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Zusammenfassung

Ziel in der Analytik ist es, sehr geringe Probenvolumina innerhalb kirzester Zeit mit hochster
Auflésung zu geringen Kosten zu analysieren. Was nach einem Wunschtraum klingt, kénnte in
absehbarer Zeit durch die Mikrofluidik Realitat werden. Am Beispiel der Trennung von DNA nach
Lange und Konformation, mochte ich zeigen, dass ein Probenvolumen von ca. 60 pL (10'15 L)
genugt, um mit einer Analysezeit von weniger als 4 Minuten verlassliche Aussagen Uber die
Probenzusammensetzung und deren rdumliche Konformation zu treffen.

Als Plattform dient ein Kunststoffmikrofluidikchip, der mit einem Array von Pfosten mikrostrukturiert
ist. Unter Anlegen einer elektrischen Spannung erzeugen diese nichtleitenden Pfosten ein
inhomogenes elektrisches Feld. Gleichzeitig induziert das elektrische Feld einen Dipol im DNA
Molekul, der mit dem inhomogenen Feld wechselwirkt, ein Effekt namens Dielektrophorese. Diese
markierungsfreie, nicht-invasive und zerstérungsfreie Methode erlaubt das Fangen von DNA und

das Trennen nach Lange und Konformation [1, 2].

1.  Einleitung

Mikrofluidik ist die Wissenschaft und Technologie von Systemen, die kleinste Flussigkeitsmengen
prozessieren und manipulieren kénnen (typischerweise nano- bis atto-Liter) [3]. Dazu werden auf
einem Mikrochip integrierte Kanédle und Kanalsysteme mit Dimensionen von Mikro- und Nano-
metern genutzt. Insbesondere der Wunsch nach einer immer hdheren Auflésung und Sensitivitat
gepaart mit dem Druck, Analysen schneller und kostenglinstiger durchzuflhren, haben die
Mikrofluidik vorangetrieben [4, 5, 6, 7, 8, 9, 10]. Ein Thema seit Beginn der Mikrofluidik ist die
schnelle Trennung von DNA. Die Standardmethode ist derzeit die Plattengel- bzw. Kapillar-
gelelektrophorese [11, 12, 13]. Obwohl es sich bei letzterer bereits um eine miniaturisierte Variante
der klassischen Plattengelektrophorese handelt, dauert eine Trennung immer noch ca. 30 min und
die Handhabung von DNA Fragmenten von mehr als 15000 bis 20000 Basenpaaren (Bp) ist
schwierig. Fir eine Probenanalyse wird ein Volumen von ca. 1 pL bendtigt. Ziel dieses Beitrags ist
die Vorstellung eines Mikrofluidikchips, der DNA sowohl nach Lange als auch nach Konformation
(linear und superspiralisiert) trennt und dieses innerhalb von weniger als 4 Minuten mit einem

effektiv analysierten Volumen von 60 pL (60 * 10715L).
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2. Idee

Die Idee des hier vorgestellten Mikrofluidikchips basiert auf der Nutzung der Dielektrophorese.
Dabei ist die Erzeugung eines inhomogenen elektrischen Feldes von zentraler Bedeutung. Im
Gegensatz zu konventionellen Verfahren, in denen dies mittels Mikroelektroden geschieht
(Abbildung 1a), ist unser Ansatz elektrodenlos mittels nicht-leitender Hindernisse (Abbildung 1b).
Der Name ist insoweit irreflihrend, als dass Elektroden bendtigt werden, um ein elektrisches Feld
anzulegen. Allerdings befinden sich bei der elektrodenlosen Variante die Elektroden nur an den

Enden des Mikrofluidikchips und nicht im Analysebereich.

a) mit Elektroden b) ohne Elektroden

Substrat Elektrode Pfosten

Abbildung 1: Erzeugung inhomogener elektrischer Felder mittels a) Mikroelektroden und b) nicht-leitender
Pfosten.

Die nicht-leitenden Pfosten deformieren das elektrische Feld und erzeugen somit Gradienten.
Gleichzeitig induziert das angelegte elektrische Feld einen Dipol im DNA Molekil. Der genaue
Mechanismus ist leider bislang unverstanden [14, 15]. Eine derzeit diskutierte mogliche Vorstellung
ist in Abbildung 2 gezeigt. Das DNA Ruckgrat ist negativ geladen und akkumuliert entsprechend
positive Gegenladungen in wassriger Losung (Puffer). Diese Gegenionen werden nun durch das

angelegte elektrische Feld verschoben und somit wird ein Dipol induziert [1, 14].

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Verhaltens der lonenwolke eines DNA Fragments
a) ohne elektrisches Feld und b) mit elektrischem Feld. In b) ist die lonenwolke gegen das
DNA Molekiil verschoben und somit ein Dipol induziert.
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Dieser Dipol wechselwirkt mit dem inhomogenen elektrischen Feld und wird dadurch einer

dielektrophoretischen Kraft unterworfen:

F=aVE?(Gl.1)

Dabei ist a die Polarisierbarkeit, E das elektrische Feld und F die dielektrophoretische Kraft. Hieran
sieht man deutlich, dass homogene elektrische Felder keine dielektrophoretische Kraft austiben.
Eine Mdoglichkeit zur Erzeugung dielektrophoretischer Krafte ist in Abbildung 3 gezeigt. Unter
Anlegen einer Wechselspannung (AC) ist es mdglich, DNA in einem Array von nicht-leitenden

Pfosten zu fangen.

Abbildung 3: Layout des Mikrofluidikchips. Die eingenommene Grundflache betragt 12 mal 8 mm2. Der grau
schattierte Bereich zeigt den mikrostrukturierten Bereich an. Wie in der VergroRerung zu sehen, befinden
sich dort periodisch angeordnete Reihen von Pfosten (insgesamt 180 Reihen; Pfostengréf3e 7 mal 2 um2;
Abstand zwischen den Pfosten 2 pym, Periodizitat der Reihen 19 ym, Kanalhéhe 6 pym). Im mittleren Bild ist
eine Fluoreszenzaufnahme im Bereich des Pfostenarrays gezeigt (da die Pfosten nicht fluoreszieren, sind
diese kaum zu erkennen). Die gelb/grinlichen Halbkreise bzw. X-férmigen Strukturen sind einzelne
respektive zwei DNA Molekile (164 kbp), die zwischen zwei Pfosten gefangen sind. Die angelegte
Wechselspannung (AC) betragt 300 V bei 60 Hz. Rechts ist die numerische Simulation des
dielektrophoretischen Potentials (farbkodiert) und die Richtung der dielektrophoretischen Kraft gezeigt
(Pfeile). Die weillen Flachen reprasentieren die nicht-leitenden Pfosten.

Allerdings fuhrt dieses Fangen allein noch nicht zu einer Trennung. Es sind zwei weitere
wesentliche Elemente notwendig. Erstens gilt es noch zu zeigen, dass verschiedene DNA
Molekule unterschiedliche Polarisierbarkeiten (a) aufweisen, da ansonsten kein Selektionskriterium
zur Verfligung steht. Zum zweiten ist fiir die selektive Trennung noch ein Transport der DNA durch
das Pfostenarray notwendig. Dazu muss der anlegten AC Spannung, die das Fangen der DNA

kontrolliert, eine Gleichspannung (DC) Uberlagert werden.
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Abbildung 4: Mittlere Entweichzeit der DNA Molekile aus der dielektrophoretischen Falle fiir verschiedene
AC Spannungen. Aus der Steigung der Graphen kann die Polarisierbarkeit berechnet werden (von links nach
rechts 164 kbp, 48,5 kbp, 12 kbp und 6 kbp) [1].

Lineare DNA | a (102 Fm?) | ccc DNA (kbp) a (1029 Fm?)
(kbp)
6 1.5+0.1 7 0.5+01
12 2.5+ 0.2 10.3 1.7+0.2
12.2 28+0.6 12.2 2307
48.5 3.3+0.3 15.5 2.8+0.1
164 5805 21 29+0.2

Tabelle 1: Experimentell bestimmte Polarisierbarkeiten flr lineare und superspiralisierte DNA [2].

Da die wissenschaftliche Literatur zum Teil widerspriichliche Werte beziiglich der Polarisierbarkeit

von DNA liefert, haben wir zuerst die Polarisierbarkeiten verschiedener DNA Fragmente mittels

einer eigens entwickelten Methode quantitativ bestimmt [1, 2]. Da dieses Verfahren dem Trennver-

fahren sehr ahnlich ist, lassen sich die Erkenntnisse sehr gut Ubertragen. Zur Bestimmung der

Polarisierbarkeit wird die Zeit gemessen, die einzelne DNA Molekdlle in einer dielektrophoretischen

Falle fUr verschiedene AC Spannungen verbringen, bevor sie mittels Diffusion entkommen (siehe

Abbildung 4). Aus den Steigungen dieser Darstellung kann man die Polarisierbarkeit bestimmen.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Es ist deutlich zu erkennen, dass grofiere
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lineare DNA Fragmente eine hohere Polarisierbarkeit aufweisen als kleinere. Dies lasst sich nun
wie folgt fur die Trennung nutzen: Es wird eine konstante DC Spannung an das Pfostenarray
angelegt, so dass die DNA Mischung, bestehend aus zwei verschieden langen DNA Fragmenten,
durch das Array mittels Elektrophorese transportiert wird. Dieser DC Spannung wird nun eine AC
Spannung Uberlagert und zwar so, dass fir die eine DNA Spezies die dielektrophoretische Kraft
starker ist als die elektrophoretische Kraft, das heif’t, die DNA wird gefangen. Gleichzeitig muss
aber gewahrleistet sein, dass fur die zweite DNA Spezies die Elektrophorese Uberwiegt, so dass

die DNA durch das Array transportiert wird.

3. Methoden

Die Herstellung der Kunststoffchips basiert auf der Softlithographie [16]. Dabei wird ein
strukturierter Siliziumwafer mittels eines Kunststoffs, zumeist wie auch hier Poly(dimethylsiloxan)
(PDMS) abgeformt, das heit der flissige Kunststoff wird Uber den Wafer gegossen und
ausgehartet (siehe Abbildung 5). Dann wird das PDMS abgezogen, zugeschnitten und mit der
strukturierten Seite nach unten auf ein Deckglas aufgelegt. Der Vorteil liegt darin, dass neue
Prototypen kostengiinstig und schnell hergestellt werden kénnen und nur fiir die Herstellung des
Masterwafers ein Reinraum notwendig ist. PDMS ist ein glinstiges Elastomer, das transparent und
biokompatibel ist. Da es allerdings hydrophob ist, wird es zumeist durch Sauerstoffplasma

hydrophilisiert.

S5U-8
. silicon Abbildung 5: Verfahren zur Herstellung der Poly(dimethylsiloxan)
/ Mikrofluidikchips. a) Mikrostrukturierung eines Siliziumwafers mittels des
a) Photoloacks SU8 und Kontaktphotolithographie. b) Ausgiefen und
Aushérten des Wafers mit PDMS. c¢) Abziehen und Zuschneiden des
PDMS. d) Aufbringen des PDMS auf einen Glasobjekttrager.

FDMS
b) | Wiafer | Abbildung 3 zeigt das Layout des Mikrofluidikchips. Die ge-
kreuzten Kanale dienen allein der gezielten und kontrollierten
Injektion von definierten Probenvolumina mittels pinched injection.
Q) T‘Ebm‘?ﬂ Um die DNA visuell verfolgen zu koénnen, ist diese mit dem
Farbstoff YOYO-1 markiert. Dieser interkaliert zwischen die
einzelnen Basenpaare und erhdht dabei seine Quanteneffizienz
Reservoir
um ca. 3 GroRenordnungen, das heifldt, freies YOYO-1 ist kaum
a [ ]l PDM?JU _ _ ° _ S
— ] sichtbar. Diese Fluoreszenzmarkierung ist einzig fur die visuelle
7{5lass spincoated . . . . .
with PDMS Kontrolle notwendig und nicht fir die eigentliche dielektro-

phoretische Trennung.
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4. Ergebnisse & Diskussion

Ziel dieser Forschungs- und Entwicklungsarbeit ist der proof-of-concept, dass sich
Dielektrophorese eignet, um DNA schnell und effizient auf einem Mikrofluidikchip zu trennen. Wie
in Abschnitt 2 beschrieben, basiert die Idee auf der geeigneten Kombination von AC und DC
Spannungen, so dass eine DNA Sorte selektiv gefangen und die andere weiter transportiert wird.
Dass dies prinzipiell mdglich ist, demonstriert Abbildung 6a. Dort ist die Trennung von sehr langen
DNA Fragmenten (48.5 kbp und 164 kbp) innerhalb von weniger als 4 min gezeigt. Die 164 kbp
DNA ist direkt nach der Injektion in das Pfostenarray gefangen worden. Die 48.5 kbp DNA
dagegen ist bis zum Ende des Arrays weitergewandert. Interessant ist ein Vergleich der erzielten
Trennzeit zur Standardtechnik der gepulsten Gelelektrophorese, die zur Trennung solch langer
Fragmente notwendig ist: diese hat 24 h gedauert.
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Abbildung 6: Ergebnisse der DNA Trennung. Gezeigt ist jeweils ein Fluoreszenzscan entlang des
mikrostrukturierten Kanalbereichs (x-Achse). Alle Trennungen dauerten weniger als 4 Minuten bei AC
Spannungen von bis zu 360 V AC bei 60 Hz uberlagert mit einer 12 V DC Spannung. Die DNA
Konzentrationen betragen ca. 20 pM. a) Trennung linearer DNA. b) Trennung superspiralisierter (ccc,
covalently closed circular) DNA. ¢) Trennung von 12 kbp linearer DNA von 12 kbp superspiralisierter DNA
(und dem 24 kbp ccc Dimer der 12 kbp ccc DNA) [1, 2].

Dass sich mit der vorgestellten Methode auch klirzere DNA Fragmente schnell trennen lassen,
demonstriert Abbildung 6b. Dort ist die Trennung superspiralisierter DNA (7 und 14 kbp) gezeigt.
Superspiralisierte DNA kommt sehr oft in Bakterien vor und ahnelt einem verdrehten Telefonkabel.
Die DNA ist in sich verwunden und zu einem geschlossenen Kreis verknlpft. Diese Trennung
bendtigt ebenfalls weniger als 4 min, eine deutliche Verbesserung im Vergleich zur Kapillar-
gelelektrophoreses mit 30 min. Da unsere Methode sowohl lineare als auch superspiralisierte DNA
zu trennen vermag, kam die Frage auf, ob sich auch DNA Fragmente mit identischer Anzahl an
Basenpaaren aber unterschiedlicher Konformation (linear gegenuber superspiralisiert) mit dieser
neuen Methode trennen lassen. Der proof-of-principle ist in Abbildung 6¢ gezeigt. Dort ist lineare
12 kbp DNA von 12 kbp superspiralisierten DNA getrennt. Die gezeigten Trennungen sind alle in

sehr guter Ubereinstimmung mit den zuvor bestimmten Polarisierbarkeiten (Tabelle 1).
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5. Zusammenfassung & Ausblick

Die Mikrofluidik erlaubt die Analyse kleinster Volumina innerhalb sehr kurzer Zeit. Beispielhaft
wurde hier die Trennung von DNA in einem mikrostrukturierten Pfostenarray nach Lange und
Konformation innerhalb von weniger als 4 Minuten gezeigt. Dabei wurde ein 60 pL Volumen mit
einer DNA Konzentration von 20 pM analysiert, das heillt, es handelt sich um eine echte
Einzelmolekultechnik. Fur die Zukunft sehen wir sogenannte kontinuierliche Trennverfahren als
sehr vielversprechend. Dabei wird nicht wie bislang ein definiertes Volumen injiziert und analysiert,
sondern die Probe kontinuierlich zugefuhrt. Dies erlaubt deutliche Fortschritte flr die praparative
Analytik und ermdglicht die Einstellung und Optimierung von Parametern in Echtzeit wahrend des
laufenden Experiments. Zudem kénnte die weitere Verkleinerung der Chips dazu flihren, dass

auch Proteine mittels Dielektrophorese getrennt und analysiert werden kdnnten.
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