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Das Labor in ScheckkartengroR3e: Synthese, Analyse u  nd Trennung von
Biomolekilen

Martin Bertau, Institut fir Technische Chemie, TU Berga kademie Freiberg, 09596 Freiberg, Deutschland

Einleitung

Automatisierte Systeme fir Fragestellungen aus den Bereichen Analytik, Diagnostik und Synthese
sind seit geraumer Zeit auf dem Vormarsch. Die Erwartungen sind hoch, erhofft man sich doch
erhebliche Einsparungen hinsichtlich Reagenzienverbrauch und Zeit, aber auch einen reduzierten
Personalaufwand. Ziel ist es, mehr Analysen in klrzerer Zeit bei mindestens gleichbleibender
Qualitat durchzufiihren. Hier bieten sich Lab-on-Chip-Systeme an, typischerweise objekttrager- bis
scheckkartengrofRe Apparate, die in stark miniaturisierter Form alle fir eine analytische oder
diagnostische Fragestellung erforderlichen Komponenten enthalten.

Attraktiv ist ihre geringe Grol3e, die es haufig gestattet, eine Messung vor Ort vorzunehmen, vor
allem aber sind sie dadurch charakterisiert, daf3 alle ProzeRR3schritte automatisiert in einem einzigen
Reaktionssystem stattfinden, das die Probenaufbereitung bis hin zur abschlieenden Detektion
umfaldt. Ihr hauptsachliches Einsatzgebiet umfal3t qualitative und quantitative Analysen im Mikro-

mafdstab von DNA, RNA, Proteinen und lebenden Zellen.

Was ist ein Lab-on-Chip?

Ihre besonderen Eigenschaften erhalten die Scheckkartenlabors durch eine Anleihe bei der Natur.
Streng genommen sind sie Mikroreaktoren, genauer Mikrorohrreaktoren, deren innere Weite
zwischen 10 und 100 pm liegt. Damit bewegen sie sich in der GroRR3enordnung von Mikro-
organismen. Diese kdnnen aufgrund ihrer geringen Gré3e und vor dem Hintergrund der Vielzahl
der pro Zeiteinheit in ihnen ablaufenden chemischen Reaktionen als Mikroreaktoren aufgefal3t
werden. Sie sind damit durch eine hohe Medienhomogenitat gekennzeichnet, ein Umstand, von
dem genau die Lab-on-Chip-Technologie Gebrauch macht. Zieht man nun gedanklich einen
solchen zellularen Mikroreaktor in die Lange und bt senkrecht dazu Druck auf die Zelle aus, so
erhalt man letztlich eben jenen Mikrorohrreaktor mit seinen faszinierenden Eigenschaften, wie er in
Abbildung 1 skizziert ist. Damit nicht genug, die Zelle ist durch einen extrem schnellen
diffusionskontrollierten Konzentrationsausgleich in ihrem Inneren gekennzeichnet, und auch die
Temperatur darf im gesamten Volumen als konstant angesehen werden; doch der Stoffaustausch
mit der Umgebung ist ungerichtet. Dies umgeht der Mikrorohrreaktor durch die Undurchlassigkeit
seiner Wandung sowie der vorgegebenen Strémungsrichtung. Und ein zweites wichtiges Kriterium
kommt hinzu, die bereits angesprochene Temperaturkonstanz. Sie ist Folge des hohen
Oberflachen/Volumen-Verhéltnisses (O/V). Im Gegensatz zur Oberflache, die quadratisch zu-

nimmt, wachst das Volumen stets mit der dritten Potenz. Daraus ist schnell ersichtlich, dass kleine
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Dimensionen die Oberflache bevorzugen und groRe Reaktordimensionen das Volumen. In
anderen Worten, in der Mikrodimension findet durch die hohe Austauschoberflache ein unerreicht
schneller Warmetransport entlang der Reaktorwandung statt. Dies gestattet es, im selben Reaktor
auf klrzester Distanz schnelle Temperaturwechsel von mehreren 10 K mit steilen Temperatur-

gradienten bezogen auf die vorangehenden und nachfolgenden Temperaturzonen vorzunehmen.
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Abbildung 1: Gedankenexperiment zur Analogie von Lab-on-Chip-Reaktoren und ganzen Zellen. Die Vorteile
des Scheckkartenlabors liegen im unidirektionalen Stofftransport und der Option auf kurzer Distanz
wechselnde Temperaturregimes zu fahren.

Mikroenzymreaktoren

Von eben diesen Eigenschaften machen Mikroenzymreaktoren Gebrauch. Durch ihre an der
Reaktorwand immobilisierten Enzyme weisen sie Analogien mit membrangebundenen Enzymen
auf, die fur analytische Zwecke eingesetzt werden. Die Immobilisierung ist eine
Grundvoraussetzung fur Analytik mit Mikroreaktionssystemen, wobei die Wahl der
Immobilisierungstechnik problemspezifisch erfolgt. Fir die Zellanalytik werden auch lebende Zellen
im Mikrokanal immobilisiert.

Je nach Reaktormaterial bedingt dies andere Methoden. Bei Glas und Silicon (PDMS) findet die
Anbindung mit 3-Aminopropylsilan gefolgt von Glutaraldehyd statt. Auf Quarzoberflachen wird
zunachst mit Avidin beschichtet, an welches das biotinylierte Enzym dann bindet. An PMMA-
Copolymere wird Uber Vernetzung mit Glutaraldehyd oder Glycidol gebunden, an Edelstahl
adsorptiv. Vorteilhaft sind die einfache Praparation und Handhabung, die Haltbarkeit sowie eine

héhere Enzymstabilitdt unter denaturierenden Bedingungen. Als nachteilig haben sich die
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aufwendige Avidin-Vernetzung erwiesen sowie, dass der Immobilisierungsgrad héufig unbekannt
ist und die Reproduzierbarkeit eingeschréankt sein kann. Alternativ wird daher die Enzym-
immobilisierung auf Tragermaterialien untersucht, deren einziger Vorteil allerdings die einfache
Praparation ist. Nachteilig wirken sich insbesondere hohe Driicke aus, die hohe Scherkrafte
bedingen und so zur Denaturierung des Biokatalysators fuhren koénnen. Ferner kann der
Mikrokanal verstopfen und das Enzym kann auswaschen (Leaching).

Ein Beispiel hierfir ist der Xanthinnachweis mittels einer mit Meerettichperoxidase gekoppelten
xanthinoxidasekatalysierten Oxidation, bei der die Quantifizierung hochempfindlich Uber die
Chemolumineszenz von Luminol erfolgt (Abbildung 2). Das Verfahren ist durch seine hohe

Empfindlichkeit gekennzeichnet.
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Abbildung 2: Gekoppelter enzymatischer Xanthinnachweis im Mikroenzymreaktor.

Die Vorteile dieses Analysensystems zeigen sich beispielsweise in der Peptidanalytik. Auf einem
Chip lassen sich mehrere Analysensysteme unterbringen, die alle nach dem gleichen
Funktionsprinzip arbeiten: Der Analyt (Edukt) wird Uber ein im Probenreservoir immobilisiertes
Enzym gefuhrt, bei dem es sich typischerweise um eine Protease wie Trypsin handelt. Durch
Anlegen einer elektrischen Spannung wandern die Spaltprodukte in den Kreuzinjektor, wo sie vom
ebenfalls spannungsgetriebenen Trennstreckenpufferstrom erfal3t und nach ca. 3 Minuten dem
Detektor zugefuhrt werden. Dieser kann ein UV/VIS-Spektrometer oder aber auch ein MALDI-TOF-
Massenspektrometer oder @hnliches sein (Abbildung 3). An dieser Stelle wird auch deutlich, was
ein ,Lab-on-Chip“ zu leisten vermag, namlich in der Regel die Probenvorbereitung. Die Analytik
erfolgt zwangslaufig nicht miniaturisiert, so daf3 man nicht irrtimlicherweise davon ausgehen darf,
ein Lab-on-Chip-System gestatte die gesamte Kette von Probenvorbereitung bis Analytik auf
einem kleinen Objekttrager. Dennoch liegen die Vorteile auf der Hand. Die Systeme arbeiten
schnell, kommen mit geringsten Probemengen aus und lassen sich automatisiert einsetzen.

Dadurch sind sie insbesondere fir den Bereich der Hochdurchsatzanalytik attraktiv.
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Abbildung 3: Lab-on-Chip zu Peptidanalytik.

Mikrochipelektrophorese

Nach einem &hnlichen Prinzip wie Mikroenzymreaktoren arbeitet auch die Mikrochipelektrophorese
(MCE). Der Aufbau des Chips ist ahnlich, mit dem Unterschied, dass hier der Trennkanal
beschichtet sein kann, beispielsweise mit Cyclodextrinsulfat. Ziel ist in diesem Fall die Identifikation
dansylierter Aminosauren, wobei aus der Beschichtung mit dem chiralen Cyclodextrinsulfat der
zusatzliche Vorteil erwachst, mit der Trennung der Dansylaminosduren auch zeitgleich eine
Trennung zwischen D- und L-Aminosauren durchzufuhren, was insbesondere zur Bestimmung des
D-Aminosaureanteils in biologischen Proben oder pharmazeutischen Wirkstoffen von Interesse
sein kann. Vorteile ergeben sich insbesondere aus den extrem kurzen Analysenzeiten von < 1s;
selbst komplexe Gemische sind in < 3,5 s getrennt. Damit ergeben sich gerade fur die
Hochdurchsatzanalytik interessante Perspektiven gegentiber der HPLC (> 1 min.) oder der CE, bei
der die Trennzeiten im Bereich 1...60 s liegen.

Besonders attraktiv werden MCE-Systeme durch die Option einer Kopplung mit einem MER wie in
Abbildung 4 gezeigt. Der eigentlichen Trennung geht eine biokatalytische Synthese, hier eine
expoxidhydrolasevermittelte Ringspaltung zum chiralen Diol voraus, so dass dieses System in
einem Zug nicht nur das Synthesepotential des gewéahlten Enzyms bestimmt, sondern auch die
Enantiomerenreinheit im Produkt. Damit sind solche MER/MCE-Kopplungen gerade fur

Hochdurchsatzscreenings interessant.
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Abbildung 4: Kopplung von Biokatalyse und Analytik.

Enzym-Membran-Mikroreaktor/Mikromembranchromatograp hie

Eine Weiterentwicklung der Trenntechnik auf der Lab-on-Chip-Ebene stellt die gekoppelte Enzym-
Membran-Mikroreaktor/Mikromembranchromatographie (WEMR/UMC) dar. Sie vereint die enzyma-
tische Peptidspaltung mit einer chromatographischen Auftrennung der Peptidfragmente. Der
MEMR entspricht in seiner Funktionsweise einem klassischen Enzym-Membran-Reaktor (EMR)
und hat mit diesem die Retention des Enzyms durch eine Teflonmembran gemein. Im Unterschied
dazu ist jedoch kein Riuhren erforderlich. Die Vorteile ergeben sich aus der schnellen Reaktion und

der ausbleibenden mechanischen Beanspruchung des Biokatalysators (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Enzym-Membran-Mikroreaktor (WLEMR).

Eine Sammelkapillare fuhrt das Reaktionsgemisch schlieZlich ab und fuhrt es dem p-Membran-

chromatographen (UMC) zu, bei dem eine doppelte Teflonmembran als stationédre Phase dient und
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als mobile Phase ein Elutionsgradient aus Reaktionsmedium und Cosolvens (Abbildung 6).
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Abbildung 6: p-Membranchromatograph (UMC).

Cosolvens

Diese Systeme eigenen sich insbesondere zur Peptidanalytik und werden zum Beispiel mit MALDI-
TOF-MS gekoppelt.

Micro-Total-Analysis-Systeme

Auch die Nucleinsédureanalytik profitiert von der Lab-on-Chip-Technologie, und gerade hier wird
der in Abbildung 1 dargestellte Vorteil der unidirektionalen Reaktionsfiihrung in unterschiedlich
temperierten Reaktionszonen manifest. So sind die fur die Nucleinsaureanalytik wichtige
Eigenschaften des ,Scheckkartenlabors’, die Durchfihrung aller Teilschritte in einem einzigen
Reaktionskanal, das Aufteilen des Reaktionskanals in mehrere Reaktionszonen bei
unterschiedlicher Temperatur. Die Analysen werden in sogenannten Micro-Total-Analysis-
Systemen (UTAS) durchgefihrt und profitieren von der sehr schnellen Warmeubertragung auf der
Mikroskala, die es erlaubt, unterschiedliche Reaktionen sequentiell in einem einzigen Reaktor
durchzufihren.

Ein wichtiges Anwendungsfeld in der miniaturisierten Bioanalytik ist die Nucleinsdureanalytik
mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit Hilfe von uTAS. Im klassischen Ansatz wird die
PCR automatisiert in Thermocyclern durchgefiihrt, in denen 40 Zyklen ca. 90 Minuten bendtigen.
Kilrzere Zeiten lassen sich schlecht realisieren, da die Methode zur Aufspaltung, Anlagerung und
Vervielfaltigung der DNA Heiz- und Kuihlzyklen benétigt. Denn bei allen Teilschritten ist die
definierte Reaktionstemperatur entscheidend.

Um schnellere Zyklenzeiten zu ermdglichen, missen Warmekapazitaten und Volumina so klein
wie maoglich gehalten werden, und genau dies ist der Ansatz bei uTAS, in denen die einzelnen
Reaktionsschritte in einem einzigen Reaktionskanal kontinuierlich bei unterschiedlichen
Temperaturen durchgefohrt werden kdnnen. Hier konnen aufgrund der gunstigen
Oberflachen/Volumen-Verhaltnisse Temperaturdnderungen in <10 ms erreicht werden, so dass 40
Zyklen statt bisher 90 Minuten nur noch ca. 5 Minuten benétigen. Realisiert wird dies mittels zweier

Strategien, der Continuous-flow-PCR (A) und der Sample-shunting-PCR (B).
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Abbildung 7: Nucleinsaureanalytik in Micro-Total-Analysis-Systemen (UTAS), A: Continuous-flow-PCR,

B: Sample-shunting-PCR.

Die Continuous-flow-PCR zeichnet sich durch drei Heizelemente und drei Reaktionszonen aus, die

bei jeweils definierter Temperatur im unidirektionalen Fluf3 betrieben wird. Die Sample-shunting-

PCR besitzt ebenfalls drei Heizelemente und drei Reaktionszonen, die jedoch bis zum

Reaktionsende bidirektional gefahren werden, bis die gewiinschte Amplifizierung erreicht ist.

Mikro-Immobilised-Enzyme-Reactor

Der Mikro-Immobilised-Enzyme-Reactor (IMER) kann als Weiterentwicklung der MCE aufgefal3t

werden. Der IMER arbeitet mit einem im Mikrokanal immobilisierten Enzym und gestattet die

Bestimmung von Enzyminhibitoreigenschaften wie IC, oder K;. Hierfur wird der Enzyminhibitor in

unterschiedlichen Konzentrationen durch Mikrokanédle geleitet, in denen auch der eigentliche

Enzymtest stattfindet. Die Detektion der Reaktionsprodukte erfolgt Uber UV oder Lab-on-Chip.

Damit ersetzt der IMER zeitaufwendige photometrische Bestimmungen (Abbildung 8).

Glaskapillare

1. Beschichtung der Glaskapillare mit Silikon,
2. Enzymimmobilisierung mit Glutaraldehyd

3. Inhibierung des Enzyms

4. Bestimmung der Enzymkinetik in
der unbehandelten Kapillare

5. Bestimmung der Enzymkinetik in
der behandelten Kapillare
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Abbildung 8: Funktionsprinzip des Mikro-Immobilised-Enzyme-Reactors (IMER).

Das IMER-Prinzip 1aRt sich auch auf die Zellanalytik erweitern, indem statt eines Enzyms die zu
untersuchenden Zellen im Mikrokanal immobilisiert werden. Der Assay verlauft vergleichbar, indem
Uber einen definierten Zeitraum eine definierte Menge einer Substanz durch den Mikrokanal
geleitet wird und die Zellvitalitat Gber das Entfarben eines Farbstoffes durch vitale Zellen bestimmt
wird. Zur Auswertung dienen photometrische Messungen der Farbintensitat. Der Vorteil dieses
Konzeptes in der Zellanalytik ist, dass durch die Mikroabmessungen (diffusiver Stofftransport) alle
Zellen derselben Menge Testsubstanz/Farbstoff exponiert werden.

Mikrokalorimetrie

Die Mikrokalorimetrie eignet sich fur die Analytik von Kleinstvolumina < 20 pL und ist interessant
fur Thermochemie von Mikrometaboliten. Mit ihren geringen Probevolumina eignet sie sich ideal
zur Kopplung mit Lab-on-Chip-Systemen. Sie untere Detektionsgrenze betragt 50 nW, bei
lebenden Zellen betragt sie 10 pW/Zelle. Das Anwendungsspektrum reicht von der Aufklarung bio-
chemischer Stoffwechselwege in Mikroorganismen, enzymkatalysierter Reaktionen oder
Prozessen in Biofilmen. Von diesen Anwendungen ist die Enzymchemie fir die Kopplung mit Lab-

on-Chip-Systemen sicherlich die interessanteste (Abbildung 9).

P

Abbildung 9: Mikrokalorimetrieeinheit mit Hochprézisionsthermostat. Die Temperaturabweichungen betragen
<100 pK bei einer Temperaturauflésung von 6 pK und FluBraten von 5...30 pL/min.

Die Prazision der mikrokalorimetrischen Messungen laRt sich leicht an folgenden Beispielen
ablesen: Fur die Oxidation von Glucose mit Glucoseoxidase wurde mit dem Mikrokalorimeter ein
ARH = -209 KJ/mol gefunden, der Literaturwert betragt -225 KJ/mol. Ahnlich die Oxidation von
Ascorbinsaure mit Ascorbatoxidase, bei der einem gemessenen ApH = -115 KJ/mol berichtete -150
KJ/mol gegeniiberstehen. Die beste Ubereinstimmung zeigt die Hydrolyse von Penicillin G, fiir die
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ein AgH = -76 KJ/mol vs. -78 KJ/mol (Lit.) gefunden wurde.

Auch das Zellwachstum laf3t sich untersuchen. Fiir aerobe Experimente mit Escherichia coli DH5a
DSM 6897 sowie anaerobe Studien mit Halomonas halodenitrificans CCM 286T wurden
Abweichungen <1% bezogen auf konventionelle Kalorimeter gefunden. Als vorteilhaft erweist sich
hier die Madglichkeit, unterschiedliche Wachstumsphasen anhand der Warmeténung zu

differenzieren, was von Bedeutung fir Anwendungen in der Biotechnologie (z.B. Diauxie) ist.

Kombinatorische Chemie

Ein Glanzstick miniaturisierter Analysentechnik, das die vielféltigen Optionen der Lab-on-Chip-
Systeme verdeutlicht, ist die Kopplung von kombinatorischer Chemie und Lab-on-the-Chip-Analytik
in der automatisierten Hochdurchsatzanalytik. Sie bringt den Vorteil hoher Ausbeuten und

Produktreinheiten bei extrem kurzen Durchsatzzeiten.

Reagenziensatz
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O— +— Verdlnnungszone
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Abbildung 10: Kopplung von kombinatorischer Chemie und Lab-on-the-Chip-Analytik in der automatisierten
Hochdurchsatzanalytik.

In diesem Ansatz werden Mikroenzymreaktor (Reaktion), Mikrochipelektrophorese (Chromato-
graphie) und Lab-on-Chip-Analytik vereint, wobei letztere eines der oben beschriebenen Systeme
darstellen kann oder einfach zur Probenvorbereitung fur die nachfolgende Analytik genutzt werden

kann.

Zusammenfassung

Lab-on-Chip-Systeme weisen reizvolle Perspektiven zur Analytik von Biomolekilen und Zellen auf.
Insbesondere durch die Mdglichkeit zur Kopplung mit der Mikrokalorimetrie werden diese Systeme
zunehmend interessant fir Synthese und Analytik, denn sie zeichnen sich durch hohe
Selektivitdten, hohe Ausbeuten und kurze Reaktionszeiten aus. Diese Technologie wird die
zukunftige Analytik, aber auch Synthese von Biomolekilen erheblich vorantreiben und zeigt ihre
Starken insbesondere in der Kopplung mit Hochdurchsatzsystemen in der kombinatorischen
Synthese.
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