Der Physik-Preis 2008 wurde Herrn Thomas Pfohl, Basel und Géctin-
gen, in Wiirdigung seiner bedeutenden wissenschaftlichen Arbeiten zur
Beobachtung und Manipulation von Makromolekiilen im Scherflufl auf
Mikrometerskale verlichen.
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Die Manipulation, Kontrolle und
Untersuchung kleinster Fliissigkeits-
mengen im Bereich von Nano-
und Picolitern haben aufgrund ihres
groffen Potentials in der Biotech-
nologie und der Biomedizin wei-
tes Interesse erweckt, wodurch in
kiirzester Zeit nicht nur viele For-

schungsdisziplinen verbunden, son- N\ D
dern auch neue Forschungszweige '
erschlossen wurden. Die Fortschritte
au'f dem Gebiet der .S(?genannsen physikalische Chemie, Departement
Mikro- und  Nanofluidik €IMOZ-  Chemie, Universitit Basel, und
lichen dariiber hinaus neuartige Expe-  projekegruppenleiter am Max Planck-
rimente zu grundlegenden Fragen Insttut fiir Dynamik und Selbst-

in der Biophysik, der Physika_ organisation, Gottingen, Triger des
lischen Chemie und in den Material- ~ Physik-Preises 2008
wissenschaften!. So spielen mikrofluidische Anwendungen eine bedeu-
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tende Rolle bei der Untersuchung molekularer Wechselwirkungen und
chemischer Reaktionen. Sehr kleine Probenvolumina, kurze Reaktions-,
Diffusions- und Mischzeiten sowie die Moglichkeit, einzelne (Makro-)
Molekiile zu untersuchen, sind die besonders herauszuhebenden Vorteile
dieser Methode. Abhingig von den zu untersuchenden Vorgingen bzw.
Reaktionen und den experimentellen Techniken (z.B. optische und spek-
troskopische Mikroskopie, Réntgenstreuung, optische Fallen), verwenden
wir unterschiedliche mikrofluidische Methoden, um die Systeme den expe-
rimentellen Anforderungen anzupassen. Bei den von uns untersuchten
Reaktionssystemen handelt es sich typischerweise um wissrige Losungen
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von biologischen Makromolekiilen wie DNS oder Proteinen, um Zell-
bestandteile oder sogar ganze Zellen, deren typische Abmessungen mit den
Kanaldimensionen des Mikroflusssystems vergleichbar sind. Da die rium-
liche Beschrinkung aufgrund der mikroskopischen Dimensionen groflen
Einfluss auf die dynamischen Eigenschaften dieser biologischen ,weichen®
Objekte besitzt, ist ein detailliertes Verstindnis der Stromungsdynamik und
des molekularen Transportes auf der Mikro- und der Nanometerskala not-
wendig. Viele Prozesse, die in lebenden Zellen ablaufen, beispielsweise der
intrazellulire Materialtransport durch das Proteinnetzwerk des Zellskeletts,
beinhalten mehr oder weniger stark das Flieen komplexer Fliissigkeiten in
Geometrien, deren charakeeristische Lingenskala der Grof8e der transpor-
tierten Molekiile vergleichbar ist.

Der charakeeristische Fluss in mikrofluidischen Experimenten mit ty-
pisch erreichten Flussgeschwindigkeiten von wenigen mm/s fillt aufgrund
der niedrigen Reynoldszahlen in das Regime der laminaren Stromung. Vis-
kose Krifte dominieren iiber Trigheitskrifte und lassen keine Turbulenz
entstehen. In den langen und schmalen Geometrien der Mikrokanalsysteme
bewegt sich die gesamte Fliissigkeit parallel zur értlichen Orientierung der
Kanalwinde. Material- und Wirmetransport senkrecht zur Flussrichtung
erfolgen im Wesentlichen durch Diffusion und Wirmeleitung' %

Selbstassemblierungsprozesse im hydrodynamischen Fluss

Schon mikrofluidische Bauteile mit sehr einfachen Geometrien kénnen fiir
eine grofle Zahl von unterschiedlichen, sehr aussagekriftigen und grundle-
genden Experimenten in der Bio- und der Polymerphysik genutzt werden.
Ein ebenso interessantes wie einfaches Bauteil besteht aus zwei gekreuzten
Kanilen. Diese Anordnung bietet die Maglichkeit, einen Fliissigkeitsstrahl
in der Mikrokanalstrukcur hydrodynamisch zu fokussieren, wodurch ein
weites Experimentierfeld eréffnet wird®. Die Breite des hydrodynamisch
fokussierten Strahls ldsst sich durch das Verhiltnis der Flussraten des Haupt-
kanals und der beiden Seitenkanile gezielt einstellen und kann dadurch
wesentlich schmaler werden als die tatsichliche Kanalbreite (sieche Abbil-
dung 1). Mit dieser Anordnung kénnen je nach den experimentell ein-
gestellten Parametern sowohl Untersuchungen schneller Reaktionen bei
Mischprozessen als auch Reaktionen in Konzentrationsgradienten durchge-
fiihrt werden. Die Losungen beispielsweise mit unterschiedlichen reaktiven
Substanzen flieffen dabei beim Zusammenfluss laminar nebeneinander. An
der Grenzfliche werden diese Substanzen durch molekulare Diffusion ver-
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Abbildung 1: Untersuchung von DNS-Kondensation in einem Mikrofluidikbauteil mit
hydrodynamischer Fokussierung. Schematischer Aufbau von orts-(= zeit-)aufgeldsten
Réntgendiffraktionsmessungen

mischt und dadurch mégliche Reaktionen zwischen den einzelnen Kom-
ponenten gestartet. Die Mischzeiten bzw. Gradienten kénnen durch die
Breite des fokussierten Strahls eingestellt werden. Bei einem kontinuier-
lichen Zufluss der Lésungen mit konstanter Zusammensetzung erreichen
die Stromung, der Grad der Durchmischung und der Status der Reaktion
einen quasistationiren Zustand. Durch Messungen an mehreren, verschie-
den ,flussabwiirts“ gelegenen Orten kann die zeitliche Entwicklung oder
die Konzentrationsabhingigkeit der Reaktion ermittelt werden?.

Mit Hilfe dieser Methodik ist es uns gelungen, die Wechselwirkun-
gen zwischen DNS und Histonen (Proteine, die in Chromosomen u.a.
fiir das dichte Packen der DNS verantwortlich sind) sowie die zwischen
DNS und artifiziellen packungsinduzierenden Molekiilen, Dendrimeren,
die als gleichmiflig geladene, bis zu 10nm grofie, kationische kugelformige
Molekiile beschrieben werden knnen, gezielt zu untersuchen®®.

Die Durchfithrung der Messungen im kontinuierlichen Fluss unter
Ausnutzung hydrodynamischer Fokussierungseffekte gewihrt einen kon-
trollierten und zeitaufgeldsten Zugang zu den verschiedenen Stadien der
Selbstassemblierungsprozesse. Dadurch kénnen insbesondere transiente
Zwischenstadien der Reaktion verfolgt und ein quantitatives Verstindnis
der Packungsmechanismen erzielt werden. Der hohe Grad an Kontrolle
iiber die Grofle und die Ladung der Dendrimere erméglicht es, verschiedene
DNS-Packungsszenarien gezielt einzustellen und im Detail zu analysieren.
Die hydrodynamische Fokussierung fiihrt dariiber hinaus zu einer zusitz-
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lichen Orientierung und Streckung der assemblierten Strukturen, die eine
Charakterisierung und Analyse mit Messmethoden wie der Fluoreszenz-,
der Polarisations-, der Ramanmikroskopie sowie der Rontgenkleinwinkel-
streuung vereinfachen oder teilweise erst ermdglichen.

In weiteren Experimenten konnten wir durch die Generierung eines
stabilen pH-Gradienten die dynamische Entwicklung der hierarchischen
Organisation von Kollagenfibrillen auf der Nanometerskala analysieren”.
Diese weitgehende Flexibilitit an Experimenten zeigt das grofle Potential,
das mikrofluidische Methodenzur Analyse der Dynamik von Selbstassemb-

lierungs- und von Selbstorganisationsprozessen besitzen.

Einzelne Polymerfilamente im mikroskopischen Scherfluss

Aktin, ein Protein des intrazelluliren Fasernetzwerks, das aufgrund seiner
Steifheit zu den semiflexiblen Polymeren gezihlt wird, stellt ein vorziig-
liches Modellfilament fiir Untersuchungen zum Einfluss geometrischer Ein-
schrinkung und zu mikroskopischen Strémungen dar®. Einzelne Aktin-
filamente (~8nm Durchmesser mit einer Linge von mehreren pm) lassen
sich in zellenfreien Medien polymerisieren und kénnen durch Fluoreszenz-
markierung direkt mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie beobachtet wer-
den. Da die Maschenweite von Netzwerken des Zellenskeletts wie auch der
zellenumgebenden Proteinmatrix im Bereich weniger Mikrometer liegt, ist
die Mikrofluidik besonders geeignet, um einerseits das prinzipielle Verhal-
ten von Einzelmolekiilen, die von einem Geflecht aus Polymeren umge-
ben sind, und andererseits das Zusammenspiel und die Organisation der
Netzwerkbestandteile zu charakterisieren’. Eine Analyse einzelner fluktu-
ierender Filamente, deren Bewegung durch einschrinkende Kanile und
Stromungsfelder beeintrichtigt ist, ermoglicht eine umfassende Beschrei-
bung der mechanischen Systemeigenschaften®!°.

Zur fluoreszenzmikroskopischen Abbildung von stromenden Filamen-
ten in Mikrokanilen muss ein Aufbau mit stroboskopischer Laseranregung
gewihlt werden, um sehr kurze Belichtungsdauern zu erreichen, damit Fila-
mentkonturen ohne ,,Verschmierungen® visualisiert werden kénnen!'!. Im
Vergleich zu den Untersuchungen der Filamente in einschrinkenden Geo-
metrien (Mikrokanal ohne Strémung) sorgt eine angelegte Stromung ent-
weder fiir eine zusitzliche Streckung oder fiir eine Verbiegung der Fila-
mente (siche Abb. 2). Die Verstreckung oder Verbiegung der Filamente
kann direkt auf die Stromungsfelder und den Scherfluss in den Mikro-
kanilen zuriickgefithrt werden. Mit zunehmender Geschwindigkeit nimmt
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a)

Abbildung2: a) Stroboskopische Aufnahme von strdmenden Aktinfilamenten in Mikro-
kanilen; b) Skizze des Versuchaufbaus

die Verstreckung der gestreckten Filamente zu, wihrend der Biegeradius der
gebogenen Filamente abnimmt. Zusitzlich kénnen ,,taumelnde® Filamente
beobachtet werden, bei denen das eine Ende eines Filaments das andere
Ende iiberholt. Diese unterschiedlichen Konformationen und Orientierun-
gen haben direkten Einfluss auf die Hiufigkeit, Filamente an bestimmten
Kanalpositionen entlang einem Querschnitt zu finden. Die Wahrschein-
lichkeitsverteilungen der Schwerpunkte zeigen, dass die Filamente nicht
gleichmiflig tiber die ganze Kanalbreite verteilt sind. In der Nihe der Kanal-
winde existieren deutliche Verarmungszonen. Bei hohen Flussgeschwindig-
keiten bildet sich zusitzlich eine starke Verarmungszone in der Kanalmitte
aus, und die meisten Filamente werden bei etwa Einviertel bzw. Dreivier-
tel der Kanalbreite gefunden. Diese stromlinieniibergreifende Migration
der Filamente ldsst sich auf eine scherratenabhiingige Segmentmobilitit der
Filamente in der Mikrokanalstromung zuriickfiihren. Diese Experimente
geben Einblicke nicht nur in die Physik der Polymere unter riumlicher
Einschrinkung und Scherfluss, die fiir Anwendungen in der Mikrofluidik
sowie der Polymerherstellung und -bearbeitung eine wichtige Rolle spie-
len, sondern auch in biophysikalische Eigenschaften von Blut und dessen
Bestandteilen beim Strémen durch Blutgefisse. So scheinen sich Trypa-
nosomen, einzellige Erreger der Schlafkrankheit, durch hydrodynamische
Wechselwirkungen im stromenden Blut gegen das Immunsystem des infi-
zierten Siugertiers zu verteidigen'?, indem sie sich hochstwahrscheinlich
selbst im Blutstrom nahe an den Blutgefisswinden positionieren, um in
einem weiteren Schritt der Infektion die Blut-Hirnschranke zu {iberwinden.
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All diese Experimente fithren nicht nur zu einer Erweiterung des funda-

mentalen Verstindnisses der untersuchten biophysikalischen Systeme, son-
dern zeigen auch das Potential mikrofluidischer Techniken auf, umfassende
Bereiche der Lebenswissenschaften weiter zu entwickeln.
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