode auszuwihlen, muss zum Beispiel die
Inkubationszeit auf die im Assay geforderte Zeit-
dauer abgestimmt und die erforderliche Prézision
bei der Probenlokalisierung bekannt sein. Fiir In-
kubationszeiten im Sekundenbereich (<1 min)
konnen die Tropfchen einfach der Reihe nach im
Kanal inkubiert werden,”™ was ein exaktes Timing
auf die Millisekunde genau und eine prézise
Steuerung der Tropfchenabfolge ermoglicht.
Werden jedoch mehrere Minuten Inkubationszeit
bendtigt, ist diese Methode nicht mehr anwendbar,
weil der hydrodynamische Widerstand mit der
Kanalldnge zunimmt. Um ldnger inkubieren zu
konnen, werden breitere und tiefere Speicherka-
nile verwendet, in denen die Tropfchen einander
passieren konnen.”® Dem Gewinn an Inkubati-
onszeit durch diese breiteren und tieferen Struk-
turen stehen jedoch Konzessionen beim exakten
Timing gegeniiber, das heiflt der genauen Lokali-
sierung der Tropfchen. Die variable Inkubationsdauer beruht
auf der unterschiedlichen Geschwindigkeit, die die Tropfchen
aufgrund der Parabelform des FlieBgeschwindigkeitsprofils
an verschiedenen Positionen im Kanalquerschnitt haben. Es
ist moglich, diese groen Geschwindigkeitsunterschiede zwi-
schen den Tropfchen an verschiedenen Positionen durch den
Einbau von Verengungen entlang des Kanals anzugleichen,
an denen die Tropfchen wieder neu durchmischt werden.”
Ebenfalls kann der Kanal durch Verzweigung in mehrere
Tochterkanile aufgeteilt werden. Tropfchen, die aus einer zu
64 % wiassrigen Volumenfraktion stammen und Kanile von
mehreren hundert Mikrometern Durchmesser durchstrom-
ten, wurden nach der Inkubation trotz gewisser Dispersion
erfolgreich analysiert.” Fiir Inkubationszeiten von Stunden
bis zu Tagen werden die Tropfchen im Allgemeinen in Am-
pullen oder Spritzen gelagert, was nur bei sehr stabilen
Emulsionen moglich ist. In diesen Féllen wird die Population
im Ganzen inkubiert und keine Information iiber die Se-
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Abbildung 5. Inkubation der Tropfchen in A) einem engen Kanal, B) einem weite-
ren Kanal mit Verengungen zur Wiedervermischung der Trépfchen (verindert aus
Lit. [95]), C) einer seriellen Auffanganordnung,’ D) einer ,Dropspot“-Anord-
nung,”"l E) einer 6lgefiillten Spritze, F) einer statischen Anordnung, die durch den
Fluss stabilisiert ist,”’® G) einer Anordnung von invertierten Vertiefungen.®® (Nach-
druck von (C), (D) und (F) mit Erlaubnis von The Royal Society of Chemistry, 2009,
und (G) von The American Chemical Society, 2009.)

sonders oberhalb der Raumtemperatur die Verdampfung
miteinkalkuliert werden. Zur Verdampfung kommt es zum
Beispiel beim thermozyklischen On-chip-PCR-Verfahren.

4.4. Sonstige Manipulationen an den Trépfchen

Aufler dem Verschmelzen von Tropfchen, der Sortierung
und Inkubation gibt es noch viele weiter Moglichkeiten,
Tropfchen zu manipulieren. So ist die Aufspaltung von
Tropfchen eine passive Technik, um Tropfchen in zwei
Tochtertropfchen von definierter GroBe aufzuteilen.*! Durch
Spaltung kénnen zum Beispiel aus einem grof3eren Tropfchen
Proben entnommen werden, oder in Kombination mit einer
Tropfchenverschmelzung kann der Inhalt der Tropfchen ver-
diinnt werden.!"""! Solche Verdiinnungen werden weniger auf
Zellen enthaltende Tropfchen angewendet, sondern wahr-
scheinlich mehr fiir zukiinftige Anwendungen, um Langzeit-
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Zellkulturen mit Néhrstoffen zu versorgen und deren selbst-
produzierte toxischen Substanzen zu verdiinnen.

Eine weitere Manipulationstechnik ist die rasche Vermi-
schung des Inhalts von Tropfchen durch chaotische Advek-
tion in gewundenen Kanilen.'""”” Mit dieser Technik lasst sich
der Tropfcheninhalt im Submillisekundenbereich vollstandig
durchmischen.'™ Eine weitere Moglichkeit, pikolitergroBe
Kompartimente zu durchmischen, ist die Rotation von
selbstorganisierenden Ketten magnetischer Nanopartikel in-
nerhalb des Tropfchens.['*

4.5. Nachweis und Analyse der Trépfchen

Eine groe Zahl von Techniken eignet sich, um die
Tropfchen anhand ihres Inhalts nachzuweisen und zu analy-
sieren. Dazu gibt es eine ausfiihrliche Ubersicht von The-
berge et al.'* Vorherrschend unter diesen Techniken sind die
lichtbasierten Methoden im Allgemeinen und im Besonderen
die Fluoreszenztechnik. Nachweismodalititen sind die se-
quenzielle Messung der laserinduzierten Fluoreszenzintensi-
tit (LIF) unter hohem Durchsatz (< 10 kHz) durch Photo-
multiplier oder die parallele Messung durch bildgebende
fluoreszenzmikroskopische Verfahren. Die fiir die sequenzi-
ellen LIF-Messungen verwendeten Optiken und Detektoren
ghneln im Prinzip denen der Durchflusszytometrie.'® Er-
géinzt sind sie lediglich um eine Anordnung von Linsen, die
den einfallenden Laserstrahl zu einer Linie senkrecht zum
Kanal biindeln, um das gesamte passierende Tropfchen
gleichmifBig auszuleuchten. Die Bildaufnahme von statischen
Tropfchen und der LIF-Nachweis von sich bewegenden
Tropfchen sind komplementidre Techniken, mit denen ver-
schiedene Anwendungen bedient werden. Allgemein ge-
sprochen kann die LIF-Messung an ein Tropfchenscreening
angeschlossen werden, sodass schnelle Ereignisse mit hoher
Zeitauflosung erfasst werden konnen, wahrend die kontinu-
ierliche Aufnahme von statischen Anordnungen eine bessere
Auflésung im Langzeitbereich ermoglicht, wenn eine grof3e
Zahl von Kompartimenten mit unterschiedlichem Inhalt ab-
gedeckt werden sollen. Letztere Technik wurde bislang noch
nicht mit einer Sortierung verkniipft. Um die Empfindlichkeit
zu erhohen oder es zu ermoglichen, dass das gesamte Assay
auf einem Chip ablduft, wurden mehrere Fluoreszenztechni-
ken wie die Fluoreszenzpolarisation,'" der Forster-Ener-
gietransfer (FRET)!'” und die Fluoreszenzkorrelations-
spektroskopie (FCS) eingesetzt und weiterentwickelt.’7*1%]
Die fluoreszenzmikroskopische Bildaufnahme von Tropf-
chen-Monoschichten, die zehntausende Tropfchen enthalten,
wird dagegen haufiger alternativ oder als Ergidnzung zur la-
serinduzierten Fluoreszenzanalyse genutzt. Bei der digitalen
Tropfchenanalyse (DDA) werden simultan Bilder von zehn-
tausenden Tropfchen aufgenommen. Mit dieser Technik, die
eigentlich fiir die Bestimmung der Variation der Kopienzahl
von Genen"™ oder die Quantifizierung von seltenen Muta-
tionen"'"! eingesetzt wird, kann man durch einfache Zihlung
der Molekiile in einer kompartimentierten Losung die Kon-
zentration eines bestimmten DNA-Fragments erfassen. Die
untere Nachweisgrenze ist dann durch die Zahl der analy-
sierten Tropfchen definiert. Bei der DDA werden zunéchst
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die DNA-Fragmente auf eine Konzentration verdiinnt, die
weniger als ein Molekiil per Tropfchenvolumen entspricht,
diese dann zusammen mit den PCR-Reagentien in Tropfchen
verkapselt, die sequenzspezifischen Fluoreszenzsonden durch
Hybridisierung aktiviert und die Polymerasereaktion ausge-
16st. Nach den Thermozyklen werden diejenigen Tropfchen
nachgewiesen, die die spezifische DNA-Sequenz enthalten,
und anhand der emittierten Fluoreszenz gezihlt. Die Fluo-
reszenzsignale von einer Million Tropfchen, das heiB3t bis zu
drei Ebenen von in Kristallstrukturen verpackten Tropfchen,
wurden auf diese Weise gemessen.[''!

Auch eine Reihe von chemischen, nicht fluoreszenzba-
sierten Analysemethoden wurden mit der Tropfchen-Mikro-
fluidik verbunden, darunter die Massenspektrometrie
(MS),"?% die Kapillarelektrophorese (CE)!'! und die
Raman-Spektroskopie. Diese etablierten Techniken wurden
in den Arbeitsablauf der Tropfchenmikrofluidik integriert,
um Biomolekiile zu analysieren. Lediglich CE und MS be-
salen jedoch die Kapazitit zur Analyse von einzelnen
Tropfchen, und mit der Raman-Spektroskopie konnten nur
Ensemblemessungen an einer groBen Zahl von Tropfchen
vorgenommen werden.

5. Einzelzellanalyse in Tropfchen
5.1. Hochdurchsatzanalyse an Einzelzellen

Die Reihenuntersuchung von Tropfchen, die mit einer
Spritze aufgenommen und dann zum Laser fiir eine an-
schlieBende LIF-Analyse gebracht werden, ist als Hoch-
durchsatzanalyse von Einzelzellen moglich, die zusammen
mit ihrer Umgebung verkapselt sind. Einer der ersten Ein-
sitze dieses Verfahrens war die Analyse der GFP-Expression
von verkapselten Einzelzellen.*’ Der Nachweis der Zell-
fluoreszenz lief hier dhnlich ab wie bei der Durchflusszyto-
metrie. Eine sehr iibliche Methode in der Durchflusszyto-
metrie ist auch der Nachweis von fluoreszierenden antikor-
permarkierten Zellen. Auf diese Weise wurden mit einem
Aufbau zur Bestimmung der konfokalen Fluoreszenz einge-
kapselte Knochenhautzellen aus Gewebsproben von Patien-
ten analysiert und einzelne Progenitorzellen in einer hetero-
genen Zellprobe eindeutig identifiziert.''! Vor der Verkap-
selung wurden die Zellen mit Antikérpern markiert. Gegen-
iiber der Durchflusszytometrie bietet die Verkapselung in
stabile Tropfchen den einzigartigen Vorteil, dass das Tropf-
chenkompartiment als pikolitergroer Auffangbehilter fiir
die sekretierten Molekiile dienen kann, zum Beispiel Anti-
korper aus Hybridomzellen.™™ An den sekretierten Biomo-
lekiilen, die mit der Zelle weiterhin geno- und phénotypisch
verbunden sind, konnen dann tropfchenbasierte Assays ho-
mogener Proben vorgenommen werden wie zum Beispiel die
Analyse der rdumlichen Fluoreszenzverteilung,® FP!'%! oder
eine FRET-Bestimmung.'””! Dagegen ist die Durchflusszy-
tometrie, die ebenfalls den fluoreszierenden Hintergrund der
Zelle wahrnimmt, auf die Untersuchung von stark und mit-
telstark vorkommenden Biomarkern beschrinkt.® Die pi-
kolitergrolen Tropfchen, in denen die Einzelzellen kompar-
timentiert sind, liefern das Gefif3, in dem das Fluoreszenzsi-
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gnal eines markierten Antikorpers enzymatisch verstirkt
werden kann.'™ Mit einem solchen Assay wurden humane
Einzelzellen (U937) auf die seltenen Oberflichenprotein-
Biomarker CCRS5 und CD19 gepriift. Obwohl es auf diese
Weise prinzipiell gelang, Proteine in Tropfchen nachzuwei-
sen, ist es noch sehr schwierig, einfache Nachweismethoden
mit Antikérpern zu entwickeln, bei denen die Tropfchen nicht
vor der Verkapselung markiert und gewaschen werden
miissen. Mary et al. beschreiben eine Wasch- oder Verdiin-
nungsmethode, die das Verfahren moglicherweise einen
Schritt ndher an die automatisierte Antikorperanalyse in
Tropfchen heranbringt.!')

5.2. Enzymatische Analyse von Einzelzellen

Die Analyse von in Emulsionen kompartimentierten
Enzymen ist eine der frithsten Anwendungen der Tropfchen-
Mikrofluidik und wurde von Griffiths und Tawfik zu einer
Hochdurchsatztechnik ~ weiterentwickelt.?*111  Zahlreiche
Veroffentlichungen befassen sich mit der Charakterisierung
von in vitro exprimierten oder gereinigten Enzymen[¢94117]
Auch DDA-Analysen wurden fiir Enzymanalysen durchge-
fithrt.M"8

In mikrofluidisch produzierten Tropfchen wurden auch
zellexprimierte Enzyme analysiert. Solche Analysen sind
besonders dann interessant, wenn es sich um sekretierte
Proteine handelt, oder ein nichtgebundenes extrazellulares
Reporter- oder Signalmolekiil fiir die Proteinanalyse ver-
wendet wird, zum Beispiel ein fluorogenes Enzymsubstrat,
das extrazelluldr im Tropfchen vorkommt. Auch hier stellt das
Tropfchen das Kompartiment dar, in dem der Genotyp (in der
Zelle) mit dem Phénotyp (die erzeugten Fluorophoren oder
sekretierten Biomolekiile) verkniipft ist. Eine zellbasierte
Expression von Enzymen in Tropfchen wurde fiir die alkali-
sche Phosphatase (AP)!""! und die p-gal-Expression® in E.
Coli durchgefiihrt. In beiden Fillen wurden fluorogene Sub-
strate verwendet. Diese Substrate dhneln dem natiirlichen
Substrat des Enzyms, enthalten aber auch ein Fluorophor,
dessen Fluoreszenz im substratgebundenen Zustand unter-
driickt ist. Nach Freisetzung durch das Enzym steigt dann die
Fluoreszenzintensitit steil an. Im AP-Assay wurden die
Zellen enthaltenen Tropfchen in invertierten Vertiefungen
aufbewahrt und wiederholt auf ihre Fluoreszenz hin be-
stimmt, um Zeitserien aufzunehmen, aus denen die Enzym-
kinetik abgelesen werde kann. Dariiber hinaus coexprimier-
ten die E. coli-Zellen ein rotes Fluoreszenzprotein (mRFP1),
das zur Normalisierung der Proteinexpression diente.

Mithilfe des tropfchenbasierten Screenings nach zellex-
primierten Enzymen wurden auch Versuche zur gerichteten
Evolution durchgefiihrt. Unter der gerichteten Evolution
versteht man die Verlegung der Leistungsfihigkeit der Evo-
lution ins Laboratorium. Wie in Abbildung 6 A1-A7 sche-
matisch dargestellt, werden ausgehend von einem bekannten
Molekiil wiederholt iterative Diversifizierungsrunden mit
anschlieBender Selektion durchlaufen. Die Selektion kann
dann auf eine gesteigerte Enzymaktivitdt zur Verbesserung
der Molekiileigenschaften oder andere Merkmale hin
durchgefiihrt werden. In einem jiingeren Artikel von Agresti
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Abbildung 6. Versuchsanordnung von Agresti et al.” zur gerichteten
Evolution fiir die Verbesserung der in S. cerevisiae exprimierten Meer-
rettich-Peroxidase (HRP). A) Plasmid mit dem HRP-Gen, A2) Erstel-
lung einer Bibliothek von mutierten HRP-Plasmiden und A3) Expressi-
on in S. cerevisiae. A4) Verkapselung der Hefezellen mit einem fluoro-
genen Substrat fiir HRP, A5) Inkubation wihrend des Flusses durch
ein Réhrchen zur Umwandlung des nichtfluoreszierenden Substrats in
das fluoreszierende Produkt durch die HRP. A6) Nach Ende der Inku-
bation werden die Trépfchen anhand ihres Fluoreszenzsignals sortiert
und die Enzyme mit der besten Leistung abgetrennt. Die mikrofluidi-
sche Apparatur fiir dieses Assay. B1) Mikroskopische Aufnahme des
Tropfchenerzeugers, B2) (Vergréflerung von B1) die Verkapselungsna-
del, B3) und B4) Die Trépfchen vor (im Hellfeld-Mikroskop) bezie-
hungsweise nach (im Fluoreszenzmikroskop) der Inkubation.

B5) Ubersicht iiber den gesamten Aufbau der Trépfchen-Riickinjektion
mit dielektrophoretischer Sortierung der stark fluoreszierenden Trépf-
chen in den unteren Arm der Apparatur. (Nachdruck mit Erlaubnis von
The National Academy of Sciences USA, 2010.)

werden die Vorteile von tropfchenbasierten Systemen fiir die
gerichtete Evolution am Beispiel der Aktivitédtssteigerung des
Enzyms Meerrettich-Peroxidase erldutert. Dieses Enzym
wurde auf der Oberflidche von S. cerevisiae exprimiert und
zeigte nach zwei Mutationsrunden eine zwolffach verbesserte
Aktivitit.” Diese Studie, bei der zunichst die Tropfchen
erzeugt, dann in breiten Kanélen 5 min inkubiert und an-
schlieBend sortiert wurden (Abbildung 6 B1-BS5), diente zum
Vergleich der gerichteten Evolution durch die Tropfchen-
Mikrofluidik mit einem modernen automatisierten Scree-
ningverfahren von Mikrotiterplatten mit 384 Vertiefungen.
Das Ergebnis waren eine 1000-fache Beschleunigung und
eine millionenfache Kostensenkung der Tropfchen-Technik
gegeniiber der automatisierten Mikrotiterplatten-Screening-
technik. Interessanterweise wird der Hauptanteil der Kosten
beim Mikrotiterplatten-Screening durch die Anschaffung der
Pipettenspitzen verursacht, die zwei Drittel der geschitzten
15.81 Millionen US-Dollar ausmachen.
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5.3. Zeitaufgeloste Einzelzellanalyse

Viele der hier geschilderten Verfahren stiitzen sich auf
Tropfchen, die sich an einem Laser vorbeibewegen, und
Fluoreszenzdetektoren fiir die Analyse. Dabei werden Daten
iiber die Verteilung von bestimmten Einzelzellmerkmalen
gewonnen oder es konnen Screenings durchgefiihrt werden.
Um allerdings ein- und dieselbe Zelle iiber einen lingeren
Zeitraum hinweg analysieren zu konnen, miisste jedes
Tropfchen, das eine Zelle enthilt, einen spezifischen Fluo-
reszenz-,,Farbcode“ erhalten. Dagegen ermdoglicht der in
Abschnitt 4.3 beschriebene Abfangmechanismus die zeitauf-
geloste Beobachtung der Zellen in Parallelformaten (oder mit
kontinuierlicher Rasterung). Die exakte Identitdt jedes
Tropfchens bleibt durch seine Position erhalten. Diese Tech-
nik ermoglicht Analysen von einer groSen Zahl Zellen mit
sehr viel hoherer Zeitauflosung. Ob ein kontinuierliches
Monitoring oder eine Parallelanalyse vom Tropfchenstrom
gewiinscht ist, hingt von der jeweiligen Anwendung und der
Kombination mit weiteren Systemen ab. So ist zum Beispiel
eine Sortierung mit anschlieBendem kontinuierlichem Moni-
toring moglich.

Um die Wechselwirkung von Phagen mit dem Zielbak-
terium zu untersuchen, wurden in einem Zellassay mit
Dropspot-Anordnung Zeitserien von einer groffen Anzahl
Tropfchen genommen.® Hierfiir wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten Bildaufnahmen von Tropfchen gemacht, die nur
ein einzelnes Bakterium und Phagen enthielten. Auf diese
Weise wurde fiir den Wildtyp und verschiedene modifizierte
Phagen die Zeitdauer vor der Zelllyse bestimmt. Verschie-
dene Bedingungen wurden getestet und die Biophysik des
Phagen erforscht. Mit dem gleichen Aufbau und der gleichen
Analysemethodik wurden bei einer neuen Zeitserie die he-
terogenen Wachstumsgeschwindigkeiten von Hefezellen und
deren B-gal-Expression untersucht.’!l Die zeitliche Verfol-
gung des Wachstums vieler Klone oder ihrer Proteinexpres-
sion konnte genutzt werden, um die Verteilung von Antwor-
ten etwa auf eine normale oder mit Wirkstoff versetzte Um-
gebung zu ermitteln.

Bei einer #dhnlichen Methodik wurden die einzelnen
Tropfchen in Vertiefungen abgefangen und dann die von
einzelnen Bakterien exprimierten AP-Aktivititen'” in einer
sehr grolen Zahl von Tropfchen bei hoher zeitlicher Auflo-
sung parallel untersucht.”® Alle diese Studien zeigen, wie
variabel das Verhalten von Einzelzellen sein kann. Haufig
werden stochastische Verfahren unterlegt, um die Variation
zu berticksichtigen.

5.4. Wirkstoffscreening in Tropfchen

Unter den biologischen Hochdurchsatzverfahren ist das
tropfchenbasierte Screening von Wirkstoffkandidaten und
ihren Formulierungen eine besondere Herausforderung. So
erfordern Wirkstoffscreenings, dass in jedem einzelnen
Tropfchen die Formulierung identifiziert wird, sie setzen
hiufig lange Inkubationsdauern der die Zellen enthaltenden
Tropfchen voraus, und erfordern moglicherweise einen
groflen Satz an molekularen Substanzen mit verschiedenen
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chemischen Charakteristika. Betrachtet man andererseits die
hohen Kosten von konventionellen automatisierten Mikroti-
terplatten-Screenings (schitzungsweise $1 per Vertiefung!'>)
und rechnet man die wachsende Bedeutung von biomoleku-
laren Pharmazeutika mit ein, kann sich der Einsatz der
Tropfchen-Mikrofluidik in einer frithen Phase der Wirk-
stoffsuche dennoch durchaus lohnen. Konzeptuell wire die
Suche nach biomolekularen pharmazeutischen Verbindungen
dhnlich zu bereits vorhandenen Auswahlverfahren anzulegen,
abgesehen von héufig weit lingeren Inkubationszeiten und
den in manchen Fillen notigen eukaryotischen Zellkulturen.
Trotz dieser Probleme wurden bereits Screenings zur Zyto-
toxizitit,* Aktivierung von Zellkernrezeptoren,® Spezies-
spezifitit von Antikérpern™!! und zur Enzyminhibition!?”!
durchgefiihrt. In einer jiingeren Arbeit verkniipften Griffiths
und Kollegen die Tropfchenerzeugung mit einer automati-
schen Probennahme zu einem vollautomatischen Screening-
system fiir 704 chemische Verbindungen, die die Tyrosin-
phosphatase 1B inhibieren sollten. Nach der Analyse von
10000 Tropfchen fiir jede Verbindung wurden dosisabhingige
Kurven mit extrem hoher Auflésung erhalten.!!

Das Konzept des Wirkstoffscreenings in Tropfchen wurde
anhand eines Einzelzell-Zytotoxizitdtsabgleichs der humanen
U932-Zelllinie gegen eine Modellbibliothek aus acht Kon-
zentrationen des Chemotherapeutikums Mitomycin C de-
monstriert (gezeigt in Abbildung 7).1°! Zunichst wurde die
Konzentrationsbibliothek zusammen mit einem fluoreszie-
renden optischen Code emulgiert und mit den Einzelzellen
enthaltenden Tropfchen zusammengefiihrt. Die verkapselten
Zellen wurden dann 24 h inkubiert, in eine zweite Apparatur
riickinjiziert und dort mit Tropfchen verschmolzen, die einen
Farbstoff fiir positive und negative Viabilitit enthielten. Nach
kurzer Inkubation auf dem Chip wurden die Tropfchen auf
ihre Fluoreszenz hin analysiert. Ergebnis nach der optischen
Dekodierung war eine ICs-Kurve fiir die Zytotoxizitit des
Wirkstoffs, die gut mit den Ergebnissen durch herkémmliche
Techniken {iibereinstimmte. In einem tropfchenbasierten
Screening fiir adhdrente Bombyx-mori-Zellen beschrieben
Baret et al. die Verwendung eines quantitativen Genreporter-
Assays, das die Aktivierung des Kernrezeptors bei verschie-
denen Konzentrationen des Hormons 20-Hydroxyecdyson
bestimmt.'*”) Tausende Einzelzellen wurden auf zehn optisch
kodierte Hormonkonzentrationen hin getestet. Einzelzellda-
ten wie diese ermdglichen Heterogenititsanalysen, die durch
Assays auf Mikrotiterplatten beispielsweise nicht zugénglich
sind. Bei einer weiteren Modellstudie zum Wirkstoffscree-
ning wurde ein Enzym (f3-gal) in submikrolitergroBen Trop-
fen auf seine Inhibition hin getestet.?”! Die Tropfen stamm-
ten aus einer Platte mit 96 Vertiefungen, wurden bei 0.33 Hz
mit samtlichen Inhibitorkonzentrationen erzeugt, aufgespal-
ten und mit dem Enzym und einem fluorogenen Enzymsub-
strat (FDG) vermischt. Nach einer Inline-Inkubation in Tef-
lonrohrchen wurden die Tropfen auf ihre Fluoreszenz hin
analysiert. Fiir 96 Bedingungen (14 mit Inhibitor 4+ 82 PBS-
Kontrollen) wurden ICs,-Kurven aufgenommen. Die Identi-
fizierung jeder Bedingung erfolgte anhand einer Kombinati-
on aus der Position im Rohrchen und einer Fluoreszenzmar-
kierung, die zur ersten Vertiefung in jeder Reihe der 96er-
Platte gegeben wurde.
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Abbildung 7. Die Apparatur von Brouzes et al.® fiir das Zyto-
toxizitdtsscreening in Tropfchen. A) Schematische Darstellung und

B) die entsprechenden mikroskopischen Aufnahmen. 1) Duale Trépf-
chenerzeugung (zur Uberpriifung der Lebensfahigkeit der Zellen nach
der Inkubation wurde die Zellauslassnadel durch eine Riickinjektions-
nadel ersetzt). 2) Elektronisch gesteuerte Trépfchenverschmelzung.

3) Mischen des Trépfcheninhalts. 4) Inkubation und 5) Zweikanal-Fluo-
reszenznachweis. C1) Datenspur der Fluoreszenzsignale im griinen
520-nm-Kanal (Lebendzellsignal) und 617-nm-Kanal (Totzellsignal).
C2) VergréRerung zur Darstellung der rdumlichen Verteilung der Fluo-
reszenzsignale der Zellen (schmale Peaks) und der breiteren Basis der
Tropfchen. C3 und C4) Falschfarbenbilder von lebenden beziehungs-
weise toten Zellen, die mit Calcein AM und Sytox Orange geférbt sind.
Die Zellviabilitit einer vier Tage alten Tropfchenkultur wurde mit
>80% Uber alle vier Tage bestimmt. D2) Bestimmung der Poisson-
Verteilung der Zellzahl in den Trépfchen. (Nachdruck mit Erlaubnis
von The National Academy of Sciences USA, 2009.)
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Diese Studien zeigen, dass es moglich ist, Wirkstoff-
screenings an Einzelzellen in mikrofluidischen Tropfchen
durchzufiithren. Anders als bei der Durchflusszytometrie
werden die gesuchten Verbindungen zu kompartimentierten
Einzelzellen und nicht zu einem ganzen Zellensemble gege-
ben. Diese Mainahme entkoppelt die Wechselwirkungen der
Zellen vom eigentlichen Effekt der Verbindung. Um den
Durchsatz weiter zu erhohen, muss beim Tropfchenscreening
der Inhalt der Tropfchen eindeutig identifiziert werden. Dies
ist durch Markierung, Lokalisierung, separate Analyse oder
durch eine Kombination dieser Methoden moglich. Sehr
wichtig fiir das Wirkstoffscreening ist auch die Erstellung von
groBBen Tropfchenbibliotheken. Dessen Gelingen bestimmt
auch teilweise mit, ob die Tropfchen-Mikrofluidik wirklich
gegeniiber dem automatisierten Screening mit Mikrotiter-
platten Vorteile beim Durchsatz bietet.

5.5. Genanalyse von Einzelzellen in Tropfchen

Die Verkapselung von Prozessierungsschritten und der
Analyse von genetischem Material bietet den Vorteil, dass
nur ein einziger DNA- oder RNA-Strang vervielfiltigt und
isoliert wird. Dieser Ansatz findet bereits breite Verwendung
beim BEAMing-Verfahren und in der polydispersen
Emulsions-PCR™¥ und war schon etabliert, als von der
praktischen Anwendung monodisperser mikrofluidisch ge-
nerierter Tropfchen noch lange keine Rede war. Daher ist
auch die Prozessierung und Analyse von genetischem Mate-
rial eines der am meisten erforschten Anwendungsgebiete der
Tropfchen-Mikrofluidik mit dem groBten Variantenreichtum
beim PCR-Verfahren. PCR-Techniken wurden in ,,Stop-
flow*-?1%1 oder ,,Continuous-flow“-Moden in serpentinen-
formigen Kanilen, die durch unterschiedliche Temperatur-
zonen fiihren, angewendet.'” AuBerdem wurden zuvor ge-
sammelte, robuste Tropfchen im Ganzen einer PCR in Stan-
dard-Thermozyklern unterworfen,'?” oder die PCR wurde
isotherm durchgefiihrt.!'”¥ Die meisten Funktionsvarianten
der PCR wie die reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR),*!
die quantitative PCR (qPCR) mit Fluoreszenznachweis!'*"!
und eine Echtzeit-PCR-Analyse!'™ wurden dadurch abge-
deckt. Anwendungsbeispiele sind die genetische Analyse von
Tumormaterial durch DDA und die Multiplex-PCR von
Proben von Patienten mit spinaler Muskelatrophie.['™"

Um genetische Analysen an Einzelzellen durchfiihren zu
konnen, miissen die verkapselten Zellen fiir die DNA-Ex-
traktion, die Vervielféltigung und die Detektion vorher durch
Zelllyse aufgebrochen werden. Novak etal. integrierte
samtliche Funktionen in das Tropfchenformat in der Form
eines Assays von Hybriden aus mikrofluidisch erzeugten
Tropfchen und Agarosekiigelchen.!! Zunichst wurden die
Einzelzellen enthaltenden Tropfchen sowie die mit Primern
funktionalisierten Kiigelchen in einer Agaroseldsung erzeugt.
Nach Abkiihlen der Mischung zur Gelbildung wurden die
Kiigelchen aus dem Ol extrahiert und ein Tensid und ein
Cocktail aus Proteinasen zugegeben, um die Zellen aufzu-
brechen. Zur Entfernung der Lysereagentien, die die PCR
storen konnten, wurden die Agarosegel-Tropfchen aus dem
Ol extrahiert. Anschliefend wurde die PCR-Reagentienmi-
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schung zugegeben, die Agarosetropfchen durch Schiitteln im
Ol riickemulgiert und den Thermozyklen ausgesetzt. Ergeb-
nis waren Amplikon-beladene Kiigelchen, die das genetische
Material von jeweils einer Zelle pro Kiigelchen enthielten.
Mit einer dhnlichen Methode untersuchten Novak et al. auch
Proben von E. coli auf mutierte pathogene Zellen hin und
wiesen solche Zellen vor einem Hintergrund von 10° Zellen
Wildtyp pro pathogene Mutante nach.['*?

6. Schlussfolgerungen

Die Einzelzellanalyse gehort zu den interessantesten und
vielseitigsten Anwendungen der Tropfchen-Mikrofluidik.
Den Zellen stehen Kompartimente in der gleichen Grof3e wie
sie selbst zur Verfiigung, und es ist moglich, eine grofle Zahl
von Zellen monodispers zu verkapseln und sie kurzfristig
zusammen mit ihrer direkten Umgebung zu manipulieren.
Auch automatisierte Verfahren sind moglich. Daher ist davon
auszugehen, dass die Tropfchen-Mikrofluidik eine herausra-
gende Rolle in der weiteren Erforschung der Heterogenitét
von Zellpopulationen und deren Ursachen spielen wird.
Durch die Tropfchen-Mikrofluidik lassen sich Zellen identi-
fizieren, die im Durchschnitt nur einmal pro Milliliter Blut
oder dem jeweiligen Probenvolumen vorkommen, und
Screenings einer so groflen Zahl an Wirkstoffkandidaten und
sekretierten Enzymvarianten durchfithren, dass effektivere
Wirkstoffe als die momentan verfiigbaren gefunden werden
konnen.

Nachdem jahrelang die Technik der Tropfchen-Mikro-
fluidik im Mittelpunkt stand, liegt nun der Fokus mehr auf
deren Anwendung fiir biologische Assays. Die Entwicklung
dieser Assays hat nun vielfach einen Punkt erreicht, an dem
die Assays — zum Beispiel digitale Tropfchenanalysen oder
die Detektion von nur geringen Mengen Biomarkern — mit
den Standardmethoden in ihrer Empfindlichkeit gleichziehen
oder sie sogar iiberbieten. Gleiches gilt fiir den Durchsatz,
zum Beispiel bei den massiv parallelen Enzymscreenings auf
PCR- oder Tropfchenbasis, der teilweise, wie beim En-
zymscreening, sogar bis zu tausendfach iiberboten wird. Der
Blick in die Zukunft verspricht daher noch eine Reihe von
weiteren Moglichkeiten wie zum Beispiel die Untersuchung
der Wechselwirkung von isolierten Zellen und die Verkniip-
fung von Protein- mit Genomanalysen von Einzelzellen. In all
diesen Féllen hat die Tropfchen-Mikrofluidik das Potenzial,
den wissenschaftlichen Fortschritt deutlich zu bereichern.

Allerdings wachsen mit steigender Komplexitit auf den
Chips auch die Herausforderungen an die Integration der
einzelnen Verfahren. Auch im Bereich der klinischen Proben
und bei langeren Kulturzeiten nehmen die Anforderungen an
die Tropfchenumgebung zu, den Zellen ein Milieu zu bieten,
das nicht die zu untersuchenden zelluldren Charakteristiken
beeintréachtigt. Dennoch hat auch hier die Tropfchen-Mikro-
fluidik das Potenzial, langfristig den wissenschaftlichen Fort-
schritt voranzutreiben. Dieser betrifft ndmlich die grundle-
gende Komponente des Lebens — die Zelle.
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