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ABSTRACT

The biotechnology is one of the key enabling technologies of the 215 century. Due
to their potentials in solving the world hunger problem, finding sustainable energy
productions or cures for diseases the biotechnology has become one of the most
important research areas over the last decades. In the biotechnological research
microfluidic systems become more and more important because of their various
advantages over conventional systems. Single cell analytic as well as high-throughput
drug discovery or tissue engineering are only a few examples for microfluidics in
biotechnology. With an increase in the applications also the requirements on the
microfluidic systems and their functionalities increase. Normally, active elements
like valves are used to solve most of the microfluidic operations, but they are not
capable to address all requirements which are needed to fulfil a biotechnological
process line.

The presented work attempts to set up microfluidic systems for a biotechnological
process line by using micrometre actuators made of stimuli-responsive polymers.
Various hydrogel types were investigated regarding their behaviour in different
media. Here, it is shown that the gels’ chemistry has a strong influence on the
media compatibility.

The photolithagraphic process for actuator micropatterning is optimised and
used in a production technique to fabricate high integrated microfluidic system for
the cultivation of microorganisms.

For separation tasks of microorgansims or molecules the normally used thermal
based concept to adopt hydrogel properties is changed to a chemical concept.
This concept is successfully evaluated for a micropore and a molecular sieve based
on hydrogels. The usage of hydrogel-based molecular sieves as matrices for (bio-

)chemical reactions or as storing elements with a dispensing funtionality is discussed.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die Gesellschaft des 21. Jahrhunderts steht vor den Herausforderungen der
Bekdmpfung des Welthungers, der Bereitstellung erneuerbarer Energien und der
Behandlung schwerer Erkrankungen. Die Biotechnologie bietet das Potential zur
Losung dieser Probleme einen wesentlichen Beitrag zu leisten. Dabei gewinnen
in der biotechnologischen Forschung zunehmend mikrofluidische Systeme an
Bedeutung z.B. in der Einzelzellanalytik, den Hochdurchsatz-Untersuchungen
oder der Gewebeziichtung. Mit steigendem Einsatzpotential erhéhen sich auch
die Anforderungen, welche an die Operationsmoglichkeiten der Systeme gestellt
werden. In der Regel kommen aktive Elemente wie Ventile zum Einsatz, welche
eine Vielzahl an Operationen erméglichen, nicht aber eine ganze biotechnologische
Prozesskette abdecken kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wird der Versuch unternommen, eine
biotechnologische = Prozesskette mikrofluidisch abzubilden. Dabei werden
Mikroaktoren genutzt, welche auf stimuli-sensitiven Hydrogelen basieren. An
unterschiedlichen Hydrogelen wird der Einfluss von Prozessmedien und Puffern auf
die Eigenschaften der Gele diskutiert. Es zeigt sich ein starke Abhangigkeit der
Eigenschaftsinderung von der chemischen Zusammensetzung der Hydrogele.

Um hochintegrierte und reproduzierbar arbeitende Systeme herzustellen, wurde
in einem ersten Schritt die Mikrostrukturierung der Hydrogele optimiert und
anschliefend ein Verfahren zur Fertigung von hochintegrierten mikrofluidischen
Batch-Kultivierungssystemen fiir Mikroalgen und Hefen entwickelt.

Zur Separation von kultivierten Organismen und zur Trennung von Molekiilen
wird das thermische Steuerkonzept von Hydrogel-basierten Elementen hin zu einer
chemischen Steuerung verdndert. Der erfolgreiche Einsatz dieser Konzeptéanderung
wird an einer Mikropore und an Molekularsieben demonstriert. Eine Weiternutzung
von Hydrogel-basierten Molekularsieben als auslesbare Molekiilspeicher oder
Reaktionsmatrizes wird im Rahmen eines neuen mikrofluidischen Elements
diskutiert.



2 ZUSAMMENFASSUNG



1 EINLEITUNG, MOTIVATION UND
ZIELSTELLUNG

1.1 Einleitung

Im Jahr 2014 brach in den westafrikanischen Léndern Guinea, Liberia und Sierra
Leone eine Epidemie des himorrhagischen Fiebers Ebola aus. Am 08.08.2014 erklérte
die WHO (World Health Organization) die Ebola-Epidemie zum internationalen
Gesundheitsnotfall (Public Health Emergency of International Concern, PHEIC),
ein Beleg dafiir, dass solche Epidemien nicht nur ein grofies Problem fiir betroffene
Regionen darstellen, sondern die ganze Welt betreffen. @

Von Marz 2014 bis Marz 2016 erkrankten nachweislich 28.616 Menschen an
diesem Ficber, wobei fiir 11.310 Infizierte die Krankheit todlich verlief. 2l Erfolgreiche
medikamentose Behandlungen existieren fir die meisten hamorrhagischen Fieber
bisher nicht. Als praventive Mafinahmen gegen eine Ausbreitung solcher Epidemien,
werden Menschen mit auffilligen Symptomen vor der Ausreise aus den betroffenen
Gebieten zunéchst unter Quarantine gestellt und auf das Virus getestet. Eine
wirksame Quarantane fiir hunderte bis tausende Menschen und molekularbiologische
Untersuchungen aller Betroffenen stellen u.a. Hilfsorganisationen, aber auch
Diagnostik-Laboratorien vor riesige logistische und finanzielle Herausforderungen.

Nachgewiesen werden Ebola-Erkrankungen tiblicherweise mittels Methoden der
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR). Hierbei wird im Blut
eines potentiell Infizierten nach der genetischen Erbinformation (Deoxyribonucleic
Acid, DNA) des Erregers gesucht. Dieses Verfahren erfordert speziell ausgeriistete
Laboratorien, spezielle Nachweisreagenzien und geschultes Personal, weshalb solche
Tests in der Regel kostenintensiv und zeitaufwéndig sind. Schnelle, einfache und
mobile Testverfahren wie der Blutzucker- oder der Schwangerschaftstest sind fiir die
Diagnose von Infektionskrankheiten wie Ebola erstrebenswert. Die Untersuchung

auf Krankheitserreger konnten so dezentral vorgenommen werden und wiirden



Quaranténezeiten verkiirzen.

Die Firma Corgenix stellte 2016 den ReEBOV-Test vor, welcher nicht das
genetische Material, sondern Proteine des Ebola-Virus nachweist.B Der Test kommt
in der Funktionsweise einem Schwangerschaftstest gleich und ist somit einfach
in der Handhabung und mobil einsetzbar. Der grofite Vorteil liegt jedoch in
seiner Geschwindigkeit. Wéhrend ein DNA-Nachweis 12h dauern kann, liegt beim
ReEBOV-Test bereits nach 15 min ein Ergebnis vor.

Die Funktionsweise des Tests beruht auf dem Prinzip des seitlichen Flusstests
(lateral flow test). Eine Blutprobe des Patienten (lediglich 30pl) wird zunéchst
auf das Probenpad eines immunochromatografischen Teststreifens pipettiert. Puffer,
welcher sich im Testrohrchen befindet, initiiert den Transport der Blutprobe und
die Separation des Blutplasmas. Das Antigen VP40 des Ebola-Virus’ absorbiert an
Nanopartikeln wahrend des Fluidflusses und bildet Antigen-Nanopartikel-Komplexe,
welche an einer Antigen-spezifischen Testlinie im Streifen gefangen werden und eine
lokale Farbanderung verursachen. Diese Farbidnderung gibt schlussendlich Auskunft
dariiber, ob eine Patient infiziert ist oder nicht. Der Fliissigkeitstransport im
Teststreifen erfolgt iiber den Kapillareffekt, ein Effekt, welcher in einem Teilgebiet
der Mikrosystemtechnik hdufig zum Transport von Fliissigkeiten Anwendung findet,
der Mikrofluidik.

1.2  Motivation

Die Mikrofluidik beschéftigt sich mit der Entwicklung und Nutzung von
Technologien, welche die Manipulation kleinster Fliissigkeitsvolumina ermoglichen
und dabei eine Vielzahl von Vorteilen gegentiber etablierten makrofluidischen
Systemen aufweisen. Besonders in den Lebenswissenschaften spielen solche
mikrofluidische Systeme zunehmend eine tragende Rolle und ersetzen mitunter
ytraditionelle® Technologien wie Well-Plate, Petrischale oder Eppendorf-Tube.
Mikrosysteme fiir den Einsatz in der Biotechnologie oder medizinischen Diagnostik
erfordern eine kostengiinstige Herstellung. Priadestiniert hierfiir sind Produkte aus
Polymeren, welche einen wesentlichen Aspekt medizintechnischer Produkte, die
,Einmalnutzung® | gewahrleisten.

Hervorzuheben sind Systeme, die iiber Funktionalitdten verfiigen welche
iber die Eigenschaften passiver Kanalstrukturen hinaus reichen. Soll z.B. eine
biotechnologische Prozesskette realisiert werden, sind aktive (oder steuerbare)

Elemente unumgénglich. Filtereinheiten, Biomarker-Harvester, parallele Batch-
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Kultivierung und die Steuerung des Fluidflusses sind Beispiele fir Abldufe in
einem biotechnologischen Prozess, welche allerdings die blofle Nutzung von Ventilen
iiberschreiten. Es werden somit Plattformtechnologien notwendig, welche eine in
sich geschlossene Herstellungstechnologie aufweisen, eine Vielzahl an verschiedenen
Funktionalitdten und Fluidoperationen ermdglichen und dartiber hinaus skalierbar
und kostengtinstig in ihrer Herstellung sind.

Stimuli-sensitiven Hydrogele erméglichen die Entwicklung solcher multilateralen
Plattformtechnologien. Durch den Einsatz dieser Materialien kénnen aktiv
steuerbare Komponenten gefertigt werden, welche iiber externe oder interne
Kontrollmechanismen adressierbar sind. Die Vielfalt der realisierbaren Bauelemente,
die Moglichkeit der funktionellen und technischen Skalierbarkeit sowie die
einfache und kostengiinstige Herstellung machen Hydrogel-basierte Bauelemente
und Systeme zu einer unglaublich vielseitigen und méchtigen mikrofluidischen
Plattformtechnologie, welche es stetig weiterzuentwickeln gilt. Die Etablierung
bestehender Elemente, die Erstellung von Fertigungstechnologien und neuartigen
Systemansétzen sowie die Erprobung in biotechnologischen Prozessen sind aktuelle

und zukinftige Entwicklungsschritte.

1.3 Zielstellung

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, Elemente und Systeme darzustellen, welche
fiir den Einsatz in einer mikrofluidisch abgebildeten biotechnischen Prozesskette
geeignet sind. Die Abschnitte der Prozesskette umfassen dabei die Kultivierung, die
Separation und die Analytik.

Das zentrale Element der Systeme bilden stimuli-sensitive Hydrogele.
Entscheidend fiir eine mogliche Anwendung sind zunédchst die Untersuchung
der Hydrogele beziiglich ihrer chemischen Zusammensetzung, Kompatibilitat zu
relevanten Prozessmedien (Puffer), Steuergrofien (organische Losungsmittel, Tem-
peratur, Zucker) und Miniaturisierbarkeit und Reproduzierbarkeit. In der Arbeit
werden zunéchst Hydrogele unterschiedlicher Zusammensetzung untersucht und
Schlussfolgerungen beziiglich der Prozesskompatibilitdten gezogen.

Einen wesentlichen Bestandteil biotechnologischer Prozessketten bildet die Kul-
tivierung von Mikroorganismen. Dafiir sind Kultivierungssysteme notwendig, welche
die parallele Kultivierung von mehreren, voneinander separierten Organismen
erlauben (Batch-Kultivierung). Fiir solch parallel arbeitende Systeme sind

mikrofluidische Chips mit hochintegrierten aktiven Elementen notwendig, fiir die
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es eine Fertigungstechnologie zu entwickelt gilt.

Nach der Kultivierung von Mikroorganismen erfolgt in der Regel eine
biochemische Charakterisierung entweder der Organismen selbst oder des
verbleibenden Mediums. In beiden Féllen miissen die Organismen zunéchst von
der Matrix bzw. dem Medium abgetrennt werden. Dies kann mikrofluidisch
iiber Siebe erfolgen. Um den Herstellungsaufwand der Systeme gering und deren
Effizienz hoch zu halten, sind Siebstrukturen mit einer variablen Siebweite zu
entwickeln. Im Anschluss an die Separation miissen fiir die Charakterisierung
wichtige Biomolekiile (Biomarker) isoliert und vor Degradation geschiitzt werden.
Dafiir sind Hydrogele zu etablieren, welche iiber adaptierbare Filterfunktionen
verfiigen und eine weiterfiihrende Nutzung als Reaktionsmatrix oder auslesbare

Molekiilspeicher erlauben.
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