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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Ziel der Promotionsarbeit bestand in der Erdwitg eines Mikrofluidsystems unter
Anwendung der Methode des segmentierten FlussesUntersuchung der synergistischen
Kombinationswirkung von potentiellen Umweltschaffeio  auf ausgewabhlte
Modellorganismen. Dabei wurde die Einbringung veisdener Modellorganismen ins
Mikrofluidsystem, die Optimierung ihrer Kultivierbeeit in den Mikro- bis Nanoliter grol3en
Fluidsegmenten, die Erzeugung und Adressierung  vomehrdimensionalen
Konzentrationsfeldern, die Integration von Analysbeiten und Biosensoren sowie die
Einzelwirkung von Chemikalien und die Kombinatiomdwng bindrer Stoffgemische

untersucht.

Zur Klarung der Frage, welche Organismen fir dasdHiag im Mikrofluidsystem geeignet
sind, wurden zuerst Versuche mit Mehrzellern (ZB&ch Danio rerio, Fadenwurm
Caenorhabditis elegahsprokaryotischen (DarmbakteriuBscherichia coli und eukaryotischen
Einzellern (Hefe Saccharomyces cerevisjaeHumanzellen (HelLa-Zellen) sowie Griinalgen
(Chlorella vulgarig in  den  Mikrofluidsegmenten  durchgefihrt. Die aomien
Kultivierungsstrategien und die bestmdgliche indixglle Anpassung an das Mikrofluidsystem
konnte fur die meisten der getesteten Modellorgaers durch Variation der Nahrmedien,
Kultivierungsbedingungen, dem Einsatz unterschibeli Schlauchgrof3en- und materialien
sowie durch eine an den Organismus angepasste fMikisegment-Generierung gefunden
werden. Nach Auswahl der fir das Mikrofluidlmodedspenden toxikologischen Endpunkte
(Wirkkriterien): Wachstum, Autofluoreszenz (EZF)H-Wert und GFP (green fluorescent
protein)-Fluoreszenz, gelang deren simultane Aratisrch die kombinierte Integration eines
optimierten Mikrodurchflussphotometers- und fluoeters. Dadurch konnte ein kontinuierliches
Monitoring der Mikrofluidsegmente zu unterschiedba Kultivierungszeitpunkten ermoglicht
werden. Die Erfassung des segmentinternen pH-Wgelesig durch die Integration von optisch
aktiven Polymerbeads und deren fluorimetrischeersitatsanalyse. Die Segmenterzeugung in
Silizium-Glas basierten Chipsgestaltete sich in Hinblick auf die schadstoffaiifige
Oberflachenmodifizierung (Silanisierung der Kanailstur) als schwierig. Erst mit dem Einsatz
von kommerziell erhaltlichen PTFE (Polytetrafluémgden)- und PEEK (Polyetheretherketone)-
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Zusammenfassung

Bauteile? als Segmentierungsmodule gelang die problemloseressiérung von
Konzentrationsfeldern bei der Fluidsegmenterzeugurigurch die Integration eines
pulsationsfreien Spritzenpumpensystems (Cetoni GmbHias Mikrofluidsystem konnten die
hoch aufgelosten Konzentrationseinstellungen inkR@asraumen mit Volumen von wenigen
Mikro- und Nanolitern realisiert werden. Die Dur@ihfung von toxikologischen Screenings der
Einzel- und Kombinationswirkung ausgewahlter Moslgiistanzen konnte Uber eigens
geschriebene und speziell angepasste Steuerurgygrusmwertungsprogramme realisiert werden.
Die Programme ermdglichten die Erzeugung und digeld®en ein- und zweidimensionaler
Konzentrationsfelder in den Mikrofluidsegmenten.

Die Einbringung des Vertebrat&anio rerioin die Mikrofluidsegmente konnte im Vergleich
zu den anderen untersuchten Modellorganismen rmicinth die spritzenpumpengesteuerte
Injektion der Zellsuspension in eine inerte Tragedigkeit realisiert werden. Fur diesen
Modellorganismus filhrte das abwechselnde Ansaugen Rrobensuspension und der
Tragerflussigkeit zur erfolgreichen Integration debrafischeier in die Mikrofluidsegmente. Fur
den Modellorganismus Zebrafisch gelangen erste gifipische Screenings der Wirkung einer
Modellsubstanz und deren Kombinationswirkung alggawahlte Endpunkte der embryonalen
Entwicklung [1]. Die Endpunktbestimmung konnte Uleare Methode der Bildanalyse anhand
von Auflichtmikroskopie direkt in den Mikrofluidsegenten realisiert werden.

Mit dem Einsatz von GFP-exprimierenden HelLa-Zellgalangen erste Studien zur
Untersuchung der Wirkung von Modellsubstanzen asf Bxpressionsverhalten der Zellen. Sie
ebnen den Weg fir zukinftige Studien zur ErfassueigWirkung von Umweltstress auf die
Proteinsynthese von Humanzellen und der Aufklarimgr Wirkmechanismen in Mikro- und
Nanofluidsegmenten.

Der ModellorganismusEscherichia coli erwies sich im Mikrofluidsystem als der am
einfachsten handhabbare Modellorganismus und wuddshalb zur Etablierung des
Mikrofluidsystems flr die toxikologischen Screersngon Einzel- und Kombinationswirkung
ausgewahlt. Die Erzeugung und Auswertung von haodgeddsten Dosis-Wirkungsbeziehungen
von Umweltschadstoffen, Nanomaterialien und deremarer Gemische konnte am
DarmbakteriunE. coli modellhaft untersucht werden. Es konnten Daterss&ir Einzelwirkung
und Kombinationswirkung bin&rer Mischungen der \edongsklassen Vinylpyrrolidon,

Sulfoxide, Phenole, Schwermetalle, Tenside, Medalbpartikel und einem antibakteriellen
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Zusammenfassung

Decapeptid anhand der Endpunkte Wachstum, Autefimanzsignal der Bakterien (EZFS)
sowie der Anderung der Fluoreszenzintensitat von-sehkkitiven Mikrobeads fiir den

Modellorganismus gewonnen werden. Die Untersuchdergeinzelwirkungsscreenings ergaben
gut reproduzierbare stoffspezifische Dosis-Wirkloegsehungen mit  sigmoidalem

Kurvenverlauf [2]. Durch die Integration von pH-séiven Mikrobeads gelang die Ermittlung

des segmentinternen pH-Wertes wahrend der zeittesamzentrationsabhangigen Kultivierung
von E. coliin Mikrofluidsegmenten [3].

Mit der Anpassung des Mikrofluidsystems zur Erzeyguvon zweidimensionalen
Konzentrationsfeldern in Mikrofluidsegmenten konrdee Untersuchung der Wirkung von
bindren Schadstoffgemischen ermdglicht werden. Vegend synergistische und additive
Wirkungsweisen wurden fir die Kombinationswirkungr etinzelnen Stoffgemische gefunden.
Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Substaginem Verbindungsklasse nicht immer
zwingend zu der erwarteten ahnlichen Wirkungsweiigkeren. Fur subtoxisch wirkende
Substanzen konnte eine Verstarkung der Hemmwirkomnigindren Gemisch gefunden werden.
Ein Vergleich der Wirkung unterschiedlicher Subgtm gelang durch die Bestimmung der
minimalen Inhibierungskonzentration (MIC) und deittlaren effektiven Konzentration (EC50)
aus den Dosis-Wirkungsbeziehungen der EinzelsubstarGute Reproduzierbarkeiten konnten
fur die Kombinationsmodelle binarer Mischungen gelien werden.

Es konnte gezeigt werden, dass nicht nur die Highng und Kultivierung unterschiedlicher
Modellorganismen in Nano- und Mikrofluidsegmentenogtich ist, sondern auch die
semiautomatische, kontinuierliche Erzeugung und Ilysea von mehrdimensionalen
Parameterfeldern. Damit wurde die Automatisieruag stark miniaturisierten hoch aufgelésten
Einzel- und Kombinationswirkungs-Screenings moglight dem aktuellen Stand der Arbeit ist
es noch nicht mdglich. Die Aufklarung von Wirkmenfsmen mit der segmentbasierten
Mikrofluidik, deren Untersuchung auch fir Standadahren eine Herausforderung darstellt,
war hingegen nicht Gegenstand dieser Arbeit. Digegiration von Mikrobeads in die
Mikrofluidsegmente gelang mit geringem Aufwand uedmdglichte die interaktionsfreie
Analyse segmentinterner, toxikologischer Endpunkie Vorteile der Mikrofluidtechnik und
der Methode des segmentierten Flusses bieten meit gute Madoglichkeiten fur die
Miniaturisierung von Okotests und der Durchfihrwmn hoch aufgelésten Hochdurchsatz-
Screenings zur Untersuchung der Kombinationswirkuoig Umweltschadstoffen, sondern sie
liefern auch neue Einblicke in das Antwortverhalteon biologischen Systemen in stark

volumenbeschréankten Umgebungen.
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Abstract

Abstract

The aim of this work was the development of a nflardic system using the segmented flow
method for the investigation of synergistic effecds chemical mixtures to various model
organisms. For that purpose the introduction ofdifferent model organisms in the microfluidic
system were investigated and the optimized culowatonditions were adapted for the single
organisms within the nano- and microfluid segmeRtsthermore mono- and multidimensional
fields of concentration were addressed in a highlmer of generated segments and analyzed by
specially developed micro flow-through sensor dralihtegration of biosensors in the segments.
At last, dose-response relationships of single medbstances and their binary mixtures were

investigated.

To answer the question, which model organism wdl dwitable for the handling in the
microfluidic system, the applicability of various ontel organisms such as multicellular
organisms (the zebrafisBanio rerio and the nematod€aenorhabditis elegahs procaryotic
(the bacteriaEscherichia coli and eucaryotic (the yeaSiaccharomyces cerevis)aprotozoa,
human cells (the HelLa-cells) and green algae QGhorella vulgarig were investigated for
integration and cultivation in the microfluid segme& The optimal cultivation conditions and the
best possible individual adaptation to the micnalilti system were achieved for most of the
model organisms by optimizing the cultivation mexdjucultivation conditions and using of
different tube materials as well as sizes and garosm adapted segment generation.

The simultaneous analyses of the selected besicapla toxicological endpoints, growth
(cell density), auto-fluorescence (ECFS), pH anekgrfluorescent protein (GFP) was realized
by the combined integration of an optimized midmntthrough photometer and fluorometer.
With this experimental approach, the continuousignitoring of the microfluid segments at
different cultivation points in time became possiblOptically active polymer particles
(sensorbeads) were integrated in the microfluidreeds to perform in vitro analysis of pH
changes. Any change in fluorescence signal of éne@beads was analyzed by the micro flow-
through fluorometer.

The generation of segments inside silicon-glaspthiaused problems because of the

necessary specific surface modifacition like defar silanisations of the channel surface
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Abstract

appropriate to the different model substances. tadly, the application of commercial
available segment-generator polymer compofienpsovided a simple fine-tuning of
concentration fields during the segment generatidre integration of nearly pulsation-free
syringe pumpswithin the microfluid system allowed high-resolvedncentration settings in
reaction chambers with volumes of few nano- andrafiters. The processing of toxicological
screenings for single substances and binary mixtwas realized by specially written and
adjusted LabVIEW-programs for the control and asedy Using these prerequisites, the
generation and analyses of 1- and 2-dimensionatesdration fields was possible within the
microfluid segments.

Instead of segment generation through injectiomasas done for the other model organisms;
as to the vertebrat®anio rerio, the uptake in the microfluidic system was realibgdsyringe
pump controlled alternating suction of sample sosfs and carrier liquid. Initial phenotype
screenings of a single model substance and thayomature were arranged for selected
toxicological endpoints [1]. The image analysigttd endpoints was done within the microfluid
segments by the integration of reflected-light mscopy.

The successful handling of DOX-induced GFP-expngsbieLa-cells in microfluid segments
was proven. The first toxicological tests for aghtnmodel substance were carried out describing
the influence on the expression characteristichefcells. The results offered a promising way
for the selective analyses of environmental steetsrated changes in protein synthesis inside
nano- and microfluid segments.

The model organisntEscherichia coliproved to be the best suited and the most easily
integrable organism for the microfluid system. Tiere, E. coli was chosen to establish the
microfluidic segment-based system for high-resolwedcological screenings on different model
substances and their binary mixtures. Hence, tmompeance of dose-response relations for
various pollutants, nanomaterials and the binamytunés had been proven exemplary with the
bacteriumE. coli. Data sets for single and combined effects weraiobd for the chemical
groups vinylpyrrolidones, sulfoxides, phenols, hemetals, surfactants, metal nanoparticles and
an antibacterial deca-peptide by choosing growtkg-#uorescence (ECFS) of the bacteria and
change of fluorescence signal of pH sensitive gbesals as toxicological endpoints. Highly
reproducible and substance-specific dose-resp@tasons were found [2]. With the integration

® Upchurch Scientifichttp://www.upchurch.comBohlender http://www.bohlender.de
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Abstract

of sensorbeads inside the microfluid segments,-tene concentration-resolved measurements
of the segment-internal pH during the cultivatidrizo coli were realized [3].

The adjustment of the microfluidic system for thengration of 2-dimensional concentration
fields inside the microfluid segments allowed thwestigation of the effects caused by the
binary mixtures of the model substances. Predortiynaynergistic and additive interactions
were found for the individual binary mixtures. Fhetmore, the results indicated that substances
belonging to the same chemical group did not in @ase lead to the supposed similar mode of
action. An enhancement of the inhibition was foufad substances used in subtoxic
concentrations in the binary mixtures. The evatmtiof MIC (minimal inhibition
concentration)- and EC (effective concentratiorltga by the dose-response functions for the
single substances allowed the comparison betwedentdévels for different model organisms.
The modelling of the combined effects of binary mmes showed good reproducibility.

The presented segment-based microfluidic systemnea®nly suitable for the integration
and cultivation of selected model-organisms. It vwdso adapted for the semi-automated
continuous generation and analyses of multidimerdiparameter fields. With this strategy, the
automatization of ultraminiaturized and higly rasm high-throughput screenings for single and
combined effects of different model substances ywassible. However, it could not yet
experimentaly shown what and how effect mechanism@sild act; the task that is in principle
difficult to achive also in this type of microflud experiments. The simple introduction of
sensorbeads within the microfluid segments allotiedinteraction free monitoring of selected
segment-intern toxicological endpoints.

The advantages of the microfluidic technology armelsegmented flow method offer not only
best solutions for the miniaturization of ecotoXagpcal tests and the performance of highly
resolved High-Throughput Screenings, it also presichew insights to response pattern for

biological systems in strong reduced environments.
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Motivation

In den vergangenen Jahren sind sehr viele Substa#einre Umweltwirkung untersucht
und zahlreiche umweltschadliche Chemikalien ideft worden. Mit der Entwicklung eines
besseren Umweltbewusstseins und einer strengen ligesetzgebung fand auch eine
wesentliche Verbesserung von Industrieanlagen uadsportmitteln statt und der Umgang mit
Agrar-, Industrie- und Haushaltschemikalien ist iemmaerantwortungsbewusster geworden. Der
Einsatz vieler als giftig bekannter oder neu afSggerkannter Stoffe wurde eingeschrankt oder
ganzlich unterbunden. Dennoch sind von den 100000mischen Substanzen, die sich
europaweit kommerziell im Einsatz befinden, nur 8800 auf ihre gesundheitlichen Folgen
untersucht. Dazu kommt, dass jahrlich mehr als 1660e Verbindungen in den Handel
kommen und in den meisten Féllen auch in Kontaktdar Umwelt gelangen [4-8]. Die 2006
verabschiedete EU-Chemikalienverordnung REACH zwgifrierung, Evaluierung und
Autorisierung von chemischen Substanzen macht alierdie bestehende Notwendigkeit der
Erfassung und Bewertung von Umweltchemikalien duraifangreiche Tests deutlfthTrotz
der modernen Umweltdiagnostik, die haufig den Naabwon Chemikalien in sehr niedrigen
Konzentrationen erlaubt, ist es schwierig Informma¢in Uber die Wirkungen von Substanzen im
Niedrigdosisbereich zu erhalten. Mag die Einzelwid von Substanzen im Niedrigdosisbereich
auch als eher unkritisch angesehen werden, blegfchge nach der Kombinationswirkung
solcher Substanzen und Umweltchemikalien im Allgeme offen [9-11].

Obwohl Mensch und Umwelt taglich einem multiplenn@&ch an Umweltchemikalien
ausgesetzt sind, erfolgt die Risikoabschatzung died Risikobewertung immer noch fir
Einzelsubstanzen [12,13]. Die Untersuchung und Bewmg der Kombinationswirkung von
Chemikalien ist ein sehr junges Forschungsgebietchves noch am Anfang steht. Die Frage
nach der Kombinationswirkung riickt aber verstang Blickfeld der Offentlichkeit und erste
Forderungen zur Berlcksichtigung von Kombinatiomkswigen bei der Risikobewertung

werden laut Das weist auf die Prasenz und Aktualitat dieseniiatik hin.

& Bundnis 90 Die Griuinen, Positionspapier Chemie Wmiveltgesundheit: Umweltkrank durch Chemikalien?,
16/229, 08/2009,

http://www.gruene-bundestag.de/cms/publikationekiditv298292.reader _chemie_und_umweltgesundheit.pdf
® PAN Germany, Warum Risikobeurteilungen auch fusdhiungen von Stoffen notwendig sind, Langfassung,
2005,
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Die Erhebung von reprasentativen Datensétzen zargigtischen bzw. kompensatorischen
Wirkungen von Umweltfaktoren auf Organismen istrdadmplex und gestaltet sich schwierig.
Problematisch fir die praktische Losung des Probjetso fir die Beurteilung der Wirkung von
Schadstoffkombinationen, bleibt die Grof3e des metedsionalen Parameterfeldes, welches in
die entsprechenden Untersuchungen einbezogen wendses. Die Komplexitat des Problems
macht wissenschaftliche Untersuchungen im Rahmen ldmventionellen Laborpraxis
kompliziert und stellt hohe Anforderungen an dieelits existierenden Standardmethoden [14-
16].

Miniaturisierte High-Throughput Technolgien kdnnteme Schltsselrolle fur die schnelle,
sensitive und reproduzierbare Analyse von Kombamestivirkungen spielen. Das Potential der
Mikroreaktionstechnik und der Methode des segmdstieFlusses fur eine schnelle und stark
volumenreduzierte Adressierung von mehrdimensioniétenzentrationsfeldern zur Analyse von
Kombinationswirkungen potentieller Umweltschadstofsoll in dieser Promotionsarbeit

untersucht werden.

http://www.pan-germany.org/download/stellungnahmezki_wirk kurz.pdf
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1.2 Umweltschadstoffe und Umweltmonitoring

Holdgate beschrieb in seinem Buch “A perspectivemfironmental pollution* (Cambridge
University Press, 1997) di&mweltverschmutzung als das vom Menschen verursachte
Einbringen von Energie oder Substanzen in die Umywediches mit hoher Wahrscheinlichkeit
zur Gefahrdung der menschlichen Gesundheit, vorsdresen und Okosystemen, Gebauden
und Erholungsgebieten oder der legitimen Nutzunduhewelt fuhrt. Erkannt wurde die mit der
wirtschaftlichen Entwicklung einhergehende Umwaealtgematik um 1975, was zu einem neuen
Umweltbewusstsein und zur heutigen Umweltgesetauglhishrte. Fast alle Substanzen besitzen
das Potential sich schadigend auszuwirken, wentiimidJbermal oder zur falschen Zeit am
falschen Ort vorhanden sind“ [7]. Das standig wecdde Umweltbewusstsein und die
ansteigende Anwendung synthetisch hergestellterm@dadien flhrte zu der verstarkten
Forderung nach Aufklarung der Offentlichkeit libeh&dstoffe in Lebensmitteln, Trinkwasser,
Luft und Boden [17,18]. Hinter der BezeichnuXgnobiotika (griech.: dem Leben fremde
Stoffe) versteht manman-made chemical§ also Substanzen die naturfremd sind und durch
menschliches Zutun in die Umwelt gelangen [19,20¢ Einteilung von Umweltschadstoffen
erfolgt in primare und sekundare Schadstoffe Wahrend die primaren Schadstoffe nach
Emission in die Umwelt eine direkte Wirkung verwisan, kann es bei den sekundéaren
Schadstoffen erst durch chemische Prozesse zudigehden Wirkung kommen. So wirken
Umweltschadstoffe direkt und indirekt auf die UmivelZu den “klassischen®
UmweltschadstoffenzahlenSchwermetallavie z.B. Zink, Kupfer, Blei, Chromanorganische
Schadstoffewie z.B. Cyanide, Brom, Stickoxide (NJ® Schwefeloxide (S§), aromatische
Kohlenwasserstoffe wie z.B. Benzole, organische Halogenverbindungen(chlorierte
Kohlenwasserstoffe wie z.B. Chlorphenole und pdlycarte Biphenyle [PCB], chlorhaltige
Pestizide, Dioxine und Furane, Fluorchlorkohlenwesteffe [FCKWSs]) oder andere organische
Verbindungerwie Phenole, Cyclohexan, Benzin, Erdol, &khd Terpene [6,7].

In dem UN/ECE-Ubereinkommen Uber weitrdumige, gilderschreitende
Luftverunreinigungen wurde 1998 das Protokoll Upersistente organische Verbindungen
(POP) unterzeichnet, mit dem Ziel die Herstellung undn dginsatz bestimmter POPs
einzuschranken oder zu verbieten. Die zahlreichentrdter dieser Schadstoffgruppe haben
gemein, dass sie nur sehr langsam abgebaut wesdbnin der Umwelt anreichern, dort tber
Jahrzehnte verbleiben und eine hohe Bioakkumuliorwiegend im Fettgewebe aufweisen.

Aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften koneenauf atmosphéarischem Wege tber weite
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Strecken transportiert werden. Zu den POP’s zaklén chlorierte Verbindungen wie die
Pestizide Aldrin, DDT, Toxaphen oder Chlordan, Isttiechemikalien wie PCB und deren
unerwiinschte Nebenprodukte wie die DioRif&g21].

Neben dem grof3en Nutzen der “man-made chemicatdi@iiMenschheit, darf ihr Einfluss
auf Mensch und Natur nicht auf3er Acht gelassen ever8o erlangten z.B. die Nebenprodukte
von Industriechemikalien, die Dioxine, traurige 8&®mtheit bei dem bisher grof3ten
Chemieunfall in Europa. Ein Reaktor der chemisckabrik Icmesa nahe der italienischen
Gemeinde Seveso setzte eine Wolke der Substanz& Betrachlordibenzodioxin (bekannt als:
Sevesodioxin) frei, welche 1800 Hektar Land veegdt Pflanzen- und Tiersterben sowie das
Auftreten schwerer Chlorakne beim Menschen warerFdigen. Die Katastrophen von Seveso,
Bhopal und Sandoz zeigen, wie wichtig Umweltmomitgy Risikobewertung und Pravention
sind.

Die verstarkte Emission neuer Synthesestoffe, abeh die Weiterentwicklung analytischer
Methoden fiihrten zur Erfassung vonetien Schadstoffeh (emerging pollutants), welche in
den letzten Jahren verstarkt in den Fokus der Utfavethung rickten. Unter den Begriff der
neuen Schadstoffe fallen verschiedene Substanzgnupe z.B. Arzneimittelwirkstoffe, Dioxin
ahnliche PCB's, endokrin wirksame Substanzen, Maosaiiftstoffen,
Organophosphorflammschutzmittel, perfluorierte \fediongen, Antibiotika und Platin. For
diese Substanzgruppen fehlen haufig die Daten fite ®isikoabschatzung und EU-weite
Umwelt-Monitoringprogramme fiir deren ErfassBifig2]. Auch das stark ansteigende Interesse
an der Nanotechnologie und damit &lmnomaterialien und deren Produkten flhren seit
jungster Zeit zu Diskussionen tUber mdgliche Risikdanomaterialien sind inzwischen neben
dem Einsatz in Lacken und Medikamenten auch in letischen Produkten, Lebensmitteln und
Bedarfsgegenstanden zu finden. In Kosmetika werdanomaterialien z.B. in Form von
Titandioxid- und Zinkoxid-Nanopartikeln als UV-Fit in Sonnencremes, Biokomposite in
Zahncremes sowie Nanokapseln und Fullerene in Heaggprodukten eingesetzt. Grol3e
Diskussionen sind tber den Einsatz von Nanomaiemiah Lebensmitteln entfacht. Der Einsatz
von Nanopartikeln (Partikel deren réumliche Ausdehnung in allen drRaEumrichtungen
Abmessungen unter 100 nm aufweist) zur Entwicklwog “Novel Foods” mit veranderten
Aussehen, Geschmack und Konsistenz wird von denGEslindheitspolitikern mit Vorsicht

@ Bayrisches Landesamt fir Umwelt;
http://www.lfu.bayern.de/analytikstoffe/fachinfortr@nen/analytik_org_stoffe pop/index.htm
® Umweltbundesambttp://www.umweltbundesamt.at/umweltschutz/umwedtgtik/schadstoff/empoll/
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gesehen, ist aber in den USA bereits fir einigelikte zugelassen. Weitere Einsatzgebiete von
Nanomaterialien liegen in der Verpackungs- und iliegustrie. Silber-Nanopartikel werden
z.B. in Schuhsohlen und in Bekleidungstextiliengauhd der antimikrobiellen Wirkung und als
schmutzabweisende Oberflaichen eingesetzt. Uber gisundheitlichen Risiken von
Nanopartikeln und die Wirkung von in die Umwelt@elienden Nanomaterialien ist noch wenig
bekannt®®[23-27].

Am 1.07.2007 trat das neue europaische Chemikabt@hREACH in Kraft mit dem Ziel der
Registrierung, Bewertung, Zulassung und Beschrémkeiremischer Stoffe. Bis 2012 sollen
30000 von 100000 Substanzen bewertet und dem \(mtea zum verbesserten Schutz durch
Datentransparenz erkenntlich gemacht wetd®ie SIN-Liste (Substitute 1 Now) umfasst
bereits 356 Substanzen (Stand Oktober 2009), welehd Grundlage der EU-
Chemikalienrichtlinie als hochst bedenklich gelt&ie Substanzen auf dieser Liste sollen so
schnell wie mdglich durch “sichere” Alternativersetzt werdeh

Mit diesen neuen Regelungen werdémweltmonitoringprogramme in der Zukunft immer
mehr an Bedeutung gewinnen. Ziel von Biomonitorimgd Human-Biomonitoring ist die
Erfassung von Schadstoffen und deren Wirkung. Daoilen Messergebnisse bereitgestellt
werden, auf deren Grundlage eine Bewertung erfolgand. Die Basis der klassischen
Risikobewertung bilden  Gefahrdungsidentifizierung, die Erstellunggon  Dosis-
Wirkungsbeziehungen und die Expositionsbewertunig. Dterpretation und Integration der
Daten fuhrt zur Risikocharakterisierung. Das Risikd demnach eine Funktion von
Gefahrdungsidentifizierung und Exposition.

Die Untersuchung der Effekte einer Substanz widthad von biologischen Parametern, den
so genanntetoxikologischen Endpunkten ermittelt. Als statistische Werte zur Beschreipun
der Toxizitat eines bestimmten Stoffes dientenaligl dieLD50 (Letale Dosis)- und-C50
(Letale Konzentration)-Werte. In heutigen Toxizgitdien wird vermehrt die Dosis einer

¢ EU-Gesundheitspolitiker mahnen zur Vorsicht intfgacNano-Food, 22.03.2008tp://www.europarl.europa.eu

4 BfR (Bundesinstitut fir Risikobewertung), Kommurtikea Uber Nanotechnologie aktiver gestalten, 235200
http://www.bfr.bund.de/cd/8247

€ BfR, Nanotechnologie-Einsatz, Trends und Risiké&42006 http://www.bfr.bund.de/cd/7720

f REACH: Die neue Chemikalienpolitik in Europa, Vetcherinfo, BfR, 2007,
http://www.bfr.bund.de/cm/238/reach _die neue_chaiiekpolitik in_europa.pdf

9 CHEMSEC http://www.sinlist.org

" Biindnis Griine, Positionspapier zum stoffbezogéhmmweltmonitoring, 2007,
http://www.oekochemie.tu-bs.de/ak-

umweltchemie/startseite/doc/arbeitskreise/Positgapger AK _Umweltmonitoring.pdf
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Substanz gesucht, die noch keine schadliche Wirkemgoruft NOAEL , no observed adverse
effect level o. lowest observed adverse effect lJev&ufgrund des hohen zeitlichen und
materiellen Aufwandes solcher Ermittlungen, wird fida verstarkt auf mathematische
Extrapolationsverfahren zuriickgegriffen. Bei derediagbarkeit der aus Okotests gewonnenen
Dosisangaben auf den Menschen, muss uberprift nerdeieweit diese Dosen dieselben oder
ahnliche Wirkungen verursachen. Das neue euroisttremikalienrecht (REACH) fordert
flexiblere Bewertungsstrategien anstelle des bisRistierenden starren Priifsystéfd$,28,29].
Bei der Auswahl der Modellsubstanzen fir die Anwerglim Mikrofluidsystem, wurde sich fir
Substanzen entschieden, fur die bereits eine \fielzan wissenschaftlichen Arbeiten zur
Verfuigung steht. Damit sollten eine einfachere fabng des Modellsystems fiir Okotests und
eine gute Vergleichbarkeit mit bereits vorhandekegebnissen ermdglicht werden. Weiterhin
wurden fir die einfache Integration der Methode doeugt hydrophile Substanzklassen
eingesetzt. Damit konnte die Komplexitat der Untehaingen reduziert und eine vereinfachte
Durchfuhrbarkeit erméglicht werden. Es wurden Miglgdstanzen aus den Verbindungsklassen
Phenole, Sulfoxide, Tenside, Polyvidone aber auttmufanzien wie Coffein und Adrenalin
sowie ein antibakterielles Peptid-Amid eingesetzxikologische Untersuchungen der Effekte
von Nanopartikeln in Mikrofluidsystemen und in noKuidsegmentgestutzten Verfahren sind
rar. Ebenfalls sind die Forschungen zur Toxikologs® Nanomaterialien mit konventionellen
Methoden erst in jingster Zeit intensiviert wurdéit der Untersuchung von Silber- und
Goldnanopartikeln in Mikrofluidsegmenten werdenhsausatzliche und neue Erkenntnisse zur
Okotoxikologischen Wirkung von Nanopartikeln auf olbgische Systeme in stark
miniaturisierten Reaktionssystemen versprochen.eDabllten die Vorteile der Methode des
segmentierten Flusses gegeniber konventionellentoxikologischen Standardmethoden
hinsichtlich der Erzeugung von hoch aufgelésten aémrationsfeldern und der Reduzierung

von biologischen Systemen genutzt werden.

' GSF (Forschungszentrum fir Umwelt und Gesundheitpymationspapier, Human-Biomonitoring-Verfahregr d
Risikobewertung von Umweltchemikalien, 2007http://www.helmholtz-muenchen.de/fileadmin/infotgel
humanbiomonitoring/pdf/Verfahren_Risikobewertund.pd
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1.3 Konzepte und Modelle der Kombinationswirkung von Sistanzgemischen

Das Interesse an der Kombinationswirkung von Suagemischen ist gegenwartig nicht nur
in der Toxikologie stetig angestiegen, sondern vermehrt Anklang in der Offentlichkeit
gefunden. Langst wurde nachgewiesen, dass das reaspiel mehrerer Substanzen in
subtoxischen Dosen durchaus toxische Wirkungenonerfen kann. Trotz dieser Erkenntnisse
ist die Erfassung und Bewertung von Kombinationkwigen immer noch mangelhaft. Die
Risikobewertung in der Toxikologie zur Abschatzuwgn gesundheitlichen Risiken fir den
Menschen erfolgt fast ausschlieBlich Uber die Enhgb der Expositionsdaten von
Einzelchemikalien [30].

Zur Beschreibung von Kombinationswirkungen habeoh sin der Toxikologie zwei
Vorhersagekonzepte durchgesetzt. Die Konzept&dezentrationsadditivitat (dose additivity
nach Loewe und Muischnek, 1926 [31]) und deabh&ngigen Wirkung (independence nach
Bliss, 1939 [32]) werden als allgemein begriindetgesehen [33]. Im Falle der
Konzentrationsaddivitatwerden ahnliche Wirkungsmechanismen und Wirkungsame der
kombinierten Substanzen angenommen. Das Konzephtauf der Annahme, dass sich bei
Ersatz einer Substanz A durch eine Substanz B flektEhicht &ndert, d.h. die Addition der
Konzentrationen beider Substanzen denselben Effegihsen. Die Eignung dieses Konzeptes
konnte nicht nur fur ahnlich wirkende Chemikalisondern auch fir Chemikalien mit nicht
ahnlichen Wirkungsmechanismen demonstriert werd@. [Das Konzept deunabhangigen
Wirkunggeht dagegen von der Annahme unahnlicher Wirkureggnam Stoffgemisch und damit
von der Auslésung gemeinsamer Effekte durch Interakder Substanzen an unterschiedlichen
Wirkorten und Uber unabhangige Wirkketten aus. BKiomzept derKonzentrationsadditivitat
werden Effektkonzentrationen betrachtet. Hier sshetwendig, die Dosis-Wirkungsbeziehungen
der Einzelsubstanzen zu kennen, wogegen beim Koaeepnabhangigen Wirkundie Effekte
betrachtet werden und damit die Erfassung von Bésikungsverlaufen der Einzelsubstanzen
nicht zwingend notwendig ist. Die prinzipielle Tdiabkeit beider Konzepte konnte
experimentell belegt werden, dennoch ist das Vedst& von ahnlicher und unahnlicher
Wirkung weitgehend unklar [35]. Es gibt unterschidte Vorstellungen tber das Wirken von
Substanzen. Nach Berenbaum wird von ahnlicher Wgkder in der Umwelt auftretenden
Chemikalien als Regelfall ausgegangen und die uicdlen Wirkung als Spezialfall der
Konzentrationsadditivitdangesehen [36-38]. Nach Streffer et al. dageged das Auftreten

von ahnlicher Wirkung als Regelfall angezweifeldutie primare Bedeutung dem Konzept der
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unabhangigen Wirkungugesprochen [39]. Die Einteilung von ChemikalienGruppen nach
ahnlicher oder unéhnlicher Wirkung gestaltet sioimier noch schwierig, da ungentigend
Informationen Uber die Spezifitat ihnre Wirkungsmaaismen vorliegen.

Als ein drittes Konzept zur Beschreibung von Konaltionswirkungen gilt die
Effektsummation (effect (response) additivityEffektsummatiorbeschreibt die arithmetische
Summe der Einzeleffekte als rationale Erwartung fiden Gesamteffekt. Diese
Betrachtungsweise zeigt erhebliche Mangel und wailehfalls als Spezialfall zu erwarten gein
Neben den unterschiedlichen Konzepten im Forschaligder Kombinationswirkungsanalyse
kommt die uneinheitiche Terminologie als erschwder Faktor bei der
Ergebniskommunikation hinzu. Eine erwartete Misadsioxizitat aus den Einzeleffekten wird
als Summation (auch: Additivity, Independence, Zero Interactibegeichnet. Die Abweichung
von den Erwartungswerten aus den Einzeleffektefform einer Wirkungsverstarkung wird als
Synergismus (auch: Enhancement, Potentiation, Synergism, @dpéivity) und einer
Wirkungsabschwachung aBntagonismus (auch: Non-Interaction, Antagonism, Potentiation,
Subadditivity, No Addition) bezeichnet [40,41]. tfer Literatur findet sich eine Vielzahl von
Modellen zur Beschreibung von Kombinationwirkunge2,43]. Beispiele die sich auf das
Konzept derunabhangigen Wirkungstitzen sind Effect Multiplication [44,45] und dbi
Independent Action [46]. Isobolographie [31], Tokloit Summation [47], Additivity Index [48]
und Simple Similar Action [32] beziehen sich auf déonzept deiKonzentrationsaddidivitét
Das Verfahren der Isobolographie ist aufgrund seiliestrativen Form immer noch von
Bedeutung bei der Analyse von Kombinationswirkundeaschrankt sich aber ausschlief3lich auf
die Beschreibung von binaren Gemischen (s. Kapi#l

Die Unterscheidung voeinfacher undkomplexer Mischung spielt eine entscheidende Rolle
fur die Kombinationswirkungsanalyse. Wahrend edimdache Mischungine Anzahl von bis zu
10 Chemikalien (z.B. Pestizidmischung) beschrekatnn einekomplexe Mischungis zu
Eintausend Chemikalien (z.B. Trinkwasser, Arbedsmtmosphare) umfassen. Fur die zwei
Klassifizierungen von chemischen Mischungen sindenschiedliche Gefahrenbewertungen
entwickelt worden [49].

aPAN Germany, Warum Risikobeurteilungen auch furdflismgen von Stoffen notwendig sind, Stellungnahes d
Pestizid Aktions-Netzwerkes e.V. (PAN Germany) aumbinationswirkungen von Pestiziden, Langfassufg52

http://www.pan-germany.org/download/stellungnahmezki_wirk kurz.pdf
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Mit der in dieser Dissertation beschriebenen Aushggder Methode des segmentierten
Flusses fur die Untersuchung von Kombinationswigam auf unterschiedliche
Modellorganismen sollte ein neuer, effizienterergher Datenerfassung im Nanolitermal3stab
fur die Bewertung von Chemikaliengemischen besbknewverden. Die Anpassung der Methode
erfolgte zunéchst fur bindre Substanzgemische, wdieehierbei gewonnenen Ergebnisse die
Basis fur zukinftige Analysen von komplexeren Misofpen bilden sollen. Das entwickelte
Mikrofluidsystem soll der Unterstitzung konventibee Standardmethoden durch die Lieferung
zusatzlicher Informationen lber Effektkonzentragioraber auch mit neuen Erkenntnissen im

Antwortverhalten stark vereinzelter biologischesteyne dienen.




1 Einleitung

1.4 Grundlagen der segmentbasierten Mikrofluidik

Das Interesse an Emulsionen, also fein verteilteemiSchen von nicht mischbaren
Flissigkeiten, ist seit Rayleighs Untersuchungem &apillar-Phanomen an Disen [50] stetig
gestiegen und wurde 1934 von Taylor (Taylor Disjo@isetabliert [51]. Ein Teilgebiet der
Mikrofluidik, welches diese Phdnomene nutzt, ig @igitale” segmentbasierte Mikrofluidik
(engl.: segmented flow aber auch droplet-based afhigdics, plug-based microfluidic).
Grundidee dieses Verfahrens ist der Einsatz viggrzelner, voneinander abgetrennter
Reaktionsraume, die so genanndikrofluidsegmente (engl.: microfluid segments, droplets,
microdroplets, plugs), mit sehr kleinen Reaktiodgwona fir biologische, biochemische und
chemische Untersuchungen.

Die Anwendung des Prinzips des kontinuierlichegnsentierten Fluss wurde bereits 1954 in
den von L. Skeggs entwickelten Autoanalyzern remtiswelche nach ihrer Markteinfihrung
1957 bedeutende Fortschritte in der medizinischa@bolttechnik brachten und vermehrt
industrielle Abnehmer fanden [52]. Basis der negart Analyse bildete die Teilung eines
kontinuierlichen Probenstromes in einzelne Probemgartimente durch Injizierung von
Luftblasen. Damit konnte der Probendurchsatz ertieldesteigert werden. DIASCF (Air-
Segmented Continuous Flow)-Technik stand mit derl9@¥ eingefuhrtefl (Flow Injection)-
Technik in Konkurrenz, deren Prinzip auf einem hictegmentierten, kontinuierlichen
Probendurchsatz basierte. Im Gegensatz zur FI-Tled@dmdglichte die ASCF-Technik eine
Minimierung der longitudinalen Dispersion. Keiner deiden Methoden konnte sich als die
universelle Methode hervorheben. Das fulhrte zuwiektung verschiedener Hybrid-Techniken,
wie zum Beispiel die MCF (Monosegmented Continiélesw)-Technik oder die ASFI (Air-
Segmented Flow Injection)-Technik [53].

Neben dem Einsatz vofbas/Flussig-Zweiphasensystemerinach R.F. Ismagilov et al.
werden auf diese Weise generierten Segmente algs‘sbezeichnet) in der segmentbasierten
Mikrofluidik steht der Einsatz vorrlissig/Flussig-Zweiphasensysteme(Bezeichnung nach
R.F. Ismagilov et al. “plugs®) [54]. Die Erzeugumtgr diskreten Reaktionsvolumen erfolgt
hierbei durch Injektion von wassrigen Lésungen dalespensionen in inerte Tragerflissigkeiten.
Solche nichtmischbaren Phasen sind zum Beispieb¥vA3l oder Wasser/Perfluorierte Alkane.

Die Starke der segmentbasierten Mikrofluidik liegh der Unterbindung von
Dispersionseffekten, welche in homogenen Phasdreteri, der Erzeugung einer grof3en Anzahl

von monodispersen Reaktionsraumen im Nano- und dWigrbereich, den hohen

10
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Oberflachen/Volumen-Verhaltnissen, den kurzen Warored Massetransferzeiten sowie den
aus den kurzen Diffusionszeiten resultierendenghdProzel3geschwindigkeiten [55-57]. Die in
der Mikrofluidik auftretenden laminaren Stromung$dtnisse (Reynoldszahlen in der
Mikrofluidik: meistens Re<l [58]) der homogenen &haflihren zu einer schlechten
Durchmischung in den Mikrofluidsystemen. Entsprechesind die Integration von
Mischungsstrecken oder Verfahren wie die hydrodysane Fokussierung notwendig. Der
Einsatz heterogener Phasensystemen (Zwei- oder piabensysteme) erlaubt dagegen eine
schnelle Durchmischung. Ursache dafur ist ein ke#grender Fluss, welcher durch
Scherkréafte, hervorgerufen durch Ausgleichstromangefgrund der Aufrechterhaltung der
Phasengrenzen, induziert wird [59]. Durch die vélslige Einbettung der Mikrofluidsegmente
in den Tragerstrom bietet die Methode aul3erdem Emerdriickung von Verdunstungs- und
Benetzungseffekten, welche bei offenen Mikroflugteynen sowie Nano- und Mikrotiterplatten
ein Problem darstellen [55].

Eine wichtige Rolle bei der Erzeugung voMikrofluidsegmenten spielen die
Viskositatskrafte, die Oberflachen/Grenzflachen4@ige und die Kanalgeometrien. In den
letzten Jahren wurden verschiedene Techniken zweugung von Segmentsequenzen
eingefuhrt. In Shia-Yen Teh, 2008, werden TechnikendieT-Verbindung (engl.: T-junction)
als einfachstes Mikrofluid-Bauteil, diEluss-Fokussierung(engl.: Flow-focusing) undEP-
(dielectrophoresis) sowieEWOD- (electrowetting on dielectric) basierende Technike
vorgestellt [56]. Grundsatzlich wird zwischen zwe&rmen von Bauteilen unterschieden: die
kanal- (engl.channel basedlund die flachenbasierenden (engurface basegl Zur Erzeugung
und Manipulation von Segmenten werden unterscluleeliKontrollmechanismen wie Druck,
Flussrate, Viskositat, elektrische Kraft, Zentridiligaft und akustischen Wellen (SAW)
eingesetzt.

Die kanalbasierenden Techniken arbeiten meistenackdetrieben, wahrend die
flachenbasierenden Techniken duf@AW und EWOD-Verfahren kontrolliert werden kdnnen.
Die Nachteile der flachen-basierenden Technikegehein der schnellen Verdunstung der
geringen Probenvolumina und der geringen Langaditg&t der hydrophilen und hydrophoben
Oberflachen. Abhangig von dem heterogenen Phadensy{z.B. Wasser/Ol, Ol/Wasser,
Gas/Flussigkeit etc.), der Geometrie und dem Malteles Mikrofluidsystems, der verwendeten
Tragerphase und der eingesetzten Frequenzen kamerschiedliche GréfRen an Segmenten
erzeugt werden, deren Volumen von wenigen Nanaolites in den Mikroliterbereich reichen.
[59-63]. Der Einsatz vonTensiden spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der
Segmenterzeugung, da eine Kontrolle der FlussigéieGrenzflachen maéglich wird. Das von
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Taylor 1934 vorgestellte Tipstreaming“-Phanomen kann z.B. durch entsprechende Tensid-
konzentrationen beeinflusst werden und fuhrt dukaheichern der Tragerphase mit Tensiden
zur Freisetzung von Tensid-beladenen SegmenteauSpitze der injizierten Probenflissigkeit
[51,64].

Fur die Herstellung von Mikrofluidbauteilen werdeerschiedene Materialien eingesetzt,
wobei gangige Materialien z.B. Silizium, Silizium&s, Glas-Kapillaren und Kunststoffe wie
PMMA und PDMS sind. Eine drastische Minimierung Benetzbarkeit von Kanaloberflachen
kann durch dieHydrophobisierung der Flachen mit Agenzien wie Silanen oder PTFE-
Schichten erreicht werden und fuhrt zu einer stgstnreieren Segmenterzeugung und zu einem
verbesserten Segmenttransport der Segmente dwd¥ikliofluidkanéale [65,66]. Verfahren zur
Hydrophilierung von Kanalflachen stellen die BeHand der Oberflachen mit Sauerstoffplasma
oder die Beschichtung mit Polyvinyalkohol (PVA) da&r die Durchfihrung von parallel
laufenden  Hochdurchsatz-Experimenten in  Mikroflegi®enten ist die gezielte
Segmentsteuerung durch Operationen wie Fusion.(elngplet fusion), Splitten (engl.droplet
splitting), Einfangen (engl..droplet trapping) und Sortierung (engl.droplet sorting)
entscheidend. Verschiedene Verfahren der Segmeetsteg werden eingehend in Kohler et al.,
2004, [67], Teh et al., 2008, [56], Liu et al., Z0068] und Baroud et al., 2007, [69] beschrieben.

Die auf dem Markt befindlichen Mikrofluidsegmentehmologien reichen von Bauteilen zur
Segmenterzeugundd6lomite, UK)? bis zu vollautomatisierten Autoanalysern fir cheshe,
pharmazeutische, Wasser-, Boden- und Lebensmittigien Burkhard Scientific, UK)® sowie
fur PCR (Polymerasekettenreaktion)-Technologien z@&rforschung von Krankheiten
(RainDance Technologies MA)®. Eine umfassende Recherche ergab, dass noch keine
standardisierten, automatisierten Geréate auf BasisMikrofluidsegment-Technologie fur die
Miniaturisierung von Okotests auf dem Markt sinds Eetet sich an, die in dieser Arbeit
beschriebene Grundlagenforschung zur Miniaturisigreon Okotest in Mikrofluidsegmenten in
ein marktreifes Produkt zu verwandeln. Eine entdprade Zielstellung wére, konventionelle
Okotoxikologische Standardverfahren und die Stahdafahren auf Basis von Nano- und
Mikrotiterplatten mit zusatzlichen und neuen Erkimimssen, gewonnen aus hoch aufgeldsten

Screeninguntersuchungen in Mikrofluidsegmenteryrgerstitzen.

& http://www.dolomite-microfluidics.com
® http://www.burkardscientific.co.uk
¢ http://www.raindancetechnologies.com
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Fur die in dieser Dissertation durchgefihrten Velnguwurden Silizium-Glas-Doppelinjektor
Chips (IPHT Jena) und kommerziell erhaltliche Kstaffbauteile (T-Verbindungen und 7-Port
Manifolds) zur Erzeugung von Flussig/Flussig-Zweipbnsystemen (die hier erzeugten

“Droplets* werden aldMikrofluidsegmente bezeichnet) eingesetzt (s. Kapitel 2.1).
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1.5 Applikationsfelder der segmentbasierten Mikrofluidik

Die Anzahl der Veroffentlichungen zu neuen segmesidsten Mikrofluidsystemen und
deren Anwendungsfeldern ist in den letzten funfrdalirastisch angestiedeer Einsatz von
Mikrofluidsegmenten zur Klarung von chemischen, Idgeschen und biochemischen
Fragestellungen ist Gegenstand der aktuellen Fongch Aufgrund der biologischen
Orientierung der in der Dissertation beschriebendénwendung der segmentbasierten
Mikrofluidik, liegt der thematische Schwerpunkt sks Kapitels verstarkt auf diversen
biologischen und biochemischen Applikationen. Dieraischen Anwendungsfelder sollen der
Vollstandigkeit halber genannt, aber nicht nahiutert werden.

Der Einsatz von heterogenen Phasen in der Mikdikuerlaubt parallelisierte und serielle
Hochdurchsatz-Screenings (HTS) bei geringstem Mdwerbrauch. Die schnelle
Durchmischung in den einzelnen Reaktionskompartierer(Segmenten) aufgrund geringer
Diffusionszeiten und der Moglichkeit der Durchmigoly durch chaotische Advektion sowie die
kurzen Warmetransferzeiten und das grof3e Oberitd¢b&imen-Verhaltnis legt den Einsatz
der Mikrofluidsegment-Technik zur Untersuchung usthiedlichster chemischer Reaktionen
und biologischer Ablaufe nahe. In der Literatur eesr die chemischen Synthesen von
verschiedenen organischen Moleklilen [70-72], von Nanopartikeln [73-75] und
Polymerpartikeln [76-81] und die Untersuchunghemischer Reaktionskinetiken[82,83] in
Mikrofluidsegmenten beschrieben.

In Song (2006) und Teh et al. (2008) wird ein Hibl in die verschiedenen
Forschungsrichtungen der segmentbasierten MikKuigegeben [54,56]. Neben den
chemischen Anwendungsfeldern werden in diesen Yarthiichungen verschiedene biologische
und biochemische Arbeiten wie die Aufklarung vé&mzymkinetiken, der Nachweis von
Einzelmolekulen die Untersuchung vokinzelzell-Antworten, die Amplifizierung von DNA
und RNA PCR-, RT-PCR-Assayg und die Untersuchung deProteinkristallisation in
Mikrofluidsegmenten vorgestellt.

Zwischen 2005 und 2009 stiegen die Veréffentlickem{ber den Einsatz von Segmenten zur
Zellkultivierung vonPro- und Eukaryoten, zur Kultivierung vorSaugetier- und Humanzellen

und zur Integration und Kultivierung vorMultizell-Organismen (Invertebraten und

®web of science, Suchworter “droplet based miciditi, “segmented flow” zwischen 1990-2009.
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Vertebraten) mit dem Ziel, segmentbasierte HochHwkatz-Screenings anhand komplexer
Organismen zu realisieren.

Ein frihes Anwendungsfeld des segmentierten Flussee Darstellung, Untersuchung und
Aufklarung vonEnzymkinetiken sowie die Untersuchung vdtroteinexpression In Hsieh YS
et al.,, 1993 wird z.B. der Einsatz einer kanalbésme “stopped-flow* ASCF-(Luft-
Segmentierten Kontinuierlichen Flusses) Technik emzymatischen Bestimmung von Glucose
in Weinproben mit Glucose-Oxidase (Trinder-Reaktibaschrieben [84]. Die Darstellung von
in-vitro Evolution durch die Schaffung von kinstlen Kompartimenten gelang durch die
Anwendung von Tensid stabilisierten Wasser-in-Olu&ionen und ist in Tawfik D.S. et al.,
1998 erklart [85]. Die vorgestellte Methode zeighem Weg, Genotyp und Phanotyp flr
spezifisch ausgewahlte Gene auf molekularer Ebeneerbinden und erméglichte damit die
Selektion von katalytischen Proteinen wahrend desdéktbildung. Die Darstellung der
Luciferin-Luciferase Enzymreaktion in Tropfen mibMmen zwischen 0.1 pl und 1 pl konnte
durch den Einsatz eines flachenbasierten Mehrelé&tr-Arrays zur Manipulation separater
Flissig-Flussigtropfen gezeigt werden [86].

Die Entwicklung von zellbasierten Enzymassays irkrgfluidsegmenten ist ein weiteres
Schlisselthema in der segmentbasierten Mikrofluidiik Hibner et al., 2007 wird z.B. die
Expression des Enzyms Alkalin Phosphatase im Renph von Escherichia coli nach
Einkapselung der Bakterienzellen in Mikrofluidsegres (hier als microdroplets bezeichnet)
beschrieben [87-89]. Die Schaffung von Bioreaktoneih Volumen im Piko- und Femtoliter
Bereich ermdoglichte die gezielte Integration vonnZeizellen in Segmenten und die
Durchfiihrung von ersten enzymatischen Einzelzelafys. Die chemische und physikalische
Manipulation der Zellen in den stark volumenredtieie Bioreaktoren bietet eine Méglichkeit
der Untersuchung der in den Zellen zu geringen Mengrkommenden Signal-Molekilen [90].
Diese Moglichkeit wurde auch in Joensson et al.092(fUr die Durchfihrung von
Hochdurchsatz-Screenings (HTS) mit BiomarRegakoppelten Humanzellen aufgegriffen [91].
Die fluorimetrische Analyse des Substratumsatzesnde einem Antikdrper-Enzym Komplex
gekoppelten Zellen bei einer Durchsatzrate von -50800 Segmenten pro Sekunde konnte
gezeigt werden. Weitere Arbeiten zu Enzymkinetiked Enzymexpression von Molekilen,
Zellorganellen und Zellen in Mikrofluidsegmentemk@&n den Veroffentlichungen von Song et

® Biomarker sind physiologische und / oder biochetsGroRen, die auf Stoffeinwirkungen oder physskake
Einflisse reagieren. Sie kdnnen auf den versched@rganisationsebenen eines Organismus (Molekillg,Z
Gewebe, Organ) als Malf? fur die Exposition quanéftaverden.
http://www.htw-dresden.de/~webchem/prak_an/Versti8hBiomarker.pdf
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al., 2003, [82], Aharoni et al., 2005, [92], Leenthet al., 2005, [93], Dittrich, 2005, [94],
Huebner et al, 2007, [87], Frenz et al., 2008, (2% Srisa-Art, 2008, [96] entnommen werden.
Fur die Messung von Enzymkinetiken und Enzymexpoass Mikrofluidsegmenten werden
spektrophotometrische Detektoren, Fluoreszenzmhkkms, Fluoreszenzspektroskope und in
jungster Zeit konfokale Fluoreszenzspektroskopie FS)C fur die Erfassung von
Einzelmolekilsignalen eingesetzt [97]. Die Konteolter Grenzflachenchemie spielt eine
bedeutende Rolle bei den biochemischen AnalyseMlikmofluid-Systemen. In Roach et al.,
2005, wird die Unterdrickung von nicht spezifisclinoteinabsorption an der Grenzflache
Wasser-/Tragerphase durch den Einsatz von in d&gefphase angereicherten hydrophoben
Tensiden beschrieben. Damit wird ein Weg zur Kdlgrovon unerwiinschten
Grenzflacheneffekten bei der Untersuchung von Ekayatiken gezeigt [98].

Mit der Integration von Einzelzellen in die Segneeging die Frage nach der Kultivierbarkeit
einher. In Matrtin et al., 2003 und Grodrian et 2004 wird der Einsatz von Segmenten mit
Volumen im Nanoliterbereich zur Separierung undtiigrung monoklonaler Zellpopulationen
beschrieben [99,100]. Innerhalb eines dreiwochig&mltivierungszeitraumes konnten
Reinkulturen von natirlich langsam wachsenden weiters vorkommenden Arten gewonnen
werden. Es schlossen sich Untersuchungen zur Arvmender Methode fir die schnelle und
frihzeitige Identifizierung von Bakterieninfektianend das Screening von Bakterienresistenzen
gegenuber antibiotischer Wirkstoffe an. In Boediclet al., 2008 ist die stochastische
Bestimmung des Zellwachstums unterschiedlicl®raureusStamme im Blutplasma in
Abhangigkeit verschiedener antibiotischer Wirkstafinerhalb von 50 nl Segmenten aufgezeigt
[101]. Ein gesamtes Set an mikrobiologischer Exalggrozessierung in Segmenten, beginnend
mit der Isolierung aus Zellgemischen und der Inkioiba von isolierten Zellen Uber die
Durchfuhrung parallel laufender funktionaler Tdsits zur Identifizierung von Einzelzellen, wird
in Liuetal, 2009 vorgestellt [102]. Die Moglickiten und Vielfaltigkeiten der
segmentbasierten Mikrofluidik fur die Analysen vaimweltproben, die Untersuchung des
menschlichen Mikrobioms und die Bedeutung der Meé¢h&ir die medizinische Diagnostik
gehen aus diesen Arbeiten hervor. Die Eignung e@gmentbasierten Mikrofluidik fur die
Kultivierung und Manipulation von S&augetier- und rsanzellen sowie der Realisierung von
segmentbasierten Zytotoxizitatstests ist in Cldus®imos et al., 2008, [103], Brouzes et al.,
2009, [104] und Hufnagel et al., 2009, [105] daegeél RainDance Technologie, Inc. bietet
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bereits neben Hochdurchsatz DNA- und Enzym-Assagh anikrotropfenbasierte Losungen fur
Einzelzellanalysen &n

Die Miniaturisierung von Hochdurchsatz-Genanalységt zur Aufhebung der Limitierungen
in der angewandten Genetik aufgrund von Kreuzweelrdeing und Konkurrenzreaktionen
(competing chemistry) bei parallel durchgefiihrteeaRionen sowie der zeitintensiven
Prozessfihrung bei und leistet damit einen wichti§eitrag fur die klinische Diagnostik. Es
wurden zwei Arten von miniaturisierten PCR-Chipstweckelt: Mikrokammer PCR-Chips
[106,107] und kontinuierlich arbeitende Durchfli8SR-Chips [108-110]. Demgegeniber
stehen die segmentbasierten Techniken [111]. Inglg®h zu Durchfluss-PCR-Chips hat die
Anwendung der segmentbasierten Mikrofluidik fir diémsetzung von schnellen PCR-
Techniken aufgrund der geringeren Probleme mit f{fHmrenkompatibilitatt und der
Unterdrickung von Dispersionseffekten grof3es Iss®en der Forschung gewonnen [112]. Die
unterschiedlichsten Mikrofluidbasierten PCR-Gen&teden bereits entwickelt und erfolgreich
gestestet. In Curcio et al., 2003 wird z.B. eingnsentbasierte kontinuierlich arbeitende PCR-
Technik auf der Basis von Teflon-Kapillarschlauchesrgestellt [113]. Die mit PCR-Mix
beladenen Segmente mit Volumen von 300 nl werderhddie in einem Wasserbad mit
unterschiedlichen Temperaturzonen gelagerten Kapill geschleust und nach einer
Reaktionszeit von 45 min Uber laserinduzierte Fgpenz analysiert. Ein segmentbasierter
PCR-Chip auf Silizium/Glas-Basis fur die DNA-Amjtiierung in 100 nl Segmenten ist in
Wang et al., 2005 beschrieben [114]. Die einzefBegmente wurden hier nach einer Prozesszeit
von nur 15 Minuten aus dem Chip ausgeschleust imdP@R-Produkte mit Gelelektrophorese
analysiert. In Felbel et al., 2008 werden Konzeptd der Einsatz eines Silizium/Glas-basierten
Mikrodurchfluss-Chip-Thermocyclers fir die Durchfiihg von RT-PCR vorgestellt [115,116].
Der Einsatz eines mikrofluidischen segmentbasie8ehlauchreaktors fir PCR und RT-PCR
wird in Hartung et al., 2009 beschrieben [117]. dmem Uber asymmetrisch angeordnete
Kupferheizblécke gefuhrten FEP-Schlauch wurden rll08egmente geférdert. Die Segmente
waren mit PCR-Mix fir die Amplifizierung von LambdaENA (PCR), von mRNA aus HPV-
infizierten menschlichen SiHa-Zellen (RT-PCR) undnvMasernvirus-mRNA aus Glioma
(C6/SSPE)-Zellen (RT-PCR) beladen. Die Produktmfflukonnte im Anschluss an die
Amplifizierung mittels eines integrierten DurchfiEluorimeters bzw. nach Ausschleusen der

Segmente durch Gelelektrophorese analysiert werden Prozesszeit fur die Amplifizierung

¢ www.raindancetechnology.net/news-events/pr 081 HkPb.
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von Lambda-DNA lag fur diese Versuche bei 24 Minutend vergleichbarer Sensitivitat mit
herkdmlichen RT-PCR Protokollen.

Ein wichtiger Prozess zur Aufklarung von Proteinkturen sowie der Funktion von
Proteinmolekilen und -komplexen ist die Proteirtkiisation. Die Kristallisation einer grof3en
Anzahl von Proteinen in hoher Qualitat gestalteth smit den konventionell eingesetzten
Mikrobatch-Methoden immer noch schwierig. Auchdas fundamentale Verstandnis noch nicht
ausreichend, um die optimalen Kristallisationsbgditgen vorherzusagen. Die Methode des
segmentierten Flusses bietet dagegen eine Moglichk¢éochdurchsatz-Screenings von
Proteinkristallisations-Experimenten durchzufuhrdn. der Literatur werden verschiedene
Methoden zur Kristallisation von Proteinen in Mikuadsegmenten beschrieben. Die Verfahren
“Sparse Matrix-Screening” und “Gradient-Screeninlignen der Identifizierung der optimalen
Zusammensetzung der Kristallisationreagenzien wndbgtimalen Reagenzienkonzentration fur
die Proteinkristallisation. Wahrend beim “SparsetiaScreening” Kristallisationsreagenzien
in unterschiedlicher Zusammensetzung mit dem Rrdteidie Segmente eingebracht werden,
wird beim “Gradient-Screening” ein Konzentratioresdjent der Kristallisationsreagenzien in
den Segmenten durch Variation der Flussraten etzBuganderes Kristallisationsverfahren ist
die Verdampfungsdiffusion. Dafir werden Segmentezewgt, die alternierend
Protein/Fallungsmittel und Salzlésung enthalteniséhen den Segmenten befindet sich eine
wasserpermeable Tragerflissigkeit. Die Proteirddlisation erfolgt innerhalb von wenigen
Stunden durch Diffusion des Wasserdampfes in dgs&et mit hbherem osmotischem Druck
(z.B. konzentrierte Salzlésung). Analysiert werake Proteinkristalle durch Rontgenbeugung
[54,118-121].

Die Integration und Kultivierung von Mehrzellern Mikrofluidsegmenten ist ein junges
Forschungsfeld in der segmentbasierten MikrofluidikKdhler et al., 2005 wurde erstmals die
Integration von Multizell-Organismen in Mikrofluidgmente beschrieben [122]. Die
Einbringung  vereinzelter C. elegangFadenwurm)-Embryonen in Flussig/Flussig-
Zweiphasensysteme konnte gezeigt werden. EigeneitArbzur Integration und Kultivierung
des VertebratenDanio rerio (Zebrafisch) schlossen sich an. Neben der volitsggm
embryonalen Entwicklung der Zebrafischeier in fladlisierten Segmenten mit Volumen
zwischen 2 pl und 11 pl konnten erste toxikologes&itudien fir eine Modellsubstanz und deren
Kombination gezeigt werden [1]. In nachfolgenderblikationen werden erste zellbasierte
Hochdurchsatz-Assays fir Multizell-Organismen bestien. In Clausell-Tormos et al., 2008
konnte neben der Einkapselung von Saugetier-Zalle die Integration und die Kultivierung
von C. elegan€Embryonen bis zur zweiten Generation in Segmemntiéfvolumen im Piko- und
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Nanoliterbereich gezeigt werden [103]. Ebenfalls segmentbasiertes Mikrofluidsystem flr
individuelle C. elegansAssays wird in Shi et al., 2008 beschrieben [1B&s Mikrofluidsystem

kombiniert die Segmenterzeugung in einer T-Verbingduund die anschlieRende
Immobilisierung der Segmente in einem Segment-ArrByamit gelang die Einkapslung
einzelnerC. elegansEmbryonen in eine grof3e Anzahl von Segmenten im€Harakterisierung

der Wurmmobilitat nach Stimulierung mit einem Neoson. Auch hier zeigt sich, dass die
segmentbasierte Mikrofluidik einen neuen Weg finapalisierte Hochdurchsatz-Screenings mit
1000fach geringerem Assay-Volumen und bis zu 5@0faéherem Probendurchsatz im
Vergleich zu Nano- und Mikrotiterplatten bietet.eDndgliche Anwendung konzentriert sich
momentan noch verstarkt auf klinische Diagnosenarihscreenings und Life-Science-
Applikationen. Der Einsatz der segmentbasiertenriidik zur Miniaturisierung von zeit-

und volumenintensiven Okotests besonders im Hikbliauf die Untersuchung der
Kombinationswirkung binarer und vor allem multipl&emische ist kaum bis gar nicht
untersucht. Diese Dissertation untersucht die Asyag der segmentbasierten Mikrofluidik fur
die Ubertragung und Durchfiihrung konventionellexikologischen Standardmethoden fir

aquatische Testsysteme in stark volumenreduzi@menphasensystemen.
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1.6 Miniaturisierung von Okotests

Die Automatisierung der Pipettierstrecken und dies&z von Pipettierrobotern erméglichte
die Durchfihrung von Hochdurchsatz-Screenings mRiermaindustrie. Der Einsatz von 384-,
1536- und vereinzelt sogar 3456- und 9600-well Namal Mikrotiterplatten sind der heutige
Standard bei pharmakologischen Screenings. Die iEkitivmg neuer Technologien ermdglichte
die stetige Reduktion der benétigten Probenvolumem 100 pl Gber 20 pl bis zu wenigen
Nanolitern Probevolumen [124]. Damit stehen kome)exikroskalierte Laboranordnungen fir
die parallelisierte Synthetisierung und Analyse eeirgro3en Anzahl neuer organischer
Verbindungen zur Verfigung [125]. Einen Nachtegs#ir Methodik stellt allerdings der groR3e
technische Aufwand dar.

Die Adaption von Nano- und Mikrotiterplatten fandca Einzug in der Okotoxikologie.
Besonders in der aquatischen Okotoxikologie bisiteht der Einsatz von stark miniaturisierten
Techniken an. Die Durchfihrung der verschiedenesags findet hier meisten in 96-well-Nano-
und Mikrotiterplatten statt. Die Probenvoluminackegn von wenigen Mikrolitern bis zu einigen
hundert Mikrolitern [126,127]. Ein groRes Problest hierbei die schnelle Verdunstung der

geringen Probenvolumina und damit auch eine mogli@berverschleppung der Proben [54].
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1.7 Zielstellung

Das Ziel der Promotionsarbeit bestand in dem madnl@ufbau eines Mikrofluidsystems
unter Anwendung der Methode des segmentierten é3usgur Charakterisierung der
synergistischen Kombinationswirkung von potentielldmweltschadstoffen auf ausgewahlte
Modellorganismen. Fir die Miniaturisierung von Qdsis mit Hilfe des segmentierten Flusses
sollten zuerst die Organismen aus unterschiedlich®nganismenklassen auf ihre
Integrationsfahigkeit in das Mikrofluidsystem ursiecht werden. Dabei bestand die Zielstellung
darin, die Kultivierbarkeit von bis auf die Zellder das Ei reduzierten biologischen Modellen in
Mikro- bis Nanoliter groRen Mikrofluidsegmenten zharakterisieren. FiUr die ausgewahlten
Spezies sollten semiautomatische Screeningablaufe Untersuchung der Einzel- und
Kombinationswirkung von Umweltschadstoffen entwitkend optimiert werden. Damit sollte
die Erzeugung von ein- und mehrdimensionalen Kamagonsfeldern ermdglicht, eine erste
Einschatzungen des Gefahrdungspotentials sowie usktblgerungen fir eindimensionale
Parameterfelder und Parameterkombinationen als Néotle komplexere Umweltverhaltnisse
getroffen werden. Fir eine simultane Detektion gpezifischen toxikologischen Endpunkten
sollten Mikrodurchflusssensoren in das Mikrofluiggm integriert und optimiert werden.

Der experimentelle Aufbau sollte so ausgelegt werddass eine grof3e Anzahl an
unterschiedlichen Reaktionsraumen zeit- und kostestgy, volumenreduziert und mit der
Adressierung eines multidimensionalen Parametex$elekzeugt und detektiert werden kann.
Damit sollte die Wirkung von Einzelsubstanzen uneéred Kombination auf ein stark
vereinfachtes Biosystem mit Hilfe des Potentials tékrofluidtechnik erforscht werden.
Anstelle der weit verbreiteten Mikrotiterplatten llen fur den Versuchsaufbau
Mikrokanalreaktoren zur Segmentierung verwendetiemr

Der Einsatz von Mikrofluidsegmenten sollte im Veigh zu den konventionellen
Okotoxikologischen Methoden die Bewertung einer3gmo Anzahl von Tests bei Einsatz
minimaler Schadstoffmengen ermdglichen. Die Fragehnder schnelle Verfiigbarkeit von
Informationen innerhalb der komplexen Thematik dgnergistischen Kombinationswirkung,
der Gewinnung von ergadnzenden und neuen Erkenemissdiesem Forschungsgebiet sowie
der Modellgebung fiir miniaturisierte Okotests inkktfluidsegmenten war Gegenstand der

Untersuchung.
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1.8 Aufgaben

Aus den unter Abschnitt 1.7 beschriebenen Zielstgtn des Promotionsvorhabens ergeben

sich nun nachfolgend aufgelistete Aufgaben:

Auswahl und Anpassung der Mikrofluidkomponenten filen Aufbau des

Laborsystems.

* Auswahl von geeigneten Modellorganismen.

* Auswahl der zu untersuchenden Stoffsysteme.

 Aufbau des Mikrofluidsystems sowie Anpassung an dgaweiligen
Modellorganismus.

 Anpassung der Kultivierungsbedingungen fir ein roptes Wachstum der
Modellorganismen im Mikrofluidsegment und fur opéla Detektion der Endpunkte
(Wirkkriterien).

« Uberpriifung des Wachstumsverhaltens der Modellosgzen.

» Festlegung der zu untersuchenden toxikologischetplnkte auf phanotypischer und
genotypischer Ebene.

* Auswahl mdglicher Biosensoren fir die in situ Maeggder Endpunktbestimmung.

* Auswahl und Integration von Mikrodurchflussdetektor fir die multiple
Endpunktbestimmung im Mikrofluidsegment.

» Erstellen von Algorithmen fur die Adressierung vem- und zweidimensionalen
Konzentrationsfeldern zur Untersuchung von Einmeld Kombinationswirkungen in
Mikrofluidsegmenten

* Ausarbeitung von Analyseprogrammen.

* Abschatzung des Potentials der Methode fir verdehie Stoffsysteme und
Organismen.

» Etablierung der Methode fur High-Throughput-Scregsi zur Untersuchung von

Kombinationswirkungen.
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2 Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Mikrofluidsystem

Ziel war der Aufbau einer Versuchsanordnung fur dimtegration und Kultivierung
verschiedener Testorganismen sowie die Analyseasgitedlicher Endpunkte. Daflr sollte das
Mikrofluidsystem und die Detektionsstrecke an ditewuschiedlichen Versuchsbedingungen
angepasst werden. Fir den Aufbau des Laborsystemnslew zuerst unterschiedliche
Mikroreaktoren fur die Generierung von Segmentsegele ausgewahlt. Die Wahl fiel zu
Beginn auf photolithographisch und nasschemischdastellte Glas/Silizium-ChifsEs wurden
ein Double-Twin-Injektor Chip mit einem Gesamtvolmvon ca. 1,5 pl und ein Doppel-
Injektor Chip mit einem Gesamtvolumen von ca. 2inbeset?t Beide Mikrokanalchips hatten
einen maanderformigen Hauptkanal, in welchen zwei. lvier Injektionskanéle mindeten (Abb.
2-1 a,b). Die Hydrophobisierung der Kanéle gelang1®% Octadecyltrichlorosilan (ODT) in
Heptan (s. Anhang 6.1.14). Mit beiden Reaktorennk®rdie Segmentierung von Zellkulturen
sowie die Zudosierung zu den einzelnen Segmentereglisiert werden. Bei Durchfiihrung von
Toxizitatstest zeigten sich fir einige der eingeest Testsubstanzen Reaktionen mit der
Silanschicht der Kanale. Dies fiuihrte zu einer Stgrdes Segmenttransportes im Kanal sowie
einer Zerstérung der Segmentsequenzen. Beim Einsatzx Sensorbeads kam es zu
Prozessunterbrechungen durch Verstopfungen imtlojedkanal. Da sich besonders in Hinblick
auf die Untersuchung von Kombinationswirkungen \Bubstanzgemischen eine Optimierung
des Silanisierungsprozesses als zu zeitintensieicetnzete, wurden kommerziell erhaltliche
PTFE (Polytetrafluorethylen, Tefl8ix und PEEK (Polyetheretherketone)-Komponenten zur
Erzeugung der Segmentsequenzen eingesetzt.

Zur Erzeugung von Segmentsequenzen und eindimenisioionzentrationsfeldern wurden
T- und Kreuz-Sticke aus PTFE mit KanaldurchmessemO0,5 mm und Gesamtvolumen von

29ul sowie 3,8ul (Abb. 2-1d,e) eingesetzt Fir die Untersuchung von

& Layout und Herstellung der Chips durch das Institu Photonische Technologien, IPHT Jena.
http://www.ipht-jena.de

® Double-Twin Injektor Chip: Kanallange Hauptkanal 7,2 mm, Kanallange Injektnska6,3 mm, Atztiefe:
130 um, Mantelweite (MW): 300 purdouble Injektor Chip: Kanallange Hauptkanal: 6,4 mm, Kanallange
Injektorkanal: 1,7 mm, Atztiefe: 150 um, MantelveefMW): 30 um.

¢ www.besta-technik.de
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2 Material und Methoden

Kombinationswirkungen wurde ein 7-Port Manifold &EEK mit 1 mm Kanaldurchmesser und
einem Gesamtvolumen von 42 ul integriert (Abb.2-1

Der Einsatz von polymerbasierten Segmentierungsiandermdglichte eine einfache und
schnelle Erzeugung von Segmentsequenzen. Das tanftvren Verstopfungen und Adsorption
an den Kanalwénden konnte damit grol3tenteils bgsdizw. minimiert werden. Problemlos
gestaltete sich auch der Anschluss der Verbindehgfasche an die Module. Dichtungslecks an
den Kopplungsstellen traten nicht mehr auf. Diemdglichte einen schnellen Wechsel der

Module und im Problemfall einen jederzeit maglicl&ngriff in den Segmentierungsprozess.

Glas/Si1-Chips
-IPHT, Jena-

WW i JJII|I||IIl[lHI]HIl]IalHI‘I
i 1 3 1 Q 3 gﬂt)nr:gvr';';\ﬂ'-"u\‘E"w"awv\x\dv\\\gﬂww

i 5
a b c

PEEK-Module “% v ) £
-Upchurch- \0/ ’ “'t:,m\
. 4 A JK 4

d o f

Abb. 2-1: Glas/Silizium-Chips und Kunststoffmodule fur diezBugung von Mikrofluidsegmentea) Mischer-
Injektor 1.1 (Double twin Injektorp) Doppel-Injektorc) Chiphalterung fur Mischer-Injektored) T-Stiick, e)
Kreuz-Stuckf) 7-Port Manifold.

Der Gesamtaufbau des modularen Mikrofluidsystemiztesesich aus Segmentierungs-,
Injektions-, Detektions- und Lagerungseinheiten anusien, welche mit PTFE- bzw. im
Detektionsbereich mit transparenten FEP (Fluoretipropylen)-Schlauchen verbunden wurden.
Fur die untersuchten Ein- und Mehrzeller, Humaezrelund den Invertebraten konnte der
gleiche modulare Aufbau mit denselben Schlauchdsio@en (AufRendurchmesser 1,6 mm,
Innendurchmesser 0,5 mm) eingesetzt werden. Diesi¢be mit dem Modellorganismus
Zebrafisch (Danio rerio) erforderten aufgrund der GroR3e ihrer Eier und Bmben eine

komplette Umstrukturierung des Aufbaus.

Mikrofluidsystem I: Modellorganismus Danio rerio

Die Versuchsanordnung (s. AbB-2) bestand aus einer rechnergesteuerten Spritzergoump
(TSE Systems), PMMA (Polymethylmethacrylat)-Spulém die Lagerung der Segmente in
PTFE-Schlauchen, einem Probengeber und einem Liktaskop mit integrierter Kamera
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2 Material und Methoden

(Motic B1 Series). Die Segmenterzeugung erfolgtecldualternierendes Ansaugen von
Probensuspension und Tragermedium, wobei ein Ende Ansaugschlauches in das
Probenreservoir getaucht und die Probensuspensibneimer 2,5 ml Glassspritze (ILS)

angesaugt wurde. Die erzeugten Segmentsequenzaterwur PTFE-Schlauchen (Bohlender
GmbH) von 1 m Lange, 1,2 mm Innen- und 1,8 mm AdR@ecthmesser gelagert. Die fluidische
Ansteuerung erfolgte durch eine PC-kontrollierteit3pnpumpe (TSE) und eine in LabVIEW™

(National Instruments) programmierte Steuersoftwabeée embryonale Entwicklung von

Danio rerio in den einzelnen Mikrofluidsegmenten konnte UberIdtegration eines optischen

Lichtmikroskopes mit integrierter Kamera (Motic, 8240 Pixel) realisiert werden. Mit der

gegebenen Auflésung der Kamera war es mdglich, di@mzelnen embryonalen

Entwicklungsstadien direkt durch den Schlauch arfolgen. Die Kamera kénnte also auch fir
automatisierte Prozesse eingesetzt werden. Fikudreahme der Bilder wurde eine kommerziell
erhaltliche Bildaufnahmesoftware (Motic Image 2008jwendet.

Mikroskop mit
integrierter Kamera

H

Schlauchspule

zur Segimentlagerung

Spritzenpumpe
p p p Lebensmittelfarbe zur
Abgrenzung der einzelnen
Segmentr ethen

&) i Triigerfliis
= Mikrofluidische PTFE-Verbindungen ) i _.-‘:
= = Elektrische Verbindungen ] i Einzelne
Kontolllisimg Schadstofflisungen
44— Pumprichtung +Zebrafischeier + Zebrafischeier
Probengeber

Abb. 2-2: Mikrofluidische Anordnung zur Erzeugung von Segrsegtienzen und Bildanalyse fiir den
Modellorganismu®anio rerio.

Mikrofluidsystem II: Ein- und Mehrzeller, Humanzekn und Invertebraten

Fur die Versuche zur Segmentierung und Analyse Eonoli, S. cerevisiagC. vulgaris
HelLa-Zellen undC. eleganskonnte ein einheitlicher Versuchsaufbau eingesatzt optimiert
werden. Die Versuche mit dem Invertebrat&relegansrfolgte mit Spritzenpumpen der Firma
TSE. Die Untersuchung der Entwicklung des Fadenwurm Segment konnte ebenfalls durch
Bildanalyse ermdglicht werden. Dafir wurde wie lisr&ir die Zebrafischeier beschrieben ein

Lichtmikroskop mit integrierter Kamera verwendebfA 2-3). Fir alle anderen Testorganismen
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2 Material und Methoden

wurde eine spezielle Detektorstrecke entwickeltt rder simultan photometrische und
fluorimetrische  Messungen realisiert werden konntels Detektoren wurden
Transmissionsmesszellen (Photometer) und Fluoresrmsszellen (Fluorimeter) eingesetzt. In
den ersten Versuchen mit den HelLa-Zellen erfolggeEifassung des Fluoreszenzsignals noch
durch die Integration eines Fluoreszenzmikroskdfsoplan, Zeiss). Das Fluoreszenzsignal
wurde in ein Glasfaserkabel eingekoppelt und zuntelRer (Photomultiplier MP-953,
Perkin Elmer) geleitet. Das geringe Signal-Rausehk¥iltnis und die daraus resultierende
schlechte Auflosung sowie der komplexe und nickiffle Versuchsaufbau fuhrten zur
Weiterentwicklung dieser Analysemethode im RahmarereDiplomarbeit, in welcher ein
Mikrodurchflussfluorimeter speziell fir die kontiediche Fluoreszenzmessung von
Segmentsequenzen entwickelt und optimiert wurd8][12

Weiterhin wurden die Mikrodurchflussphotometer opért. Die erste Generation von
Photometern war mit Schlitzblenden ausgestattets Brlaubte nur eine axiale Fokussierung des
Anregungslichtes auf die Probe. Dadurch kam eshdsedtlich gestreutes Anregungslicht zum
Intensitatsverlust. In den optimierten Photometeurde die Fokussierung des Lichtes Uber
Lochblenden realisiert, welche eine axiale undai@dBegrenzung ermoglichten. Damit konnte
ein hoheres Signal-Rausch-Verhéltnis erzielt werden

Mikroskop mit
integrierter Kamera

Spritzenpumpe

fiir Probensuspension

\ <=

o >
7 (& >
z

____________ iz
i “~ Schlauchspul

Spritzenpumpe Segmentierungs- Schlauchspule

fiir Trigerfliissigkeit modul: PTFE- zur Segmentlagerung

Kreuzverbindung

T —— Mikrofluidische PTFE-Verbindungen
Spritzenpumpe = = Elektrische Verbindungen

fiir Testsubstanz

Abb. 2-3: Mikrofluidische Versuchsanordnung fir den Fadenw@nelegans

Weiterhin zeigten die Gehduse der Sensoren dererer&eneration mit geraden
Schlauchkanédlen eine hohe Stérempfindlichkeit gélgen mechanischer Bewegung und
Umgebungslicht. Durch den Einsatz von maanderféemiganalverlaufen (Abb. 2-5 a) wurden

diese Storgrof3en beseitigt bzw. deutlich verringaigiterhin gewéhrleistete diese Kanalstruktur
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2 Material und Methoden

eine gute Durchmischung der Segmente wahrend desmsgortes. In die optimierten

Sensorgehause wurden drei photometrische Messkiatédgiert. Definierte Blendenbohrungen
ermoglichten die gezielte Lichteinkopplung durcim &ehlauch direkt in das Segment. Aufgrund
der zeitlich abnehmenden Lichtemission durch Teatpeerhohung der Anregungsquellen
(LEDs) wurden sowohl fur das Fluorimeter als auahdie Photometer Lichtleistungsregelungen
eingebaut, welche einen konstanten Lichtstrom auefihrend langer Messungen

gewahrleisteten.

Fur die Erzeugung von hochgenauen ein- und zweiBoaalen Konzentrationsgradienten
in den Mikrofluidsegmenten wurden die durch zu ksarPulsation ungenauen TSE-
Spritzenpumpen durch ein pulsationsfreies Mehrlggmazenpumpensystem (neMESYS,
Cetoni GmbH) ersetzt, welches eine hochprazise doasg bis in den Nanoliterbereich
ermoglichte.

Anfangs wurde eine homogene Verteilung der Zellsosppn in den Segmenten uber die
Integration von kleinen Magnetrihrern in der Zelsensionsspritze realisiert, welche durch
unmittelbar Uber der Spritze rotierende Dauermagretwegt wurden. Eine gleichmalige
Durchmischung konnte damit allerdings nicht errewhrden, da es zu Zelldichteschwankungen
in den Randzonen kam. Mit dem Einbau des Spritzwarinoduls neMIX (Cetoni GmbH,
Weiterentwicklung der am IBA-Heiligenstadt entwiltk@ ,Minispinnerflasche®) in das
Mehrkanalspritzenpumpensystem neMESYS (Cetoni Gnkaiipte eine homogene Verteilung
der Zellsuspension in den Segmenten erreicht werden

Anhand der beschriebenen Optimierungen wurde eikrdfluidsystem aufgebaut, in
welchem unterschiedliche Organismen in die Miknofs@gmente eingebracht und kultiviert,
ein- und zweidimensionale Konzentrationsfelder @gte sowie eine multiple
Endpunktbestimmung durchgefiihrt werden konntenAbb. 2-4 ist das Mikrofluidsystem fur
die Erzeugung von Segmentsequenzen zur Untersuchurapn  Einzel- und
Kombinationswirkungen verschiedener Modellsubstargaggestellt.

Zur Erzeugung der Segmente diente ein 7-Port-Muhiftodul (Upchurch), welches durch
PTFE-Schlauche 1,6 mm (1/16“) Aul3en- und 0,5 mnemalurchmesser, Bohlender GmbH) mit
dem rechnergesteuerten Mehrkanalspritzenpumpensys#®ESYS mit sechs Dosiereinheiten
verbunden war. Es wurden Glasspritzen (ILS) der3&r6000 ul fir die Probensuspension,
2500 pl fur das Tragermedium und 500 pul fur diekfriosungen eingesetzt.

Das Monitoring der Mikrofluidsegmente bzgl. versadener Screeningparameter erfolgte
direkt im transparenten FEP-Schlauch mit gleichemdnsionen wie der Teflon®-Schlauch
(Abb. 2-4 a).

27



2 Material und Methoden

o

0
M
1)
1]
2
L
y4

°

Kltivierungs-
medium |
Effektor1]
Zellsuspension e olom, “e omit oiiragerrg
| Indikator- Indikator;Substan

BN e e Spritzenpumpensystem

°

Schlauchspulen
N zur Lagerung
jjder Mikro-
fluidsegmente

b) c)

Sensor-

Nanopwkd

Zell-
suspension

Mikrofluid-
segment

Photodiode
Blende
AN\ \\\\\\\\\i\i MAN NN\ SSNNSNNNNNEEEN S PV
i; S

NN ANANANNCAN N NANN NN AANAAAAN MNNMMANANNNN

Blende

FEP- D
?ﬁi‘i‘:_‘”h Mt \fikrodurchfluss- ‘ LED POt
segmenten photor?eter Mikrodurchfluss- ifold
zur Triibungs- fluorimeter zur Manifo
messung Fluoreszenz- -
intensititsmessung

chlau_ph-

Abb. 2-4: Aufbau des Mikrofluidsystems fur die Erzeugung uidarakterisierung von Mikrofluidsegmentes).
Schema der Versuchsanordnung mit SegmentierungsDetektionseinheitb) Schema der simultanen Messung

des Wachstums und der Fluoreszenzintensitat watden#ultivierung der Zellen im Mikrofluidsegmerd) Foto
der Versuchsanordnung.

Zwei integrierte Mikrodurchflusssensorsysteme eriobigen das simultane Monitoring von
Tribungs- und Fluoreszenzsignalen (Abb. 2-4 b). 8srsorblock des Photometers ermoglichte
die parallele Messung von drei unterschiedlichedléikngenbereichen (Abb. 2 5 a). Es kamen
LEDs mit Emissionsmaxima bei 470 nm (Nichia), 50% and 610 nm (Agilent) zum Einsatz.
Als Detektoren wurden Photodioden (Typ SFH 206K.en&ns) eingesetzt. Fir die
Tribungsmessung zur Bestimmung des Zellwachstusfisrte der Messkanal mit 505 nm die
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besten Resultate. Zur Uberprifung der Schadstoféamation im Segment wurden
Indikatorfarbstoffe mit Absorptionsmaxima bei 50% n(Cochenillerot A) bzw. 610 nm
(Indigokarmin) eingesetzt.

Zur Detektion des Fluoreszenzsignals wurde ein dikrchflussfluorimeter integriert (Abb.
2-5,b). Die Fluoreszenzanregung erfolgte mit eine®@W Power-LED-Modul
(CML Innovative Technologies) mit einer Emissionfe@dnge von 470 nm. Ein 480 nm
Kurzpassfilter (Laser Components GmbH) entfernta tgwelligen Anteil des emittierten

Lichtes. Zur Fokussierung diente eine Blende nmeei 1 mm Spalt.

r

Mikrodurchfluss- ~ 3
&

photometer ~“Mik#odurchfluss-

fluorimeter

3-Kanal Sensorblock, es Mi

a b

Abb. 2-5: Mikrodurchflusssensoren fir das Monitoring von Mitnidsegmenten im Schlaucd Kanalstruktur
Sensorblock des Photometers mit maanderférmigelaGahfiihrung und drei photometrischen Messkandbgn.
Reihenschaltung von Mikrodurchflussphotometer unikrdtlurchflussfluorimeter zur simultanen Messungnvo
Tribungs- und Fluoreszenzsignalen.

Orthogonal zur Fluoreszenzanregung befand sichL&isensystem zur Optimierung der
Lichtausbeute, ein 510 nm Langpassfilter (Laser @aments) zur Eliminierung des Streulichtes
sowie ein hochempfindlicher Detektor (PhotomulépliPerkin Elmer).

Zur Lagerung der erzeugten Mikrofluidsegmente waordechlauchspulen aus PMMA
eingesetzt, auf welche jeweils ca. 2 m PTFE-Schiaaefgewickelt werden konnte und zur
Speicherung von etwa 600 Segmenten diente. Dietdlunsg der Konzentrationen in den
Segmenten erfolgte durch Variation der Volumensgtmmittels einer in LabVIEW™

programmierten Steuersoftware.

2.2 Erzeugung von Konzentrationsgradienten in Mikrofluidsegmenten

Zur Einstellung der Effektorkonzentrationen im MHRuidsegment wurde eine
Steuersoftware fur die Spritzenpumpen mit LabVIEWtadlt, welche durch die gezielte
Flussratensteuerung einzelner Volumenstrome bgkellionzentrationsverlaufe ermdoglichte.

Abhangig vom Anwendungsfall konntemlock- sowie Rampenprogramme fir die
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semikontinuierliche und kontinuierliche ErzeugungnvSegmentsequenzen zur Untersuchung
der Wirkung von Einzelsubstanzen und Substanzgémemseingestellt werden (Anhang 6.1.1).

Die Anwendung vorBlockprogrammen ermdglichte die Erzeugung einzelner, durch das
Tragermedium voneinander getrennter Segmentbloalahei innerhalb eines Blockes die
Konzentrationen der Schadstoffe konstant bliebemiséhen den einzelnen Segmentblocken
wurde die Effektorkonzentration mit 10 %-Abstufufily das Screening der Einzelwirkung
(6.1.1, Abb. 6-1, a-1, a-2) und mit 25 % Abstufdiigdas Screening der Kombinationswirkung
fur 5 Kombinationen variiert (6.1.1, Abb. 6-1, b-1)

Der Einsatz vonRampenprogrammen ermoglichte die schnelle Einstellung kleinster
Konzentrationsabstufungen im Segment. Durch koigitiche Anderung der Volumenstrome
konnten nahezu stufenlose, hoch aufgeléste Koreteorisverlaufe realisiert werden. Die
Konzentrationen variierten hierbei zwischen denns&agen (6.1.1, Abb. 6-1, c-1, c-2).

Zur Untersuchung der Kombinationswirkung binareoffgemische konnten komplexe
Konzentrationsverlaufe zur vollstdandigen Deckungs dgD-Parameterfeldes programmiert
werden (Anhang 6.1.1, Abb. 6-1, d-1, d-2).

Der Vorteil der blockweisen Konzentrationseinstedjuiegt in der sehr genauen Zuordnung
der einzelnen Konzentrationen zu den jeweiligen ngagblocken und erlaubt statistische
Analysen einer Konzentrationsreihe. Diese Methatiaber sehr zeitintensiv und wachst mit der

geforderten Anzahl der Abstufungen.

2.3 Toxikologische Endpunkte und Mikrobeads

Okotoxikologische Endpunkte beschreiben Verandesunder Eigenschaften biologischer
Systeme unter Einwirkung von Chemikalien. Welchéfmkte fur die jeweilige Untersuchung
herangezogen werden, ist abhangig von der Wirkueg jdweiligen Substanz und der
Expositionssituation [129]. Fur die Beschreibung Héfekte auf die pro- und eukaryotischen
Organismen wurden die Endpunkte Wachstum, Stoffaeaktivitdt und endogenes zellulares
Fluoreszenzsignal der Zellen (EZFS) festgelegt. \Deeénderung im exprimierten GFP-Signal
wurde fur die HelLa-Zellkultur als toxikologischendpunkt herangezogen. Die Bestimmung
dieser Endpunkte konnte Gber photometrisch undifhetrisch arbeitende Detektoren realisiert
werden.

Die Untersuchung der Stoffwechselaktivitat der @iganen erfolgte anhand des Indikators
pH-Wert, welcher Uber ins Mikrofluidsegment integte Mikrobeads detektiert wurde. Der

Einsatz solcher Mikrobeads flr die Messung vonkattiren umweltrelevanter und biologischer
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Ablaufe stellt eine neue Mdglichkeit innerhalb attiver, nicht-invasiver Analysetechniken
dar. Bei den Mikrobeads handelt es sich um inedbrRerpartikel, auf deren Oberflache,
Indikatormolekule (Fluoreszenzfarbstoffe) Gber Kemge Bindungen immobilisiert sind [130].
Die in diesen Versuchen eingesetzten HPTS/p-HEMAYBroxypyren-1,3,6-Trisulfonate auf
Polyhydroxyethylmethacrylat [131]) Mikrobeads miher Emissionswellenlange von HPTS bei
510 nm nach Anregung bei 428 nm als auch 470 nnbglrchten die segment-interne pH-Wert
Analyse (Abb. 2-6, a). Das Intensitatssignal desofdszenzfarbstoffes ist pH-anhangig. Die
Mikrobeads weisen eine nahezu lineare Abhangiglest Fluoreszenzsignals vom pH-Wert im
stoffwechselrelevanten pH-Bereich auf und sind disbut fur biologische Messungen geeignet
(Abb. 2-6, b).

Pyren-Derivate 7.
2 6-
pH<7.5 pH>7.5 'g
D 5
"0,S O OH "0,8 O o} =
g ]
- H* S
(0 ===
+H* &
C ® £:
"0,S SO, "0,8 SO; k= q
E 1
HPTS o I
8_Hydroxypyrene_ 3 4 5 6 pH7 8 9 10 11
1,3,6-trisulfonic acid
a b

Abb. 2-6: HPTS/p-HEMA Mikrobeadsa) Dissoziationsgleichgewicht in Abhéngigkeit des Ylértes. b)
Fluoreszenzsignal von HPTS/p-HEMA Mikrobeads in Abgigkeit des pH-Wertes. QuelleDipl.-Chem.
P. Schrenkhammer, Institut fur Analytische Cheruieiversitat Regensburg

Die Integration von HPTS/p-HEMA Mikrobeads mit Dbmgessern von 3 um in die
Mikrofluidsegmente ermoglichte die in situ Messumdes pH-Wertes wahrend der
Stoffwechselaktivitat der Testorganismen. Zur Mi@mang von Clusterbildungen und der
Intensivierung des Fluoreszenzsignals der Mikrobeadrden diese vor der Zudosierung ins
Mikrofluidsegment in einer DMSO/PVP(10 %/5 %)-Logununter Ultraschallbehandlung
gequellt. AnschlieRend erfolgte die Injizierung déikrobeads mit der Zellsuspension in die
Mikrofluidsegmente.

FUr den Zebrafisclbanio rerio wurden verschiedene phénotypische Entwicklungsmald
als toxikologische Endpunkte festgelegt. Es wurdetale (Koagulation, Absterben des
Embryos), subletale (Gastrulation, Augenanlage, zstdrlagfrequenz, Blutzirkulation,
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Pigmentierung, Schwanzablésung und Schlupf) undtdgene (Deformationen) Endpunkte
untersucht. Fur den Invertebratéh eleganswurde der erfolgte Schlupf zur L1-Larve als
toxikologischer Endpunkt bestimmt. Die Erfassung Bedpunkte erfolgte Uber Bildanalyse
direkt im Schlauch.

24 Bakterien im Mikrofluidsegment

Escherichia colizéhlt zu der Gruppe der saurebildenden, gram-ivegatstabchenférmigen
Bakterien, welche sich durch Geil3eln fortbewegere . coli Bakterien sind in der Lage,
sowohl aeroben als auch anaeroben Stoffwechsedtzeiltien [132]. In der Forschung Bt coli
ein beliebter Modellorganismus, der unter anderamaeh zu kultivieren ist, eine sehr kurze
Generationszeit von ca. 20 min bei optimalen Bedwgygn aufweist und dessen Genom
vollstandig bekannt ist. Das Darmbakteriui. coli hat sich fur die Handhabung in
Mikrofluidsegmenten als best geeigneter Modellorgrans erwiesen und wurde aus diesem
Grund fur die Evaluierung von Einzelwirkungs- undoribinationswirkungsscreenings
ausgewahlt. In Mikrosystemen wiile. coli u.a. zur Untersuchung von Stoffwechselaktivitaten

und flr die Identifizierung von antimikrobiellen I&ianzen eingesetzt [133].

2.4.1 Eingesetzte Chemikalien, Nahrmedien und Synthesewsehriften

Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden in p.a. Quakid den Firmen bezogen und ohne

vorherige Aufreinigung eingesetzt (s.Tabelle 2-1).

Tabelle 2-1: Auflistung der eingesetzten Chemikalien fir die &(mhe miE. coli

Abklrzung/
Bezeichnung Chemikalie Firma

Summenformel
Polyethylenglykol PEG/GHgO, Carl Roth (Karlsruhe)
Polyvinylpyrrolidon PVP/(GHgNO), Merck (Darmstadt)
Dimethylsulfoxid DMSO/GHOS Merck (Darmstadt)
Coffein ---/CgH10N4O, AppliChem (Darmstadt)
2,4-Dichlorphenol DCP/GH4CIO Merck (Darmstadt)
Cochenillerot A ---/C20H11N2Nag010S3 VWR International (Darmstadt)
Indigokarmin ---/C16HgN2NapOgS; Fluka Analytical
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Perfluormethyldecalin PP9/G1F20 F2 Chemicals Ltd (UK)
Zitronensaure-Phosphat- Herstellung und Angaben s. Literatur [128]
Puffer

Borséure-Puffer Herstellung und Angaben s. Literatur [128]
2,4-Dinitrophenol DNP/CGsH4N205 Acros Organics
Kupferchlorid ---/CuCh Merck (Darmstadt)
Silbernitrat ---/AgNO3 Merck (Darmstadt)
25%ige Ammoniaklésung ---/NH4OH Merck (Darmstadt)
D(+)-Glucose /Dextrose ---/CgH 1206 Carl Roth (Karlsruhe)
Salpetersaure ---/[HNOj3 Merck (Darmstadt)
Natriumhydroxid ---/NaOH Merck (Darmstadt)
Tetrachlorogold(lll)-s&ure- ---/HAUCl, Carl Roth (Karlsruhe)
Trihydrat

L(+)-Ascorbinsaure ---/CeHgOg Merck (Darmstadt)
Ammoniumchlorid ---/INH4CI Merck (Darmstadt)

Synthese Decapeptid

Das Peptid-Amid KKVVFKVKFK-NH wurde durch Festphasensynthese unter Verwendung
der Fmoc/tBu-Chemie und Rink Amid MBHA Polystyrenedth hergestellt (EMC
microcollection, [134] ). Die Reinheit des Peptidesrug > 90 %.

Nanopartikelsynthese, Charakterisierung und Refemmnethode

Die Synthese von Silbernanopartikelnerfolgte nach Kvitek et al., 2005 [135,136]. Als
Reduktionsmittel wurde Glucose verwendet. Vor desrdtellung der AgNP erfolgte eine
Reinigung der Reaktionsgefalle mit 25 %iger Salp@tee und destilliertem Wasser (Aqua
dest.). Es wurden zwei Losungsansatze hergestellt.

Losung I 9,6 mg AgNQ wurden in 24,98 ml Aqua dest. geldst und mit 1722f1%iger
Ammoniaklésung versetzZtdsung 2 100,2 mg D(+)-Glucose wurde in 25 ml Aqua destosgt.

Nach Sterilfiltration (Rotilab Spritzenfilter, 0,328, Carl Roth) der Losungen 1 und 2 wurde
der pH-Wert beider Lo6sungen durch Zugabe von O.IN®IOH (Loésung 1. pH=12,56
[Ausfallungen beobachtet] und Losung 2: pH = 1Z&Bigestellt. Aufgrund von Ausfallungen,
die durch die pH-Wert Anderungen auftraten, erfalgch Kvitek et al. fir Losung 1 eine

erneute Filtration (Rotilab Spritzenfilter, 0,22 u@arl Roth). Es wurden zwei verschiedene
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Chargen an Nanopartikeln hergestdlliharge 1: Filtration der L6sung 1 nach pH Einstellung,
Charge 2: Keine Filtration der Losung 1 nach pH Einstellung.

Die beiden Losungen wurden in einem mit Al-Folie wigkelten 100 ml Kolben
zusammengefihrt, wobei Losung 1 vorgelegt wurdescAlelRend wurden beide Ldsungen
unter 5- bis 10-minttigem Ruhren vermischt. Diewdall erhaltenen Nanopartikeldispersionen
zeigten einegelbe Farbung fur Charge 1 und einebraune Féarbung fiir Charge 2 Ursache
daflr sind Unterschiede im Wachstumsprozess déikBlteime.

Die Synthese von Goldnanopartikelnerfolgte durch die Reduktion von Tetrachloroaunét
Ascorbinsaure als Reduktionsmittel. Dafur wurde 2wl 1 mM HAuCh, 0,1ml 0,21 M
Ascorbinséure unter schitteln zugegeben. Anschickfolgte eine Verdinnung mit 5 ml
partikelfreiem destilliertem Wasser.

Der Einfluss des synthetischen Mediums auf diesocpg#n Eigenschaften der Gold- und
Silbernanopartikel wurde mit UV/VIS-Spektroskopiatersucht. Die Zusammensetzung der
Mischungen von Partikellésung und Medium in den Ki¥etten entsprach den realen
Bedingungen im Mikrofluidsegment. Die Absorptionskipen der kolloidalen Partikelldsung
wurden direkt nach der Vermischung sowie nach 2w 48-sttindiger Kultivierung bei 37°C
gemessen. Parallel dazu wurden Referenzversuche Amgita dest. durchgefiihrt. Die
Zusammensetzung der Versuchsansatze und die Velmdihgungen sind im Anhang 6.1.2
dargestellt.

Die Charakterisierung der Nanopartikel erfolgte Hitfe der differentiellen zentrifugalen
Sedimentation (DCS), UV/VIS-Spektralphotometrie, rénlicht-Dunkelfeldmikroskopie und
Rasterelektronenmikroskopie (REM). Mit der Transmaselektronenmikroskopie (TEM)
erfolgte die Aufnahme von Zellen mit und ohne Zugaobn Nanopartikeln. Die Beschreibung
der Gerate und Verfahren sind dem Anhang 6.2 zeénmen.

Nahrmedien

Tabelle 2-2:LB-Lennox

Zusammensetzung Konzentration
LB-Lennox

Pepton 10 g/l
Hefeextrakt 59/l
Natriumchlorid 54l
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Tabelle 2-3:synthetisches Medium in Anlehnung [137]

Zusammensetzung Konzentration

Synthetisches Mediun

KoHPO, 0,56 g/90 ml
KH,POy, 0,3 9/90 ml
MgSOx7H,O 0,012 g/90 mi
NH,4CI 0,1 g/90 ml

+

10ml Glucose 0,1 g/l

(steril filtriert)
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2.4.2  Einbringung und Kultivierung von Escherichia coli

Fur die Versuche wurde déscherichia coiStamm RV308 (zur Verfigung gestellt vom
Hans-Kndll Institut (HKI), Jena) eingesetzt. Zurrbtellung der Vorkultur im Glaskolben wurde
ein Komplexmedium (LB-Lennox) mit de. coliKultur beimpft und fir 24 h bei 37°C unter
Rahren inkubiert. Die Kultur wurde anschlieRend a@&-Agarplatten Ubertragen und erneut
unter gleichen Bedingungen inkubiert.

Die Herstellung der Testkultur erfolgte durch ddsimpfen einer einzelnek. coli Kolonie
von der Agarplatte mittels Impfése und Uberfiihrsogvie 24-stiindiger Kultivierung sowohl in
einem mit Vollmedium (LB-Lennox) als auch in einemt Minimalmedium (synthetischem
Medium) geflillten Erlenmeyerkolben. Die Testkultuneurde nach Zellzahlermittlung mittels
Thoma-Zahlkammer durch Verdinnung mit dem entsgmedbn Nahrmedium unter Zugabe
eines Indikatorfarbstoffes aus der Vorkultur hetgitsund in die Spritzen Uberfihrt.

Die Polyethylenglykolldsung (PEG) diente beim Véran der blockweisen Segmentierung
zur Dichteanpassung. Durch den Einsatz von RiHyestand in nachfolgenden Experimenten
dazu keine Notwendigkeit mehr. Die Anfangszelldéichtund die Zusammensetzung der
Zellsuspensionen fur die einzelnen Segmentierumfigwen sind im Anhang 6.1.3

zusammengestellt.

2.4.3 Toxizitatstests

Fur die Durchfihrung von Okotests in Mikrofluidsegmeen wurden verschiedene Verfahren
getestet. Erste Erfolge bei der Ubertragung vontadkologischen Standardverfahren fur
Einzelwirkungs- und Kombinations-Screenings konnteibh dem Verfahren deblockweisen
Segmenterzeugungerzielt werden. Mit diesem Verfahren wurden jewdiB Segmentbldcke &
20 bis 25 Segmenten fur die Untersuchung der Bidelng von Chemikalien und 17
Segmentblocke fur die Untersuchung der Kombinatiarksing bindrer Gemische generiert.

Der erste und der letzte Block wurden fir beide idfgen als Negativkontrolle (nur
Nahrmedium, keine Zellen und kein Wirkstoff) und r deweite Segmentblock als
Positivkontrolle (nur Zellen, kein Wirkstoff) eingillt. In den dazwischen liegenden
Segmentblocken wurde die Konzentration des Wirkssofur die Einzelwirkungs-Screening
sukzessive um 10 % erhoht, wahrend fur die Komhlnatvon zwei Wirkstoffen die

Konzentrationen in jeweils 25 % Schritten zwischéen Blocken miteinander kombiniert
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wurden (s. Kapitel 2.2hlockweise Segmentierunddie Grol3e der erzeugten Segmente betrug
600 bis 800 nl. Damit ergab sich eine durchschetitd Anfangszelldichte von 9 bis 12 Zellen
pro Segment.

Die Einstellung der Konzentration in den Mikrofls@gmenten zwischen den einzelnen
Blocken konnte durch die gezielte Flussratenstewgerder Fluide ermdglicht werden. Die
Variation der Segmentzusammensetzung erfolgte dinclerung der Volumenstrome der (des)
Wirkstoffe(-s) und eines Verdinnungsfluids (Nahrmed hier LB-Medium) bei konstanter
Flussrate der Zellsuspension, wodurch eine korstaagmentgrof3e mit gleicher Zellanzahl und
variabler Wirkstoffkonzentration gewéhrleistet weardDafir wurden die Flussraten von
Nahrmedium und den Wirkstoffen zwischen O und #jn/ variiert. Die Flussraten fir
Zellsuspension und Tragerflussigkeit (PP9) wurdemskant bei 2 pl/min und 10 bzw. 40 pl/min
gehalten. Daraus ergab sich eine Gesamtflussraiel&dzw. 46 pl/min. Als Indikator fir das
Wachstum der Bakterienkultur wurde die optische hc (Tribung) bei 610 nm in den
Mikrofluidsegmenten mittels Mikrodurchfluss-Photaera ermittelt.

Zur Erstellung von Dosis-Wirkungskurven fir den @lwgen Wirkstoff und dessen
Kombination wurden die Mittelwerte der Einzelblockerangezogen. Die EC50-Werte flr die
Einzelsubstanzen wurden mit Hilfe gefitteter Kurfegrktionen ermittelt. Damit konnten
toxikologische Studien zur Wirkung von DCP, DMSQ/,R Coffein und Adrenalin sowie deren
bindre Gemische mit den Blockprogrammen realisverden.

Die Untersuchung der Effekte von Wirkstoffen auf lekolarer Ebene wurde Uber ein
spezielles PCR (Polymerase-Kettenreaktion)-Protokalisiert (s. Anhang 6.1.4).

Bei der blockweisen Segmentierung wurde die realarkdtoffkonzentration im
Mikrofluidsegment mit Hilfe eines Indikatorfarbste$ (Cochenillerot A, 0,005 % Masse),
welcher zuvor dem Wirkstoff beigemischt und dadunelth der Segmentierung zu gleichem
Anteil im Segment verteilt wurde, indirekt Uber pbmmetrische Messung ermittelt. Die
Konzentration des Schadstoffes konnte aus dem IExtissignal bestimmt werden
(Cschadstof~ Gndikator ~ EXtinktion). Dazu wurde eine photometrische Kiation durchgefiihrt, bei
welcher die Extinktion in Mikrofluidsegmenten mitelkannten Farbstoffkonzentrationen
(Flussraten Segmentierung: 5 pl/min Farbstoff, Wéhim Trager, Flussrate Messung: 30 pl/min)
bestimmt wurde. Die Detektion des Farbstoffes gtéobei einer Wellenlange von 505 nm mit
einem Mikrodurchflussphotometer. Unberucksichtigtlieden dabei evtl. auftretende
Adsorptionseffekte an der Kanalwand und evtl. Giifun der Schadstoffe in die Tragerphase. Es
wurde davon ausgegangen, dass aufgrund der audgmwederten Tragerphase (PP9) und der
Schadstoffklassen  solche Effekte ausbleiben. Die llsténdige Einbettung der
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Mikrofluidsegmente in die Tragerphase sollte zudeime Adsorption der Wirkstoffe an der
Kanalwand nach erfolgter Exposition unterbindenmid&onnte die Uber den Indikatorfarbstoff

ermittelte Wirkstoffkonzentration als reale Konzatibpn angenommen werden.

Fur die kontinuierliche Konzentrationsanderung (Rampenprogramme)wurde die
Ermittlung der realen Konzentration aufgrund dedf®&r der Segmentfelder nicht durchgefihrt,
sondern nur die Konzentrationseinstellung tber Idéékatorfarbstoffe Gberwacht. Die in den
Ergebnissen angegeben Konzentrationen sind dealsaoll- und nicht als Ist-Konzentrationen
zu verstehen.

Die kontinuierliche Konzentrationsabstufung fir ## und Kombinations-Screenings
zwischen den einzelnen Mikrofluidsegmenten konntercld gezielte Verdinnung der
Effektorkonzentration mit Nahrmedium (hier: synthelhes Medium) eingestellt werden. Die
daflr verwendeten Programme sind in Kapitel R@npenprogrammigeschrieben.

Segmentsequenzen mit einer Grof3e von bis zu 20h&dgn wurden fir die Erstellung
eindimensionaler Konzentrationsfelder unterschiedlicher Testsulzsan innerhalb eines
Zeitfensters von 15 min erzeugt. Die ersten 20 Segenbildeten dabei die Positivkontrolle (nur
Zellen, kein Wirkstoff). Dafur wurden die Flussnateom synthetischen Medium und der
Wirkstofflosung gegenlaufig variiert. Fir eine editiche Verteilung der Zellen und
Mikrobeads in den Mikrofluidsegmenten wurde die sShate der Zellsuspension konstant
gehalten. Die durchschnittliche Zellzahl bei Vetslmeginn wurde mit durchschnittlich 18
Zellen pro Segment eingestellt (s. Anhang 6.1.5).

Fur die Detektion der optischen Dichte (Tribungdl dler Autofluoreszenz der Zellen in den
Mikrofluidsegmenten wurde mit einer Gesamtflussraia 38 pl/min gearbeitet. Die simultane
Messung von Tribung und Fluoreszenzintensitat gdol mittels eines Mehrkanal-
Mikrodurchflussphotometers und eines Mikrodurchgfiisorimeters.

Die kontinuierliche Erzeugung voR-dimensionalen Segmentsequenzen erfolgte durch
spezielle LabVIEW-Programme (s. Kapitel 2.Rampenprogramme Es wurden 66
Kombinationen der Konzentrationen beider Wirkstaftechgefiihrt, wobei jede Kombination 6
bis 7 Segmente umfasste. Die erste Stufe dientBadgivkontrolle, da hier das Zellwachstum
ohne Wirkstoffkombination untersucht wurde. Die ahschnittliche GroéRe der generierten
Mikrofluidsegmente  betrug 500 nl. Die Detektion voroptischer Dichte und
Autofluoreszenzsignal der Zellen erfolgte fur abeeidimensionalen Segmentsequenzen mit

einer Flussrate von 50 ul/min. Die Versuchsbediggun wie Probenzusammensetzung,
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Flussraten, Segmentvolumen, Anzahl der Segment®etektionsparameter fir die Erzeugung
ein- und zweidimensionaler Konzentrationsfeldedsm Anhang 6.1.5 zusammengestellt.

Die Auswertung der Messdaten fur beide Verfahrefolgte ebenfalls Uber eigens
geschriebene LabVIEW-Programme. Eine Beschreib@ng\dswerteverfahren ist dem Anhang
6.1.6 zu entnehmen. Die isobolische Darstellungzdeidimensionalen Screenings wurde durch
die Erstellung von XYZ Random Matrizen (SoftwareriglhPro) aus den gemittelten Daten
ermoglicht. Die EC50-Werte konnten fur ausgewaldtabolen (Linien gleicher Wirkung auf
Dosis-Eben® ermittelt und den EC50-Werten der Einzelsubstargegeniibergestellt werden.
Damit konnten ein- und zweidimensionale toxikolefs Studien zur Wirkung von Phenolen,
Metallnanopartikeln, Schwermetallen, eines antibag&lien Peptides und deren binarer

Gemische durchgefuhrt werden.

Die Analyse der Segmente erfolgte fur die Experitmemit Blockprogrammen und
Rampenprogrammen direkt nach der Segmentierungnact jeweils 24h Kultivierung tber
einen Zeitraum von bis zu 3 Tagen. Die Mikrofluigsente wurden wahrend der Kultivierung
bei 37°C und 80% Luftfeuchte gelagert.

2.5 Hefe im Mikrofluidsegment

Saccharomyces cerevisigauch Backerhefe) ist ein einzelliger, eukarydtegscOrganismus
und zahlt zur Klasse der Saccharomyceten. Die Zdiben einen Durchmesser von 5-10 pm
und sind rund bis oval [132]. Die Fortpflanzung obgf durch Knospung mit einer
Verdopplungszeit von ca. 90 min im Volimedium ural €40 min im synthetischen Medium.
Backerhefen spielen wegen des einfach zu manipulilen Genoms, der schnellen
Verdopplungszeiten, der nicht Pathogenitat, des dagsfahigen DNA-
Transformationssystems und wegen des einfachen kgsgaine bedeutende Rolle in der
Molekularbiologie [138].S. cerevisiaekann wie E. coli sowohl aeroben als auch anaeroben

Stoffwechsel (fakultativ anaerob) betreiben.

4 Symposium, Kombinationseffekte in der Arbeitswatthannes-Gutenberg Universitat, Mainz 6.11.2004,
http://www.dkfz-heidelberg.de/biostatistics/repordinz04_konietzo3.pdf
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2.5.1  Einbringung und Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Fur experimentelle Zwecke wild. cerevisiaén Vollmedien (Komplexmedium), aber auch in
Minimalmedien (synthetische Nahrmedien) bei caC3Raltiviert. Beide Arten von Nahrmedien
wurden bei der Kultivierung von Hefen in Mikroflgdgmenten eingesetzt. In den
durchgefuhrten Arbeiten wurde d& cerevisiaeéStamm DSM 70443 (zur Verfligung gestellt
vom HKI Jena) eingesetzt. Wie bereits fur die Bakte&kultur in Kapitel 2.4.2 beschrieben,
wurden die Vorkulturen durch Uberimpfen von einegirHefekolonien in die Flissigmedien
YM (Komplexmedium) und YNB (synthetisches Mediungrgpestellt. Die Hefekulturen wurden
wahrend der Kultivierung bei 25°C fur 48 h untethiRgn inkubiert.

Tabelle 2-4:Zusammensetzung der Komponenten Vollmedium (YM)
und synthetisches Medium (YNB)

Zusammensetzung _
YM-Fliissigmedium Konzentration
(Vollmedium)
Hefeextrakt (Roth GmbH) 4 gl
Malzextrakt (Roth GmbH) 10 g/l
Dextrose (Roth GmbH) 4 g/l
Synthetisches Medium Konzentration
YNB
mit Ammoniumsulfat 6,7 g/l

(MP Biomedicals, LLC)

2.5.2 Wachstumsstudien und Toxizitatstests

Fur die Versuche mit Hefezellen im Mikrofluidsegmewurden das synthetische Medium
YNB mit Ammoniumsulfat und das Vollmedium YM einggst. Die Wachstumskurven fur die
Kultivierung von Hefe in beiden Nahrmedien konntem Mikrofluidsegmentsequenzen
untersucht werden. Die schnelle Sedimentation ddle bedingt durch ihre GréRe und das
maogliche Auftreten von Zellverbanden erforderte demsatz von Rihrsystemen fir eine
homogene Verteilung in den Segmenten. Das WachstamZellen wurde unter Einsatz
verschiedener Rihrsysteme (SpritzenrthrersystemnC&mbH, Magnetrihrer in Spritze) und
ohne Einsatz von Rihrsystemen wahrend der Segmentgmg untersucht.

Durch gezielte kontinuierliche Flussratendnderummg Wahrmedium, Zellsuspension und
Tragermedium (PP9) konnten Segmentsequenzen vomubZ00 Segmenten erzeugt werden.
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Die Gesamtflussrate fur die Segmentierung und déeldion betrug 50 pl/min. Es wurden
Segmentvolumina zwischen 400 und 600 nl erzeugt.

Die Untersuchung der Wirkung von 2,4-Dinitropheiiel Kapitel 2.4.1 Chemikalief und
einem Decapeptid (s. Kapitel 2.4Decapeptidl auf das Wachstum der Hefezellen im Segment
wurde im Vollmedium YM durchgefiihrt. Spezielle Pragnme realisierten die kontinuierliche
Konzentrationseinstellung in den Mikrofluidsegmen¢s. Anhang 6.1.1Abb. 6-1, c-1). Hierbei
wurden Segmentsequenzen mit bis zu 400 SegmenteValnmen zwischen 500 und 600 nl
erzeugt.

Das Wachstum der Hefezellen im Mikrofluidsegmentdeufir die Wachstumsstudien wie
auch fur die Toxizitatstests direkt nach der Segraemg (t = Oh) und Uber einen Zeitraum von
bis zu sechs Tagen mit Mikrodurchfluss-Photometermittelt. Die Inkubationstemperatur
betrug 25°C.

Die Zusammensetzung der Zellsuspensionen und Hiswgen sowie die
Versuchsbedingungen fir die Wachstums- und Toxstééts sind in Anhang 6.1.7

zusammengefasst.

2.6 Grunalgen im Mikrofluidsegment

Chlorella vulgarisist eine kugel- bis ellipsoidférmige Grunalge (8ta Chlorophyta) ohne
Geil3eln mit einem Durchmesser von 5-10 um. Grumakpgelen eine wichtige Rolle in der
Biotechnologie, aber auch in der Okotoxikologieq[LPDie hohe Empfindlichkeit von Chlorella
gegeniber Schadstoffen, vor allem aber gegenibbewedmetallen, machte sie zu einem
geeigneten Umweltorganismus, fur welchen standartisRichtlinien der Algentests entwickelt
wurden.

Die Zellen der meisten Organismen weisen eine hettér Fluoreszenz (endogene zelluléare
Autofluoreszenz) auf. Zu den typischen Vertretewsn €hromophoren, die verantwortlich fir die
Fluoreszenzerscheinung in Zellen sind, gehéren Bb®@oenzyme wie Flavine, NAD(P)H als
auch aromatische Aminoséauren wie Tryptophan. Vongletosynthetischen Chromophoren ist
das Chlorophyll (speziell Chlorophyll a und b) éitauptverursacher von Autofluoreszenz in
Pflanzen [140]. In der Forschung wird die Autofleszenz einerseits als sensitiver Indikator von
Stoffwechselfunktionen sowie zur Differenzierungnv@eweben genutzt, erweist sich aber
storend fur die Erfassung spezifischer Fluoreszghzfoffe oder dem grun fluoreszierenden
Protein (GFP) [141]. Fir toxikologische Untersucpeim anhand von Grinalgen wird neben dem
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Wachstum der Algen die Autofluoreszenz erfasst, Auischlisse Uber den Einfluss von

Umweltfaktoren auf den Photosyntheseapparat zurgei[5].
2.6.1  Kultivierung und Einbringung von Chlorella vulgaris

Mit diesen Versuchen sollten die Integration und Werteilung vonChlorella vulgarisin
Mikrofluidsegmenten untersucht werden. Die Erfagsder Zellen konnte Uber die Messung des
Autofluoreszenzsignals der Algen ermdglicht werdeie. Studien bilden die Grundlagen flr die
zukUnftige Etablierung von Toxizitatstests mit Galgen in Mikrofluidsegmenten. Damit soll es
maoglich werden, die Wirkung verschiedenster Umvebligistoffe auf die Photosyntheseaktivitat
der Grinalgen zu untersuchen.

Der Chlorella vulgaris Stamm wurde von der TU Karlsruhe, Institut fir Biand
Lebensmitteltechnik zur Verfligung gestellt. Die kdtur der Algen wurde in IGV-Medium (s.
Tabelle 2-5) bei 25°C und leichtem Schiitteln (Sh&ké, neoLa, 50 U/min) herangezogen.
Eine dauerhafte, gleichformige Beleuchtung der Akgdtur konnte durch den Einsatz einer
Starklichtleuchte (Brennenstuhl, 24W Leistung, 1&@0Lichtstarke) ermdoglicht werden. Die
Testkultur wurde durch Verdinnen mit IGV-Medium aig gewiinschte Anfangszelldichte von
10° bis 1d Zellen/ml eingestellt.

Die Verteilung der Algen innerhalb einer Mikroflsielgmentsequenz wurde in Abhangigkeit
von unterschiedlichen Ruhrsystemen (Spritzenripisées NeMix Cetoni GmbH, Magnetrihrer
in Spritze) untersucht. Daftr wurde das Autofluaesezsignal der Algen im Mikrofluidsegment
fluorimetrisch ausgelesen. Die Flussraten fir degrentierung wurden auf 40ul/min fir den
Tragerstrom und 3 bis 5 pl/min fur die Zellsuspensund das Nahrmedium eingestellt. Die
Gesamtflussrate fur die Segmenterzeugung und dastdviog der Segmente lag bei 46 bis
50 ul/min. Es wurden Segmentsequenzen mit bis z®W ZXegmenten und einem
durchschnittlichen  Segmentvolumen  zwischen 500 nhd u 600 nl erzeugt. Die
Umdrehungsgeschwindigkeit der Cetoni-Spritzenriginéreit wurde mit 1100 U/min festgelegt.
Im Anhang 6.1.8 sind die Versuchsbedingungen far\@@rsuche mit Spritzenrihrereinheit und

einem Ruhrer in der Spritze zusammengestellt.
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Tabelle 2-5:Zusammensetzung IGV-Medium

Nahrstoff Konzentration

KNO3 0,5 g/l

KH2PO, 0,34 g/l

MgSQ, x 7H0 0,59/l

FeSQ x 7TH,O 0,014 g/l

Titriplex®Il 0,05 g/l
Spurenelementen-Lésung I: 0,1 ml/|

ZnSQ, x 7TH,O 0,74 g auf 100 ml Wasser

HzBO3 0,057 g

CoSQ x 7TH,0 0,238g

CuSQ x 5H,0 0,236 ¢

MnSQO, x 4H,0 4,100 g
Spurenelementen-Lésung II: 0,1 ml/|

(NH2)sM07024 X 4H,O oder 0,092 g auf 100 ml Wasser

Co(NHg), x 6H,0 0,2464 g

MnSQO, x H,O 3,1072 g

dann pH-Einstellung auf pH 6,7 mit 1 M NaOH oder H@L.

2.7 Humanzellen im Mikrofluidsegment

Der Einsatz von regulierten Gen-Expressions Systemmel deren Beobachtung durch nicht-
invasive Bildgebungsverfahren bieten fundamentaiablieke in komplexe, biologische
Prozesse und erlauben Langzeitstudien der Gen-idaektindividueller Organismen [142].

Mit dem Einsatz von Hela-Zellénsollte die Eignung von Mikrofluidsegmenten fir
zukinftige Studien zur Regulation auf Genebene rsnthit werden. Die Integration von
Zellexpressionssystemen bietet die Moglichkeit,flHgse von toxischen Substanzen auf die
Proteinsynthese spezifisch nachzuvollziehen.

HeLa-Zellen sind menschliche Epithelzellen einebd@mutterhalskrebses. Das Besondere an
der hier eingesetzten Zelllinie ist das integrierat-On-Genexpressionssystem. Dieses System
(in  HeLa-Zellen eingebrachte Plasmid-Vektoren) tuteinen Tet-on-Transaktivator
(Fusionsprotein-rtTA), welcher nur bei Anwesenldats Antibiotikums Doxycyclin (DOX) an
einen Tet-Operatb(Tet Response Element-TRE) binden kann und dasnitMinimalpromotct

® Erste menschliche Zellen, die im Labor kultivieerden konnten; die Gebarmutterkrebszelllinie antsit einer

Gewebeprobe der Henrietta Lacks; 1952 wurde dieaH&tlllinie angelegt und seitdem weitgehend unimtahen

kultiviert; Quelle: Zeit onlinehttp://www.zeit.de/2006/52/M-Hela-Zellen?page=all

" Ein Operon ist eine Funktionseinheit von DNA, dies Promotor, Operatoren und Strukturgenen befdt48}
Cypionka, H.Grundlagen der Mikrobiologie3. ed.; Springer Verlag: Berlin Heidelberg Newrk,&2005
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(Pey aktiviert. Erst dann wird ein bestimmtes Gen ((@@f interest®, hier Expression des grin
fluoreszierende Protein (GFP)) exprimiert [144-146]

Zusatzlich wurde die Eignung eines grin fluoresriden Fluoreszenzfarbstoffes
(Live/Dead® Cell Stain Kit) fur die Vitalitatsbestimung der HelLa-Zellen in
Mikrofluidsegmenten gestestet. Die Farbung der efelbasiert hier auf der Reaktion eines
reaktiven Fluoreszenzfarbstoffes mit den zellulafeninen (-NH) [147]. Bei nekrotischen
Zellen ist der Farbstoff in der Lage, die Zellmearbrzu durchdringen und mit den freien
Aminen im Inneren der Zelle und an der Zellobetiiczu reagieren. Die Reaktion von
Fluoreszenzfarbstoff und Oberflachenaminen findeheei gesunden Zellen statt, zeichnet sich
aber aufgrund der schwachen Bindung durch einengerimatte Fluoreszenzerscheinung aus.
Diese ist leicht von der Fluoreszenzerscheinungrgaigter Zellen zu unterscheiden [148].

Die zukunftigen Einsatzgebiete dieser Variante kénnim okotoxikologischen Bereich,
sowie im medizinischen Bereich liegen. Vorstellbgire hier zum Beispiel das Screening von
zytotoxischen Effekten einzelner Substanzen odebstanzgemischen auf vereinzelte

Tumorzellpopulationen in Mikrofluidsegmenten.

2.7.1 Eingesetzte Chemikalien, Nahrmedien und Probenmiscimgen

Die verwendeten Chemikalien wurden in p.a. Quakdt den Firmen bezogen und ohne

vorherige Aufreinigung eingesetzt.

Tabelle 2-6: Auflistung der eingesetzten Chemikalien fiir die &tehe mit HeLa-Zellen

Bezeichnung Chemikalier  Abkirzung/Summenforme Firma
Perfluormethyldecalin PP9/G1F20 F2 Chemicals Limited (UK)
Kupfer(ll)-chlorid(wasserfrei) ---/CuCh Merck (Darmstadt)
Cochenillerot A ---/C20H11N2Na3010S3 VWR (Darmstadt)
Polyvinylpyrrolidon PVP/(GHgNO)n Merck (Darmstadt)
Dihydropyrimidine- B21/CoH20BrN3OsS Herstellung S. Singh,
derivat ZMN, Mikrofluidik u.

Biosensorik, TU limenau
Saccharose ---/C12H22011 Merck (Darmstadt)
Live/Dead®Fixable Dead Invitrogen
Cell Stain Kit, L23101
Tetradecan ---/C14H30 Merck

9 Unter einem Promotor versteht man eine DNA-Sequesithe die spezifische Wechselwirkung mit DNA-
bindenden Proteinen und damit die regulierte Exgsto@ eines Gens ermdglicht [143] Cypionka@G#undlagen
der Mikrobiologie 3. ed.; Springer Verlag: Berlin Heidelberg Newrk,@005
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2.7.2  Kultivierung und Einbringung von HelLa-Zellen

Die HelLa-Zelllinie (Hela-M2-eGFP/luc) wurde vom ZSGMannheim, Abteilung
Molekularbiologié bereitgestellt. Die Kultivierung der Zellen wuréte einem externen Labor
am Deutschen Primatenzentrum Gottingen (DPZ), Abigi Infektionspathologle nach
Standardprotokollen bei 37 °C und 5 % &8egasung im DMEM-Medium (Zusammensetzung
s. Tabelle 2-7) durchgefuhrt.

Fur die Versuche mibOX-induzierten Zellen wurden die HelLa-Zellen vor Versuchsbeginn
mit der optimalen Konzentration an DOX von 200 ng/amgeschaltet (GFP wird exprimiert,
d.h. grine Fluoreszenzerscheinung). Die Ablésumgadbarent wachsenden Zellen vom Boden
der Kultivierungsflaschen konnte durch 10-minitiggehandlung mit 1,5 ml einer
Trypsin/EDTA-Mischung erreicht werden. Die Zellemngden anschlieRend mehrmals mit PBS-
Puffer gewaschen und anschlieBend in 85 ml Zelkmedium resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde in 15 ml Falcon-Tubes ubetfuhd fur 5 Minuten bei 23 °C und 150 g
zentrifugiert. Die Zellzahl wurde mit Thoma-Zahlkararn ermittelt (Protokoll s. Anhang 6.1.9).

Fir die Vitalitatsstudien mit nicht DOX-induzierten HelLa-Zellen wurden die Zellen vor
der Einbringung ins Mikrofluidsystem mit dem zu emstuchenden Wirkstoff fur 30 min
behandelt und anschlielRend mit einem griin fluoeesaden Farbstoff (Cell Stain Kit) gefarbt
(Standardprotokoll s. Anhang 6.1.10). Danach wuierZellen mit PBS Puffer gewaschen und
darin tberfuhrt. Das Farben der Zellen wurde awudllerttes Mikrofluidsystems durchgefuhrt, da
nach dem Farben ein Waschschritt notwendig istcheglzu diesem Zeitpunkt noch nicht in den
Mikrofluidsegmenten durchgefiihrt werden konnte.

Die Zusammensetzung von Nahrmedium und eingesekderponentenmischungen kann
Tabelle 2-7 entnommen werden.

Zur Vermeidung von Sedimentation der Zellen wahreddr Injizierung in die
Mikrofluidsegmente (fur diese Versuche standen né&eine geeigneten Rihrsysteme zur

Verfiigung) wurden verschiedene Medien fiir eine iobigl Dichteanpassung unterstfciafiir

T‘Sch(‘jnig K., ZSG Mannheim, Abteilung Molekularbigie; Prof. Bujard, EMBO, Heidelberg.

' Leitung Prof. Bodemer; Kultivierung und Versuchsthilihrung Petra Kiesel, Abteilung Infektionspatigié,
DPZ Géttingen.

! Ergebnis Minimumtest (Fluoreszenzsignal in Abhgkgit der DOX-Konzentration) durchgefihrt von Pe&gl.
k Arbeiten am DPZ von P. Kiesel durchgefiihrt.
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wurde das Absetzverhalten der HelLa-Zellen in 10e¥%ig30 %iger und 60 %iger
Saccharoseldsung sowie in Lymphopmgch 2h und 16h tiberpriift.

Tabelle 2-7:Zusammensetzung von Pufferldésungen und Nahrmediuwhd Kultivierung und Probenaufbereitung
von HelLa-ZelleR

Komponenten Konzentration
NacCl 7,729
) NaHP Oy 2,149
PBS-Puffer KaH,POx 044
Auf 800 ml mit Aqua dest. auffillen.
DMEM 445 ml

(Dulbecco’s Modified
Eagle Medium),

Zellkulturmedium standardisiertes

DMEM Nahrmedium
FCS (fotales Kéalberserum) 25 ml
Penicillin/Streptomycin 5 ml
ohne und mit Zusatz von Phenolrot
NacCl 09g¢g

Trypanblau-Lésung Trypanblau 0,59
Auf 100 ml mit Aqua dest. auffillen.
Trypsin 0,05 %
EDTA 0,02 %

Trypsin/EDTA-Mischung (Ethylendiamintetraessigsaur
In PBS, ohne CaMg**

Um eventuell auftretende Hintergrundsignale auss@eh zu konnen, wurde die
Eigenfluoreszenz der eingesetzten Medien und Plagemgen fluorimetrisch analysiert. Dafur
wurden Zellmedium DMEM mit und ohne Zusatz von Ritext (DMEM+Phen/DMEM), PBS-
Puffer, 60 % Saccharoselosung, 0,001 % sowie G/0Bochenillerot A-L6sung segmentiert
und die normierte Intensitat ermittelt.

Die Probensuspension fir die Versuche mit DOX-imglten und nicht DOX-induzierten
HeLa-Zellen setzte sich aus den in PBS aufgenomm2aken mit einer Anfangszelldichte von
8x10* Zellen/ml und 0,001 % Cochenillerot A zusammenr Bie Erzeugung der Segmente
wurden die Flussraten der Probenlésungen mit Sipl/amd des Tragermediums PP9 mit
40 pl/min eingestellt. Die Messflussrate lag beipdnin. Die Analyse des Fluoreszenzsignals
von GFP und Fluoreszenzfarbstoff (Invitrogen) efel direkt nach der Segmentierung. Die

' Separationsmedium, welches als Dichtegradienteedet wird, Dichte entspricht 30%iger Saccharoselgs
™ Die Pufferlosungen und die Medien wurden vom Dehga Primatenzentrum (DPZ) Goéttingen, Abteilung
Infektionspathologie zur Verfigung gestellt.
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GrolRe der Segmente wurde mit 590 nl bis 690 nlirned#t Damit wurde eine Zellzahl von
durchschnittlich 51 Zellen pro Segment vorgelege Begmentsequenzen umfassten zwischen
50 bis 100 Einzelsegmente.

In Tabelle 2-8 sind die einzelnen Versuchsansiireié Arbeiten mit DOX-induzierten und
nicht DOX-induzierten HelLa-Zellen zusammengestellt.

Tabelle 2-8:Zusammenstellung der Versuchsansatze zur Erfasem@FP-Exprimierung und Vitalitat
(Fluoreszenzfarbstoff) von HeLa-Zellen im Mikroflisiegment

DOX-induzierte Zellen

Nicht DOX-induzierte Zellen

Unbehandelte Zellen (Bezeichnur
Z_DOX)

Unbehandelte Zellen (Bezeichnung:
Z n)

 Behandelte Zellen, d.h. 5m .
Einfrieren bei -80°C und 5 mi
Tauen bei +70°C (Bezeichnun
Z DOX _Beh) .

« Behandelte Zellen, d.h. 5m
Einfrieren bei -80°C und 5 mi
Tauen bei +70°C, gefarbt mr
Live/Dead Cell Stain Kil
(Bezeichnung: Z DOX_Beh_F).

Unbehandelte Zellen, gefarbt mit
Live/Dead Cell Stain Kit
(Bezeichnung: Z_n_F)

Behandelte Zellen, d.h. 5 min
Einfrieren bei -80°C und 5 min
Tauen bei +70°C, gefarbt mit
Live/Dead Cell Stain Kit (Z_b_F).

2.7.3 Toxizitatstests

Die Wirkung von Kupfer(ll)-chlorid auf das Genexps@onssystem der DOX-induzierten
HelLa-Zellen und die Wirkung eines Dihydropyrimidderivates (B21) auf die Vitalitat von
nicht DOX-induzierten Hela-Zellen wurde in Mikroftlsegmenten untersucht. Die
Zusammensetzung der Probenansétze und die Versathgbngen sind in Anhang 6.1.11
dargestellt.

Die Konzentrationseinstellung erfolgte fir beided3tehsansatze vor der Segmentierung. Die
HeLa-Zellen wurden fir 30 min mit B21 und DMSO betielt sowie flur 24h unter Zugabe von
CuCk bei 37 °C und 5 % CQnkubiert. Die Segmentvolumen lagen zwischen 5@ LO0O nl.
Die Ermittlung der Fluoreszenzintensitat erfolgtérekt nach der Segmentierung. Die
Testsubstanz B21 wurde aufgrund der geringen Waskehkeit in DMSO gel6st. Deshalb
@ehandlung mit DMSO als
Referenzmessung mitgefuhrt. Fir die Versuche mlgund B21 wurden Referenzversuche in

Kulturflaschen durchgefuhi{s. Anhang 6.1.11).

wurde neben einer unbehandelten Zellpopulation,

" Arbeiten von P. Kiesel am DPZ Géttingen durchgetiih
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2.8 Mehrzeller im Mikrofluidsystem

Die Integration von Multizellorganismen in Mikrofiisystemen stellt eine neue
Herausforderung fur zukinftige, miniaturisierte kHighroughput-Screenings (HTS) dar.
Wissenschaftliche Arbeiten mit Vielzellern in Mikleidsegmenten sind nur vereinzelt zu
finden, haben aber in den letzten 3 Jahren meBedeutung gewonnen [1,103,123].

Der FadenwurmCaenorhabditis elegansund der ZebrafischDanio rerio sind in der
Forschung weit verbreitete Modellorganismen. Fi@sdiArbeiten wurden sie als Vertreter der
Gruppen Invertebraten (wirbelose Organismen) undteldeaten (Wirbeltiere) ausgewahlt.
C. elegansist ein weit verbreiteter, im Boden und Wasser ksarmender Fadenwurm
(Nematode). Der Einsatz des Invertebraferelegansals Modellorganismus erstreckt sich von
Genforschung Uber molekulare und zellulare Analydga hin zu Okologischen und
Okotoxikologischen Untersuchen [149-151]. Der Fade&m bietet neben der vollstandigen
Entschlisslung seines Genoms, der einfachen Kaidtimg im Labor, dem kurzen
Entwicklungszyklud der hohen Replikationsrate (300 Embryonen prolt#iduinnerhalb des
gesamten Lebenszyklus von 2-3 Wochen) eine geBrg8e von 50 x 30 pfrfir das Embryo
und 1 mm x 65 pum fur das Adulttier [152].

Der ZebrafischDanio rerio gehort zur Familie der Karpfenfische und ist ekdnnter
Modellorganismus aus der Gruppe der Vertebratea. ®@03e (800 bis 1000 um Fischeier, 5-
6 cm Adulttiere), der im Vergleich zu anderen Witleeen schnelle Entwicklungszykisdie
Transparenz und die Anzahl (bis zu 300 Eiern prabében) der gelaichten Eier sowie die
leichte genetische Manipulierbarkeit fiilhrten zu Bepularitat des Zebrafisches sowohl in der
biomedizinischen, molekularbiologischen Forschuisgaach in der Toxikologie [154-156].

Frihe Arbeiten mitC. eleganszeigten die einfache Handhabung bei der Einbriggder
Embryonen in Mikrofluidsegmente ohne Zerstérung7[158]. Nach bestem Wissen lagen zu

Beginn der Promotionsarbeit keine wissenschafthchArbeiten mit Danio rerio als

& Die Entwicklung vorC. elegansserlauft vom Embryonenstadium (ber die Larvenstadil(6-12 h), L2(17-20 h),
L3 (26-30 h) und L4 (34-40 h) bis zum Adultstadimach 43-50 h. [152] Jorgensen, E. M.; Mango, S\N&. Rev.

Genet.2002 3, 356-369.

® Die phanotypische Entwicklung des Zebrafischesnkanfgrund seiner Transparenz gut verfolgt werddéach

18 h kann bereits die Augenanlage beobachtet wertkah 24 h haben sich die meisten Organe entwidRer

Schlupf der Zebrafischlarve erfolgt nach 48 h. [1&Bnmel, C. B.; Ballard, W. W.; Kimmel, S. R.; Uflann, B.;

Schilling, T. F.Developmental Dynamid®995 203 253-310.
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Modellorganismus in Mikrofluidsegmenten vor. Enstjiingster Zeit wird auch der Zebrafisch
als Testorganismus in Mikrofluidsystemen eingeqdd&®-161].

Das Potential des segmentierten Flusses fiir Vielzé&bnnte eine attraktive Alternative
gegeniber toxikologischen und pharmazeutischend8tdmethoden darstellen. Ziel war die
Anpassung und Optimierung des Mikrofluidsystems ®inen Invertebraten und einen

Vertebraten sowie die Durchfiihrung erster toxikadoger Studien in Mikrofluidsegmenten.

2.8.1 Eingesetzte Chemikalien, Nahrmedien und Pufferlésugen

Die verwendeten Chemikalien wurden in p.a. Quakd den Firmen bezogen und ohne
vorherige Aufreinigung eingesetzt (s. Tabelle 2B)e Zusammensetzung der Nahrmedien,
Néhragar und Pufferldsungen sind in Tabelle 2-fQemlistet.

Tabelle 2-9:Auflistung der eingesetzten Chemikalien fir die &tehe mitC. elegansindDanio rerio

Bezeichnung Chemikalie AbklUrzung/Summenforme  Firma

Perfluormethyldecalin PP9/G1F20 F2 Chemicals Ltd (UK)
Natriumdodecylsulfat SDS/GHasNaOS Merck (Darmstadt)
Kupfer(ll)chlorid CuCh Merck (Darmstadt)
Cochenillerot A ---/C0H11N>Nag010S3 Wousitta
Natriumhypochloritldsung ---/NaOCI/H,0 Neolab (Aktives Chlor ca. 12-

13 %, NaClO ca. 13-14 %,
NaCl max. 11,5 %)

Tabelle 2-10:Zusammensetzung Nahrmedien, Agar und Pufferlésungen

Bezeichnung Zusammensetzung Konzentration
NacCl 5mM
KCI 0,17 mM
. CaChx 2 HO 0,33 mM
E3 Medium MgSO; x 7 HO 0,33 mM
Methylenblau 0,00001 %
Gelost in Aqua dest.
2,5 ml KOH 5mM
Hypochlorit-Lésung 6"ml Natriumhypochlorit-
l6sung
Auf 50 ml mit Aqua dest. auffillen.
Bactotryptan 1649
Wouts-Agar E:z(é:tf Yeast (1) g g
Auf 100 ml mit Aqua dest. auffillen.
NapHPO, x 2 HO 69
NacCl 59
MO-Puffer KH-PO, 39
MgSOy x 7 HO 0,125¢g

Auf 500 ml mit Aqua dest. auffillen.
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2.8.2  Einbringung und Kultivierung von Caenorhabditis eleganr&mbryonen

Die Kultivierung und Isolierung vog. eleganserfolgte in Anlehnung an die Protokolle der
Arbeitsgruppe Schnabel, TU Braunschweigls Nahrungsquelle diente eigscherichia coli
Kultur (Stamm OP50, Wildtyp), welche in DYT-Mediutiber Nacht bei 37 °C kultiviert und
anschlielBend auf Wout-Agarplatten ausgestrichen emeut fir 3 Tage bei 25°C inkubiert
wurde. Danach erfolgte das Animpfen der Agarplatténl x 1cm x 1 mm grof3en quadratisch-
prismatischen Elementen aus ein€r elegans Dauerlarvenplatte Zur Gewinnung von
eiertragenden Adulttieren wurden die Platten ams@bhd bei 25 °C Uber einen Zeitraum von
drei Tagen inkubiert. Das Ablosen der Adulttierenvden Platten erfolgte mit M9-Puffer
(physiologischer Puffer).

Zur Isolierung der Embryonen aus den Adulttieremden die Zellbestandteile der Adulttiere
durch Aufnahme in Hypochloritldsung (5 ml fur 5 ) unter 2-minttigen Schitteln aufgelost
(s. Anhang 6.1.12). Die gewonnen Embryonen wurdeshmrmals sorgfaltig mit M9O-Puffer
gespult. Zur Herstellung der Probensuspension wurdée Embryonen in M9-Puffer
aufgenommen und mit Cochenillerot A angefarbt.

Die Einbringung der Embryonen in die Mikrofluidsegmte wurde durch gleichzeitiges
Injizieren von Tragerflussigkeit (PP9) und Embryesigspension mit Flussraten von 20 pl/min
und 10 pl/min erméglicht. Die Initialdichte der Engbnen wurde so gewahlt, dass statistisch
nur ein, zwei oder kein Embryo pro Segment zu findar. Segmentsequenzen mit bis zu 50
Segmenten und einem durchschnittichen Segmentwiugon 200 nl wurden erzeugt. Die
Entwicklung des Embryos bis zum Schlupf der L1-leavwurde nach 4 h und 17 h Kultivierung
bei 25 °C beobachtet. Daftir wurden die einzelnegntemte unterm Mikroskop untersucht und

die Entwicklung des Embryonen mit Bildgebungssofenanalysiert.

¢ Arbeitsgruppe von Prof. Dr. R. Schnabel, Abteilurigevelopmental Genetics, TU Braunschweig
http://www.ifg.tu-bs.de/Schnabel/ce-home.html.

4 Zur Verfiigung gestellt von der Arbeitsgruppe PBdhnabel, TU Braunschweig. Die Dauerlarven entelitisich
bei geringem Futterangebot oder hoher Populatiochteliaus der L2-Larve und kénnen mehrere Monatedabern
[162] Hope, I. AC. elegans: A Practical Approarxford University Press: Oxford999
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2.8.3  Einbringung und Kultivierung von Danio rerio-Embryonen
Gewinnung der Zebrafischeier und Herstellung der dhyensuspensionen

Die Zebrafische wurden vom Max-Planck-Institut Molekulare Zellbiologie und Genetik,
Dresden zur Verfugung gestellt. Die Haltung der raébchpopulation Danio rerig) erfolgte
unter den in Brand et al. beschriebenen Laborbedigen bei 26 £ 1 °C [163]. Das Aufsammeln
der Zebrafischeier konnte durch ins Aquarium eiegge Laichbecken ermdglicht werden.
Anschliel3end wurden die Zebrafischeier in E3-Puffdrysiologischer Puffer) aufgenommen
und in Petrischalen Uberfiihrt. Vor der Integration die Mikrofluidsegmente erfolgte die
Sortierung der Zebrafischeier nach ihrem Entwicgistadium.

Der Probengeber (Petrischalen) wurde mit den Pfobden Kontrollldsungén dem
Tragermedium (PP9) und einem Indikatorfarbstoffqi@millerot A) bestiickt.

Aufgrund des membranschadigenden Potentials von @GRSCuC} wurden diese als zu
testende Substanzen ausgewahlt. Natriumdodecyis(fBS) ist ebenfalls ein bekanntes
Reizmittel und wegen des Einflusses auf die Gréoh#tnspannung fur das angewendete System
interessant [164].

Die einzelnen Konzentrationsstufen (0,21 pg/ml b82 pg/ml) der Modellsubstanz SDS
wurden durch Verdinnen einer Stammldsung von 4@Mulgergestellt. Fur die Kombination
von SDS mit CuGlwurden zuerst 50 ul einer 3,3 M Kupfer(ll)-chldésung zu 40 ml (0,0041
mM) einer jeden SDS-Konzentration pipettiert. Fimeezweite Kombination wurden jeweils
500 pl 3,3 M CuCGl zu 50 ml (0,033 mM) SDS-L6sung gegeben. Anschhd3gurden zu den
Wirkstofflosungen jeweils 10 Zebrafischeier in @membryonalen Alter von 2 h gegeben. Nur

die Kontrollldsungen enthielten 20 Eier. Die Segtiegang erfolgte unmittelbar im Anschluss.

¢ Mit unterschiedlichen Konzentrationen an den steteden Substanzen behandelte Zebrafischeier
f Unbehandelte Zebrafischeier in E3-Puffer
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Erzeugung der Segmentsequenzen

Zur Vermeidung von Druckgefallen wurde zu Beginmr d&gmentierung der gesamte
Schlauch mit dem Tragermedium PP9 geflllt. Die @imen Segmentsequenzen wurden mittels
Stop-Flow Methode (6.1.1, e) durch alternierendesadigen von definierten Proben- und
Tragervolumen mit einer Flussrate von 30 ul/mineegt. Dafir wurde der Schlauch
abwechselnd zwischen Probensuspension und Tragemmdsewegt. Zur Stabilisierung der
Segmente wurden zwischen den einzelnen Segmentefibldsen integriert. Die
Segmentsequenzen fur die einzelnen Wirkstoffkomagohen und die Kombinationen
umfassten je 10 Segmente mit einem Ei pro Segréatkontrollsequenzen umfassten jeweils
10 Segmente mit ebenfalls einem Ei pro Segment@ife der Segmente variierte von 1,8 mm
(2 by bis 20 mm (11 pl). Auf einer PMMA-Spule kdan zwischen 20 und 30 Segmente
gelagert werden.

2.8.4  Toxizitatsstudie am Zebrafisch

In den Toxizitatsstudien wurden insgesamt ca. 2é@nfnte untersucht. Um eine Aussage
Uber die Wirkung der eingesetzten Modellsubstanzentreffen, wurden allgemeine und
teratogene Endpunkte ausgewahlt. Es konnten |ékadagulation, Absterben des Embryos),
subletale (Gastrulation, Augenanlage, Herzschlggiaz, Blutzirkulation, Pigmentierung,
Schwanzablésung und Schlupf) und teratogene (Deftoom) Endpunkte untersucht werden.
Dafur wurde ein Lichtmikroskop (40fache VergroReyueingesetzt. Um umfangreiche Daten
tber morphologische Anderungen in der Entwicklumy debrafischembryonen zu erhalten,
wurden die Entwicklungsstadien eines jeden Embry@hnige Zeit nach Einbringung ins
Segment (Alter 4 bis 6 h) und mit einem Alter deb#afische von 27 bis 28 h, 52 bis 58 h sowie
76 bis 78 h betrachfetAufgrund des Auftretens von Koagulatidn den Kontrollen wurden alle
Daten auf die Kontrolle normiert. Zwischen den Badiiungszeitpunkten wurden die
Schlauchspulen bei 28 + 1 °C gelagert. Obwohl ggzeerden konnte, dass ein merklicher
Verlust durch Verdunstung der Trager- und wassrigbase durch den Schlauch erst bei sehr
langen Versuchszeiten (mehr als 8 Tage) auftriitde eine relative Feuchte der Umgebungsluft

von ca. 80 % wahrend der Inkubation der Zebrafistdrgonen eingestellt [165].

9 Zeitpunkte fur die als Endpunkte festgelegten Eeklungsmerkmale d }
" Die Koagulation (das Absterben des Embryos) wirdeér Auswertung als Uberlebensrate angegeben.
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2.9 Referenzversuche in Mikrotiterplatten

Fur die Modellorganismet. coli und S. serevisiaevurden Referenzversuche in 96-Well
Mikrotiterplatten (Volumen pro Well 300 ul) durcHgart. Untersucht wurde die Wirkung
unterschiedlicher Konzentrationen an AuNP, AgNDNP, DCP, Peptid Amid und DMSO. Die
Zusammensetzung der Probensuspensionen in dereRafersuchen wurde den Versuchen in
Mikrofluidsegmenten weitgehend nachempfunden (shalig 6.1.13). Die Effekte von bis zu
funf Verdinnungen aus den Stammldsungen der aufgefui Wirkstoffe wurden auf das
Wachstum der Zellkulturen innerhalb eines Kultiviegszeitraumes von 48 h ermittelt. Dafur
wurde die optische Dichte (Tribung) bei 600 nm Hilfe eines UV/VIS Spektralphotometers

gemessen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Konzentrationseinstellung in Mikrofluidsegmenten

Da eine direkte Messung der Wirkstoffkonzentratronen Mikrofluidsegment nicht
realisierbar war, wurden die Wirkstofflosungen toitisch unbedenklichen Indikatorfarbstoffen
(Lebensmittelfarbstoff) in geringer Konzentratioersetzt, so dass eine indirekte Ermittlung der
Konzentrationsverteilung der Testsubstanzen inMignofluidsegmenten durch photometrische
Messung der Farbstoffabsorption mdglich wurde. Dpmotometrische Analyse der
Farbstoffabsorption wurde zur indirekten Ermittlunger Konzentrationsverteilung der
Testsubstanzen im Mikrofluidsegment eingesetzt. vkgsde davon ausgegangen, dass die
Verteilung der eingesetzten Testsubstanzen aquivaleder Verteilung des Farbstoffes ist. Die
Zusammensetzung der Trager- und wassrigen Phaske wargewahlt, dass eine Extraktion der
Testsubstanzen in die Tragerflissigkeit ausgesshitogerden konnten.

3.1.1 Erzeugung von Blocksequenzen

Ziel der blockweisen Konzentrationseinstellung wdre stufenweise Variation der
Wirkstoffkonzentration in den Mikrofluidsegmentes @uch Kapitel 2.2). Mit dieser Methode
sollte ebenfalls eine exakte Zuordnung der einzelk®nzentrationen zu den jeweiligen
Segmenten gewabhrleistet werden.

In Abb. 3-1, a ist die Konzentrationseinstellung den einzelnen Mikrofluidsegmenten
beispielhaft dargestellt. Innerhalb der einzelneregrBentblocke traten nur geringe
Schwankungen der Absorptionswerte auf (s. Abb. By1Es zeigten sich eine gewisse Tragheit
des Systems (Ubergang Positivkontrolle, 3K und 9> Negativkontrolle, nK, s. Abb. 3-1, a).
Hauptverursacher waren kleinste Gasblasen im Mikidgystem, welche grol3tenteils durch
Ausgasung entstehen. Das fuhrte zu einer zeitweigestarkten Kompressibilitdt des
Mikrofluidsystems und zu einem geringfligigen Riokst der Injektionsflissigkeiten. Aufgrund
der geringen Flussraten der Proben wéahrend der éfdrationseinstellung kam es zu einem
zeitlichen Versatz hauptsachlich zu Beginn der Kmoationseinstellung und bei gréReren
Konzentrationsspriingen. Bei dem Einsatz von Testanken mit hoheren Viskositaten zeigte
sich dieser Fehler deutlich durch das VerwischerKemzentrationsstufen (s. Anhang 6.3 PVP,
DMSO). Fur die Versuchsreihen mit niedrigviskosasstSubstanzen konnten vergleichbar gute

Konzentrationseinstellungen erzielt werden (s. Axghé.3 DCP, Coffein).
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Abb. 3-1: Graphische Darstellung der Absorptionswerte desk#drfarbstoffes Cochenillerot A nach erfolgter
Konzentrationseinstellung in einer Mikrofluidseqaera) Photometrische Messdaten der Mikrofluidsegmente
(Messwellenlange 505 nm, pK: Positivkontr8lleK: Negativkontroll&). b) Gemittelte Absorptionswerte innerhalb
der Mikrofluidsegmente.

Die Erzeugung von Blocksequenzen bot die Moglidhkei Gewahrleistung einer genauen
Konzentrationszuordnung zu den Segmentbldcken,raaftedliche Wirkstoffkonzentrationen

auf ihre Effekte zu untersuchen.

2 Die Positivkontrolle enthalt nur Zellen im Kultuegiium, aber keinen Wirkstoff.
® Die Negativkontrolle enthalt nur Kulturmedium uRdrbstoff.
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Fehler durch mogliche Fusionierung von benachbai$@gmenten oder Teilung von
Einzelsegmenten konnten mit dieser Methode minimieerden. Fir die Erzeugung
hochaufgeloster Konzentrationsfelder mit Konzemretabstufungen <5 % erwies sich diese
Methode als ungeeignet, da mit steigender Genatigkke Messzeiten und der
Speicherplatzbedarf zur Lagerung der Segmente albeahstieg.

3.1.2 Kontinuierliche  Erzeugung von  Konzentrationsgradierten  fir  das

Einzelwirkungsscreening

Fur hochaufgeloste Dosis-Wirkungs-Beziehungen a@ststibstanzen wurden kontinuierliche
Konzentrationsédnderungen (Rampenverlaufe) zwisatem Mikrofluidsegmenten eingesetzt.
Dafir erfolgte eine stetige Variation der Wirkskaffizentration in der Segmentsequenz. Uber
die photometrische Messung der Absorption des &tdikarbstoffes Cochenillerot A konnten
indirekt Aussagen Uber die Verteilung des Wirksisfund die Segmentqualitat (Periodizitat,
GroRRenverteilung) getroffen werden (s. Abb. 3-2).

0010, 505nm, Oh

0,008+

Absorption
o o
o o
R &

0,002

0,000 fula mwmww-lw

e
300 350 400 450 500
Zeit [s]

Abb. 3-2: Kontinuierliche Erzeugung von Konzentrationsgratbaenin Mikrofluidsegmenten, Ausschnitt des
photometrischen Messsignals des Indikatorfarbsioff€ochenillerot A einer Segmentsequenz fiir eine
Messwellenlange von 505 nm

Fur die Untersuchung verschiedener Testsubstanzetdew Segmentsequenzen mit 240 bis
500 Segmenten innerhalb von 15 bis 30 Minuten gtzemd analysiert. Dabei wurde ein

dreiphasiger Konzentrationsverlauf eingestellt. Beginn (Anlaufphase) wurden ca. 13 bis 20
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Segmente als Positivkontrdllgeneriert. Am Ende (Auslaufphase) wurden ebentals13 bis
20 Segmente mit maximaler Wirkstoffkonzentrationzeeigt. Dazwischen wurde die
Wirkstoffkonzentration kontinuierlich (linear) agfas Maximum von 100 % Wirkstoff erhoht,
wie in Abb. 3-3 beispielhaft dargestellt ist.

Die Ausgasung der Proben konnte durch Senkung dergedungstemperatur des
Mikrofluidsystems auf 5 bis 10°C und die Regelurgr &pritzentemperatur auf 4 °C stark
verringert werden. Zusatzlich sorgte die Entgasudgr Wirkstofflosungeh durch
Ultraschallbehandlung vor Einbau der Spritzen ingst&n zu einer Minimierung der
Gasblasenbildung. Durch die Beflllung der Schlausthie einer konstanten Gesamtflussrate
wahrend des gesamten Segmentierungsprozessesrkatarie Druckschwankungen vermieden
werden. Dadurch konnten gut reproduzierbare, hocbfgetbste eindimensionale
Konzentrationsfelder innerhalb kirzester Zeit egtewerden. Im Vergleich zur blockweisen
Segmenterzeugung fihren Segmentfusion und -teibenglieser Methode zu einem Fehler bei

der Segmentzuordnung.

0,040— 100%
505nm’ Oh Wirkstoff

0,035

5

'-'5_ 0,030

B 0,025

2 Positiv-
0,020 kontrolle

0,015{ M

T

0 100 200 300 400 500
Segmentnummer

Abb. 3-3: Kontinuierliche Erzeugung von Konzentrationsgratbann Mikrofluidsegmenten, Absorptionswerte des
Indikatorfarbstoffes fir eine Segmentserie von @@ Segmenten, Offset bei pK bedingt durch Zetlsasion.

Die Methode der kontinuierlichen Segmenterzeuguietebneben dem Screening von fein
abgestuften Parameterfeldern neue statistische mBewsmaoglichkeiten innerhalb

Okotoxikologischer Testverfahren.

¢ Positivkontrolle: kein Wirkstoff, nur Zellen im Mamedium.
4 Aufgrund von zu erwartender Zellschadigung korttieeZellsuspension nicht durch Ultraschallbehangllentgast
werden.
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3.1.3 Kontinuierliche Erzeugung 2-dimensionaler Parametefelder fur die

Kombinationsanalyse

Zur Untersuchung der Kombinationswirkung von bimdreMischungen wurden
Segmentsequenzen mit 400 bis 500 Segmenten eriEgngt66-Stufen Kombination mit 6 bis 8

Segmenten pro Kombination wurde fir die zweidimenale Konzentrationseinstellung
2
verwendet. Dasn—z+n Design konnte durch die kontrollierte Variation vdestsubstanz A,

Testsubstanz B und synthetischem Medium bei kotestarAnteil an Zellsuspension in den

Mikrofluidsegmenten erstellt werden (s.Abb. 3-4).

Wirkstoff A 50% Zellsuspension
10y +  Wirkstoff B S ;
[aa)] ;E \T\C + Nihrmedium
%‘ T O = 50%
- ) I )
ﬁ 50%JI
I
=z 0
IS
0% O
0% 50% 100%
Wirkstoff A
a b

Abb. 3-4: Erzeugung zweidimensionaler Konzentrationsfeld®r.Kombination zweier Wirkstoffe nach dem

2
+
n=n Design.b) Zusammensetzung der Mikrofluidsegmente fir bimdischungen.

Das Modell der Konzentrationsadditivitat [31] wurd&ir die Auswertung der
Kombinationswirkung unabhéngig von der Wirkweise @lestsubstanzen zugrunde gelegt. Die
Darstellung der Messdaten erfolgte tber IsobologramDie EC50-Werte konnten aus den
Dosis-Wirkungskurven der Einzelsubstanzen mit Hiljeeigneter Kurven-Fits berechnet
werden. Mit dem Begriff “Synergismus” wurden Effelder binaren Mischung beschrieben, die
sich starker als aus dem Ansatz der Konzentrattlohisatat erwartet, zeigten.

Die Konzentrationseinstellung konnte dber die Iathkfarbstoffe Indigokarmin und
Cochenillerot A ermittelt werden. In Abb. 3-5, andi die wirkstoffproportionalen
photometrischen Messsignale fir eine Kombinatiossez beispielhaft dargestellt. Es konnten
fur die Wiederholungsversuche der einzelnen Testanken gut reproduzierbare 66-Stufen-

Kombinationen erzeugt werden (s. Anhang 6.4).

58



3 Ergebnisse und Diskussion

0,05,
§ oo
a
| -
(@)
§ 0,03-
002{. .7
Segmentnummer
b)
041 __ Indigokarmin
-+ = Cochenille Rot A
0,3-

Absorption

0,04
400 450 500 550 600 650 700
Wellenlange [nm]

Abb. 3-5: Durch Absorptionsmessung ermittelte Konzentratiorstellung in Mikrofluidsegmenten bei der
Untersuchung der Kombinationswirkungen bindrer Gehe. a) Photometrische Messsignale der
Indikatorfarbstoffe Cochenillerot A (Detektion b&05 nm) und Indigokarmin (Detektion bei 610 nm) zur
Bestimmung der Wirkstoffkonzentrationen im Mikratlsegment bei binédrer Wirkstoffkombinatiorb)
Absorptionsspektren der Indikatorfarbstoffe.

Die beiden Lebensmittelfarbstoffe Indigokarmin ur@ochenillerot A eigneten sich
hervorragend als Indikatorfarbstoffe aufgrund deskBmpatibilitat, der rel. gut voneinander
getrennten Absorptionsspektren und der nicht aefticen chemischen Wechselwirkungen in
der Mischung. Die Nachteile dieser Farbstoffe lageder leichten Abbaubarkeit durch einige

Organismen, wie z.B.Saccharomyces cerevisiaend der teilweisen Uberlagerung ihrer
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Absorptionsbanden. Die geringfligige Absorption \mdigokarmin im Detektionsbereich von
Cochenillerot A bei 505 nm fiihrte durch additive ediagerung (Superposition) zu einer
Beeinflussung des Messignals, so dass die detektidk/erte fir Cochenillerot auch von der
Indigokarminkonzentration abhingen (s. Abb. 3-5,Wkiterhin konnte eine geringe chemische
Beeinflussung der Testsubstanzen auf die Absorggigenschaften der Farbstoffe beobachtet
werden (s. auch Diskussion Kaptitel 3.4.1). Eingghbinkeit, solche Effekte zu beriicksichtigen
und eine Korrektur des photometrischen Uberlagesfatders durchzufiihren, ist in Anhang 6.5
aufgezeidt

In Abb. 3-6 ist ein so korrigierter Absorptions\arf fur die Indikatorfarbstoffe Cochenillerot

A und Indigokarmin nach der Verteilung im Mikroftlsegment dargestellt.

0,05,

0,041

Absorption

100 200 300 400 500
Segmentnummer

Abb. 3-6: Korrigierte Absorptionsmessung fur die 2-dimenslertéonzentrationseinstellung.

Da die Konzentrationsdnderung zwischen den Stufamtirkuierlich und nicht sprunghaft
erfolgte und die Konzentrationsdnderung 10 % prafeSticht Uberstieg, ergab sich ein
methodenbedingter Fehler fur jede Konzentratiofsston + 5 %.

Mit diesem Konzentrationsverlauf konnten zweidimenale Konzentrationsfelder mit einer
GroRe von bis zu 500 Segmenten innerhalb einededsiers von ca. 30 min fir binare
Mischungen erzeugt und detektiert werden. Damitnkem Aussagen Uber die Wirkung
verschiedener binarer Mischungen mit einer hohatisischen Genauigkeit gewonnen werden.

¢ OPTIMI-Projekt, erarbeitet durch S. Schneider dn€ao
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3.2 Entwicklung der Modellorganismen im Mikrofluidsegment

Die Schwerpunkte der Untersuchung lagen hier auSdehe nach Methoden zur schadlosen
Einbringung der Testorganismerk. coli, S. cerevisiag C. elegans und D. rerio in
Mikrofluidsegmente und den optimalen Kultivierungdingungen im Segment. Im Vordergrund
der Arbeiten standen die Fragen nach den geeigrieédmmedien fur die Kultivierung im
Segment, dem Einfluss von Zellen und NahrmediumdiifGrenzflachenspannung zwischen
Tragerflussigkeit und Segment sowie dem Wachsturhalten und der Sauerstoffversorgung im

Segment.

3.2.1  ModellorganismusE. coli

Fur die Kultivierung des Darmbakteriunis. coli wurden die Nahrmedien LB-Lennox
(Komplexmedium) und ein synthetisches Medium eiagas(s. Kapitel 2.4.1). Mit beiden
Medien gelang die Kultivierung vork. coli im Mikrofluidsegment. In Abb. 3-7 ist das
Wachstum vork. coliim Mikrofluidsegment nach 24 h Kultivierung im LBedium dargestellt.

N

Tragermedium

Abb. 3-7: Escherichia coli Population nach 24 h Kultivierung im Mikrofluidsegnt (Komplexmedium LB-
Lennox).

Im Komplexmedium wurden optische Dichten (Trubungyn 0,035 + 0,014 nach 24 h
Kultivierung der Bakterien im Mikrofluidsegment geiden (s. Abb. 3-8). Es konnten gut
reproduzierbare Ergebnisse aus den einzelnen \leasiben gewonnen werden. In frihen
Versuchen mit LB-Medium standen keine RUhrsystenme Yerfigung. Die homogene

Verteilung der Zellen wurde durch Dichteanpassummoglicht. Hier kam es aber zu
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Interaktionen zwischen Zellen und eingesetzten tankasn zur Dichteanpassung, welche zu

geringeren optischen Dichten im Vergleich zu demsuehen ohne Dichteanpassung fihrten.

0087 5 | B-Medium
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Abb. 3-8: Wachstumskurve fir eine im Mikrofluidsegment kukite E. coliKultur (LB-Medium, Volumen
Segmente: 480 nl, Anfangszelldichte: 20000 Zelléyi/m

In Abb. 3-9 ist die Wachstumskurve einé&. coliKultur im Mikrofluidsegment und
synthetischem Medium dargestellt.

Die optischen Dichten im synthetischen Medium wardeit 0,023 + 0,015 nach 24 h
Kultivierung im Segment ermittelt. Im Vergleich zitultivierung der Bakterienkultur im
Komplexmedium und Mikrofluidsegment zeigte sich fie Versuche im Minimalmedium ein
schwacheres Wachstum. Diese Ergebnisse bestétigien Erkenntnisse aus anderen
Kultivierungs- und Testmethoden [166]. Wéahrend el der Kultivierung vork. coliin dem
Komplexmedium LB-Lennox bereits fur geringe Zelltien (ca. 10 Zellen/Segment) ein starkes
Wachstum im Segment fir alle durchgefuhrten Versuzbigte, musste beim Einsatz des
synthetischen Mediums mit einer ca. 10fach hoheételdichte angeimpft werden, um ein
Wachstum der Bakterienkultur im Segment zu ermbégiic Weiterhin wurden im synthetischen
Medium unterschiedliche Wachstumsverlaufe beim Aden mit gleicher Zelldichte
beobachtet. Es zeigte sich ein normales AnwachsenZdllen nach 24 h und Eintreten der
Sattigung nach 45 h aber auch ein verzégertes Wanhsvobei erst nach 24 h ein starkes
Anwachsen erfolgte und in einigen Versuchen keirthgaum der Kultur im Segment.

Obwohl das Komplexmedium fir eine schnelle Kultiviegg im Mikrofluidsegment mit

hohen Zelldichten am besten geeignet ist, konntéredie Wirkstoffscreenings nicht eingesetzt

"Versuchsdurchfiihrung J. Cao, FG Physikalische GH&RT, TU limenau
9 Standardabweichung ermittelt aus Wiederholungseden, bei denen ein Wachstum nach 24 h auftrat.
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werden, da der grol3e Nachteil des Komplexmediundemhohen Eigenfluoreszenz und dem

hohen Gehalt an Proteinen liegt.

004, synthetisches Medium
i) ®
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Abb. 3-9: Wachstumskurve fir eine im Mikrofluidsegment kukite E. coliKultur (Synthetisches Medium,
Segmentvolumen: 580 nl + 18 nl, Anfangszelldic2@0000 Zellen/ml).

Proteine sind grenzflachenaktive Substanzen undzregkn die Grenzflachenspannung in
Phasensystemen. Bei der Kultivierung vencoli im Komplexmedium kam es aus diesem
Grund zu einer verstarkten Segmentfusionierung -eitlng wahrend des mit der Detektion
verbundenen Transports und der Lagerung der Mikidgegmente. Verstarkt wurde dieser
Effekt durch das Wachstum der Bakterienkultur. CEinfluss der Zelldichte auf die
Grenzflachenspannung ist in Anhang 6.6 dargestélitch mit Erhéhung des Abstandes
zwischen den einzelnen Segmenten einer Segmenteedwanten Segmentfusionen nicht
vollstandig vermieden werden.

Die Anwendung von Tensiden in der Tragerphase eliokiigeine Stabilisierung von Zwei-
Phasen-Systemen [95]. Davon wurde in diesen Anbeitegesehen, da eine zellschadigende
Wirkung der Tenside nicht ausgeschlossen werdentkon

Das Eigenfluoreszenzsignal des Komplexmediums gteeein starkes Hintergrundssignal,
welches sich stérend auf die Erfassung der Mesagigauswirkte und die Auflosung
verschlechterte. Zusatzlich fihrte das Auftretem \Fluoreszenzldéschung des Mediums zu
Schwierigkeiten bei der Kalibrierung (DiskussiorKapitel 3.5.1).

Mit dem Einsatz des synthetischen Mediums, welches Glucose als Nahrstoffquelle
enthielt, gelang eine drastische Reduzierung vagm®atfusion und -teilung. Da das Medium
keine Eigenfluoreszenz aufwies, konnte eine st@fiag Fluoreszenzmessung mit hoher

Auflosung in den Mikrofluidsegmenten durchgefihrterden. Im Gegensatz zum
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Komplexmedium war es fir eine erfolgreiche Detektotes Zellwachstums im synthetischen
Medium notwendig, mit hoheren Anfangszelldichteragoeiten.

Fur beide Nahrmedien wurde weder eine verstarktdagemung der Zellen an der
Phasengrenze, noch ein Ubergang in die Trageriieadmchtet.

Eine Aussage zur Sauerstoffversorgung der Zellen Nhkrofluidsegment Uber die
Schlauchwand und das Tragermedium konnten mit wligsesuchen nicht getroffen werden. Da
E. colifakultativ anaeroben Stoffwechsel betreibt, was gate Wachstum kein Zeichen fir eine
ausreichende Sauerstoffversorgung im Segment.

Der Einsatz von Mikrobeads ermdglichte die in sMessung stoffwechselrelevanter
Parameter im Mikrofluidsegment. Die Sauerstoffvegsag im Mikrofluidsegment wird im

Kapitel 3.5.2 eingehend diskutiert.
3.2.2  ModellorganismusS. cerevisiae

Die Kultivierung von Hefe $. cerevisiaeg im Mikrofluidsegment erfolgte im
Komplexmedium YM und im Minimalmedium YNB mit Ammamsulfat. In beiden Medien
war die Kultivierung von Hefe erfolgreich, wobei neistarkeres Wachstum fir das
Komplexmedium gefunden wurde (s. Kapitel 3.2.1)Abb. 3-10 ist die Hef&. cerevisiamach
Kultivierung im Mikrofluidsegment dargestelit.

Schlauchwand Phasengrenze

Mikro- m -
fluid-
segment

Hefezellen Trigermedium

Abb. 3-10: S. cerevisiaém Minimalmedium YNB nach 24stiindiger Kultivieruimg Mikrofluidsegment.

Im Vergleich mit dem Modellorganismuk. coli traten Fusionen oder Teilungen von
benachbarten Segmenten bei der Kultivierung vore Hefbeiden Na&hrmedien weit weniger

stark auf und konnten Uber ausreichende Segmedtaleststark vermindert werden. Der
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Nachteil des Komplexmediums lag erneut in der hoBgenfluoreszenz. Aus diesem Grund
wurde in allen Versuchen mit YNB gearbeitet. Nelen Auswahl des Nahrmediums war die
homogene Verteilung der Hefezellen im Mikrofluidsent entscheidend fur die Kultivierung
und die anschlieBenden Toxizitatstests. Die sohrg@#dimentation der Hefezellen in der Spritze
aufgrund ihrer Grol3e sowie deren haufiges Vorliagetellverbdnden machten den Einsatz von
Ruhrsystemen notwendig. Es wurde das WachstumeallnZunter Einsatz eines Magnetrihrers
in der Spritze, eines kommerziell erhaltlichen &emrihrersystems (Cetoni GmbH) sowie das
Wachstum ohne Ruhrer untersucht (s. Abb. 3-11).
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Abb. 3-11: Wachstum vor8. cerevisiaém Mikrofluidsegment unter Einsatz unterschieddciRiihrsystema) kein
Rihrer, YM-Medium, Segmentanzahl: 220, Segmentgr&Be nl + 35 nl.a-1) Bild oben: Optische Dichte der
Segmentsequenz ohne Ruhrer nach 48 h KultivienugM. Bild unten:Optische Dichte der Segmentsequenz ohne
Ruhrer nach 64 h Kultivierung in YMb) Spritzenrihrer Cetoni, YNB Medium, Segmentanza#80,
Segmentvolumen: 460 nl + 125 nlc) Magnetrithrer in  Spritze, YNB-Medium, Segmentanzat40,
Segmentvolumen 800 nl + 1 nl.
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Das Wachstum von Hefe ohne den Einsatz eines Rithrag ist in Abb. 3-11, a dargestellt.
Es zeigte sich eine inhomogene Verteilung in Fomaseunregelmalige Anwachsens der Zellen
nach 48 h Kultivierung im Segment (Abb. 3-11, aHjst nach einer dreitdgigen Kultivierung
konnte ein gleichmaliigeres Anwachsen in den Segmegfunden werden (Abb. 3-11, a-2).

Durch den Einsatz der beiden Riuhrsysteme konnté&ewachsen der Zellen in annahernd
jedem Segment einer Sequenz ermdglicht werdenMBgsungen unterlagen dennoch stéarkeren
Schwankungen, die einerseits auf Inhomogenitaten Wachstum, aber auch auf die
Segmentanalyse zurtickzufuhren sind. Wahrend digeBakkultur nach dem Wachstum nahezu
homogen verteilt im Segment vorlag, bildete die dHeftur Zellverbande, welche
Schwankungen im photometrischen Messungsignal sachten. An einer Optimierung des
Verfahrens wird noch gearbeitet.

Mit dem Einsatz des Magnetruhrers in der Spritagteesich erst nach 160 h ein Wachstum
der Hefezellen im Segment mit einer optischen [@ictie bereits nach 48 h Kultivierung in den
Versuchen mit dem Spritzenrihrersystem gemessemewwrsache konnte ein durch den
Magnetrtihrer verursachter hoherer Scherstressiaudfedlen sein.

Auch in diesen Versuchen konnte ein starkeres Wachsder Zellen in den
Mikrofluidsegmenten durch Einsatz eines Komplexmedi gefunden werden. Die hohe
Eigenfluoreszenz dieses Mediums machte es abay, mi#s bzgl. des Wachstums ineffizientere
Minimalmedium fur die Toxizitatsstudien zu wahlé&ine homogene Verteilung der Hefezellen

konnte durch den Einsatz des Spritzenriherersystemisht werden.
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3.2.3 ModellorganismusC. elegans

Das Ziel der Versuchsreihen anhand des Fadenw@rneteganswar es, neben der bereits
gezeigten einfachen Einbringung, auch die Kultivéekeit der Embryonen im Mikrofluidsystem
nachzuweisen. Der Fadenwurm durchlauft wahrendes&ntwicklung zum Adulttier innerhalb
von 50 h vier Larvenstadien. Es konnte gezeigt emrdlass die Entwicklung bis zum Schlupf
der L1-Larve sowie ein Uberleben einige Stunderhrichlupf im Mikrofluidsegment moglich
ist. In Abb. 3-12 ist die Entwicklung voi€. elegansEmbryonen im Mikrofluidsegment
dargestellt.

Abb. 3-12: Mikroskopische Aufnahmen der Entwicklung vé@h elegansEmbryonen im Mikrofluidsegmentl)
EntwicklungsstadiumC. elegans direkt nach Einbringung ins Segment, Aufnahmen haeterschiedlichen
VergréRerungen2) Schlupf der L1-Larve 17 h nach Isolierung und Kigrung im Segment, Aufnahmen bei
unterschiedlichen Vergro3erungen.

In fast allen untersuchten Mikrofluidsegmenten Kender Schlupf von lebensfahigen L1-
Larven gefunden werden. Der Grofdteil der Larven gteei die typischen
Lokomotionsbewegungen des Fadenwurms.

Weiterhin konnte mit den Versuchen gezeigt werdiass es essentiell wichtig ist, mit einer
synchronen Population zu arbeiten, um gleiche Hhkitwngsstadien der Embryonen zu
Versuchsbeginn garantieren zu kdnnen. Trotz veedemer optimierter Kultivierungsprotokolle
gelang eine vollstandige Synchronisierung der Ned®tipopulation nicht. Deshalb lag der
zeitintensivere Teil der Arbeit in der Sortierungerd Embryonen nach ihrem
Entwicklungsstadium.

Auch standen zu diesem Zeitpunkt noch keine autsradaen Bildanalysesysteme fur die

Anwendung in Mikrofluidsegmentsequenzen zur Verfigjuso dass die phanotypischen
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Screenings semiautomatisch und mit groRem Aufwafudgéen. Erst in den letzten zwei Jahren
sind “Lab-on-Chip“ Plattformen entwickelt wurden, eldshe semiautomatisierte und
vollautomatisierte Entwicklungs- und Verhaltensgtnadam NematoderC. elegansmaéglich
machen [123,149,167]. Die Pilotarbeiten Qitelegandildeten die Grundlage fur die Versuche
mit dem Vertebrate®anio rerio.

3.2.4  ModellorganismusD. rerio

In den Arbeiten zur Integration und Kultivierungrnv®anio rerio Embryonen konnte eine
normale Entwicklung bis zum Schlupf der Zebrafiacid nach drei Tagen trotz eines nicht
auszuschlielBenden Stresseinflusses wahrend deririfiubg und Segmentierung sowie ohne

zusatzliche Sauerstoffanreicherung gezeigt werdéb.(3-13).

. Proben-
B suspension PTFE-Schlauch Trigermedium

Luftblase

| 1.2mm |

Zebrafischlarve

Abb. 3-13: Mikroskopische Aufnahmen von Zebrafischembryonen Mikrofluidsegment. a) Embryo im
Multizellstadium.b) Geschlupfte Zebrafischlarve mit bereits gefulehwimmblase.

Der ausgewahlte PTFE-Schlauch mit einem Innenduesker von 1,2 mm zeigte sich fur die
Einschleusung der Zebrafischeier, ohne Gbermalfsgmss und ohne sichtbare Schadigungen,
als gut geeignet. Eine weitere Minimierung des sSeaflusses auf Membran und Embryo
konnte durch die Einstellung einer niedrigen Flagsion 30 pl/min erreicht werden.

Die Sauerstoffversorgung wahrend der Entwicklung &enbryos erfolgte durch die zur
Stabilisierung der Segmente eingeschlossenen Gasid@ (Luft) sowie durch den durch die
gaspermeablen Eigenschaften von Schlauchwand unédgefimedium (Perfluoralkan)
diffundierenden Sauerstoff. Es zeigte sich, dassUsierleben der geschlipften Fischlarven fiir
weitere zwei bis drei Tage im Mikrofluidsegment ehrzusatzliche Sauerstoffversorgung
maoglich war. Die Gro3e der Segmente beeinflussthtniie Entwicklung der Embryonen,
jedoch war aufgrund der GroRRe der geschlupfterhiEseen eine Segmentlange von mindestens
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5 mm, d.h. eines Segmentvolumens von mindesters éfarderlich, um die Fischlarve nach
dem Schlupf nicht einzuengen. Die Uberfiihrung deésclfarven aus den Segmenten in
Aufzuchtsbecken nach finf Tagen im Mikrofluidsystegigte eine Entwicklung der meisten
Zebrafischlarven ohne sichtbare Schadigung. Auseahrbildeten die Larven aus den
Segmenten mit einem Volumen kleiner 6 pl. Hier vardungfische gefunden, welche eine
Deformation am hinteren Teil der Schwanzflosse imdRuckenflossenbereich aufwiesen.
Grund fur diese Erscheinung kann mechanischer sStves der Einbringung, aber auch der

Unterschied im gesundheitlichen Befinden der emazelFischgelege sein.
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3.3 Autofluoreszenzanalyse in Mikrofluidsegmenten anhat des Modellorganismus

Chlorella vulgaris

Die Ubertragung toxikologischer Standardverfahreiir fden Umweltorganismus
Chlorella vulgaris sollte mit der Methode des segmentierten Flussadistert werden. Das
Wachstum und die Autofluoreszenz der Grinalgen emrals toxikologische Endpunkte
gewahlt und sollten photometrisch und fluorimetrisn den Mikrofluidsegmenten analysiert
werden. Es konnte eine einfache Einbringung dem@gé in die Segmente ohne Schadigung
der Zellen gezeigt werden (Abb. 3-14).
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Chlorella vidgqt; s I‘[ﬁgermgjl_ium: Autofluoreszenz Chlorella vulgaris

a

Abb. 3-14: Chlorella vulgaris im Mikrofluidsegment a) Mikroskopbild Hellfeld, b) Mikroskopbild,
Autofluoreszenzsignal vo@hlorella vulgaris(510-560 nm Anregung, 590 nm Emission).

Die Verteilung der Grinalgen in den Segmentsequenzerde Uber die Messung des
Fluoreszenzsignals bestimmt. Mit einer Mindestadllzvon 1000 Zellen pro Segment konnten
Fluoreszenzanalysen durchgefihrt werden. Der Einsaies Spritzenrthrers (Cetoni GmbH)
ermdglichte eine gleichmaliigere Verteilung der @igen im Mikrofluidsegment (Abb. 3-15).
Bei einer Umdrehungsrate von 1100 U/Mmivurde eine Anlaufphase von 50 bis 100 Segmenten
beobachtet, die fir das Einpegeln der Zelldichteesnen konstanten Wert notwendig waren.
Unter Beriicksichtigung des Scherstresses auf djerAlkdnnte eine Erh6hung der Ruhrrate zu
einer verbesserten Verteilung fuhren.

Ein Wachstum der Algen im Mikrofluidsegment konnfiir die PTFE-Schlauche mit
Wanddicken von 550 pum nicht gezeigt werden. Die-Bagneabilitat der Schlduche reichte
nicht aus, um die Grunalgen mit ausreichend, @0 versorgen (s. auch Diskussion Kapitel

" Die Umdrehungsrate von 1100 upm fiihrte Beserevisiaeu einer guten Verteilung und optimalem Wachstum
der Zellen im Mikrofluidsegment.
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3.5.2, Sauerstoffsensitive ptTFPP-MikrobeadBlach 48stundiger Kultivierung der Zellen bei

25 °C ohne zusatzliche G@®egasung wurde keine Verédnderung in der optiscbBearte

(Tribung) und eine Verringerung des Autofluoressegirals in den Segmenten gemessen.

3,0-

normierte Intensitat

2,5-
2,0-
1,54
1,04
0,5-

Spritzenrirer 1100 upm
110’ Zellen ml”

O negativ Kontrolle_0Oh

100 200 300 400 500
Segmentnummer

Abb. 3-15: Autofluoreszenzsignal von Grinalgen in einer Miku@fsegmentsequenz mit ca. 500 Segmenten.
Segmentvolumen: 578 nl + 88 nl, Segmentanzahl pgrent: ca. 5780 Zellen.

In weiterfuhrende Versuche von J. Cao konnte eim®Igeeiche Kultivierung von

Chlorella vulgaris in  FEP-Schlauchen mit Wanddicken von 200 um gezeigtden. Die

Anpassung von Mikrodurchflussphotometer und Flueten ermoglichten die ersten

Toxizitatstests anhand der Griinalgen im Mikrofleigiment

'J. Cao, A. Funfak, R. Meier, O. Wolbeis, K. MastinM. Kéhler, Microtoxicological screenings in modluid
segments with fluorescence micro beads, 9. Dressi@esor-Symposium, 7. bis 9. Dezember, 2009, Dresde
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3.4 Einzelwirkungsscreenings

Dosis-Wirkungsbeziehungen far die Modellorganismen Escherichia coli
Saccharomyces cerevisia@nd Danio rerio wurden fur unterschiedliche Testsubstanzen
untersucht. Es konnten gut reproduzierbar arbe#elRtbzessprotokolle zur Erzeugung und
Auswertung hoch aufgeltdster Mikrofluidsegmentsegeererstellt werden.

3.4.1 ModellorganismusE. coli

Charakterisierung des Systems

Mit dem Einsatz von Indikatorfarbstoffen sollte diKonzentrationseinstellung des
Wirkstoffes im Mikrofluidsegment qualitativ und quigativ ermittelt werden. Es wurde davon
ausgegangen, dass die Verteilung des Farbstoffegeinher Weise wie die Verteilung des
Wirkstoffes im Mikrofluidsegment erfolgt.

Fur die Bestimmung der realen Wirkstoffkonzentragio im Segment wurden
Kalibrierungskurven fur Cochenillerot A erstellt 5. 3-16). Die lineare Abhangigkeit von
Absorption und Farbstoffkonzentration ermdglichte Uckschliisse auf die
Konzentrationsverteilung des Wirkstoffes im Segmedfd wurde weiterhin eine chemische
Beeinflussung der Farbstoffabsorption durch dietsidstanzen gefunden (Abb. 3-16, Dreieck-
Symbol), die eine von der Testsubstanz abhangi¢ibriéaung notwendig machte.

0,04, e 610nm_ohne Wirkstoff

o- 505nm_ohne Wirkstoff

C A 610nm_mit Wirkstoff
'..C:) 0,03 A 505nm_mit Wirkstoff O 505nm
Q A
3 0,02
< ©

0,01- 9 A

(R
e & ao0w

0,00 1 T T T T T
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005
Cochenillerot A [%]

Abb. 3-16: Kalibrierungskurve von Cochenillerot A im Mikrofldisegment mit und ohne Zusatz eines Wirkstoffes.
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Die Bestimmung der optischen Dichte (Tribung) ish &tandardverfahren in der
Okotoxikologie fiir die Erstellung von Wachstumskemy Mit der Integration von
Mikrodurchflussphotometern war es moglich, das Vgaai der Modellorganismen Uber die
Messung der optischen Dichte direkt, d.h. mittelsteBtion durch die Schlauchwandung
hindurch, zu untersuchen.

Zur Charakterisierung des Detektors wurde die irgn8nt gemessene Extinktion mit der
eingesetzten Zelldichte fir den Modellorganisnttiscoli korreliert. Fir Zelldichten groRRer
5x10 Zellen/ml konnte ein linearer Zusammenhang gefonderden. Die Sensitivitit des
Sensors wurde durch die nicht optimalen Bedingungesn Schlauchgeometrie, kurzer optischer
Weg, Blendengeometrie, Schlauchmaterial und Stiggunonden Schlauchwanden limitiert (s.
Kapitel 2.1).

0,05, o
O O Korrelation im
£ 004, Mikrofluidsegment
5 —— Fit
o 003
o
Q0,02
o
O 0014

0,004

0 1x10° 2x10° 3x10° 4x10° 5x10°
Zellzahl [ml"]

Abb. 3-17: Korrelation der Optischer Dichte mit der Zelldiclite Mikrofluidsegment.

Mit der Optimierung des Mikrodurchflussphotometéss Kapitel 2.1) konnten Messungen
mit einem grofReren Signal/Rausch-Verhaltnis durfilige werden. Damit wurde die Detektion
von Zelldichten ab 10Zellen/ml méglich. Trotzdem stellte die fluorimisthe Messung eine
weitaus sensitivere Methode dar. Fiur die Untersaghder Wirkung binérer Gemische wurde
die photometrische Messung deshalb nur als Konmeskung mitgefuhrt.

Die Beziehung zwischen Wachstum und AutofluoreszemzE. coli im Segment zeigte in
allen Versuchen eine erhebliche Streuung, dennamimtk eine deutliche Korrelation fir
verschiedene Messzeitpunkte gefunden werden (Afil8).3Es konnte gezeigt werden, dass die
Autofluoreszenz der Bakterien mit dem WachstumagstMit der fluorimetrischen Messung
des endogenen zellularen Fluoreszenzsignals konhessagen Uber die Vitalitdt der

Bakterienzellen gewonnen werden.
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Abb. 3-18: Korrelationsplots fur Wachstum und EZFS wahrendiidtivierung vonE. coliim Mikrofluidsegment.
a) Plot nach 24 h Kultivierundn) Plot nach 27 h Kultivierung:) Plot nach 31 h Kultivierung.

Einzelwirkungsscreenings

Mit dem Verfahren der blockweisen und der kontinigken Segmenterzeugung konnten
spezifische und gut reproduzierbare Dosis-Wirkuagibeingen fur die Testsubstanzen DNP,
DCP, Coffein, DMSO, PVP und ein Decapeptid gefunderden.

In Abb. 3-19 sind die Dosis-Wirkungskurven fur diestsubstanzen Coffein, 2,4-DCP,
DMSO und PVP dargestellt. Die zu unterschiedlich@ubstanzklassen gehérenden
Einzelsubstanzen zeigten charakteristische, koret@risabhangige Effekte fur die jeweilige
Einzelsubstanz. Wahrend fir PVP, DMSO und Cofféie @nnéhernd lineare Degradation des
Wachstums gefunden wurde, zeigte sich fur DMSO sgmoidaler Kurvenverlauf. Die
mittleren effektiven Konzentrationen (EC50-Werté) flie Konzentration an Testsubstanz, die
50 % des Bakterienwachstums hemmt, reprasentiedien Ergebnisse des Toxizitatstests
(s. Tabelle 3-1). Sie konnten Uber entsprechentedts den Dosis-Wirkungskurven ermittelt

werden.
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Abb. 3-19: In Mikrofluidsegmenten ermittelte Dosis-Wirkungskemng fir vier verschiedene Testsubstanzen am
ModellorganismusE. coli, Segmentanzahl: 260, Segmentvolumen: 600 bis BOOBiMedium. a) Effekte von
Coffein auf das Wachstum vdh coliim Segmentb) Effekte von DCP auf das Wachstum uéncoliim Segment.

c) Effekte von DMSO auf das Wachstum vBncoli im Segmentd) Effekte von PVP auf das Wachstum von
E. coliim Segment.

Fur Coffein wurde ein EC50-Wert von 7 mM ermitte@offein ist fir seine vielfaltigen
physiologischen Effekte bekannt und wurde bereiifs seine bakterielle Aktivitdt untersucht
[168]. In Ramanaviciene et al. wird ein direktetilakterieller Effekt von Coffein auk. coli
nachgewiesen [169]. Hier wurde eine mittlere effektKonzentration von 0,1 % (ca. 1 mM)
gefunden, welche zumindest groBenordnugsmaRig irerdiistimmung mit dem im
Mikrofluidsegment ermittelten Wert steht.

Fur die Wirkung von DCP als einen Vertreter derdgdyphenole, Umweltschadstoffe die in
vielfaltiger Weise als Biozide Anwendung finden,f alas Wachstum vork. coli wurde ein
EC50 von 10uM ermittelt. Die Referenzversuche in ikrbtiterplatten zeigten
Effektkonzentrationen grof3er 100 uM DCP (Abb. 320,

Die Wirkung von Chlorophenolen wurde in verschieslenwissenschaftlichen Arbeiten

beschrieben. Es ist bekannt, dass sie als Entkomae oxidativen Phosphorylierung den
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Energiestoffwechsel von Mikroorganismen inhibief@70]. In der Literatur werden EC50-
Werte fur 2,4-DCP von 12,61 mg/l (ca. 77 uM) fundeestorganismuk. coli und mit 830 uM
fur Fibroblasten L929 Zellen angegeben [171,172].

Tabelle 3-1:Mit Mikrofluidsequenzen ermittelte EC50-Werte flied
Toxizitét von Coffein, DCP, DMSO und PVP &t coli

Chemikalien EC50 flr 24 h Kultivierung in
LB-Medium

Coffein 7,3mmol/l £1,11

DCP 10,11 pmol/l £ 0,94

DMSO 9,03 % + 0,99

PVP 8,34% + 0,94

Der EC50-Wert fiur DMSO wurde aus den Versuchen iikréfluidsegmenten mit 9 %
ermittelt. DMSO wird mit Konzentrationen bis zu 52ar Zellkonservierung eingesetzt und
sollte in diesem Konzentrationsbereich untoxischrken. Die Referenzversuche in
Mikrotiterplatten bestétigten die Ergebnisse aus Migkrofluidsegmenten. Es wurde eine starke
Inhibierung des Wachstums vda coli bei einer DMSO-Konzentration von 10 % gefunden
(Abb. 3-20, b). In der Literatur werden verschiegldtffekte von DMSO fir unterschiedliche
Konzentrationen beschrieben [173,174]. Auch hienrite eine gute Ubereinstimmung der
Effektkonzentrationen mit denen aus den Versuché&egmenten gefunden werden.
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0,6 W 48h 06 ) ]
§ 0,5 § 05 -
a 04 Q o4
O o3 O 3
0,2 |:I 0,2
0,1 0,1 E . )
0 . 0 H =
0 2 10 100 500  Negativ- 0 0,2 1 10 50 Negativ-
kontrolle kontrolle
2,4-DCP [uM] DMSO [%]
a b

Abb. 3-20: Dosis-Wirkungsbeziehungen fir DCP und DMSO, erithittes Referenzversuchen in Mikrotiterplatten,
Probenanzahl: 12, LB-Mediuma) Effekte von 2,4-DCP auf das Wachstum \&rcoli. b) Effekte von DMSO auf
das Wachstum voR. col..

Vinylpyrrolidone finden u.a. Anwendung als Antisé&pim. Fir das im Segment untersuchte
PVP konnte ein EC50-Wert von 8 % bestimmt werde/P Rnd DMSO haben demnach eine
ahnlich starke Hemmwirkung auf das Wachstum &owoli. In Muller et al. werden fur zwei
unterschiedliche Polyvinylpyrrolidone Effektkonzeattonen zwischen 7 % und 9 % fir coli
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angegeben [175]. Die durchgefiihrten Arbeiten zemgach, dass PVP im Vergleich zu anderen
Antiseptika eine schwéachere Hemmwirkung aufweist.

Zusatzlich zur Untersuchung der Einzelwirkung derestSubstanzen wurde die
Kombinationswirkung des binaren Gemisches PVP undlSD im Mikrofluidsegment
untersucht. Es zeigte sich, dass die Zugabe von RVEiner mit DMSO behandeltdna coli
Kultur eine  Verschiebung der Dosis-Wirkungskurvenn i Richtung geringerer
Effektkonzentration verursachte (Abb. 3-21). Es deureine verstarkte Inhibierung des
Wachstums von E. coli mit steigender PVP-Konzemmnatgefunden. Die Erstellung von
zweidimensionalen Konzentrationsfeldern mit der idele der blockweisen Segmenterzeugung
lieferte erste Einblicke in die Wirkung binarer Geame auf einen ausgewahlten
Modellorganismus. Fur die Erzeugung grol3er Parandetme erwies sich die blockweise
Segmenterzeugung jedoch als zu zeitintensiv, veildumit einem grof3en Speicherplatzbedarf

der Segmente.
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Abb. 3-21: Kombinationswirkung des binaren Gemisches von DM®@ PVP auf das Wachstum vé&n coli im
Mikrofluidsegment. Symbol Dreieck: Dosis-Wirkungske fiur DMSO, Symbol Kreis: Dosis-Wirkungskurve fir
DMSO unter Zugabe von 2 % PVP, Symbol Stern: D@gidcungskurve fur DMSO unter Zugabe von 3 % PVP.

Fur das Einzelwirkungsscreening von DMSO wurde eDBA-Analyse nach 24 h
Kultivierung im Segment durchgefihrt. Die einzelrigagmentblocke konnten gut voneinander
getrennt in Eppendorf cups uberfiihrt und die DNAx&:zen direkt aus den Bakterienzellen
mit PCR amplifiziert werden.

Die Anderung in der Amplifikatmenge in Abhangigkedr DMSO-Konzentration wurde tiber
das Verhaltnis der 2ten (1700bp) zur 7ten (250bgyd® der amplifizierten DNA-Sequenzen
ausgedruckt (Abb. 3-22). In den hier durchgefuhaesten Versuchen konnte eine Abhangigkeit

des Intensitatsverhéltnisses von der DMSO-Konzgoiraggefunden werden. In Hakura et al.
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wird die konzentrations- und zeitabhangige Mutaggnron DMSO auf einen ausgewéhlten
E. coli Stamm beschrieben [173].
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Abb. 3-22: Amplifikation von DNA-Sequenzen aus den im Mikraflsegment kultivierterE. coli Zellen: a)
Intensitatsverhaltnis der 2ten(1700 bp) zur 7te@ipy-Bande in Abhéngigkeit von der DMSO-Konzentmatib)
Gelelektrophorese der mit DMSO behandeliercoli Proben;S: 100bp plus 1,5kbp Standard von Genaxxtn,
3,2 % DMSO,2: 4,4 % DMSO,3: 9,8 % DMSO,4: 11,7 % DMSOJ5: 17,2 % DMSO6: 19% DMSO,S: 100bp
plus 1,5kbp Standard.

Eine Kopplung von toxikologischen Screenings in Mfluidsegmenten mit
Mikrodurchfluss-Schlauch-PCR Analysen konnte fukimftige Toxizitatstests die Grundlage
fur ein vielversprechendes Analysesystem fiir eindtiple Endpunktbestimmung auch auf

Genebene darstellen.

Die Wirkung von 2,4-Dinitrophenol und dem DecapepKKVVFKVKFK-NH ;) auf das
Wachstum und die endogene zellulare AutofluoresZBZFS) vonE. coli wurden untersucht.
Mit der kontinuierlichen  Segmenterzeugung konntenochh aufgeléste  Dosis-
Wirkungsbeziehungen fur beide Testsubstanzen elimitterden. Die simultane Messung der
Optischen Dichte (Tribung) und des Fluoreszenzisgima Segmentsequenzen konnte mit
Mikrodurchflussphotometer und Mikrodurchflussfluoater far unterschiedliche
Kultivierungszeitpunkte ermdéglicht werden. Es wurddir beide Testsubstanzen gut
reproduzierbare Dosis-Wirkungskurven gefunden.

Fur den Wirkstoff DNP konnten sigmoidale Kurvendgerfe fir die Endpunkte Wachstum
und EZFS nach 24 h, 27 h und 31 h Kultivierung #oroli in Mikrofluidsegmenten gefunden
werden (Abb. 3-23). Es zeigte sich eine gute Kati@h der Ergebnisse fir Wachstum und
EZFS. Fir geringe DNP-Konzentrationen von bis zuplD wurde keine Hemmung des
Wachstums und der Stoffwechselaktivitat in Bezud die Positivkontrolle gefunden. Eine
kontinuierliche Zunahme der Inhibierung von Wachstund der Stoffwechselaktivitat zeigte
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sich fur DNP-Konzentrationen grofRer als 10 uM, wadse fir DNP-Konzentrationen von ca.

50 uM zur starksten Inhibierung im Rahmen der Mesagigkeit kam.
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Abb. 3-23: Wirkung von 2,4-Dinitrophenol auf das Wachstum udie Stoffwechselaktivitat von in
Mikrofluidsegmenten kultivierterk. coli Kulturen, Segmentanzahl: 200, Segmentvolumen:rnB08ynthetisches
Medium. a) Konzentrationsabhangige Anderung der Zelldicht®)®on E. coli fiir einen Kultivierungszeitraum
von 31 h (Optische Dichte der Positivkontrollen: Oh24 h: 0,04; 27 h u. 31 h: 0,08). Konzentrationsabhéngige
Anderung der Autofluoreszenz vé coli (Intensitatswerte der Positivkontrollen: Oh: 0,28;h u. 27 h: 2,11; 35 h:
2,49)

Die Screenings nach 27h und 31h Kultivierung tesig eine Erhéhung der
Effektkonzentrationen fur das Wachstum und die Autweszenz. Ursache dafur war das
Auftreten einer zweiten Wachstumsphase #ercoli Kultur fir Konzentrationen zwischen
50 uM und 60 uM nach 27 h sowie 50 uM und 100 puMchn&1 h Kultivierung im
Mikrofluidsegment. Erklarungen fir eine erneute Watamsphase von Bakterienstdmmen nach
der Behandlung mit Testsubstanzen fallen entspnechker Literatur unterschiedlich aus. Eine
Erklarung fir das erneute Anwachsen uencoli bei DNP-Konzentrationen, die bereits nach
24 h stark inhibierend wirkten, kénnte die Ausbiidueiner Subkultur sein, die toleranter gegen
hohere DNP-Konzentrationen ist. Resistenzen trgtiufter beim Wildtyp auf, da hier eine
grolRe Anzahl an Genotypen vorhanden ist, mit welclite Population schneller auf
Umwelteinflisse in Form von spontanen Mutationeagrert kann [176]. Der Nachweis der
Existenz solcher Subkulturen kann durch die Auglung der betroffenen Segmente und die

erneute Kultivierung derE. coliKultur auf Agar-Platten ermoéglicht werden. Erneut
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durchgefuhrte Einzelwirkungsscreening der Stoffveeténtwort konnen dann Aufschluss tber
Resistenzen geben.

Eine weitere Erklarungsmaoglichkeit fir die zweite adiistumsphase konnte die
Verschleppung von Bakterienzellen und eine AndemegEffektorkonzentration wahrend des
Screenings sein. Die Untersuchung zur VerschleppungMikrofluidsegment wahrend der
Detektion und beim Transport der Segmente im Schidiaferte keine eindeutigen Ergebnisse

In Gage et al. wird die Adaption an DNP durch ei&ermoli Stamm beschrieben [177]. Hier
wurden in ersten Messungen Inhibierungsraten deshgtiams von 45 % bei 0,5 mM DNP
gefunden. AnschlielBende Messungen zeigten ein s ®\dachstum der Kultur fir diese DNP-
Konzentration.

In den Referenzmessungen in  Mikrotiterplatten  kennt ebenfalls  Dosis-
Wirkungsbeziehungen mit einem sigmoidalen Kurvelawdrfir DNP gefunden werden (Abb.
3-24). Eine vollstandige Inhibierung des Wachstwosa E. coli konnte erst fiur eine DNP-
Konzentration von 500 uM ermittelt werden. Verghdiare kritische Effektorkonzentrationen
werden in der Literatur fur die Wirkung von DNP &ufcoliangegeben [177,178].

Im Vergleich zu den Versuchen wurden in den Mikrafsegmenten 5 bis 10-mal hohere
minimale Inhibierungskonzentrationen festgestellbies konnte ein Hinweis auf im
Mikrofluidsegment vorkommende Stressfaktoren wieB.z.anaerober Stoffwechsel und
Nahrstofflimitierung sein. Quellen fir den zusathkn Stress auf die Bakterienkultur kdnnten
das im Vergleich zur MTP uber 500fach kleinere Kadrungsvolumen und die begrenzte
Sauerstoffpermeabilitat der Schlauche sein (s.Bision Kapitel 3.5.2).

Die Versuche in Mikrotiterplatten ergaben ebenfallse zweite Wachstumsphase nach 48 h
Kultivierung. Da die Verhéaltnisse in den MTPs nalaer den in der Literatur beschriebenen

liegen, kann die Wachstumsphase durch die AdapiioDNP durcle. coli erklart werden.

I Ergebnisse Versuche J. Cao, FG Physikalische GHIIRIT, TU limenau.
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Abb. 3-24: Dosis-Wirkungsbeziehung fir DNP auf das Wachstum Ezocoli nach 24 h und 48 h Kultivierung in
Mikrotiterplatten, Probendurchsatz: 12, Probenvaoniml, Synthetisches Medium.

Die Wirkung des antibakteriellen Decapeptides KKNWHKFK-NH, auf Wachstum und
EZFS vonE. coli in Mikrofluidsegmenten wurde innerhalb eines Kuéirungszeitraumes von
60 h untersucht. Wahrend sich nach 17 h Kultivigrkeine signifikante Anderung in Wachstum
und Fluoreszenzintesitat zeigte, konnte nach 35ine ehoch aufgeloste Dosis-
Wirkungsbeziehung ermittelt werden.

Hohe Zelldichten konnten fiir geringe Peptidkonzianen bis zu 20 pg/ml gefunden
werden, welche vergleichbar mit Zelldichten aus Besitivkontrollen sind (Abb. 3-25, a). Fur
Peptidkonzentrationen zwischen 20 pg/ml bis 40 ju¢gonnte ein kontinuierlicher Abfall der
Zelldichte mit zunehmender Konzentration gefundesrden, welcher bei 40 ug/ml die grofdte
Hemmwirkung auf das Wachstum voik. coli im Mikrofluidsegment zeigte. Fir
Konzentrationen groRer als 40 pg/ml konnte keinedekung der Bakterienzelldichte
nachgewiesen werden.

Bei der Untersuchung der Wirkung des Decapeptidashn60 h Kultivierung im
Mikrofluidsegment zeigte sich, wie bereits bei derstsubstanz DNP gefunden, eine zweite
Wachstumsphase und eine geringe Verschiebung deimalen Hemmkonzentration. Die
Ergebnisse fur die Messung der Autofluoreszenz Eonoli korrelierten gut mit denen der
Tribungsmessung (Abb. 3-25, b). Auch hier wurdeeeneuter Anstieg der Intensitat nach 60 h
Kultivierung beobachtet. Fir Konzentrationen gro8enig/ml konnte nach 60 h Kultivierung
keine Anderung der Stoffwechselaktivitait gefundenerden. Die Ursachen solcher
Wachstumsphasen koénnten in einer Adaptation liegee,bereits fur die Testsubstanz DNP

diskutiert wurde.
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Abb. 3-25: Antibakterielle Wirkung des Decapeptides KKVVFKVKHWH, auf Wachstum und
Stoffwechselaktivitdét von E. coli fur die Kultivierung in Mikrofluidsegmenten, Segmanzahl: 200,
Segmentvolumen: 600 nl, Synthetisches Meda)Konzentrationsabhangige Anderung des Wachstumg (OB
E. coli (Optische Dichte Positivkontrolle: 0 h: 0; 17 h:3% h u. 60 h: 0,01)) Konzentrationsabhangige Anderung
der Autofluoreszenz voR. coli (Intensitatswerte der Positivkontrolle: 0 h: 0,3Z;h: 0,30; 35 h: 1,20; 60 h: 3,01).

In Hong et al. wird fiir das KSL-Peptide (entspridem hier verwendeten Decapeptid) eine
minimale Inhibierungskonzentration von 3,12 pug/miir fEscherichia coli ATCC 2592
angegeben, welche um ein 10faches niedriger lisghalen Versuchen in Mikrofluidsegmenten
[179]. Da allein schon das Wissen hinsichtlich @éiskungsmechanismus von Peptiden nicht
ganz geklart ist, wird es schwierig die Frage zgrteden, warum die Wirkung des im
Mikrofluidsegment untersuchten Peptides eine amd&dedRenordnung als in der Literatur
gefunden, aufweist. Bereits die verwendeten Pukelien sowie die gewahltdh colrStamme,
die Populationsdichten und die Wachstumsphasen Badterien kdnnen unterschiedliches
Antwortverhalten zur Folge haben. Mit diesen Vehmit konnte eindeutig die inhibierende

Wirkung des Decapeptides dtf colinachgewiesen werden.
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3.4.2 ModellorganismusS. cerevisiae

Die Wirkung von DNP und dem Decapeptid KKVVFKVKFKHY auf eukaryotische Zellen
wurde anhand des Wachstums \rcerevisiagn Mikrofluidsegmentsequenzen untersucht. Fur
2,4-DNP wurden Dosis-Wirkungsbeziehungen fur Vensuomhne und mit Einsatz von
Ruhrsystemen zur Segmenterzeugung ermittelt. In B#t6 sind die Dosis-Wirkungskurven fir
DNP dargestellt.
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Abb. 3-26: Dosis-Wirkungskurven fur 2,4-DNP wahrend der Kuéiiung von S. cerevisiae in
Mikrofluidsegmentsequenzera) Segmenterzeugung ohne Rihrsystem, SegmentanZztl: Segmentvolumen:
570 nl £ 140 nl, YM-Mediuma-1) Wachstum von Hefe nach 24 h Kultivieruray2) Wachstum von Hefe nach
48 h Kultivierung.a-3) Wachstum von Hefe nach 65 h Kultivierurfy). Segmenterzeugung mit Magnetruhrer,
Segmentanzahl: 400, Segmentevolumen: 500 nl + L60MrMedium.
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Nach 48 h konnte fir die Versuche ohne Einsatz seiriRihrsystems bei der
Segmenterzeugung ein konzentrationsabhéangiges WatcHsr E. coli im Mikrofluidsegment
mit einer minimalen Effektkonzentration von ca. 8@ DNP gefunden werden.

Nach 65 h Kultivierung im Segment zeigte sich fMEKonzentrationen zwischen 50 pM
und 100puM ein verstarktes Anwachsen der Hefezellem bis zu 50 % im Vergleich zur
Kontrolle.

Diese Ergebnisse konnten in den Versuchen mit Magmer bereits nach 35 h Kultivierung
im Segment bestatigt werden. Damit konnten fur ewekaryotischen Hefen und die
prokaryotischerk. coli Zellen &hnliche Gréfienordnungen an Effektkonzéotran fir DNP
ermittelt werden. Es konnte nicht explizit geklaverden, ob der Grund fir die erhdhten
Wachstumsbereiche in der Wirkung von DNP oder arVeeteilung der Zellen im Segment lag.

Die Referenzversuche in Mikrotiterplatten bestatigie Ergebnisse aus den Versuchen in
Segmenten (Abb. 3-29, a). Es konnten aber keinstaréten Wachstumsbereiche fur die
untersuchten DNP-Konzentrationen gefunden werden.

Die Wirkung des Decapeptides auf das Wachstum veie h Mikrofluidsegmenten ist in
Abb. 3-27 dargestellt.

0,08, - O 4% 0,08, O 67h
2 o000 % o o O
S 0,06 5 0061 55009 O
a © = &% o o
2 004 % © &0 2 004 e
S co © G 90e0% &
8L, (2]}
& 002] & 002
0,00 T T T T T T 1 0700 T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Peptid Amid [ug/mi] Peptid Amid [ug/ml]
a-1 a-2

Abb. 3-27: Dosis-Wirkungskurven des Decapeptides KKVVFKVKFK-Nirmittelt fur die Kultivierung von
S. cerevisiagn Mikrotiterplatten. Segmentanzahl: 200, Segmeluwen: 590 nl £ 85 nl, Ohne Rihrsystem, YM-
Medium. a-1) Konzentrationsabhangiges Wachstum von Hefe nacth 4Qultivierung im Segment.a-2)
Konzentrationsabhangiges Wachstum von Hefe nad¢hiaaitivierung im Segment.

Im Vergleich zur Wirkung von DNP konnte nach 49idu67 h Kultivierung von Hefe im
Segment keine starke Inhibierung des Zellwachstiimdas Dekapeptid beobachtet werden. Fur
Peptidkonzentrationen grofRer 300 uM zeigte sicle é@rchte Inhibierung des Wachstums im

Vergleich zur Positivkontrolle. Wahrend fir die Raoyontenzellen eine Inhibierung des
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Wachstums bereits flr geringe Konzentrationen desapeptides beobachtet werden konnte,
zeigten die Untersuchungen an den eukaryotischefezelégen nur fur eine 100fach hoéhere
Peptidkonzentration leichte Inhibierungen und damdéthezu untoxische Effekte auf das
Wachstum (Abb. 3-28). Der Einsatz von Mikrofluideegnten ermoglichte das schnelle und
stark volumenreduzierte Wirkscreening einer antdadllen Testsubstanz auf unterschiedliche

Zelltypen.
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Abb. 3-28: Vergleich der Wirkung des Decapeptides KKVVFKVKFKH) auf das Wachstum von pro- und
eukaryotischen Zellen im Mikrofluidsegmea). Wirkung des Decapaptides auf das WachstumSiarerevisiaém
Segmentb) Wirkung des Decapaptides auf das WachstumBzaroliim Segment.

Die Referenzversuchen in MTP fir das Pepptid urdaeerten die im Mikrofluidsegment
ermittelten Ergebnisse (Abb. 3-29, b). Hier wurde Peptidkonzentrationen bis 1000 pg/ml nur

eine leichte Inhibierung des Wachstums von Hefé/engleich zur Positivkontrolle gefunden.

Damit konnte die Eignung des Decapeptides als Aotikum bestatigt werden.
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Abb. 3-29: Dosis-Wirkungskurven fir 2,4-DNR) und Decapeptid KKVVFKVKFK-NH (b) Ermittlung bei der
Kultivierung vonS. cerevisiaén Mikrotiterplatten. Probenanzahl: 12, Probenwadun: 1 ml, YM-Medium.
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Wie bereits in den Wachstumsstudien fircerevisiag(s. Kapitel 3.2.2) gezeigt, ist der
Einsatz eines effektiven Ruhrsystems fiir die homegéerteilung der Hefezellen im Segment

essentiell.

3.4.3  ModellorganismusDanio rerio

Der letale Endpunkt Koagulation (graphisch als U#immsrate dargestellt) wurde bei Zugabe
verschiedener SDS-Konzentrationen und deren Kortibiten mit Kupfer(ll)-chlorid zu einem
frihen embryonalen Entwicklungsstadium, Alter disibh, und mit einem Embryonenalter von
27 h bis 28 h ermittelt (Abb. 3-30).

Ein Embryo wurde als koaguliert bezeichnet, wenalggestorben, also die Zellen denaturiert
vorlagen. Der Embryo erscheint nicht langer trarspia sondern weif3.

Zu Beginn der Untersuchung konnten fir geringe $@8zentrationen bis zu 5,28 pg/mi
weder fir SDS als Einzelsubstanz noch fir die Koatoonen mit 0,0041 mM Cuglund
0,033 mM Cud] eine Wirkung auf die Entwicklung der Zebrafischeyumen im Vergleich zu
den Kontrollen gefunden werden (Abb. 3-30, a). Riinere SDS-Konzentrationen zeigte sich
dagegen eine hemmende Wirkung auf die Entwickluagir vollstandigen Koagulation bei der
hdchsten SDS-Konzentration fur alle drei Varianéfeiterhin konnte gezeigt werden, dass mit
Zunahme der SDS-Konzentration sich der hemmendiuEsnbeider Kombinationen gegentber

der Einzelsubstanz verstarkte.
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Abb. 3-30: Wirkung von SDS und SDS in Kombination mit Cu@uf die Uberlebensrate der Zebrafischembryonen
im Segment in einem frithem sowie fortgeschritter@rtwicklungsstadiuma) Uberlebensrate der Embryonen mit
einem Alter von 4 bis 6 t) Uberlebensrate der Embryonen mit einem Alter voiid 28 h.

Mit einem Embryonenalter von 27 h bis 28 h wies #iembination mit der héchsten
Konzentration an Kupferionen fur die meisten SDSikentrationen bereits keine Entwicklung

der Zebrafischembryonen mehr auf (Abb. 3-30, be Dberwiegende Anzahl der Embryonen
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war koaguliert. Deshalb wurde bei der Betrachtuegidrigen physiologischen Endpunkte nur
SDS und die Kombination mit 0,0041 mM Cy®Ertcksichtigt.

Fur die Behandlung der Embryonen mit der Einzelsuizs SDS zeigte sich fir geringe
Konzentrationen ein mit steigender Konzentratiositpeerer Effekt, wogegen die Kombination
mit einer Konzentration von 0,0041 mM Cy@lir geringe SDS-Konzentrationen keinen Effekt
im Vergleich zu den Kontrollen aufwies. Fur hohétenzentrationen an SDS konnte eine
zunehmende Koagulation der Embryonen gefunden werdlebei sich fur die héchsten SDS-
Konzentrationen ein Absterben aller Embryonen &idé Félle zeigte.

Neben Gastrulation, Augenanlage, Schwanzabl6sulgHerzschlagfrequenz sind sowohl
Blutzirkulation als auch Pigmentierung wichtigeutinemafig gemessene subletale Endpunkte,
da sie verschiedene Kriterien flr eine objektives@meibung der Abweichung von der
Normalentwicklung erméglichen [18,180].

Die meisten der ausgewdahlten Endpunkte kdnnentbe36ih nach Befruchtung beobachtet
werden. Da aber ein konstanter Herzschlag erseimé@m Alter des Embryos von 48 Stunden
erreicht wird, wurde in diesen Versuchen ein Bebhawgszeitpunkt von 52 h bis 58 h
festgelegt.

Der fur niedrige SDS-Konzentrationen ohne und mga&z von 0,0041 mM Cugyefundene
positive Einfluss auf die Entwicklung der Zebrafismbryonen im Vergleich zu den Kontrollen
konnte besonderes bei den Endpunkten PigmentianadgBlutzirkulation beobachtet werden
(Abb. 3-31).
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Abb. 3-31: Wirkung von SDS und SDS in Kombination mit 0,004 r@uCl, auf die physiologischen Endpunkte
Blutzirkulation(a) und Pigmentierun) fiir ein Embryoalter von 52 bis 58 h.

Ursache dafir konnte der antibakterielle Charaktes Kupfer(ll)-chlorids in der

Segmentumgebung sein.
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Die Erhohung der SDS-Konzentration fiihrte zu eiZ@mahme der Inhibierung der
Embryonenentwicklung, wobei die Kombination von SD&J CuC} eine deutlich starkere
Wirkung als SDS allein aufwies.

Es wurden ebenfalls Effekte von SDS auf den temteg Endpunkt Deformation und die
gemessene Herzschlagfrequenz gefunden (Abb. 3AB#)rend fur geringe Konzentrationen der
Einzelsubstanz SDS vergleichbare Frequenzen waeimkKontrollen ermittelt wurden, konnte
bei Zugabe von Kupferionen zu niedrigen SDS-Konatiainen eine geringfligige Erhéhung der
Herzschlagfrequenz gemessen werden.

Fur SDS-Konzentration bis 10 ug/ml ohne und mit afms von CuCGl wurden
Herzschlagfrequenzen zwischen 160 und 200 Schlage Minute gemessen, eine
GroRRenordnung, die in der Literatur fur normal eckelte Zebrafischembryonen angegeben
wird [181].

In oOkotoxikologischen Standardverfahren werden creeslene Arten von teratogenen
Endpunkten betrachtet [182]. In den durchgefihrid@rsuchen wurden nur diejenigen
Deformationen ausgewahlt, die gut mit den gegebemgiischen Bedingungen der
Versuchsanordnung beobachtet werden konnten. Diesden dann unter den Oberbegriff

Deformation zusammengefasst.
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Abb. 3-32: Wirkung von SDS und SDS in Kombination mit Cy@uf den allgemeinen subletalen Endpunkt
Herzschlagfrequen@) und den teratogenen Endpunkt Deformafimnbei einem Embryoalter von 52 bis 58 h.

Es zeigte sich ein nahezu linearer Zusammenhangchem Erhéhung der Konzentration von
SDS und dem vermehrten Auftreten von Deformatioffdb. 3-32, b). Fur die hochsten SDS-
Konzentrationen wurden aufgrund des frihen Koagerie der Embryonen keine Deformationen
gefunden. Fur die Kombinationswirkung mit Kupfeid zeigten sich nur bei einer SDS-
Konzentration von 5,28 pg/ml Deformationen in denbeyonalen Entwicklung mit einem
prozentual geringeren Anteil als der durch SDS nsachte. In Abb. 3-33 ist eine

Zusammenstellung der beobachteten Deformationsfodaggestellt.
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Abb. 3-33: Beobachtete Deformationen von ZebrafischembryomeRikrofluidsegmenta) Fehlbildung von Kopf,
Augen und Schwanz, 5,28 pg/ml SD§. Herzdeformation, 0,21 pg/ml SDS + 0,0041 mM Gu€) Fehlende
Kopfanlagerung, 0,21 pg/ml SDS + 0,0041 mM GuCl

Die hier durchgefiuihrten Versuche zeigten, dassdgian ist, einen komplexen Organismus
wie den VertebratenDanio rerio nicht nur in ein Mikrofluidsystem ohne Schadigung
einzubringen, sondern auch eine Entwicklung bis z&echlupf in speziell definierten
Mikrofluidsegmenten zu gewahrleisten. Daneben war radglich, eine phanotypische
Prozessierung der embryonalen Entwicklung bei Hikwwvig einer Modellsubstanz und deren
Kombinationswirkung zu ermoglichen. Damit wurde d@rundlage fur weiterfihrende
Forschungen zu Mehrzellern in Mikrofluidsystemend uaine Optimierungsgrundlage fur
zukunftige biologische Mulitparameter-Screeningsayaffen.
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3.5 Erfassung der Stoffwechselaktivitdt durch ins Mikrdfluidsegment integrierte

optische pH-Sensorbeads

3.5.1 Kalibrierung

Mit der Integration von Mikrobeads in die Mikroftisegmente konnte die segmentinterne
Analyse von Stoffwechselindikatoren wie z.B. pHepdQ-Wert ermoglicht werden.

Es konnte eine einfache Einbringung der Mikrobdaddie Segmente ohne Verstopfung der
Segmentmodule und das Abwandern der Beads in digefphase gezeigt werden (Abb.
3-34, a).
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Abb. 3-34: Fluoreszenzintensitat von HPTS/p-HEMA-Mikrobeads HNtikrofluidsegmenten.a) Fotos von
Mikrobeads in Segmenten mit unterschiedlichen Ridgengen. Anstieg der Fluoreszenzintensitat neiigsindem
pH-Wert.b) Ausschnitt des Intensitatssignals von Mikrobeadsimer Segmentsequenz.
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Innerhalb von wenigen Minuten konnten bis zu 10@nSente mit einer homogenen
Verteilung der Mikrobeads erzeugt und analysientder (Abb. 3-34, b). Die Detektionsgrenze
fur das Intensitatssignal wurde mit 500 Beads arB0Begment ermittelt. Fur eine Dichte an
Mikrobeads von grof3er 2000 pro Segment konntenr&szenzintensitadten mit einem hohem
Signal/Rauschverhéltnis gemessen werden.

Zur Charakterisierung der Mikrobeads wurden pH- wsitabhangige Kalibrationen im
Komplexmedium und synthetischem Medium fir den d@ggtnismugE. coli durchgefuhrt.

In der Diplomarbeit von J. Cao wurde die pH-Wertvéioklung wahrend des Wachstums
von E. coli im Segment und DYT-Medium mit dem Einsatz von HRPFSEMA Partikeln
untersucht [128]. Die pH- und zeitabhéngigen Kaditamgskurven fir das Komplexmedium
DYT sind in Anhang 6.7 aufgezefgt Es konnte eine lineare pH-Abhangigkeit der
Fluoreszenzintensitat der Beads im Segment und ereifufferlosung fir einen
stoffwechselrelevanten pH-Wert Bereich (pH-Wert \bis 10) gefunden werden (s. Anhang
6.7, Abb. 6-15, a). Fur die zeitabhangige Kalimatder Mikrobeads im DYT-Medium wurden
eine Abnahme der Intensitat und ein nicht linedfeghalten der Kalibrierungskurven wahrend
der Inkubation der Segmente bei 37 °C gefundefr(sang 6.7, Abb. 6-15, b).

Die gemessene Fluoreszenzintensitat lag um ein fa¢iees hoher als die
Fluoreszenzintensitat aus den Versuchen in Puffeni§. Die Ursache lag hauptsachlich in der
hohen Eigenfluoreszenz des Komplexmediums, diehdkoenplexe Bestandteile des Mediums
wie z.B. Peptone und Peptide verursacht werden.digiLagerung der Segmente bei 37 °C
konnte eine Fluoreszenzldschung des Nahrmediumbabbtet werden, welche zu grof3eren
Ungenauigkeiten und Abweichungen bei der Messuhgédi.

Der Einsatz des synthetischen Mediums, welchesGhucose als Kohlenstoffquelle enthielt,
ermdglichte die Fluoreszenzmessung im Segment biweelagerung der Messwerte durch ein
hohes Hintergrundssignal (Abb. 3-35, a). Fur digdrang der Segmente lber einen Zeitraum
von 70 h bei 37°C konnten lineare Kalibrierungslemftr einen pH-Bereich von 6 bis 10
ermittelt werden (Abb. 3-35, b).

 Ergebnisse J. Cao.
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Abb. 3-35: Kalibrierungskurven fiir pH-senisitive Mikrobeaas Mikrofluidsegment. 4x10Beads/ml, 2000 Beads
pro Segment a) pH-abhéngige Kalibrierungskurve fir Mikrobeads imynthetischen Medium. b)
Kalibrierungskurven fiir Mikrobeads inkubiert bei’87im synthetischen Medium Uber einen Zeitraum ¥0mn.

Der Vergleich von zeitabhangiger Kalibrierung im n#etischen Medium und
Komplexmedium bei 37°C ist in Abb. 3-36 dargestdfiir die Mikrobeads im synthetischen
Medium konnten nahezu konstante Intensitatswerte virschiedne pH-Werte Uber einen
Zeitraum von 70 h gefunden werden (Abb. 3-36, ag Messung im Komplexmedium DYT
zeigte eine Abnahme der Intensitatswerte tUber die(Zbb. 3-36, b).
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Abb. 3-36: Kalibrierungskurven der pH-sensitiven Mikrobeads ikikrofluidsegment. a) Zeitabhangige
Kalibrierung fur Mikrobeads im synthetischen Mediulm) Zeitabhangige Kalibrierung fir Mikrobeads im
Komplexmedium DYT.

Die pH-Wert Messung von Mikrobeads im Komplexmedilionnte durch Kalibrierung
ermittelt werden, zeigte sich aber aufgrund derhphen Rauschsignale ungeeignet fir die

Messung kleiner pH-Wertanderungen.

92



3 Ergebnisse und Diskussion

3.5.2 Segmentinterne pH-Erfassung in Wachstumsstudien und@oxizitatstests

Wachstumsstudien

Der segmentinterne pH-Wert konnte Uber die Flu@esntensitdt von pH-sensitiven
Mikrobeads durch Kalibrierung ermittelt werden. Dangelang es, den physiologischen
Parameter pH-Wert wahrend der Kultivierung \rcoliim Mikrofluidsegment zu messen.

Die Kalibrierung der Intensitdt von Mikrobeads fiie Toxizitatstests gestaltete sich
schwieriger, da komplexere chemische Zusammenggtnuim den Segmenten vorherrschten.
Hier wurde keine Berechnung des pH-Wertes durchgefsiondern Aussagen Uber die durch die
physiologische Aktivitat verursachte Anderung degnsentinternen pH-Wertes direkt tiber die
Anderung im Fluoreszenzsignal ermittelt.

In Abb. 3-37 ist die zeitabhédngige pH-Entwicklungi lWer Kultivierung vonE. coli im
Segment und die Referenzmessung in Falcon-TubegaBiKomplexmedium DYT dargestellt.
Fur die Messung im Segment mit Komplexmedium komteAnstieg des pH-Wertes mit der
Zeit gefunden werden (Abb. 3-37, a). Diese Ergedeniorrelierten gut mit den Ergebnissen aus

den Referenzmessungen in 15 ml Falcon-Tubes (A, B).
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Abb. 3-37: Untersuchung der Stoffwechselaktivitat vEncoliim Komplexmedium DYTa) pH-Wertentwicklung
wahrend der Kultivierung einerE. coli Kultur im Miktofluidsegment, Startzelldichte 4xABellen/ml,
Mikrodurchflussfluorimeteb) pH-Wertentwicklung wahrend der Kultivierung eiriercoli Kultur in 15 ml Falcon-
Tubes, Startzelldichte 4xi@ellen/ml, pH-Elektrode.

Die Decarboxylierung von Aminosauren zu basischemnin&n wird in der Literatur als eine
Erklarung fir den Anstieg des pH-Wertes wahrend dedtivierung von E. coli im
Komplexmedium angegeben [133]. Die Ergebnisse eejgtlass mit dem Komplexmedium

DYT trotz starker Beeinflussung des Fluoreszenzdggute und mit den Referenzmessungen
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3 Ergebnisse und Diskussion

vergleichbare Resultate erzielt werden konnten. Vfargleich mit den Versuchen im
synthetischen Medium ist ein hoherer Aufwand fler Hialibration bei der Messung nétig, die
abhangig von unterschiedlichen EinflussgréRen, wigenfluoreszenz des Mediums oder
zeitabh&ngige Fluoreszenzldschung, sind.

Daneben wurde die pH-Entwicklung wahrend der Kigtung vonE. coli im synthetischen
Medium flir zwei verschiedene Startzelldichten ingr8ent und in 15 ml Falcon-Tubes als
Referenzmethode untersucht (Abb. 3-38).
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Abb. 3-38: Untersuchung der Stoffwechselaktivitdt viancoli im synthetischen Mediunma) pH-Wertentwicklung
wahrend der Kultivierung voi. coli im Mikrofluidsegment fiir eine Startzelldichte 4X&ellen/ml und 1x10
Zellen/ml, Mikrodurchflussfluorimeterb) pH-Wertentwicklung wéhrend der Kultivierung eirier coli Kultur in
15 ml Falcon-Tubes, Startzelldichte 42Zellen/ml und 1x1®Zellen/ml, pH-Elektrode.

Fur eine Startzelldichte von 18 Zellen/Segment kerein leichter pH-Anstieg wahrend der
ersten 16 h der Kultivierung im Segment gefundemdese (Abb. 3-38, a). Danach folgte ein
geringfugiger Abfall des pH-Wertes innerhalb eikestivierungszeitraumes von 16 h bis 30 h.
Nach 30 h Kultivierung zeigte sich ein erneuter hegsdes pH-Wertes.

Die Entwicklung des pH-Wertes fur eine Startzeldévon 450 Zellen/Segment zeigte einen
Anstieg innerhalb der ersten 16 h Kultivierung ieg8ient, welcher sich in dem nachfolgenden
Kultivierungszeitraum auf einen konstanten Werststite.

Die Referenzmessung in Falcon-Tubes mit einer ptkiEdde zeigte den typischen pH-Wert
Verlauf fur die Kultivierung vonE. coli im synthetischen Medium. Es konnte ein pH-Wert
Abfall innerhalb der ersten 16 h Kultivierung béier Startzelldichte von 1x2@ellen/ml und
keine Veranderung des pH-Wertes fiir 4«Z@llen/m| Startzelldichte gefunden werden (Abb.
3-38, b). Der pH-Wert Abfall zeigte sich fur die rgge Startzelldichte erst nach 30 h
Kultivierung, wahrend fur die Versuche mit einehibea Zelldichte keine pH-Wertanderung fir

Kultivierungszeiten Uber 15 h gefunden wurde.
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Der pH-Wert Abfall wird auf die Bildung von organteen Sauren bei Sauerstofflimitierung
im Umgebungsmedium zuriickgefuhrt. Bei Nahrstoffietung kann es zu einem
Verstoffwechseln der gebildeten Sauren durch dikrddirganismen kommen, was zu einem
erneuten Anstieg des pH-Wertes fuhrt [133]. Daspfen mit einer héheren Zelldichte fuhrte
in den Versuchen im Mikrofluidsegment und in derfdRenzmessung zu einem friheren
Auftreten der Sauerstofflimitierung und einer sdteren Sattigung in der Wachstumsphase.

Im Vergleich mit der Referenzmethode wurden furMigssung in Mikrofluidsegmenten und
synthetischem Medium viel héhere pH-Werte gefundesiche auf das Autofluoreszenzsignal
von E. coli zurtckgefuhrt werden konnten. Mitgefiihrte Kontradssungen ohne Mikrobeads
ermoglichten die Korrektur der Fluoreszenzintemsita

Mit der pH-Wertmessung wahrend der Kultivierung v@ncoli im Segment konnten
unterschiedliche Stoffwechselantworten fir die Kigrung im Komplexmedium und
synthetischen Medium gezeigt werden.

HPTS/pHEMA-Mikrobeads konnten ebenfalls fir die &mstuchung der pH-Wert
Entwicklung wahrend der Kultivierung von Hefezellerm Mikrofluidsegment und
synthetischem Medium adaptiert werden. Hier wurdehn50 h Kultivierung ein Abfall des
Intensitatswertes ermittelt, welcher einen pH-Wadh im Segment impliziert. Nach 70 h
Kultivierung der Hefezellen stieg der pH-Wert inrd8egmentumgebung wieder an. Diese
Ergebnisse sind in guter Ubereinstimmung mit defeR®&zmessung in Erlenmeyerkolben (s.
Anhang 6.8).
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Abb. 3-39: Untersuchung der Stoffwechselaktivitdit vo8. cerevisiae im Mikrofluidsegment. a) Foto
Mikrobeadsignal nach 24stindiger Kultivierung voefézellen im Mikrofluidsegmenh) Fluoreszenzintensitat der
Mikrobeads wahrend der Kultivierung von HefezellenMikrofluidsegment.
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Toxizitatstest

Als einen weiteren toxikologischen Endpunkt nebeacWétum und Autofluoreszenz wurde
die Stoffwechselaktivitat voi. coli in Abhangigkeit von der Wirkstoffkonzentration wéhd
der Kultivierung in Mikrofluidsegmentsequenzen usteht. Dafur wurden HPTS/p-HEMA-
Mikrobeads im Segment eingesetzt und die Verandeder Fluoreszenzintensitat analysiert
(Abb. 3-40, a). Es konnten fir die Positivkontralieur Zellen) und 2,4-DNP Konzentrationen
bis 60 uM eine Anderung im Intensitatssignal dekrglbeads gefunden werden (Abb. 3-40, b).
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Abb. 3-40: Effekte von 2,4-DNP auf die Stoffwechselaktiviténe. coli ermittelt Gber die Fluoreszenzantwort von
HPTS-Mikrobeads in Mikrofluidsegmentea) Fluoreszenzsignal von HPTS-Mikrobeads nach 24 hierung
von E. coli im Segment, Durchlicht, Anregung: 450-490 nm, Eiois: 515 nm.b) Fluoreszenzintensitats in
Abhéngigkeit von der DNP-Konzentration nach 0 h @dch Kultivierung vork. coliim Mikrofluidsegment.

Dabei resultierte die Verringerung des Fluoreszgnats (Intensitdtswerte negatives
Vorzeichen) aus einer Abnahme des segmentinterng-Wertes wahrend der
Stoffwechselaktivitat der Bakterienkultur. Fiur 3®MuDNP zeigte sich im Vergleich zur
Kontrolle die starkste Stoffwechselaktivitat. Diéhtgkeit vonE. coli sich an Chlorphenole zu
adaptieren ist in der Literatur beschrieben [1Eiihe erhdhte Stoffwechselaktivitat konnte eine
maogliche Stressantwort der Bakterienzellen aufiientakt mit DNP sein.

Die Toxizitdt von Chlorphenolen ist stark pH-Welthangig. Mit sinkenden pH-Werten
kénnen sich verstarkt Phenolmoleklle an die Zelllmam anlagern und durch die Zellmembran
diffundieren, was zu einer verstarkten Toxizitdtrti{171]. Es konnte gezeigt werden, dass flur
DNP-Konzentrationen grofRer 30 uM eine zunehmendigbigrung der Stoffwechselaktivitét
auftrat, wobei fir DNP-Konzentrationen gré3er 60 gdihe messbare Stoffwechselaktivitat der

Bakterienzellen gefunden werden konnte.
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Diese Ergebnisse korrelieren sehr gut mit den Hngebn aus den Wachstums- und

Autofluoreszenzmessungen far coli (s. Kapitel 3.4.1, Abb. 3-23a).

Sauerstoffsensitive ptTFPP-Mikrobeads

Die in weiterfUhrenden Arbeiten von J. é‘amurchgeﬁ]hrten Messungen mit Sauerstoff-
sensitiven ptTFPPMikrobeads in Mikrofluidsegmenten ergaben fir dier eingesetzten PTFE
Schlauche (@0,5mm, &1,6mm und g0.55mm) Diffusionszeiten fur die
Gleichgewichtseinstellung im Segment zwischen 18042in (s. Anhang 6.9, a). Der
theoretisch ermittelte Massentransport fur Sau#rsdarch den PTFE-Schlauch und die
maximale Sauerstoffzehrung bei Annahme eines ofgimaxponentiellen Wachstums wahrend
der Kultivierung vork. coliin Mikrofluidsegmenten ist in Anhang 6.9 a,b dastgét.

In Martin et al. ist der theoretisch UberschlageBauerstoffverbrauch wahrend der
exponentiellen Wachstumsphase im Mikrofluidsegmenit 3,8 ng nach 3,3 h Kultivierung
angegeben, was einen vollstandigen Sauerstoffugzbram Mikrofluidsegment bei einer
Loslichkeit von Sauerstoff von 7 mg/l bei 37°C impmrt [183]. Da die Bakterienzellen in
diesem Wachstumsstadium mehr Sauerstoff verbraualemmax. an Sauerstoff durch den
Schlauch diffundieren kann, ist das Auftreten eiSa&uerstofflimitierung bereits nach 3 %%
Stunden Kultivierung in 500 nl Mikrofluidsegmentend PTFE-Schlauch zu erwarten.

Die Ergebnisse aus den theoretischen Betrachtuhkgemten durch die Messung des
Sauerstoffpartialdruckes mit pt-TFPP-MikrobeadaMikrofluidsegment untermauert werden (s.
Anhang 6.9, Abb. 6-17). Fur die Kultivierung vdan coli im Mikrofluidsegment und PTFE-
Schlauch zeigte sich eine Sauerstofflimitierunghnad, wobei ein Wechsel vom aeroben zum
anaeroben Stoffwechsel vén coliinduziert wird (s. Anhang 6.9, Abb. 6-17 a).

Die Versuche miChlorella vulgarisund dem rein aerob stoffwechselnden Bodenbakterium
Arthrobacter globiformi$ zeigten, dass die Gaspermeabilitat durch den PSdtauch nicht
ausreichend fur eine Kultivierung im Segment iserHuhrte der Einsatz von FEP-Schlauchen
zu einer erfolgreichen Kultivierung in Mikrofluidgmenten (s. Anhang 6.9, Abb. 6-17 b).

Die Gaspermeabilitdt und die Sauerstofftransferfateverschiedene Schlauchmaterialien
sind in Anhang 6.9, Tabelle 6-12 zusammengestélhen PDMS konnte fir den FEP-Schlauch

(di=0,4 mm, ¢=0,2 mm) die hochste Gaspermeabilitat gefunden everd

® OPTIMI-Projekt, Durchfiihrung J. Cao, Fachgebieystkalische Chemie/MRT, TU limenau
¢ Platinum tetrakis (pentafluorphenyl) porphyrin iminilisiert auf polystyrol polymerin
¢ OPTIMI-Projekt, Durchfiihrung J. Cao, Fachgebieydtkalische Chemie/MRT, TU limenau
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3.6 Antwortverhalten von DOX-induzierten HelLa-Zellen und Vitalitatsstudien im

Mikrofluidsegment
3.6.1 Signalerfassung DOX-induzierter HeLa-Zellen

Die Einbringung von HelLa-Zellen in die Mikrofluidgmente gelang ohne Schéadigung (Abb.
3-41, 1). Erste fluorimetrische Messungen des GigRe® der HelLa-Zellen zeigten auch bei
geringen Zelldichten pro Segment gut messbare ditégasignale (Abb. 3-41, 2). In der
dargestellten Segmentsequenz kommt es zum Auftreten Intensitatsspitzen, welche zu
Messwertschwankungen und damit hoheren Messfehlgmrei. Mit dem optimierten
Mikrodurchfluss-Fluorimetér konnten Intensitatsspitzen stark reduziert biszgaarmieden

werden.

Phasengrenze zwischen
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Abb. 3-41: GFP exprimierende HelLa-Zellen im Mikrofluidsegmea}. Mikroskopische Aufnahmen von Hela-
Zellen im Mikrofluidsegment (1) im Hellfeld, (2) &breszenzbild (484 nm Anregung, 510 nm Emissidm)).
Ausschnitt einer Segmentsequenz, GFP-Signal DOXziledter HeLa-Zellen.

Die hohe Eigenfluoreszenz des Mediums mit und obneatz von Phenolrot machte das
Uberfiihren der Zellen in PBS-Puffer notwendig (ABs42). Es zeigte sich, dass die DOX-
induzierten Zellen fir mehrere Stunden im Mikraflsegment und PBS-Puffer ohne eine
signifikante Anderung des GFP-Signals gehalten aerélonnten. Aufgrund der fehlenden
Aufwuchsflachen fur die adharent wachsenden Huniemzend die Uberfiihrung in PBS-Puffer

konnten keine Wachstumsstudien durchgefuhrt werdedmehr lag ein Zellsystem zugrunde,

& Entwickelt und optimiert von J. Cao, [128] Cao’Diplomarbeit, Nanodiagnostik in Fluidsystemen:t®ghe pH-
Auslese in Nanoliterfluidsegmenten,” 2008.
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mit welchem Untersuchungen von Signal-Antwortvesral direkt nach Stimulierung des
Genexpressionssystems maglich wurden.

Die homogene Verteilung der Humanzellen im Mikradkegment sollte durch
Dichteanpassung erreicht werden. Aus Vorversuthemde 60%ige Saccharoselésung als am
besten geeignet fur die Dichteanpassung befundefinfs&ang 6.10). Fur kurze Versuchszeiten
wurde keine Beeintrachtigung der Zellen durch diaccBaroselosung beobachtet. Die
Untersuchung der Verteilung ohne Zusatz von Saoskazeigte ebenfalls eine gute Verteilung
der Zellen im Mikrofluidsegment. Fur die Vitalitaétadien wurde deshalb auf die Einstellung
einer angepassten Dichte verzichtet. Einer evdetudlerstarkung der Zellschadigung sowie
einer zusatzliche Beeintrachtigung des Genexpnessystems konnte damit entgegengewirkt
werden.
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Abb. 3-42: Eigenfluoreszenz von Nahrmedium und Probenkompemnent Mikrofluidsegment

Vorversuche zur Untersuchung der Fluoreszenzantwamt DOX-induzierten Zellen sowie
der Einsatz eines Fluoreszenzfarbstoffes fur nBftX-induzierte Zellen ermdoglichten die
Etablierung des Systems fur die anschlieRenden litdisiests. Die Analyse von
Segmentsequenzen mit bis zu 100 Segmenten liefgrtereproduzierbare Ergebnisse. Die
Schadigung der DOX-induzierten Zellen durch Warnhebellung konnte tber den Verlust des
GFP-Signals fluorimetrisch verfolgt werden (Abb43).

®\Versuchsdurchfiihrung P. Kiesel, DPZ Géttingen.
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Abb. 3-43: Fluoreszenzintensitat DOX-induzierter HelLa-Zelleralgsiert in Mikrofluidsegmenten(a) Aus den
einzelnen Segmentsequenzen gemitteltes GFP-Sigda-ibduzierter Zellen ohne Behandlung (Z-DOX), nach
Behandlung durch Frieren, Tauen (Z_DOX_beh), géfirbehandelte Zellen (Z_DOX_beh_Kh) Photo von
unbehandelten (normalen) und behandelten HeLafZgll€&alcon-Tubes.

Die Farbung von nicht DOX-induzierten HelLa-Zellenit neinem Fluoreszenzfarbstoff
ermdglichte die Unterscheidung zwischen unbehagdefticht gefarbten Zellen, unbehandelten,
gefarbten Zellen und behandelten, gefarbten Z¢Adb. 3-44). Im Gegensatz zu den Versuchen
mit DOX-induzierten Zellen wurden gréRere Messwamigankungen zwischen den einzelnen
Segmentsequenzen fur die behandelten HeLa-Zelkemden.

Zn ZnF ZbF

Abb. 3-44: Gemittelte Fluoreszenzintensitat von mit Live/De2ell Stain Kit (Invitrogen) gefarbten nicht DOX-
induzierten Hela-Zellen im Mikrofluidsegment. Urgacht wurden unbehandelte Zellen (Z_n), unbehamdelt
gefarbte Zellen (Z_n_F) und behandelte, gefarbte@¢z b F).
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Mit beiden Methoden konnte gezeigt werden, dase &interscheidung von gesunden und
geschadigten Zellen durch Fluoreszenzmessung imoflikdsegmenten maoglich ist. Mit dem
Einsatz von DOX-induzierten Zellen kdnnten Einfgisaif das Genexpressionsystem und damit
auf die Proteinsynthese gewonnen werden, wohingeden Einsatz von reaktiven
Fluoreszenzfarbstoffen die Analyse von membransgeaden Eigenschaften von

Testsubstanzen erlaubt.

3.6.2 Vitalitatsstudien

Untersuchung der Wirkung von CuGlauf DOX-induzierte HeLa-Zellen

Schwermetallionen koénnen, z.B. aufgrund der hoheffini&t zu Thiolgruppen,
Stoffwechselprozesse in der Zelle beeinflussen. di@irVitalitatsstudien mit DOX-induzierten
HelLa-Zellen wurde die Wirkung von Kupfer(ll)-lonanif die GFP-Exprimierung untersucht. In
Abb. 3-45 ist die Abhangigkeit des GFP-Signals den Kupferchlorid-Konzentration nach 2 h
Inkubation im Mikrofluidsegment dargestellt. Im ‘g&gich zur Positivkontrolle konnte fur

0,2 mmol/l CuC} nur eine minimale Abweichung des Intensitatssigigafunden werden.

— 1000+ O GFP-Signal Hela-Zellen — 1200, —°— 0.5mM CUC|2 —o—=02mM CUC|2
B nach Behandlung mit CuCl, ® —— Positivkontrolle
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Abb. 3-45: Antwortverhalten GFP-exprimierender HelLa-Zellen hMikrofluidsegmenta) Gemittelte GFP-Werte
der HelLas nach Behandlung mit 0,2 mmol/l und 0,50MnCuChL, 10 Segmente pro Sequenz, ca. 30 Zellen pro
Segmentb) Gegenuberstellung der Einzelsegmente.

Fur eine Konzentration von 0,5 mmol/l CyCeigte sich ein ca. 50%ige Reduzierung des

Intensitatssignals. Die Referenzversiichdt HelLa-Zellen zeigten erst fir 2 mM CuGkin

¢ Durchgefiihrt von P. Kiesel, DPZ Gottingen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

beginnendes Absterben der Zellen nach 2stindigdtivienung in Kulturflaschen. Nach
24stundiger Inkubation von Hela-Zellen konnte eReduzierung des GFP-Signals um 60 %
nachgewiesen werden (s. Anhang 6.11).

In Hultberg et al. sind die Effekte von Metallionenf den Thiolstoffwechsel von Hela-
Zellen beschrieben [184]. Hier wurden Anderungen Thiolstoffwechsel bereits fir
mikromolare Konzentrationen an Kupferionen gefundédrsache fir die im Vergleich zu den
Referenzversuchen intensivierte Wirkung von Kugfef das GFP Signal der HeLa-Zellen im
Mikrofluidsegment kdnnten die reduzierten Kultiviagsbedingungen (PBS-Puffer, €O
Permeabilitdt der Schlauche) sein.

Untersuchung der Wirkung eines Dihydropyrimidin-DeMates (B21) auf die Vitalitdt von
nicht DOX-induzierten HelLa-Zellen

Die Wirkung eines Dihydropyrimidin-Derivatéauf die Vitalitat von HeLa-Zellen konnte im
Mikrofluidsegment untersucht werden. Einige Verhinden, die zur chemischen Gruppe der
Dihydropyrimidine zahlen, wie z.B. das Monastrolerden bereits in der Medizin zur
Behandlung von Tumorzellen eingesetzt [185,186].

Es wurden Segmentsequenzen mit einer hoher Repeodarkeit des Fluoreszenzsignals der
Einzelsegmente gefunden (Abb. 3-46).

21500 - 21500 4 —— B21 in 1% DMSO
1% DMSO —
,g 21000 4 £ 21000
=2
§ 20500 4 § 20500 -
Rl e
&= 20000 20000
&= 172
2 19500 4 S 19500
K =
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18500 4 - ] 18500 4 . | . :
0 50 100 200 0 50 100 150 200
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Abb. 3-46: Intensitatssignal von mit Fluoreszenzfarbstoff nemtlen nicht DOX-induzierten HelLa-Zellen im
Mikrofluidsegment.a) Segmentsequenz fiir HeLa-Zellen behandelt mit 1MB8D. b) Segmentsequenz fur HelLa-
Zellen behandelt mit 0,01 % B21 in 1 % DMSO.

4 Synthese S. Singh, Zentrum fir Innovationskompe(&tK), TU lImenau
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Der Wirkstoff B21 (0,01 %) zeigte ein deutlich ehtés Fluoreszenzsignal gegentuber den
Kontrollen, was ein Hinweis auf eine Membranschédgyder Zellen ist.

In Abb. 3-47 sind die gemittelten Fluoreszenzwede Segmentsequenzen fur die Kontrollen
(Zellen unbehandelt, gefarbt, Zellen behandeltadef 1% DMSO) und der Probe (Wirkstoff
B21) dargestellt. Es zeigte sich, dass 1 % DMS@ egrgleichbare Fluoreszenzintensitat wie
die gefarbten HelLa-Zellen einer gesunden Populaidwies. DMSO hatte also keinen Einfluss
auf die Vitalitat der Zellen. Die Behandlung derll@e durch Frieren und Tauen zeigte ein
starkeres Intensitatssignal als die BehandlungZzdden mit B21. Dies macht deutlich, dass die
Zellen nach Behandlung mit B21 zwar Schadigungefwiagen, welche aber zu keiner

vollstdndigen Farbung im Zellinneren fihrten.

o
N}

o
i
3

o
~

0,05

normierte Intensitat

Abb. 3-47: Wirkung von 0,01 % B21 in 1% DMSO auf die Vitatit#®on Hela-Zellen. Ermittlung Uber
Fluoreszenzfarbung (Live/Dead Fixable Cell Stait) der mit Wirkstoff behandelten Zellpopulationen.

Diese Ergebnisse konnten mit den Referenzvers@chetulturflaschen bestatigt werden (s.
Anhang 6.12). Im Gegensatz zur Behandlung der Zetié B21, wo die meisten Zellen eine
nicht homogene Farbung aufwiesen, zeigten die rskapischen Bilder der HelLa-Zellen nur
vereinzelt gefarbte Zellen nach Behandlung mit 1PMSO. Es ist bekannt, dass
Dihydropyrimidin-Derivate wie Monastrol den mitatteen Spindelapparat blockieren und
dadurch zellulare Prozesse stdoren [186]. DieserkMéchanismus konnte mit den hier
durchgefuhrten Versuchen bestatigt werden.

Die Effekte eines neu synthetisierten Krebswirkistof auf Tumorzellen konnten in

Mikrofluidsegmenten untersucht werden. In zukumftiguntersuchungen soll die Farbung der

¢ Durchfuhrung der Referenzversuche von P. KiesRE G6ttingen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Zellen nach Behandlung mit den Testsubstanzen tdirmkMikrofluidsegment durchgefuhrt
werden. Damit wird es moglich, schnelle Vitalitégtts mit Humanzellen in einer stark

volumenreduzierten Umgebung Uber Fluoreszenzfdititaung durchzufihren.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.7 Kombinationsscreenings binarer Gemische im  Mikroflidsegment am

ModellorganismusE. coli

Kombinationswirkung binarer Gemische

In der Toxikologie werden die zwei Vorhersage-Kgrtee “Konzentrationsadditivitat*
(Loewe [31]) und “unabhangige Wirkung“ (Bliss [32]¥ur die Bewertung von
Kombinationswirkungen als allgemein begrindet aelges. Im Falle der Konzentrations-
Addivitdt wird von &hnlichen Wirkweisen der komkerien Substanzen (&hnliche Dosis-
Wirkungskurven) ausgegangen. Es wird angenommess der Effekt des Stoffgemisches bei
Ersatz einer Substanz durch eine gleich wirksamastint bleibt. Das Konzept der
unabhangigen Wirkung geht dagegen von der Annahméhnlicher Wirkung in einem
Stoffgemisch und damit von der Auslésung gemeinsaibifekte Uber unterschiedliche
Wirkketten aus.

In der Literatur gibt es eine Vielzahl von Modellerur Beschreibung von
Kombinationwirkungen [42]. Fur die Beschreibung &er Gemische kann das Modell der
Isobolographie angewendet werden. Die prinzipieisbolographischen Kurvenverlaufe far
additive, synergistische und antagonistische Eéfskid in Abb. 3-48 dargestellt [49,187].

C

max

Wirkstoff 1

0

0 Wirkstoff 2 Crx

Abb. 3-48: Mdgliche isobolographische Kurvenverlaufe bindreisdiungen fir den Fall der additiven Wirkung
(Effektsummation) (1), der verstarkten Wirkung (ssgistisch) (2) und der Abschwachung der Wirkung
(antagonistisch) (3).

Das Datendesign fur die hier durchgefihrten Versueturde an das Konzept der

Konzentrationsadditivitat angelehnt, unabhangig vder vorliegenden Wirkweise der
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Einzelsubstanzen. Die Darstellung der Ergebnisse @en Untersuchungen der binaren
Gemische konnte in isobolographischen Diagrammangshaulicht werden. Jeder Datenpunkt
auf der Isobole reprasentiert den gleichen Wertlsgsachteten Endpunktes (Optische Dichte,
Autofluoreszenzintensitat). Der Verlauf spiegeké dbweichung der Wirkung der Substanzen
im Gemisch im Vergleich zum Erwartungswert aus dBesis-Wirkungskurven der
Einzelsubstanzen wider. In den nachfolgenden Khapiteerden die Ergebnisse zur
Untersuchung der Kombinationswirkung der bindremSehe Metallnanopartikel und Phenol,
Metallnanopartikel und Schwermetall, Phenol und v&aimetall sowie Phenol und Phenol
diskutiert.

3.7.1  Binares Gemisch von Metallnanopartikeln und Xenobitika
Charakterisierung der Metallnanopartikel

Die Wirkung von Goldnanopartikeln (AuNP) und Silbanopartikeln (AgNP) in
Kombination mit verschiedenen Umweltschadstoffenf adas Wachstum und die
Stoffwechselaktivitat voi. coliim Mikrofluidsegment konnten gezeigt werden.

Die GroRenverteilung der Metallnanopartikel wurdeirath DCS-Messung ermittelt
(s. Anhang 6.13). Die PartikelgroRen, Halbwertgbreiund Ausgangskonzentrationen der
Metallnanopartikel sind in Tabelle 3-2 zusammenggfa
Tabelle 3-2:Partikelgrof3e und Ausgangskonzentration der hezliiest Metallnanopartikel.

a, b kennzeichnen die zwei unterschiedlichen Partikégn der Metallnanopartikel, welche
mit DCS-Messung gefunden wurden.

PartikelgroR¥ PartikelgroR¥ Anfangskonzentration der

Metalinanopartikel /Halbwerts-  /Halbwerts-  Metallnanopartikel

breite breite (bezogen auf PartikelgroRe a)
[nm] [nm] [PM]

AuUNP 30/11,5 3/0,3 10

AgNP (braun) 21,2/9 2,8/1,9 0,15

AgNP (gelb) 22,5/23,8 4,5/3,8 61,68

Bei den untersuchten Metallnanopartikeln kristedlien sich zwei Grof3enverteilungen
heraus. Fiur die in der Anzahl dominierenden Nand@hrwurden Partikeldurchmesser von

"Es wurden zwei verschiedene Chargen an Silberratiogin untersucht, die sich im Herstellungsprszesr in
einem Filtrationsschritt unterschieden. Fir dib&ihanopartikelldsung mit Filtrationsschritt ergath eine gelbe
Farbung (AgNP_gelb) und die Silbernanopartikell@sahne Filtration zeigte eine braune Farbung (AgNBun).

106



3 Ergebnisse und Diskussion

3 nm bis 4 nm bestimmt, wobei die AgNP_gelb undAt®&P_braun hohe Halbwertsbreiten im
Vergleich zu den AuNP aufwiesen.

Die PartikelgroRen mit dem hochsten Massenanteilrdeu bei 30 nm fir die
Goldnanopartikel und 20nm fur die Silbernanopaitik ermittelt. Fur die
Konzentrationsberechnung der Stammldsungen an MNatiicgin wurde die PartikelgroRe mit
dem groRten Massenanteil zugrunde gelegt (s. Anhériy). Zur weiterfihrenden
Charakterisierung der Metallnanopartikel wurden REMd TEM-Messungen sowie optische
Dunkelfeldmessungen durchgefihrt (Abb. 3-49).

TEM x880000 ; e TEM x290000

SEI 15.0kv X150,000 100nm WD 11.0mm

TEM x59000 &

- d' _ : 020
015

0104

Intensitat [u.a.]

0,05 4

0,00 4= . T T .
400 s00  &0OO 700 800 SO0

Wellenldnge [nm]

d

Abb. 3-49: Charakterisierung der Gré3e und Form von Metallpantiikeln. a) REM- und TEM-Bilder von
Goldnanopartikeln (Bild: L. Abahmane). b) REM-Bil8ilbernanopartikel_gelbc) REM- und TEM-Bilder
Silbernanopartikel _braurd) Oberflachenplasmonenresonanz eines einzelnenr&ilbepartikels (AgNP_braun),
Streuspektrum der Dunkelfeldmessung.

Es konnten annahernd sphérische Partikel fur di&lFAgelb und die AuNP gefunden
werden. Die TEM-Bilder von AgNP_braun zeigten diuischung aus unterschiedlichen Formen
an Partikeln. Es konnten neben spharischen Partiketh Partikel mit stdbchenartiger Form

gefunden werden. Diese Ergebnisse konnten mit danké&feldmessung an einzelnen
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Nanopartikeln bestatigt werden. Die nicht-sphaesckormen verursachten hier das Auftreten
von zwei Intensitatsbanden des Streuspektrums, he&eldathochrom zur typischen

Oberflachenplasmonen-Absorptionsbande von 410 mrspitarische Partikel verschoben waren.

Interaktion zwischen N&ahrmedium (synthetisches Meni) und Nanopartikeln ohne

Anwesenheit von Zellen

Gold- sowie Silbernanopartikel bilden im Normalfadtabile kolloidale Ldsungen. Die
Stabilitat hangt aber von der OberflachenladungRbetikel ab, welche durch Liganden, pH-
Wert und lonenstarke der Losung beeinflusst wekdam. Aus diesem Grund wurde der Effekt
des synthetischen Mediums auf die Nanopartikellgsurtersucht.

Eine Anderung der kolloidalen Losung spiegelt sidh der Anderung des
Absorptionsspektrums wider. Eine kolloidale Lésurayn Goldnanopartikeln weist ein
charakteristisches Absorptionsmaximum bei 530 nnf, awahrend Silbernanopartikel ein
Absorptionsmaximum bei 410 nm besitzen. Beide Barsied vergleichbar schmal und werden
durch die typische Plasmonenabsorption der Metadipartikel verursacht.

Alle Proben zeigten eine Veranderung der optiscBeektren mit der Zeit (s. Anhang 6.15).
In destilliertem Wasser (Referenzmessung) zeigienAdNP_braun einen leichten Abfall der
Absorption bei 410 nm nach 24 h und einen leichAestieg nach 48 h Inkubation bei 37 °C
(Abb. 3-50, 1). Es konnte aber keine VerschiebuegyAbsorptionsmaximums gefunden werden.

Bei der Mischung von AgNP_braun mit synthetischeredMm zeigten sich ein starker
Abfall der Absorption und eine hypsochrome Versbhiey der Absorptionsbande nach 24 h und
48 h Inkubation (Abb. 3-50, 2). Es konnte eine nalber schmalere Bande bei 350 nm gefunden
werden.

Die Referenzmessung von Silbernanopartikel AgNR gel Wasser zeigte ebenfalls eine
leichte Abnahme der Absorption, aber keine Verdulmg des Absorptionsmaximums. Beim
Einsatz des synthetischen Mediums zeigte sich divakh Mischung mit den AgNP_gelb eine
hypsochrome Verschiebung der Absorptionsbande n&&80 nm, welche Uber den
Inkubationszeitraum von 48 h stabil blieb (s. Ampénl5, 1-1, 1-2).

Die Absorptionsbande der kolloidalen Lésung an @afwpartikeln wurde sofort nach
Mischung im synthetischen Medium beeinflusst (shamg 6.15, 2-1,2-2). Es zeigte sich eine
bathochrome Verschiebung des Absorptionsmaximunh&imer breiten Absorptionsbande. Das
deutete auf eine elektronische Anderung der Ligahidke hin und fihrte zu Aggregation der

Goldnanopartikel.
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Abb. 3-50: UV/VIS Absorptionsspektrum von SilbernanopartikéinAqua dest. und synthetischem Mediuh).
Absorptionsspektrum von AgNP_braun in Wasser wahdsr Inkubation fur 48 h bei 37°C, a) 0 h, b) 24)8 h.
2) Absorptionsspektrum von AgNP_braun im synthetisckiedium wéhrend der Inkubation fir 48 h bei 378,
0 h, b) 24 h, c) 48 h.

Das Verhalten der Nanopartikel nach 24 h und 4&rmkdurch Aggregation, Sedimentation
und Adsorption an der Oberflache der Kuvettenwanelrpretiert werden.

Es ist bekannt, dass Aggregation haufig mit einathdschromen Verschiebung des
Absorptionsmaximums einhergeht. Die Sedimentatiod dMVandadsorption fihren zu einer
Verringerung der Absorption der kolloidalen Losung.

Die hypsochrome Verschiebung der Absorptionsbandé®i den getesteten
Silbernanopartikeln kann auf eine Oxidation der &fmntikel zurtickgefihrt werden.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Mischung von NMetabpartikeln mit synthetischem
Medium eine GrofRenanderung der Partikel hervoroail damit zu einer Veranderung der

Effektivkonzentrationen der Ausgangslésungen fuhrt. Die angegebenen
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Nanopartikelkonzentrationen kdnnen deshalb nuged®e Richtwerte in den toxikologischen
Tests angesehen werden.

Um Aussagen Uber die Pufferleistung des Nahrmedaurerhalten, wurde das Nahrmedium
mit den Testsubstanzen gemischt und der pH-Werttteitn Die Versuche in 15 ml Falcon-
Tubes wurden so angelegt, dass die Zusammenseaindndje hdchste im Segment eingestellten
Konzentration der Testsubstanzen reprasentiert emurts zeigte sich, dass der pH-Wert des
Mediums mit oder ohne Zugabe der Testsubstanzemhalb eines pH-Bereiches von 7.0 bis 7.3
lag. Es konnte keine starke pH-Wert VeranderungMedium fir die getesteten Substanzen
gefunden werden (Abb. 3-51).

7,3
1

7,2 I
7.1
Q

7 ’ ]
6,9
AgNP_g AgNP_b AuNPin DNPin A1 A1in  sMedium
in A1 in A1 A1 A1 sMedium
Proben

Abb. 3-51: Pufferleistung des synthetischen N&ahrmediums futersohiedliche Testsubstanzen, AgNP_g:
Silbernanopartikel (gelb) in Ansatz 1, AgNP_b: Siianopartikel (braun) in Ansatz 1, AuNP: Goldnaartigel in
Ansatz 1, DNP: 2,4-Dinitrophenol in Ansatz 1, Akinmer Ansatz 1 (Zellsuspension, synthetisches Mediu
Indikatorfarbstoffe), A1 in sMedium: Ansatz 1 verdifi mit synthetischen Medium, sMedium: synthetische
Medium

Damit konnte gezeigt werden, dass direkt nach KEuaeg der Segmente eine
Beeintrachtigung der Stoffwechselaktivitat der igmen durch einen pH-Wert Effekt

ausgeschlossen werden kann.

Binares Gemisch Metallnanopartikel und Phenol

Phenole sind allgemein als Entkoppler der oxidatiPdosphorylierung bekannt. Sie sind in
der Lage, Protonen entgegen dem elektrochemiscreon@ngradienten zu transportieren und
kbnnen damit die ATP-Synthese und den Nahrstopart unterbinden sowie zu einer
Anderung des normalen pH-Wertes des Cytoplasma®riifi77]. Als Vertreter der Phenole
wurden fur diese Versuche 2,4-Dinitrophenol (DNRYl @,4-Dichlorphenol (DCP) ausgewahlt.

2,4-Dichlorphenol (DCP) und 2,4-Dinitrophenol fimdeveit verbreitet Einsatz als Pestizide,
wobei 2,4-DCP ebenfalls eine endokrine Aktivitétvaeist [171].
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In Anlehnung an die Literaturangaben zur Wirkungn NP und DCP wurde von einem
ahnlichen Wirkmechanismus fur die beiden Phenotgegangen und eine ahnliche Wirkweise
fur die Kombination mit anderen Schadstoffen eretart

Metallnanopartikel haben in den letzten Jahren ranfd) ihrer physikalischen, chemischen
und biologischen Eigenschaften enorm an Interessegnen [188]. Die Anwendungsgebiete
von Metallnanopartikeln sind sehr verschieden,isdein sie Verwendung in der Pharma- und
Kosmetikindustrie, in der Optoelektronik oder daormBedizin. Sie werden in grolien Mengen
industriell hergestellt und gelangen somit auctiemNahrungskette. Deshalb ist das Interesse an
der Untersuchung der Wirkung von NanopartikeIndieafUmwelt stark gestiegen [189,190].

Es ist nur sehr wenig Uber die Kombinationswirkuwgn Nanopartikeln mit anderen
toxischen Stoffen bekannt und diese Kenntnis bésgiiisich vorwiegend auf die Interaktion der
Nanopartikel untereinander [191]. Es gibt nur vwezelt Studien zur Kombinationswirkung von
Nanopartikeln und organischen Xenobiotika [192]r &&n ModellorganismuR. coli sind nach
bestem Wissen keine Studien bekannt, in welchen K@mbinationswirkung von
Metallnanopartikeln und Xenobiotika untersucht waunahd stellte eine grol3e Motivation fur
diese Arbeiten dar.

Ziel dieser Teilarbeit war es, Aussagen Uber digeréktion von Gold- und
Silbernanopartikeln mit Cu(ll)-lonen, DCP und DNRu zreffen und die Wirkweisen
untereinander zu vergleichen. Wirkmechanismen kémni diesen Versuchen allerdings nicht

aufgeklart werden.

Goldnanopartikel in binarer Mischung mit 2,4-Diniwwphenol

Goldnanopartikel werden fur verschiedene biomedizhe Zwecke eingesetzt [193].
Aufgrund der einheitlichen plasmonischen Eigengeimafind der einfachen Immobilisierbarkeit
der Partikeloberfliche mit unterschiedlichen Targeéekilen ist das Interesse an
Goldnanopartikeln fir diagnostische Anwendungenden letzten Jahren stark gestiegen
[194,195].

In der Literatur wird metallisches kolloidales Gaftgeist als bio-inert beschrieben [196].
Andere wenige Studien zeigten, dass Goldnanophrtikechaus pharmazeutische Aktivitat
aufweisen und der Umgang mit metallischen Goldnartdqeln starker hinterfragt werden sollte
[197].
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Mit dieser Motivation sollten detaillierte Studiém Mikrofluidsegmenten zur Wirkung von
Goldnanopartikeln durchgefiihrt werden. Im Speziebellte die Frage geklart werden, welche
Wirkung Gold in Form von Nanopartikeln in Anweseiiven Umweltschadstoffen verursacht.

Dafur wurden die Effekte von Goldnanopartikeln imwesenheit von 2,4-Dinitrophenol
(DNP) als ein Vertreter der zellschadigenden ar@dla¢n Verbindungen getestet. Es konnte ein
2-dimensionaler Konzentrationsraum zwischen 0 BipNl Goldnanopartikelkonzentration und
0 bis 150 uM DNP-Konzentration durch eine Segmepisez mit 500 gut voneinander
getrennten Segmenten abgedeckt werden.

Zusatzlich zur Untersuchung der Effekte bindrer dilisigen wurde die Wirkung der
Einzelsubstanzen in Mikrofluidsegmenten untersubtatfiir wurden Einzelwirkungsscreenings
(1-dimensionale Screenings) durchgefuhrt sowie leaigend die Einzelwirkung direkt aus den

zweidimensionalen Screenings gewonnen (Abb. 3-52).
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Abb. 3-52: Einzelwirkung von Goldnanopartikel und 2,4-Dinitfegnol auf die Stoffwechselaktivitat vén coli. a)
Dosis-Wirkungskurve von AuNP nach 23 h Kultivierumgn E. coli im Segment, Datenwerte aus den 2-
dimensionalen Screening) Dosis-Wirkungskurve von 2,4-DNP nach 23 h Kultivieg vonE. coliim Segment,
Datenwerte aus den 2-dimensionalen ScreerihBosis-Wirkungskurve von 2,4-DNP nach 23 h Kultivieg von
E. coliim Segment, Datenwerte aus dem 1-dimensionalezeSicrg.
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Als toxikologische Endpunkte wurde das Wachstum d&akterienkultur durch
photometrische Erfassung der optischen Dichte im krdfluidsegment und die
Stoffwechselaktivitat durch fluorimetrische Erfasguder Autofluoreszenz der Bakterienkultur
untersucht.

Das Effekt-Screening der kolloidalen Ldésung an G@altbpartikeln mit einem
Partikeldurchmesser von 30 nm zeigte eine untori$®irkung auf die Autofluoreszenz und das
Wachstum vork. coli fir die im Versuch eingesetzten Partikelkonzeimngn bis 10 pM (Abb.
3-52, a).

In Goodman et al. werden die Effekte von funktiiaiten 2 nm Goldnanopartikeln
beschrieben. Hier konnten LC(50)-Werte von 3 uM Kétionisch und >28 uM fir anionisch
funktionalisierte Goldnanopartikel fli. coli gefunden werden [198]. In Hwang et al. wurden
nicht-toxische Effekte von unmodifizierten 10 nmI@w@nopartikeln bis zu 1 mg/l flE. coli
gefunden [189].

Die EC50-Werte, definiert als die Konzentrationi er eine 50 %ige Verringerung in der
Fluoreszenzintensitat und der optischen Dichte engléich zur Positivkontrolle auftrat, wurden
mit 89 £ 0,9 uM aus den zweidimensionalen Scree(inp. 3-52, b) und mit 74 £ 0,7 uM aus
den eindimensionalen Screening (Abb. 3-52, c¢) fi@2NP ermittelt. Fir beide Methoden
konnten @hnliche EC50-Werte gefunden werden, waskaihtigkeit der aus den in Segmenten
gewonnenen Toxizitatsdaten stitzt.

In Abb. 3-53 sind die Isobologramme der Endpunkteaciétum (Tribung) und
Autofluoreszenzintensitat (EZFS) fur den ModelloniganuskE. coli dargestellt.

g 140 23h_Optische Dichte é 1404
£ 1201 120
= 0,001 =

= 100 5 100-
c — c

o 80 o) 80
S 0] S 60]
O o

2 40 < 2 40
A 20 O 20-
< 0 , \ )\ < 0
N 0 2 4 6 8 o

Au-Nanopartikel [pmol/l] Au-Nanopartikel [pmol/l]
a b

Abb. 3-53: 2D-Plots des binaren Gemisches DNP und AuNP fir Medellorganismusk. coli kultiviert in
Mikrofluidsegmenten.a) Isobolen fiir den Parameter Wachstum (optische tBjchach 23 h Kultivierung im
Segmentb) Isobolen fir den Parameter Autofluoreszenz nach Raltivierung im Segment.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Es konnten eine gute Ubereinstimmung des Antwdmbleens fur beide Endpunkte als
Funktion der verschiedenen Kombinationen der Effidkinzentrationen gefunden werden.

Die zweidimensionalen Screenings erlauben die $anal Bestimmung eines kompletten
Datensets an EC50-Werten fur DNP innerhalb des ngesa untersuchten
Konzentrationsbereiches der Goldnanopartikel. Dies&z von Goldnanopartikeln flhrte zu
einer Verringerung der kritischen DNP KonzentragionWahrend die lethale Konzentration fur
DNP bei 100 uM ohne Zusatz von AuNP lag, zeigth Bidoei Nanopartikelkonzentrationen von
3 pM eine Verringerung der kritischen Konzentratemm DNP auf 80 uM und auf 40 uM bei
einer AUNP-Konzentration von 7 pM. Die Ergebnisgiegeln ein annahernd lineares (additives)
Antwortverhalten des binaren Gemisches DNP und AwNéder. Es zeigten sich nur sehr

schwache synergistische Effekte fir geringe Kormatginohen an DNP.

Goldnanopartikel in binarer Mischung mit 2,4-Dichigphenol

Die Wirkung von 2,4-Dichlorphenol wurde in binaMrschung mit einer kolloidalen Losung
an Goldnanopartikeln untersucht. Aus dem Effeke8omg von 2,4-DCP wurde eine EC50-
Wert von 9 + 0,08 uM ermittelt, welcher um ein Id)fas geringer als der EC50 von 2,4-DNP
lag (Abb. 3-54). Damit zeigte 2,4-Dichlorphenol eistérkere Inhibierung der Zellaktivitat von
E. colials 2,4-Dinitrophenol.
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Abb. 3-54: Dosis-Wirkungskurve von 2,4-DCP nach 23 h Kultivieg vonE. coliim Segment, Datenwerte aus den
2-dimensionalen Screening.

Auch die in den Versuchen mit DNP als untoxischegiten AuNP zeigten fur die

eingesetzte Bakterienkultur eine starkere Inhiligruder Zellaktivitdt. Ursache fur die
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3 Ergebnisse und Diskussion

Schwankungen im Antwortverhalten der biologischegst@me kodnnen unterschiedliche
Vitalitatszustéande der Kulturen sein.

Die Isobologramme fiir das bindre Gemisch DCP undRAaeigten ahnliche Kurvenverlaufe
wie bei den Versuchen mit DNP, weisen aber einstégite Wirkung auf die Bakterienkultur
auf. Fur die Kombination von Phenolen mit Goldnaartigeln konnten ahnliche Wirkweisen
gefunden werden. In beiden Kombinationen wurdewhteisynergistische Effekte auf das
Wachstum und die Stoffwechselaktivitéat viancoli gefunden (Abb. 3-55)
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Abb. 3-55: Kombinationswirkung des binaren Gemisches von AwiK& DCP fiir die Kultivierung vok. coliim
Mikrofluidsegmenta) Isobolen fur den Parameter Wachstum (optischetBjarach 22 h Kultivierung im Segment.
b) Isobolen fiir den Parameter Autofluoreszenz nach Raltivierung im Segment.

Silbernanopartikel in binarer Mischung mit Phenolen

Silbernanopartikel sind bekannt fir ihre antibalkiér und antivirale Aktivitat. Silber wird in
beiden Formen eingesetzt, als Salz (Silberionem) imnForm von metallischem Silber zur
Behandlung von Infektionen oder zur Prophylaxearsehiedenen medizinischen Therapien.

Die Wirkung von Silbernanopartikeln ist komplex umoch nicht vollstandig aufgeklart. Als
Hauptursache fur die Toxizitat von AgNP wird dagisetzen von Silberionen benannt, welche
durch die Zellmembran diffundieren kénnen und duoit die Bildung von ROS (Reactive
Oxygen Species) verantwortlich sind [189]. Der BEabvon Silbernanopartikel mit
Durchmesser 20 nm in spezielle Proteine der Bakterienzellmembtann zur Permeabilitat
sowie zur Perforierung der Membran und damit zwereiloxischen Wirkung auf die Zellen
fuhren [199]. Die Toxizitdt von Nanopartikeln wirdurch die Art der Agglomeration, der

Partikelgro3e und der spezifischen Oberflache lflesst.
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3 Ergebnisse und Diskussion

In der Literatur werden unterschiedliche Aussagberidie minimale Effektkonzentration
(MIC) fur AgNP aufE. coli getroffen. Dabei muss berucksichtigt werden, dassrachiedliche
PartikelgroRen untersucht und verschiedéhecolrStdmme eingesetzt wurden. Es werden
kritische Konzentrationen von 25 bis 100 pg/mlRartikelgrél3en zwischen 1 und 40 nm [190],
von 5,66 pg/ml fir 4 nm AgNP [199], von 0,06 pgfiat 39 nm AgNP [188,191] und MIC'’s
> 3.3 nM fiir 13,4 nm AgNP [200] fir verschieddiecol-Stamme angegeben.

Trotz des umfangreichen Wissens Uber die toxisdhbiekte von Silbernanopartikeln auf
Zellen und Mikroorganismen, gibt es nach unserestepeWissen keine detaillierten Studien zur
synergistischen Kombinationswirkung von Silbernartigeln mit anderen Toxinen.

Wie in Kapitel 3.7.1Charakterisierung der Metallnanopartikddeschrieben, wurde die
Wirkung von zwei verschiedenen Silbernanopartike&@en (AgNP_braun, AgNP_gelb)
untersucht. Beide Losungen an Silbernanopartikédsen eine Partikelgréf3e von ca. 20 nm auf,
unterschieden sich aber in der Form der Nanopéartik@ie Effekt-Screenings in
Mikrofluidsegmenten flr die beiden kolloidalen Lagen an Silbernanopartikel sind in Abb.
3-56 dargestellt.
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Abb. 3-56: Dosis-Wirkungskurven von Silbernanopartikeln aué @toffwechselaktivitat vork. coli nach 22 h
Kultivierung in Mikrofluidsegmenten.a) Wirkung von AgNP_braun, Mischformen von spharisthbis
stébchenformige Partikelb) Wirkung von AgNP_gelb, sphéarischen Partikeln.

Fur die Silbernanopartikel (AgNP_braun) mit sphéren und anisotropen Mischformen
konnte eine verstarkte Wirkung auf die Stoffwecak®Vitat von E. coli im Vergleich zur
Wirkung der spharischen Silbernanopartikel (AgNRblggefunden werden. Es wurden EC50-
Werte von 0,09 + 0,003 pM fir 20 nm AgNP_braun @3t 0,06 pM fir 20 nm AgNP_gelb

ermittelt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die Formabhé&ngige Wirkung von Silbernanopartikebrde in Pal et al. beschrieben [188].
Im Vergleich zur Wirkung von sphérischen und st@mtrmigen Partikeln zeigten hier die
rechteckigen Partikel eine verstarkte biozide WhidkaufE. coli.

Die Effekte der binaren Mischungen von Silbernamiipein und 2,4-DNP sowie 2,4-DCP
wurden untersucht.

Die kritischen Konzentrationen fiir AQNP fiir Wachmtund Stoffwechselaktivitéat vda. coli
kultiviert in Mikrofluidsegmenten zeigten viel niegere Werte als die mit konventionellen
Methoden gefundenen kritischen Konzentrationen J[2D@es weist auf starkere Effekte in den
Mikrofluidsegmenten hin. Die ermittelten Werte siddnnoch in guter Ubereinstimmung mit
den in der Literatur gefundenen GroéRenordnunge8,pra].

Die Kombinationswirkung von AgNP_braun in Konzetitaen zwischen 0 und 150 fM und
2,4-DNP im Konzentrationsbereich zwischen 0 und @bDwurde untersucht. Daflr wurden
Mikrofluidsegmentsequenzen mit ca. 500 Segmenteaugt. Analog zu den Experimenten mit
dem binaren Gemisch Goldnanopartikel und DNP kodatait der gesamte zweidimensionale
Konzentrationsraum fur die beiden Effektoren abgktiererden.

Die Ergebnisse des zweidimensionalen Screeningddsibinare Gemisch AgNP_braun und
DNP zeigten deutliche Abweichungen von den untdrgicGoldnanopartikeln in Kombination
mit DNP. Es konnte ein starker synergistischer lffér die Kombination von AgNP_braun und
DNP gefunden werden (Abb. 3-57).
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Abb. 3-57: Kombinationswirkung des bindren Gemisches von AghBun und DNP fur die Kultivierung von
E. coliim Mikrofluidsegmenta) Isobolen fiir den Parameter Wachstum (OptischetBjatach 22 h Kultivierung
im Segmentb) Isobolen fiir den Parameter Autofluoreszenz nach Raltivierung im Segment.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die mikrophotometrischen und fluorimetrischen Meggn von Tribung und
Fluoreszenzintensitat zeigten eine starke Redumjerder lethalen DNP-Konzentration bei
vergleichbar niedrigen Silbernanopartikel-Konzetnbraen.

Eine Verringerung der lethalen DNP-Konzentratiom vi?0 auf 40 uM konnte bei einer
AgNP-Konzentration von 30 fM gefunden werden, was 80 % von der lethalen Dosis an
Silbernanopartikeln entspricht.

Hohere AgNP-Konzentrationen (60 fM) fihrten zu eineeiteren Verringerung des
Grenzwertes von DNP auf 10 uM, was 10 % der lethBlesis des reinen DNP’s entspricht.

Die Untersuchungen zeigten eine starke Beeinflugsaer toxischen Effekte wvon
Silbernanopartikeln durch DNP und umgekehrt einestéekung der Effekte von DNP durch die
kolloidale Silbernanopartikelldsung.

Die Untersuchung der Wirkung des binaren GemischAgblP_gelb und DCP zeigten
ebenfalls synergistische Effekte fir Wachstum umtofluoreszenz und damit eine Verstarkung
der Wirkung im Vergleich zur Effektsummation (Ab®-58). Trotz des im Vergleich zu DNP
niedrigeren EC50-Wertes fur DCP konnte kein vekstdirEffekt fur die Mischung von DCP mit
Silbernanopartikeln gefunden werden. Ursache koeirte Kompensation der Wirkung durch
die starker inhibierenden Silbernanopartikel misatrtopen Mischformen sein.
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Abb. 3-58: Kombinationswirkung des binaren Gemisches von Agidtb und DCP fiir die Kultivierung vda coli
im Mikrofluidsegment.a) Isobolen fir den Parameter Wachstum (optische tBjchach 22 h Kultivierung im
Segmentb) Isobolen fir den Parameter Autofluoreszenz nach Raltivierung im Segment.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.7.2 Binéres Gemisch von Metallnanopartikeln und Schwerratall

Silbernanopartikel im binaren Gemisch mit Kupferabid

Das Schwermetall Kupfer ist ein redox-aktives Ubegsmetall, welches in zu hohen
Konzentrationen zur Zellschadigung fuhren kann.lzignen sind in der Lage mit der DNA zu
interagieren und dadurch konformative Anderungervdreurufen. Die Toxizitat von Kupfer
liegt in seiner Fahigkeit, aus den wenig reakti®DS (reactive oxygen species), die wahrend
der oxidativen Phosphorylierung entstehen, dieuigddes hochreaktiven Hydroxylradikals zu
begiinstigen [202].

Fur die Versuche in Mikrofluidsegmenten wurden Kargbnzentrationen unterhalb ihres
NOEC's (no observed effect concentration) eingésétir die Einzelwirkung von Cugl
konnten in diesem Konzentrationsbereich schwaclse Keine toxischen Effekte auf das
Wachstum (optische Dichte) und die Stoffwechselékti vonE. coli bestatigt werden.

Das binare Gemisch von CuyClund AgNP_braun zeigte ein schwach synergistisches
Verhalten fir die betrachteten Endpunkte (Abb. R-T% zeigte sich, dass die Wirkung des
bindren Gemisches auf die Stoffwechselaktivitat #owoli schwacher ist als die Wirkung der

Kombination von Silbernanopartikeln mit Phenolen.
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Abb. 3-59: Kombinationswirkung des bindren Gemisches von Agit&un und CuGlfir die Kultivierung von
E. coliim Mikrofluidsegment.a) Isobolen fiir den Parameter Wachstum (optischetBjamach 21 h Kultivierung
im Segmentb) Isobolen fir den Parameter Autofluoreszenz nach Rltivierung im Segment.

Die Untersuchungen  von unbehandelten und behandelt&ellen mit
Transmissionselektronenmikroskopie zeigten fumgieder bindren Mischung AgNP_braun und
CuChk behandelten Zellen Membranschadigungen (Abb. 3-@ konnten aber keine
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3 Ergebnisse und Diskussion

Nanopartikel auf der Zellmembran oder in den Ba&terellen nachgewiesen werden. Die
toxische Wirkung scheint demnach nicht durch dterbktionen der Nanopartikel in den Zellen
verursacht zu werden. Eine genaue Aussage kanrbatadber nicht getroffen werden und

erfordert weiterfihrende Charakterisierungen.

Unbehandelte Zellen

Abb. 3-60: TEM Aufnahme vork. colinach Kultivierung im Mikrofluidsegmena) Positivkontrolle, unbehandelte
Zellen.b) Effekte binaren Mischung AgNP_braun und CyGEhandelte Zellen.

3.7.3 Binares Gemisch von Phenol und Schwermetall

2,4-Dinitrophenol und 2,4-Dichlorphenol in binareMischung mit CuCj

In Jacobi et al. zur Kombinationswirkung des binmdre&Gemisches mit 2,4-
Dichlorphenoxyessigsaure (ein Metabolit von 2,4sD2,4-DCP) wurde dargelegt, dass Cu(ll) in
Kombination mit anderen Chemikalien, die in der éagind Cu(lll) zu Cu(ll) und Cu(l) zu
reduzieren, synergistische Effekte durch DNA-Schédg verursachen, wobei die
Einzelsubstanzen keine Effekte zeigten [203].

In Zhu et al. wurde die Zytotoxizitat des binareantisches PCP (Pentachlorophenol) und
Cu(ll)-lonen auf den E. colirStamm SR-9 untersucht [202]. Auch hier wurden die
Einzelsubstanzen in sublethalen Konzentrationergesietzt, bei welchen eine minimale
Inhibierungen des Wachstums auftrat. Es wurde energistisches Antwortverhalten fur die
Kombination gefunden.

Die Kombination verschiedener Phenole mit Cu(lidn sollte erwartungsgemal zu
ahnlichen Wirkungsweisen fuhren. In Abb. 3-61 i Hombinationswirkung von Cuglund
2,4-DCP fur die Endpunkte Wachstum und Autofluoeegzdargestellt.

Es konnten additive Effekte fir das Gemisch von D@RI Cu(ll)-lonen fur beide

betrachteten Endpunkte gefunden werden.
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Abb. 3-61: Kombinationswirkung des binaren Gemisches von 2XRind CuGl fir die Kultivierung vorE. coli
im Mikrofluidsegment.a) Isobolen fir den Parameter Wachstum (optische tBijchach 22 h Kultivierung im
Segmentb) Isobolen fir den Parameter Autofluoreszenz nach Raltivierung im Segment.

Fur die Versuche mit 2,4-DNP und Cu(ll) in binarglischung konnte ein schwach
synergistisches Verhalten bis zu DNP-Konzentrationen 70 uM gefunden werden (Abb.

3-62). Fur hohere DNP-Konzentrationen zeigte siohadditives Verhalten.
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Abb. 3-62: Kombinationswirkung des bindren Gemisches von 2\Rind Cud fur die Kultivierung vorE. coli
im Mikrofluidsegment.a) Isobolen fiir den Parameter Wachstum (optischemtBjcnach 22 h Kultivierung im
Segmentb) Isobolen fir den Parameter Autofluoreszenz nach Raltivierung im Segment.

Die Anomalitaten fir den Konzentrationsbereich ziven 60 uM und 70 uM DNP kénnten
durch systematische Fehler bei der Segmenterzeugengsacht worden sein und bleiben
deshalb fur die Diskussion unbericksichtigt. Dietddsuchungen von zwei Phenolen in
Kombination mit CuGl zeigten, dass die Kombination mit Substanzen eBdystanzklasse

nicht immer zwingend zu einer &hnlichen Wirkungseefihren muss. Es konnte weiterhin
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3 Ergebnisse und Diskussion

gezeigt werden, dass Kupfer in subtoxischen Komagohen die Toxizitdt von Phenolen
verstarken kann.
Die Ergebnisse aus dem Screening in Mikrofluidsegere sind in guter Ubereinstimmung

mit den Literaturangaben.
3.7.4  Binares Gemisch von Phenolen
2,4-Dinitrophenol in bindrer Mischung mit 2,4-Dictdrphenol

In der Literatur wird das Vorkommen von multiplene@ischen an Phenolen als
Komponenten in Béden und Gewassern beschrieberst Beshalb von grol3em Interesse, den
Beitrag ihrer Kombinationswirkung auf die Umwelt aoalysieren [172,204]. In Tiensing et al.
wurden fur die Interaktion von 2,4-DCP und PCP awhales Modellorganismug&. coli
untersucht. Fur dieses binare Gemisch konnten gigtgiche Effekte gefunden werden [172]. In
Escher et al. wurden ausgewahlte binare Mischungarphenolischen Entkopplern anhand des
Modellorganismus Rhodobacter sphaeroidesuntersucht [205]. Hier konnten neben
synergistische Effekten auch additive Effekte ggizeerden.

Die Phenole 2,4-Dinitrophenol und 2,4-Dichlorphenelurden als Vertreter dieser
Substanzklasse ausgewahlt und deren Kombinatiokswgr untersucht. Fur die Endpunkte
Wachstum und Stoffwechselaktivitat vda coli wurde ein stark synergistisches Verhalten
gefunden (Abb. 3-63).
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Abb. 3-63: Kombinationswirkung des bindren Gemisches von 2\WDund 2,4-DCP fir die Kultivierung von
E. coliim Mikrofluidsegment.a) Isobolen fir den Parameter Wachstum (optische tBjaach 23 h Kultivierung
im Segmentb) Isobolen fur den Parameter Autofluoreszenz nach R8ltivierung im Segment.
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Die Anwesenheit von Phenolen im bindren Gemischtélim diesen Versuchen zu einer
verstarkten Inhibierung der  Stoffwechselaktivitat er d Bakterien als aus den
Einzelwirkungsscreening erwartet.

Die Ergebnisse aus dem zweidimensionalen Screedegbindren Gemisches von Phenolen

in Mikrofluidsegmenten zeigte eine gute Ubereinstimg in der Wirkungsweise mit den
Angaben aus der Literatur.
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4 Schlussfolgerungen

Gegenstand der Dissertation ist die Entwicklung @udimierung eines Mikrofluidsystems
auf Basis der “Segmented Flow-Methode* zur Untdmsng der Kombinationswirkung
potentieller Umweltschadstoffe. Neben dem Aufbaus deystems, der Integration und
Optimierung der Analyseverfahren fir die multiplendpunktbestimmung, wurde die
Einbringung und Kaultivierung unterschiedlicher Mddeganismen im Mikrofluidsegment
untersucht. Fur die geeigneten Modellorganismeolgidn toxikologische Untersuchungen der
Einzel- und Kombinationswirkung verschiedener Vedoingsklassen. Die Schlussfolgerungen

aus den experimentellen Ergebnissen sind nachfdldargelegt.

Integration und Kultivierung der Modellorganismemi Mikrofluidsegmenten

Die Anpassung des Mikrofluidsystems fur die Intéigra aller untersuchten
Modellorganismen in die Mikrofluidsegmente konntlkgreich realisiert werden. Wéahrend die
Integration vonEscherichia coli Saccharomyces cerevisjaéleLa-Zellen, Chlorella vulgaris
und dem FadenwurmCg@enorhabditis elegafsdurch Injektion der Zellsuspension in die
perfluorierte Tragerphase die gewlnschte BildungicgmaRiger Segmente mit darin
eingeschlossenen Zellen und Embryonen brachtengelite Integration der Zebrafischeier

(Danio rerio) nur durch alternierendes Ansaugen von Ei-Suspensid Tragerphase.

Fur die Kultivierung der verschiedenen Organismenurden unterschiedliche
Schlauchmaterialien und -grof3en auf ihre Eignungersncht. Die Modellorganismet. coli
und S. serevisiae mit fakultativ anaerobem Stoffwechsel konnten imsdjchten und
gasdurchlassigen Schlauchen gleichermal3en guvikuitiverden. Fur diese Organismen erwies
sich der Einsatz von PTFE-Schlauchen mit einemridaechmesser (dvon 0,5 mm und einem
Aulendurchmesser {d von 1,6 mm fiur die Kultivierung und fir den stigsfreien

Segmenttransport als geeignet.

Eine direkte Untersuchung der Kultivierbarkeit delhdrent wachsenden HelLa-Zellen in den
Mikrofluidsegmenten wurde nicht durchgefuhrt, wirdber aufgrund der fehlenden
Aufwuchsflachen als schwierig angesehen. Die Untdnsng des Antwortverhaltens der Zellen
im Mikrofluidsystem direkt nach Einbringung in diS€egmente und Stimulierung mit

Testsubstanzen hat sich allgemein als sehr geesgwedsen. Damit bietet sich die Moglichkeit,
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bereits in wenigen Minuten Aussagen uber den BEsflvon Stressfaktoren auf das
Genexpressionssystem mit Hilfe von Fluoreszenzaeaiu ermitteln, ohne eine Kultivierung

der Zellen voraussetzen.

Fur Chlorella vulgaris fuhrte der Einsatz von PTFE-Schlduchen mit Durgdsem von
0,5 mm/1,6 mm (dd;) aufgrund der zu geringen G®ermeabilitdt der Schlauche zu einem sehr
stark eingeschrankten Zellwachstum bis zur Zelllygeh wenigen Tagen.

Die Wirkung einer Modellsubstanz auf das Autoflieaenzsignal vorChlorella vulgaris
konnte direkt nach Einbringung in die Segmente igexeerden.

Weiterfihrende Versuche zeigten, dass der Einsatzx WEP- und PE-Schlauchen mit
Durchmessern von 0,4 mm/0,8 mm/dg) zu einer erfolgreichen Kultivierung der Grinaige

den Mikrofluidsegmenten flhrt.

Mit dem Einsatz von PTFE-Schlauchen zur Kultivieyutes Invertebrate@. elegansind des
VertebratenDanio rerio konnte eine erfolgreiche Entwicklung der Testorgawen gezeigt
werden. Es gelang die Integration und vollstandigewicklung der Organismen bis zum
Schlupf der Larve unter Einsatz von PTFE-SchlauanénDurchmessern von 0,5 mm/1,6 mm
(di/dy) fur den Invertebraten und 1,2 mm/1,8 mridl fir den Vertebraten.

FUr den Zebrafisch konnte die WeiterentwicklungesiGrol3teils der geschlipften Larven zu
adulten Organismen nach Freisetzung aus den Segmeath 5 Tagen trotz des Integrations-
und Transportprozesses der Embryonen im Schlauele stes minimierten Entwicklungs- und
Lebensraumes gezeigt werden. Die Stabilisierungsdgmente wéahrend des Transportes gelang
durch die Integration von Luftblasen zwischen Tragmd Segmentphase. Neben der Auswahl
von geeigneten Schlauchmaterialien gewahrleisteteEthsatz eines perfluorierten Alkans eine

zusatzlich gute Sauerstoffversorgung der Organisme®egment.

Eine nahezu homogene Verteilung der Zellen gelang oem Einsatz einer
Spritzenruhrereinheit  (Cetoni-GmbH) und  ermdglichtelie  Einstellung  gleicher
Anfangszelldichten in den Mikrofluidsegmenten. Dakonnten starke Zellschwankungen vor
allem bei der Integration vorC. vulgaris und S. cerevisiaein die Segmente weitgehend
unterbunden werden. Bei einer Rihrgeschwindigkeait 650 bis 1000 U/min gelang eine gute

Verteilung der Zellen bei minimiertem Scherstress.
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Endpunktbestimmung

Die Integration eines Auflichtmikroskops und diestwertung der embryonalen Entwicklung
mit Bildverarbeitungssoftware haben sich fur dietdédsuchung ausgewahlter phanotypischer

Entwicklungsmerkmale bei dem Invertevraten unddertebraten als geeignet erwiesen.

Mit dem Einbau eines Mikrodurchflussphotometers fidrodurchflussfluorimeters in das
segmentbasierte Mikrofluidsystem gelang die scknefid einfache Analyse unterschiedlicher
Endpunkte. Mit dieser Detektoreinheit konnten fiie d/1odellorganismenEscherichia coli
Saccharomyces cerevisja€hlorella vulgaris und HelLa-Zellen die Endpunkte Wachstum,
Stoffwechselaktivitat, ermittelt Gber die ParametpH-Wert und endogenes zelluldres
Fluoreszenzsignal (Autofluoreszenz-EZFS), als awsr Endpunkt GFP-Signal simultan

gemessen werden.

Mit der Einbringung von Mikrobeads zur segmentinér pH-Analyse konnten in situ
Messungen von Stoffwechselaktivitaten ohne uneralitesinteraktionen zwischen Zellen und
Lumineszenzfarbstoff ermoglicht werden. Es zeigth,dass Sensorbeads mit Durchmessern im
unteren nm-Bereich zur Beeintrachtigung der ZeNakit fihren konnen. Mit dem Einsatz von
Mikrobeads mit Durchmessern zwischen 3 um und 10 gefang die interaktionslose

Fluoreszenzauslesung ohne Verstopfung der Segmeuntgrmodule.

Der Ersatz der Komplexmedien durch geeignete syntie Medien fihrte zu einer
erheblichen Minimierung des vom Medium verursachi@mergrundsignals. Damit konnte eine
bessere Auflosung des Messsignals erreicht werddéih. dem Ersatz der proteinreichen
Komplexmedien gelang die Minimierung unerwinschesteinadsorption an den Zellwanden
und eine Phasenstabilisierung ohne den Einsatanaglicherweise Zellaktivitat inhibierenden
Tensiden. Dadurch konnten unerwiinschten Segmentieisi und Segmentteilungen wahrend
der Bewegung der Segmente durch die Detektionseinfiaimiert werden und ermdglichte

geringere Signalverschmierungen bei haufigen Megsuoder lAngeren Inkubationszeiten.

Die Adaption des Verfahrens fur die Endpunktbestimgh auf Genebene gelang durch
Einsatz einer HeLa-Zelllinie mit integriertem Tet{&Genexpressionssystem. Es konnten neben
Aussagen Uber die Vitalitat der Zellen auch Effekten Modellsubstanzen auf die

Proteinsynthese durch die Erfassung des GFP Gers des daraus resultierenden
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Fluoreszenzsignals, das gebildete grin fluoresmereéProtein (GFP), gezeigt werden. Damit
konnte eine viel versprechende Methode fur schn8deeenings von Zellantworten auf
Stressfaktoren und ein Verfahren zur moglichen Ruting von Wirkmechanismen in

Mikrofluidsegmenten entwickelt werden.

Die simultane Messung unterschiedlicher Endpunigiangy durch die Reihenschaltung der
Mikrodurchflusssensoren in einer kombinierten D&iskinheit. Ein transparenter FEP-Schlauch
mit Durchmessern von 0,5 mm/1,6 mm i/dg ermoglichte eine gute Messung der
Segmentsignale durch den Schlauch. Die Minimierdag Messsignalliiberlagerung zwischen
den einzelnen Segmenten konnte durch ausreichebstémde von 0,5 cm bis 1 cm Wegstrecke
Tragerphase zwischen den Segmenten erreicht werdere Minimierung von
Adsorptionseffekten an den Kanalflachen gelang ldudie Einbettung der Segmente in die

Tragerphase.

Toxikologische Studien der Einzel- und Kombinatiomskung binarer Gemische der

Modellsubstanzen

Fir den Vertebraten Danio rerio gelangen erste toxikologische Studien im
Mikrofluidsegment. Die Erstellung von Dosis-Wirkiskgirven konnte anhand ausgewaéhlter
toxikologischer Endpunkte gezeigt werden. Damit deures mdglich, Aussagen uber die
Wirkung von Tensiden in Anwesenheit von Schwernfietan auf die embryonale Entwicklung

einzelner Zebrafischembryonen in stark volumenresiten ReaktionsrAumen zu treffen.

Die Erzeugung hoch aufgeléster Konzentrationsraumesilizium/Glas-Chips fihrte fir
einige gestestete Modellsubstanzen zu Oberflachktiwaen und zu einer partiellen Aufhebung
der Silanisierung. Von einer Anpassung der Obdr#amodifizierung an die jeweilige
Testsubstanz wurde abgesehen, da dies zu einenengditlichen Mehraufwand bei der
Versuchvorbereitung gefuhrt hatte und neue Problebe der Untersuchung von
Kombinationswirkungen hervorrufen wirde.

Die problemlose Erzeugung von hoch aufgelésten $atpaquenzen ohne zusatzliche
Oberflachenmodifizierung gelang mit dem Einsatz vdkommerziell erhaltlichen
Kunststoffmodulen (Material PEEK). Fir die Erzeuguder Segmente wurden Bauteile wie T-
Stucke und Kreuzsticke fur die Erzeugung von eiedsionalen und ein 7-Port-Manifold fir

die Erzeugung von zweidimensionalen Konzentrateldsfn angewandt.
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Mit der Anpassung und Optimierung von speziellerbo\l&EW-Programmen gelang die
Erzeugung und Analyse von hoch aufgelosten ein- wwkeidimensionalen Dosis-
Wirkungsbeziehungen fir die Einzelwirkung und di@nkbinationswirkung verschiedener
Modellsubstanzen. Bei Gesamtflussraten der Profignetvon 50 pl/min konnten Frequenzen
zwischen 20 und 100 Segmenten pro Minute mit detaigtlichen Segmentvolumen zwischen
400 und 600 nl erzielt werden. Im Vergleich zu @kdkologischen Standardverfahren wird bei
Einsatz der segmentbasierten Mikrofluidik mit bisu zeintausendstel geringeren
Reaktionsvolumen und 5 bis 10fach héheren Frequegearbeitet.

Der Einsatz von pulsationsfreien Spritzenpumpendgtithte die Abstufungen von wenigen
Nanolitern bei der Dosierung im Mikrofluidsegmeiiis konnten kontinuierliche und hoch
aufgeldste Konzentrationsabstufung in den Segmeartaidglicht werden. Durch die Erzeugung
komplexer Paramterfelder und grof3er Segmentsegunenaerhalb kurzer Generationszeiten in
Verbindung mit geringstem Materialeinsatz bietets dderfahren die Maoglichkeit einer

statistischen Absicherung fir toxikologische Stadie

E. coli erwies sich fiur die methodischen Untersuchungen sgsagmentbasierten
Mikrofluidsystem als geeigneter und am einfachsterhandhabender Modellorganismus. Die
Etablierung des Systems fiir toxikologische Scregmuon Einzel- und Kombinationswirkungen
verschiedener Modellsubstanzen erfolgte deshalarahtlieses Modellorganismus.

Es konnten die Dosis-Wirkungsbeziehungen fur dieoMelungsklassen Phenole, Sulfoxide,
Stimulanzien wie Coffein und Adrenalin, Tenside|yWmone sowie ein antibakterielles Peptid-
Amid auf E. coli in den Mikrofluidsegmentsequenzen quantitativ aktarisiert werden. Es
gelangen gut reproduzierbare toxikologische Scregnin Mikrofluidsegmenten. Die aus den
Einzelwirkungsscreenings gewonnenen EC50- und MIEt#V zeigten vergleichbare
GroRRenordnungen wie die Schwellenwerte aus denudleesn in Mikrotiterplatten sowie der
Literatur. Die Ergebnisse demonstrieren damit KiarEignung der Methode flr toxikologische

Studien bei extrem reduzierten Reaktionsvolumen.

Die Darstellung des synergistischen oder additivAntwortverhaltens der binéaren
Substanzgemische Phenole und Metallnanopartikehw&enetalle und Metallnanopartikel,
Phenole und Schwermetalle sowie von unterschiegtidPhenolen gelang aus einem Datensatz
von 400 bis 500 Segmenten pro KombinationswirkumgVergleich zu den Standardverfahren
konnten damit detaillierte isobolische Darstellumgtnes komplexen Parameterfeldes realisiert

werden.
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Parallel dazu konnte die Untersuchung der Einzklwig der Testsubstanzen durchgefihrt
werden und ermdglichte den Vergleich zwischen desi®Wirkungskurven der Einzelwirkung
mit denen der einzelnen Isobolen der Substanzgémisc

Die Mikrofluidsegmenttechnik eignete sich als Meatbosehr gut fir Hochdurchsatz-
Screenings der Kombinationswirkung von Metallnambkaln. Damit konnten weiterfihrende
Erkenntnisse in dem bisher kaum erforschten Feld #®mbinationswirkung von
Metallnanopartikeln mit anderen Verbindungsklasgelefert werden. Die Limitierung des hier
vorgestellten Systems liegt im Einsatz von hydrdy@m Substanzen, da bei diesen die Gefahr
der Extraktion in die Tragerphase besteht, unduesireer nicht gezielten Dosierung kommt. Fir
die mehrdimensionalen Screenings besteht bei dermemian eingesetzten System eine
Beschrankung in der Grol3e der Schlauchspulen zuymé&etlagerung aufgrund von
Druckdifferenzen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der ZEindas segmentbasierten

Mikrofluidsystems hervorragend geeignet ist, fir:

« die Integration und Kultivierung einer Vielzahl vearschiedenen Organismen,

» die schnelle und effiziente Erzeugung von mehrdsi@ralen Konzentrationsfeldern,

e Hochdurchsatz-Screenings unterschiedlicher Umwmeidstoffe unter minimalem
Einsatz von Chemikalien und biologischem Material,

» stark verdunstungsminimierte, dispersionsfreie wedschleppungsarme Analysen
multipler toxikologischer Endpunkte,

e qualitative und quantitative Aussagen Uber Schweleste aus Dosis-
Wirkungsfunktionen und

 die Integration der fur die toxikologischen Scregsi erforderlichen

Segmentoperationen in automatisierten Ablaufen.

Die Kombination der segmentbasierten mit den koheeallen mikrofluidischen Techniken
konnte zu ganz neuen Screening-Assays fir schnagtengtinstige und materialsparende

miniaturisierte Oktotests unter Beibehalt der Qétdnorm beitragen.
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4.1

Thesen

Die Schlussfolgerungen fihren zu den nachfolgeridasen:

Mit dem Einsatz eines Mikrofluidsystems unter Angeng des “segmentierten
Flusses” fur Toxizitatstests im Nano- und Mikralitea3stab kdénnen weiterfihrende
aber auch neue Erkenntnisse Uber das Antwortverhatark volumenreduzierter
biologischer Systeme auf Umwelteinflisse von Eiszlestanzen sowie

Substanzgemischen bei geringem Chemikalieneingatpignen werden.

Der Fortschritt dieser Promotionsarbeit auf dem i€&eldler segmentbasierten
Mikrofluidik liegt in der einfachen, schnellen urdlumenreduzierten Erzeugung und
Analyse von ein- und zweidimensionalen Konzentregieldern fir hoch aufgeloste
toxikologische Screenings unterschiedlichster Tdsanzen und in der Integration
und Kultivierung von prokaryotischen und eukarycdtisn Einzellern, Humanzellen

sowie Vielzellern.

Die Einbringung der Modellorganismén coli (Darmbakterien)S. cerevisiadHefe),

C. vulgaris (Grunalge), HelLa-Zellen (Humanzeller(), elegans(Fadenwurm) und
Danio rerio (Zebrafisch) in Mikrofluidsegmente gelingt in Polgrmodulen durch
flussratengesteuerte Injizierung der Zellsuspensioreine inerte Tragerflissigkeit
oder durch das abwechselnde Ansaugen von Zellssigpeund Tragerflussigkeit aus

einem Probenreservoir.

Die Kultivierung vonE. coli, S. cerevisiaeC. eleganskann in Segmentvolumen von
100 nl bis 500 nl realisiert werden. Der Sauerstafisport durch den Schlauch
(PTFE; AuRendurchmesser: 1,6 mm; Innendurchmessg6 mm) und die

Tragerflussigkeit (Perfluoralkan) zeigten sich audiend fur die vollstandige
Entwicklung dieser Modellorganismen.

Die Kultivierung des Vertebratemanio rerio gelingt in Segmenten mit einem
Mindestvolumen von 6 pl (Segmentlange 5 mm). Dare8stofftransport durch den
PTFE-Schlauch (Wandstarke: 0,3 mm; Innendurchmesdg?2 mm) und die
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Tragerphase (Perfluoralkan) ist fur eine vollstgedEntwicklung bis zum Schlupf

sowie flr eine flnftagige Weiterentwicklung im Semmhausreichend.

Mit der Integration von Humanzellen in Segmentvadmmvon 500 nl konnten erste
toxikologische Screenings auf Basis eines induaren Genexpressionssystems
realisiert werden. Damit wird eine direkte Erfaggudes Antwortverhaltens auf
Stressfaktoren unmittelbar nach Stimulierung detogischen Systems mdglich.

Das Auftreten von Segmentfusion und -teilung wadreder Kultivierung der
Testorganismen kann durch den Einsatz synthetiddbdien stark minimiert werden.
Die Minimierung von Adsorption an den Schlauchwandérd durch die vollstandige
Umbhillung der Segmente mit der TragerflissigkeitqPgewahrleistet.

Durch die Integration eines Mehrkanal-Mikrodurckphotometers und eines
Mikrodurchflussfluorimeters kann die simultane, reegtinterne Charakterisierung
der toxikologischen Endpunkte Wachstum, pH-Wert dutlofluoreszenz der Zellen

ermdoglicht werden.

Die in situ Messung von Stoffwechselparametern .(B-Wert) kann durch die

Integration von Mikrobeads realisiert werden. Dersétz synthetischer Medien fihrt
aufgrund der geringen Eigenfluoreszenz zur Miniomerdes Hintergrundsignals und
ermoglicht die pH-Wert abhéngige Fluoreszenzintatmnessung durch Mikrobeads

im Mikrofluidsegment.

Die Integration eines pulsationsfreien Spritzenpengystems mit spezieller
Ansteuersoftware (LabVIEW Applikation) ermoglichiedErzeugung von ein- und
zweidimensionalen Konzentrationsfeldern in Mikradkegmenten. Die homogene
Verteilung der Zellen in den Mikrofluidsegmentemkadurch definiertes Rihren mit

integriertem Spritzenrihrer (neMIX, cetoni GmbHjegcht werden.

Die Zuordnung der Effektorkonzentrationen zu demzeinen Segmenten sowie die
Ermittlung des mittleren Effektes pro Segment ggim mit ausgewahlten
Indikatorfarbstoffen und speziellen LabVIEW-Prograen. Die Erzeugung und

Analyse von hoch aufgelosten Segmentsequenzenisn#ub400 Segmenten flr die
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Einzelwirkungsscreenings und bis zu 500 Segmeritedié Kombinationsscreenings

kann innerhalb von 15-40 min realisiert werden.

Die Effekte von Einzelsubstanzen aus den Verbindkiagsen Vinylpyrrolidon,
Sulfoxide, Phenole, Schwermetalle, Tenside, Metalpartikel und Peptide und
deren bindrer Mischungen konnen gezeigt werden. Biestimmung von
toxikologischen Schwellenwerten wie der EC50 etfolgus den Dosis-
Wirkungskurven fir die Einzelsubstanzen und deétdn Gemische. Es wurden bei
unterschiedlichen Effektorkombinationen sowohl &ddi als auch synergistische

Wirkweisen flr die Substanzgemische auf das bistdg System nachgewiesen.

Die in den Einzelwirkungsscreenings als untoxis@fugdenen Goldnanopartikel

fuhrten in der Kombination mit Xenobiotika zu eingrstarkung der Wirkung.

Die Einzelwirkungsscreenings unterschiedlicher &ilanopartikel zeigten grof3en-
und formabhangige Wirkungen, welche in binarer Mistg mit Xenobiotika zu

unterschiedlichen Wirkweisen fiihrten.

Der Einsatz von Testsubstanzen mit ahnlichen Widlrarismen, wie die
untersuchten Phenole, fuhrte in bindrer Mischunghtnizwingend zu gleichen

Wirkweisen.
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6 Anhang

6.1 Versuchsprotokolle und Programme

6.1.1 LabVIEW -Programme fir die Konzentrationseinstellung im Mikrofluidsegment

G
Parameter ] Pumpen | stopifiow kontinuerich manuel aufsaugen P |

Rampen © G Stufen . yohumen

load parameter file
punpe 11
F:\Anette_Arbeit\Versuche2007_2008_2009\cetoni\cetoni_Programmeifilel. =
15.04.08_never_A_40ukmin)15.04.08.Ext Punpe 2 [ -
Fétoren punpe3 |
— dine) ==
2 Pumpe 4/Trager |
g . Dauer Pl P2 P3 P4fT PS P56 Al [
pumpet f 1 130000 23 | 1,00 | 0000 | 0000 | 20 | 0,00 i
¢ punpe s | —
=)
>
o

Zeit

a-2

10 ijmin P8 5] ~ Rampen

 Stfen |

o oumn ]
0 ouimin B8 iouiimin P8E] ouimn
Oudimn B2 2iimin B3 L] 2uijnin PAITC Opfmin B ZH 10 piimin P8 0uifmin [—-"m
T oumn PaZl  ouimn PHTS]  0yimn PSS 10uimn B85 oumn

: J - J ul Tabele spcchern l‘
0,25 yimin P25 2pimin B3 £ 1,75 ijmin [P4T Opiimin BSEf  10uijmin P& 0 pimin |

i P8 10y Pa5)

Hlow rate in i

b-1°

@ Rote Linie: Zellsuspension, grine Linie: WirkstdifeilRe Linie: Zellmedium
® Rote Linie: Zellsuspension, griine Linie: WirkstaffWeiRe Linie: Zellmedium, blaue Linie: Wirkstd#f
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Pt Furcen 1

load parameter fle

Rampen & ( Stufen.

soplfon

et Arbex|Versuche2007_2008_2009\cetoncetond_Programmelfiel
Rampe.07.10,08_IGV_Chlorela Jura€riauf 1.t

o

Paamater I Puroen 1

oad parameter e

Rampen & ¢ Stufen

stopifion
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-
o
~
>
o
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Abb. 6-1: LabVIEW-Programme zur semikontinuierlichen und tkaumerlichen Konzentrationseinstellung in
Mikrofluidsegmenten.a-1) Blockprogramm fur Einzelwirkungsscreenings2) Darstellung a-1 in Exceb-1)
Blockprogramm fir das Effektscreening binarer Gehmwsc-1) Rampenprogramm fir Einzelwirkungsscreenimngs.
2) Darstellung c-1 in Excad-2) Rampenprogramm fir das Effektscreening binareri€sma.d-1) Darstellung d-1
in Excel.e) LabVIEW-Programm fiir Stop-Flow Segmenterzeugung.

¢ Blaue Linie: Zellsuspension, griine Linie: WirkdtafeiRe Linie: Zellmedium
9 Blaue Linie: Zellsuspension, griine Linie: Wirkstaf weilRe Linie: Zellmedium, gelbe Linie: Wirksfd
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6.1.2  Protokoll: Untersuchung des Einflusses des synthethen Nahrmediums auf die

optischen Eigenschaften von Metallnanopartikeln

Tabelle 6-1:Zusammensetzung Probenansatz

Metallnanopartikel

Silbernanopartikep braun/gelb
Goldnanopartikeb Alter Ansatz, Neuer Ansatz

Probe Losungsmittel Konzentration

Ansatz Al 500 pl synthetisches

(AgNP (gelb)) Medium 500 ul 40 UM AgN@
Referenz Al 500 pl dest. Wasser 500 pl 40 uM AgNQ@
Ansatz A2 500 pl synthetisches

(AgNP (braun)) Medium 500 ul 0,1 mM AgN@
Referenz A2 500 pl dest. Wasser 500 pul 0,1 mM AgNQ@
A3 500 pl synthetisches

(AUNP (50)) Medium 500 pl 0,14 mM HAudC|
Referenz A3 500 pl dest. Wasser 500 pl 0,14 mM HAuC|
A4 500 pl synthetisches

(AUNP (30)) Medium 500 ul 0,14 mM HAuG
Referenz A4 500 pl dest. Wasser 500 pl 0,14 mM HAuC|
Ansatz 4_neu 500 pl synthetisches

AuNP frischer Ansatz(30  Medium 500 pul 0,25 mM HAUG
Referenz 4_neu 500 pl dest. Wasser 500 pl 0,25 mM HAuC|

Versuchsbedingung:

Eingesetze Klvetten: UV-Klvetten (Brand GmbH)
Messzeitpunkt: Oh, 24h, 48h

Hintergrund Referenz: dest.Wasser

Hintergrund Probe: dest. Wasser

Prozessparameter Specordmessung:

Scanmode: 220-900nm Speed [nm/s]: 50

Delta lambda [nm]: 1 Integrationtime: 0,02
Speed [nm/s]: 50 Correction: Standard
Integrationtime: 0,02 Device: online display on
Prozessparameter Specordmessung: Wavelength: 600 nm
Scanmode: 220-900 nm Com Port: Com1

Delta lambda [nm]: 1 Slit: 1 nm

Lamp change at: Halogen
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6.1.3

Protokoll: Herstellung der Zellsuspension

Tabelle 6-2: Zusammensetzung der Zellsuspension

Verfahren Herstellung Zellsuspension

Blockweise 15000 Zellen/ml

Segmentierung + 1%ige PEG-L6sung (zur Dichteanpassung)

(Einzelwirkungsscreening  + LB-Medium
DNP Decapeptid
40000 Zellen/ml 40000 Zellen/ml
(Vorkultur: (Vorkultur: 4x10
7,8x10 Zellen/ml) Zellen/ml
+6,4x10 +5x10

Rampen
(Einzelwirkungsscreening

HPTS / p-HEMA Beads
(Stocksuspension:
8x10° Beads/ml)

+ 0,003 %
Cochenillerot A
(Stocklésung 1%)

+ synthetisches
Medium

HPTS / p-HEMA Beads
(Stocksuspension 5x10
Beads/ml)

+1 % PEG (Stocklésung:
50 % in Aqua dest.)

+2 % PVP
(Stocklésung: 50 % in
Aqua dest.)

+1 % DMSO
(Stocklésung: 99,5 %)

+ 0,005 % Cochenillerot A
(Stocklésung 1 %)

+ synthetisches Medium

Rampen Phasendiagram
(Kombinationsscreening)

100000 Zellen/ml

+ 0,004 % Cochenillerot A (Stocklosung 2 %)
+ 0,01 % Indigokarmin (Stockldsung 2 %)
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6.1.4 PCR-Protokoll

Tabelle 6-3:PCR-Ansatz und Amplifizierungsparameter

PCR Ansatz Probenvolumen 20 pl )I\(/Iz%stermlx
PCR-Wasser 10,7 214
10xPCR-Puffer E

(Genaxxon BioScience) 2,0 40
10 mM, 2,5 mM jeweils,

dNTPs Mix 0,8 16
(Invitrogen)

25 mM MgCh 08 16
(Promega) '

BSA (1mg/ml) 2 40
25 pmol/pl Random

Primer

(50 M) 0,4 8
(Invitrogen)

100 pmol/l Primer Bact R

(Thermo Electron) 0.8 16
Template (10 Zellen/ml) 2,0 40
Tag-Polymerase (5 U/ul) 05 10

(Genaxxon BioScience)

Amplifizierungsparameter

Die PCR-Ansatze wurden jeweils mit 20-30 pl Minéraiberschichtet.

Vordenaturierung 5 min bei 96°C

35 Zyklen:

Denaturierung 20 s bei 94°C

Annealing 30 s bei 52°C

Elongation 45 s bei 72°C

Nachelongation 5 min bei 72°C

Hold 5°C

Gelelektrophorese

Herstellung Agarose Gel: 2 g Agarose auf 100 ml mit Tris-Acetat-
EDTA (TAE)-Puffer

Laufzeit Gel: 15-20 min bei 100 V

DNA-Marker GenLadder 100bp + 1,5 kbp Standard
(Genaxxon)
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6.1.5 Protokoll: Kultivierung von E. coli in Mikrofluidsegmenten:
Versuchsbedingungen fir die Erzeugung von 1- und @&imensionalen

Konzentrationsfeldern mit Rampenprogrammen

1-dimensionale Konzentrationsfelder

Tabelle 6-4:1-dimensionale Konzentrationsfelder

Versuchsbedingung Parametereinstellung
Flussrate Tragermedium (PP9) 30 pl/min

Flussrate Zellsuspension 4 pl/min

Flussrate Wirkstoff 4 pl/min

Flussrate Nahrmedium 4 pl/min

Gesamtflussrate bei Detektion
der Segmente

Anzahl Segmente einer Sequenz fur DI 250
Anzahl Segmente einer Sequenz

38 pl/min

fur Decapeptid 180
Durchschnittliche Grél3e der 300 n
Segmente fur DNP

Durchschnittliche Grél3e der 600 nl
Segmente fur Decapeptid

Integrationszeit Fluorimeter 30 ms
Spaltbreite Fluorimeter 1 mm
Abtastrate Photometer 250/s
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2-dimensionale Konzentrationsfelder

Tabelle 6-5:Protokoll Versuchstag 16.06.09

Zellkultivierung in Mikrofluidsegmenterk. coliin synthetischem Medium
Datum: 16.06.09

Zeitraum: 16.06-18.06.09

Daten Fluorimeter: 1IGZ: 50 ms, AZR: 3,3 Hz, AR: 20H

Daten Photometer: AR: 250 Hz, AKR: 5 Hz

P1: Positivkontrolle P2: Effektorldsung: DNP

4.5 ul Zellsuspension (100000 Z / ml) 300 pul DNP (Stock: 1 mM) 300pmol/l
2974,5 ul synthetisches Medium (mit 15 n 2 pl 2 % Cochenillerot A

Glucose) 698 ul Aqua dest.

6 uL 2 % Cochenillerot A

15pL 2 % Indigokarmin

P3: Effektorldsung: AUNP (mit 1mM P3_1: Effektorlosung: AUNP
HAuCl,und 0.1 M VitC als RM)

21,3 ul AuNP (Stock: 0.14 mM) 3 uM 21,3 pl AuNP (Stock: 0.14 mM) 3 uM
2uL 2 % Cochenillerot A 5ul 2% Indigokarmin
976,7 ul Aqua dest. 973,7 ul Aqua dest.

Zellzahlbestimmung:

Zellzahlung mit Thoma-Zahlkammer: 6,65Xellen mt*

Verdiunnung 1:665

Zellzahl: 100000 Zellen ril

Homogenisierung im Segment: mit Cetoni Spritzergiginheit> 650 U/min (mittlere
Stufe, 54 Dreheinheiten)

Screenings:

Coli_A1l: Positivkontrolle

Coli_A2: AuNP Einzelwirkung
Coli_A3: DNP Einzelwirkung
Coli_A4: DNP + AuNP

Coli_A5: Wiederholung DNP + AuUNP

Segmentierung:
Flussrate Trager: 40ul / min, Flussrate Probeni:/Smin

Segmentierungsprogramme:

Al: nur kontinuierlich, kein Programm

A2 | A3: Einzelwirkungsscreening:Daten E/ CetoniLl(X08_Chlorella_kurzEinlauf_1.txt
fur Einzelwirkung (Dauer A2 / A3: 2)

A4 | A5: Screenining Kombinationswirkung: Daten@#toni /Anette_kombi_12.06.09.txt
(Dauer A4 / A5: 15)

Messzeitpunkte und Kultivierungstemperatur
Direkt nach Segmentierung O h, 24 h, 48 h, 37°C

IGZ: Integrationszeit, AZR: Anzeigerate, AR: Abtade, AKR: Aktualisierungsrate, AuUNP:
Goldnanopartikel, RM: Reduktionsmittel
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Tabelle 6-6:Protokoll Versuchstag 18.06.09

Zellkultivierung in MikrofluidsegmenterE. coliin synthetischem Medium
Datum: 18.06.09

Zeitraum: 18.06-20.06.09

Daten Fluorimeter: IGZ: 50 ms, AZR: 3,3 Hz, AR: 20H

Daten Photometer: AR: 250 Hz, AKR: 5 Hz

P1: Positivkontrolle P2: Effektorldsung: DNP

197,4 ul Zellsuspension (100000 Zelleriin 250 pl DNP (Stock: 1 mM) 250 pmol/l
2781,6 ul synthetisches Medium 2 ul 2 % Cochenillerot A

6 UL 2% Cochenillerot A 748 ul Agua dest.

15pL 2% Indigokarmin

P3: Effektorlosung: DCP P3_1: Effektorlésung: DCP

30 ul DCP (Stock: 1 mM) 30 uM 30 ul DCP (Stock: 1 mM) 30 uM

2 uL 2 % Cochenillerot A 5ul 2 % Indigokarmin

968 ul Aqua dest. 965 ul Aqua dest.

P4: Effektorldsung: Ascorbinséaure

14,1 pl AS (Stock: 0.1M) 1,4 mM
2 ul 2 % Cochenillerot A
983,9 ul Aqua dest.

Zellzahlbestimmung:

Zellzahlung mit Thoma-Z&hlkammer: 1.57%ellen mI*

Verdinnung 1:1520

Zellzahl: 100000 Zellen ritl

Homogenisierung im Segment: mit Cetoni Spritzergtginheit> 650 U/min (mittlere
Stufe, 54 Dreheinheiten)

Screenings:

Coli_A1: Positivkontrolle

Coli_A2: DCP Einzelwirkung

Coli_A3: DNP Einzelwirkung

Coli_A4: DNP + DCP

Coli_A5: Wiederholung DNP + DCP
Coli_A6: Ascorbinsaure Einzelwirkung

Segmentierung:
Flussrate Trager: 40ul / min, Flussrate Proberl:/5min

Segmentierungsprogramme:
Al: nur kontinuierlich, kein Programm

A2 | A3: Einzelwirkungsscreening:Daten E/ Cetonll(x08_Chlorella_kurzEinlauf_1.txt

fur Einzelwirkung (Dauer A2 / A3/ A6: 2)

A4 | A5: Screenining Kombinationswirkung: Daten@#toni /Anette_kombi_12.06.09.txt

(Dauer A4/ A5: 15)

Messzeitpunkte und Kultivierungstemperatur
Direkt nach Segmentierung O h, 24 h, 48 h, 37°C

IGZ: Integrationszeit, AZR: Anzeigerate, AR: Abtade, AKR: Aktualisierungsrate

149



6 Anhang

Tabelle 6-7:Protokoll Versuchstag 23.06.09

Zellkultivierung in MikrofluidsegmenterE. coliin synthetischem Medium
Datum: 23.06.09

Zeitraum: 23.06-25.06.09

Daten Fluorimeter: IGZ: 50 ms, AZR: 3,3 Hz, AR: 20H

Daten Photometer: AR: 250 Hz, AKR: 5 Hz

P1: Positivkontrolle P2: Effektorlosung: AgNP_braun
(RM Glucose 22.06.09)

379,7 ul Zellsuspension (100000 Zelleri)r 40 ul AgNP (Stock: 1 mM) 40 umol/l

2600,3 ul synthetisches Medium 2 1l 2 % Cochenillerot A

6 UL 2 % Cochenillerot A 958 ul Aqua dest.

15uL 2 % Indigokarmin

P3: Effektorldsung: DCP P3_1: Effektorlosung: DCP

30 ul DCP (Stock: 1 mM) 30 uM 30 ul DCP (Stock: 1 mM) 30 uM

2uL 2 % Cochenillerot A 5 ul 2 % Indigokarminr

968 ul Aqua dest. 965 ul Aqua dest.

P4. Effektorlosung: AgNP_gelb IGZ: IntegrationszeitAZR : Anzeigerate,
(RM: Glucose 8.03.05) AR: Abtastrate AKR : Aktualisierungsrate,
40 ul AgNP (Stock: 1 M) 40 uM AgNP_braun: Silbernanopartikel mit

2 ul 2 % Cochenillerot A brauner FarbundhgNP_gelh

958 ul Aqua dest. Silbernanopartikel mit gelber Farburigv:

Reduktionsmittel

Zellzahlbestimmung:

Zellzahlung mit Thoma-Zahlkammer: 7.9X1ellen mi*

Verdinnung 1:790

Zellzahl: 100000 Zellen ril

Homogenisierung im Segment: mit Cetoni Spritzergiginheit> 650 U/min (mittlere
Stufe, 54 Dreheinheiten)

Screenings:

Coli_Al: Positivkontrolle

Coli_A2: DCP Einzelwirkung
Coli_A3: AgNP_braun Einzelwirkung
Coli_A4: AgNP_gelb Einzelwirkung
Coli_A5: DCP + AgNP_gelb
Coli_A6: DCP + AgNP_braun

Segmentierung:
Flussrate Trager: 40ul / min, Flussrate Proben:/5min

Segmentierungsprogramme:

Al: nur kontinuierlich, kein Programm

A2 | A3: Einzelwirkungsscreening:Daten E/ Cetoni(x08_Chlorella_kurzEinlauf_1.txt
fur Einzelwirkung (Dauer A2 / A3/ A4: 2)

A5: Screenining Kombinationswirkung: Daten E/ Cetémette_kombi_12.06.09.txt
(Dauer: 15)

A6: Screenining Kombinationswirkung: Daten E/ Cetémette_kombi_23.06.09.txt
(Dauer: 15)

Messzeitpunkte und Kultivierungstemperatur:
Direkt nach Segmentierung O h, 24 h, 48 h, 37°C
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Tabelle 6-8:Protokoll Versuchstag 29.06.09

Zellkultivierung in MikrofluidsegmenterE. coliin synthetischem Medium

Datum: 29.06.09
Zeitraum: 29.06-01.07.09

Daten Fluorimeter: IGZ: 50 ms, AZR: 3,3 Hz, AR: 20H

Daten Photometer: AR: 250 Hz, AKR: 5 Hz

P1: Positivkontrolle

P2: Effektorlosung: DCP

104,5 ul Zellsuspension (100000 Zellerinl

2874,5 ul synthetisches Medium
6 UL 2 % Cochenillerot A
15pL 2 % Indigokarminr

30 ul DCP (Stock: 1 mM) 30 uM
2 ul 2 % Cochenillerot A
968 ul Aqua dest.

P2 1. Effektorlosung: DCP

P3: Effektorlosung: CuGl

30 ul DCP (Stock: 1 mM) 30 uM
5 ul 2 % Indigokarminr
965 ul Aqua dest.

20 pl CuC4 (Stock: 540 mg / I, 1:100VED)
803 nM

2 uL 2 % Cochenillerot A

978 ul Aqua dest.

P3_1: Effektorlésung: Cugl

P4: Effektorldsung: DNP

20 pul CuC} (Stock: 540 mg / |, 1:100VED)
803 nM

5 uL 2 % Indigokarminr

975 ul Aqua dest.

300 pul DNP (Stock: 1 mM) 300 uM
2 uL 2 % Cochenillerot A
698 ul Aqua dest.

P4_1: Effektorldsung: DNP

P5: Effektorldsung: AgNP_braun
(RM: Glucose 22.06.09)

300 pul DNP (Stock: 1 mM) 300 uM
2 UL 2 % Indigokarminr
695 ul Aqua dest.

1 ul AgNP (Stock: 1 mM, 1:10 VED, 0.1 mM)
0,1 uM AgNQ

2 ul 2 % Cochenillerot A

997 ul Aqua dest.

P6: Effektorlosung: AgNP_gelb
(RM: Glucose 08.03.05)

P7: Effektorldsung: AUNP (30nm-rot)

40 pl AgNP (Stock: 1 mM) 40 uM AgNO
2 1l 2% Cochenillerot A
958 ul Aqua dest.

P8: Effektorlosung: AUNP (50nme-violett)

21,3 pl AuNP (Stock: 0.14 mM) 3 uM
2 1l 2 % Cochenillerot A
976,7 ul Agua dest.

21.3 pl AuNP (Stock: 0.14 mM) 3 uM
2 ul 2% Cochenillerot A
976,7 ul Aqua dest.

Zellzahlbestimmung:

Zellzahlung mit Thoma-Zahlkammer: 2.87%ellen mi*

Verdinnung 1:2870
Zellzahl: 100000 Zellen ri}

Homogenisierung im Segment: mit Cetoni Spritzergiginheit> 650 U/min (mittlere Stufe,

54 Dreheinheiten)

Screenings:

Coli_Al1: AuNP (50nm-rot) Einzelwirkung
Coli_A2: CuChplau)y+ DCRyon

C0|i_A3Z CUCb(b|au)+ DNP(rot)

CO|i_A4Z CUCb(b|au)+ AgNP_braur,!ot)
Coli_AS5: DNPpjau) + AgNP_braugo
Coli_A6: DCRplau) + AUNP(30nm-rot)or
CO”_A?Z DCRblau) + AuNP_geIl@ot)
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Segmentierung:
Flussrate Trager: 40ul / min, Flussrate Proben:/5min

Segmentierungsprogramme:
Al:Einzelwirkungsscreening:DatenE/Cetoni/Berechniglagen/file/230609 _Einzelwirkung.t
xt (Dauer: 1.2)

A2-AT7: Screening Kombinationswirkung: DatenE/Ceténette _kombi_23.06.09.txt (Dauer
A2-A7:12)

Messzeitpunkte und Kultivierungstemperatur:
Direkt nach Segmentierung O h, 24 h, 48 h, 37°C

IGZ: Integrationszeit, AZR: Anzeigerate, AR: Abtade, AKR: Aktualisierungsrate,
AgNP_braun: Silbernanopartikel mit brauner FarbuAgNP_gelb: Silbernanopartikel mit
gelber Farbung, RM: Reduktionsmittel, AUNP: Goldogartikel mit unterschiedlichen Gréf3en.
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6.1.6 LabVIEW -Programme zur Auswertung von 1- und 2-dimensionale

Segmentsequenzen

Auswertung der Daten Binare Gemische

P! Auswertung Segmentanalyse / SEV - Fluorimeter

F F:\Anette_Arbeitiyersuche2007_2008_2009\cetoniicoli_Versuche\coli_versuche_beads_synth.Medium)
v 19, Juni_2009\versuche|29.06,09_coli_einze!_kombi\DCP+AgNP{gelb)|21.5h\300609 Rohdaten. txt

2w

O
e of /0005

Abb. 6-2. Bestimmung der mittleren optischen Dichte (Tridgpupro Segmeﬁtaus den Rohdaten durch Festlegen
von Schwellenwert und Hysterese, Datensatz einenbi{ioationswirkung fiir eine Messung nach 22h Kuttiuing,
3-Kanal-Photometer: Sensor 1 (610nm LED), Sengé03nm LED), Sensor 3 (470nm LED).

153



6 Anhang

B! Auswertung Segmentanalyse / SEV - Fluorimeter ] . =101
Photometer | Fluorimeter Segmente entfernen | Kalibration
Rohdaten | eilesen | Auswertung der Blscke | Daten der Blécke |
Daten aus Datei laden

G| Fi\Anetts_Arbeitiversuche2007_2008_2005cetoniicoli_Versuche)
coli_versuche_beads_synth.MediumJuni_2009\Versuche)
29.06,09_coli_einzel_kombi\CuCL2+DNP|0h 290609 Auswertung.txt

Extinktion [T

420 440 460 480 SO0

X 10 160 180 200 220

40
Segmentnummer
Sensor 7+ v/ [EEERRNGNURRUBRRENIER] Seqrentarzsh [ 415 Eicon B

0,04

0,03

g 0,025

0,02
0,015

0,01 :

L s
o 20 40 60 80 100 120

Abb. 6-3: Darstellung der gemittelten Trilbungswerte des Rimatzes (s. Abb. 6-2) der bindren Segmentsequenz

fur Sensor 1 und Sensor 2.

{5 Auswertung Segmentanalyse / SEV - Fluorimeter ,-_1.;1_"
Segmente entfernen | Kalibration -

Photometer
SEV/ Photometer SEY - SEV (Messdaten) | SEV - SEV (Quatient) |
¢ Sensor L (¢ Sensor2 { Sensor 3
4| Extinktion [r—tia | Extinkion B

FilAnette_Arbeit|
rersuche2007_2008_2009\cetoni|
% i Versuchel

coli_versuche_beads_synth.Medium\

o s lSE e |
E5e0. 20 |
5eq.21 |
Dfsea. 22 |
Dfse0.23 ]

FilAnette_Arbeitl,
:’i :’:.T:;:’:f?rf\‘ms‘mgkmm\
coli_versuche_baads_synth Medium}
Dfses.c |
s |

200 220 240 260 280 300 320

£ seq.
R N S e S S N S
’rﬂseg.lﬂ ) UI 50Bﬂlw120]40150]0’020‘0&'02‘0%02&“3203403603&7@15‘3
Segmentnummer . o

nmoﬁmd«amum:mml-mmdmz

Differenzbildung
" von vorme
© von hinten
O e e e
20 40 60 B0 100 120 140 160 180 200
neus (nach

Abb. 6-4: Berechnung der Trubungsdifferefnzotdurch Abzug des Hintergrundes (korrigierte Dateresa
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[B! Auswertung Segmentanalyse / SEV - Fluorimeter =100 =)

Photometer | Fluorimeter } Segmente entfernen Kalibration
VRN | ausgewertoto Deten eiiessn | Blocksuswertung |
SV load data

o F:\Anette_ArbaitiVersuche2007_2008_2009|cetoniicol Versuchelcoll_versuiche_beads_synth,Medum\uni_2009{Versuche)23.06.03_col_einzel_kombi}
(8 1% 0Cp_Aghp_AFiDhidata SEV 230809 163556.6xt

Rohdaten B2 O vessaaten NN

Schuelle' ¥ 013222
e ’,‘ 0,01

e ——
900 1000 1100 1200 1300

Abb. 6-5: Bestimmung des mittleren normierfemtensitatswertes pro Segment aus den Rohdatdn Festlegen
von Offset, Schwellenwert und Hysterese (im Bild der Datensatz fur eine Kombinationswirkung diraekich

Segmentierung (0 h) dargestellt).

B! Auswertung Segmentanalyse / SEV - Fluorimeter ={0f ={

Photometer | Fluorimeter | Segmente entfernen Kalibration
SEV-Auswertung -ausgewertete Daten einlesen ] Blockauswertung
SEV Opt. Anz. Daten 5us Datei laden
" Segmentbeginnin's " Anz. d, Messungen fir Mittelwertbidung (& |FilAnette_Arbeity _2008_200¢ licoli_versuche|
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Abb. 6-6: Darstellung der gemittelten Intensitatswerte (Ro@satz s. Abb. 6-5) der Segmentsequenz zum
Zeitpunkt t = Oh.
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B! Auswertung Segmentanalyse / SE¥ - Fluorimeter i = o _>.<JI
Photometer ] Fluorimeter Segmente entfernen | Kalibration [
SE¥ | Photemeter 1 Phatometer - Photometer | SEY - SE¥ (Messdaten) | SEV - SEV (Quotient)

Flugrimeter

,J; normierte Intensitat

i

14 5o 15 |
Cfseq 16|
Do |
Ofeeo 10|
e 5|
Ofeg.20 ]

news
Flucrimeterserte

Photometer

Seqmentdauer in s

50 feen 15|
s 1o ]
=015 |

neue

B
o
o
&
=
)
i
=
Quotientbildung £
4% wor varne =
f!“ war hinken

a 20 40 60

o i
100 120 140

B2

160

R S ]
180 200 220 240 260 280
Segmentnummer

400 420

300 320 340 360 ”38‘0'

e
0
 Sensor |

Sensor 2 | Segmentanzahl

| segmentdauer [N

Fhotometer Messdater:
1 1 1

Segmentdater

(R
00 120 1400 160 180 200 2200 240 Zen B0 300

i ol

(e e e e e
o

R ]
20 40 60 80 3200 340 3600 380 400

%menttr\ummei’

Quatient: normierte Fluorsszenzintensiat |
L ' !

Se
SeamentdauerPhatometer Segmentdater

A D R G R AR
1000 120 140 1e0 180 200 220 240 2600 2800 300 320 M0 360 3A0
neue Seamsntnummer (nach Entfernuno unerwinschter Seamente)

Abb. 6-7: Ermittlung der normierten Intensitat bezogen aef Ségmentdauer (herangezogen werden Datensétze der
Extinktionsmessung bei 505 nm zum jeweiligen Meisgaakt).
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Abb. 6-8: Berechnung der normierten

Datensatze).
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5! Auswertung Segmentanalyse / SEY - Fluorimeter = T|_-]
Photometer ] Fluorimeter | Segmente entfernen Kalibration -
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Abb. 6-9: Konzentrationszuordnung der einzelnen Kombinationad Erstellung von 2-D Diagrammen durch

Einbindung der Segmentierungsfile’s und der koerigin Datenséatze.
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Abb. 6-10: Erstellung von Random Matrizen (Origin Software) filie isobolographische Darstellung

ausgewerteten Datensétze aus den Versuchen miebikdschungen.

der

157
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Konzentrationszuordnung fur ausgewertete Datensataeis Einzelwirkungsscreenings

5] Auswertung Segmentanalyse / SEY - Fluorimeter - ALDJ—XI‘
© photometer | Fliorkmet | fi Kalibration ]

F:\Anette_Atbeit|\Versuche2007_2008_2009\cetoniicoli_Versuchel
coli_versuche_beads_synth,Medium| Juni_2009\Versuche),

" 29.06,09_coli_einzel_kombi\AuNP(SOnm)\23h\data SEV 300609 112337
Analyse Quotient Seamentauswahl Differenz. txt

Abb. 6-11: Fur die Untersuchung der Wirkung von Einzelsubstanzrfolgte die Berechnung der Mittelwerte und
der Abzug des Hintergrundes wie unter “Auswertuagwbn bindren Gemischen“ beschrieben. Im Bild:rdnang
der Konzentrationen zu den einzelnen SegmenteksjlirEinteilung der Datensétze in Blocke: Erstedluron
Konzentrationsklassen, erneute Mittelwertbestimr&(ng:hts).
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6.1.7 Protokoll: Wachstumsstudien und Toxizitatstests an S. cerevisiae in

Mikrofluidsegmenten

Zellkultivierung in Mikrofluidsegmentertiefe in YNB- und YM-Medium
Daten Fluorimeter: IGZ: 50 ms, AZR: 3,3 Hz, AR: 20H
Daten Photometer: AR: 250 Hz, AKR: 5 Hz

P1: Positivkontrolle

400 pl Zellsuspension (400000 Zellen/ml fur Wachsdtest, 500000 Zellen/ml fr
Toxizitatstest)

2594 pl YNB- oder YM-Medium

6 UL 2 % Cochenillerot A (0,004%)

P3: Effektorlosung: Peptid Amid P4. Effektorlosung: DNP
100 pl Peptide (Stock: 1050 ng/ml)525ng/ml 500 pl DNP (Stock: 1 mM) 300 uM
5 ul 2 % Cochenillerot A 2 uL 2 % Cochenillerot A
895 ul Aqua dest. 498 ul Aqua dest.

| Wachstumsstudie ohne Riiher

Zellzahlung mit Thoma-Zahlkammer: 5,5x10 Zellen/ml
Segmentanzahil: 220

Segmentvolumen: 580 nl £ 35 nl

| Wachstumsstudie mit Magnetriihrer |
Zellzahlung mit Thoma-Zahlkammer: 1,8x1C Zellen/ml
Segmentanzahl: 440

Segmentvolumen: 800 nl +0,5nl

| Wachstumsstudie mit Spritzenriihrersystem Cetoni

Zellzdhlung mit Thoma-Zahlkammer: 3x10 Zellen/ml
Segmentanzahl: 430

Segmentvolumen: 460 nl £ 125 nl
| Toxizitatsstudie ohne Riihrer fiir DNP

Zellzahlung mit Thoma-Zahlkammer: 5,5x10 Zellen/ml
Segmentanzahl: 200

Segmentvolumen: 570 nl £ 140 nl
| Toxizitatsstudie mit Rihrer fiir DNP

Zellzahlung mit Thoma-Zahlkammer: 5x10" Zellen/ml
Segmentanzahl: 400

Segmentvolumen: 500 nl + 160 nl
| Toxizitatsstudie ohne Riihrer fiir Decapeptid

Zellzahlung mit Thoma-Zahlkammer: 5,5x10 Zellen/ml
Segmentanzahl: 200

Segmentvolumen: 590 nl £ 85 nl

Segmentierung fir Wachstumstests: Flussrate Trd@qxi / min, Flussrate Proben: 5 pl / min

Segmentierungsprogramme flr Toxizitatstest: Flussreager: 40 ul / min, Flussrate Proben:

5 ul / min, Einzelwirkungsscreening:DatenE/Cetoardhnung_Vorlagen/file/230609 Einzel

wirkung.txt

Messzeitpunkte / Kultivierungstemperatur:  Direkt nach Segmentierung O h, 48 h, 72 h,
90 h und 160 h bei 25°C
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6.1.8  Protokoll: Segmentierung und Verteilung vonChlorella vulgaris

Tabelle 6-9:Zusammensetzung Zellsuspension und Versuchsbedjeguiir den Testorganismus
Chlorella vulgaris

Versuche mit Ruhrer in Spritze Versuche Spritzenruhereinheit Cetoni
Zellsuspension Zellsuspension
72,7 ul Zellsuspension (1,6x1Bellen/ml) 375 pl Zellsuspension (1@ellen/ml)
927,8 ul IGV-Medium 2619 pl IGV-Medium
0,5 puL 2 % Cochenillerot A (0,001 %) 6 UL 2 % Cochenillerot A (0,004 %)

Versuchsbedingungen

Zellzahlung mit
Thoma-Zahlkammer:

Zellzahlung mit

2,2x10 Zellen/ml Thoma-Zahlkammer:

8,3x1d Zellen/ml

Segmentanzahl: 100 Segmentanzahl: 235
Segmentvolumen: 573197 nl Segmentvolumen: 578488 nl
Flussrate Trager: 40 pl/min Flussrate Trager: 40 pl/min
Flussrate Probe: 3 pl/min Flussrate Probe: 5 pl/min
Messzeitpunkt: Direkt nach Messzeitpunkt: Direkt nach
Segmentierung Segmentierung
Daten Photometer: 250 Hz Abtastrate
Daten Fluorimeter: 30 ms Integrationszeit
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6.1.9 Protokoll: Versuch mit DOX-induzierten HeLa-Zellen

Beschreibung

Zellen

* HelLa-Zellen mit 200 ng/ml Doxycyclin induziert. Digellen
fluoreszieren dauerhaft grtn.

Vorbereitung
Zellen

« HeLa mit DOX induziert am 04.04.08 (7x10Zellen/ml
ausgesat) abtrypsiniert, gezahlt: ZZ 280, 312 =xIQ%
Zellen/ml

» Erfassung Fluoreszenzsignal von:

1) normale Population, nicht gefarbt, (Z_DOX), 2hlndelte Population
(5 Minuten -80°C, 5 Minuten +70°C) mit Invitrogealkstain kit gefarbt,
(Z-DOX_beh_F), 3) bearbeitete (5 Minuten —80°C, ialien +70°C)
Population, nicht gefarbt (Z_ DOX_beh)

Herstellung
Probensuspensio

« jeweils 2,7 ml 2x1Bzellen/ml in 15 ml Réhrchen tberfiihrt, gilt
fur Proben 1-3, Probe 4 spater eingefigt mit st Zellen,
d.h. Startmenge waren 1,48%Xellen/m|
e 5Minuten 300g zentrifugiert, in 1ml PBS 2 Minate
resuspendiert, in 1,5 ml E-Cup Uberfuhrt
« Zahlung: (um Verlust festzustellen und Proben awflOi
Zellen/ml zu verdiinnen)
1) ZZ 505, 510 = 1,269x20nI*=788ul (=1x16) Zelllbsung + 212ul PBS
2) ZZ 472, 416 = 1,110x£0onI"=900u! (=1x16) Zelllbsung + 100u| PBS
3) ZZ 508, 447 = 1,194xfonI"=837pl (=1x16) Zelllbsung + 163ul PBS
4) 77 370, 358 = 9,1xPanl*=komplette Menge weiterverarbeitet
* Probe 3,4 behandelt: 5 Minuten -80 °C, 5 Minutef0+C
* Proben 1-4 mit 1ul Invitrogen cell stain kit (Alioguam 07.04.08
in 50ul DMSO (am 07.04.08) angesetzt) bei 4 °C 30utén im
Dunkeln inkubiert, 5 Minuten bei 300 g zentrifugjddberstand
verworfen
* Probe 3 leuchtet nicht
* Probe 4 leuchtet weniger als 1-2, schwer zu resusgeen, in
1 ml PBS mit abgeschnittener Pipettenspitze resubps,
5 Minuten 300 g zentrifugiert
« Probe 4 leuchtet nicht mehr, Uberstand verworfie®,9 ml PBS
mit abgeschnittener Pipettenspitze 2 Minuten resudiert,
Probe 4 wieder normal zu resuspendieren
« Zahlung: (anschlieBend 8x “0Zellen /ml Proben fir
Segmentierung)
1) 2Z 271, 276 = 6,837x20nI*=117pl (=8x10) Zelllbsung + 883 pl PBS
+ 1 pl Cochenillerot A, 2) ZZ 305, 336 = 8,010%10I™* =99,8ul (=8x16)
Zelllésung + 900,2 ul PBS + 1 ul Cochenillerot AZZ 90, 104 =
2,425x10 mI™* =330 pl (=8x16) Zelllbsung + 670 pl PBS + 1 pl
Cochenillerot A, Zellen sind alle tot, 4) ZZ 102,11= 2,725x10ml™
=296 pl (=8x10) Zelllvsung + 704 pl PBS + 1 pl Cochenillerot AelEn
sind alle tot
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6.1.10 Protokoll: Zellfarbung mit Live/Dead ® Cell Stain Kit (P. Kiesel)

Beschreibung

Zellen

HelLa-Zellen nicht DOX-induziert

Vorbereitung
Zellen

Flaschen abtrypsiniert (Trypsin/EDTA-Mischung), f@o
Flaschen sollten nicht zu voll sein, da die Popaaeher in
einer stationaren als in einer Wachstumsphase lg@nmte.
Deshalb lieber mehrere Flaschen poolen.

Zellzahl: die Ausgangsmenge sollte pro Probe zveiscx16
Zellen/ml und 8x1®Zellen/ml liegen, da mit einem Verlust
von ca. 50 % wahrend der Farbung zu rechnen iskifie
anschlieBende Segmentierung sollten &@Zdlen/ml zur
Verfligung stehen

Kontrollen: normale Population mit Invitrogen caflain kit
gefarbt und normale Population behandelt (5 Minuben -
80 °C, 5 Minuten bei +70 °C) mit Invitrogen liveate cell
stain kit gefarbt

Herstellung
Probensuspensio

Zellen in 15 ml Réhrchen Uberfihren

5 Minuten 300 g zentrifugieren, in 1ml PBS waschen,
5 Minuten bei 300 g zentrifugieren, Ricklauf aberehin 1ml
PBS l6sen, in 1ml PBS l6sen

Proben mit 1ul Invitrogen cell stain kit (Aliquon i50 pl
DMSO angesetzt, bei -20°C gelagert) bei 4°C und flr
30 Minuten im Dunkeln inkubieren

5 Minuten bei 300 g zentrifugieren und Uberstandvegfen

in 1ml PBS mit abgeschnittener Pipettenspitze meudieren
erneut 5 Minuten bei 300g zentrifugieren, Uberdtan
verwerfen und in 0,9ml PBS mit abgeschnittener
Pipettenspitze 2 Minuten resuspendieren

Bestimmung der Zellzahl, Vorbereitung der Proben die
Segmentierung (= 8xf0Zellen in 1ml PBS mit 1pl
Cochenillerot A)

Zellzahlung

Ermittlung von Zellzahl und Viabilitat mit einer Aikammer
(z.B. Fuchs-Rosenthal zahlkammer). Dabei wird ein
bestimmtes Volumen einer mit Trypanblau gefarbten
Zellsuspension unter dem Mikroskop gezéahlt. Durgetbrbte
Zellen werden als "tot" gewertet, ungefarbte alga
Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, dessen Aniaom a
Zellproteine bindet. Das Trypanblau dringt durchfedte
Zellmembranen in das Cytosol und farbt diese Zdiieiflau.
Lebende Zellen erscheinen unter dem Mikroskop leunch
hell. Bei zu langer Einwirkzeit des Trypanblau et Anstieg
von toten Zellen zu beobachten, da dieser Farbzaydtoxisch
wirkt. Sicherheitshinweise beachten: Typanblau gals
gesundheitsschadlich.
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6.1.11 Protokoll: Toxizitatstests anhand von HelLa-Zellen

Versuche mit CuGl

Zusammensetzung Zusammensetzung Zusammensetzung
Probensuspension- Probensuspension- Probensuspension-
Positivkontrolle 0,2 mM CuC} 0,5 mM CuC}

100 ul HeLa 100 pul HeLa 100 pul HelLa

(10° Zellen/ml) (10° Zellen/ml) (10° Zellen/ml)

850 pl 60% Saccharoseldosur 850 pl 60% Saccharoselésur 750 pl 60% Saccharoseldsung
50 ul PBS

50 ul CuC} 50 ul CuC}

Segmentvolumen: 1-2 ul

Zellzahl pro Segment: 7-14

Flussraten
Segmenterzeugung:
Flussrate Messung:
Referenzversuch in
Kulturflaschen:

Trager (Tetradecan): 40 pl/min, Probensuspensiqul/20in

4 pl/min

Fluoreszenzbildanalyse nach 2h und 24h InkubatesrHeLa-
Zellen mit 0,5 mM, 1 mM und 2 mM Cuglbei 37°C und 5%
CO,.

Versuche mit B21

Vorbereitung Zellen:

HeLa ohne DOX vom 09.04.08 (1,5X)Q Flaschen
abtrypsiniert und gepoolt, mit Rest von
Konzentrationsabstufung gezahlt: 302, 306=7,8:Zlen/ml

Stockkonzentration: 0,01 % B21 in DMSO, 1 % DMSO
* Unbehandelte Population mit Invitrogen cell stain k
gefarbt
 Behandelte  Population (5 Minuten  -80 °C,
5 Minuten + 70 °C), mit Invitrogen cell stain kit
Proben gefarbt
* Inkubation mit 0,01% B21 (30 Minuten), mit
Invitrogen cell stain kit gefarbt
* Inkubation mit 1% DMSO (30 Minuten), mit
Invitrogen stain kit gefarbt
« 8x1,05ml (=8x1® Zellen/ml) in 15ml Réhrchen
Uberfuihrt, 5 Minuten 300 g zentrifugiert, in 1 ml
PBS gewaschen, 5 Minuten 300 g zentrifugiert,
Rucklauf abgezogen
* in1mlPBS gelost
* in 1 ml PBS gel6st, 5 Minuten -80°C, 5 Minuten +
. 70°C
Versuchsdurchfuhrung « in 1 ml 0,01 % B21 gelost (Stocklosung 1 % 10l +
990ul PBS)
* in 1ml 1% DMSO gelost (Stocklosung 100 % 10ul +
990ul PBS)

* Proben 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
e Proben mit 1 pl Invitrogen cell stain kit (Aliquotit
50 uIl DMSO (am 11.04.08) angesetzt), bei 4°C
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30 Minuten im Dunkeln inkubiert, 5 Minuten 300 g
zentrifugiert, Uberstand verworfen, in 1 ml PBS mit
abgeschnittener Pipettenspitze resuspendiert,
5 Minuten 300 g zentrifugiert, Uberstand verworfen,
in 0,9 ml PBS mit abgeschnittener Pipettenspitze
2 Minuten resuspendiert, Zahlung und Vorbereitung
der Proben (= 4 x f(Zellen in 1 ml PBS mit 1 pl
Cochenillerot A)

Referenzversuche in
Kulturflaschen

Unbehandelte Population, ZZ 207, 191 = 4,98x10
Zellen/ml, 161 pl (=4x1%) Zelllbsung + 838ul PBS

+ 1 pl Cochenillerot A, Zellen sind gut, im
Fluoreszenzmikroskop leuchten einige, wenige
Behandelte Population, ZZ 52, 40 = 1,15%10
Zellen/ml 695 pl (=4x 104) Zelllésung + 304 pl PBS
+ 1 ul Conchenille Rot A, Zellen sehen tot aus, im
Fluoreszenzmikroskop leuchten einige, wenige
0,01% B21 (30 Minuten),ZZ 48, 58 = 1,33%10
Zellen/ml, 601 pl (=4x1%) Zelllésung + 398 pl PBS

+ 1ul Cochenillerot A, Zellen sind ok, im
Fluoreszenzmikroskop leuchten einige, aber sehr
schwach (es leuchten nicht alle toten Zellen?)

1% DMSO (30 Minuten),ZZ 185, 202 = 4,8R10
Zellen/ml, 167 pl (=4x 104) Zellldbsung + 832 ul
PBS + 1 pl Cochenillerot A, Zellen sehen nicht gut
aus, im Fluoreszenzmikroskop keine Zellen
gefunden (standen zu lange im PBS?)
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6.1.12 Protokoll: Isolierung C. elegan€EEmbryonen aus Adulttieren

* Nach 3 Tagen Inkubation Abspilen der NematodenM®itPuffer von den Wouts-
Agarplatten.

e Abzentrifugieren bei 6000 U/min fur kurze Zeit.

« Abnahme Uberstand.

* Verteilung der Zellsuspension auf 1,5 ml Tubes.

e Zugabe von 1 ml Hypochloridlésung.

e 2 min Schuttel und fir 30 s bei 6000 U/min abzé&mngieren.

» Uberstand abnehmen und mit M9-Puffer spulen.

» Dieser Arbeitsschritt wird 4x wiederholt.

* Am Ende 3x mit M9-Puffer spulen.
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6.1.13 Protokoll: Referenzversuche in Mikrotiterplatten

Tabelle 6-10:Zusammensetzung der Proben fur die Referenzversadfikrotiterplatten. Zusammensetzung fir 1
well a 250 ul, pro Ansatz 4x250 ul hergestellt. Negativkontrolle (Hintergrund) fir alle Versucheetum +

Farbstoff.
Wirkstoff Positiv- Konzentration Konzentration Konzentration Konzentration
kontrolle A B C D
DNP 0,5ulCoch. A 05ulCoch.A 0,5ulCoch.A 0,5pulCoch.A 0,5ul Coch. A
(1 mM) (2%) (2%) (2%) (2%) (2%)
2,6 pl Zellen 2,6 pl Zellen 2,6 pl Zellen 2,6 pl Zellen 2,6 pl Zellen
(2x10 z/ml) (2x10" Z/ml) (2x10 Z/ml) (2x10 Z/ml) (2x10 z/ml)
Hefe 246,7 ul YNB 2,5 ul DNP 12,5 pul DNP 25 ul DNP 125 ul DNP
2444 Ul YNB  2344ulYNB  2219ulYNB  121,9 ul YNB
Decapeptid 0,5pulCoch.A  0,5ulCoch.A 0,5ulCoch.A 0,5ulCoch.A -
(21 mg/ml) (2%) (2%) (2%) (2%)
2,6 pl Zellen 2,6 pl Zellen 2,6 pl Zellen 2,6 pl Zellen
(2x10" Z/ml) (2x10" Z/ml) (2x10" Z/ml) (2x10" Z/ml)
Hefe 2467l YNB 2,4 plPeptid 6 pl Peptid 11,9 pl Peptid
2445 ul YNB  240,9 ul YNB 265 ul YNB
Wirkstoff Positiv- Konzentration Konzentration Konzentration Konzentration
kontrolle A B C D
Decapeptid 0,5ulCoch.A  05ulCoch.A 0,5ulCoch.A --- ---
(12,5 mg/ml) (2% (2%) (2%)
8,3 pl Zellen 8,3 ul Zellen 8,3 ul Zellen
. (1x10° Z/ml) (1x10 Z/ml) (1x10 Z/ml)
E. coli 2412 l 4 pl Peptid 20 pl Peptid
synth.M. 237,2 ul 221,2 ul
synth.M. synth.M.
DNP 1 pl Coch. A 1 pl Coch. A 1 pl Coch. A 1 pl Coch. A 1 pl Coch. A
(1 mM) (1%) (1%) (1%) (1%) (1%)
26 pl Zellen 26 pl Zellen 26 pl Zellen 26 pl Zellen 26 pl Zellen
. (5x10°Z/ml) (5x10°Z/ml) (5x10°Z/ml) (5x1G°Z/ml) (5x10°Z/ml)
E. coli 223 pl synth.M. 0,5 ul DNP 2,5 ul DNP 25 pl DNP 125 pl DNP
222,5 ul 220,5 ul 198 ul synth.M 98 ul synth.M
synth.M synth.M
DCP 1 pl Coch. A 1 pl Coch. A 1 pl Coch. A 1 pl Coch. A 1 pl Coch. A
(1 mM) (1%) (1%) (1%) (1%) (1%)
26 pl Zellen 26 pl Zellen 26 pl Zellen 26 pl Zellen 26 pl Zellen
. (5x10°Z/ml) (5x10°Z/ml) (5x10°Z/ml) (5x10°Z/ml) (5x10°Z/ml)
E. coli 223 pl synth.M. 0,5 pl DCP 2,5 ul DCP 25 pl DCP 125 ul DCP
222,5 ul 220,5 ul 198 ul synth.M 98 ul synth.M
synth.M synth.M
DMSO 1 pl Coch. A 1 ul Coch. A 1 ul Coch. A 1 ul Coch. A 1 pl Coch. A
(100 %) (1%) (1%) (1%) (1%) (1%)
26 pl Zellen 26 pl Zellen 26 pl Zellen 26 pl Zellen 26 pl Zellen
. (5x10°Z/ml) (5x10°Z/ml) (5x10°Z/ml) (5x10°Z/ml) (5x10°Z/ml)
E. coli 223 plsynth.M. 0,5ulDMSO  2,5ulDMSO 25 ul DMSO 125 pl DMSO
222,5 pl 220,5 pl 198 pl synth.M 98 pl synth.M
synth.M synth.M
AuNP 1 pl Coch. A 1 pl Coch. A 1 pl Coch. A 1 pl Coch. A 1 pl Coch. A
(HAuUCl, (1%) (1%) (1%) (1%) (1%)
- 26 pl Zellen 26 pl Zellen 26 pl Zellen 26 pl Zellen 26 pl Zellen
0,05 mM)
% (5x10°Z/ml) (5x10°Z/ml) (5x10°Z/ml) (5x10°Z/ml) (5x10°Z/ml)
) 223 pl synth.M. 0,5 pul HAuC}, 2,5 pl HAuUC}, 25 pl HAuC, 125 pl HAUC}
E. coli 222,5 ul 220,5 pl 198 pul synth.M 98 pl synth.M
synth.M synth.M
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6.1.14 Protokoll Silanisierung

e Carosche Saure frisch hergestellt (3 Teile Wassfpstoxid/1 Teil konz.
Schwefelsaure), mit abgedrehter Kanule vorsichitigen Kanal einbringen, fur 2 bis
3 Minuten einwirken lassen (immer wieder nachfillen

* mit Wasser spulen bis Output neutralen pH-Werttzeig

e mit Isopropanol (wasserfrei) den Kanal mehrmalkefil

* mit Druckluft Kanal freiblasen.

» im Trockenschrank bei 80°C ca. 2 h (Vakuum) trockiassen.

e ab jetzt muss der Chip absolut von der Luft getremgehalten werden
(Luftfeuchtigkeit).

« Uberfuhren in Exikator (mit aktiven Trockenmateyialm Abkuhlen.

» Einfullen (wieder mit abgedrehter Kaniile ) von 10T in Heptan (wasserfrei).

e FUr mind. 3 h bei 60 °C (Trockenschrank) in Heptamosphare einwirken lassen
(Chip fullen zum Chip Heptan geben und in den Temdchrank legen)

* Chip unter Argon-Atmosphare bringen.

* Mit Isopropanol spulen.

* Unter Argon -Atmosphare ist der Chip lagerbar.
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6.2 Standardmethoden und Geréate

Fur die Charakterisierung der Metallnanopartikel radem DCS-, UV/VIS-
Spektralphotometrie-, Durchlicht-Dunkelfeldmikrogke® und REM-Messungen durchgefuhrt.
Die UV-VIS Spektralphotometrie wurde fur die Bestmang der optischen Dichte bei den
Referenzmessungen in Mikrotiterplatten und fir drgersuchung der Absorptionsbanden von
Nanopartikeln in Mischung mit synthetischem Mediwmgesetzt. Nachfolgend sind die

Verfahren kurz erlautert.

6.2.1 Differentielles Zentrifugales SedimentationssystertDCS)

Mit dem analytischen Zentrifugensystem DC 20000 Flema CPS Instruments Inc. (USA)
ist es moglich, Partikelgrol3en zwischen 5 nm undud0zu bestimmen. Grundlage dieses
Verfahrens ist die Trennung von spharischen Pantiketerschiedlicher Volumina aufgrund
ihrer verschiedenen Sedimentationsgeschwindigkeitezinem Dichtegradienten. Die Analyse
der Sedimentationszeiten erfolgte mit Hilfe einggischen Analyseverfahrens auf Grundlage
der Mie-Theorie. Die bendétigten Materialeigensatraftind physikalischen Parametern wurden

in Prozeduren festgelegt (Tabelle 6-11).

Tabelle 6-11:DCS-Prozeduren fir die Erfassung der GroRenvernigiion Silber- und Goldnanopartikeln

DCS Prozedur fur Silber:
Ag-300 nm-5 nm

DCS Prozedur fur Gold: Au-300 nm-5 nm

Probenparameter

Probenparameter

Durchmessefax 0,3 microns
Durchmessefin: 0,002 microns
Partikeldichte: 10,5 g/ml
Brechungsindex Partikel: 1,7
Partikelabsorption: 1 K
Non-Sphericity Faktor: 1

Durchmessefax 0,3 microns
Durchmessefin: 0,005 microns
Partikeldichte: 19,32 g/ml
Brechungsindex Partikel: 0,36
Partikelabsorption: 1 K
Non-Sphericity Faktor: 1

Parameter Kalibrationsstandard

Parameter Kalibrationsstandard

Peak Durchmesser: 0,377 microns
Halbwertsbreite: 0,15 microns
Partikeldichte: 1,385 g/mol

Peak Durchmesser: 0,377 microns
Halbwertsbreite: 0,15 microns
Partikeldichte: 1,385 g/mol

Parameter Flussigkeit

Parameter Flussigkeit

Dichte Flussigkeit: 1,045 g/ml
Brechungsindex: 1,35
Viskositat Flussigkeit: 1,07 cps

Dichte Flussigkeit: 1,045 g/ml
Brechungsindex: 1,35
Viskositat Flussigkeit: 1,07 cps
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6.2.2 UV/VIS-Spektrometrie

Das Zweistrahl-Spektralphotometer (Specord 200,lyiikalena AG) diente zur Aufnahme
der Extinktionsspektren der dispergierten NanokelrtiFiir Gold- und Silbernanopartikel zeigen
sich ausgepragte Plasmonenresonanzen im sichtBaegtralbereich. Die Extinktionsspektren
wurden Uber einen Wellenlangenbereich von 220-90@uafgenommen.

Das UV/VIS Spektrometer wurde weiterhin fur die Etlung von Referenzdaten aus den
Versuchen in Mikrotiterplatten flr die unterschieden Testorganismen und Testsubstanzen
eingesetzt. Hier wurde die optische Dichte (OD)@¥) nm bestimmt.

Fur die Messungen wurden Einmal-UV-Kivetten dem@iiRoth furA > 270 nm verwendet.

6.2.3  Dunkelfeldmikroskopie

Mit der Dunkelfeldmikroskopie koénnen einzelne Naadixel aufgrund von
Streulichtmessung sichtbar gemacht werden. Abhamgig Gré3e und Material erscheinen
Nanopartikel im Dunkelfeld als farbige Lichtpunkidit der hier eingesetzten Methode konnte
eine Aussage uUber die spektrale Lage der Plasmesmmanz im Streulichtspektrum eines
einzelnen Partikels getroffen werden.

Der Versuchsaufbau setzt sich aus einem optischimoskop (JENAVAL, Durchlicht-
Forschungsmikroskop, CARL ZEISS JENA), einem Smehketer (Acton SP-2150i, Princeton
Instruments) mit variablem Eintrittsspalt, einenbiédenden Beugungsgitter und einer Kamera
mit CCD-Chip als Detektor (Andor iDus DU420, Andechnology) zusammen. Wéahrend einer
Belichtungszeit von zehn Sekunden werden die Steggrésse fiur jede Wellenlange des
ausgewahlten Messbereichs aufgezeichnet.

Fur die Probenpraparation wurde 20 ul verdunntarodartikeldispersion auf gut gereinigte
Objektrager plaziert und an der Luft getrockneth&zh wurden die Objektrager mit Aqua dest.

gespult und mit Stickstoff trocken geblasen.

6.2.4 Rasterelektronenmikroskopie

Bei der Rasterelektronenmikroskopie (REM) wird dHeobe mit einem Elektronenstrahl
abgerastert. Die Detektion der dabei aus dem Proagmial austretenden Sekundéarelektronen
fuhrt zum REM-BIild. Die REM-Messungen wurden mind&asterelektronenmikroskop JSM-
6380LV von JEOL (USA) durchgefiihrt. Fur die Messemgwurde die Probenlésung auf
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sorgfaltig gereinigten Silizium-Substraten (5 x Bfp aufgetropft, an der Luft getrocknet, mit
Aqua dest. gewaschen und anschlieBend mit Sti¢kstaken geblasen. Es wurden Bilder von

reinen Nanopartikeln und Probenanséatzengndoli untersucht.
6.2.5 Transmissionselektronenmikroskopie

Mit der Transmissionselektronenmikroskopie kann cHurdas Durchstrahlen von
dunnschichtigen Objekten mit Elektronen deren [@#tsig moglich gemacht werden. Fir die
TEM-Messung wurden die aus den einzelnen Segmerdgsggn gewonnen Proben mit
Paraformaldehyd fixiert, in PBS-Puffer aufgenommed anschlieend mit dem Kontrastmittel
Wolframsaure versetzt. Auf die Kupferplatzchen veuain Tropfen von 1-2 ul Probe aufgeben
und nach Lufttrocknung vermessen. Die TEM-Messungarden von H. Romanus am ZMN
Imenau am Transmissionelektronenmikroskop Philipgecnai 20 S-TWIN (FEI-
Beschleunigungsspannung 200kV) durchgefuhrt. DigeBiwurden bei 12000 bis 490000facher
VergrolRerung aufgenommen und als tif-Dateien gebpet.
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6.3 Blockweise Konzentrationseinstellung in Mikrofluidssgmentsequenzen
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Abb. 6-12: Blockweise Erzeugung von 1- und 2-dimensionalen Zeatrationsfeldern, Ermittelung durch
photometrische Messung der Absorption des Indikatiostoffes Cochenillerot Aa) Mittlere Absorptionswerte flr
Testsubstanz Coffeinb) Mittlere Absorptionswerte fir Testsubstanz DGH. Mittlere Absorptionswerte fir
Testsubstanz DMSQ) Mittlere Absorptionswerte flir Testsubstanz PVP Athsorptionswerte bindre Mischung

DMSO und PVP.
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6.4 2D-Konzentrationseinstellung in Mikrofluidsegmentsguenzen
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Abb. 6-13: Absorptionswerte Cochenillerot A und Indigokarmirach 2D-Konzentrationseinstellung im
Mikrofluidsegment.a-1) CuCL+DNP, a-2) CuChL+DNP_WH, b-1) AuNP+DNP, b-2) AuNP+DNP_WH, c-1)
DCP+DNP,c-2) DCP+DNP_WH,d-1) DCP_AgNP_braund-2) DCP_AgNP_gelbe-1) AgNP_braun+DCPe-2)
AUuAgNP+CuC}, f-1) CuChLb+AgNP_braun,f-2) CuChL+DCP, f-3) CuCL+DNP, f-4) DCP+AgNP_gelb,f-5)
DCP+AUNP f-6) DNP+AgNP_braun
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6.5 Korrektur des durch additive Uberlagerung der Farbstoffspektren bedingten

Konzentrationsfehlers

Die Uberlappung der Absorptionsbanden von Farbstoffiihrt - sofern keine chemische
Beeinflussung zwischen den Farbstoffen stattfindet einer additiven Uberlagerung der
Einzelspektren (Superposition).

Einzelfarkstoff :  E(A)=¢&(A)eld (Lambert- Beersche&esetz)
Stoffgemish: E(A)=d ngk(/] )&, (Superpogion)
k
Fur zwei Farbstoffe A und B ergibt sich fur die iktion bei den Wellenlangen undiy:

E(A,) = EA(A)+Eg(A) =d(ca [64(A)+Cy [£5(A,))
E(A,) = Ea(A,)+Eg(A,) =d e, Ea( A, )+ Fg(A,)

(E(/h)]: dtﬁeml) eB(m))[EcA]
E(A;) ea(Ay)  &s(Ay)) (Cq
Nach Umformung mittels folgender Matrizenoperation:

AlX =Y

ATAX =AY ;A'[A=E

X =ATLY

ergibt sich fur die Berechnung der Farbstoffkonmdmnen ca und cg folgender

Ca)_(Ea(h) &AM (E(A) -
Co) \Ealh)  &(4)) (EA,)

Fur photometrische Messungen im Schlauch ist distiBenung des optischen Wegds

Zusammenhang:

durch die gekrimmten Flachen der Schlauchwand sclgviAuch die Extinktionskoeffizienten
€(A), welche durch Messung der Extinktidf()) bei bekannter Konzentratioo zwischen
planparallelen Flachen mit definiertem Abstand sq@eketrisch bestimmt werden, entsprechen
nicht den Werten im Mikrodurchflussphotometer, daeeseits Brechungseffekte durch die

Krummung des Schlauches auftreten, andererseitsEdassionsspektrum einer LED relativ
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breit (AL1/2 = 20..30 nm) ist. Letzteres kdnnte durch eine \Wioh der Extinktionskoeffizienten
mit dem LED-Spektrum unter Berucksichtigung derlem@bngenspezifischen Empfindlichkeit
der Photodioden korrigiert werden. Der messteclheigtufwand hierfiir wére jedoch sehr grof3.
Eine Losung all dieser Probleme gelang durch Emiitig von ,spezifischen photometrischen
Extinktionskoeffizienten“g’(d). Diese wurden durch Kalibrierung der einzelnen $keasdale
ermittelt und beinhalten die Extinktionseigensobaftdes Farbstoffes im Schlauch, die

Emissionseigenschaften der LED sowie die wellerdaéspezifische Sensitivitat der Photodiode.

Definition: g(A)=¢&(A)d

Photometer E(A)=£(A)e

Stoffgemishim Photometer  E(A)=) "¢, (1) (g,
k

Fur ein Zwei-FarbstoffsystemA(und B) ergibt sich fur die photometrischen Messungen bei

A\ und),;, folgender Zusammenhang:

E(A) = EA(A) + Eg(A ) = €x(A) e, +e5(A)[cy
E(A,)=Ea(A,) +Eg(A,) = €4(A,) 8, +£5(4,) [E

E(A))_(Ex(A)  €5(A)) (ca
(Eunj‘(e;\uz) eguz)jtﬁcaj

Die Farbstoffkonzentrationam undcg berechnen sich wie folgt:
(cAjz(eg(m eg(Al)J‘ltﬁE(MJ
Cs) (&a(A)  &5(4)) (E(4,)

Quelle: Steffen Schneider FG Physikalische Chemie/MRT |liM&nau, Optimi-Projekt.
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6.6 Abhangigkeit der Grenzflachenspannung von der Zelltthte
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Abb. 6-14: Darstellung der Abhangigkeit zwischen Grenzflacpensiung und Zellzahl anhand vdh coli
(Versuchsdurchfiihrung R. Hartung)
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6.7 Kalibrierungskurven fur HPTS/p-HEMA-Mikrobeads im S egmenf
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Abb. 6-15: Kalibrierungskurven fir HPTS/p-HEMA-Mikrobeads in ikvbfluidsegmenten.a) Referenzkurve
Universitdt Regensburg, Institut fir Analytische e@tie, Prof. Wolbeis, durchgefiihrten Versuchen niicht
Segmentb) pH-Wert Abhéngigkeit von pH-senisitiven Mikrobediis Pufferldsungen mit pH-Werten von 4 bis 11.
c) Zeitabhangige Kalibrierungskurven im stoffwechsigvanten pH-Bereich fir Mikrobeads im DYT-Medium,
inkubiert bei 37 °C fiir 100 h, iBeads/Segment, 2500 beads/segment.

#[128] Cao, J. "Diplomarbeit, Nanodiagnostik in idlkystemen: Optische pH-Auslese in
Nanoliterfluidsegmenten,” 2008.
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6.8 Referenzversuche in Erlenmeyerkolben: pH-Wert Messog wahrend der

Kultivierung von S. cerevisiae

6 T O Hefe YW-Medium

5,6 -

48 T

0 2 4 6 8 24 26 28 30 32 49 51
Zeit [h]

Abb. 6-1@6: pH-Wert Verlauf wahrend der Kultivierung von Hefen iErlenmeyerkolben, Messung mit pH-
Elektrode.

® Arbeiten aus der Diplomarbeit von Di Zhi, Titelh&akterisierung von Zellkulturen durch EnergiefEfer- und
pH-sensitive Chemochips.
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6.9 Sauerstoffsensitive Mikrobeads und Gaspermeabilitatier Polymerschlauche
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Abb. 6-17: Sauerstofftransport in 500 nl Mikrofluidsegmented Anderung der Fluoreszenzintensitat von
Sauerstoffsensitiven-Mikrobeads ~ wahrend der  Glauhchtseinstellung in Mikrofluidsegmenten
(Sauerstoffdiffusion durch PTFE-Schlauch mit@5 mm und ¢=0,55 mm).b) Theoretischer Massentransport von
Sauerstoff durch den PTFE-Schlauch in die Segmembhangigkeit von der Druckdifferenz zwischenp@Luft
und pQ in Wasserc) Theoretischer Sauerstoffverbrauch bei Annahmexpomrentiellem Wachstums wahrend der
Kultivierung vonE. coliin Mikrofluidsegmenten.
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Sauerstoffverbrauch wihrend E. colf Sauerstoffverbrauch wihrend des E. coli
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Abb. 6-18: Sauerstoffverbrauch und Wachstumskurven fir dietiiatung vonE. coli im Mikrofluidsegmertt,
Anstieg Intensitatssignal Mikrobeaétls Sauerstoffverbrauch, Abnahme Sauerstoffpartialdru®bnahme
Intensitatssigna® Zunahme Sauerstoffpartialdrucka) PTFE-Schlauch mit ;0,5 mm und ¢=0,55 mm,
Startzelldichte: 10Zellen/ml, Segmentvolumen: 550 nl, Minimalmediub). FEP-Schlauch mit;€0,4 mm und
d,=0,2 mm, Startzelldichte: $@ellen/ml, Segmentvolumen: 450 nl, Minimalmedium.

Tabelle 6-12: Gaspermeabilitit und Sauerstofftransferrate firenschiedliche Schlauchmaterialien. Die
Permabilitaten wurden den Herstellerdaten und derdtur entnommen. Hersteller: FEP: Upchurch Sifierand
Bohlender GmbH, PTFE: Upchurch Scientific, PE: $nhitedical.

Schlauchmaterial Permeabilitat Sauerstofftransfer nach Holm
[molxcm/(cnf x s x atm] et al.[206] [ng/h x atm]
FEP 1,52162E-12 0,044616634

(di 0,5 mm, d1,6 mm, ¢

0,55 mm, T=25°C)

PTFE, 1,5501E-12 0,045451705
(di 0,5mm, d1,6 mm, ¢

0,55 mm, T=20°C)

FEP, 1,52162E-12 0,155759615
(di 0,405 mm, ¢0,794 mm,

dw 0,2 mm, T=25°C)

FEP, 1,52162E-12 0,050372441
(di 0,2 mm, d0,794 mm, ¢

0,27 mm, T=25°C)

FEP, 1,52162E-12 0,015605648
(di 0,075 mm, ¢d0,794 mm,

dw 0,36 mm, T=25°C)

PE-LD 2,31E-08

(d 0,4 mm, d0,8 mm, ¢, [cm® x cm/(cnf x s x bar)]
0,2 mm, T=25°C)

PDMS 7,51E-06

[cm® x cm/(cnf x s x bar)]

¢ Ergebnisse aus den Arbeiten von J. Cao, OptimjeRtro
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6.10 Dichteanpassung in Mikrofluidsegmenten

10% Saccharose 30% Saccharose

60% Saccharose Lyphoprep

Abb. 6-19: Dichteanpassung mit Saccharose und Lymphoprep01% Lind 20 % Saccharoselésung haben sich
nach 2 h fast allen Zellen abgesetzt. Fir Lymphwopi®eperationsmedium, die Dichte entspricht etwe630
Saccharoselésung) und 60 % Saccharose zeigteatth2rnh nur ein vereinzeltes Absetzten der Zellen.
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6.11 Referenzversuche in Kulturflaschen: Wirkung von Cu@, auf HeLa-Zellen

0.5 mM CuCL 1 mM CuCL,

2 mM CuCL

Photos: P. Kiesel,
DPZ Gottingen

Abb. 6-20: Wirkung von Kupferionen auf DOX-induzierte HeLa-&&l nach 24 h Inkubation in Kulturflasches).
keine Schéadigung der Zellen fur 0,5 mM Cu@) Ablosen der Zellen vom Flaschenboden, es kommt zum

teilweisen Aufbldhen der Zellen, einige Zellen smgsammengefallen und weisen kein GFP-Signal mehrca
Die gro3te Anzahl an Zellen ist zerstort und wkeh GFP-Signal mehr auf.
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6.12 Referenzversuche in Kulturflaschen: Wirkung von B21auf HeLa-Zellen

a b
Abb. 6-21: Fluoreszenzbilder von mit B21 behandelten HeLaefelh Kulturflaschena) Effekte von 1% DMSO.
b) Effekte von 0,01% B21 gel6st in 1% DMSO. Versuehstfiihrung und Photos:P. Kiesel
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6.13

GroRRenverteilung Metallnanopartikel-DCS Messung
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Abb. 6-22: Gewichtsbezogene GroRRenverteilung von Silbernatikphar (AgNP_braun), DCS-Messung
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Abb. 6-23: Gewichtsbezogene Grdf3enverteilung von Silbernatiéplar (AgNP_gelb), DCS-Messung
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Abb. 6-24: Gewichtsbezogene GroéRenverteilung von Goldnandqdmt{AuNP), DCS-Messung.
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6.14 Konzentrationsberechnung fiir Metallnanopartikel

Annahme: Alle Metall-lonen werden zugvkduziert.

Anzahl an Metall-Atomen pro Liter:

N=n*N,
Na= 6.022x16% mol*

Anzahl der Metall-Atome in einem Metall-NP mit emealefinierten Durchmesser

- fur kugelférmige Partikel

- unter Berucksichtigung der Ausbildung eines kalbiBéchenzentrierten

Kristallgitters (kfz-Gitter) mit einer Raumerfillgnvon 74% aufgrund der kubisch dichtesten

Kugelpackung

R(Au-Atom) = 0,144 nm= R(Ag-Atom)

R(Metall-NP)= Ergebnis CPS (Fur die Berechnung wuilér Radius der NP verwendet, in

denen das meiste Material steckte)
— 4* * 3 3
V (Metall - Atom) =3 T Ryom  [M7]

V(Metall - NP) =13‘* TR, [

Anzahl an Metall-Atomen pro Metall-NP:

N = V(Metall - NP) 074
V (Metall - Atom)

4 Berechnungsvorlage A. Knauer, FG Physikalischen@&IRT, TU limenau
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Anzahl an Metall-NP pro Liter:

Az N(Metall - Aton/ Liter) {NP}
N(Au- Atome NP) I

Konzentration der Metallnanopartikel

n(Metall - NP) = -~ [m—o'}
N, ||
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6.15 Einfluss von synthetischem Medium auf die Absorptinsbanden von

Metallnanopartikeln

0,04 0,06
— LGP gelb)_Wasser_0h —LgMP(gelb)_synth Medium _Oh
c 003 — — aAghPrgelb)_Wazser_24h = = AgNPigelb)_synth Medium_24h
s — .. =agNP{gelb)_Wasser_48h E 004 4 a = =AgNPgelb)_synth Medium_45h
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Abb. 6-25: UV/VIS Absorptionsspektrum von Silber- und Goldnpadikeln in Aqua dest. und synthetischem
Medium.1-1) Absorptionsspektrum von AgNP_gelb in Wasser wéthiar Inkubation fur 48 h bei 37°C, a) 0 h, b)
24 h, c) 48 h1-2) Absorptionsspektrum von AgNP_gelb im synthetischiadium wahrend der Inkubation fiir 48 h
bei 37°C, a) 0 h, b) 24 h, ¢) 482x.1) Absorptionsspektrum von AuNP in Wasser wahrendlglarbation fiir 48 h
bei 37°C, a) 0 h, b) 24 h, c) 48 B2) Absorptionsspektrum von AuNP in synthetischen Mediwéhrend der
Inkubation fur 48 h bei 37°C, a) 0 h, b) 24 h, 8)%
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Abkirzungsverzeichnis

6.16 Abkurzungsverzeichnis

AgNP
AuNP
CFS
Coch. A
CuClh,
da
DCP
DCS
DEP
d

DNA
DNP
O
EDTA
EWOD
EZFS
FEP
HTS
MTP
NOAEL
oDT
PBS
PCR
PEEK
PEG
PE-LD
PMMA
PTFE

Re
REM

-Silbernanopartikel

-Goldnanopartikel

-Confocale Fluorescence Spectroscopy
-Cochenillerot A

-Kupfer(ll)-chlorid

-AulRendurchmesser

-Dichlorphenol

-Differentielles Zentrifugales Sedimentatiorsésyn
-Dielectrophoresis

-Innendurchmesser

-Desoxyribonukleinséure

-Dinitrophenol

-Wandstarke

-Ethylendiamintetraessigsaure

-Electro Wetting On Dielectric

-Endogenes Zellulares Floureszenzsignal
-Perfluorethylenpropylen
-High-Throughput-Screenings/Hochdurchsatz-Senegs
-Mikrotiterplatten

-No observed adverse effect level
-Octadecyltrichlorosilan

-Phosphate Buffered Saline

-Polymerase chain reaction/Polymerase-Kettktioga
-Polyetheretherketon

-Polyethylenglycol

-Polyethylen-Low Density
-Polymethylmethacrylat

-Polytetrafluorethylen

-Radius

-Reynoldzahl

-Rasterelektronenmikroskop
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Abkirzungsverzeichnis

RNA
RT-PCR
SAW
TEM
U/min
WH

-Ribonukleinsaure

-Reverse Transcriptase PCR
-Surface Acustic Waves
-Transmissionselektronenmikroskop
-Umdrehungen pro Minute
-Wiederholung
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