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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine mikroflui-
dische Flusszelle, ein Verfahren zur Synthese von Biomaole-
kiilen in einer mikrofluidischen Flusszelle und ein Verfahren
zur Herstellung einer mikrofluidischen Flusszelle.

Um die Vorteile von zellbasierten und zellfreien Systeme zur
Synthese von Biomolekilen zu kombinieren und biochemi-
sche Reaktionen von industriellem Interesse in einer zell-
ahnlichen Umgebung durchzufiihren, die wesentliche Eigen-
schaften einer Zelle abbildet, dabei jedoch nicht auf einer
empfindlichen, membranbasierten Plattform mit ihrer inha-
renten Komplexitat beruht, wird eine mikrofluidische Fluss-
zelle umfassend ein mikroskaliges Kanalsystem, wobei das
Kanalsystem zumindest teilweise mit einem Polymergel be-
fiillt ist, einen Einlass zur Zufuhr von Komponenten und ei-
nen Auslass zur Abfuhr von synthetisierten Biomolekilen
und anfallenden Abfall- und Nebenprodukten angegeben.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft eine mikrofluidische Flusszelle, ein Verfahren zur Synthese von Biomolekdlen in
einer mikrofluidischen Flusszelle und ein Verfahren zur Herstellung einer mikrofiuidischen Flusszelle.

[06002] Biologen sind heutzutage in der Lage, den Metabolismus von Zellen so zu manipulieren, dass diese
maRgeschneiderte Proteine, Bickraftstoffe und eine Vielfalt(bio-)chemischer Reagenzien aus erneuerbaren
Rohstoffen synthetisieren. Allerdings kann die Manipulation einer bestimmten zelluléren Funktion zur Produk-
toptimierung ungewolit den Rest einer Zelle entscheidend negativ beeinflussen.

[0003] Die Expression von Genen durch DNA-Transkription und anschlieRender mRNA-Translation zu einem
Protein findet in Zellen in vivo in einer extrem komplexen Umgebung statt. Hier liegen Reaktionspartner nicht
homogen verteilt wie bei konventionellen chemischen Synthesen vor. Stattdessen bilden Zellen Konzentrati-
onsgradienten und beschranken dank intrazellulérer Organisation des Zytoplasmas Reaktionspartner auf be-
stimmte Teile der Zelle. Dies hat entscheidende Auswirkungen auf Diffusionszeiten sowie die Reaktionskinetik.

[06004] Da Zellen einen signifikanten Teil ihrer Ressourcen fiir Wachstum und Zelimembranaufbau aufwenden
miissen, sind zellfreie Systeme zur Abbildung biologischer Funktionen, beispielsweise die Darstellung funktio-
neller Proteine, Enzyme und Antikérper, fir biotechnologische Anwendungen von besonderer Bedeutung.

[0005] Im Gegensatz zu zellbasierten Systemen benétigen zellfreie Systeme keine schiitzende Zellmembran
um zu funktionieren, weisen eine verminderte Sensibilitit gegentiber toxischen Syntheseprodukten auf und
kénnen die Anspriiche an Produktionsraten im Milligramm-pro-Milliliter-Bereich, beispielsweise fir therapeu-
tisch interessante Proteine, erfiillen.

[0006] Um nicht von einem membranumgebenen System im Rahmen biotechnologischer Anwendungen ab-
hangig zu sein, wurden bereits in den 1960er Jahren erste zellfreie experimentelle Plattformen vorgeschlagen.

[0007] Konventionelle biclogische, zellfreie Assays zur Abbildung zellulérer Funktionen, wie z. B. Zytoskelett-
und Mikrotubuli-Konstruktion sowie Genexpression, werden im Allgemeinen in makroskopischer, verdiinnter
Ldsung durchgefiihrt, beispielsweise in einem Milliliter-Probenréhrchen oder auf Mikrotiterplatten.

[0008] Lebende Zellen hingegen sind beispielsweise aufgrund des sogenannten makromolekularen Crow-
dings des Zytosols und der raumlichen Lokalisation von Reaktionspartnern nicht nur wesentlich komplexer
aufgebaut, sondern auch um ein vielfaches kleiner als herkdmmliche Reaktionsraume, so dass die aus in vi-
tro Experimenten abgeleiteten Diffusions- und Reaktionskinetiken mitnichten die Situation in vivo realistisch
darstellen.

[0009] Weiterhin sind kommerziell erhéltliche Systeme nicht zwangslaufig dahingehend optimiert, eine biolo-
gische Funktion méglichst genau abzubilden, sondemn es stehen Ausbeuten und Produktionsraten im Vorder-
grund. Dies spiegelt sich beispielsweise in teils ungewdhnlich hohen Salzkonzentrationen in in-vitro-Systemen
wider. .

[0010] Zudem berlicksichtigen die auf dem Markt verfligbaren Systeme u. a. im Bereich der zellfreien Gen-
expression nicht oder nur unzureichend die natlrliche Dichte des zelluldren Zytoplasmas und das damit in
Verbindung stehende makromolekulare Crowding sowie die raumliche Organisation von Reaktanden auf mi-
kroskaliger Ebene.

[0011] Obwohl das Zytoplasma einer Zelle nach allgemeinem wissenschaftlichen Standpunkt mitnichten als
gewohnlicher Reaktionsraum bestehend aus einer Ansammiung von Biomakromolektilen aufgefasst wird, wer-
den biologische Funktionen in vitro in Probenréhrchen auf makroskopischer Ebene weiterhin in homogener,
verdinnter Lésung durchgefihrt.

[0012] Um die dichte Packung des Zytoplasmas und das makromolekulare Crowding lebender Zellen ansatz-
weise zu berlicksichtigen, werden kommerziell erhéltlichen Systemen im Bereich der Genexpression Makro-
molekule wie Poly(ethylenglykol) (PEG) zugegeben. Es ist daher Aufgabe der Erfindung, die Vorteile von zell-
basierten und zellfreien Systeme zur Synthese von Biomolekiilen zu kombinieren und biochemische Reaktio-
nen von industriellem Interesse in einer zellahnlichen, insbesondere auf Mikro- sowie Nanoskala mafigeschnei-
derten, Umgebung durchzufiihren, die wesentliche Eigenschaften einer Zelle abbildet, dabei jedoch nicht auf
einer empfindlichen, membranbasierten Plattform mit ihrer inharenten Komplexitat beruht.
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[0013] Es soll insbesondere eine neuartige biokompatible, zellfreie Umgebung entwickelt werden, die die mi-
kroskopischen Abmessungen sowie wesentlichen Eigenschaften der intrazellularen Umgebung und deren Be-
deutung fur Diffusionszeiten, Bindungskonstanten, Proteinfaltungsprozesse sowie Reaktionskinetik méglichst
weitgehend berticksichtigt.

[0014] Zudem soll der Fortgang der Biomolekillsynthese, insbesondere einer Genexpression (Proteinbiosyn-
these), zeit- und ortsaufgeldst verfolgt werden kénnen. Weiterhin sollen Reaktanden kontinuierlich zugefiihrt,
Reaktionsprodukte abgefiihrt und Reaktionsparameter in situ geéndert werden kénnen.

[0015] AuBerdem soll es die Erfindung ermdglichen, metabolische Reaktionspfade zu manipulieren und zu
optimieren. Zusatzlich soll die Erfindung einem Up-Scaling zugénglich sein.

[0016] Diese Aufgabe wird erfindungsgeman gelést durch eine mikrofluidische Flusszelle mit den Merkmalen
des Anspruchs 1, ein Verfahren zur Synthese von Biomolekilen gemaR Anspruch 13 sowie ein Verfahren zur
Herstellung einer mikrofluidischen Flusszelle gemaR Anspruch 21. Die davon jeweils abhangigen Anspriiche
geben vorteilhafte Ausfiihrungsvarianten dieser erfindungsgeméaRen Lésungen wieder.

[6017] Unter dem Begriff ,Biomolekil” werden vorliegend Molekiile organischer Substanzen, die in Lebewesen
vorkommen, verstanden. Dies kdnnen beispielsweise sein: (Phospho-)lipide, Glycolipide, Vitamine, Hormone,
Neurotransmitter, Aminoséuren, Nukleotide, Monosaccharide, Peptide, Oligopeptide, Polypeptide, Proteine,
Nukleinsauren, Oligosaccharide, Polysaccharide. Ebenso kénnen diese Molekiile komplexere kovalent sowie
nicht-kovalent verkniipfte Strukturen bilden. Diese kénnen beispielsweise sein: Mikrofilamente, Mikrotubuli,
Vesikel, Ribosomen, Lysosomen, Organellen.

[0018] Unter dem Begriff .Synthese” wird vorliegend die Herstellung eines Biomalekiils oder einer etwaigen
Zwischenstufe entlang des Syntheseweges eines Biomolekiils verstanden, wobei die Synthese nicht notwen-
digerweise aus den Grundbausteinen, z. B. Aminosauren, erfolgen muss. Vielmehr soll auch eine Umwandiung
eines Biomolekdils in ein anderes Biomoleki! mit erfasst sein.

[0019] Eine erfindungsgemafie Flusszelle zur Synthese von Biomolekiillen umfasst ein mikroskaliges Kanal-
system. Dieses Kanalsystem ist zumindest teilweise mit einem Polymergel beftllt. ’

[0020] Unter einem Polymergel wird vorliegend ein elastisches, quer-vernetztes Material, dessen Zwischen-
rdume mit Losungsmittelmolekiilen besetzt sind, verstanden. Ein Beispiel sind Poly(isobutylen)gele, welche
in Losungsmitteln wie Toluol oder Cyclochexan quellen. Bei Hydrogelen im Speziellen handelt es sich um Po-
lymergele, die in Wasser oder wasserhaltigen Mischungen, z. B. aus Wasser und einem Alkchol, gequollen
sind, d. h. deren Zwischenrdume zumindest teilweise mit Wassermolekiilen besetzt sind. Die Vernetzung ist
bevorzugt chemischer Natur, z. B. aufgrund kovalenter, ionischer oder supramolekularer Bindungen, wobei
jedoch auch eine physikalische Vernetzung, z. B. durch Verschlaufen der Polymerketten, in Frage kommt.

[0021] Das Kanalsystem kann auch mit verschiedenen Palymergelen, beispielsweise verschiedenen Hydro-
gelen, befillt sein. Ebenso ist es méglich, dass die Kanale der Flusszelle nicht homogen befiillt sind, sondem
mikro- bis nanoskalige Polymerpartikel bzw. kolloidale Partikel aufweisen. Diese kdnnen aus den gleichen
Ausgangsmaterialien bestehen wie solche Polymergele, die zur Befiillung der Flusszelle angewendet werden.

[0022] Beispielsweise kann das Polymergel als Hydrogel ausgebildet sein und auf Polysacchariden, z. B.
Hyaluronsaure, Pullulan oder Heparin, sowie Kollagen basieren (Polymergel- bzw. Hydrogelbasismaterial).
«Basierend auf* bedeutet dabei, dass die genannten Materialien eine zur Ausbildung eines Polymergels ge-
eignete Funktionalisierung (vernetzbare funktionelle Gruppen) aufweisen, wie beispielsweise thiol-funktionali-
sierte Hyaluronsaure.

[0023] Die konkrete Auswahl des Polymergelbasismaterials ist u. a. von der fir eine gewiinschte Vemetzung
notwendigen Funktionalisierung, der gewiinschten Hydrophobizitdt sowie der elektrischen Ladung der Poly-
mergelmatrix abhangig.

[0024] So weisen Hydrogele basierend auf Hyaluronsédure materialbedingt vielfach eine groRe Porengrofie,
sowie eine negative Ladung auf, wahrend Pullulan ein nicht geladenes Hydrogel ergeben kann. Die Porengréfie
ist beispielsweise entscheidend fir die Zuganglichkeit des Hydrogels, d. h. mit Hilfe des Vernetzungsgrads
kann gesteuert werden, welche Komponenten in welche Bereiche des Hydrogels gelangen kénnen.
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[0025] Als Vernetzer sind beispielsweise Polyethylenglykole unterschiedlicher Lénge und Struktur (linear,
sternfdrmig etc.) oder dendritische Polyglykole, die funktionelle Gruppen in hdherer Dichte aufweisen und da-
durch zu einem héheren Vernetzungsgrad fiihren, geeignet. Die konkrete Auswahl des Vernetzers ist insbe-
sondere durch die vorhandenen funktionellen Gruppen und den gewtinschten Vemetzungsgrad bedingt.

[06026] Das Polymergel kann eine Funktionalisierung aufweisen, welche geeignet ist, das gewiinschte Biomo-
lekiil zu synthetisieren. Der Ausdruck funktionalisiert sein“ umfasst sowohl eine kovalente Anbindung eines
funktionellen Malekdls, wie z. B. eines Biomakromolekuils (z. B. DNA), als auch eine nicht kovalente Verknip-
fung mit dem Polymergel sowie die Mdglichkeit, dass das funktionelle Molekiil aufgrund seiner Grée im Po-
lymergel physikalisch gefangen sein. :

[0027] Die Funktionalisierung des Polymergels erlaubt dabei die Ausfiihrung einer (weiteren) biologischen
Funktion, die in der Natur durch die Zelle selbst aufgefihrt wird (intrazelluldre Funktion)

[0028] Beispielsweise ist das Polymergel fir die Proteinbiosynthese DNA-funktionalisiert, sodass innerhalb
des Polymergels die Gentranskription und -translation stattfinden kann.

[6029] Das Pclymergel kann sowchl homogen als auch inhomogen funktionalisiert sein, d. h. die fiir die Bio-
molekiilsynthese benétigte Funktionalitat, wie z. B. DNA-Molekiile innerhalb des Polymergelnetzwerks, kann
sowohl gleichméRig als auch ungleichméRig, z. B. in Flussrichtung der Flusszelle ansteigend oder abfallend
oder aufgeteilt auf mehrere Bereiche des Polymergels innerhalb der Flusszelle verteilt sein.

[0030] Weiterhin ist es auch méglich, unterschiedliche Funktionalisierungen zu verwenden und die gesamte
Synthese auf verschiedene Bereiche des Kanalsystems, die u. a. zu diesem Zweck auch mit unterschiedlichen
Polymergelen beftilit sein kénnen, aufzuteilen.

[0031] Weiterhin ist es méglich, dass das Polymergel sowie seine physikochemischen Eigenschaften durch
externe Stimuli reversibel wie irreversibel schaltbar ausgebildet sind. Beispielsweise kann sich in einer Ausfih-
rungsvariante die PorengréRe des Polymergels durch Anlegen einer definierten Temperatur vergréemn bzw.
verkleinern lassen. Auch kénnen durch Lichteinstrahlung im sichtbaren wie UV- eder IR-Bereich die physiko-
chemischen Eigenschaften des Polymergels, wie PorengroRe, Vernetzungsgrad, funktionelle Gruppen, orts-
aufgelost gebildet oder abgebaut werden.

[0032] Die Kanile des Kanalsystems weisen zumindest teilweise Strukturgréen im pym-Bereich auf, so dass
eine mikrofluidische Flusszelle mit bevorzugt laminaren Stromungsverhéitnissen entsteht. Fertigungsbedingt
weisen die Kanéle zumeist einen rechtwinkligen Querschnitt auf. Beispielsweise kann der Durchmesser oder
die kleinste Seitenlange des rechteckigen Querschnitts eines Kanals 1 mm betragen, wobei jedoch Durchmes-
ser bzw. Seitenlangen von ca. 300 um oder ca. 100 pm oder ca. 30 ym bevorzugt sind. Die einzelnen Kana-
le kénnen selbstverstandlich auch unterschiedliche Durchmesser bzw. Abmessungen aufweisen. Demgegen-
Uiber ist die Lange der einzelnen Kanéle nicht auf den pm-Bereich begrenzt.

[0033] Das Kanalsystem kann beliebig ausgebildet sein. Beispielsweise sind sowohl geradlinig verlaufende
Kandle als auch maanderformige Kanéle méglich, wobei die gewahlte Gestaltung u. a. zur Beeinflussung der
FlieRgeschwindigkeit und damit der Verweildauer innerhalb der Flusszelle dient.

[0034] Das Kanalsystem kann sowochl verzweigt sein als auch im einfachsten Fall lediglich Gber einen gerad-
linig ausgebildeten Kanal verfiigen. Eine Verzweigung kann beispielsweise zur Aufteilung der Flussstrome auf
parallel zueinander verlaufende Kanéle dienen, die im weiteren Verlauf an einer weiteren Verzweigung wieder
zusammengefihrt werden, als auch einer unterschiedlichen Weiterverarbeitung in verschiedenen Kanélen.

[06035] Zumindest ein Teil des Kanalsystems ist mit dem Polymergel befiillt, welches zur eigentlichen Synthe-
se der Biomolekile benétigt wird. Weitere Bereiche des Kanalsystems kdnnen sowohl unbefiillt als auch mit
weiteren Materialien, die beispielsweise einer Abtrennung der gewilinschten Biomolekiile von Abfallprodukten
dienen, befillt sein.

[0036] Das Kanalsystem kann beispielsweise in einer Matrix integriert sein. Alternativ kann das Kanaisystem

auch mittels Schlauchen, modularen Steckverbindungen und Ventilen aufgebaut werden, wobei der Kanal-
durchmesser bevorzugt 300 ym oder 30 pm cder 3 pm betrégt.
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[0037] Weiterhin umfasst die Flusszelle zumindest einen Einlass zur Zufuhr von Komponenten, wie z. B. Reak-
tanden, Losungsmitteln, Zusatzstoffen zur Steuerung der Reaktion etc. Verschiedene Komponenten kdnnen
der Flusszelle auch Uber verschiedene Einlasse, ggf. an unterschiedlichen Positionen des Kanalsystems, zu-
geflihrt werden.

[0038] Zudem verfugt die Flusszelle Gber zumindest einen Auslass fir die synthetisierten Biomolekile und
etwaige anfallende Neben- sowie Abfallprodukte.

[06039] Optional kann die Flusszelle (iber weitere Bereiche verfiigen, die beispielsweise der Abtrennung und
Aufreinigung der synthetisierten Biomolekiile dienen. Dies kann beispielsweise ein chromatographisch wirken-
der Bereich sein. Hierfir kommen u. a. Polymergele in Frage, die entsprechende Bindungsstellen fiir die syn-
thetisierten Biomolekdle, nicht jedoch fir alle anderen Komponenten in der Losung aufweisen oder durch ihre
Porengrofie die synthetisierten Biomolekiile physikalisch abtrennen. Ebenso ist eine Anbindung der syntheti-
sierten Biomolekile an die Kanaloberflache der Flusszelle in (Polymergel befiillten) Kanalbereichen denkbar.

[0040] Weiter kdnnen optional funktionelle Bauteile innerhalb der Flusszelle vorgesehen sein, die eine Rich-
tungsanderung der Flissigkeiten durch externe Stimuli erméglichen.

[0041] Zudem kann in die Flusszelle auch eine Pumpe implementiert sein, die dem Transport der Flissigkeiten
dient. Im einfachsten Fall handelt es sich dabei um eine Umlaufpumpe. Komplexere oder autarke Pumpensys-
teme konnen alternativ sein: Kapillarpumpen, flexible Kanalwande, die durch einen extem angelegten Druck
kontrolliert kollabiert werden kdnnen und dadurch eine Flissigkeitsfront bewegen sowie Unterdrucksysteme
{wie z. B. in: Abate et al.: ,Syringevacuum microfluidics: A portable technique to create monodisperse emul-
sions®, Biomicrofluidics 2011 beschrieben) oder durchstrémte Kreislaufpumpen, die sowchl im Kanaldesign
beinhaltet, wie auch extern mit der Flusszelle verbunden sein kdnnen. Durch weitere Abgange und Zulaufe, die
im Kanaldesign beinhaltet sein kénnen, ist es femer mdglich Produkt zu entnehmen oder Edukt zuzufiihren.

[0042] Die erfindungsgemafe mikrofluidische Flusszelle ermdglicht es, eine zelldhnliche, mikroskopische Um-
gebung mit maRgeschneiderter Komplexitat, d. h. beispielsweise mit definierter elektrischer Ladung, Dichte,
Form, Elastizitat und Funktionalisierung, darzustellen, in der mittels Konzepten der Polymerchemie, makromo-
lekularen sowie Kolloidchemie, aber auch unter Anwendung von Konzepten der Molekular- und Systembiolo-
gie wie auch Biophysik biolcgische Funktionen fiir eine biotechnologische Anwendung analysiert, manipuliert
und optimiert werden kénnen.

[0043] Sie stellt eine neue biokompatible, zellfreie Umgebung dar, die die mikroskopischen Abmessungen
einer lebenden Zelle und deren Bedeutung fiir Diffusionszeiten sowie Reaktionskinetik berlicksichtigt, wobei
das Polymergel die wesentlichen Eigenschaften des natiirlichen zellularen Zytoplasmas abbildet.

[0044] Im Vergleich zu statischen Systemen, die lediglich (iber einen gewissen Zeitraum von Minuten bis Stun-
den funktionieren, bevor Energiereserven wie ATP etc. erschopft sind, erlaubt das kontinuierlich durchstromte
mikroskopische Kanalsystem die Zufuhr von Reaktanden, die Abfuhr von Reaktionsprodukten wie DNA, Pro-
tein, Antikérpem oder Enzymen und eine Anderung von Reaktionsparametem (Konzentration einzelner Reak-
tanden, Strémungsgeschwindigkeit etc.) in situ.

[0045] Es wird somit ein zellahnlicher offener Reaktionsraum gestaltet, der den Austausch von Reaktanden
mit der Umgebung ermdglicht. Dariiber hinaus kann die Dichte des Polymer- bzw. Hydrogels durch die zu-
sétzliche Zufiihrung von Makromolekilen, wie Ficoll, PEG oder Dextranen, und somit Diffusionszeiten und
die Reaktionskinetik von biologischen Funktionen in der Flusszelle, das sogenannte Makromolekularen Crow-
ding, beeinflusst werden. Fermer erlaubt die Abbildung essentieller Eigenschaften einer nattrichen zelluléren
Umgebung durch das Polymergel, eine biclogische Funktion in vitro effizienter, sparsamer und schneller zu
gestalten.

[0046] Dank der realisierbaren laminaren Stromungsverhéltnisse ist es auBerdem mdglich, Reaktionen im
Polymergel zeit- und mikrometer-aufgeldst genauestens zu verfolgen, was in gerihrten Bioreaktoren mit ihren
turbulenten Strémungsverhéltnissen kaum mdéglich ist.

[0047] Die Manipulation sowie Optimierung der biclogischen Funktion, beispielsweise der Genexpression,
kann u.a. mittels genauer Einstellung der physikochemischen Eigenschaften des Polymergels erfolgen.
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[0048] GemaR einer Ausflhrungsvariante weist das Polymergel eine die natlirliche Dichte, mikro- sowie na-
noskalige Organisation und Funktionalisierung des zelluldren Zytoplasmas imitierende Porengrofie auf. Insbe-
sondere kann die PorengroRe die kontrollierte Diffusion von Molekillen sowie auf Selbstanordnung basierte
Strukturen mit einem hydrodynamischen Durchmesser von 10 nm, 50 nm, 100 nm oder 500 nm erlauben.

[0049] Die Porengrofie lasst sich, wie cben beschrieben, insbesondere durch den Vemetzungsgrad und die
Anzahl und Anordnung der funktionellen Gruppen im Polymergelbasismaterial und im Vernetzer beeinflussen.
Eng im Zusammenhang mit dem Vemetzungsgrad steht der Quellungsgrad, der durch einen Vergleich der
Masse des gequollenen Netzwerks mit der des ungequollenen Netzwerkes ermittelt werden kann.

[0050] Um die gegebene Dichte des zelluldren Zytoplasmas zu bestimmen, werden die Zellen lysiert, der
Zellinhalt fraktioniert dialysiert und das Molekulargewicht bzw. Masse einzelner Fraktionen bestimmt.

[6051] Als weitere Methode wird die Konzentration an Makromolekilen und somit die Dichte des zellularen
Zytoplasmas im Rahmen des Zellwachstums bestimmt. Hierzu wird die optische Dichte (OD) einer Zellkultur
definierten Volumens ermittelt, das Zelllysat extrahiert und durch Rickrechnung die Menge an zelluldrem In-
halt je Zelle ermittelt. Entsprechend der bestimmten Menge an zelluldrem Inhalt kann nun eine kiinstliche Poly-
mergel-basierte Umgebung geschaffen werden, die aus einer Polymergelmatrix sowie mobilen Makromolek-
len wie Poly(ethylenglykol), Ficoll oder Dextranen besteht, und dabei die gleiche Konzentration an immobilen
wie mobilen Makromolekuilen aufweist, wie zuvor in vivo bestimmt. Die Synthese von Biomolekiilen wird dann
zunachst in vivo in einer zelluldren Umgebung durchgefiihrt. Parallel wird die PorengroRe des Polymergels
unter Verwendung von Fluoreszenzmarkierten Molekillen verschiedenen Molekulargewichts bzw. hydrodyna-
mischen Durchmessers mittels Fluorescence Recovery after Photobleaching (FRAP) bestimmt. AnschlieRend
wird in vitro Genexpression in diesem Polymergel durchgefithrt, wobei Reaktionsraten, Diffusionszeiten und
Biomolekilausbeuten den Vergleichsexperimenten in vivo angenahert werden. Hieraus lasst sich dann die
Porositét und Ladung des Polymergels mit Makromalekilen mit der Dichte des nattirlichen Zytoplasmas eines
bestimmten Zelltyps in Verbindung setzen.

[0052] Durch kontrollierte Seitengruppenfunktionalisierung des Polymergelbasismaterials sowie Polymerisa-
tion polymerer statt monomerer Ausgangsmaterialien mittels Mikrofluidik, eine Methode die bekanntermalien
die Bildung von Polymergelen geringer makroskaliger wie nanoskaliger Polymemetzwerkhomogenitat ermég-
licht (z. B. J. Polym. Sci., Part B: Polym. Phys. 2015, 53, 1112-1122), werden Polymergele mit reproduzierbar
niedriger PorengréRenverteilung erhalten.

[6053] Der reziproke Wert des Quellungsgrades im Gleichgewicht dient als relatives Maf fir den Vernetzungs-
grad. Je hdher der Vernetzungsgrad ist, desto geringer ist der Quellungsgrad, aus welchem die Dichte des
Polymergels im gequollenen Zustand abgeleitet werden kann.

[0054] Den konkreten Zusammenhang fiir ein bestimmtes Polymerge! zwischen Vernetzungs- und Quellungs-
grad und damit zwischen Vemnetzungsgrad und Dichte kann der Fachmann im Rahmen einfacher Versuche
ermitteln.

[0055] Entsprechend kann die fiir ein bestimmtes Polymergel notwendige Porengréfie bestimmt werden, bei
der das Polymergel die Dichte des zelluléren Zytoplasmas imitiert, da das natiirdiche Zytoplasma nicht als ver-
diinnte Lésung aufzufassen ist, sondem zwischen 100 und 400 g L~ Makromolekile, wie Zucker oder Prote-
ine enthalt und somit eine hdhere Dichte als eine verdinnte Lésung aufweist. Somit ist auch eine Simulation
der dicht gepackten Umgebung im Inneren einer Zelle, des sog. makromolekularen Crowdings (gegenseitige
Behinderung durch hohe Konzentration, Effekt des Volumenausschlusses) méglich.

[0056] GemaR einer weiteren Ausfithrungsvariante weist das Polymergel entweder einen homogenen oder
inhomogenen Vemetzungsgrad auf. Zur Beeinflussung des Vernetzungsgrads wird auf die obigen Ausfuhrun-
gen verwiesen. Wihrend sich eine Flusszelle mit homogen vernetztem Polymergel einfacher herstellen lasst,
erméglicht die Variation des Vemetzungsgrads beispielsweise die gezielte Beeinflussung der Fliefigeschwin-
digkeit innerhalb der Flusszelle oder eine Anderung der Dichte des Polymergels, so dass in bestimmten Be-
reichen makromolekulares Crowding sowie die Beschrankung von Reaktanden auf bestimmte Bereiche, wie
die Kompartiment-Bildung in Inneren von Zellen, imitiert werden kann.

[0057] Optional kann das Polymergel durch einen oder mehrere Stimuli medifizierbar, d. h. triggerbar, ausge-
bildet sein. Es kann sich dabei sowohl um eine reversible als auch eine irreversible Modifizierung handeln, die
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durch den bzw. die Stimuli ausgel6st wird. Modifizierbar bedeutet insbesondere, dass sich die Netzwerkstruk-
tur &ndert, z. B. kollabiert oder auflést.

{0058] Z.B. kann das Vorhandensein des Triggers, d. h. Ausldsers, das Polymergelnetzwerk so beeinflussen,
dass das Polymergel Uber den Auslass abfiihrbar ist. Beispielsweise kann das Polymergelnetzwerk zumindest
teilweise aufgelost werden, falls das Polymergel {iber UV-Licht empfindliche Bindungen verfiigt, die durch
Bestrahlung mit UV-Licht, in diesem Fall der Trigger, gelst werden. Eine weitere Méglichkeit sind Saure- oder
Base-empfindliche Bindungen die bei Erreichen eines bestimmten pH-Werts im sauren bzw. basischen pH-
Bereich geldst werden.

[06059] Der (teilweise) Abbau des Polymergelnetzwerks fiihrt zum Verlust der mechanischen Stabilitat und
emdglicht ein Ausspilen des Polymergels durch den Auslass, beispielsweise zur nachfolgenden Abtrennung
des Biomolekdls oder in Hinblick auf eine Wiederverwendung der Flusszelle mit einem anderen Polymergel.

[0060] Die triggerbare Modifizierung kann auch derart ausgebildet sein, dass bei Vorhandensein des Triggers
im Polymergel gebundene Substanzen freigesetzt werden. Beispielsweise kdnnen aus pH- oder Temperatur-
sensitiven Polymergelen bei Erreichen einer bestimmten Temperatur oder eines bestimmten pH-Werts zuvor
im Polymergelnetzwerk gebundene Komponenten freigesetzt werden. Auch die Bestrahlung mit Strahlung ei-
ner bestimmten Wellenldnge, z. B. UV-Licht, kann bei einer entsprechenden Modifizierung des Polymergels
zum Freisetzen zuvor gebundener Komponenten genutzt werden.

[0061] Mittels der triggerbaren Modifizierung kann die Biomolekilsynthese orts- und/oder zeitabhéngig beein-
flusst werden, indem die Freisetzung bestimmter Komponenten erst nach Ablauf einer bestimmten Zeit oder
an einem bestimmten Ort innerhalb der Flusszelle erfolgt.

[0062] Neben dem Abbau des Polymergels, kann durch die zusétzliche Modifikation des Polymergels mit funk-
tionellen Gruppen die Bildung zusatzlicher Bindungen durch einen externen Stimulus induziert werden. Somit
kann durch zeit- und ortsaufgeldsten Auf- und Abbau des Polymergels die Dichte und somit Diffusionszeiten
und Reaktionskinetik chemischer wie biologischer Reaktionen beeinflusst werden.

[0063] In einer Ausflihrungsvariante ist das Kanalsystem in einer Matrix, insbesondere in einer Polymermatrix,
ausgebildet.

[0064] Fur diesen Fall kann das eingebettete Kanalsystem nach au3en hin (parallel zur Hauptausdehnungs-
richtung des Kanalsystems) beispielsweise mittels einer Glasplatte, z. B. eines Objekttragers, verschlossen
werden. Dies kann im Falle einer Poly(dimethylsiloxan-(PDMS-)matrix durch kovalente Anbindung der Glas-
platte unter Nutzung eines Plasmas, beispielsweise basierend auf Luft oder Sauerstoff erfolgen.

[0065] Vorzugsweise handelt es sich um eine inerte Matrix. Insbesondere sollte die Matrix mdglichst wenig
Lésungsmittel, z. B. im Falle eines Hydrogels als Polymergel Wasser, aufnehmen und das funktionalisierte
Polymergel sowie die synthetisierten Biomolekdle nicht bzw. nur unerheblich beeinflussen.

[0066] Alternativ kann es sich auch um eine funktionalisierte Matrix handeln, beispielsweise um eine Anbin-
dung des Hydrogels an die Matrix, z. B. mittels Grafting-from oder Grafting-to, zu erméglichen.

[0067] Polymere Matrices ermdglichen eine kostengtinstige und schnelle Herstellung der Flusszelle mittels
lithografischer Verfahren. Hierzu gehért u. a. die Kombination von Photolithographie und weicher Lithographie.
Femer kdnnen Pclymermaterialien mittels 3D-Drucktechnologien prozessiert und Flusszellen aufgebaut wer-
den. Auch Metall-basierte Flusszellen kénnen durch Laser-Sintern von Metallpulvemn hergestellt werden. Sie
sind daher vor allem flr Einweg-Flusszellen und flr Forschungs- und Optimierungszwecke sowie fiir Endbe-
nutzer geeignet.

[0068] Demgegentiber ist die Herstellung einer Flusszelle mit Glas oder Edelstahl als Matrix teuer und zeitin-
tensiv, da dafiir regelmaglig die Anfertigung eines Masters zum Atzen notwendig ist. Sie kommt daher vor allem
bei einer Mehrfachverwendung der Flusszelle nach abgeschlossener Evaluierung und Optimierung in Frage.

[0069] Als Matrixmaterial geeignete Polymemmaterialien sind beispielsweise Teflon, das mittels einfacher li-

thographischer Methoden, wie von Rolland et al. beschrieben (JACS 2004, 126 (8), 2322-2323) prozessiert
werden kann, PDMS, Cyclo-Olefin-Copolymere (COC), Acrylnitril-Butadien-Styrol (ABS) oder Parylene. Eben-
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so kénnen Polymermaterialien, wie sie zur Herstellung von Objekten mittels 3D-Drucktechnologien zur Anwen-
dung kommen, eingesetzt werden. Hierzu gehort zum Beispiel Polymilchsaure (PLA).

[0070] GemaR einer weiteren Ausfithrungsvariante ist die Flusszelle zumindest in einem optischen Detekti-
onsbereich transparent ausgebildet. D. h., das Kanalsystem und, sofem vorhanden, die Matrix sind zumindest
bereichsweise transparent. Dies erméglicht die Beobachtung der Synthesereaktion, beispielsweise mittels Mi-
kroskopie, insbesondere Fluoreszenzmikroskopie, und eine ortsaufgeldste Analyse der Vorgénge innerhalb
der Flusszelle.

[0071] Als transparente Matrixmaterialien kdnnen insbesondere die oben aufgefiihrten Polymermaterialien
oder Glas genutzt werden, wobei es ausreichend ist, wenn die Matrix nur in einem Detektionsbereich transpa-
rent ist, wahrend der restliche Teil der Matrix beispielsweise aus Edelstahl bestehen kann.

[0072] Gemaf einer weiteren Ausfiihrungsvariante entspricht eine bestimmte Schrittweite im Kanalsystem im
optischen Detektionsbereich einem genau definierten Zeitfenster in der Synthesereaktion. Dies erméglicht eine
orts- und zeitaufgeloste Analyse der Synthesereaktion.

[0073] Da in der Flusszelle bevorzugt laminare Stromungsverhaltnisse herrschen, ist die Strémung zeitsym-
metrisch, und ermdglicht durch Analyse verschiedener Punkte im Kanalsystem, eine zeit-aufgeléste Betrach-
tung der Synthesereaktion.

[0074] GemaR einer weiteren Ausfuhrungsvariante ist das Kanalsystem der Flusszelle derart ausgebildet,
dass die Zufuhr der Komponenten mittels Kapillarkraften erfolgen kann, indem die in flissiger Form vorliegen-
den Komponenten aufgrund der Oberflachenspannung der Kanéle in die Flusszelle gesogen werden.

[0075] Zusétzlich kénnen maanderférmige Strukturen des Kanalsystems vorgesehen sein, die durch Beein-
flussung der geometrischen Eigenschaften des Kanalsystems eine passive Steuerung der Fluidgeschwindig-
keit und ggf. der Strémungsrichtung erlauben.

[0076] Alternativ oder zusétzlich kann die Flusszelle tiber ein Pumpensystem am Einlass und/ocder ein Saug-
system am Auslass verfiigen, wobei auch jeweils eine Mehrzahl von Pump- bzw. Saugéffnungen vorhanden
sein kann. Durch gezieltes Pumpen bzw. Saugen an einer oder mehreren Offnungen kann die Flusszelle ge-
zZielt befiillt werden. AuRerdem kann zusatzlich oder alternativ ein intemes Pumpensystem vorgesehen sein,
das beispielsweise durch sequentiell kollabierbare Polymermembranen oder aktuierbare Schaltungen Fluide
im Kanalsystem bewegt.

[0077] Verfahrensseitig wird die der Erfindung zu Grunde liegende Aufgabe durch ein Verfahren zur Synthese
von Biomolekiilen in einer mikrofluidischen Flusszelle gelést, bei dem Komponenten einer Flusszelle der oben
beschriebenen Ausbildung durch einen Einlass zugefiihrt werden, diese Komponenten unter Synthese der
Biomolekdle durch das Polymergel geleitet werden und abschlieend die synthetisierten Biomolekdile aus der
Flusszelle durch einen Auslass abgefiihrt werden.

[0078] Hinsichtlich der Definition einzelner Begriffe und der Beschreibung der Flusszelle wird auf die obigen
Ausfiihrungen verwiesen. Das erfindungsgematie Verfahren ist fiir die Synthese einer Vielzahl von Biomole-
kiilen, insbesondere von Proteinen, geeignet, wobei im Fall der Proteinbiosynthese die Komponenten durch
ein DNA-funktionalisiertes Polymergel, beispielsweise ein DNA-funktionalisiertes Hydrogel, geleitet werden, in
welchem die Gentranskription und Gentranslation stattfinden.

[0079] Durch die Verwendung unterschiedlicher, ggf. funkticnalisierter, Polymergele ermdglicht das Verfahren
auch die parallele Synthese mehrerer Biomolekille, beispielsweise mehrerer Proteine, wahiweise als Gemisch
oder getrennt voneinander, indem das Kanalsystem nach dem Einlass in voneinander unabhéngige Kanale
mit separaten Auslassen aufgeteilt wird.

[0080] Fiir den Fall der Nutzung eines funktionalisierten Polymergels, ist es je nach konkreter Funktionalisie-
rung auch méglich, lediglich Teilschritte einer Gesamtsynthese von Biomolekiilen innerhalb der Flusszelle oder
in einem bestimmten Bereich der Flusszelle vorzunehmen. Im Fall der Synthese von Proteinen durch Genex-
pression kann lediglich die Transkription der DNA zu RNA vorgenommen werden. Die RNA kann entweder
aus der Flusszelle abgefihrt werden oder sie verbleibt im Polymergel fiir eine spatere Verwendung in einem
weiteren Reaktionsschritt zur Translation in Ribosomen, um das gewlinschte Protein zu erhalten.
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[0081] Weitere Syntheseschritte, z. B. die Translation, kdnnen dann optional in einem weiteren Bereich der-
selben Flusszelle mit einem, ggf. anderweitig modifizierten, Polymergel, in einer nachgeschalteten weiteren
Flusszelle oder mit klassischen Synthesemethoden auBerhalb der Flusszelle fortgefiihrt werden.

[0082] Die Leitung der Kemponenten in, durch und aus der Flusszelle kann beispielsweise erfolgen, indem die
Komponenten am Einlass in die Flusszelle gepumpt werden, vom Auslass ausgehend gesaugt (Abate et al.,
Biomicrofluidics 2011, 5, 14107) und/oder mittels eines intemen Pumpensystems, das beispielsweise durch
sequentiell kollabierbare Polymermembranen cder aktuierbare Schaltungen Fluide im Kanalsystem bewegt, in
die Flusszelle gesaugt werden und/oder aufgrund von Kapillarkraften in die Flusszelle gesaugt werden.

[0083] Zur Gewinnung der synthetisierten Biomolekiile kdnnen diese beispielsweise zusammen mit dem Po-
lymergel aus der Flusszelle abgefiihrt werden, wobei dazu das Polymergel vorzugsweise wie oben beschrie-
ben durch einen Stimulus abgebaut werden kann, so dass das physikalisch gefangene Reaktionsprodukt aus
der Flusszelle entlassen werden kann. Alternativ bewirkt der Stimulus, dass das Reaktionsprodukt durch Ver-
anderung der chemischen Umgebung des Polymergels freigesetzt und aus der Flusszelle abgefiihrt werden
kann. Dadurch kann eine Abtrennung und Aufreinigung der Biomolekiile auBerhalb der Flusszelle beispiels-
weise mittels chromatographischer Methoden erfolgen. Altemativ kann auch ein Bereich zur Abtrennung und
Aufreinigung in der Flusszelle integriert sein.

[0084] Alternativ konnen die synthetisierten Biomolekdle aus dem Polymergel und der Flusszelle eluiert wer-
den, indem eine geeignete mobile Phase der Flusszelle nach Reaktionsende zugefiihrt wird. Um eine Frei-
setzung von Reaktionsprodukten durch chemischen Stimulus zu ermdglichen, kann das Polymergel mit enzy-
matisch spaltbaren oder saure-hydrolysierbaren Estergruppen ausgestattet sein. Ferner besteht die Maglich-
keit, das Polymernetzwerk durch enzymatische Spaltung von Amidbindungen, der Reversibilitat von Click-Re-
aktionen und Thiol-Michael-Reaktionen, sowie durch photo-sensitive Nitrobenzyl-Gruppen zumindest teilweise
abzubauen.

[0085] Gemal einer Verfahrensvariante wird der Fortgang der Biomolekilsynthese orts- und zeitaufgeldst
verfolgt, beispielsweise, indem flucreszenzmarkierte Komponenten verwendet werden und ein geeignetes De-
tektionsgerat, z. B. ein Fluoreszenzmikroskop in einem Detektionsbereich der Flusszelle installiert ist. Die Re-
aktionsverfolgung ist insbesondere fiir Forschungszwecke von grofier Bedeutung, da hiermit der genaue Ab-
lauf der Biomolekiilsynthese und der Einfluss verschiedener Faktoren analysiert werden kdnnen.

[0086] Beispielsweise kdnnen im Fall der Proteinbiosynthese die 6rtlichen und zeitlichen Ablaufe der Gen-
transkription und Gentranslation beobachtet werden. So kénnen beispielsweise durch Fluoreszenzmarkierun-
gen, FRET-Sensoren und modifizierte Nanopartikel Ribosomen, mRNA, DNA sowie funktionelle Proteine in
der kinstlichen Umgebung der Flusszelle detektiert und ihre Diffusionszeiten sowie etwaige Reaktionskineti-
ken abgeleitet werden.

[0087] Gemal einer Ausfihrungsvariante des Verfahrens werden Reaktionsparameter im Verlauf des Ver-
fahrens aktiv geéndert. Wahrend sich einige Reaktionsparameter wéhrend des Verfahrens z. B. aufgrund der
stattfindenden Synthesereaktion aus sich heraus @ndemn, besteht die Méglichkeit, gezielt in den Verfahrens-
ablauf, z. B. durch Anderung der FlieRgeschwindigkeiten, der Kanalgeometrie, beispielsweise durch mittels
Luftdruck kollabierbaren Kanélen (Abate et al., Appl. Phys. Lett 2008, 92, 243509), der Temperatur oder der
Porositét, beispielsweise durch sekundéare Verknlpfung von aktiven Gruppen (Ausbildung von kovalenten,
nicht-kovalenten oder ionischen Bindungen) innerhalb des Polymergels, einzugreifen. Als Anderung der Re-
aktionsparameter ist beispielsweise auch eine Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenlange, z. B. UV-
Licht, anzusehen. Dies kann, wie oben beschrieben, beispielsweise zur Freisetzung einer zunichst in einem
Stimuli-sensitiven Polymergel gebundenen oder physikalisch gefangenen Komponente dienen.

[0088] GemaR einer weiteren Ausfiihrungsvariante werden Biomolekdile in mehreren parallel oder in Reihe ge-
schalteten Flusszellen synthetisiert. Dies eréffnet einerseits die Méglichkeit einer Synthese mit hohem Durch-
satz und andererseits eine Modularisierung, beispielsweise, indem wie oben beschrieben einzelne Synthese-
schritte in nacheinander geschalteten Flusszellen durchgefiihrt werden.

[0089] Weiterhin wird ein Verfahren zur Herstellung einer erfindungsgemafen Flusszelle angegeben, indem

ein Kanalsystem mit Polymergel bildendem Material befiilit wird. In einem weiteren Schritt wird das Polymergel
bildende Material zu einem Polymergel polymerisiert und vernetzt.
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[0080] Das Polymergel bildende Material ist in der Lage das Polymergel auszubilden, z. B. nach geeigneter
Initiierung mittels thermischer oder UV-Initiatoren. Dazu kann das Polymergel bildende Material optional aus
mehreren Komponenten, beispielsweise dem Polymergelbasismaterial, einem Vemetzer und einem Initiator,
bestehen. Ebenso kann das Polymergel durch direkte Reaktion zweier oder mehrerer Polymergel-Vorstufen
ausgebildet werden.

[0091] Alternativ kann die Ausbildung des Polymergels auch mittels Graftingprozessen (Grafting-from cder
Grafting-to) nach vorheriger geeigneter Oberflachenfunktionalisierung der Kanale erfolgen.

[0092] Optional weist das Polymergel bildende Material eine fiir die gewiinschte Synthese der Biomolekiile
notwendige Funktionalisierung oder eine geeignete Vorstufe davon auf. Unter einer geeignete Vorstufe ist
dabei eine Funktionalisierung zu verstehen, die beispielsweise erst durch Aktivierung, z. B. durch Spiilen mit
einem geeigneten Reagenz, aktiviert wird.

[0093] Zur Durchfithrung der Funktionalisierung des Polymergel bildenden Materials wird u. a. auf Thiele et
al., Lab Chip 2014, 14, 2651-2656 verwiesen.

[0094] Eine oder vielfaltige Funktionalisierungen des Polymergels kénnen auch nach Befillen des Kanalsys-
tems mit einem Polymergel bildenden Material oder nach Polymerisation und Bildung des Polymergels durch-
gefihrt werden.

[0095] Durch eine gezielte Auswahl des Polymergel bildenden Materials kann eine genaue Kontrolle liber die
Polymergel-Porengrfe sowie den Vemetzungsgrad, Funktionalisierung, Hydrophobizitét sowie elektrische
Ladung ausgeibt werden.

[0096] DerVemetzungsgrad des Polymergels kann beispielsweise thermisch und/oder UV-induziert gesteuert
werden, indem vemetzbare Gruppen im Polymerge! bildenden Material oder Vemetzer eingebaut werden,
welche entsprechend thermisch oder mittels UV-Strahlung aktivierbar sind.

[0097] Dabei kann das Polymergel bildende Material homogen in dem Kanalsystem polymerisiert werden
oder ein ortsaufgeldster externer Stimulus in Form von Licht, beispielsweise UV-Licht oder Wame so an die
Flusszelle angelegt werden, dass kontrollierte physikochemische Gradienten, beispielsweise in Bezug auf Po-
rengrofe, Vemetzungsgrad oder Funktionalisierung, ausgebildet werden. Beispielsweisewird die Erzeugung
eines Polymergels mit inhomogenem Vemetzungsgrads ermdglicht.

[0098] Fiir den Fall, dass das Kanalsystem der Flusszelle in einer Matrix ausgebildet sein soll, wird das Ka-
nalsystem vor Beflillung mit dem Polymergel bildenden Material in eine Matrix eingebracht.

[0099] Die Generierung des Kanalsystems erfolgt bevorzugt mittels lithografischer Verfahren, u. a. unter Nut-
zung eines fokussierten lonenstrahls (engl. Focused lon Beam, FIB), weicher Lithografie oder Photolithografie,
oder Atzverfahren. Lithografische Verfahren sind insbesondere fiir Polymermatrices geeignet. Hierbei kann auf
die dem Fachmann bekannten Lithografieverfahren zuriickgegriffen werden. Dazu wird beispielsweise auf Xia
et al., Annu. Rev. Mater. Sci. 1998, 28, 153-184; Xia et al., Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 550-575 verwie-
sen. Es kdnnen auch verschiedene lithografische Techniken, wie beispielsweise die Photolithografie und die
weiche Lithografie, miteinander kombiniert werden.

[0100] Dank des méglichen lithographischen Fertigungsansatzes zur Herstellung des mikrofluidischen Kanal-
systems ist eine Anpassung an spezifische biologische Funktionen mit unterschiedlicher Anzahl an Reaktions-
partner sowie Verweilzeiten schnell und kostengiinstig méglich. Ebenso wird die Einbindung in gréRere Syste-
me sowie ein Up-Scaling durch Parallel- oder Hintereinanderschaltung mehrerer mikrofluidischer Flusszellen
nach spezifischen Winschen des Endanwenders erméglicht.

[0101] Lithografische Verfahren sind daher besonders fiir die Herstellung von Flusszellen fir Forschung und
Entwicklung interessant, wo verschiedene Kanalgeometrien — und architekturen chne grofien Aufwand entwi-
ckelt und produziert werden kénnen. Es sei hier auf den Begriff des Rapid Prototyping verwiesen.

[0102] Kanalgeometrien kénnen durch die Anfertigung entsprechender Schablonen, beispielsweise basierend
auf lichtundurchlassigen Photoemulsionen gedruckt auf transparente Folien, gefertigt werden. Diese eignen
sich besonders fiir die wiederholte, kostengiinstige Herstellung von Flusszellen mit gleicher Architektur des
Kanalsystems. Femer lassen sich Schablonen fir die Herstellung von Flusszellen in glas- oder metallbasier-
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ten Matrixmaterialien mittels Atzverfahren produzieren, die auch durch Laserstrukturierung bzw. I:aserab!ation
hergestellt werden kénnen. Die Erfindung sall nachfolgend anhand eines Ausfihrungsbeispiels néher erlautert
werden. Die zugehdérigen Zeichnungen zeigen in:

[0103] Fig. 1 schematische Darstellung einer erfindungsgeméafen Flusszelle,

[0104] Fig. 2 vergrofierte, schematische Darstellung Ausschnitts der mit funktionalisiertem Hydrogel befUllten
Kanalstruktur,

[0105] Fig. 3 schematische Darstellung des Verfahrensablaufs zur Herstellung der Flusszelle.

[0106] GemaR einem Ausfiihrungsbeispiel weist die mikrofluidische Flusszelle (Fig. 1) ein mikroskaliges Ka-
nalsystem 1 in einer transparenten PDMS-Matrix 2 auf. Die offene Seite des Kanalsystem 1 wird durch ei-
nen mittels Sauerstoffplasma kovalent gebundenen Glastrager verschlossen. Das Kanalsystem ist nahezu
vollsténdig mit einem Hydrogel als Polymergel 3 befillt, welches liber eine Funktionalisierung 4, im Beispiel
Uber eine DNA-Funktionalisierung, verfugt (Fig. 2). Teilweise ist das Kanalsystem 1 maanderférmig (11A, 11B)
ausgebildet.

[0107] Die Flusszelle verfiigt (ber einen Einlass § zur Zufuhr von Komponenten und einen Auslass 6 fir die
synthetisierten Proteine und anfallende Abfallprodukte. Der Einlass 5 ist mit einer Spritzenpumpe zur Zufuhr
der Komponenten versehen. Die Flusszelle weist aulerdem ein intemes Pumpensystem 7 in Form einer Um-
laufpumpe auf.

[0108] Das Hydrogel 3 basiert auf einem Polysaccharid, z. B. Hyaluronsaure, welches mit DNA funktionalisiert
ist.

[0109] Die Darstellung der Flusszelle erfolgt im Beispiel durch Kesmbination von Photolithographie und weicher
Lithographie in PDMS (Fig. 3). Dazu wird ein negativer Fotolack 15, z. B. SU-8 25 oder SU-8 50 der Firma
Microechem Co., USA, mittels Spincoating auf die polierte Seite eines Siliziumwafers 14 aufgetragen. Unter
Zuhilfenahme eines Maskenausrichters wird anschlieRend die gewtlinschte Architektur des Kanalsystems 1
mittels einer in diesen Bereichen transparenten Fotomaske 16 und Bestrahlung mit UV-Licht 17 bei einer
Wellenldnge von 365 nm in den Fotolack Ubertragen (Fig. 3a).

[0110] AnschlieBend wird ein PDMS-Abdruck 20 der Kanalsystemarchitektur des polymerisierten Fotolacks
18 angefertigt, indem ein PDMS-Oligomer mit einem Vernetzer im Verhéltnis 10:1 (w/w) gemischt und die
homogene, entgaste Mischung 19 auf den polymerisierten Fotolack 18 aufgetragen und anschlieRend bei 65
°C fur mindestens 60 min ausgehartet wird (Fig. 3b).

[0111] Einlass § und Auslass 6 werden mit Hilfe von Biopsienadeln mit einem duReren Durchmesser von 1,
0 mm geschaffen (nicht dargestellt). Danach wird auf der Oberseite des PDMS-Abdrucks 20, umfassend die
Matrix 2 mit dem Kanalsystem 1, ein Glastréger 21 mittels Sauerstoff-Plasmabehandlung und nachfolgender
thermischer Behandlung bei 90 °C fiir ca. 1 h angebunden (Fig. 3c).

[0112] Die Kanéle des Kanalsystems 1 sind ca. 100 pm hoch und zwischen 25 und 100 pm breit. Durch die
photolithographische Fertigung sind die Kanéle rechtwinklig.

[0113] Zur Befiillung der Flusszelle und der anschlieBenden Durchfiihrung der Proteinsynthese wird die Fluss-
zelle auf einem Mikroskop-Tisch befestigt und mittels der Spritzenpumpe vom Einlass 5 ausgehend Uber eine
Kanalkreuzung 8 mit einem Hydrogel bildenden Material befuilit.

[0114] Dieses besteht im Beispiel aus einem thiol-funktionalisierten Polysaccharid (z. B. Hyalurons&ure), an
das methacrylat-funktionalisierte DNA (1450 Basenpaare (bps) fiir griin fluoreszierendes Protein (engl. Green
fluorescent protein, GFP) zuvor gebunden wurde, und einem UV-empfindlichen Photoinitiator. Das Hydrogel
bildende Material wird durch eine Uber das Mikroskop fokussierte UV-Quelle polymerisiert und vernetzt, wo-
durch ein Hydrogel befillites Mikrokanalsystem erhalten wird. Die Flusszelle wird mehrfach mit autoklaviertem
Wasser gesplilt.

[0115] Im Beispiel wird die Flusszelle zur Synthese von griin fluoreszierendem Protein (GFP, engl. green

fluorescent protein) mittels eines vorher im Labor hergesteliten in vitro-Transkriptions-Translations-Systems
(IVTT-System) genutzt.
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[0116] Die Darstellung des IVTT-Systems erfolgt mit folgenden Komponenten:

5 Vol.-% 1 M HEPES pH 8.0

9 Vol.-% 1 M Kaliumglutamat
7.5Vol.-% 200 mM Magnesiumglutamat
10 Vol.-% 100 mM Aminosauremischung
10 Vol.-% 200 mM 3-PGA

6,66 Vol.-% zehnfach konzentrierter Puffer
0,66 Vol.-% 100 mM Spermidin

1 Vol.-% 100 mM Uridintriphosphat

1 Vol.-% 100 mM Cytidintriphosphat

1 Vol.-% 100 mM Adenosintriphosphat
3 Vol.-% 100 mM Guanosintriphosphat
33,33 Vol.-% Lysat

2 Vol.-% T7 RNA-Polymerase

[0117] Das verbleibende Volumen wird zur Zugabe des DNA-Templats als Trager der genetischen Information
in einem Puffer genutzt.

[0118] Dies ergibt beispielsweise fiir die Herstellung von insgesamt 50 ul IVTT-System folgende Inhaltsstoffe:

2,54l 1 M HEPES pH 8.0 (50 mM Endkonzentration)

4,54 1 M Kaliumglutamat (30 mM Endkonzentration)

3,75l 200 mM Magnesiumglutamat (15 mM Endkonzentration)
5ul 100 mM Aminos&uremischung (10 mM Endkonzentration)
5ul 200 mM 3-PGA (20 mM Endkonzentration)

3,33 4l zehnfach konzentrierter Puffer

0,33 100 mM Spermidin (0,66 mM Endkonzentration)

0,5l 100 mM Uridintriphosphat (1 mM Endkonzentration)
0,5ul 100 mM Cytidintriphosphat (1 mM Endkonzentration)
0,5ul 100 mM Adenosintriphosphat (1 mM Endkonzentration)
1,5 100 mM Guanosintriphosphat (3 mM Endkonzentration)
16,66 pl Lysat (~9 mg/ml Endkonzentration)

1 T7 RNA-Polymerase

4,93 pl gepuffertes DNA-Templat.

[0119] Als Mikrogelbioreaktor wird die Flusszelle nun mittels Spritzenpumpe 1 vom Einlass 5 ausgehend Gber
die Kanalkreuzung 8 mit einem homogenen Gemisch aller nétigen Komponenten zur Durchfiihrung der Gen-
expression (inkl. Ribosomen, Energieregenationssystem) beflillt. Optional kénnen zusétzliche Makromolekule
in dem IVTT-Mix geldst werden, um die naturliche Dichte des Zellzytoplasmas auf mikroskaliger Ebene noch
starker hervorzuheben. Um den Reaktionsbeginn der Genexpression zu kontrollieren, werden alle Operatio-
nen bis zu diesem Zeitpunkt bei 4 °C durchgefiihrt. Durch eine an den Kanalkreuzungen 8 und 9 Gber flexible
Schlauche 10 (z. B. PTFE, PE, PEEK) angeschlossene Pumpe 7, stromt das IVTT-System durch das Kanal-
system 1, wobei mittels der maanderférmigen Abschnitte 11A, 11B des Kanalsystem 1 eine kompakte Anord-
nung langer Kanalstrecken ermdglicht wird.

[0120] Die Strémungsgeschwindigkeit wird mit 100 pm/s abgeschatzt. Die IVTT-Losung kann, sofem keine
orts-/zeitaufgeldsten Studien nétig sind, auch statisch in dem Kanalsystem 1 verbleiben und durch Pumpe 7 nur
zur Produktentnahme oder zum Hinzufligen weiterer Komponenten Uber Kanalkreuzung 8 (frische Reagenzien,
Quencher) bewegt werden.
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[0121] Nach ca. 4-6 Stunden oder nachdem das Produkt der Biomolekiilsynthese eine definierte Konzentrati-
on in der Flusszelle, bestimmbar anhand von Fluoreszenzmessungen, erreicht hat, wird Ventil 12 geschlossen
und Ventil 13 geéffnet. Die Ventile 12, 13 kdnnen im einfachsten Fall einfache Polymermembranen sein, die
unter Anlegen eines AuRendruckes den Mikrokanal kollabieren lassen und verschlieRen. Der Fachmann kann
in nachfolgender Literaturstelle die Herstellung solcher Ventile nachlesen: A. R. Abate et al. Appl. Physics Lett.
2008, 92, 243509.

[0122] Das Reaktionsgemisch verldsst Uber den Auslass 6 die Flusszelle und wird extern aufgereinigt. Alter-
nativ erméglicht Auslass 6 eine reversible Anbindung des dargestellten Proteins durch ortsaufgeldste Funktio-
nalisierung 4 des Hydrogels 3, wodurch das Protein nach Entfemen aller weiteren Reaktionskomponenten aus
dem Kanalsystem 1, in einem separaten Schritt erhalten wird.

Bezugszeichenliste

1 Kanalsystem

2 Matrix

3 Polymergel

4 Funktionalisierung des Polymergels

5 Einlass

6 Auslass

7 internes Pumpensystem

8,9 Kanalkreuzung

10 flexible Schlduche

11A, 11B maanderférmige Abschnitte des Kanalsystems
12,13 Ventil

14 Siliziumwafer

15 negativer Fotolack

16 Fotomaske

17 UV-Licht

18 polymerisierter Fotolack

19 Mischung aus PDMS-Oligomer und Vemetzer
20 PDMS-Abdruck

21 Glastrager

Patentanspriiche

1. Mikrofluidische Flusszelle zur Synthese von Biomolekiillen umfassend
- ein mikroskaliges Kanalsystem (1), wobei das Kanalsystem (1) zumindest teilweise mit einem Polymergel
(3) beflillt ist,
- einen Einlass (5) zur Zufuhr von Komponenten und
- einen Auslass (6) zur Abfuhr von synthetisierten Biomolek{len und anfallenden Abfall- und Nebenprodukten.

2. Flusszelle nach Anspruch 1, wobei das Polymergel (3) einer intrazelluléren Funktion entsprechend funk-
tionalisiert ist.

3. Flusszelle nach Anspruch 2, wobei das Polymergel (3) DNA-funktionalisiert ist.
4. Flusszelle nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei das Polymergel (3) ein Hydrogel ist.

5. Flusszelle nach Anspruch 4, wobei das Hydrogel auf Polysacchariden, insbesondere Hyaluronsaure,
Pullulan oder Heparin, oder Kollagen basiert.

6. Flusszelle nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei das Polymergel (3) eine die natiirliche Dichte,
mikro- sowie nanoskalige Organisation und Funktionalisierung des zelluldren Zytoplasmas imitierende Poren-
grofe aufweist.

7. Flusszelle nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei das Polymergel (3) einen homogenen oder
inhomogenen Vemetzungsgrad aufweist.
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8. Flusszelle nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei das Polymergel (3) durch einen oder mehrere
Stimuli modifizierbar ausgebildet ist.

9. Flusszelle nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei das Kanalsystem (1) in einer Matrix (2),
insbesondere einer Polymermatrix, ausgebildet ist.

10. Flusszelle nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei die Flusszelle zumindest in einem optischen
Detektionsbereich transparent ausgebildet ist.

11. Flusszelle nach Anspruch 10, wobei eine bestimmte Schrittweite im Kanalsystem (1) im optischen De-
tektionsbereich einem genau definierten Zeitfenster in einer Synthesereaktion entspricht.

12. Flusszelle nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei das Kanalsystem (1) fiir die Zufuhr der
Komponenten mittels Kapillarkraften ausgebildet ist und/oder die Flusszelle ein Pumpensystem am Einlass (5)
und/oder ein Saugsystem am Auslass (6) und/oder ein internes Pumpensystem (7) umfasst.

13. Verfahren zur Synthese von Biomolekdilen in einer mikrofluidischen Flusszelle, wobei Komponenten einer
Flusszelle nach einem der vorstehenden Anspriiche zugefiihrt werden, diese Komponenten unter Synthese der
Biomolekiile durch das Polymergel (3) geleitet werden und die synthetisierten Biomolekdle aus der Flusszelle
abgefiihrt werden.

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die Komponenten unter Synthese von Proteinen durch ein DNA-
funktionalisiertes Polymergel (3) zur Durchfiihrung der Gentranskription und — translation geleitet werden.

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, wobei die Komponenten der Flusszelle zugefihrt werden, indem
sie am Einlass (5) in die Flusszelle gepumpt werden, vom Auslass (6) ausgehend und/cder mittels eines inter-
nen Pumpensystems (7) in die Flusszelle gesaugt werden und/cder aufgrund von Kapillarkraften in die Fluss-
zelle gesaugt werden.

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 15, wobei die synthetisierten Biomolekile zusammen mit
dem Palymergel (3) oder durch Ausspllen aus dem Polymergel (3) abgefiihrt werden.

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 16, wobei der Fortgang der BiomolekUlsynthese orts- und
zeitaufgelost verfolgt wird.

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 17, wobei Reaktionsparameter im Verlauf des Verfahrens
geandert werden.

19. Verfahren nach Anspruch 18, wobei die Reaktionsparameter gedndert werden, indem die Eigenschaften
des Polymergels (3) mittels physikochemischer Stimuli geéndert werden.

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 19, wobei die Biomolekiile in mehreren parallel oder in
Reihe geschalteten Flusszellen synthetisiert werden.

21. Verfahren zur Herstellung einer mikrofluidischen Flusszelle zur Synthese von Biomolekilen nach einem
der Anspriiche 1 bis 12, indem ein Kanalsystem (1) mit Polymergel bildendem Material befiillt wird und das
Polymergel bildende Material zu einem Polymergel (3) polymerisiert und vernetzt wird.

22. Verfahren nach Anspruch 21, wobei das Kanalsystem (1) vor der Befiillung in eine Matrix (2) eingebracht
wird.

23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, wobei das Kanalsystem (1) mit funktionalisiertem, Polymergel
bildendem Material befiilit wird oder das Polymergel bildende Material im Kanalsystem (1) funktionalisiert wird
oder das Polymergel (3) funktionalisiert wird.

Es folgen 2 Seiten Zeichnungen
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