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Richte Deinen Willen auf den Weg, halte Dich an die Tugend, stiitze Dich auf die
Menschlichkeit, suche Mufe in den Kiinsten.

Konfuzius (500 v. Chr.)

Stick strictly to the Way, align with virtue and abide by benevolence in handing matters, and
immerse in the six arts.

Confucius (500 B. C.)

Fiir meine Familie
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Kurzfassung

Die globale Belastung der Umwelt mit Schadstoffen stellt ein Problem sowohl flir Mensch als
auch fiir Okosysteme dar. Schadstoffe kommen in der Umwelt selten einzeln, sondern meist in
komplexen Gemischen vor. Deshalb nimmt die Diskussion tiber die Kombinationswirkung von
Schadstoffen einen immer groReren Stellenwert ein. Die GroRe des mehrdimensionalen
Parameterfeldes erschwert die Anwendung toxikologischer Standardmethoden und macht die
Einflhrungen neuer Screeningmethoden notwendig. Der Einsatz der Mikrosystemtechnik im
Bereich der Biotechnologie bietet erhebliche Vorteile bezliglich Miniaturisierung und
Automatisierung verglichen mit herkdbmmlichen Verfahren. Das Ziel des Promotionsvorhabens
bestand in der Entwicklung eines kompakten, automatisierten Fluidhandling- und Messsystems
mit integrierter Multisensorik unter Anwendung des Prinzips mikrosegmentierter Flisse zur
Charakterisierung hochaufgeloster Dosis-Wirkungs-Beziehungen fiir die Einzel- sowie
Kombinationswirkung von Umweltschadstoffen.

Mit den entwickelten Labor- und Kompaktsystemen konnten zwei-, drei- und flinfdimensionale
Konzentrationsfelder in Mikrofluidsegmenten erzeugt werden. Die Wirkungen verschiedener
Schadstoffkombinationen auf Darmbakterium Escherichia coli, Griinalge Chlorella vulgaris,
Bodenbakterien Streptomyces tendae F4, Streptomyces acidiscabies E13, Psychrobacillus
psychrodurans UrPLO1 und Vertebraten-Zelllinien IPC-81 wurden erfolgreich untersucht.

Durch die Integration von pO,-sensitiven Nanobeads in die Mikrofluidsegmente gelang die
interaktionsfreie Auslese des segmentinternen pO,-Wertes wahrend der Zeit- sowie
konzentrationsabhangigen Kultivierung der schwermetalltoleranten Bakterienstimmen
Streptomyces  acidiscabies E13 und  Psychrobacillus  psychrodurans UrPLO1 in
Mikrofluidsegmenten.

Mit den entwickelten Systemen konnten zahlreiche bindre- und terndre Gemische aus
verschiedenen Organismen modellhaft untersucht werden. Es konnten Datensatze zu
hochaufgel6sten Einzelwirkungs- und Kombinationsscreenings der Verbindungsklassen
Phenole, ionische Flussigkeiten, Schwermetalle, Antibiotika, Herbizide, Fungizide,
Medikamente (ACE-Hemmer und CSE-Hemmer), Erndhrungsbestandteile und
Metallnanopartikel anhand der Endpunkte Wachstum, Autofluoreszenz sowie der Anderung
der Lumineszenzintensitat von pO,-sensitiven Nanobeads mittels eines
2-Kanal-Mikrodurchflussfluorimeters  und  eines  4-Kanal-Mikrodurchflussphotometers
gewonnen werden.

Sowohl aus hochaufgelosten Einzelwirkungsscreenings als auch aus mehrdimensionalen
Screenings der Mikrofluidsegmente konnten neue Erkenntnisse gewonnen werden. Die
Versuchsergebnisse demonstrieren bereits die Einsatzfahigkeit der Kompaktanordnung und
das groRe Potential der tropfenbasierten Mikrofluidik fir toxikologische Multiparameter-
Screenings. Das entwickelte System bildet eine wichtige Grundlage fiir ein marktfahiges
Kompaktgerit in der miniaturisierten Okotoxikologie.






Abstract

One of the elementary goals of human health care and sustainable environmental
management is protecting organisms from the damaging effects of toxic substances. Hazard
assessments often rely on means of quantifying effects caused by a single substance, rather
than by assessing the effects of several chemicals present at the same time. In reality, however,
organisms are exposed to a complex and always fluctuating mixture of substances.
Experimental investigations become exponentially more complex due to dimensionality. Thus,
that each additional involved substance requires a tremendous amount of further investigation.
Conventional toxicological methods cannot adequately address this challenge. New techniques
are therefore required for allowing investigations with larger sets of samples, with lower
consumption of chemicals and biological materials, and within a reasonable timeframe. Such a
possibility is offered by the application of microfluidics. The aim of this work is to develop a
compact, automated fluid-handling and measurement system with integrated multi-sensors
utilizing the segmented flow method in order to characterize highly-resolved dose-response
relationships for single- and combined effects of environmental harmful substances.

With the developed lab- and compact systems, it is possible to generate a microfluid segment
series for the determination of two, three and five-dimensional concentration fields.
Successful investigations of different combinations of substances were performed on
Escherichia coli, leukemia cells IPC-81, Streptomyces tendae F4, Streptomyces acidiscabies E13,
Psychrobacillus psychrodurans UrPLO1 and the green algae Chlorella vulgaris.

Through the integration of pO,-sensitive nanobeads inside microfluid segments, a
simultaneous, non-invasive readout of the segment internal pO,-development during the time
and concentration dependent cultivation process of the heavy metal-tolerant bacteria
Streptomyces acidiscabies E13 and Psychrobacillus psychrodurans UrPLO1 inside microfluid
segments was achieved.

Using this approach a rapid analysis of interferences among drugs of the substance classes
phenols, ionic liquid, heavy metal ions, antibiotics, herbicides, fungicides, drugs based on ACE
or CSE inhibitors, food ingredients and metal nanoparticles can be performed as well as the
fast and precise determination of the combind substance toxicity. Therefore, the end points of
growth, autofluorescence signal, and the segment-internal pO,-change were obtained via a
two-channel micro flow-through fluorimeter and a four-channel micro flow-through
photometer.

From both of the highly-resolved dose-response relation of single substances and the
multi-dimensional screenings, various unexpected effects were found. The results have
demonstrated the applicability of the developed compact system and the huge potential of the
droplet-based microfluidic technique for miniaturized screenings in environmental toxicology
and drug development as well as related fields.
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1  Einleitung

1.1 Motivation

Chemische Substanzen sind die Bausteine des Lebens. Ohne sie gdbe es kein Leben. Chemische
Substanzen koénnen sowohl natirlicher Herkunft als auch kinstlich hergestellt sein. Die
industriell hergestellte Form der sogenannten ,Chemikalien” sind um uns herum und in uns.
Chemikalien bieten viele Vorteile, auf die unsere moderne Gesellschaft in vollem Umfang
angewiesen ist. Man findet sie in Kleidung und Kosmetika, in Farben und Arzneimitteln, in
Waschmittel oder Zahnpasta und vielem mehr. Neben diesen gewiinschten Effekten treten oft
auch umwelt- und gesundheitsschidigende Auswirkungen zu Tage [1, 2]. Des Ofteren
berichten Medien liber Schadstoffe in unserer Nahrung, in der Luft, im Wasser und in unserem
Umfeld. Darunter sind beispielsweise Hormoncocktails in Pflege- und Kosmetikprodukten®,
Pestizide in Obst und Gemiise?, sowie Weichmacher® und Schwermetalle® in Spielzeug.

Eine sichere Verwendung von Chemikalien ist nur moglich, wenn die Wirkung chemischer
Substanzen auf Organismen bzw. Umwelt bekannt ist. Diese Problemstellung wird in der
Okotoxikologie behandelt. Bis jetzt haben die Risikobewertungen diverser Einzelexpositionen
auf die Umwelt und die menschliche Gesundheit bereits zur Festsetzung von Umweltstandards
gefihrt [3]. Die explizite und dabei moglichst allgemeingiiltige Formulierung von Dosis-
Wirkung-Beziehungen bleibt bis heute ein offenes Problem, da die Toxizitat einer Substanz
vom Zielorganismus (z.B. Pflanzen, Mikroben, Wirbellose, Fische, Sdugetiere, Menschen), von
der Hohe und Dauer der Exposition sowie von Art und Umfang der Resorption durch den
Organismus abhangig ist. Darliber hinaus hangt die Empfindlichkeit gegen eine toxische
Substanz von der individuellen Entwicklung der Zellen bzw. Organismen ab, die wiederum in
ihrer Umwelt einer Vielzahl von Stressoren ausgesetzt sind. Neben biotischen Faktoren, wie
Nahrungsverfligbarkeit, Reproduktion, Konkurrenz spielen abiotische Faktoren wie
Temperatur, Sauerstoff, pH-Wert und chemischer Stress eine grofRe Rolle [4]. Einige Studien
berichten, dass die abiotischen Stressoren die Wirkung von Chemikalien auf Organismen
verandern und dhnliche Interaktionen wie Mischungen von Chemikalien ausiiben kénnen [5-9].
SchlieBlich werden aber die Zellen, Gewebe, Organe und ganze Organismen nicht nur einer
Substanz, sondern permanent in einer sich dndernden Interaktion unterschiedlichen
Stoffgemischen ausgesetzt. Dies fiihrt zwangslaufig zu der Frage nach dem

! Bund-Studie: Hormonell wirksame Stoffe in Kosmetika, 2013

http://www.bund.net/themen und projekte/chemie/toxfox der kosmetikcheck/bund studie

? Bundesinstitut fiir Risikobewertung, 2013

http://www.bfr.bund.de/cm/343/mehrfachrueckstaende-in-obst-und-gemuese-aus-sicht-von-
greenpeace.pdf

* Bundesinstitut fiir Risikobewertung, 2013

http://www.bfr.bund.de/de/gesundheitliche bewertung von spielzeug-7527.html

* Bundesinstitut fir Risikobewertung, 2012

http://www.bfr.bund.de/cm/343/gesundheitliche-risiken-durch-schwermetalle-aus-spielzeug.pdf




1 Einleitung

Gefahrdungspotential durch mogliche Wechselwirkungen der Substanzen. Im gleichen Rahmen
nimmt die Diskussion zu Kombinationswirkungen chemischer Schadstoffe zunehmenden Raum
in der Toxikologie und Okotoxikologie ein, da sie die realen Verhiltnisse der
Schadstoffexposition des Menschen und der Umwelt widerspiegeln® [10-12]. Die Kombination
mehrerer Substanzen kann zur einfachen Dosisaddition, Effektaddition und/oder zu
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Komponenten fiihren, die dann zu einer
antagonistischen (schwachenden) oder einer synergistischen (verstarkenden) Wirkung fihren
[12, 13]. Es wurden verschiedene Konzepte entwickelt, um die Kombinationswirkung mehrerer
Noxen abzuschatzen. Diese sind in Kapitel 2.1 zusammengefasst.

Die enorme Vielfalt sowohl der Kombinationswirkungsmoglichkeiten als auch der
unterschiedlichen Substanzen ldsst jedoch eine Uberpriifung der toxischen Wirkungen aller
Substanzkombinationen mit bereits existierenden Standardmethoden nicht zu [10, 14].
AuBBerdem umfasst die Anwendung toxikologischer Standardmethoden die Aufgaben der
Probenpraparation, -handhabung und -reaktion bzw. -analyse in jeweils spezifischen Formen
und Kombinationen. Enormes Rationalisierungspotential bietet die Probenhandhabung, weil
sie besonders zeit- und arbeitsintensiv ist. Aufgrund ihres vorwiegend manuellen Charakters
sind diese Tatigkeiten in der Praxis eine grolRe Fehlerquelle. Daher miissen neue Strategien und
Konzepte fiir die Beurteilung der Wirkung von Chemikaliengemischen entwickelt werden.

Europaweit befinden sich derzeit mehr als 100.000 Chemikalien im Umlauf, von denen
lediglich etwa 4% auf ihre Umwelt- und Gesundheitsvertraglichkeit untersucht wurden. Hinzu
kommt, dass die Anzahl neuer synthetisierter Chemikalien rasant wachst. Daher wurde im Jahr
2007 das neue europdische Chemikaliengesetz REACH verabschiedet, um dieses gewaltige
Problem in den Griff zu bekommen. REACH steht fir ,Registration, Evaluation, Authorisation
and Restriction of Chemicals”, also die Registrierung, Bewertung, Zulassung und Beschrankung
von Chemikalien. Mit der Einflihrung ist die Industrie nachtraglich verpflichtet, Daten (iber die
Umwelt- und Gesundheitsfolgen von circa 30.000 Alt-Chemikalien bis 2018 vorzulegen, von
denen mindestens eine Tonne pro Jahr in Europa produziert oder importiert wird®. Gefahrliche
Stoffe bzw. Stoffe mit hohem Risikopotential werden nicht mehr zugelassen. Das betrifft vor
allen die Chemikalien, die als ,besonders besorgniserregend” klassifiziert sind, wie z.B.
persistente, bioakkumulierende, toxische (PBT) Stoffe, kanzerogene, mutagene und
reproduktionstoxische (CMR) Stoffe, sehr persistente, sehr bioakkumulierende (vPvB) Stoffe
sowie endokrine Substanzen [15, 16].

Das Chemikaliengesetz REACH macht sowohl die Entwicklung alternativer Prifmethoden zum
Tierversuch als auch schnellere und bessere Testverfahren dringend notwendig. In der
Toxikologie wurden noch vor wenigen Jahrzehnten viele Tierexperimente zur Untersuchung
von Arzneimitteln und Chemikalien durchgefiihrt. Inzwischen geht die Zahl der Tierversuche in
den meisten Bereichen zuriick. Durch das gestiegene 6kologische Umweltbewusstsein und
langjahrige staatliche Forderung von zahlreichen Forschungsprojekten ist die Entwicklung der

> European Commission, Environment, Chemicals: State of the Art Report on Mixture Toxicity

http://ec.europa.eu/environment/chemicals/effects/pdf/report mixture toxicity.pd

® Umwelt Bundesamt Informationsportal,

http://www.reach-info.de/glossar.htm
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Alternativen zum Tierversuch gut vorangekommen. Aktuell kann die Mehrheit der Substanzen
durch In-vitro-Tests (Zell- und Gewebekulturen, biochemischen Verfahren etc.) nicht nur auf
mogliche toxische Effekte sondern auch im Hinblick auf ihre Wirkungsweise erforscht werden.

Ein weiterer Ansatz sind toxikologische Tests in Hochdurchsatz-Screening-Systemen, die mit
minimalem Material- und Energieverbrauch und in kiirzester Zeit groRere Datensatze erzeugen
kénnen [17]. Entscheidend bei all diesen Anwendungen ist, dass sie mit herkdmmlichen
Analysemethoden nur relativ zeitintensiv durchzufiihren sind oder aufgrund des hohen
benotigten Probenvolumina kostenintensiv sind oder gar nicht erst durchgefiihrt werden
konnen. Aus diesen Grinden sind in den letzten Jahren erhebliche Anstrengungen
unternommen worden, um Analysegerate sowie Bio- bzw. Umweltmonitoringsysteme zu
entwickeln, die mit wenigen Mikro- bis Nanolitern als Probevolumina auskommen, schnelle
Resultate ermoglichen und (iber eine einfache und damit handhabungssichere Technik
verfligen.

Die in der Pharmaindustrie bereits standardisierte und automatisierte Nano- (NTP) und
Mikrotiterplatten (MTP)-Workstation sind im Prinzip anwendbar fiir Analyse-, Synthese- und
Screeningapplikationen. Die Probenvolumina reichen von einigen hundert Nanolitern bis in
den unteren Mikroliterbereich. Heutige Standards in der Pharmaforschung setzen
Mikrotiterplatten mit 384, 1536 oder 3456 Well-Positionen ein. Damit ist eine parallelisierte
Erzeugung und Analyse groRerer Datensatze moglich [18, 19]. Nicht nur in der Pharmaindustrie,
sondern auch in der Okotoxikologie werden MTP mit vorzugsweise 96 Well-Position fiir die
Durchfiihrung verschiedener Assays und Bioprozesse eingesetzt [20-22]. Nachteile dieser
Methoden sind neben dem groRen technischen Aufwand noch Vermischungs-, Benetzungs-
und Verdunstungsprobleme aufgrund der geringen Probenvolumina [23].

Neben den MTP- und NTP-Methoden stellt der Einsatz der tropfenbasierten Mikrofluidik eine
zukunftsweisende Alternative dar [24-26]. Mikrofluidische Plattformen ermdglichen den
Einsatz der Lab-on-a-Chip (LoC) Technologie, welche die Grundlage fiir die Miniaturisierung
von Laborverfahren fiir chemische Reaktionen wund biologische Prozesse bietet.
Tropfenbasierte Mikrofluidik ist ganz besonders bei Multiparameterproblemen, die aufgrund
der groBen Anzahl an Kombinationsvarianten mit herkdmmlichen Labormethoden nicht mehr
I6sbar sind, eine sehr ressourcenschonende, 6konomische und erfolgversprechende Technik.

Fur diese Arbeit konnte nach einer umfassenden Recherche kein standardisiertes,
automatisiertes Gerat auf Basis der segmentbasierten Mikrofluidtechnik fir die
Miniaturisierung von Okotests auf dem Markt gefunden werden. Es bietet sich an, die
Anwendung mikrosegmentierter Flisse auf automatisierte Mehrkomponenten-Screenings in
der Okotoxikologie zu erforschen und aus dem vorhandenen Laboraufbau ein marktreifes
Kompaktgerat zu entwickeln [27].

Eine entsprechende Zielstellung ist, konventionelle Okotoxikologische Standardverfahren,
sowie die MTP- und NTP-Technik mit zusatzlichen und neuen Erkenntnissen - gewonnen aus
hochaufgelosten  Einzelwirkungscreenings und  mehrdimensionalen  Screenings in
Mikrofluidsegmenten - zu unterstiitzen.
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1.2 Ziel- und Aufgabenstellung

In Abschnitt 1.1 wird beschrieben, wie groR das Interesse der wissenschaftlichen Forschung im
Bereich Toxikologie und Okotoxikologie an der Untersuchung von Kombinationswirkungen von
Substanzgemischen ist. Die Mikroreaktionstechnik und die Methode des segmentierten Flusses
besitzen ein grofles Potential zur Generierung mehrdimensionaler Konzentrationsfelder zur
Analyse von Kombinationswirkungen potentieller Umweltschadstoffe.

Auf dem momentanen Entwicklungsstand findet man viele Forschungsberichte, die sich mit
dem High-Throughput-Screening mittels Mikro- und Nanotechnologie befassen [28-33]. Jedoch
waren zu Beginn der Arbeit keine Veroffentlichungen bekannt, welche die
Mikrofluidsystementwicklung  fir die  Analyse der  Kombinationswirkung  von
Schadstoffgemischen in der miniaturisierten Okotoxikologie zum Thema hatten. Die
Einsetzbarkeit dieser Technik flr ein- und zweidimensionale Konzentrationsfelder zur Analyse
von Kombinationswirkungen wurde erstmals in der Dissertation von A. Funfak nachgewiesen
[27].

Das Ziel des Promotionsvorhabens besteht in der Entwicklung eines kompakten,
automatisierten Fluidhandling- und Messsystems mit integrierter Multisensorik unter
Anwendung des Prinzips mikrosegmentierter Flisse zur Charakterisierung hochaufgeloster
Dosis-Wirkungs-Beziehungen fiir die Einzel- sowie Kombinationswirkung von potentiellen
Umweltschadstoffen. Das mikrofluidische Kompaktsystem soll mit einem wirtschaftlich
vertretbaren Fertigungsaufwand hergestellt werden koénnen und zeigen, welche
toxikologischen Screeningprozesse in einem extrem miniaturisierten Ansatz bei hoher
Prazision moglich sind. Dazu sind Messserien mit einigen hundert bis einigen tausend
Einzeltestraumen vorgesehen.

Um ein automatisiert arbeitendes kompaktes Messsystem flir ein miniaturisiertes
Mehrparameter-Screening zu realisieren ist ein modulares Systemkonzept mit robusten
Schnittstellen erforderlich. Es gilt herauszufinden, welches Pumpensystem, welche Ventile,
welche Typen von Schlduchen (Material, Durchmesser) und welche Speichermdoglichkeiten fir
den Kompaktaufbau geeignet sind. Von besonderem Interesse ist dabei auch die Schaffung der
Moglichkeit einer multiplen Endpunktbestimmung durch simultane Auslesung eines
Mehrparametersatzes in jedem einzelnen Mikrofluidsegment. Dazu sind beriihrungsfreie und
schnell arbeitende lokale Ausleseverfahren und Transducer erforderlich, bei denen
unerwiinschte Interferenzen mit den zu testenden Substanzen und den Organismen
unterdriickt werden koénnen. Dieses Ziel soll durch die Entwicklung eines mikrofluidisches
Systems mit optischer Signallibertragung erreicht werden.

Multiparameterscreenings sind notwendig, um Aussagen (iber Wachstumsverhalten und
metabolische Aktivitdt zu treffen und die moglichen Mechanismen zu verstehen. Auch gibt es
bisher keine non-invasiven in-situ-Analysen zum segmentinternen Sauerstoffverbrauch
wahrend der Zellkultivierung in Nanoliter-Segmenten.

Neben der Entwicklung eines Labormusters fiir ein produktionstaugliches Kompaktgerat und
der Erforschung der Anwendung mikrosegmentierter Flisse auf automatisierte
Mehrkomponenten-Screenings in der Okotoxikologie ist die Evaluierung des Systems fiir
mindestens zwei ausgewahlte Modellorganismen mit unterschiedlichen
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Umweltschadstoffklassen ein weiteres Ziel dieser Arbeit. Die Schadstoffe sollten dabei sowohl
einzeln, als auch in Kombination auf verschiedene Organismen einwirken. Mechanismische
Fragestellung standen dabei nicht im Vordergrund.

Die Benutzertatigkeit soll sich auf das Probeneinbringen, den Prozess-Start, das Ablesen des
Resultats sowie bei evtl. bei langerer Inkubationszeit die Produktauslieferung fir spatere
Messungen beschranken. Daher sollen automatische Screeningablaufe entwickelt werden, die
in der Lage sind, grof3e Segmentserien mit praziser Konzentrationsabstufung der zu testenden
Substanzen automatisch zu generieren und das Antwortverhalten von Targetkulturen mit Hilfe
unterschiedlicher Endpunkte, die einer miniaturisierten, automatisierten Messung zuganglich
sind, zu erfassen. Um eine schnelle Einschatzungen des Gefdahrdungspotentials sowie
Schlussfolgerungen fir Einzelwirkung und Schadstoffkombinationen zu ermdglichen, muss ein
automatisiertes Auswertungsprogramm entwickelt werden.

Im Vergleich zu den herkémmlichen Okotoxikologischen Methoden hat die Nutzung der
Mikrofluidtechnik das Ziel, die Beurteilung einer sehr groen Anzahl von Tests beim Einsatz
minimaler Schadstoffmengen zu ermoglichen und eine schnelle Verfligbarkeit von
Informationen zu gewahrleisten. Aus diesem Kontext ergibt sich die Zielstellung der Arbeit wie

folgt:

° Optimierung des vorhandenen Laboraufbaus, Auswahl und Charakterisierung der
Methoden fiir das Fluidhandling und die optische Messtechnik.

. Erstellen der Anforderungsliste, des System- und Schnittstellenkonzepts, Auswahl
und Anpassung der Mikrofluidkomponenten fiir den Aufbau des Kompaktsystems.

o) Abstimmung der Komponenten mit dem Schnittstellenkonzept,
unterteilt nach fluidischen, elektrischen und optischen Interfaces
unter Berlicksichtigung der entsprechenden Signalfiihrung.

o Integration von mindestens drei Messverfahren fir die
automatisierte Bewertung der Vitalitdt der Testorganismen.

o) Entwurf und Integration des Mehrkanal-Mikrodurchflussphotometers
fiir die Trlbungsmessung.

o Entwurf und Integration des Mehrkanlal-Mikrodurchflussfluorimeters
fir die Lumineszenzintensitatsmessung.

o) Auswahl und Integration geeigneter pO,-Nanobeads fiir die in-situ
Sauerstoffmessung in Mikrofluidsegmenten.

. Charakterisierung des Mikrofluidsystems: Untersuchungen der erreichbaren
Messfrequenzen und Messgenauigkeiten anhand der Charakterisierung von
Modellfluiden unter den Bedingungen mikrosegmentierter Flisse.

° Auswahl von geeigneten Testorganismen sowie Anpassung der

Kultivierungsbedingungen fir ein optimales Wachstum der Testorganismen im
Mikrofluidsegment.
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Erstellen von Algorithmen fiir automatische Screeningabldufe von
mehrdimensionalen Konzentrationsfeldern.

Adaption und Anpassung der Datenauswertungssoftware an die
verschiedenen Organismenspezies.

Applikation des Labor- und Kompaktaufbaus fiir okotoxikologische
Fragenstellung.

Beispielgebende  Untersuchungen  der  Kombinationswirkung
ausgewahlter Substanzen an verschiedenen Organismen.
Abschatzung des Potentials der Methode fiir verschiedene
Stoffsysteme und Organismen.



2 Wissenschaftliche Grundlagen

2.1 Allgemeine Prinzipien und Konzepte der Okotoxikologie

Die Okotoxikologie ist ein interdisziplindres Forschungsgebiet, in dem Biologie, Toxikologie,
Umweltchemie und Okologie integriert sind. Okotoxikologie als Zweig der
Umweltwissenschaften beschaftigt sich hauptsachlich mit der Analyse und dem Verstandnis
der  Auswirkungen von  Chemikalien auf Zellen, Lebewesen, Populationen,
Lebensgemeinschaften und das Okosystem im Allgemeinen [34]. Zu diesem Zweck sind die
Abschéatzung der Exposition (wohin die Schadstoffe in der Umwelt gelangen) und die Analyse
des Effekts (deren okologische Auswirkung) auf Organismen Bestandteil der Risikoabschatzung
von Umweltchemikalien. Die klassische Toxikologie befasst sich mit der dosisabhingigen
Wirkung einer Substanz auf einen Organismus. In den letzten Jahren hat sich eine politische
und wissenschaftliche Diskussion (iber die Frage entwickelt, ob die kumulative Exposition
gegen niedrige Konzentrationen einer Vielzahl von Chemikalien zu umwelt- und
gesundheitsrelevanten Schadigungen fithren kann’.

Ein beriihmtes Gesetz von Paracelsus (1493-1541) ,Alle Dinge sind Gift und nichts ohne Gift;
allein die Dosis macht, dass ein Ding kein Gift ist.” ist die Grundlage der Toxikologie und
Okotoxikologie [35]. Das AusmaR der toxischen Wirkung ist von der Wechselwirkung mit
bestimmten Makromolekillen und von dem Metabolismus abhdngig. Entscheidend ist die
Exposition und Konzentration des Stoffes am Zielort. Wichtig sind auch Bioverfiigbarkeit und
Expositionsweg. Fir die quantitative Erfassung der Wirkung einer Substanz dient die Dosis-
Wirkungs-Kurve (Abbildung 2.1). Dosis-Wirkungs-Beziehungen sind fiir die Okotoxikologie
grundlegend.
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Abbildung 2.1:  Dosis Wirkungs-Beziehungen nach Connell and Miller 1984 [36]

7 pestizidriickstdnde in Lebensmitteln: Neues zur kumulativen Risikobewertung
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Zur Charakterisierung der Wirkungsstarke wird oft die Konzentration, die eine halbmaximale
Wirkung erzeugt, der sogenannte ECso-Wert verwendet. Der Kurvenverlauf von Dosis-
Wirkungs-Kurven beinhaltet wichtige Informationen, die bei alleiniger Betrachtung des ECsg
fehlen. Zum Beispiel bewirkt bei steilen Dosis-Wirkungs-Kurven schon eine geringe
Konzentrationserhohung eine starke Veranderung der toxischen Effekte. Ein flacher Verlauf
hingegen zeigt eine eher langsame Reaktion der Testorganismen an. Aus diesem Grund ist die
Kenntnis des Kurvenverlaufs zur Charakterisierung der Substanztoxizitat sehr bedeutend.
Leider wird dies in der Praxis noch selten berticksichtigt aufgrund des hohen zeitlichen und
materialen Aufwands. Mit segmentbasierter Mikrofluidik ist die Erstellung einer
hochaufgeldsten Dosis-Wirkungs-Kurve mit minimalem Materialverbrauch moglich [37, 38].

Neue Stoffe sind vor der Vermarktung einer (6ko)toxikologischen Priifung zu unterziehen. Es
soll neben den Abbau-, Ausbreitungs- und Akkumulationsverhalten die Auswirkungen auf
ausgewadhlte Organismen gepriift werden. Die OECD (engl. Organisation for Economic
Co-operation and Development) hat bereits im Jahr 1981 die Richtlinien zum Test von
Chemikalien ausgearbeitet, die laufend ergénzt und aktualisiert werden®. Fuir Bakterien, Algen,
hohere Pflanzen, Wirme, Krebse, Insekten, Fische, Amphibien und Vogel wurden
standardisierte  Prifsysteme mit entsprechenden Methodenvorschriften entwickelt.
Standardisierte Toxizitatstests sind fiir die Gefahrlichkeits- und Risikoabschatzung wichtig.

Die Art der Toxizitatstests und ihr Umfang nehmen mit der Produktionsmenge des
fraglichen Stoffes zu. Grundsétzlich ist es nur mit einer Reihe mehrerer Toxizitatstests
mit Organismen aus verschiedenen Biotopen moglich, die Wirkung von Chemikalien
auf Okosysteme abzuschitzen. Es gibt drei Stufen zur 6kotoxikologischen
Charakterisierung von Chemikalien nach dem deutschen Chemikaliengesetz:

e Grundstufe: akuter Toxizitatstest mit Algen (Wachstumshemmung), Daphnien
(Immobilisierung) und Fischen (Mortalitéat)

e Stufe I: langfristiger Toxizitdtstest mit Daphnien (Reproduktion), Fischen
(Mortalitdt) und héheren Pflanzen (Wachstumshemmung), akuter Toxizitatstest
mit Regenwirmen (Mortalitdt) und Bioakkumulationstest mit Fischen

e Stufe Il: langfristiger Toxizitatstest mit Fischen (Reproduktion), akuter
Toxizitatstest mit Vogeln (Mortalitat) und Bioakkumulationstest mit Vogeln

Aus ethischen und 6konomischen Griinden werden zunehmend Zellkulturmethoden entwickelt,
in denen toxische Wirkungen in vitro, statt am lebenden Tier erfasst werden. Es gibt mehrere
Vorteile von In-vitro-System gegentiber In-vivo-Versuchen, wie zum Beispiel kontrollierte und
standardisierte Zelllinien, geringe Variabilitat und hohe Reproduzierbarkeit, Screening mit
grolBer Probenzahl und Studium von Toxizitditsmechanismen. Unter Zytotoxizitdtstests
versteht man die Aussaat von Zellen aus Kulturflaschen in Mikrotiterplatten unter Zugabe
einer Prifsubstanz und die Erfassung der Reaktion nach einer bestimmten Zeit. Heutzutage
wird wegen der besseren Reproduzierbarkeit und einfachen Handhabung vor allem die
Vitalitdt von Zellen mit Farbreaktionen mittels Mikrotiterplatten-Spektrophotometrie

8 Organisation fiir wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung
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sogenannter ELISA-Reader (engl.: enzyme linked immunosorbent assay) erfasst. ELISAs nutzen
die Spezifitdit spezieller mit einem Enzym markierter Antikbrper, um sie an das
nachzuweisenden Antigen (Stoff) zu binden [39, 40]. Anhand der biochemischen Reaktionen
lasst sich die Schadigung der Zell- und Lysosomenmembran (Neutralrot-Test), die Hemmung
von Enzymen des endoplasmatischen Retikulums (NADH und NADPH) und Enzym Succinat-
Dehydrogenase (Mitochondrien) (MTT-Test) oder die Zellvitalitdt mit weiteren Methoden wie
beispielsweise der Kristallviolettfarbung oder der Freisetzung von Lactatdehydrogenase (LDH)
erfassen [41-44].

Zytotoxizitatstests konnen fir verschiedenen Zwecke verwendet werden, wie zum Beispiel zur
Prifung von Umweltproben (Abwasser, Sedimente, Sickerwasser), Korrelation der Zytotoxizitat
mit der akuten Toxizitdt und mit physikalisch-chemischen Stoffparametern (quantitative
Struktur-Aktivitats-Beziehungen, QSAR), zur Bestimmung spezifischer sowie biochemischer
Parameter und zur vergleichenden Prifung der akuten Toxizitdt von Chemikalien und
Chemikaliengemischen. Die Wichtigkeit von Erkenntnissen (iber die gegenseitige Beeinflussung
von Wirkstoffen riickt zunehmend ins Zentrum der Betrachtungen und basiert dabei vor allem
auf zwei Vorhersagekonzepten. Zum einen gibt es das Konzept der unabhangigen Wirkung (1A)
(Abk. 1A, independent action nach Bliss, 1939 [45]) und zum anderen das der
Konzentrationsadditivitat (Abk. CA, dose additivity nach Loewe 1926 [46, 47]). Beide gelten als
begriindet und sind allgemein anerkannt [48]. In die Abbildung 2.2 ist der Unterschied
zwischen Konzentrationsaddition und unabhangiger Wirkung schematische dargestellt.

&

Abbildung 2.2: Konzept der Kombinationswirkungen. a) Konzentrationsaddition:
1TU+1 TU=2 TU, b) unabhdngige Wirkung: 1 TU+1 TU<2 TU(toxic unit)

Das Konzept der unabhdngigen Wirkung basiert auf der Annahme, dass mehrere Substanzen
zu gemeinsamen Effekten fiihren kénnen, indem sie miteinander interagieren. Dabei kénnen
sie sich an unterschiedlichen Wirkorten befinden und an verschiedenen Wirkketten beteiligt
sein. Grundsatzlich besteht in dieser Theorie die Annahme, dass die wechselwirkenden
Substanzen sogenannte undhnliche Wirkungen besitzen, ihre Einzelwirkungen also nicht
bekannt sein missen, da nur die resultierenden Effekte betrachtet werden. Ahnlich der
Effektsummation werden die Einzelwirkungen im Konzept der IA aufsummiert. Allerdings
werden die Effektliberlagerungen der Substanzen von der Summe subtrahiert. Somit kann der
Gesamteffekt max. 100% erreichen. Der nach |A zu erwartende Gesamteffekt wird wie folgt
berechnet:

E(cs, + csp) = E(cs,) + E(csy) — E(cs,) - E(cs,) (2.1)
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Wobei ¢s die Konzentrationen der Substanzen S; und S und EC,(S) bezeichnet die
erforderliche Konzentration, um einen bestimmten Effekt x durch die Subsanz S hervorzurufen
[49].

Man unterscheidet drei Moglichkeiten von Kombinationswirkungen [50-53]:

e Die Additivitat, bei der sich die Toxizitdt der Wirkstoffe aufaddieren.

® Den Synergismus (potenzierende Wirkungsverstarkung), bei dem die Gesamttoxizitat
groRer als die erwartete Summe der Einzeltoxizitat ist.

e Den Antagonismus (Wirkungsminderung), bei dem die Gesamttoxizitat geringer als die
erwartete Summe der Einzeltoxizitat ist.

Wenn beispielsweise die Wirkstoffe A und B jeweils 50% Wachstumshemmung verursachen,
dann sagt das Konzept der IA voraus, dass bei einer Kombination der beiden Wirkstoffe die
Wachstumshemmung 75% betragt. Positive oder negative Abweichungen von dieser Prognose
werden als synergistische bzw. antagonistische Wechselwirkung bezeichnet (siehe
Abbildung 2.3a, @ bedeutet keine Wirkstoffe). Antagonistische Wechselwirkungen unterteilt
man in schwache bzw. unabhdngige antagonistische Wirkung und verstarkte antagonistische
Wirkung verursacht durch beide Wirkstoffe (engl. reciprocal suppression) oder einen Wirkstoff
(engl. directional suppression).

Im Konzept der Konzentrationsadditivitdt wird im engeren Sinne davon ausgegangen, dass die
kombinierten Substanzen Uber &dhnliche Wirkungsmechanismen und -prinzipien verfligen.
Dabei besteht die Annahme, dass bei einer Substitution zweier Stoffe untereinander der Effekt
derselbe bleibt und die Addition der beiden Konzentrationen zu keiner Veranderung fihrt.
Konzentrationsadditivitdt wurde verschiedentlich als ,allgemein Losung” vorgeschlagen [54].
Es werden dabei Effektkonzentrationen betrachtet, wobei es notwendig ist, auch die Dosis-
Wirkungs-Beziehungen der Substanzen im Einzelnen zu kennen. Fiir die Kombinationswirkung
zweier Substanzen gilt daher folgende Beziehung:

€sa Csp _
BCx(sn) T Eoxtss) 1+ (22)
Als Beispiel bei einer additiven wirkenden Substanzenpaar, 50% Wachstumshemmung von
Wirkstoff A in Kombination mit 50% Wachstumshemmung von Wirkstoff B ist gleiche wie 100%
Wachstumshemmung von Wirkstoff A oder von Wirkstoff B.

Tragt man die Menge aller Konzentrationspaare (cs,, Cs,), die zu dem gleichen Effekt x fihren,
graphisch auf, so erhdlt man Isobole kurve. Im Abbildung 2.3b zeigt typische Vertreter der
solchen Isobolen. Isobolen additiv wirkender Stoffpaare zeigen einen linearen Verlauf. Ein
konkaver Isobolenverlauf deutet auf synergistische Wechselwirkungen. Konvex verlaufende
Isobolen weisen auf antagonistische bzw. infraadditive oder unabhdngige Wirkmechanismen
hin, wobei die Kombination beider Stoffe einer erhéhten Konzentration bedarf, um die gleiche
Wirkung zu erzielen. Die verstarkten antagonistischen Wirkungen bedingt durch beide
Wirkstoffe (engl. reciprocal suppression) oder einen Wirkstoff (engl. directional suppression)
werden als nicht-monotone Isobolen bezeichnet (Abbildung 2.3b).
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Box 1 | Defining drug interactions: Bliss independence and Loewe additivity

Antagonism Antagonism
[reciprocal (directional
Synergy Additivity Antagonism suppression) suppression)
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Concentration of drug B (MIC)

Concentration of drug A (MIC)

Abbildung 2.3:  Darstellung bindrer Mischungen fiir den Fall der additiven Wirkung
(additivity), der verstdrkten Wirkung (synergy) und der Abschwdchung
der Wirkung (antagonism). a) Das Konzept der unabhdngigen Wirkung
b) Das Konzept der Konzentrationsadditivitét [48]

Die Konzepte der Konzentrationsadditivitdit und der unabhdngigen Wirkung kénnen ggf.
genutzt werden, um Rickschlisse auf den Wirkmechanismus zu ziehen. Stimmt die
beobachtete Kombinationswirkung mit der mittels CA oder IA aus den Einzelwirkungen der
Substanzen vorhergesagten Kombinationswirkung tberein, so kann auf die Wirkung am
gleichen, bzw. an unterschiedlichen Wirkorten geschlossen werden.

Das Konzept der unabhangigen Wirkung nimmt an, dass die Wirkstoffe unterhalb einer NOEC
(No Observed Effect Concentration) keine Kombinationseffekte verursachen, hingegen sind bei
der Konzentrationsadditivitdt auch unterhalb der NOEC Kombinationseffekte moglich. Belden
et al. [55] und Grimm et al. [56] haben durch ihren zahlreichen Experimente gezeigt, dass das
Konzept der Konzentrationsadditivitdt einen besseren Prognosewert ermoglicht als das
Konzept der unabhangigen Wirkung. Dies wurde auch durch eine systematische Recherche von
Grimm et al. Gber 200 Publikationen beziiglich Kombinationswirkungen bei aquatischen
Organismen bestdtigt [56]. Aus diesen Grinden haben wir uns, um unsere
Kombinationswirkungen zu bewerten, fiir das Konzept der Konzentrationsadditivitat
entschieden.
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2.2 Grundlagen der segmentbasierten Mikrofluidik

Mikrofluidik ist ein Teilgebiet der Mikrosystemtechnik (Abk. MST engl.: micro systems
technology) und wird oft als Synonym fiir der Begriff ,Lab-on-a-Chip“ (Abk. LoC) und , micro
total analysis systems” (Abk. uTAS) genutzt. Die Mikrofluidik umfasst Methoden zum Entwurf,
zur Herstellung, Anwendung und Untersuchung von Mikrosystemen, deren Kanalquerschnitte
bei Abmessungen im Bereich von 0,1 um bis 1 mm liegen [57, 58]. Das Verhalten von
FlUssigkeiten auf der mikroskopischen Skala ist im Vergleich zur Makrofluidik sehr verschieden
[59].

Die Geschichte der Mikrofluidik begann in den friihen 1950er Jahren mit der Technik, kleine
Mengen von Flissigkeiten im Nanoliterbereich zu erzeugen, welche die Grundlage der
heutigen Tintenstrahl-Technologie bildet [60]. Fur die Analytik wurde im Jahr 1979 ein
miniaturisierter Gaschromatograph mittels Silizium-Wafer realisiert [61]. Ende der 80er Jahre
wurde von Shojietal. eine Mikropumpe mit Probeninjektionssystem fir das Blut-pH-
Monitoring entwickelt [62]. 1990 wurde der erste miniaturisierte
Hochleistungsfliissigkeitschromatograph (HPLC) mit Silizium-Chip-Technologie von Manz et al.
vorgestellt [63]. Zwei Jahre spater war die Durchflihrung einer Zonenelektrophorese in
Anlehnung an die Kapillarelektrophorese sowohl im Silizium-Chip als auch im Glas-Chip
erfolgreich [64, 65]. All diese genannten Erfindungen, revolutionierten maligeblich den Bereich
der chemischen Analytik. Im Anschluss an diese Pionierarbeiten beschaftigten sich in den
letzten zwei Jahrzehnten viele Forschungsgruppen mit der Entwicklung neuer Mikrofluidik-
Komponenten wie beispielsweise Mikropumpen [66-68], Mikroventile [69, 70] oder
Mikromixer [71, 72] um die Vorteile der Mikrofluidik in biologischen, chemischen, analytischen
und medizinischen Anwendungsgebieten zu nutzen. Auf Basis des verwendeten Prinzips des
Fluidtransports, des Aufbaus der Chips und der Fertigungstechnologie haben Haeberle und
Zengerle [73] sowie Mark et al. [74] vorgeschlagen, die vorhandenen Mikrofluidik-Methoden in
folgenden Gruppen zusammenzufassen:

e Kapillarkraftgetriebene Systeme (z.B. Lateral Flow Assay oder Teststreifen)
o Hierbei wird die Kapillarkraft zum passiven Transport der Proben und
Reagenzien mittels einer mikrostrukturierten Schicht genutzt [75].
® Druckgetriebene Systeme (z.B. Mikrofluidik Large-Scale Integration [76],
Laminarstromung [59], segmentierter Fluss [26, 77])
o Das Fluid (gute charakterisierbare laminare Stromung) wird druckgetrieben
durch Mikropumpen in einem System von Kanalen und Ventilen prozessiert.
e Zentrifugale Systeme (z.B. zentrifugale Mikrofluidik)
o Die Bewegung der Flussigkeiten wird durch die Rotation des LoC-Systems
erzeugt [78, 79].
e Elektrokinetische Systeme (z.B. Elektrokinetik, Elektrobenetzung)
o Die Tropfenerzeugung, der Fluidtransport und das Dosieren, Mischen und
Teilen werden mittels eines elektrischen Feldes im Chip durchgefiihrt [80-82].
e  Akustische Systeme (z.B. akustische Oberflachenwellen)
o Tropfen werden auf einer hydrophoben Oberflache von akustischen Wellen
generiert und fortbewegt [83, 84].
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Eine weitere Unterteilung der Mikrofluidikplattformen lasst sich folgendermaBen vornehmen:
Systeme mit kontinuierlichem Flissigkeitsstrom (engl.: continous flow) und Systeme mit
flissigen Mikrordaumen, die von Luft oder von einer zweiten nicht mischbaren Flissigkeit
umgeben sind. Die letzte beschriebene Variante wird als segmentbasierte Mikrofluidik
bezeichnet und im Folgenden naher erlautert.

Unter tropfen-basierten Mikrofluidik (engl.: droplet-based microfluidic) unterteilt man
segmentbasierte Mikrofluidik und emulsionbasierte Mikrofluidik. Segmentbasierte
Mikrofluidik basiert auf der Verwendung zahlreicher kleiner Flissigkeitstropfen, die durch eine
zweite unmischbare Phase — Gas oder Flissigkeit — voneinander isoliert sind, welche als
Segmente oder Kompartimente (engl.: microfluid segments) bezeichnet werden. Diese bilden
stabile, abgeschlossene Mikroreaktionsrdume in geschlossenen Mikrofluidik-Kanalen. Bei allen
Segmenten wird eine geordnete Mobilitdt fiir die serielle Verarbeitung sichergestellt.
Befordert etwa durch Druckgradienten und durch den Einsatz spezieller Bauteile kdnnen sie
vermischt, gesplittet, sortiert und weiter verarbeitet werden.

a) Reagenzlésung b) Reagenzlésung
Reagenz- I— Reagenz- Reagenz- |_ Reagenz-
l6sung I— lésung l6sung l_- l6sung

Trager-
medium

Abbildung 2.4:  Zwei Typen von segmentiertem Fluss im Mikrokanal: a) Fliissig/Fliissig-
Zweiphasensystem, b) Gas/Fliissig-Zweiphasensystem

Entsprechend dem Anwendungsprinzip wird die segmentbasierte Mikrofluidik in zwei
Kategorien unterteilt: a) Flissig/Flissig-Zweiphasensysteme (engl.: droplet flow, plugs)
und b) Gas/Flussig-Zweiphasensysteme (engl.: bubble flow, slugs) (Abbildung 2.4). Bei
den Flussig/Flussig-Zweiphasensystemen erfolgt die Reaktion in den Segmenten, die
nicht im Kontakt mit dem Mikrokanal stehen, da der Mikrokanal komplett von
Tragerflussigkeit benetzt wurde. Bei den Gas/Flussig-Zweiphasensystemen werden die
wandbenetzenden Reagenzflissigkeiten durch Gasblasen voneinander getrennt [24,
85].

Fir die Segmenterzeugung sind T-Kreuz-Verbindungen (engl.: T-junction) [86-88] und Fluss-
Fokussierungsstrukturen (engl.: flow focusing device) [25, 89] zwei der am haufigsten
verwendeten Methoden im mikrofluidischen Zweiphasensystem (Abbildung 2.5). Ein typisches
Beispiel einer T-Kreuz-Verbindung ist in Abbildung 2.5a gezeigt. Zwei senkrecht zueinander
liegende Mikrokanale, die zwei nicht mischbare Flissigkeiten beférdern, treffen sich an einer
T-Kreuzung. Die disperse Phase wird aufgrund von Scherkraften, die durch die senkrecht zur
dispersen Phase stromende kontinuierliche Phase resultieren, in Tropfchen abgerissen und
flieBen entlang des Austrittkanals. Oft werden auch mehrere Einzelkandle nahe der
Einmindung zusammengefiihrt, um Tropfen aus mehreren Bestandteilen zu erzeugen. T-
Kreuz-Verbindungen kdénnen auch zur Zudosierung weiterer Reagenzien verwendet werden.
Viele Studien haben in den letzten Jahren gezeigt, dass die SegmentgroRe stark von Flussraten
und Viskositat [90-93], Kanalgeometrie [86, 94, 95], Grenzflachenspannung [96, 97], Tensid
und dessen Konzentration [98, 99] abhangig ist.
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a) b)

Tragermedium

= Reagenz-
. RO - @e
medium . Idsung

Abbildung 2.5:  Strukturen  fiir ~ Tropfenerzeugung a) T-férmige Verbindung,
b) Flussfokussierungsstrukturen

Reagenzlosung

Bei den Fluss-Fokussierungsstrukturen wurde der Flissigkeitsstrom der dispersen Phase vor
einer Dise von zwei senkrecht flankierenden strémenden kontinuierlichen Phasen zentriert in
die Duse beférdert (Abbildung 2.5b). Hierbei entsteht eine Konkurrenz zwischen Druck- und
viskoser Spannung, wobei der Flissigkeitsstrahl der dispersen Phase auf Grund der Rayleigh-
Plateau-Instabilitdt in Tropfchen abreist. Abhdngig von der Diisengeometrie kann der
Tropfchenabriss in oder nach der Diise erfolgen. Die SegmentgréRe kann durch Anderung der
Strémungsgeschwindigkeit beider Phasen manipuliert werden. Durch die schmale Dise
konnen sehr kleine Tropfchen mit sehr hohen Frequenz (bis zu in den kHz-Bereich) erzeugt
werden [100, 101]. Im Vergleich zur T-Kreuz-Verbindung bendtigen  Fluss-
Fokussierungsstrukturen  hoheren technischen Aufwand, bieten aber bei der
Segmenterzeugung bessere Monodispersitdt und hohere Erzeugungsraten.

Fir die Durchfihrung komplexer chemischer und biologischer Reaktionen sowie
Hochdurchsatz-Experimente in Mikrofluidsegmenten sind neben Segmenterzeugung noch
weitere wichtige Basisoperationen, wie definierte Zudosierung von Reagenzien zu Segmenten,
effiziente Segmentinterne Durchmischung (engl. droplet mixing), synchronisierte Vereinigung
zweier Tropfensequenzen (engl. droplet fusion), definierte Aufteilung der Tropfensequenz
(engl. droplet splitting), Sortierung von Segmenten (engl. droplet sorting), Abtrennung des
Separationsfluids, und Segmentspeicherung relevant. Verschiedene Verfahren zu den
Basisoperationen werden eingehend in Kohler et al. 2004 [26], Henkel et al. 2004 [88],
Adamson et al. 2006 [102], Song et al. 2006 [24], Teh et al. 2008 [77], Niu et al. 2008 und 2011
[103, 104], Malsch et al. 2008 [105], Baroud et al. 2010 und 2014 [106, 107], Granieri et al.
[108], Ahn et al. 2011 [109], Simon et al. 2012 [110] und Budden et al. 2013 [111] beschrieben.
Die umfassenden charakterisierten Funktionsstrukturen der Segmentsteuerung stehen der
Plattform segmentierter Fluss-Technik fiir die Umsetzung des Lab on a Chip Systems zur
Verfligung.
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2.3 Vorteile des segmentierten Flusses

Die segmentbasierte Mikrofluidik bietet viele Vorteile gegenliber der konventionellen Technik.
Die kleinen Volumina (Piko- bis Nanoliterbereich) fiihren zu einem grolRen
Oberflachen-Volumen-Verhaltnis, wodurch gréBere Ober- und Grenzflacheneffekte Einfluss
gewinnen. Aullerdem kann die Gravitationskraft im Allgemeinen gegeniber Kapillarkraften
nahezu vernachlassigt werden. Da in einer mikrofluidischen Strémung die Reibungskrafte und
die Tragheit des Fluides dominieren und somit nur sehr kleine Reynolds-Zahl auftreten (z.B. fir
ID 0,5 mm Schlauch mit einer Flussrate von 50 pl/min betrdgt die Reynolds-Zahl etwa 2). In den
Kapillaren bilden sich im Falle homogener Fluide laminare Stromungen aus. In
Mehrphasensystemspielen Grenzflichenenergie eine dominante Rolle. Eine segmentinterne
Durchmischung wird durch segmentinterne Konvektion beglinstigt. Aufgrund der geringen
Abmessung des Systems sind die Zeitskalen fiir viele auf groRere Entfernungen langsame
Ablaufe (z.B. Warmeleitung, Diffusion) deutlich reduziert, was fir zahlreiche Anwendungen
wie Analytik [112, 113], Nanopartikelsynthesen [114-117], Polymerisationen [118-121], DNA
Analysen [122-124], Proteinkristallisationen [125-127], Zellkultivierungen [128-130] und die
embryonalen Entwicklungsstudien [131-133] grolRe Bedeutung hat.

a)

e, DD DD DOODD
DODDD DDDB@ |\ |
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Kultivierung =

Emulsion-basiertes
Verfahren

"Droplet"
Generierung

b)
Mikrokanal: . o o o Entkopplung von Kultivierungsgut und
Hohes Oberflachen-Volumenverhaltnis Teilweise Entkopplung von Kultivierungs- Schlauchwénden durch Bildung
birgt Risiko des "Biofoulings" gut und Schlauchwanden. eines Fliissigkeitsfilms
=[] -] =
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Abbildung 2.6:  Entkopplung von Mikrofluidkompartimenten a) Entkopplung von
Mikroorganismenpopulationen durch segment-basiertes und

emulsions-basiertes Verfahren. b) Entkopplung zwischen
Kultivierungsvolumen und Kanalwénden durch unterschiedliches
Benetzungsverhalten.

Alle diese Eigenschaften vom segmentbasierten Verfahren spielen eine grolle Rolle fiir das
miniaturisierte zellbasierte Screening [32, 134, 135]. Ein grofRer Vorteil der segmentbasierten
Mikrofluidik ist vor allen die Unterbindung von Dispersionseffekten. Auerdem entsteht eine
Vielzahl von monodispersen Reaktionsraumen. Die Zellen, die sich in Mikrofluidsegmenten
befinden, werden von einem hydrophoben Tragermedium umgeben, und dies flhrt zu einer
effizienten Trennung und Abkopplung jedes einzelnen Segment und zur Realisierung von hoch
parallelisierten Prozessen unter Einsatz minimaler Totalvolumina (Abbildung 2.6a) [129, 135,
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136]. Beispielsweise werden fiir eine Sequenz von ca. 2.000 Mikrofluidsegmenten mit einem
Volumen von 0,2 pl lediglich 0,4 ml Kultivierungsflissigkeit bendtigt.

Einen zweiten sehr wichtigen Aspekt stellt die partiale oder totale Entkopplung der
Kultivierungsflissigkeit von den Kanalwanden dar. Die Interaktion von Biomolekilen und
Zellen mit Grenzflachen ist in mikrofluidischen Systemen besonders kritisch zu betrachten, da
das Verhaltnis Oberfliche zu Volumen um ein Vielfaches grofRer ist als in herkdmmlichen
Kultivierungssystemen. Zur Veranschaulichung ist die Grenzflachenspannung in Abbildung 2.7
dargestellt. Der zwischen der Tangente an die Tropfenkontur und der Festkdrperoberflache
eingezeichnete Winkel o wird Kontaktwinkel genannt. Er hdngt nur von den
Materialeigenschaften der beteiligten Phasen ab. Die Messung von Kontaktwinkeln liefert
Aussagen (iber die Oberflichenspannungen und -energien der beteiligten Stoffe. Die
Flissigkeit auf der Oberflache zieht sich zu einem halbkugelférmigen bis zu fast kugelférmigen
Tropfen zusammen, falls a zwischen 90 ° und 180 ° liegt (siehe Abbildung 2.7a). Kontaktwinkel
kleiner als 90 ° werden als partielle Benetzung bezeichnet (Abbildung 2.7b). Im Idealfall
handelt es sich bei einer vollstandigen Benetzung um einen monomolekularen Film (a = 0)
(Abbildung 2.7c).

Abbildung 2.7:  Grenzfldchenspannung a) Keine Benetzung, b) Partielle Benetzung, c)
VollIstdndige Benetzung

Das Biofouling kann im segmentierten Fluss durch eine hohe Benetzung der
Schlauchinnenwdnde durch das Tragermedium und eine niedrige Benetzung der
Kultivierungsflussigkeit signifikant reduziert werden (Abbildung 2.6b). Im Allgemeinen gilt, dass
hydrophobe Abgrenzungen oder Schlduche aus fluoriertem (hydrophobem und lipophobem)
Material zum Einsatz kommen. Perfluorierte Schlduche und Materialien werden oft mit
Perfluoralkan als Tragerphase kombiniert. Hierdurch hat die Tragerflissigkeit einen geringen
Kontaktwinkel mit den Schlauchwanden, wahrend die Kultivierungsflissigkeit durch die
niedrige Benetzbarkeit einen hohen Berlihrungswinkel formiert. Wahrend des
Transportvorgangs baut sich ein flissiger Film durch einen kapillaren Spalt zwischen Segment-
und Tragerflissigkeit auf. Daher sind die Mikrofluidsegmente vollstandig in den Tragerstrom
aus physisch inertem Perfluoralkan eingebettet, sodass keine unerwiinschten
Benetzungseffekte auftreten kdnnen. Die Adsorption von Biomolekiilen und die Adhasion der
Zellen an den Schlauchinnenwdnden werden dadurch verhindert.

Ein dritter wichtiger Aspekt betrifft den Transportvorgang von Biomolekilen, Partikeln,
geloésten Gasen und anderen molekularen Bestandteilen in den Segmentflissigkeiten
(Abbildung 2.8). Die Reduzierung der Volumina im Vergleich zu herkdmmlichen
Kultivierungsbedingungen und Mikrotiterplatten fihrt zu einer Verkleinerung der
Diffusionswege. Der Einsatz von Schldauchen mit niedriger Wandstarke und hoher
Gasdurchlassigkeit, z.B. aus perfluoriertem Material unterstiitzt den Gasaustausch zwischen
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der Segmentflissigkeit und der Umgebung. Weiterhin erfolgt in heterogenen Phasensystemen
durch den rezirkulierenden Fluss (segmentinterne Konvektion) eine gute Durchmischung aller
Einzelsubstanzen und die Homogenisierung wahrend weiterer Prozesse, da durch
Ausgleichstromungen, welche an der Aufrechterhaltung der Phasengrenzen beteiligt sind,
entsprechende Scherkrafte wirken.

a) b)

s Fluss-

Trag‘er- rlchtung Trég-er-

medium medium

Segment Segment
Stromungsinduzierte Diffusion von Molekilen bedingt
segmentinterne Konvektion durch Konzentrationsgradienten

Abbildung 2.8: Segmentinterne Transportprozesse bei a) bewegendem Segment
(strémungsinduzierte segmentinterne Konvektion), b) ruhendem
Segment (Transport durch Diffusion).

Weiterhin bietet die Integration von Kultivierungsvolumina in Mikrokandlen und
Mikroschlauchen einen sicheren Weg, Segmente zu verarbeiten und garantiert den minimalen
Verlust von Nahrmedium durch Verdunstung oder anderen fliichtigen Bestandteilen. Obwohl
das typische Volumen fir Mikrofluidsegmente etwa zwei GrofRenordnungen kleiner ist als
Standard-Flussigkeitsvolumina von MTP, sind die Evaporationsraten wesentlich kleiner als
beim offenen MTP-Verfahren. Verschiedene segment-spezifische Operationen wie das
Dosieren, Mischen, Teilen und Umschalten oder optische und elektrische Messungen kdénnen
ohne offen liegende Oberflachen durchgefiihrt werden [111, 137-140].

Die feste Reihenfolge der Segmente in Kanalen und Mikroschldauchen erlaubt die Adressierung
spezifischer Segmente [141]. Dazu ist jede Segmentposition durch eine vordefinierte
Startzusammenstellung und einen individuellen Prozessablauf definiert. Somit kdnnen
Messdaten einzelner Segmente in Gruppen gesammelt und leicht verarbeitet werden. Dies
stellt eine wichtige Vorbedingung fiir den Einsatz der Mikrosegmenttechnik zur Untersuchung
von hochaufgeldsten Dosis-Wirkungs-Funktionen und toxikologischen Screenings in zwei- und
héherdimensionalen Konzentrationsraumen dar.
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2.4 Segmentbasierte Mikrofluidik fiir toxikologische Untersuchungen

Laut der Datenbank ISI-Web of Science ist die Publikationsanzahl zum Thema

,microfluidic” und ,cell“ im letzten Jahrzehnt drastisch angestiegeng. Hauptabnehmer fir
mikrofluidische LoC Anwendungen sind DNA-Analyse [142, 143], Einzelzellen Analysen [144,

145], Genomik [146], Wirkstoffscreenings [147] und Kristallisation von Proteinen [125, 148].

Auch fir miniaturisierte toxikologische Screenings stellen die tropfchenbasierten
mikrofluidischen Systeme und insbesondere segmentiertbasierte Fluidsysteme eine sehr
vielversprechende Strategie dar. Emulsionbasierte Systeme ermdglichen in einem
Versuchsdurchlauf bis zu 10° Trépfchen (im Nanoliter- und Pikoliterbereich) zu erzeugen [149,
150]. Jedoch werden dabei die Tropfchen nicht in einer bestimmten Position fixiert wodurch
die Informationen zur initialen Zusammensetzung der Tropfchen verloren geht. AuRerdem
muss zur Stabilisierung einer solchen Emulsion ein Tensid zugesetzt werden, das sich an die
Wasser-Ol-Grenzflachen setzt und diese gegen Koaleszenz schiitzt. Allerdings kénnen Tenside
die toxikologischen Screenings beeinflussen. Diese Nachteile konnen durch den Einsatz der
segmentbasierte Fluidsysteme gelost werden. Bei diesem System findet die Generierung,
Transport und Verarbeitung von Segment in einer strengen linearen Anordnung statt
(Abbildung 2.6). Auf diese Weise wird die Information an Segmentnummer und deren
Komposition gehalten [151].

Neben der Segmentbildung, die bereits im Kapitel 2.2 erwahnt wurde, spielt die Erzeugung der
Konzentrationsgradienten eine wesentliche Rolle fiir die Bestimmung der Dosis-Wirkungs-
Beziehung. In segmentbasierten mikrofluidischen Systemen gibt es hauptsachlich zwei
allgemeine Strategien zur Erzeugung der Konzentrationsgradienten: entweder durch in-situ
Mischung [26, 152] oder durch Zudosierung in vorhandene Segmente [88, 110]. Fiir beide
Strategien wurden fiinf verschiedenen Verfahren entwickelt, wobei die Volumen der einzelnen
Segmente im unteren Pikoliter- bis zu Mikroliterbereich liegen.

Song et al. und Guenther et al. [24, 153] erzeugten die Konzentrationsgradienten durch
kontinuierliche Zusammenfihrung wassriger Proben, Reagenzlésungen und
Verdinnungsmedien bei unterschiedlichen Flussraten vor der Segmentbildung
(Abbildung 2.9a). Im Jahr 2010 zeigten Trivedi et al. eine Tropfenerzeugung bis zu 200 Hz mit
Hilfe einer mikrofluidischen Flussfokussierungsstruktur und fusionierten diese mit einer
Reagenzlésung mit einer Frequenz von 10 Hz unter Verwendung einer T-Verbindung [154]
(Abbildung 2.9b). Du et al. kombinierten das laminare Stromungs-Diffusionsverfahren mit
Tropfenbildung, um Tropfchen mit einem Konzentrationsgradienten zu erzeugen [155]
(Abbildung 2.9c). Clausell-Tormos et al. und unsere Arbeitsgruppe [156, 157] erzeugten die
Konzentrationsgradienten durch das Saugen der Probenldsung aus Multiwell-Platten durch die
Verwendung eines Mehrkanalventils. Danach werden die Proben aufgeteilt und mit einer
Reagenzlésung gemischt (Abbildung 2.9d). Niu et al. entwickelten eine Hochdurchsatz-
Mikrotropfen-Verdiinnungsplattform, die einen homogenen DNA-Bindungsassay in Nanoliter-
Tropfen ermoglicht. Diese Technik ist in der Lage, einen Konzentrationsbereich von Uber vier
GroéBenordnungen zu erzeugen [104] (Abbildung 2.9e).

% ISI Web of Science mit den Suchwértern “microfluidic” und ,cell zwischen 2000-2014
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Abbildung 2.9: Schematische Darstellung der Generierung von

Konzentrationsgradienten in segmentbasierten Mikrofluidsystemen
a) Kontinuierlicher Fluss, b) Kontinuierlicher Fluss mit T-Verbindung,
¢) Multikanal-laminar-Strémung, d) Batch-Verdiinnung,
e) Dispersionsverfahren [158].

Tropfenvolumen im Mikroliterbereich sind in der Regel fiir offene Trager oder Kammer-Arrays
eingesetzt. Im Gegensatz dazu dominieren Tropfenvolumen im Nanoliter- [104, 159-162] und
Pikoliterbereich [155, 163] die Untersuchungen in geschlossenen Mikrokandlen. Die
SegmentgroRe und die Anzahl der Segmente hangen hauptsachlich von der spezifischen
Anwendung ab. Komplexe Assays wie z.B. bei der konzentrationsabhdngigen
Proteinkristallisation werden durch langsame Tropfenerzeugung und eine kleinere Anzahl von
Segmenten pro Versuch bevorzugt [155]. Andererseits konnten einfache Verifikationsversuche
mit Farbstoffen bei Sequenzen von mehreren tausend Segmenten durchgefiihrt werden [153].
Tropfenvolumen zwischen einigen und einigen hundert Nanolitern sind fir
mikrotoxikologische Screenings bevorzugt [37, 129, 164, 165].

In den letzten Jahren wurden verschiedene Testorganismen eingesetzt flir segmentbasierte
mikrotoxikologische Studien (Tabelle 2.1). Das Spektrum der untersuchten Organismen
erstreckte sich, von Bakterien wie E. coli [129, 164, 165] liber eukaryotische Mikroorganismen
wie Chlorella vulgaris [130] bis hinzu mehrzelligen Organismen wie Nematoden und Fischen
[131, 166], tierische Zelllinien [167] und menschliche Zellkulturen wie HEK [136], Jurkat [168]
und A549 [169]. Der Fokus dieser Studien konzentrierte sich vorwiegende auf
Einzelwirkungsscreenings. Nur wenige toxikologische Studien Ulber die Kombinationswirkung
von bindren Gemische in Mikrofluidsegmenten konnten gefunden werden, wie beispielsweise
an E. coli [164, 165] und an menschlichen Zelllinien A549 [169].
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2 Wissenschaftliche Grundlagen

Tabelle 2.1: Mikrotoxikologische Studien in Mikrofluidsegmenten
Organismen Effektor Konz. Segment-  Detektions- Ref.
volumen methode
0,1 mg/I-
SDS Optical [131]
. . 100 mg/| _ ptica
Danio rerio 2-11 ul N 2007
CuCl, 4-33 uM
e Optical [167]
CHO-K1 Propidiumiodide 0-2 mg/I ca. 25 pl Imaging 2008
Optical [168]
_ 0,
Jurkat Tween 20 0-0,5 % v/v 150 nl imaging 5008
C. elegans, Carboxy-PFPE, 0,5 % w/w 660 nl
Jurkat, DMP-PFPE, PEG- Fluoreszenz- [136]
Zelllinien PFPE, Poly-L-Lysine- . spektroskopie 2008
HEK293T PFPE 0,5 % w/w 0,66 nl
Neurotoxin MPP+ 0-5 mM 28 nl 'Optlc'al [166]
imaging 2008
C. elegans
Neurotoxin 6- i 58 1l Optical [170]
OHDA imaging 2010
C2C12 Bupivacaine 0-3 mM 07nl Optical [171]
Myoblasts Lidocaine 0-5mM ! imaging 2008
. . [172]
U937 Mitomycin C 1 pM-10 uM 0,7 nl Fluoreszenz 2009
. . Photometrie, [37]
Peptide amide 0-100 mg/I 0,3-0,6 nl Fluorimetrie 5009
. . . [153]
E. coli Ag-Nanopartikel 0-25 nM ca. 500 nl  Photometrie 2011
Cefotaxime 0,0015 mg/1 - ca. 200 nl  Fluoreszenz [173]
0,03 mg/I ’ 2011
Chlorella Photometrie, [130]
vulgaris Cucl 0-100 me/! ca. 500 n| Fluorimetrie 2011
2,4-DNP & 0-150 uM .
E. coli Ag-Nanopartikel 0-1,7 pM ca. 500 nl EITS:?:E::;:' [2106151]
Au-Nanopartikel 0-10 pM
Chloramphenicol 0-2 mg/I [164]
E. coli Ampicillin 0-5 mg/I ca. 100 nl  Fluoreszenz 2012
Tetracyclin 0-0,4 mg/|
Flavopiridol 5- [169]
Zelllinie A549  fluorouracil 1-2mM ca. 500 nl  Fluoreszenz 2013
Paclitaxel
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien, Losungen und Gerate

In diesem Kapitel werden alle fiir die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Chemikalien
(Tabelle 3.1), Losungen fur die Zellkultivierung (Tabelle 3.2) und Gerdte (Tabelle 3.3)
aufgefihrt. Alle Substanzen wurden soweit verfligbar im Reinheitsgrad p.a. verwendet.

Tabelle 3.1:

Chemikalien

Bezeichnung/
Abkiirzung

Strukturformel

Abkiirzung/Summen-
formel/Firma

1-hexyl-3-methy-limi- IM16
dazolium bis (trifluoro- O(:)\\S/Ne (CF3S0,)2N
methyl-sulfonyl) amide - —r Universitat Bremen
N__N F
SN N T F
o) CHy
Oy N Coffein/CgHioNO
1,3,7-Trimethylxanthin 2\ | /> ] : 1? ! 2,
o ,Tl N AppliChem Life. Sci.
CHs
Agar - Agar/---/Carl Roth
cl CHs
2
Alachlor Hac\o_/N C14H20CINO2
Sigma-Aldrich
Ammoniaklésung (25%) - ---/NH,OH/Merck
Ammoniumchlorid - ---/NH,Cl/Merck
Ammonium-molybdat - _A_;)/p|(i|2;|;)r;'\/|l_;7zg6l-'20/
Ammoniumsulfat --- ---/(NH,4),S04/Merck
L
S __cH,
Ampicillin Hd N{% C16H18N3Na04S
o
OH Carl Roth GmbH
o
0 Asn
Asparagin 0 OH C4HgN,05
NH, NH, Sigma-Aldrich
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3 Material und Methoden

XL
XN ---/CsH14CINs/
Atrazin CHs NI N
)\ N Dr. Ehrenstorfer GmbH
H,C” N7 N7 N7 CH;,
H H
Borsaure - ---/H3BO5/Carl Roth

Bromphenolblau

Merck

Calciumcarbonat

---/CaCOs/ProLabo-VWR

. . ---/CaCl, 2 H,0
Calciumchlorid -
/Neo lab
. HS N
Captopril CoH1sNOsS
Molekula Ltd.
N A OCH N
Carbendazim N N : CoHyN30,
N/ AppliChem
OH OH
. Cl
Chloramphenicol Ous HN C1;H1,CI,N,0¢
’7'_ cl Sigma-Aldrich
0 O
. ---/Co (NO3), 6 H,0/
Cobalt(ll)-nitrat Sigma-Aldrich

Cobalt(ll)-sulfat

---/C0S0,-7 H,0/

Sigma-Aldrich
SO; Na*
HO™ ‘ ‘ .
Ny, SOz Na*
Cochenille Rot A N C20H11N;Na3040S;
OO VWR International
SO; Na*
I
DMSO/C,H0S/
Dimethylsulfoxid S Merck we
P N erc
HsC CHj
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OH
NO, DNP
2,4-Dinitrophenol CsH4N,05
Acros Organics
NO-»
D(+)-Glucose - ---/C¢H1,0¢/ Carl Roth
Dikaliumhydrogen-
ohosphat - ---/K,HPO,/Carl Roth
Dinatriumhydroge- B ---/Na,HPO, 2 H,0/
nphosphat Carl Roth
Eisen(lll)-chlorid - ---/FeCl;-6H,0/ Merck
---/FeS0,-7 H,0
Eisen(ll)-sulfat - / #7 H0/
Merck
EtOH/C2HsO/
Ethanol --- .
VWR International
0

Ethylendiamintetra-
essigsaure

EDTA
Ci0H16N,Og
Sigma-Aldrich

Fotales Kalberserum

FSK/---/

Invitrogen Life
Technologies

Hefeextrakt - ---/---/Carl Roth
Hafermehl - ---/---/Sigma-Aldrich
o A
Na™ |l \
o7 N
Indigokarmin O — O 96 Ci6HsN,Na,04S,
N ~ .
ool I Nat Fluka Analytical

Kaliumchlorid

---/KCl/Merck

Kaliumdihydrogen-

---/KH,PO,/Carl Roth

phosphat

Kaliumhydroxid - ---/KOH/Merck
Kaliumnitrat - --—-/KNOs/Merck
Kupferchlorid - ---/CuCl,/Merck

Kupfersulfat

--/CuS0,-6H,0/Merck
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Lovastatin C24H3605
Alfa Aesar GmbH
L(+)-Ascorbinsaure --- ---/C¢HgO0g/Merck
| —f
Magnesiumsulfat ---
MgS0,-6H,0/Merck
| —~/
Mangan(ll)-chlorid ---
MnCl,-4H,0/Merck
Mangan(ll)-sulfat --- ---/MnS0O,-4H,0/ Merck
Molybdan(VI)-oxid --- ---/MoOs/---

Natriumchlorid

---/NaCl/Carl Roth

Natriumhydroxid

---/NaOH/Merck

Natriumnitrat

---/NaNOs/
VWR BDH Prolabo

) Borax/Na,B,0,/
Natriumtetraborat ---
Carl Roth
)
Ny
(L
Orange G O SO;Na Ci6H10N2Na, 055,
Merck
So:;Na
HC” N7 “CHs
)“\._
@
Patentblau HO. A A C27H31N2NaO7SZ
YN ‘;:\.'“‘“%N/ Omnikon
HO™ % 6_‘; 0
HC
PP9
Perfluormethyl-decalin Ci1Fy0

F2 Chemicals Ltd.

Polysorbat 20

Tween 20
C58H 114026

J Merck

Salpetersaure

---/HNOs/Merck
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Saurefuchsin Cy0H17N3Na,04S3
Omnikon

Schwefelsdure - ---/H,S0,/Merck

Silbernitrat - ---/AgNOs/Merck
---/CsH100

Starke - /Ceti00s/
Carl Roth

Tetrachlorogold(lll)-
saure-Trihydrat

---/HAuCl,/Carl Roth

Tetracyclin C12H,sCIN,Og
Carl Roth GmbH
TitangEIb C28H19N5N320654
* Merck
Zink(Il)-chlorid - ---/ZnCl,/Merck
---/ZnS0,-7H,0/

Zinksulfat

VWR International
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Tabelle 3.2:

Lésungen

Lésung

Zusammensetzung

BBM Medium

250 mg/l NaNOs, 75 mg/I K,HPO,, 25 mg/| CaCl,-2H,0, 175 mg/I
KH,PO,, 75 mg/l MgS0, 7H,0, 25 mg/l NaCl und 1 ml folgenden
vier Spurenelementlésungen zugeben: 1) 50 g/I EDTA und 31
g/I KOH; 2) 4,98 g FeS0O,-7 H,0 gel6st in 1 | angesduertem Aqua
dest. (1,0 ml H,SO, konz. ad 1 | Aqua dest.); 3) 11,42 g/l H;BOs3;
4) 8,82 g/1 ZnS0O,-7H,0, 0,71 g/l MoO0s, 0,49 g/l Co(NOs),: 6H,0,
1,44 g/l MnCl,-4H,0, 1,57 g/I CuS0,-6H,0. AnschlieRend wurde
das Flissigmedium mit ca. 1,5 % Agar verfestigt und bei 121 °C
20 min autoklaviert. Der pH-Wert liegt bei 6,4 £ 0,2.

IGV Medium

0,5 g/l KNOs, 0,34 g/l KH,PO,, 0,5 g/l MgS0,-7 H,0,

0,014 g/l FeSO,4-7 H,0, 50 mg/lI EDTA, 7,4 mg/l ZnSO5-7 H,0,
0,57 mg/I H3BO;3, 2,38 mg/l CoSO,-7 H,0, 2,36 mg/I

CuS0,4'5 H,0, 41 mg/l MnSO,4-4 H,0, 2,464 mg/|

Co (NOs), 6 H,0, 31,072 mg/l MnSO,4-H,0, pH auf 6,7 einstellen
bei 121°C 20 min autoklavieren.

LB-Lennox

10 g/l Pepton, 5 g/l Hefeextrakt und 5 g/l NaCl

Minimal Medium

0,5 g/|-Asparagin, 0,5 g/l K,HPO,, 0,2 g/l MgS0,-7 H,0, 0,01 g/I
FeSO,-7 H,0, mit Aqua dest. auffiillen und autoklavieren und
danach Glucoseldsung hinzufligen, welches eine
Endkonzentration von 1% D-Glucose in Medium ergibt.

Medium 2 (M2)

30 g/I D-Glucose, 10 g/I Pepton aus Casein, 5 g/l Cornsteep,
1,5 g/1 (NH,4),S0., 1,5 g/l KH,PO,, 5 g/l CaCO5; und 1 ml
Spurensalzlosung.

Medium 3 (M3)

5 g/l D-Glucose, 25 g/| Starke, 10 g/L Pepton aus Casein,
5 g/l Hefeextrakt, 1,5 g/ (NH4),S04, 1,5 g/ KH,PO,, 5 g/l CaCO;
und 1 ml Spurensalzlésung.

Phosphatpuffer
(PBS)

8,0 g/I NaCl, 0,2 g/I KCl, 1,78 g/l Na,HPO,-2 H,0,
0,24 g/l KH,PO,, pH-Wert auf 7,4 einstellen.

Spurensalzlosung

40 mg/| ZnCl,, 200 mg/I FeCl;-6H,0, 10 mg/| CuCl;-6H,0,
10 mg/l MnC|2-4HZO, 10 mg/l (NH4)2MO7024‘6H20, 10 mg/l
Na,B,0,

Hafermehlagar

15 g/l Hafermehl und 20 g/| Agar

Synthetisches
Medium

5,57 g/| K,HPO,, 3 g/I KH,P0O,, 0,12 g/I MgS0,-6H,0, 1 g/ NH,CI
mit Aqua dest. auffillen und bei 121 °C 20 min autoklavieren.
Danach Glucosel6sung hinzufligen, welches eine
Endkonzentration von 1 % Glucose in Medium ergibt.
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Tabelle 3.3: Gerdte

Name

Firma

Analysenwaage

Kern & Sohn KB500-2, VWR-124, Satorius Weighing
Technology GmbH

Brutschrank fir Bodenbakterien

Incubator MF-6w, HCP Technology GmbH

Brutschrank fiir E. coli

Heraeus B5060 EC-CO,

Brutschrank fiir Chlorella

EHRET KBK 4200, W. EHRET GmbH

CO,-Brutschrank

Thermo Fischer Scientific Model 321

Fluoreszenzspektroskopie

Axioplan 2 imaging, Zeiss

Axiovert 40 CFL,
Mikroskope
Zeiss Motic Digital Microscop DMB-1223
Captair bio cap DAN/RNA, Erlab GmbH,
Sterilbank
Babcock-BSH Laminar Flow
Vortex Vortex Genie 2 G-560E, Scientific Industries

Ultraschallbad

Ultrasonic cleaner USC 200T, VWR International

Wasserbad

VWB 12, VWR International

Zentrifugen

Centrifuge Universal 320 R, Hettich lab
Centrifuge Model SD 220 VAC, Carl Roth GmbH

UV-Vis Spektrometer

Specord 200/1, Analytik Jena AG

CPS

Disc Centrifuge Model DC20000, CPS Instruments

Platterinkubator

MSC Basic C, IKA laboratory equipment

Schttler

Shaker S-4, neolLab

pH-Messgerat

CyberScan pH 510 Thermo Fischer Scientific

Inkubator+Schuttler

Incub LG Cap Shaker, VWR International

Autoklaven

AL02-03-100, Advantage-Lab

Universalwarmeschrank

UNB-100, Memmert GmbH
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3.2 Mikrofluidsysteme

Im Rahmen der Erforschung multi-dimensionaler Kombinationswirkungen war die
Weiterentwicklung eines bereits vorhandenen Laboraufbaus notwendig, gleichzeitig sollte eine
Kompaktanordnung eines mikrofluidischen Systems mit integrierter Multisensorik fir
miniaturisierte toxikologische Screenings entwickelt werden.

Sowohl der Laboraufbau als auch das Kompaktsystem setzten sich aus Segmentierungs-,
Injektions-, Detektions- und Speicherungseinheiten zusammen, welche mit PTFE
(Polytetrafluorethylen)-  bzw. im Detektionsbereich mit  transparenten FEP
(Fluorethylenpropylen)-Schlauchen verbunden wurden. Zur Generierung von
Segmentsequenzen wurden kommerziell erhéltliche PTFE- und PEEK (Polyehteretherketone)-
Komponenten der Firma Upchurch Scientific eingesetzt. Einen Uberblick der eingesetzten
Segmentierungsmodule zeigt Tabelle 3.4.

Tabelle 3.4: Verbindungselemente fiir Erzeugung von Mikrofluidsegmenten

T-Verbindung T-Verbindung 7-Port-Manifold

Bezeichnung
P-632 P-885 P-170

Image

Schlauch @

(AuRen) 1,6 mm 0,8 mm 1,6 mm
Kanal 0,5mm 0,152 mm 0,5mm
(Innen)

Totvolumen 2,9 ul 29 nl 2,2 ul

Der Einsatz von polymerbasierten Segmentierungsmodulen ermoglichte eine einfache
Handhabung, erlaubte den Eingriff in den Segmentierungsprozess zu jedem Zeitpunkt und trug
wesentlich zur schnellen Erzeugung von Segmentsequenzen bei. Das Auftreten von
Verstopfungen konnte mittels kurzzeitigen Eintauchens der Module im H,0,(30%) und einem
anschlieRenden 15 minitigem Ultraschallbad beseitigt werden.
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3.2.1 Laboranordnung des mikrofluidischen Systems

Zur Generierung von Segmentsequenzen fiir die Untersuchung von Einzel- und
Kombinationswirkungen verschiedener Modellsubstanzen fiir in dieser Arbeit dargestellte
Experimente mit E. coli, Chlorella vulgaris und Leukdamiezellen IPC-81 wurde die in
Abbildung 3.1 visualisierte Laboranordnung eingesetzt. Fiir die untersuchten E. coli Bakterien
und die Griinalge Chlorella vulgaris konnte der gleiche modulare Laboraufbau mit denselben
Schlauchdimensionen (AufRendurchmesser 1,6 mm, Innendurchmesser 0,5 mm) eingesetzt
werden. Da die Leukdmiezellen IPC-81 einen hohen Sauerstoffbedarf haben, wurde fir die
Untersuchung mit IPC-81 ein FEP-Schlauch mit einer Wanddicke von 0,2 mm (AD 0,8 mm und
ID 0,4 mm) und der damit verbundenen hohen Gaspermeabilitdt verwendet.

.NEMESYE'

B Datentransfer und
Stromversorgung

~— PTFE Schlauch
—— FEP Schlauch

Zellsuspension §

C ==

= Speicherspulen
— » nach Inkubation

® ®
= § \ H
------------------ 3 ‘-—‘-Egermeidlul ml i
[0 = i [ Q ‘ o
VN ! ')

d

I/ == E O, ‘ o

1 Ilq?l/; :;\\\T*\ | 4 = ﬂlme“}m_
i@ IR ¥ . :
LS ,//'/ llfl | : = Effekt

:\\\\\ — #‘, (ﬁ
A\ NN/ |
A fektor 2
........ —= )| . = i
Speicher-  Multi-parameter , E‘f‘fe‘kt,B :
Abfall  spulen Detektor 7-Port Manifold ,

Abbildung 3.1:  Laboraufbau des Mikrofluidsystems fiir die Erzeugung und
Charakterisierung von ein- bis dreidimensionalen Parameterfeldern

Zur Untersuchung der Wachstumskinetik wurde das T-Stiick eingesetzt. Fir die Untersuchung
von Multi-parameter-Konzentrationsfeldern wurde ein 7-Port Manifold mit 0,5 mm
Kanaldurchmesser und einem Totvolumen von 2,2 ul integriert. Die Volumen der eingesetzten
Glasspritzen (ILS) lagen bei 500 pl fir das Nahrmedium und bei den Effektorlésungen sowie bei
5.000 !l fiir die Tragerfliissigkeit. Nach der Uberfiihrung aller Lésungen in die Spritzen wurden
diese liber FEP-Schlduche mit dem Manifold verbunden und auf den Spritzenplatzen fixiert. Die
homogene Verteilung der Zell- oder Beadsuspension im Mikrofluidsegment konnte durch ein
integriertes Spritzenrihrersystem (neMIX, Cetoni GmbH) mit 2500 ul Glasspritzen
gewdhrleistet werden. Das Monitoring der Mikrofluidsegmente auf unterschiedliche
Screeningparameter erfolgte direkt durch einen transparenten FEP-Schlauch (ID 0,5 mm und
AD 1,6 mm). Zwei integrierte Mehrkanal-Mikrodurchflusssensoren ermoglichten die simultane
Auslesung von Triibungs- und Fluoreszenzsignalen (siehe Kapitel 3.3).
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Zur Lagerung der erzeugten Mikrofluidsegmente wurden PTFE-Schlauchspulen verwendet, die
bestehend aus PMMA (Polymethylmethacrylat) Platten mit darauf aufgewickelten 7 m
Schlauchspulen in der Lage sind, bis zu 600 Segmente zu speichern. Die Steuerung des
Fluidstromes und damit die Einstellung der Konzentrationsbereiche in den Segmenten konnte
tiber spezielle LabView™-Programme zur Erzeugung von Segmentsequenzen fir Einzel- und
Kombinationswirkungsscreenings realisiert werden (siehe Kapitel 3.2.3).

3.2.2 Kompaktes mikrofluidische System

Die Konzeption des Kompaktaufbaus wurde basierend auf der urspriinglichen
Vorhabensbeschreibung auf die Anforderungen der Applikationen abgestimmt und
konkretisiert. Die notwendigen Gerdte-Komponenten wurden anhand bestehender
Erfahrungswerte ausgewahlt und beschafft. Neben der Auswahl, Spezifikation, Beschaffung
und der mechanischen Platzierung einzelner Subkomponenten im Kompaktaufbau war es
notwendig, eine Konzeption der erforderlichen Spannungs-versorgungen zu erstellen sowie die
Datenkommunikation zwischen dem Steuerrechner und den einzelnen Komponenten zu
definieren.

Analog zum Laboraufbau setzte sich die Kompaktanordnung des Mikrofluidsystems aus
Injektions-, Segmentierungs-, Detektions-, und Speichereinheit zusammen, welche mit
transparenten FEP-Schlauchen miteinander verbunden wurden. Die Dimensionen der
Schlauche liegen dabei fir den AuRendurchmesser bei 1,6 mm und fir den Innendurchmesser
bei 0,5 mm. Das entwickelte Kompakt-Mikrofluidsystem ist in Abbildung 3.2 dargestellt.

3-Wege-Ventil

PC Legende

Datentransfer
PTFE-Schlauch

FEP-Schlauch

, ’
7-Port Manifold ! Flussrichtung

. .

Detektionseinheit

Abfall

Speicher- und

Wzl der Spule fur WiederholuWKultivierungsspuIe

Abbildung 3.2: Kompaktes Mikrofluidsystems fiir die Erzeugung und Charakterisierung
von Mikrofluidsegmenten.
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Eine Ubersicht aller eingebauten Komponenten fiir das kompakte Mikrofluidsystem ist in der

Tabelle 3.5 zu entnehmen.

Tabelle 3.5: Auflistung aller Komponenten des Kompaktaufbaus

Funktion Beschreibung Komponente/Firma
7-Kanal Sp.rltzenpumpen mit 3- Cavro (TECAN GmbH)
Weg-Ventil

Segment-

generierung

Zellsuspension Riihrflasche

NEMIX (Cetoni GmbH)

7-Port-Manifold

Upchurch Deutschland

Segment-
speicherung

Speicherspulen aus PMMA

Eigenbau

Segment-
erkennung und -
analyse

Drucksensor (0..5 bar) mit
3-Weg-Hahn

SML-20.4 (Adz Nagano
Sensortechnik)

PTFE (Bohlender GmbH)

4-Kanal-Photometer-Modul

Eigenbau

2-Kanal-Fluorimeter-Modul mit
Photosensor Module (PMT Tube)

Eigenbau

H10722-20 (Hamatatsu Photonics
GmbH)

USB Mikroskop-Kamera 10-200
fache VergroRerung

Somikon

Datenerfassung
und -transfer

7-Kanal USB-Hub

DIGI International

Datenerfassungsmodul NI
USB-6211

National Instruments
Deutschland

Steuereinheit

Steuerungsrechner

Lenovo ThinkPad Edge

Fiir die Probeaufnahme zeigte der Kompaktaufbau eine wesentlich bessere Handhabung im

Vergleich zum Laboraufbau aufgrund der integrierten 3-Wege-Ventile an den
Spritzenpumpensystemen. Auf einer Seite des Ventils wurde ein PTFE-Schlauch mit Reservoir
angeschlossen und auf der anderen Seite das 7-Port-Manifold. Letzteres war das Kernelement
zur Erzeugung der Segmente. Die verwendeten Glasspritzen wiesen je nach Inhalt
verschiedene Volumina auf. Fiir die Probensuspensionen wurden einheitlich 250 ul- oder

500 pl-Spritzen und fiir das Tragermedium PP9 stets eine 5 ml-Spritze eingesetzt.
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3.2.3 Adressierung von Konzentrationsraumen in Mikrofluidsegmenten

Im Gegensatz zu anderen Dosiertechniken wie beispielsweise der Mikropipetierung,
ermoglicht die Mikrofluidsegmenttechnik die Realisierung von Proben mit einer gut
definierbaren Zusammensetzung ohne einzelne Dosierschritte. Eine stufenweise Anderung der
Konzentration der einzelnen Proben kann ohne individuelles Pipettieren oder Fluidschaltung
realisiert werden. Durch die Erstellung sequentieller in Schlauchen angeordneter
Konzentrationsrdaume ist die Generierung von ein- und mehrdimensionalen
Konzentrationsraumen in hoher Qualitdt und kiirzester Zeit moglich. Dazu wurde eine
Datentabelle fiir die Spritzenpumpen mit LabView erstellt, welche durch eine PC-gesteuerte
Variation der Flussraten einzelner Volumenstrome die Erzeugung komplex abgestufter
Konzentrationsablaufe ermoglichte. Mittels komplementarer Fluidzufiihrung wurde erreicht,
dass bei konstanter Gesamtflussrate die fluiddynamischen Bedingungen bei der Bildung der
Segmente konstant gehalten werden konnten, so dass Segmente mit identischem Volumen
und regelmaligem Abstand gebildet werden konnten, deren Zusammensetzung jedoch gemafd
der Vorgaben variierte.

Die Konzentration einer bestimmten Komponente ¢; wird durch die Konzentration c;, der
Zulauflésung dieser Komponente, ihrer Flussrate VL- mit

o dv

V== (3.1)

und der gesamten Flussrate der Losungen aller, zur Bildung des Segments Vges beteiligten
Komponenten, berechnet (Formel 3.2):

Vi
Ci = Cio g~ (3.2)

Wie erwahnt, wurde fiir alle Experimente die Gesamtflussrate konstant gehalten,
V=3,V = const. 3.3)

wobei n die Anzahl der fluidischen Komponenten ist, die an der Segmentbildung beteiligt sind.
Die Variation der Konzentration erfolgte mit einer kontinuierlichen bzw. stufenweisen
Anderung der Flussrate von einer Komponente zu anderen Komponenten.

Vies=0=V; + XV, mit (j#1i) (3.4)

Die einfachste Konzentrationsvariation ist die lineare Flussratendanderung. Die Konzentration
von Substanzen im Fluidsegment hangt lediglich von der urspriinglichen Konzentration der
Zulauflosung c¢;g, von dem Flussratenverhaltnis und der Dauer der Bildung eines einzelnen
Segments ab.

Im Fall einer periodischen Linearanderung hangt die Flussrate zu einem bestimmten Zeitpunkt
von der Dauer t; des Variationsintervalls ab. Im Fall eines regelmaRBigen periodischen
Variationsintervalls einer bestimmten Komponente wurde ¢;; definiert als Halfte der
Variationsperiode:
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t
ty = 5 (3.5)

Die gesamte Anzahl der Intervalle in einem Experiment [;; 40, fur eine bestimmte Komponente
wird durch die Verhdltnisbildung der Generierungszeit der gesamten Segmentsequenzen tg

zu t;; bestimmt.

I _ tges
li,ges —

i (3.6)

Die Intervall-interne Zeit t,,; ist gegeben durch

t,=t={, -1, ; le X:A1..n} 37)

Die mittlere Flussrate einer Komponente wahrend der Bildung eines Segments V,,; wird durch
die maximale Flussrate auf dieser Komponente Vi’max multipliziert mit der Intervall-internen
Zeit t,,;und der Verhaltnisbildung zur Dauer eines Variationsintervalls t;; bestimmt.

dv
V[ max - ) d : > O
. ’ . 1
Vv, = y N (3.8)
V.o 1= L <0
’ t, dt

c, =Cy 2 (3.9

Die Gesamtanzahl der Segmente N einer Sequenz ist gegeben durch die Gesamtflussrate aller
Komponenten, die an der Segmentbildung beteiligt sind Vges, der zur Erzeugung der

Sequenzen bendtigten Zeit t .5 und das Volumen eines einzelnen Segments V..

N=t, -— (3.10)

Um eine homogene Verteilung aller Segmente in den Konzentrationsrdaumen zu erzielen, ist
eine stetige und nicht sprunghafte Anderung der Flussrate wichtig. Die Verifikation der
tatsachlichen Konzentration im Segment ist auch viel einfacher, wenn eine regelmaRige
Flussratenanderung fir alle Komponenten verwendet wurde.

Um die Konzentrationsadressierung zu erzielen, muss der Unterschied zur maximalen
Gesamtflussrate der erforderlichen Komponenten durch eine komplementdre
Flussratendanderung von einem Puffermedium bzw. Ndhrmedium kompensiert werden.
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Die Definition der Konzentrationsauflosung ist stark von der Anzahl der Dimensionen abhangig.
Die Gesamtanzahl der Segmente N zur Abdeckung bestimmter Konzentrationsraume wurde
durch die Anzahl der Komponenten n (Dimensionen, Anzahl der Konzentrationsachsen), die
Anzahl von Konzentrationsintervalle z und die Anzahl der Segmente A fir jeden
Konzentrationspunkt bestimmt:

n . C;
N=A-z mltz=zi=A;0+1=const. (3.11)
C.

1

Zur Demonstration sind verschiedene Beispiele von Konzentrationsrdumen in Tabelle 3.6

angegeben.

Tabelle 3.6: Beispiele von Konzentrationsrdumen mit symmetrischen
Unterteilungen der Konzentrationsintervalle und linearer
Flussratendnderung des segmentierten Flusses

Anzahl der Anzahl der Konzentrationsi Segment je Gesamteanza
Komponenten Konzentrationsi ntervall Konzentrations hl der
(n) ntervalle (z) (Ac) punkt (A) Segment (N)
30 3,3% 5 4.500
2
11 10% 10 1.210
11 10% 4 5.324
3
6 20% 5 1.080
6 20% 4 5.184
4
4 33% 4 1.024
4 33% 5 5.120
5 3 50% 4 972
3 50% 22 5.346

Die Adressierung eines kompletten Konzentrationsraums von zwei oder mehr Dimensionen
kann auf verschiedene Weise organisiert sein. Abhdngig vom Anwendungsfall wurden
entweder diskrete Flussratenanderungen mit oder ohne Gaps (Blockprogramm), oder
kontinuierliche Flussratenanderungen (Rampenprogramm) verwendet.

Bei den Rampenprogrammen ist eine schnelle Einstellung kleinster
Konzentrationsabstufungen im Segment mdglich. Durch kontinuierliche Anderung der
Volumenstrome konnten nahezu stufenlose, hochaufgeloste Konzentrationsverldufe realisiert
werden. Fir die Ermittlung der hochaufgelosten Dosis-Wirkungs-Beziehungen von einzelnen
Wirkstoffen wurden im Abbildung 3.3 dargestellten Programm verwendet.
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Abbildung 3.3:  Pumpenverlauf  fiir die kontinuierliche Erzeugung von
Konzentrationsgradienten Einzelwirkungscreening.

Die Anwendung von Blockprogrammen mit Gaps (Abbildung 3.4a) ermdglichte die Erzeugung
einzelner, durch das Separationsmedium voneinander getrennter Segmentbldcke, wobei
innerhalb eines Blockes die Zusammensetzung der Substanzlésung konstant gehalten wurde.
Der Vorteil von Blockprogramm liegt in der sehr einfachen wund genauen
Konzentrationszuordnung. AulRerdem erlaubt diese Methode statistische Analysen einer
Konzentrationsreihe. Das Programm wurde ausschlieflich fir das dreidimensionale Screening
eingesetzt. Ein Nachteil dieser Methode ist jedoch der hohe Zeit- und Materialaufwand. Mit
verbesserten Segmentdetektions- und Analyse-Methoden konnten Blockprogrammen ohne
Gaps mit sogenannten Stufenprogrammen (siehe Beispiel in Abbildung 3.4b) als Standard
zweidimensionale und dreidimensionale Screeningprogramme eingesetzt werden. Die
Stufenprogramme eignen sich wegen ihrer hohen statistischen Analysen als auch wegen des
geringeren Zeitaufwands im Vergleich zu Blockprogrammen mit Gaps besser zur Erzeugung
mehrdimensionaler Screeningsablaufe.
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Abbildung 3.4: Pumpenverlauf fiir das Screening von drei Wirkstoffen mit 20%
Konzentrationsabstufungen (5°=125 Kombinationen)
a) Blockprogramme mit Gaps, b) Stufenprogramm ohne Gaps.
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3.2.4 Segmenterkennung und Datenverarbeitung

Zur Segmenterkennung und Datenverarbeitung wurde das von der Arbeitsgruppe entwickelte
LabView-Programm ,Segmentanalyse” verwendet. Das Flussdiagramm zur Datenverarbeitung
ist im Abbildung 3.5 dargestellt. Segmentsequenzen wurden online mit einer Abtastrate von
100 Hz gemessen (Rohdaten). Durch das LabView-Analyseprogramm  konnten
segmentspezifische Daten wie SegmentgroBe, Segmentabstand zwischen zwei
Nachbarsegmenten und optische Dichte oder Fluoreszenzintensitat offline analysiert werden.
Um die Segmente zu detektieren, muss die obere und untere Schwelle des Extinktionsintervalls
des Tragermediums sowie das Zeitfenster des minimalen Segmentabstands definiert werden.
Das Segment beginnt, wenn die Extinktion aufRerhalb der Schwellenwerte des Tragermediums
liegt und das Ende des Segments wird erkannt, wenn alle Extinktionswerte in diesem
Zeitintervall innerhalb der Grenzwerte lagen.

eGenerierung des Segmentsequenz ]

*Online Datenerfassung mit Mikrodurchflussphotmeter und -Fluorimeter ]

¢Offline Datenanalyse ]

eSegmentgroflle, -abstand, -extinktion, -fluoreszenzintensitat, Integral ]

<«

eZeitbasierte Sychronisation der Sensorkanale

eDatenexportieren als Tabelle und/oder Abbildung

Abbildung 3.5:  Flussdiagramm zur Datenverarbeitung der Segmentsequenzen

Da die Mikroorganismen manchmal inhomogen im Segment wuchsen, erfolgte die Auswertung
des Wachstums durch Integralbildung der Extinktion bezogen auf die Segmentgrofle. Aufgrund
moglicher Falscherkennungen in den einzelnen Sensorkandlen, wurde eine zeitbasierte
Synchronisation fiir alle Segmente durchgefiihrt. Das erste in allen Kanalen richtig erkannte
Segment wird als Bezugssegment fiir einen zeitbasierten Vergleich fir folgende Segmente
verwendet. Falsche Detektion tritt auf, wenn die Extinktion des Segments fiir das angegebene
Zeitintervall der Extinktion des Tragermediums entspricht (Zunahme der Segmentanzahl) oder
wenn der Abstand zwischen zwei Segmenten geringer ist als das definierte Zeitintervall
(Abnahme der Segmentanzahl). Normalerweise treten nur wenige Fehler auf. Diese werden
durch die Datensynchronisation erkannt und korrigiert. Somit ermoglicht die zeitbasierte
Synchronisation eine eindeutige Zuordnung zwischen den einzelnen Segmenten und
verhindert Analysefehler. Die erhaltenen Ergebnisse wurden dann als Tabellen exportiert und
in Grafikdaten umgewandelt.
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3.3 Multisensorik unter mikrofluidischen Bedingungen

Wenn es um die Erforschung biologischer Systeme geht, stehen bedingt durch ihren nicht-
invasiven Charakter sehr oft optische Messmethoden im Vordergrund. Bei nicht-invasiven,
optischen Messungen werden insbesondere die spektralen Eigenschaften ausgenutzt, um
Aussagen Uber die Biomasse und die metabolische Aktivitat der Zellen zu erhalten.

Auf Grund der einfachen Handhabbarkeit, Robustheit und glinstiger Anschaffungskosten
haben Photometer fiir photometrische Bestimmungen einen hohen Stellenwert und liegen
vielen DIN-Verfahren in der Wasser- und Umweltanalytik zugrunde.

Neben der Photometrie wachst auch die Bedeutung der Fluoreszenz-Messung fiir die
Biowissenschaft. Zum einen dient er zur Messung der Fluoreszenz und Lumineszenz durch
Zugabe von Fluorophoren (auch in der Form von Sensorbeads). Zum anderen dient sie zur
Messung der endogenous Autofluoreszenz. Da es in pflanzlichen und tierischen Organismen
eine Reihe natirlich endogener Fluorophore gibt, z.B. aromatische Aminosaure Tryptophan,
Tyrosin und Phenylalanin fluoresziert im UV-Bereich (Absorptionsmaximum unterhalb von
300 nm). Aus Aminosauren aufgebaute Proteine fluoreszieren in der Regel nach UV-Anregung
mit Emissionsmaxima zwischen 350-400 nm. Des Weiteren zdhlen zu den natlrlichen
Fluorophoren das Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) mit einer Absorptionsmaximum von
340 nm und Emissionsmaximum von 460 nm, sowie die Flavin-Coenzyme Flavin-Adenin-
Dinukleotid (FDA) und Flavin-Mono-Nukleotid (FMN), die im UV-Vis-Bereich fluoreszieren
(Absorption: 450 nm und Emission: 525 nm) [174]. Anderung des Zellzustands wé&hrend
physiologischer und/oder pathologischer Prozesse fiihren zur Anderung der Menge und
Verteilung der endogenen Fluorophore und chemisch-physikalischer Eigenschaften in der
Mikroumgebung der Zellen. Weshalb erlaubt die Autofluoreszenzmessung die Riickschlisse
auf den Status Zellmetabolismus [175].

Aus den obengenannten Grinden, wurden Mehrkanal-Photometrie und -Fluorimetrie in die
Entwicklung der Mikrodurchflusssensorsysteme integriert. Zur Umsetzung eines Messaufbaus
zur Bestimmung toxikologischer Endpunkte waren verschiedene Herausforderungen zu
bewiltigen. Hervorzuheben ist hierbei die erfordliche Verweilzeit eines sich schnell
bewegenden Fluidsegments im Sensorbereich, die im oberen Millisekunden-Bereich rangiert.
Daher war fiir die Uberwachung und Steuerung der Segmente ein schnelles on-line
Messverfahren notwendig. Diese Anforderungen konnten mit Hilfe von uns entwickelten
Mikrodurchflussphotometern und Mikrodurchfluss-fluorimetern ermdoglicht werden.
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3.3.1 Mikrodurchflussphotometrie

Die von der Arbeitsgruppe entwickelten Mikrodurchflussphotometer bestehen aus einer
Leuchtdiode (LED) zur Lichtversorgung im gewiinschten Spektralbereich, einer Monitordiode,
zwei Blendenbohrungen und einer Photodiode zur Erfassung. Die Monitordiode gewahrleistet
via PI-Regelung einen konstanten Lichtstrom und kompensiert Schwankungen der Leuchtdiode,
welche z.B. durch Temperatureffekte oder Alterserscheinungen der LED verursacht werden.
Alle Komponenten im kompakten Gehduse mit einer zentralen Bohrung fiir die Aufnahme des
Mikrokanals angebracht (siehe Abbildung 3.6).

Von der Lichtquelle wird zunachst das Licht I, mit einer bestimmten Wellenlange ausgesandt.
Die Probe, welche sich im transparenten Schlauch befindet, wird von einem Lichtstrahl
durchleuchtet und wirft ein entsprechend abgeschwachtes Licht | auf den Detektor auf der
gegenlberliegenden Seite. Zur Charakterisierung der Absorptionsintensitat bzw. der
Konzentration der absorbierenden Substanz kann die Extinktion verwendet werden. Diese
berechnet sich nach dem Lambert-Beer‘schen Gesetz wie folgt:

E=lgT=d-eA)-c (3.12)

In einem homogenen Medium wird die Intensitat des einfallenden Lichtes /, langs des Weges d
exponentiell geschwécht. Der Ausdruck I/l,wird Transmission genannt. Die Extinktion E ist ein
Mal flr die Verringerung der Strahlungsintensitdt /|, beim Durchgang durch eine
absorbierende Substanz und setzt sich aus den Intensitatsverlusten durch Absorption und
Reflektion bzw. bei nicht plan-parallelen Objekten durch Steuerung und Brechung zusammen.
Die stoffspezifische Konstante € wird als molarer dekadischer Extinktionskoeffizient bezeichnet
und ist von der Wellenldange des einfallenden Lichtes abhangig &(A). Die Einheiten der GroéRen
lauten wie folgt:

Extinktion [Einheitslos]
molarer Extinktionskoeffizient [m?/mol]
optischer Weg [m]

O Q Mdm m

Konzentration [mol/I]

Fiir die Messung in unterschiedlichen Spektralbereichen, werden mehrere LEDs und
Photodioden sequentiell in einem Gehduse integriert. Der Sensorblock mit vier
Spektralbereichen hat eine Abmessung von 6x2x2 cm. Die Blendenbohrungen auf der
Anregungsseite betrug 0,3 mm und auf der Detektionsseite 0,5 mm. Um das Streulicht von
benachbarten LEDs zu minimieren sowie Intensitatsschwankungen durch
Schlauchbewegungen zu verhindern, wurde der Schlauch meanderférmig von Photometer zu
Photometer eingebettet (siehe Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6:  Mikrodurchflussphotometer zur schnellen optischen Charakterisierung
von mikrofluidischen Segmentsequenzen a) Schema der
Mikrodurchflussphotometer  b) Photo des gedffneten 4-Kanal-
Mikrodurchflusssensorblocks.

Ein groBer Vorteil dieser Messsensoren bestand in der hohen Messfrequenz von bis zu 10 kHz.
FUr das Kompaktphotometer kamen LEDs mit Emissionsmaxima bei 470 nm (Nichia), 505 nm
(Avago Technologies), 610 nm (Avago Technologies) und 660 nm (Kingbright), je eine
Detektions-Photodiode (SFH206K von Siemens) und je eine Monitor-Photodiode (SFH203 von
Siemens) zum Einsatz. Durch Einsatz des Mehrkanal-photometers ermoglichte sowohl die
Bestimmung des Zellwachstums als auch die Detektion der Bildung von Chromophoren von
Zellen.

Die Untersuchungen wurden mit Messfrequenzen zwischen 100-1.000 Hz durchgefiihrt, sodass
bei den eingestellten Gesamtflussraten von 50 ul/min jedes Segment etwa einhundertmal
abgetastet werden konnte. Es wurden zwei verschiedene segmentbezogene Zeiten registriert.
Zum einen wurde die Zeitdauer, die ein Segment bendtigte um den Sensor zu passieren,
erfasst. Aus dieser Zeitdauer lasst sich bei bekannter Flussrate die Segmentlange abschatzen.
Zum anderen wurde die Zeitdauer zwischen zwei aufeinander folgenden Segmenten erfasst,
die dquivalent zum Segmentabstand ist. Weiterhin kann das Mikrodurchflussphotometer auch
fir die Uberwachung der Sequenzmarkierungen und fiir die Qualititskontrolle der
Segmentsequenz durch die Detektion von beispielsweise Segmentfusion und -spaltung
eingesetzt werden.
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3.3.2 Mikrodurchflussfluorimetrie

Die analytische Bedeutung der Fluoreszenzfluorimeter begriindet sich aus der hohen
Nachweisstiarke in  ihrem groRen, dynamischen Messbereich (Linearitdit der
Intensitdt/Konzentrations-Beziehung). Bereits in meiner Diplomarbeit wurde ein
Mikrodurchflussfluorimeter fiir die optische pH-Auslesung entwickelt [176]. In der
Doktorarbeit folgte eine weitere Entwicklung des Fluorimeters fiir die Intensitdtsmessung der
Autofluoreszenz der Zellen sowie fiir den segmentinternen pO,-Wert.

Die Fluoreszenzintensitat ist definiert als Anzahl der Photonen (bezogen auf Mol), die pro
Zeiteinheit emittiert werden. Nach Anregung einer fluoreszenzfahigen Probe mit Licht der
Intensitat Io(A') bzw. Ng(A') und der Wellenldnge A' wird ein Teil der absorbierten Energie
wieder in Form von Strahlung der Intensitat |; bzw. der Photonenzahl N¢ bei der Wellenldnge A
emittiert, die Informationen Uber die Eigenschaften der Probe enthalt.

In der Literatur werden als MaR fir die Starke der Fluoreszenz sowohl die Intensitat (als
Strahlungsleistung pro Fliche F, MaReinheit Watt/cm®) bzw. die relative Intensitat als auch die
Photonenzahl oder die Photonenstromdichte (N/(t-F), auch bezeichnet als Photonenintensitét)
verwendet. Der Zusammenhang zwischen Intensitat und Photonenzahl ist nach der
Planck’schen Formel (3.13) gegeben:

[p=N-Z2-22 mit AE=h-v==22  (3.13)
mit Ig: Intensitat des Fluoreszenzlichts

: Photonenzahl
h: Planck’sches Wirkungsquantum h=6,6260693-10"* [Js]
v: Frequenz [s7]
c: Vakuumlichtgeschwindigkeit €=2,99792458-10% [m/s]
1/A:  Wellenzahl [cm™]
F: Flache
t: Zeit

Bei gegebener Wellenldange lassen sich Intensitdit und Photonenzahl leicht ineinander
umrechnen. Die Fluoreszenzintensitat wird im Wesentlichen durch die
Fluoreszenzquantenausbeute und den Absorptionskoeffizienten (bei A') des fluoreszierenden
Stoffes, seine Konzentration und die Anregungsintensitit bestimmt. Die Fluoreszenz-
Quantenausbeute gibt den Anteil der angeregten Molekiile an, die durch Fluoreszenzemission
in den Grundzustand Ubergehen. Sie ist nur zur Lebensdauer des angeregten Zustandes
proportional, wenn keine anderen Deaktivierungspfade zu beobachten sind.

Im Gegensatz zum  mikrodurchflussphotometerischem System wurde bei der
Mikordurchflussfluorimetrie eine orthogonale Anordnung gewahlt. Es ist grundsatzlich moglich,
die Fluoreszenzstrahlung aus allen Richtungen zu empfangen, da sie in jede Raumrichtung
abgegeben wird. Es hat sich jedoch gezeigt, dass es messtechnisch am gilinstigsten ist, wenn
die Fluoreszenzstrahlung rechtwinklig zur Anregungsstrahlung detektiert wird. Bei dieser
geometrischen Anordnung ist der unerwiinschte Anteil an Streustrahlung bei der
Anregungswellenldange, hervorgerufen durch die Schlauchwand und das Losungsmittel,
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minimal. Deswegen wurde eine solche Anordnung in dieser Arbeit verwendet. Zur lllustration
ist der Querschnitt eines Mikroliterdurchflussfluorimeters schematisch in Abbildung 3.7a
dargestellt.

a) Lichtquelle

Monitordiode )
s E2NEIGiGVErsorgung,
Datentransfer

SP-Filter ——of
— D | . — Blenden

Transparente .|
Schlauchwand |
/ . Photomultiplier
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N

Fluidsegment / \ LP-Filter
Fluoreszenzlicht Konvexlinse

b)
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Abbildung 3.7:  Mikrodurchflussfluorimeter zur schnellen optischen Charakterisierung
fiir mikrofluidische Segmentsequenzen. a) Schema der
Mikrodurchflussfluorimeter. b) Photo eines Mikrodruchfluss-
fluorimeters mit 405 nm Laser-Anregung.

Es enthilt folgende Elemente:

e Lichtquelle (Laser 405 nm, LED 470 nm und 515 nm)

e Kurzpass- (cut off 445/480/515 nm) und Langpassfilter (cut on 510/580/650 nm) zur
Selektion der Anregungswellenlange bzw. zur Analyse des Fluoreszenzlichtes

e Probenraum (FEP-Schlauch mit AD 1,6 mm und ID 0,5 mm)

® Photoelektrischer Empfanger (Photomultiplier)

e Elektronik und Rechentechnik zur Signalverarbeitung, Speicherung und Darstellung

Um eine hohe Nachweisstdarke bei der quantitativen Fluoreszenzanalyse zu erreichen, ist es
vorteilhaft, Strahlungsquellen mit sehr hoher Intensitdt einzusetzen. Ein daflir besonders
geeigneter Strahler ist die lichtemittierende Diode bzw. ein Laser. Daher wurde fiir diesen
Aufbau zur Erzeugung des Lichtstrahls 3 W LEDs (Alustar, Fa. Ledxon, Deutschland) oder
100 mW Laser (Changchun New Industries Optoelectronics, China) verwendet. Das
Emissionsmaximum der LED liegt bei einer Wellenlange von 460 nm bzw. 515 nm. Der
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maximale Strom der Diode betragt 700 mA, wodurch sich eine maximale Ausgangsleistung von
ca. 3 Watt ergibt.

Fiir die Adaption des optischen Detektors an die Erfordernisse bei der Messung in Schlauchen
war es notwendig, die mangelhafte Fokussierung des Lichts und den dadurch steigenden
Streulichtanteil zu kompensieren. In dem Aufbau wurden deshalb Blenden und
Kollimatorlinsen (Qioptiq Photonics GmbH) eingebaut. Durch die Kollimatorlinse wurde das
Licht parallel zum Photomultiplier (PMT H10722-20 Fa. Hamamatsu, Japan) gefihrt
(Abbildung 3.7b).

3.3.3 Optische Sensorpartikel

Flr die Messung von Indikatoren umweltrelevanter und biologischer Abldufe stellt der Einsatz
von Mikro- und Nanosensorpartikeln eine gute Alternative zu den nicht-invasiven
Analysetechniken dar [177-181]. Diese ermoglichen eine beriihrungslose Auslesung der
chemischen Parameter wie pH oder pO,. Die primare und die direkte Interaktion zwischen dem
Analyten und dem Sensor erfolgt innerhalb der Fluidsegmente. Der Sensor reagiert auf die
Veranderung der optischen Eigenschaften wie z.B. die Farbdnderung oder die
konzentrationsabhangige Fluoreszenzintensitat (siehe Abbildung 3.8).

Veranderte optische Eigenschaften
Optische Eigenschaften konnen durch kontaktlose optische
werden transferiert Messung ausgelesen werden

()
Q. ® ]
Wechselwirkung von [ ]
Molekil und Nanopartikeln [

Sensorpartikel konnen direkt in
Segment eingeflihrt werden

Abbildung 3.8: Kontaktlose Monitoring auf mikrobiotechnische Prozesse im
Mikrofluidsegment mittels Sensorpartikel

Diese Anderung kann dann ohne direkten Kontakt mit optischen Messgeridten ausgelesen
werden. Die einzige Voraussetzung ist die Anwendung der Sensorpartikel in den
Mikrofluidsegmenten. Die Gefahr einer unerwiinschten Interferenz zwischen den Zellen und
den Indikatormolekilen kann durch die kovalente Bindung der Farbstoffmolekiile an die
Polymermatrix der Partikel niedrig gehalten werden. Dadurch bietet das Konzept der
Sensorpartikel viele Vorteilen im Vergleich zu gelosten Indikatorfarbstoffen:

® Biokompatibilitat: Farbstoffmolekiile sind vom biologischen System entkoppelt, somit
kénnen die Farbstoffmolekiile nicht durch die Organismen metabolisiert werden.
AulRerdem wirken Partikel durch die Immobilisierung der Molekiile nicht toxisch auf
die Zielorganismen und die Wechselwirkung mit anderen Effektoren ist stark reduziert.
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e Einfache Handhabung: Sensorpartikel konnen direkt im Segment zugefiihrt werden.
Keine zusatzlichen Umwandlungen zwischen chemischen und biologischen Systemen
sind erforderlich.

e Stabilitdt: Die Sensorpartikel sind Einwegmaterial, deshalb kdénnen die
Alterungseffekte vernachlassigt werden.

e Multiparameter Detektion: Sensorbeads, die unterschiedliche Spektraleigenschaften
besitzen, konnen fiir ein optisches Mehrparameter-Screening eingesetzt werden.

Die Untersuchung der Stoffwechselaktivitat der Zielorganismen erfolgte anhand des pO,-Werts
als Indikator, welcher tGber ins Mikrofluidsegment integrierte Nanobeads detektiert werden
konnte. Bei den Nanobeads Ps-PtTFPP und PS-PtTPTBP handelt es sich um inerte
Polymerpartikel, auf deren Oberflache, Indikatormolekiile (iber kovalente Bindungen
immobilisiert sind, deren Lumineszenzintensitdt Sauerstoff abhdngig ist [182]. Die
Lumineszenzintensitdt vom Lumineszenzfarbstoff der Gruppe Pt(ll)-Porphyrine ist stark von der
Sauerstoffkonzentration des den Farbstoff umgebenden Mediums abhangig.

0:-sensitiver Sensorpartikel: Ps-PtTFPP

Die hier eingesetzten Ps-PtTFPP-Sensorbeads (Platinum tetrakis (pentafluorophenyl) porphyrin
immobilisiet auf Polystyrene) dienen zur Messung des Sauerstoffgehalts in einer flUssigen
Probe [183-185]. Diese Partikel wurden vom Institut fiir Analytische Chemie Universitat
Regensburg unter Leitung von Prof. Wolfbeis zur Verfligung gestellt. Die Absorptionsmaxima
liegen bei 392, 508 und 540 nm, und das Emissionsmaximum liegt bei 660 nm (Abbildung 3.9).
Die Messwerte von Ps-PtTFPP Sensorbeads unter N,- und Luftatmosphédre (Abbildung 3.9
Strichlinien) zeigte, dass mit zunehmendem Sauerstoffgehalt die normierte Intensitat abnimmt.

Die Nanopartikel PS-PtTFPP wurden fir die Untersuchung der Abhangigkeit von
Schlauchgeometrie und Atmosphdre (siehe Kapitel 4.3.1) und der Detektion des
Sauerstoffverbrauches fur die Kultivierung von E. coli (siehe Kapitel 4.3.2) im
Mikrofluidsegment eingesetzt.
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Abbildung 3.9: Spektrum der ps-ptTFPP-Beads und ps-ptTFPP-Partikel suspendiert in
mit Stickstoff (Rosa Linie) oder Luft (Lila Linien) gesdttigten L6sungen.
Quelle: Dipl.-Chem. S. Nagl, Institut fiir Analytische Chemie, Universitdit
Regensburg.
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0:-sensitiver Sensorpartikel: Ps-PtTPBP

Ps-PtTPBP besteht aus 2% (w/w) Platin (ll), 5, 10, 15, 20-meso-Tetraphenyltetrabenzo-
porphyrin in Polystyrol. Diese Partikel wurden vom Institut fir Analytische Chemie Universitat
Leipzig unter Leitung von Dr. Nagl zur Verfligung gestellt. Dieses Material zeigte eine gute
langzeitstabile Photo- und Biokompatibilitat. Der mittlere Partikeldurchmesser betragt ca.
357153 nm. Die optische Eigenschaften und die Sauerstoffempfindlichkeit der PS-PtTPTBP in
PBS sind in Abbildung 3.10 dargestellt.
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Abbildung 3.10: Optische Spektren von PS-PtTPTBP-Beads (50 ppm (w/w) in PBS,
pH 7,4). Absorptionsspektrum von PS-PtTPTBP (griine Linie) und
Emissionsspektrum wenn der Partikel unter Argon-Atmosphdre (rot
Linien) oder unter Luft-Atmosphdre (braune Linien) gemessen wird.
Quelle: Dr. S. Nagl, Institut fiir Analytische Chemie, Universitiit Leipzig

Die Sensorpartikel besitzen zwei Anregungsmaxima bei 430nm und 614 nm. Das
Emissionsmaximum liegt bei 778 nm. PS-PtTPTBP Partikel zeigte eine starke Abhdngigkeit ihrer
Emissionsintensitaten von Sauerstoffgehalt in wassrigen Suspensionen (Abbildung 3.10, Braun-
Linie im Gegenwart von Luftsauerstoff und Rot-Linie in Abwesenheit von Sauerstoff).

Die Nanopartikel PS-PtTPTBP wurden fiir die Detektion des segmentinternen
Sauerstoffverbrauches wahrend des Wachstums von Psychrobacillus psychrodurans UrPLO1-
und Streptomyces acidiscabies E13-Bakterienkulturen verwendet (siehe Kapitel 4.3.2). Um die
gemessene Phosphoreszenzintensitat in den Sauerstoffverbrauch umzurechnen, wurde zuerst
eine Zwei-Punkte-Kalibration bei 0% Sauerstoffgehalt und 100% Luftsattigung ermittelt
(Tabelle 3.7). Eine 0,08 M Natriumsulfit-Losung mit Sensorpartikel dient zur Kalibration von 0%
Sauerstoffgehalt. Die Sauerstoffkonzentration und die Lumineszenz-Intensitat wurden mit
einem  Multikanal-Mikroglasfaser-Sauerstoffsensor  (PreSens  OXY-4) und unserem
Mikrodurchflussfluorimeter (LED 405, KP 455, LP 650) bei Raumtemperatur (23,8 °C) ermittelt.

Tabelle 3.7: Zwei-Punkt-Kalibrierung von PS-PtTPTBP fiir 0% und 100% Luftsdttigung

Messmethode Luftsattigung (100%) 0% Sauerstoffgehalt

PreSens OXY-4 7,8 mg/l 0 mg/l

Mikrodurchflussfluorimeter
) ) o 0,50+0,05 1,0510,05
normierte Intensitat (Einheitlos)
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3.4 Leukdmie-Zelllinien IPC-81 im Mikrofluidsegment

Bei der IPC-81-Zelllinie handelt es sich um eine promyelocytische Leukamie-Zelllinie von Ratten.
Die Zelllinie wurde 1983 in der Arbeitsgruppe von Dr. Michel Lanotte (INSERM U-131, Paris)
isoliert. Sie zeigt die gleichen histologischen und cytochemischen Eigenschaften wie die Zellen
einer menschlichen akuten promyelocytischen Leukdmie [186].

3.4.1 Einbringung und Kultivierung

Die IPC-81 wurde in einem RPMI-Medium mit 10% Pferde-Serum bei 37° C und 5% CO, in
sterilen Kulturflaschen gehalten. Zwei Tage vor den Versuchen mussten entsprechende
Kulturen angesetzt werden. Hintergrund dafr ist, dass sich die IPC-81-Zellen zweimal pro Tag
verdoppeln, wenn sie sich in der logarithmischen Wachstumsphase befinden. Die Zellen
wurden dabei zu einer Zelldichte von 0,2*¥10° Zellen/ml verdiinnt (SOP Nr. BOC 02'°). Zur
Erzeugung von Segmentsequenzen fiir die Untersuchung von Modellsubstanzen wurde die in
Abbildung 3.11 dargestellte Versuchsanordnung eingesetzt.

PC

Effekior 2

,,,,,,,,,,,,,, .

Tragermedium

Schlauch-spulen zur Lagerung
der Mikrofluidsegment

Abbildung 3.11: Allgemeine Versuchsanordnung fiir Experimente mit IPC-81

Als Segmentierungsmodul diente ein 7-Port-Manifold der Firma Upchurch, welches durch
Teflon®-Schlduche (ID 0.5mm, Bohlender GmbH) mit einem rechnergesteuerten
Spritzenpumpensystem (Cetoni GmbH) mit sechs Dosiereinheiten verbunden wurde. Das
Monitoring der Mikrofluidsegmente auf unterschiedliche Screeningparameter erfolgte direkt
durch einen transparenten FEP-Schlauch (Upchurch). Zwei integrierte Mehrkanal-
Mikrodurchflusssensoren (Photometer und Fluorimeter) ermdglichten die simultane Auslesung
von Tribungs- und Fluoreszenzsignalen. Zur Speicherung der erzeugten Mikrofluidsegmente
wurden FEP-Schlauchspulen (ID 0,4 mm) eingesetzt. Die Steuerung des Fluidstromes und damit
die Einstellung der Konzentrationsbereiche in den Segmenten konnten (ber angepassten
Pumpenverlauf realisiert werden (siehe Kapitel 3.2.3).

10 Standardatbeitsanweisung SOP Nr. BOC 02 Kultur und Pflege von IPC-81-Zellen, Zentrum fur
Umweltforschung und nachhaltige Technologie, Universiat Bremen
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3.4.2 Toxizitatstest

Fiir die Analyse der Dosis-Wirkungs-Beziehung einzelner Substanzen in Mikrofluidsegmenten
wurde ein Rampenprogramm zur Realisierung der kontinuierlichen Konzentrationsanderung
verwendet. Dabei wurde die Konzentrationsabstufung durch gezielte Verdiinnung der
Effektorkonzentrationen mit einem Verdinnungsmedium (Ndhrmedium) eingestellt. Fir die
Erstellung eindimensionaler Konzentrationsfelder unterschiedlicher Testsubstanzen wurden zu
Beginn ca. 200 Segmente innerhalb von zehn Minuten erzeugt. Die ersten 30 Segmente
bildeten dabei die Positivkontrolle (nur Zellen) und die letzten 20 Segmente bildeten die
Negativkontrolle (Zellen mit max. Wirkstoffkonzentration). Bei den mittleren 150 Segmenten
wurden die Flussraten von Nahrmedium und der Wirkstofflosung gegenlaufig linear variiert.
Fiir die einheitliche Verteilung der Zellen in den Mikrofluidsegmenten wurde die Flussrate der
Zellsuspension konstant gehalten. Die Analyse der Segmente erfolgte fiir die Experimente
direkt nach der Segmenterzeugung 0 h und jeweils nach 24, 48 und 72 h Kultivierung. Die
Zellen in den Mikrofluidsegmenten wurden in FEP-Schlauchspulen gelagert und bei 37° C und
5% CO, kultiviert.

3.4.3 Referenzmessung in Mikrotiterplatten

Als Referenzmessung wurde das von UFT Bremen standardisierte Verfahren - Zytotoxizitat
(WST-1)-Assay™ - zur Ermittlung der Wirkung von Chemikalien auf die Uberlebensrate von IPC-
81-Zellen verwendet. Die Zytotoxizitdit wird dabei photometrisch Uber die stufenweise
Reduktion von WST-1 auf die Zellen in 96-Well-Mikrotiterplatten gemessen. Fiir den Test mit
den Zelllinien IPC-81 wurden die Zellen in ein Medium inklusive 8% hitzeinaktiviertes fotales
Kalberserum (Abk. FKS) tiberfiihrt. Die Zellkonzentration im Test betrug 9,75*10" Zellen/ml bei
einem Gesamtvolumen von 100 pl pro Well. Die zu testenden Substanzen wurden im Medium
mit 1% DMSO geldst, wobei im Test eine weitere 1:2 Verdiinnung erfolgte. Durch Vorversuche
wurde abgesichert, dass bei diesen DMSO-Konzentrationen keine Beeintrachtigung der
Zellvitalitat erfolgte.

Aus den gelosten Substanzen wurde direkt in der 96-Well-Titerplatte eine 1:2
Verdiinnungsreihe erstellt, wobei jeweils drei Parallelen mit neuen Konzentrationen pro
Substanz und Test, sowie 12 Kontroll- und 6 Blindproben getestet wurden. Anschliefend
wurden die Zellen hinzugegeben und der Ansatz wurde 44 Stunden bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Nach dieser Zeit werden 10 ul des Farbreagenz WST-1 pro Well hinzugegeben und
fiir weitere vier Stunden inkubiert. Die anschlieRende Messung erfolgte im Mikrotiterplatten-
Reader bei 630 nm und 450 nm.

" Standardarbeitsanweisung SOP Nr. BOC 01 WST-1-Assay, UFT Bremen
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3.5 Schwermetall-tolerante Mikroorganismen Streptomyces
acidiscabies E13, Streptomyces tendae F4 und Psychrobacillus
psychrodurans Ur PLO1 im Mikrofluidsegment

Streptomyceten sind grampositive, aerobe, filamentése Actinobakterien, deren vegetatives
Myzel wahrend der Koloniebildung morphologischer Differenzierung unterliegt [187]. Diese
Bakterien kommen sowohl terrestrisch als auch marin vor. Da viele Streptomyces-Arten
Antibiotika herstellen, spielen Streptomyceten fir die Human- und Tiermedizin eine wichtige
Rolle.

Die Gattung Bacillus gehort zu den aeroben oder fakultativ anaeroben, grampositiven,
sporenbildenden Stdabchenbakterien, d.h. Gberall in der Umwelt vorkommenden sich aktiv
bewegender Bakterien. Sie gehoért zur Klasse der Bacillaceae.

Sowohl Str. acidiscabies E13, Str. tendae F4 als auch Psychrobacillus psychrodurans Ur PLO1
wurden von der Friedrich-Schiller-Universitat Jena unter Leitung von Prof. Kothe zur Verfligung
gestellt.

3.5.1 Einbringung und Kultivierung

Die Stamme S. acidiscabies E13, S. tendae F4 wuchsen auf Hafermehlagar heran. Fir die
Vorkultur wurden die Bakterien von der Agarplatte in einen Erlenmeyer-Kolben Gberfihrt, der
mit Vollmedien M2 fiir den Stamm S. acidiscabies E13 und M3 fiir den Stamm S. tendae F4 bei
28°C bei 120UpM kultiviert wurde. Nach 24 h Inkubationszeit wurden 0,1 ml
Sporensuspension mit einem Drigalskispatel gleichmaRig auf Hafermehlagarplatten verteilt
und weiter bei 28°C 10-14 Tage lang inkubiert. Danach wurde die Petrischale mit
bewachsenen Sporen mit 5 ml steriler PBS-Losung abgeschwemmt und die Sporensicht
vorsichtig in ein steriles Gefall (berfihrt. Um das Restmyzel zu entfernen, wurde die
Sporensuspension bei 1.000 UpM fiir zwei Minuten zentrifugiert und der Uberstand in ein
neues steriles Falcon Uberfiihrt. Die Sporenanzahl wurde wiederum durch Verwendung einer
Thoma-Zdhlkammer ermittelt. Mit dem AM Minimalmedium (Tabelle 3.2) wurde die Zellzahl
auf 10° Sporen/ml verdiinnt. Diese Sporensuspension wurde dann fir das nachfolgende
Experiment eingesetzt.

Psychrobacillus psychrodurans UrPLO1 wuchsen auf AM Agar [188]. Fiir die Vorkultur wurde
eine einzelne Kolonie von UrPLO1 von der Agarplatte in einen mit 10 ml AM Minimalmedium
gefillten Erlenmeyer-kolben (bertragen und fiir 24 h bei 28 °C unter stdndigem Rihren
kultiviert. Fir die mikrofluidischen Experimente wurde eine Zellsuspension mit einer initialen
Zelldichte von etwa 10’ Zellen/ml angewendet.
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3.5.2 Wachstumsstudien und Toxizitatstest

Fir die Untersuchung an Str. acidiscabies E13, Str.tendae F4 und Psychrobacillus
psychrodurans UrPLO1 im Mikrofluidsegment wurde der entwickelte Kompaktaufbau
eingesetzt (Kapitel 3.2.2). In Abbildung 3.12 ist das Mikrofluidsystem fiir die Erzeugung von
Segmentsequenzen zur Untersuchung von Wachstumskinetik und Einzel- und
Kombinationswirkungen verschiedener Substanzen mit beiden Schwermetall-toleranten
Stammen E13 und F4 dargestellt. Vier Spritzen mit einem Volumen von 500 pl - fir jeweils eine
Sporensuspension, das Kultivierungsmedium und die Testsubstanzen - und eine Spritze mit
einem Volumen von 5 ml fir das Tragermedium PP9 wurden auf einem Computer-gesteuerten
Spritzenpumpensystem angebracht (Cavro Centris, Tecan). Die Spritzen wurden mit PTFE-
Schlauch mit einem 7-Port-Manifold verbunden. Die Erzeugung von Mikrofluidsegmenten
wurde durch die definierte Dosierung aller Losungen (Zellsuspension, Effektor und
Kultivierungsmedium) in einem konstanten Fluss von PP9 realisiert.

Zellen (E13/F4) mp
AM Medium mp

CuSO, =
ZnsSO, mp

Mikrofluid
segmente

Tragermedium mp ———

Kultivierung J,

Schlauchspule Durchfluss- Durchfluss-
photometer  fluorimeter

Optische Messung

Abbildung 3.12: Mikrofluidische Versuchsanordnung fiir S. acidiscabies E13 und
S. tendae F4

Zwei integrierte Mikrodurchflusssensorsysteme ermoglichten die simultane Auslesung von
Tribungs- und Fluoreszenzsignalen. Fiir das Merhkanal-Mikrodurchflussphotometer wurden
vier LEDs (470, 505, 615 und 660 nm) fiir die Uberwachung der SegmentgréRe, -abstinde und -
anzahl verwendet. In Bezug auf die Qualitatssicherung konnten somit Segmentverlust oder —
fusion aufgrund von langeren Kultivierungszeitraumen oder mehrmaligen
Wiederholungsmessungen zur Fehlerkorrektur identifiziert werden. Bedingt durch die Myzel-
bildende Eigenschaft der Streptomyceten wurde deren Wachstum mithilfe der Bestimmung
der endogenen Autofluoreszenz mittels Mikrodurchflussfluorimeter ermittelt. Die normierte
Autofluoreszenzintensitdt wurde durch das Verhaltnis der Intensitdt des Messwertes zu der
Referenzfluoreszenz des FEP-Schlauches gefiillt mit Tragermedium abzlglich der Konstante
eins gegeben.

I, = ’If‘—”f ~1 (3.14)
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Fir die Durchfihrung der hochaufgelosten Einzelwirkungsscreenings wurden lineare
Rampenprogramme mit kontinuierlicher Zunahme der CuSO,- und ZnSO,-Konzentrationen in
separaten Versuchslaufen angewandt. Segmente mit einem Volumen von ca. 350-400 nl
wurden mit etwa 300 Sporen pro Segment als Ausgangszelldichte erzeugt. Das Wachstum
wurde nach 40, 54, 66 und 93 h durch Messung der Autofluoreszenzintensitat mittels
Mikrodurchflussfluorimeter bestimmt.

Weiterhin wurde die Kombinationswirkung von Zn** und Cu®" auf Str. tendae F4 untersucht.
Fiir diese bindren Mischungen wurde eine stufenweise Anderung der Effektor-Konzentration
fir eine Auflosung von 12,5% realisiert. Der Einsatz von zwei Effektoren eingeteilt in neun
verschiedene Konzentrationsstufen (0, 12,5, 25, 37,5, 50, 62,5, 75, 87,5, 100% der max.
Effektor-Konzentration) fuhrte zu 9°=81 verschiedenen Konzentrationskombinationen
(Abbildung 3.13). Die Flussraten der TragerflUssigkeit und der Sporensuspension wurden auf
jeweils 30 pl/min und 7,5 pl/min eingestellt. Je nach Konzentrationskombinationen wurde die
Flussrate der Effektoren und des Kultivierungsmediums variiert, jedoch unter Beibehaltung
einer konstanten Gesamtflussrate von 7,5 ml/min. In diesem Experiment wurde eine
Ausgangssporendichte von etwa 10° Sporen/ml eingesetzt, was etwa 500 Sporen pro Segment
entspricht. Die Endkonzentrationen von Effektor ZnSO, und CuSO, betrugen 36 mM und 2 mM.
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Abbildung 3.13: Pumpenverlauf zur Erzeugung eines 2D-Konzentrationsraumes mit
81 Konzentrationskombinationen.

Fir die 2D-Konzentrationsradume wurden etwa 650 Segmente erzeugt, sodass eine 8-fache
Redundanz bei jedem Konzentrationspunkt sichergestellt werden konnte. Die hohe Redundanz
stellt ein Qualitatskriterium dar, welches die Zuverldssigkeit der Messungen Uberpriifbar
macht und die stochastischen Effekte bedingt durch kleine Reaktionsvolumen und/oder
Variationen der Sporenanzahl in den Segmenten minimiert. Das gesamte Volumen der
notwendigen Testfllssigkeiten flir ein zweidimensionale Screening belief sich auf lediglich
300 pl (650 Segmente-450 nl/Segment).
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3.6 Umweltorganismus Chlorella vulgaris im Mikrofluidsegment

Die Phytoplankton Komponente Chlorella vulgaris ist ein kugelformiger, einzelliger,
eukaryotischer Mikroorganismus mit einem Durchmesser von 5-10 um. Dieser ist in der Natur
sehr weit verbreitet und kommt meistens im SiBwasser vor. Seine Vermehrung erfolgt
vegetativ iber Autosporenbildung. Das Phytoplankton ist der Hauptproduzent von Sauerstoff
und damit wird seine Bedeutung fiir das globale Okosystem deutlich. Aufgrund der
Unempfindlichkeit, hoher Wachstumsraten und der leichten Kultivierbarkeit gehort
Chlorella vulgaris zu den allgemein akzeptierten Bioindikatoren fiir die Umweltverschmutzung
[189]. Daher wurde dieser Mikroorganismus fiir mikrotoxikologische Studien mittels
Segmentierte-Fluss-Technik eingesetzt.

3.6.1 Einbringung und Kultivierung

Der Chlorella vulgaris Stamm wurde von der TU Karlsruhe, Institut fiir Bio- und
Lebensmitteltechnik zur Verfliigung gestellt. Die Vorkultur wurde in 100 ml IGV-Medium oder
BBM-Medium (Bold's Basal Medium) (250 ml Borosilikatglas Erlenmeyer-Kolben) in finf Tagen
unter Schitteln (50 UpM) und einem 14 h : 10 h Licht : Dunkel-Zyklus, einer Beleuchtung von
zwei Brennenstuhl-Lampen mit 1800 cd Lichtintensitdt mit 24 W wund bei 2212 °C
herangezogen. Danach befanden sich die Zellkulturen in der exponentiellen Wachstumsphase.
Fur die mikrotoxikologischen Screening-Experimente wurde die Inokulumzelldichte auf 10°
Zellen/ml durch entsprechende Verdiinnung mit IGV oder BBM Medium eingestellt (Tabelle
3.2). Aufgrund der durch die ZellgroRe bedingt schnellen Sedimentation der Zellen in der
Spritze, wurde ein Riihrsystem (NeMix, Cetoni GmbH) fiir alle Experimente eingesetzt,

wodurch die homogene Verteilung in den Segmenten gewahrleistet wurde.

3.6.2 Toxizitatstest

Die Einzelwirkung von Herbiziden (Atrazin und Alachlor), Kupfer(ll)-Chlorid, Nanopartikeln
(AgNP und AuNP) und deren Kombinationswirkungen auf die Vitalitdt von C. vulgaris wurden in
Mikrofluidsegmenten untersucht. Die Ubersicht der durchgefiihrten Screenings ist in
Tabelle 3.8 dargestellt. Fir die Analyse der Dosis-Wirkungs-Beziehung einzelner Substanzen
sowie Substanzgemische in Mikrofluidsegmenten wurden Rampenprogramme zur Realisierung
der kontinuierlichen Konzentrationsanderung verwendet. Die Rampenprogramme mit
stufenweiser Anderung der Effektor-Konzentrationen fiir eine Auflésung von 10% wurden fiir
die Untersuchung des bindren Gemisches verwendet (Abbildung 3.14). Der Einsatz von zwei
Effektoren eingeteilt in 11 verschiedene Konzentrationsstufen fihrte zu 121 (11*=121)
verschiedenen Konzentrationskombinationen.
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Abbildung 3.14: Pumpenverlauf zur Erzeugung eines 2D-Konzentrationsraumes mit
121 Konzentrationskombinationen.

Fiir toxikologische Untersuchungen anhand von Griinalgen wurde neben dem Wachstum der
Algen (photometrisches Signal) die Autofluoreszenzintensitat (fluorimetrisches Signal) erfasst.
Die Analyse der Segmente erfolgte fiir die Experimente direkt nach der Segmenterzeugung und
jeweils nach 48 h und 72 h Kultivierungszeit.

Die Flussraten fur die Segmentierung wurden auf 40 pl/min fir das Tragermedium PP9,
5 ul/min fir die Zellsuspension, 5 ul/min fir die Summe von Kultivierungsmedium und
Wirkstofflosung eingestellt. Die Gesamtflussrate fir die Segmenterzeugung und das
Monitoring der Segmente lag bei 50 pl/min. Es wurden Segmentsequenzen mit bis zu 150
Segmenten fir Einzelwirkungsscreenings und ca. 550 Segmenten fir zweidimensionale
Screenings und einem durchschnittlichen Segmentvolumen zwischen 400-500 nl erzeugt.

Tabelle 3.8: Ubersicht der durchgefiihrten toxikologischen Screenings an C. vulgaris
Screening Effektor Antwort Kapitel/Ref.

Goldnanopartikel i i

p Bis 3 nM keine 4.5.1[190]
(AuNP) Hemmung
Silber-Nanopartikel EC.20.5 NM 45.1
= , n
(AgNP) %0 (165, 191-193]

Einzelwirkung

Kupferchlorid EC50=39,65 mg/| 4.5.1[130]

Atrazin EC50=0,55 mg/I 4.5.1[194, 195]
Alachlor ECs0=4,53 mg/I 4.5.1[196]
AuNP und Atrazin Unabhangige 4.5.2

Binadre Wirkung

Gemische AgNP und Atrazin Synergien 4.5.2
AgNP und AuNP Starke Synergien 4.5.2
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3.7 Modellorganismus E. coli im Mikrofluidsegment

Das stabchenférmige, saurebildende Bakterium Escherichia coli (E. coli) ist fakultativ anaerob
und zahlt zu den am besten untersuchten Modellorganismen. In der Biotechnologie wird E. coli
vor allen zur Herstellung von unterschiedlichen Proteinen ( z.B. Insulin, Antikbrper-Fragmenten,
Pharmawirkstoffen) verwendet [197]. E. coli kdnnen sich mittels GeiBeln bzw. Flagellen
fortbewegen und zahlen zu den gramnegativen Prokaryoten, da sie nur eine diinne,
einschichtige Mureinhiille besitzen. Mit einem Durchmesser von etwa 1-1,5 um und einer
Lange von 2-6 um eignen sich E. coli sehr gut fiir die vorliegenden Forschungszwecke, da sie
einfach zu kultivieren sind und eine kurze Generationszeit von etwa 20 Minuten bei optimalen
Bedingungen aufweisen.

3.7.1 Einbringung und Kultivierung

Der E. coli-Stamm RV308 wurde vom Hans-Knéll Institut (HKI) Jena zur Verfligung gestellt. Die
Herstellung der Testkultur erfolgte durch das Abimpfen einer auf der LB-Agarplatte
gewachsenen einzelnen E. coli-Kolonie in einem mit Minimalmedium (synthetischem Medium)
gefiillten Erlenmeyerkolben und einer anschlieRenden 24-stiindigen Inkubation, die bei 37 °C
unter Rihren stattfand. Danach wurde die Zellzahl mittels Thoma-Zahlkammer bestimmt.
Durch geeignete Verdinnung mit Minimalmedium aus der Vorkultur wurden Testkulturen
hergestellt und in die Spritzen Uberfihrt. Die Anfangszelldichten betrug 10° Zellen/ml. Bei
einer SegmentgroRe von 500 nl sind somit ungefdhr 50 Zellen/Segment enthalten.

3.7.2 Toxizitatstest

Aufgrund der einfachen Handhabung und einer kurzen Kultivierungszeit hat sich das E. coli als
sehr geeigneter Modellorganismus fiir den Einsatz in Mikrofluidsegmenten erwiesen [27]. Aus
diesem Grund wurde E. coli far zahlreiche binare sowie terndre
Kombinationswirkungsuntersuchungen ausgewahlt (Tabelle 3.9). In Mikrofluidsystem wurde
E. coli u.a. zur Untersuchung von Kombinationswirkung zwischen verschiedene Antibiotika,
haufige eingesetzten Medikamenten (ACE-Hemmer Captopril und CSE-Hemmer Lovastatin),
Erndhrungsbestandteilen  (Coffein und  Ethanol) sowie  2,4-Dinitrophenol und
Silbernanopartikeln eingesetzt.

52



3 Material und Methoden

Tabelle 3.9: Ubersicht der Kombinationsscreenings am E. coli im Segment
Verwendete Kapitel/
Screening Wirkungen
Substanzen Ref.
unabhangige Wirkung und 161
Chloramphenicol und Coffein  Chloramphenicol [1'9'8]
Stimulation
Chloramphenicol und
,p unabhangige Wirkung 46.1
Lovastatin
Coffein und Lovastatin unabhangige Wirkung 4.6.1
- . . . 4.6.1
Ampicillin und Coffein unabhangige Wirkung
[199]
Bindre Tet i 4 Coffei subadditive Effekt und 161
i etracyclin und Coffein .6.
Gemische y Coffein-Stimulation
Tetracyclin und
y . additive Wirkung 4.6.1
Chloramphenicol
Ampicillin und Ethanol antagonistische Wirkung 4.6.1
Ampicillin und Chloramphenicol 4.6.1
Chloramphenicol Stimulation [159]
. . Unabhangige Wirkung, 4.6.3
Coffein und Captopril . ) )
Coffein Stimulation [199]
Antagonismus,
Ampicillin, Coffein und . 4.6.3
. Kompensation,
Captopril [199]
Coffein Stimulation
- Coffein Stimulation, 4.6.3
Ternare Coffein, CMP und DNP
Gemische komplexe Antwort [198]
CMP Stimulation,
. N 4.6.3
AMP, CMP und AgNP verstarkte Toxizitat, (159]

komplexe Wirkung
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Verifikation des Mikrofluidsystems

4.1.1 Untersuchung des Signal-Rausch-Verhaltnisses des
Mikrodurchflussfluorimeters

Zur Untersuchung des Signal-Rausch-Verhéltnisses des Aufbaus (Lichtquelle: 470 nm,
Kurzpassfilter: 480 nm und Langpassfilter: 510 nm) in Abhédngigkeit von der
Beschleunigungsspannung des Photomultipliers wurde die relative Standardabweichung bei
destilliertem H,0- und bei einer Fluorescein-Konzentration von 25 nmol/l und 50 nmol/I in
einer Reihe von Segmenten bestimmt, wobei die durchschnittliche SegmentgréfRe ca. 500 nl
betrug. Dabei wurde das Fluoreszenzsignal mit einer Abtastrate von 10 Hz und einem LED-
Strom von ca. 400 mA gemessen (Abbildung 4.1). Jeder Messpunkt besteht aus einem
Mittelwert von ca. 20 Segmenten. Daraus ergibt sich, dass mit zunehmender PCM-Verstarkung
das Rauschen verringert und ab einer PCM-Verstarkung von 0,6 V die Standardabweichung des
Fluoreszenzsignals der jeweiligen Farbstoffkonzentration signifikant kleiner wird. Diese
Erkenntnis flihrte dazu, dass fir spatere Messungen eine PCM-Verstarkung von 0,6 V
ausgewahlt wurde.

12 ) —+— Dest. H,O
1 =#- 50 nmol/l Fluorescein
25 nmol/l Fluorescein

0,8 1 /T—*———'——l

-
o

(S
2]

Normierte Intensitat
(]
o

0 L—m ™ r ' ' : - : .
0,1 0,2 0,3 04 05 06 07 0,8 09
PCM-Verstarkung [V]

Abbildung 4.1:  Untersuchung der Abhdngigkeit des Signal/Rausch-Verhdltnisses von
der Beschleunigungsspannung des Photomultipliers.

Um die maximale Auflosung des Laboraufbaus zu untersuchen wurde eine Konzentrationsreihe
mit dem Farbstoff Fluorescein-Natrium gemessen und das Fluoreszenzsignal mit einer
Abtastrate von 10 Hz, einer PCM-Verstarkung von 0,6 V und einem LED-Strom von ca. 400 mA
gemessen.
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Die normierte Fluoreszenzintensitat ohne Fluoreszenzfarbstoff betrug ca. 0,5. Danach wurden
bei einer gegenlaufigen kontinuierlichen Flussratendanderung die Farbstofflosung und
destilliertes Wasser in das System mit einer Flussrate von 0-10 pl/min gepumpt, wobei die
durchschnittliche SegmentgrofRe ca. 500 nl betrug. Daraus ergab sich fiir das Fluoreszenzsignal
der in Abbildung 4.2 dargestellte Konzentrationsverlauf.

w
(&)
1

normierte Intensitat
N
I

0,5

0 20 40 60 80 100
Natriumfluorescein [nmol/l]

Abbildung 4.2:  HochaufgelGste Konzentrationsabhéingigkeit des Fluoreszenzsignals bei
unterschiedlichen Farbstoffkonzentrationen von 0-100 nmol/|

Aus diesem Verlauf ist ersichtlich, dass die Nachweisgrenze des fluorimetrischen Aufbaus bei
etwa 20 nmol/l Natrium-Fluorescein liegt und dass ein linearer Zusammenhang zwischen
Fluoreszenzintensitat und Farbstoffkonzentration mit einer Konzentration zwischen 20-
100 nmol/l in guter Naherung besteht. Allerdings kann diese Linearitidt bei erhohten
Substanzkonzentrationen, z.B. verursacht durch die Ubersteuerung der Photomultiplier, nicht
mehr nachgewiesen werden. Daher ist es zweckmaRig, eine Kalibrationsreihe fir den
Linearitatsbereich der zu messenden Losung zu ermitteln, um die instrumentell bedingte
Nichtlinearitat zu vermeiden.

4.1.2 Charakterisierung des Kompaktaufbaus

In der Abbildung 4.3 ist das kompakte Mikrofluidsystem dargestellt. Durch die gezielte
Ansteuerung der Spritzenpumpen kann die Aufnahme, Zudosierung, Wiederbefiillung und
Ausleerung vollautomatisch ablaufen. Es wurde daher eine Steuerungssoftware'” realisiert, die
bereits folgende Grundfunktionen beinhaltet und sténdig weiterentwickelt wird:

e Datenauswertung Sensoren:
o Auslesung und Speichern der Sensorparameter in einer Textdatei
(Druck, Durchfluss,...)
o Auswahl einzelner aufzuzeichnender Sensorverlaufe

'2 erarbeitet durch S. Schneider
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o Kalibrierfunktion fir die Druck-, Photometer- und Fluorimeter-
sensoren
¢ Pumpenkontrolle
Konfiguration der Spritzenpumpen
Volumenstromkontrolle
Ventilsteuerung
Spritzen flllen oder leeren
Forderung eines definierbaren Volumens

O O O O O

Individuelle Ansteuerung der einzelnen Dosiereinheiten (z.B.
Rampenprogramme, zweidimensionale Kombinationen, Blockweise
Segmentierung etc.)
¢ 4-Kanal-Photometer

o Einstellen der LED-Intensitat

o Einstellen der Abtastrate
e 2-Kanal-Fluorimeter

o Einstellen der LED/Laser-Intensitat

o Einstellen der Abtastrate

o Einsetzen der Photomultiplier-Spannung

Die dabei verwendeten Detektoren sind das Mikrodurchfluss-Photometer und das
Mikrodurchfluss-Fluorimeter. Das 4-kanalige Photometer benutzt LEDs mit den Wellenlangen
470 nm, 505 nm, 615nm und 660 nm, wahrend das 2-kanalige Fluorimeter mit einer
Anregungslichtquelle der Wellenlange von 405 nm (Laser) und 470 nm (LED) arbeitet. Der
405 nm Laser wurde mit einem Kurzpassfilter von 445 nm und einem Langpassfilter von
650 nm kombiniert und die 470 nm LED mit einen Anregungsfilter von 480 nm und einen
Emissionsfilter von 510 nm.

Abbildung 4.3:  Aktuelle Anordnung des Kompaktaufbaus mit den folgenden
Komponenten:  a) 7-Kanal-Spritzenpumpen  mit  3-Wege-Ventile,
b) 7-Port-Manifold, c) Multikanal Detektionseinheit, d) Speicherspulen,
e) Mikroskop-Kamera, f) Reservoirs, g) Abfallbehiilter,
h) Datenerfassungsmodul und i) Kontrolleinheit.
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Es wurde Druckverlusttests und kontinuierliche Rampen mit Farbstoff fiir die Charakterisierung
der Pumpen vom Kompaktaufbau (Tecan Centris) durchgefiihrt. Bei dem Druckverlust-
Experiment wurde der maximale zuldssige Druck der 3-Wege-PTFE-Ventile bis 3 bar getestet.
Dafir wurden Stahlkapillaren mit einem Innendurchmesser von 245 um und einer Lange von
50 cm eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.4 ersichtlich. Ein lineares Verhalten
zwischen Flussrate und Druckdifferenz konnte nachgewiesen werden.

1,07 Tecan Druckverlusttest

Wasser T=20°C
Stahlkapillare ID=254pm, L=50cm, 6 Windungen o)
0,84
Pe)
3 0,6- you
g @
g 0,4 @
5 @
S 0,24 @’__,_@
[m] @
004 &

0 200 400 600 800 1000
Flussrate [pl/min]

Abbildung 4.4:  Druckverlusttest von TECAN-Centris-Pumpen bei 20°C mit destilliertem
Wasser.

Fiir die Ermittlung der Genauigkeit der Konzentrationseinstellung innerhalb einer
Mikrofluidsegmentsequenz wurde der Indikatorfarbstoff Cochenille Rot A (Abk. CR) mit einem
Absorptionsmaximum von 505 nm eingesetzt. Uber die Absorption des Indikators CR kann eine
direkte Aussage lber die Qualitat der Flussrateneinstellung getroffen werden. Zusatzlich dazu
konnten die Parameter Segmentabstand und Segmentdauer (Segmentvolumen) ermittelt
werden. In Abbildung 4.5 ist visualisiert, dass mit einem hochaufgelosten kontinuierlichen
Rampen-Programm die Extinktionswerte vom Farbstoff CR kontinuierlich zunahmen. Daraus
folgte, dass man mit dem TECAN-Centris-Pumpensystem hochaufgeldste
Einzelwirkungsscreening durchfiihren konnte.

0,04 4
0,034
0,024

0,01+

Absorption (505 mm)

0,00

-0,01 e : :
0 2 4 § 8 10
V.. [ul/min]

Abbildung 4.5:  Kontinuierliche  Flussratendnderung der  Farbstoffkonzentration
Cochenille Rot A gemessen mit Mikrodurchflussphotometer.
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4.1.3 Systemcharakterisierung des Mikrofluidsystems

Um herauszufinden wie prazise das entwickelte Mikrofluidsystem arbeitet, ist die Ermittlung
der Konzentrationsverteilung in allen Segmente notwendig. Dafiir wurde die photometrische
Analyse der Farbstoffabsorption zur indirekten Ermittlung der Konzentrationsverteilung der
Testsubstanzen im  Mikrofluidsegment eingesetzt. Flir spatere mehrdimensionale
mikrotoxikologische Screenings wurde davon ausgegangen, dass die Verteilung der
eingesetzten Testsubstanzen dquivalent zu der Verteilung des Farbstoffes ist.

Dieser Ansatz zur Erstellung groBer dreidimensionaler Konzentrationsraume durch Variieren
der  Flussraten  zugeflUhrter  Substanzen kann auch fiir  hoherdimensionale
konzentrationsabhangige Untersuchungen eingesetzt werden. Somit ermoglicht dieses
Verfahren die Untersuchung der Komplexitatswirkung von mehr als zwei Substanzen. Fiir eine
Abstufung in  20%-Schritten und die daraus resultierenden 216 (6°=216)
Konzentrationskombinationen wurde ein spezieller Rampenverlauf benutzt, wie in
Abbildung 4.6a dargestellt. Das Zufuhrverhalten des ersten Effektors (blaue Linie) kann mit
einer stufenweise zunehmenden Rampe beschrieben werden. Die Flussrate des zweiten
Effektors (rote Linie) stieg an, wurde aber flinfmal zurlickgesetzt. Flir den dritten Effektor
(orange Linie) wurde die Flussrate am schnellsten variiert, sodass die Flussrate insgesamt 35-
mal zurlickgesetzt wurde. Fir die vierte Losung ohne Effektoren (graue Linie) wurde die
Flussrate so eingestellt, dass diese komplementar zur Summe der anderen drei Losungen
gehalten wurde. Somit blieb die Summe der gesamten Flussraten konstant. Die Absorption der
Farbstoffe wurde mit dem Mikrodurchflussphotometer aufgezeichnet, wobei drei
verschiedene LEDs zum Einsatz kamen mit jeweils einem Maximum bei 470 nm (Orange G),
505 nm (Cochenille Rot A) und 615 nm (Indigo Karmin) (Abbildung 4.6b) [153, 159].

Die Ermittlung der Substanzkonzentrationen anhand der einzelnen Farbstoffe erfolgte mit Hilfe
des Lambert-Beerschen Gesetzes (siehe Formel 4.1). Fur Stoffgemische gilt:

EQAD) =d Yre(d) ¢, (4.1)

Fiir einen 3D-Konzentrationsraum mit drei Farbstoffen (A, B, C) und einer Messung bei drei
Wellenldngen (A, Ay, A5) gilt:

E(A) ea(d) ep(l) ec(Ay) Ca
E(A) | =d-|ea(A2) eg(A2) ec(A2) (CB> (4.2)
E(A3) ea(A3) eg(d3) ec(13) Cc

Fiir hohere Konzentrationsrdume wurden entsprechend angepasste Matrizen verwendet.
Wichtig bei der Kalibration ist, dass sich die Indikatorfarbstoffe nicht gegenseitig beeinflussen.
Daher wurden ausschlieRlich anionische Farbstoffe eingesetzt.
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Abbildung 4.6: a) Pumpenverlauf fiir das Screening von drei Indikatorfarbstoffen mit
20% Konzentrationsabstufungen b) Schema mit optischen Detektoren
zur Erfassung dreidimensionaler Konzentrationsrdume mit drei
Farbstoffen

Systemcharakterisierung des Laboraufbaus

Dreidimensionale Konzentrationsraume

Zur Charakterisierung der Laboranordnung unter Einsatz des Cetoni neMESYS
Spritzpumpensystems erfolgte die Erzeugung von dreidimensionalen Segmentsequenzen lber
einen 7-Port-Manifold und mit dem in Abbildung 4.6a visualisierten Pumpenverlauf. Zur
Verifikation des Verfahrens wurden ersatzweise drei in NMP (N-Methyl-2-pyrrolidon) geloste
Indikatorfarbstoffe Indigo Karmin (IK), Orange G (OG) und Cochenille Rot A (CR) eingesetzt. Das
Volumen der einzelnen Segmente betrug ungefdahr 200 nl. Die Flussrate des Tragermediums
PP9 wurde bei 25 pl/min gehalten und die Flussraten der drei Farbstoffe und des NMP-
Mediums wurden auf 10 pl/min herabgesetzt. Insgesamt betrug die Flussrate 35 pl/min. Es
wurde eine Segmentreihe von ca. 5.000 Segmenten erzeugt. Dies entspricht ungefdahr 23
Segmenten fir jede der 216 Kompositionen.
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Abbildung 4.7:  3D-Farbstoffverifikation des Laboraufbaus (Cetoni neMESYS) mit einer
Segmentsequenz  von 5.000 Segmenten. a)Segmentinterne
Farbstoffkonzentration in eindimensionaler Darstellung,
(b-d) Segmentinterne Farbstoffkonzentration in dreidimensionaler
Darstellung mit Sollwert. (e-g) Dreidimensionaler Darstellung mit
tatsdchlich ermittelten Werten

Die nominalen Konzentrationen der Farbstoffe sind in Abbildung 4.7 b-d proportional zur
PunktgroRe. Die Position der 216 Kombinationen kann durch die drei Achsen bestimmt werden.
Die tatsachlichen Werte der Konzentrationen weichen leicht mit £5% von den Nominalwerten
ab (Abbildung 4.7 e-g).

Fiinfdimensionale Konzentrationsrdaume

Das Experiment zur Simulation eines flinfdimensionalen Konzentrationsraumes wurde mit flnf
Farbstoffen durchgefiihrt. In Abbildung 4.8 sind die Versuchsergebnisse fur die Adressierung
von flinfdimensionalen Rdumen mit den Farbstoffen Titangelb (414 nm), Orange G (470 nm),
Saurefuchsin (562 nm), Bromphenolblau (604 nm) und Patentblau (625 nm) visualisiert.
Aufgrund begrenzter Spritzenvolumina musste die Konzentrationsauflésung bei den
Segmentsequenzen mit zunehmender Anzahl der Dimensionen reduziert werden. Somit
verschiebt sich die qualitative Aussage der Dosis-Wirkungs-Beziehung zur semiqualitativ oder
quantitativen Aussage (siehe Tabelle 3.6).
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Realisierung eines fiinfdimensionalen Konzentrationsraumes mit
Segmentsequenzen von 5.400 Segmenten, flinf Farbstoffen in drei
Konzentrationsstufen (0, 50 und 100%) entspricht
243 Konzentrationskombinationen. Die normierten
Konzentrationswerte wurden unter Zuhilfenahme der gemessenen
Absorptionswerte berechnet.
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Im Prinzip gleicht der Pumpenverlauf fir ein flinfdimensionales Screening dem des
dreidimensionalen Experiments mit der Ausnahme, dass nun drei statt den vorher benutzten
sechs Konzentrationsstufen (0%, 50% und 100%) angewendet werden. Dies fiihrte zu 3°=243
unterschiedlichen Konzentrationskombinationen. Die Berechnung ist im Kapitel 3.2.3 erklart.
Fir jede Konzentrationskombination wurde ein Block von 22-23 Segmenten erzeugt, so dass
insgesamt ca. 5.400 Segmente fiir insgesamt 243 Konzentrationsadressierungen erzeugt
wurden.

Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass das verwendete Mikrofluidsystem (Cetoni-neMESYS)
bei der Erzeugung flinfdimensionaler Konzentrationsraume ausreichende Aussagen fiir die
qualitative Bewertung wie beispielsweise "keine Inhibition", "inhibierende" und "totale
Inhibition" lieferten.

Systemcharakterisierung des Kompaktaufbaus

Zur Charakterisierung der Kompaktanordnung (Tecan Centris) wurde &hnlich wie beim
Laboraufbau mehrdimensionale Screenings mit Farbstoffen durchgefiihrt.

Ein zweidimensionaler Konzentrationsraum wurde mit komplementiren Anderungen der
periodisch variierten Farbstoffzusammensetzungen von zwei Farbstofflésungen Orange G (OG)
und Cochenille Rot A (CR) in Mikrofluidsegmenten simuliert (Abbildung4.9). Die
segmentinterne Farbstoffkonzentration wurde mit zwei Mikrodurchflussphotometern
bestimmt (OG 470nm, CR 505nm). Eine Segmentsequenz der gesamten
Konzentrationskombinationen wurde durch eine kontinuierliche Flussratendanderung der
Farbstofflosung OG und einer schnellen zyklischen Flussratendanderung der Farbstofflosung CR
hergestellt. Abbildung 4.9 zeigt einen solchen Versuchslauf mit 16 Abstufungen bei einer
Aufldsung von 6,67% (16°=256 Konzentrationskombinationen). Dafiir wurde eine
Segmentreihe von ca. 800 Segmenten erzeugt, wobei jeder Punkt durch ein Mikrofluidsegment
realisiert wurde. Dies entspricht ungefahr drei Segmenten pro Konzentrationskombination.
Das Doppel-Konzentrationsdiagramm (Abbildung 4.9¢c) zeigt eine vollstiandige Abdeckung der
beiden  Konzentrationsbereiche und eine relativ. homogene Verteilung der
Konzentrationskombination.

Fir dreidimensionale Screenings konnte der gleiche Pumpenverlauf wie in der vorherigen
Laboranordnung (siehe Abbildung 4.6a) verwendet werden. Drei in Wasser gelGste
Indikatorfarbstoffe Indigo Karmin (1K), Orange G (OG) und Cochenille Rot A (CR) wurden fiir die
Experimente eingesetzt. Im  vorliegenden Fall wurden 216  unterschiedliche
Zusammensetzungen adressiert durch Konzentrationsvariationen der drei Substanzen in sechs
Abstufungen im Bereich 0 bis 100% (6°=216). Das Volumen der einzelnen Segmente betrug
dabei ungefihr 400 nl. Die Flussrate des Tragermediums PP9 wurde bei 20 pl/min gehalten
und die Flussrate der drei Farbstoffe und des Wassers wurden auf 10 pl/min herabgesetzt.
Insgesamt betrug die Flussrate 30 pl/min. Es wurde eine Segmentreihe von 1.600 Segmenten
erzeugt. Dies entspricht ungefahr sieben Segmenten fiir jede Konzentrationskombination.
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Realisierung zweidimensionaler Konzentrationsrdume mit stufenweiser

Abbildung 4.9:

Anderung (6,67%) der Kompositionen von OG und CR. a) Ermittlung der

Farbstoffe mittels

beider

relativen-Konzentrationen

der

c) Ist-Wert

b) Sollwert
Segmentverteilung der Konzentrationskombinationen.
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Abbildung 4.10: 3D-Farbstoffverifikation des Kompaktaufbaus (Tecan Centris) mit einer

Segmentsequenz von 1.600 Segmenten (7-fach Redundanz).
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Die nominalen segmentinternen Farbstoffkonzentrationen sind in Abbildung 4.10 dargestellt.
Die langsam zunehmende Flussrate von IK zeigte eine gute Ubereinstimmung mit den
Sollwerten (Abbildung 4.6a), wobei mit zunehmender Farbstoffkonzentration ein groRerer
Fehler zu beobachten ist. In Abbildung 4.10 konnte ebenfalls beobachtet werden, dass die
Konzentrationswerte durch die schnellste, sich zyklisch andernde Zufuhr des Farbstoffs CR von
OG Dbeeinflusst wurde. Insgesamt zeigten die gemessenen Nominalwerte der
Farbstoffkonzentration im Segment eine +10%ige Abweichung bzw. Streuung um die
eingestellten Sollwerte.

Im Vergleich zu den Ergebnissen mit der Laboranordnung fiir dreidimensionale Messungen
(Abbildung 4.7b) ist die Kompaktanordnung fiir das dreidimensionale Screening weniger
geeignet. Die Ursache hierfir liegt an der Unterschiedlichkeit der beiden Pumpensysteme. Die
Spezifikationen der beiden Pumpensysteme wurden deshalb in Tabelle 4.1 verglichen und
nachfolgend diskutiert.

Tabelle 4.1: Spezifikation der verwendeten Pumpensysteme

Pumpentyp Cetoni neMESYS Tecan Cavro Centris

Abbildung
Abmessung
310x47x56 184,2x68,7x44,5

[mm]
Gesamtanzahl der 1.728.011 181.490
Inkrements
Min. Flussrate
[Inkrements/s] 0,2 03

. 13
Max. Auflosung 29 16,5
[nl/min]
Kosten €/stlick ca. 4.000 ca. 1.200

Ermittelte rel.
Konzentrationen von
3D-Screening (20%
Auflésung,

6 Konzentrations-
stufen und 216
Kombinationen)

'3 bezogen auf 500 pl Spritze
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Im Vergleich zum Laborsystem mit Cetoni-neMESYS-Spritzenpumpen bietet das
Kompaktsystem mit Tecan Centris dahnliche Qualitatsaussagen zur Dosis-Wirkungs-Beziehung
fir hochaufgeléste ein- und zweidimensionale Screenings. Aufgrund der hohen
Inkrementanzahl (nahezu 10-fach grofRer als bei Tecan-Centris-Pumpen) und der damit
verbundenen grolReren Auflésung ist der Laboraufbau mit dem neMESYS-Pumpen besser
geeignet fiir die Erzeugung dreidimensionaler Konzentrationsraume.
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4.2 Toxizitatstests im Mikrofluidsegment mit IPC-81 Zellen

Im vorausgegangenen Kapitel wurde nachgewiesen, dass die entwickelten Labor- und
Kompaktsysteme flir hochaufgeloste Dosis-Wirkungs-Beziehung eingesetzt werden konnten.
Die Einsetzbarkeit fir die miniaturisierte toxikologische Screenings soll in nachfolgenden
Abschnitten (Kap. 4.2-4.6) verifiziert werden.

4.2.1 Wachstumskinetik

Die Kultivierung von IPC-81-Zellen im Mikrofluidsegment (SegmentgrofRe: 250 nl) erfolgte im
FEP-Schlauch (ID 0,4 mm-und AD 0,8 mm) und PTFE-Schlauch (ID 0,5 mm und AD 1,6 mm). Die
Ergebnisse wurden in der Abbildung 4.11a visualisiert. Im FEP-Schlauch wuchsen die Zellen
Uber einen Zeitraum von 47 h wahrend im PTFE-Schlauch aufgrund limitierter
Gaspermeabilitdt des Schlauches kein Zellwachstum innerhalb von 70 h detektiert werden

konnte.
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Abbildung 4.11: a) Ermittlung der Wachstumskinetik von IPC-81-Zellen kultiviert im FEP-
Schlauch (ID 0,4 mm und AD 0,8 mm) und im PTFE-Schlauch (ID 0,5 mm
und AD 1,6 mm). b)Entwicklung des Zellwachstums und der
Autofluoreszenz von IPC-81 kultiviert im Segment.

Eine weitere Untersuchung von in Mikrosegmenten kultivierten IPC-81-Zellen mittels
Mikrodurchflussphotometer und -fluorimeter wurde im FEP-Schlauch (ID 0,4 mm AD 0,8 mm)
durchgefihrt. Die Ergebnisse dazu sind in Abbildung 4.11b dargestellt. Es konnte beobachtet
werden, dass Uber einen Zeitraum von 24 h ein kontinuierliches Wachstum von IPC-81 besteht.
Dem gegeniiber war die optische Dichte zwischen 24 h und 48 h anndhernd konstant, wahrend
eine kontinuierliche Erh6hung der normierten Fluoreszenzintensitat liber einen Zeitraum von
48 h nachgewiesen werden konnte.

Nach der erfolgreichen [IPC-81-Zellkultivierung in Mikrofluidsegmenten wurden die
Einzelwirkungen des Effektors Carbendazim und einer ionischen Flissigkeit IM16 (CF3SO2)2N
untersucht.
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4.2.2 Einzelwirkungsscreenings

Untersuchung der Wirkung von IM16 auf IPC-81-Zellen

Unter dem Begriff ,ionische Flussigkeiten” (engl. ionic liquids) versteht man Salze, die bei
Temperaturen unter 100 °C flUssig sind, ohne dass das Salz dabei in einem Losungsmittel gelost
ist. Anders als bei normalen Salzen sind bei der ionischen Flissigkeiten die Bindungskrafte
zwischen Kationen und Anionen schwach, sie sind nicht leicht entzlindlich, sie sind elektrisch
leitfahig, verdunsten nicht und besitzen gute Losungseigenschaften fiir zahlreiche Stoffe.
Wegen der Vielzahl an Variationsmoglichkeiten in der Grundstruktur und der Kombination
unterschiedlicher Anionen und Kationen ist die Zahl der moglichen ionischen Flissigkeiten
unbegrenzt. Das wachsende Interesse an ionischen Flissigkeiten in verschiedensten
Anwendungsgebieten wie der chemische Verfahrenstechnik [200, 201], der chemische
Reaktionstechnik [202], der Bioverfahrenstechnik [203, 204] und der Nanopartikelsynthese
[205, 206] macht eine Untersuchung im Hinblick auf die 6kologische- und toxikologische
Bedenklichkeit notwendig.

Als Beispiel wurde die Wirkung von 1-hexyl-3-methylimidazolium bis (trifluoro-methyl-sulfonyl)
amide (Abk. IM16) auf das Wachstumsverhalten und die Entwicklung des endogenen
Autofluoreszenzsignals auf IPC-81-Zellen im Mikrofluidsegment untersucht. Die simultane
Messung von Tribungs- und Fluoreszenzsignal mittels Mikrodurchflussphotometer und -
fluorimeter fand zu den Zeitpunkten 0, 24 und 48 h im Segment statt. In den Experimenten
konnten dhnliche Kurvenverldaufe bei Tribungs- und Intensitdtsmessung beobachtet werden
(Abbildung 4.12).

a) 0,012 - b) -
IPC-81 Leukamiezellen o 161 IPC-81 Leukdmiezellen
i
2 0009 & -@- 0n
—-@-0h 7]
§ W O 24h § 1,2 -O— 24h
2 0,006 | €
= o 081
] k=
2 0,003 - o
k! g 04 -
© S
0,000 - € 00|
0 300 600 0 1200 1500 0 300 600 900 1200 1500
IM16 ((CF3S02)2N) [pM] IM16 ((CF3S02)2N) [puM]

Abbildung 4.12: Wirkung von IM16 ((CF3SO02)2N) auf Wachstums- und
Autofluoreszenzmessung von in Mikrofluidsegmenten kultivierten IPC-
81-Zellen ermittelt zu unterschiedlichen Kultivierungszeitpunkten.
a) Konzentrationsabhdngige Anderung der Zelldichte.
b) Konzentrationsabhdngige Anderung der endogenen Autofluoreszen:.

Nach 24 h Kultivierung zeigte sich, dass eine IM16-Konzentration bis zu 600 uM eine
zunehmende Hemmung des Wachstums und der Stoffwechselaktivitdt in Bezug auf die
Positivkontrolle verursachte. Zwischen 600 uM und 1.500 uM lie} sich eine starke Hemmung
des Wachstums nachweisen. Dem gegentiber zeigte sich eine leichte Stoffwechselaktivitat bei
der IM16-Konzentration zwischen 600 uM und 1.000 uM. Erst bei der IM16-Konzentration ab
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1.200 uM fand eine totale Inhibierung statt, die auch durch die Intensitdtsmessung bestatigt
wird. In beiden Diagrammen ist eine grolRe Standardabweichung zu beobachten. Die Ursache
hierfir lag hauptsachlich in der Homogenitat der Verteilung der Zellen beim Beimpfen.

Untersuchung der Wirkung von Carbendazim auf IPC-81-Zellen

Carbendazim ist ein weltweit haufig benutztes Pflanzenschutzmittel (Fungizid) aus der Gruppe
der Benzimidazol-Carbamate, welches gegen Pilzbefall bei einer Reihe von Friichten, Obst und
Gemisesorten eingesetzt wird.

Die Wirkung von Carbendazim auf das Wachstumsverhalten und die Entwicklung der
endogenen Autofluoreszenz von IPC-81-Zellen wurde untersucht. Um detaillierte
Informationen (iber die untersuchten toxikologischen Endpunkte zu erhalten, wurde ein
breites Konzentrationsfeld abgerastert. Die simultane Messung von Tribungs- und
Fluoreszenzsignalen mittels Mikrodurchflussphotometer und -fluorimeter fand zu
unterschiedlichen Kultivierungszeitpunkten innerhalb der 48 h Kultivierungszeit von IPC-81-
Zellen im Segment statt.
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Abbildung 4.13: Wirkung von Carbendazim auf das Wachstum und die
Stoffwechselaktivitéit von in Mikrofluidsegmenten kultivierten IPC-81-
Zellen ermittelt zu unterschiedlichen Kultivierungszeitpunkten.
a) Konzentrationsabhdngige Anderung der Zelldichte ermittelt durch
photometrische Triibungsmessung. b) Konzentrationsabhdngige
Anderung der endogenen  Autofluoreszenz  ermittelt  durch
fluorimetrische Intensitéitsmessung.

In den Experimenten konnten gut reproduzierbare und hochaufgeloste Dosis-Wirkungs-
Beziehungen gefunden werden. Nach 24 h Kultivierung konnte ein sigmoidaler Kurvenverlauf
fiir die Endpunkte Wachstum und Autofluoreszenz nachgewiesen werden (Abbildung 4.13). Es
zeigte sich, dass nach 48 h Kultivierung geringe Carbendazim-Konzentrationen bis zu 200 uM
keine Hemmung des Wachstums und der Stoffwechselaktivitit in Bezug auf die
Positivkontrolle verursachten. Eine kontinuierliche Zunahme der Hemmung des Wachstums
und der Stoffwechselaktivitat zeigte sich fiir Carbendazim-Konzentrationen gréRer als 200 uM,
wobei es ab einer Konzentration von ca. 300 uM zur totalen Inhibition kam.
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4.3 Erfassung der Stoffwechselaktivitat durch ins Mikrofluidsegment
integrierte optische p0O:-Sensorbeads

Der Einsatz von Sensorbeads stellte eine neue Variante innerhalb alternativer nicht-invasiver
Auslesetechniken dar. Da die Tribungsmessung bei niedriger Zelldichte oder inhomogener
Zellverteilung eine eher ungenaue Methodik ist und die Autofluoreszenzmessung nicht fiir jede
Art von Bakterien oder Zellen geeignet ist, wurde in den nachfolgenden Arbeiten neben der
Tribungs- und Autofluoreszenzmessung mit der Bestimmung der weitaus sensitiveren
Indikatoren pH und pO, gekoppelt. Zur Auslesung der Fluoreszenzintensitat als Mal} fiir eine
pH-Wert Anderung hatte ich bereits im Rahmen der Diplomarbeit entwickelt [176]. Weiterhin
hatte die Arbeitsgruppe erste toxikologische Untersuchungen mit dem Modellorganismus
E. coliin Hinblick auf die pH-Wert Entwicklung durchgefiihrt [207].

4.3.1 Wirkung von Schlauchgeometrie @~ und  Atmosphire  auf
Lumineszenzintensitit im Mikrofluidsegment mit Ps-PtTFPP Partikel

In den initialen Experimentldaufen wurde die Konzentration von PS-PtTFPP Partikel (S. 43)
kontinuierlich variiert, um die Effekte der Schlauchgeometrie und der Atmosphare auf die
Lumineszenzintensitat (Abbildung 4.14) zu Uberpriifen. Fir diese Experimente wurden
insgesamt etwa 600 Segmente mit einer Grofle von 400-450 nl fiir zwei verschiedene
Schlauchgeometrien erzeugt. PTFE-Schlauch mit den Wandstarken von 0,55 mm (AD 1,6 mm,
ID 0,5 mm Abbildung 4.14a) und einer geringeren Wanddicke von 0,25 mm (AD 1.0 mm und ID
0,5 mm Abbildung 4.14b) zeigten eine lineare Zunahme der Lumineszenzintensitdt in
Korrelation zur eingesetzten Bead-Konzentration zwischen 0 und 1 g/I. Ein dhnlicher linearer
Anstieg der Intensitdit wurde mit beiden Schlauchtypen in Abhangigkeit von der Bead-
Konzentration sowohl unter Luft als auch unter einer 5%igen CO,-Atmosphdre beobachtet
(Abbildung 4.14 schwarze und rote Linien). Nach 5h Inkubationszeit unter 100% CO,-
Atmosphare der Segmente mit Mikrobeads im PTFE-Schlauch mit 0,25 mm Wandstarke konnte
eine starkere Intensitatszunahme (maximale Intensitat: 3,5) als im PTFE-Schlauch mit einer
Wandstarke von 0,55 mm (max. Intensitadt: 2,5) nachgewiesen werden. Ursache kdnnte eine
hohere Restsauerstoffmenge im Segment, die in den Schlauchen mit groRerer Wandstarke
vorlag, nach 5h Inkubation unter CO,-Atmosphare sein. Die dinnere Schlauchwand
ermoglichte einen effizienteren Gasaustausch, was zu einer geringeren Fluoreszenzldschung
durch Sauerstoff flhrte.

Die Analysen bestatigten, dass es keinen signifikanten Unterschied fiir die PS-PtTFPP-
Phosphoreszenzintensitat zwischen beiden PTFE-Schlauchgeometrien unter Luftatmosphare
gab. Die Verringerung des Sauerstoffgehalts durch die Stoffwechselaktivitat der Bakterien
sollte zu einer Zunahme der Phosphoreszenzintensitat flihren.
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Abbildung 4.14: Auswirkungen von Schlauchgeometrie und Gaszusammensetzung auf
die Phosphoreszenzintensitét von PS-PtTFPP im Mikrofluidsegment.
a) PTFE-Schlauch mit AD 1,6 mm und ID 0,5 mm, b) PTFE-Schlauch mit
AD 1,0 mm und ID 0,5 mm.

4.3.2 Segmentinterne pO:-Erfassung in verschiedenen Wachstumsstudien

In den nachfolgenden Abschnitten wurden die segmentinterne pO,-Anderung wihrend E. coli
und Str. acidiscabies E13-Kultivierung mit dem Einsatz von Sensorpartikeln PS-PtTFPP und PS-
PtTPBP untersucht.

Wachstumsstudien von E. coli mittels PS-PtTFPP

In den nachfolgend durchgefiihrten Versuchen sollte die pO,-Intensitatsanderung wahrend des
E .coli-Wachstums im Einzelsegment durch den Einsatz von pO,-sensitiven Polymerpartikeln
PS-PtTFPP bestimmt werden. Fiir diese Experimente wurde eine Startzelldichte von
10° Zellen/ml gewihlt und Segmente mit einem Volumen von 550 nl fir den PTFE-Schlauch
bzw. 450 nl fiir den FEP-Schlauch erzeugt.

Aus den erfassten Ergebnissen in Abbildung 4.15 lasst sich ableiten, dass im FEP-Schlauch mit
einer Wandstarke von 0,2 mm die E. coli unter aeroben Bedingungen wuchsen. Wahrend der
exponentiellen Wachstumsphase im Mikrofluidsegment wurde der meiste Sauerstoff
verbraucht. Dem gegeniiber wurde bei der stationaren- und Absterbephase kein Sauerstoff
verbraucht. Im Segment bildete sich ein Gleichgewicht von O, innerhalb und auBerhalb des
Schlauches. Im Gegensatz zum FEP-Schlauch wuchsen die E. coli Bakterien wahrend der
exponentiellen Wachstumsphase im PTFE-Schlauch mit einer Wanddicken von 0,55 mm wie
unter anaeroben Bedingungen. Dadurch wurde hier wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase kein Sauerstoff verbraucht.
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Abbildung 4.15: Sauerstoffverbrauch  wéhrend des  E.coli  Wachstums im
Mikrofluidsegment a) E. coli kultiviert im FEP-Schlauch mit ID 0,4 mm
und AD 0,8 mm, b) E. coli kultiviert im PTFE-Schlauch mit ID 0,5 mm
und AD 1,6 mm

Der theoretisch Uberschlagene Sauerstoffverbrauch wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase wurde nach Martin et al. mit 3,8 ng nach 3,3 h Kultivierungszeit ermittelt,
was einen vollstandigen Sauerstoffverbrauch im Mikrofluidsegment bei einer Loslichkeit von
7 mg/l O, bei 37 °C impliziert [208]. Da die Bakterienzellen in diesem Wachstumsstadium mehr
Sauerstoff verbrauchten, als der Maximalwert von Sauerstoff, der durch den Schlauch nach
innen diffundieren kann, ist es wahrscheinlich, dass es nach 3,5 Stunden bereits zur
Sauerstofflimitierung im Mikrofluidsegment kommt. Es spricht dafiir, dass bereits in den ersten
flinf Stunden der Kultivierung ein Wechsel vom aeroben zum anaeroben Stoffwechsel bei den
E. coli bewirkt wird, was durch die Messergebnisse in Abbildung 4.15b nachvollzogen werden
kann.

Im Vergleich zu PS-PtTFPP Sensorpartikeln, die sich teilweise mit dem Autofluoreszenzsignal
Uberschneiden, ermoglichten die PS-PtTPBP Nanobeads aufgrund ihrer spektralen
Eigenschaften  (NIR-Emission) eine totale Entkopplung des pO,-Signals vom
Autofluoreszenzsignal. Aufgrund dieser Feststellung wurden ausschliellich PS-PtTPBP
Nanobeads fiir spatere Untersuchung der metabolischen Aktivitat verschiedener Bakterien
eingesetzt.

Wachstumsstudien von Str. acidiscabies E13 mittels PS-PtTPBP

Mit der Integration der Nanobeads PS-PtTPBP (S.44) in die Mikrofluidsegmente konnte die
segmentinterne Analyse vom pO,-Wert wahrend des Wachstums von Str. acidiscabies E13
umgesetzt werden. Fiir die Experimente mit Str. acidiscabies E13 wurden insgesamt etwa 200
Segmente mit einer Ausgangssporendichte von 2.000 Sporen/Segment erzeugt. Das Wachstum
und der Sauerstoffverbrauch im Segment wurden durch Bestimmung der Autofluoreszenz bei
470 nm Anregungswellenldange (Emission bei >510 nm) und einer Phosphoreszenzintensitat bei
405 nm Anregung (Emission bei >650 nm) ermittelt. Das Wachstum wurde jeweils 20, 32, 45
und 67 h nach dem Beginn der Inkubation beobachtet (Abbildung 4.16a). Der kontinuierliche
Anstieg der Fluoreszenzintensitat mit einer Anregung bei 470 nm Uber 70 h Inkubationszeit
spiegelte das Wachstum von Str acidiscabies E13 wider.
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Abbildung 4.16: Ermittlung des Wachstums und des pO,-Werts mittels Sensorbeads bei
der Kultivierung von Str. acidiscabies E13 im Mikrofluidsegment. a)
Messung der Autofluoreszenzintensitdt mittels in-situ
Mikrodurchflussfluorimeter (Anregung 470 nm, Emission: >510 nm). b)
Messung der segmentinternen pO,-Anderung durch den Einsatz von
Sauerstoffsensorpartikeln Ps-PtTPTBP.

Es gab nahezu keine Emissionssignale im Sauerstoffkanal (Emission bei >650 nm) bei der
Abwesenheit von  Sensorpartikeln.  Mit  Zugabe von 250 mg/l  PS-PtTPTBP
Sauerstoffsensorpartikeln in  das Kultivierungsmedium konnte ein Anstieg der
Phosphoreszenzintensitat innerhalb von 24 h Inkubationszeit verzeichnet werden
(Abbildung 4.16b). Den Anstieg der Intensitat verlief proportional zum Sauerstoffverbrauch
und wurde durch das Bakterienwachstum und die damit zusammenhdngende aerobe
Stoffwechselaktivitat verursacht. Ein starkerer Anstieg der Phosphoreszenzintensitat nach 24 h
Inkubationszeit zeigte eine deutliche Steigerung der Stoffwechselaktivitit. Die hohe
Phosphoreszenzintensitat entsprach einer drastischen Verringerung der
Sauerstoffkonzentration bedingt durch die erhohte Zellzahl und den hohen
Sauerstoffverbrauch. Nach 48 h Inkubationszeit verringerte sich der Sauerstoffverbrauch von
100% auf 70%. Diese Beobachtung kdnnte an der teilweisen Kompensation des verbrauchten
Sauerstoffs im Fluidsegment durch die langsame Diffusion von auRen durch die
Schlauchwande bei gleichzeitiger Verringerung der aeroben metabolischen Aktivitat liegen.

Wachstumsstudien von psychrobacillus psychrodurans UrPLO1

Fiir die Untersuchung der Wachstumskinetik von UrPLO1 wurden ca. 600 Mikrofluidsegmente
mit einem Volumen von 400-450 nl/Segment erzeugt. Die Ausgangszellzahl betrug 2.000
Zellen/Segment. Es wurden Messungen zu verschiedenen Kultivierungszeitpunkten
durchgefiihrt. Als Endpunkte zdhlten Zelldichte, Autofluoreszenzintensitit und
Phosphoreszenzintensitat, die unter Zuhilfenahme von PS-PtTPBP mit den bekannten
Mikrodurchflussphotometern und —fluorimetern gemessen wurden.

In Abbildung 4.17 ist die zeitabhdngige Wachstumsentwicklung bei der Kultivierung von
UrPLO1 im Segment dargestellt. In den ersten 20 Stunden reflektierten alle drei Sensorsignale
das schnelle Wachstum. Jedoch konnten zwischen den verschiedenen optischen Kanalen
Unterschiede beobachtet werden. Bei der Messung der optischen Dichte erfolgte nach 20 h
eine moderate aber kontinuierliche Abnahme der Intensitat bis hin zu 70 h. Es schien hier
wahrscheinlich, dass der Stamm UrPLO1 bereits nach 20 h Inkubationszeit eine stationare
Phase erreicht hatte.
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Abbildung 4.17: Uberwachung von Wachstum und Stoffwechselaktivitidt zu
verschiedenen Kultivierungszeitpunkten von Psychrobacillus
psychrodurans UrPLO1-kultiviert im Mikrofluidsegment a) Zelldichte
gemessen mittels in situ-Mikrodurchflussphotometer (Quadrate:
470 nm) b) Autofluoreszenzintensitdt mittels in situ-
Mikrodurchflussfluorimeter (Kreise: Anregung: 470 nm,
Emission:>510 nm) c) Segment interner pO,-Verbrauch ermittelt mittels
Mikrodurchflussfluorimeter (Anregung 405 nm, Emission: >650 nm)
unter Einsatz der Sensorpartikel PS-PtTPBP (Diamanten) und das Signal
ohne Einsatz von Sensorbeads (Sterne).

Das Autofluoreszenzsignal in Abbildung 4.17b bestatigte die starke Zunahme der Zelldichte
und die metabolische Aktivitdt der wachsenden Bakterien wahrend der ersten Tage. Im
Gegensatz zum photometrischen Signal zeigte sich am zweiten Tag eine weitere Steigerung des
Autofluoreszenzsignals. Dieses Verhalten kann durch die fortlaufende Steigerung der
Stoffwechselaktivitat mit der Herstellung von fluoreszierenden Spezies nach Erreichen der
hochsten Zelldichte erklart werden. Bei der Beobachtung des Autofluoreszenzsignals der
Bakterienkultur in Abwesenheit von Sensorpartikeln konnte nur eine minimale Zunahme der
Fluoreszenzintensitat wahrend des Zellwachstums beobachtet werden (Abbildung 4.17c,
Sterne). Dem hingegen konnte bei Segmenten mit eingesetzten 250 mg/l PS-PtTPTBP
Sensorpartikeln eine kontinuierlich zunehmende Stoffwechselaktivitdit durch Messung der
Phosphoreszenzintensitat bestatigt werden (Abbildung 4.17c Diamant). Je hoher die
Phosphoreszenzintensitat war, desto geringer ergab sich auch der Sauerstoffgehalt im
Segment. Die Auswertung zeigte einen hohen Sauerstoffverbrauch durch Bakterienwachstum
am zweiten und dritten Tag.
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4.3.3 Charakterisierung der Wirkung von Cu?* auf schwermetalltoleranten
Stamm Psychrobacillus psychrodurans UrPLO1

Sensorpartikel PS-PtTPBP wurden nun fir mikrotoxikologische Screenings der Wirkung von
Cu®* auf schwermetalltolerante UrPLO1 im Nanolitersegment eingesetzt. Dafiir wurden lineare
Rampenprogramme mit einer kontinuierlichen Zunahme der Testsubstanz CuSO, in
Konzentrationen von 0-1 mM verwendet. Hierfliir wurden fast 600 Mikrofluidsegmente mit
einer Startzelldichte von 2.000 Zellen/Segment (SegmentgroRe: 400 nl) erzeugt. Die
Auswertung der Segmentsequenzen erfolgte direkt nach der Erzeugung (0 h) und nach 48 h
Inkubation mittels Mikrodurchflussphotometer und -fluorimeter. Somit konnten die Zelldichte,
die Autofluoreszenz und die pO,-Anderung gleichzeitig ermittelt werden.

Auf den ersten Blick spiegelten alle drei Signale in Abbildung 4.18a-b den gleichen toxischen
Effekt von Cu®* auf die Bakterien wider. Eine genauere Analyse der Ubergangsbereiche
zwischen normalen Bakterienwachstum unter 0,3mM Cu** und der totalen
Wachstumshemmung bei Gber 0,7 mM Cu®*-Konzentrationen ergab jedoch Hinweise darauf,
dass die drei Sensorsignale verschiedene Informationen zu diesem Ubergangsbereich liefern.

Die erhaltenen Dosis-Wirkungs-Funktionen des Autofluoreszenzsignals markierten ein
intensives Wachstum in allen Segmenten bis zu einer Cu**-Konzentration von 0,5 mM. Der
ECso-Wert lag bei etwa 0,55 mM Cu**-Konzentration (Abbildung 4.18a Kreise). Bei der
Triibungsmessung wurde ein ECso-Wert von 0,40 mM festgestellt (Abbildung 4.18a Quadrate).
Die Autofluoreszenzintensitat zeigte ein starkeres Signal im Vergleich zum Streusignal im
Ubergangsbereich (0,3-0,5 mM Cu*-Konzentration). Die Ergebnisse wiesen darauf hin, dass die
Bakterien in dieser Region zwar langsamer wuchsen, aber die Zellen eine viel hohere
Stoffwechselaktivitat vorwiesen. Dies konnte durch die Zunahme fluoreszierender
Primdrmetaboliten begriindet sein oder auch ein Anzeichen fir die erhohte Induktion von
fluoreszierenden sekundaren Metaboliten im kritischen Konzentrationsbereich sein. Der
unterschiedliche Charakter von Streu- und Autofluoreszenzsignal flihrte zu einer parallelen
Verschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve von ca. 0,40 mM bis etwa 0,55 mM. Wahrend die
Ubergdnge zwischen normalen Wachstum und totaler Inhibition bei photometrischen und
Autofluoreszenzsignal dhnlich sind, wies der pO,-Sensor einen viel steileren Abfall
(Abbildung 4.18b, Diamanten) in einem sehr schmalen Konzentrationsintervall zwischen 0,46
und 0,48 mM Cu®" auf.

Abbildung 4.18c zeigte, dass aus dem Vergleich von photometrischen Signal (schwarze Kurve),
dem Verhaltnis von Autofluoreszenz- zu photometrischem Signal (rote Kurve) und dem
Verhiéltnis von Phosphoreszenz- zu photometrischem Signal (griine Kurve) verschiedene
Antwortverhalten der Psychrobacillus psychrodurans UrPLO1 in Abhadngigkeit zur CuCl,-
Konzentration festgestellt werden konnten:

A) hohes Wachstum

B) reduzierte Streuung bei hoher Stoffwechselaktivitdt und Autofluoreszenz
C) verminderte Stoffwechselaktivitdt bei hoher Autofluoreszenz

D) starker Abfall der Autofluoreszenz

E) unterdriicktes Wachstum
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Abbildung 4.18: Hochaufgeldste Dosis-Wirkungs-Kurven von CuCl, auf Pyschrobacillus
psychrodurans UrPLO1 im Mikrofluidsegment nach 48 h Inkubation.
a) Kreise: Autofluoreszenzintensitdt mittels Mikrodurchflussfluorimeter.
Quadrate: Zelldichte mittels Mikrodurchflussphotometer.
b) Uberwachung des Sauerstoffverbrauchs in den Segmenten unter
Verwendung von Sauerstoff-Sensorpartikeln PtTPTBP (Diamanten) und
Bestimmung der  Fluoreszenzintensitit in  Abwesenheit der
Sensorpartikel (Sterne). c) Verhdltnisse von fluorimetrischen- zu
photometrischen Signalen.

Es konnte daraus geschlossen werden, dass ein erhohter Sauerstoffverbrauch bei
Psychrobacillus psychrodurans UrPLO1 im subletalen Bereich zwischen etwa 0,3 und 0,4 mM
Cu® auftrat und dieser mit der Zunahme der Autofluoreszenz korreliert (Abbildung 4.18c Zone
B). Bei einer Cu** Konzentration zwischen 0,4 und 0,55 mM wurde das Bakterienwachstum
signifikant reduziert, jedoch nicht vollstandig inhibiert. In diesem Bereich wurde der
Sauerstoffverbrauch ebenso stark reduziert, wobei die Autofluoreszenz pro Zelle auf einem
hohen Niveau blieb (Abbildung 4.18c Zone C). Letzteres deutete auf eine Stimulierung der
Produktion von fluoreszierenden Spezies durch die Bakterien in diesem Konzentrationsbereich
hin. Die Ergebnisse zeigten die Vorteile der Multiendpunkt-Analyse in der Kombination mit
hochaufgelostem Dosiswirkungsscreening.

Die vorausgegangenen Untersuchungen ergaben, dass die Ermittlung des Sauerstoffverbrauchs
in Mikrofluidsegmenten mittels Phosphoreszenz- Intensitdtsmessung unter Einsatz von
Sauerstoffsensorpartikeln erfolgreich realisierbar war. Im Vergleich zu anderen etablierten
optischen Sauerstoff-Erkennungssystemen bietet die Mikrofluidtechnik zur Uberwachung des
bakteriellen Wachstums und des toxikologischen Screenings mittels Sensorbeads ein
attraktives Verfahren mit Raum fiir Weiterentwicklungen. In naher Zukunft ware hier der
Einsatz eines miniaturisierten  Lumineszenz-Lebensdauer-basierten  Mikrodurchfluss-
fluorimeter fiir die pO,-Bestimmung denkbar.
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4.4 Toxizitatstests im Mikrofluidsegment an schwermetall-resistente
Streptomyceten

In diesem Kapitel wurden zuerst die Kultivierbarkeit Schwermetall-resistenter Bakterien in
Mikrofluidsegmenten untersucht. Nachfolgend wurden Toxizitatsscreenings durchgefiihrt und
die Ergebnisse mit Literaturreferenzen verglichen. AnschlieBend wurde die
Kombinationswirkung von Zink und Kupfer auf Streptomyceten untersucht.

4.4.1 Wachstumskinetik

Nach vorausgegangenen Kultivierungsexperimenten mit Bakterien in Mikrofluidsegmenten von
Martin et al. [129], konnten die Streptomyceten-Stamme Str. acidiscabies E13 und Str. tendae
F4 erfolgreich im Mikrofluidsegment kultiviert werden. Ein Wachstum wurde 22 h nach Beginn
der Inkubation (28 C) und ein weiterer Anstieg des Wachstums nach 45 h beobachtet. Die
Anzahl der Sporen pro Segment wurde variiert, um den Effekt der Myzel-Entwicklung auf das
Fluoreszenzsignal zu Uberprifen. Beide Staimme zeigten die erwartete Zunahme der
Fluoreszenzintensitat mit zunehmender Anzahl in einem Bereich zwischen 10 und etwa 1.000
Sporen/ul, entsprechend etwa 5-500 Sporen pro Segment (Abbildung 4.19). Die Experimente
bestatigten die Kultivierbarkeit der beiden metalltoleranten Stamme in den
Mikrofluidsegmenten.  Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass mittels
Mikrodurchflussfluorimeter eine Schatzung der Gesamtzellzahl bzw. Entwicklung der
Filamente wahrend der Wachstumsphase von Str. acidiscabies E13 und Str. tendae F4
innerhalb eines Segments moglich ist.
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Abbildung 4.19: Fluorimetrisches  Signal von einzelnen  Fluidsegmenten  mit

unterschiedlicher Anzahl von Sporen ermittelt durch in-situ-

Durchflussfluorimeter (Anreqgung: 455 nm und Emission 510 nm)
a) Str. acidiscabies E13, b) Str. tendae F4.
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4.4.2 Hochaufgeldoste Dosis-Wirkungsbeziehung fiir Cu?* und Zn2+ lonen am
Str. acidiscabies E13 und Str. tendae F4

Schwermetalle liegen im Boden entweder komplexiert oder ionisch vor [209]. Viele
Schwermetalle (Zn, Fe, Co, Ni, Mo, Cu etc.) sind essentielle Spurenelemente fir Lebewesen
und Schwermetall-lonen erlauben der Zelle eine Vielzahl komplexer chemischer,
enzymatischer Reaktionen. Um die kontinuierliche Versorgung mit essentiellen
Schwermetallen in physiologischen Konzentrationen zu gewahrleisten haben die Organismen
ein komplexes, homoostatisches Netzwerk entwickelt. Hier wurde die toxische Wirkung von
Cu-lonen und Zn-lonen auf Str. acidiscabies E13 und Str. tendae mit dem Verfahren der
kontinuierlichen Segmenterzeugung untersucht.

Zink spielt eine wichtige Rolle als Metall-Cofaktor u.a. in der Carboanhydrase,
Carboxypeptidasen und Alkohol-Dehydrogenase aufgrund seiner hohen Ladungsdichte und der
damit verbundenen Fahigkeit zur Katalyse nukleophiler Reaktionen [210]. Daneben sind Zn*'-
lonen Bestandteil von Transkriptionsfaktoren, DNA- und RNA-Polymerasen, ribosomalen sowie
Lipid-bindenden Proteinen [211]. Cu**-lonen katalysieren Elektronentransferreaktionen u. a. in
der Atmungskette. Dabei dient Cu®* als Elektronendonator und ist in der Lage, O, direkt zu
binden und anschlieBend zu H,0 zu reduzieren. Cu-Enzyme wie z.B. die Superoxid-Dismutase
sind an der Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) beteiligt [212]. Neben den
beschriebenen essentiellen Funktionen sind die beiden Schwermetalle fiir die Organismen ab
einer bestimmten Konzentration toxisch.
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Abbildung 4.20: Hochaufgeldste Dosis-Wirkungs-Kurven fiir ZnSO, am a) S. acidiscabies
E13 und b)S.tendae F4 kultiviert in Mikrofluidsegmentsequenzen.
Kreise: Messung nach 54 h Inkubationszeit; Quadrate: nach 66 h/93 h
Inkubationszeit.

Im Falle von Str. acidiscabies E13 auf Zinksulfat wurde ein scharfer Ubergang zwischen
Wachstum und Wachstumshemmung nach einer Inkubationszeit von 54 h festgestellt
(Abbildung 4.20a). Kein Wachstum wurde oberhalb einer Zinksulfat-Konzentration von 14 mM
beobachtet. Die erhaltene, hochaufgeloste Dosis-Wirkungs-Antwort der Autofluoreszenz wies
ein signifikantes Wachstum in allen Segmenten, bis hin zu einer Zink-Konzentration von 12 mM
auf. Nach 54 h Inkubationszeit wurde ein ECso-Wert von 13,4 mM ermittelt (Abbildung 4.20a
Kreis). In einem zweiten Versuchslauf mit etwa 250 Fluidsegmenten wurde eine mittlere
effektive Konzentration von 9,13 mM nach 66 h Inkubationszeit gefunden (Abbildung 4.20a
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Quadrat). In diesem Experiment zeigte die Autofluoreszenz bis zu dreifach hohere Werte bei
einer ZnSO,;-Konzentration unterhalb von 7,5 mM. Die im Mikrofluidsegment ermittelten
Werte stimmen gréBenordnungsmaBig liberein mit den Ergebnissen von konventionellen
Testmethoden (10 mM Toleranz fiir Zn am Str. acidiscabies E13) [213].

Str. tendae F4 zeigte ein &hnliches, aber nicht identisches Wachstumsverhalten. Die
hochaufgel6ste Dosis-Wirkungs-Beziehung ergab EC;-Werte von etwa 10 mM fiir eine

Kultivierungszeit von 54 h (Abbildung 4.20b Kreis) und etwa 8 mM fiir eine Kultivierungszeit
von 93 h (Abbildung 4.20b, Quadrat). Erneut wurde eine minimale Verringerung der Toleranz
gegeniber Zinksulfat mit zunehmender Kultivierungszeit beobachtet. Die
Autofluoreszenzintensitat wuchs auf etwa 250% fiir 94 h der Kultivierung im Vergleich zu 54 h.
Im Gegensatz zu Str. acidiscabies E13, zeigte Str. tendae F4 einen ausgepragten
Stimulationseffekt bei subletalen Dosen von Zinksulfat. Die hohe Auflésung ergab einen
extrem scharfen Ubergang zwischen hoher Stimulation und vollstindiger Unterdriickung bei
einer ZnSO, Konzentrationen von 9 mM.

Viel niedrigere Metalltoleranzen wurden mit beiden Stammen beim Einsatz von CuSO,
nachgewiesen. In der hochaufgel6sten Dosis-Wirkungs-Beziehung wurden drei verschiedene
Antwortverhalten in Bezug auf unterschiedliche Konzentrationsbereiche gefunden. Im Falle
von Str. acidiscabies E13 wurde fiir geringere CuSO,-Konzentrationen von bis zu 0,25 mM keine
Hemmung des Wachstums in Bezug auf die Positivkontrolle gefunden. Bei einer
Kultivierungszeit von 40 h zeigte sich eine kontinuierliche Zunahme der Inhibierung des
Wachstums fiir CuSO,-Konzentrationen groBer als 0,25 mM, wobei es ab einer CuSO,-
Konzentration von 1,25 mM zur totalen Hemmung kam (Abbildung 4.21a Kreis). Mit einer
Inkubationszeit von 66 h wurde ein stark erhohtes Wachstum bis zu einer CuSO,-Konzentration
von 0,25 mM beobachtet. In diesem Fall war die Autofluoreszenzintensitdat mehr als finfmal
hoher als die Autofluoreszenzintensitat nach 40 h Kultivierungsdauer. Es konnte ein extrem
scharfer Ubergang zwischen hoher Stimulation und moderatem Wachstum um 0,25 mM
CuS0O,-Konzentrationen verzeichnet werden. Bei Konzentrationen oberhalb von 1,3 mM CuSO,
trat eine starke Hemmwirkung bei Str. acidiscabies E13 auf.

Ein &hnliches Verhalten wurde fir die Reaktion von Str.tendae F4 auf Kupfersulfat
nachgewiesen. Ein steiler Ubergang zwischen normalem- und moderatem Wachstum wurde
bei 0,5 mM Cu®" nach einer Kultivierungszeit von 54 h (Abbildung 4.21b Kreis) gefunden. Eine
vollstandige Unterdriickung des Wachstums erfolgte oberhalb von 1,25 mM CuSO,. Ein
weiterer Anstieg der Autofluoreszenzintensitdt wurde bei subletalen Dosen von CuSO, (O-
0,7 mM) mit einer langeren Inkubationszeit von 93 h beobachtet (Abbildung 4.21b Quadrat).

Die mikrofluidische Untersuchung von Str. acidiscabies E13 und Str. tendae F4 bestatigte die
héhere Toleranz gegen Zink im Vergleich zu Kupfer. In der Okotoxikologie ist bereits bekannt,
dass Zink weniger toxisch ist im Vergleich zu anderen Metallen wie beispielsweise Nickel oder
Kupfer. Die Metallresistenzprofile unterscheiden sich zwischen den beiden Bakterienstammen.
Wahrend sich Str. acidiscabies E13 als Multi-Metall-resistent mit der hochsten Toleranz
gegenliber Nickel prasentierte, tolerierte Str. tendae F4 besonders das Cadmium, wahrend
andere Metalle nur innerhalb begrenzter Konzentrationsbereiche toleriert wurden [213].
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Abbildung 4.21: Hochaufgeloste Dosis-Wirkungs-Kurven von a) Str. acidiscabies E13
und b)Str.tendae F4 gegen CuSO, bei Kultivierung in
Mikrofluidsegmentsequenzen.  Kreise:  Messung nach  40/54 h
Inkubationszeit; Quadrate: nach 66/93 h Inkubationszeit.

Wahrend Zink essentiell fiir viele verschiedene Enzyme ist (z.B. Superoxiddismutase), ist Kupfer
nur fur die Funktion von einer begrenzten Anzahl von Enzymen notwendig. Dies fiihrt zu einer
hoheren  Empfindlichkeit und einem weniger entwickelten Homobostase und
Speichereigenschaft fir dieses Metall [214, 215]. Es wurde gezeigt, dass im Falle von Cu(ll) fur
beide Stamme ein reduziertes Wachstum bei den Kupferkonzentrationen zwischen 0,25-
1,25 mM auftritt. Dieses moderate Wachstum lag deutlich zwischen maximalem Wachstum bei
niedrigen Konzentrationen und der totalen Hemmung bei hoheren Metallkonzentrationen.
Durch die Erzeugung hochaufgel6ster Dosis-Wirkungs-Screening konnten die signifikanten und
steilen Uberginge zwischen normalem und reduziertem Wachstum visualisiert und somit
nachgewiesen werden.

4.4.3 Kombinationsscreenings binarer Gemische mit Str. tendae F4

Das zweidimensionale Screening-Experiment am Str. tendae F4 wurde mit einer
Inkubationszeit von 93 h durchgefiihrt. Hier wurde auch die héhere Zink-Toleranz (ca. 5-6 mM)
im Vergleich zu der Kupfer-Toleranz (ca. 0,7 mM) bestatigt.
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Abbildung 4.22: Kombinatorischer Effekt von CuSO, und ZnSO, auf Str. tendae F4 nach
einer Kultivierungszeit von 93 h.
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Die Experimente zeigten die stimulierende Wirkung von Zn bei subletalen Dosen. Das
zweidimensionale Isobologramm stellte das hochste Bakterienwachstum in der Nahe der
letalen Dosis von CuSO, in Kombination mit ZnSO, dar (Abbildung 4.22).

Die starke Steigerung des Bakterienwachstums in Anwesenheit beider Substanzen wurde
wieder fir ein eindimensionales, hochauflésendes Experiment bei 0, 0,25 und 0,5 mM CuSO,
mit kontinuierlich variierenden ZnSO,-Konzentrationen verifiziert. Ein moderates Wachstum
wurde in Abwesenheit und bei niedrigen ZnSO, Konzentrationen gefunden. Minimales
Wachstum wurde in den Bereichen zwischen 1,5 mM und 3,5 mM ZnSO,-Konzentrationen
beobachtet. Im Gegensatz dazu wurde eine hohere Autofluoreszenzintensitdt aus allen
Segmenten, zwischen 4 mM und 6 mM ZnSO, gemessen (Abbildung 4.23). Dieser starke
Anstieg der Autofluoreszenz von bakteriellen Kulturen spiegelte die starke Stimulierung des
Wachstums oder eine stark erhéhte Produktion von fluoreszierten Stoffen bei einer subletalen
Dosis von Zinksulfat in Gegenwart von Kupfer wider.

- 0,75 - Str. tendae F4_93h
®
_:;n- —=—  0mM CuSO‘
< 0,60 - —®—0,25 mM CuSO,
c —A— 0,50 mM CuSO,
S 0,45-
)
N
o
s 0,30 -
=
S
s 0,15
=
0,00 -

. . . — .
0 3 6 9 12 15 18
ZnSO, [mM]

Abbildung 4.23: Hochaufgeldste eindimensionale Dosis-Wirkungs-Kurven fiir ZnSO, bei
konstanter CuSO,-Konzentration von 0, 0,25 und 0,5 mM.

Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die Wirkung von mehr giftigem Schwermetall durch
Co-Inkubation mit niedrigen, subletalen Konzentrationen von weniger toxischem Schwermetall
kompensiert wurde. Die Ursache dafiir konnte entweder bei der Induktion von
SchutzmaBnahmen wie Metallothionein und Metallohistins [216, 217] liegen, oder bei anderen
Moglichkeiten wie z.B. Efflux-Systemen um die Schwermetall-Homoostase aufrecht zu erhalten
[218]. Auf der anderen Seite kénnten sich hinter diesem Phanomen die freien Kapazititen
eines Transporters flr Zink verbergen, welcher die Abgabe der Kupfer-lonen aufgrund der
nicht ausreichenden Mengen an der praferierter Substanz wie beispielsweise Zink-lonen nach
aulen ermoglichte.

Das intensive Bakterienwachstum bei optimalen subletalen Konzentrationen beider
eingesetzter Metallionen kann in zukilinftigen Studien genutzt werden, um optimale
Wachstumsbedingungen in den biologischen Sanierungsansatzen zu erzielen.
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4.5 Toxizitatstests im Mikrofluidsegment mit Umweltorganismus
Chlorella vulgaris

4.5.1 Einzelwirkungsscreening

Mit dem Verfahren der kontinuierlichen Segmenterzeugung konnten hochaufgeloste und gut
reproduzierbare Dosis-Wirkungs-Beziehungen fir die Testsubstanzen Atrazin, Alachlor, CuCl,,
Metallnanopartikeln an Chlorella vulgaris gefunden werden.

Herbizide wurden in der Landwirtschaft weltweit eingesetzt. Somit gelangen die meisten
Riickstande ins Oberflaichengewasser. Die daraus resultierenden negativen Auswirkungen in
den Flissen und Seen sind ein globales Problem [219]. Algen sind besonders anfillige
aquatische Organismen fiir Herbizidverschmutzung im Wasser. Daher stehen fir die
nachfolgenden Experimente die zwei weitverbreiteten Herbizide Atrazin und Alachlor im Fokus.

Atrazin ist ein Triazinherbizid und verhindert die Photosynthese von Pflanzen indem es sich mit
der Qg-Bindenische des D1-Proteins (Herbizidbindeprotein) im Photosystem Il bindet [194]. Fir
Atrazin wurde ein ECso-Wert von 0,55 pg/ml im Mikrofluidsegment ermittelt (Abbildung 4.24a).
Eine groRe Anzahl von Studien haben die Atrazin-Toxizitat auf SGURwasseralgen untersucht [194,
220-223]. Fairchild et al. haben einen ECso-Wert von ca. 0,1 pg/ml ermittelt, bei der Inkubation
von C. vulgaris 96 h mit Atrazin [194]. Von Stratton et al. wies ein ECso-Wert zwischen 0,2-
1 mg/l von Atrazin fiir verschiedene Typen von Griinalgen nach 14-tdgiger Inkubation nach
[195], welche in Ubereinstimmung mit dem im Mikrofluidsegment ermittelten Wert steht.

Alachlor zahlt zur Klasse der Acetanilidherbizide. Obwohl die Wirkweise von
Acetanilidherbiziden noch nicht vollstindig aufgeklart ist, greifen die Acetanilidherbiziden
offensichtlich in verschiedene physiologische Prozesse wie die Biosynthese von Lipiden,
Proteinen und Flavonoide ein [194]. Fir Alachlor wurde ein ECs;-Wert von ca. 5 mg/l im
Segment ermittelt (Abbildung 4.24b). In Yang et al. wurde ein ECso-Wert von 5,54 mg/| von
Alachlor flir C. vulgaris nach einer Inkubationsdauer von 96 h gefunden [196]. Auch hier
stimmten die Effektkonzentrationen mit denen aus den Versuchen in Segmenten nahezu
Uberein.

Kupfer wird als Metall, in Legierungen, in Farben und als Pflanzenschutzmittel eingesetzt und
es wirkt besonderes auf Algen toxisch. Die Toxizitdt von Cu®-lonen zu C. vulgaris wurde von
vielen Studien untersucht [224-226]. Kupfer ist ein redox-aktives Ubergangsmetall, welches bei
Defizit zu Mangelserscheinungen und in zu hohen Konzentrationen zur Zellschadigung fihren
kann. Die Toxizitat von Kupfer liegt vor allem in seiner Fahigkeit aus den wenigen reaktiven
Sauerstoffspezies (Abk. ROS, engl. reactive oxygen species), die wahrend der oxidativen
Phosphorylierung entstehen, die Bildung des hochreaktiven Hydroxylradikals zu begiinstigen
[226, 227]. Der ECso-Wert fur CuCl, wurde aus den Versuchen in Mikrofluidsegmenten mit
40 mg/l ermittelt (Abbildung 4.24c) [130]. Die fir diese Arbeit im Mikrofluidsegment
ermittelten ECso-Werte lagen in der Ndhe der ECs;-Werte die in den oOkologischen
Standardtests ermittelt wurden (7 pg/ml)*.

1 Informationssystem fiir Okotoxikologie und Umweltqualitatsziele (ETOX Deutschland).
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Abbildung 4.24: In Mikrofluidsegmenten ermittelte Dosis-Wirkungsbeziehung fiir drei
verschiedene Testsubstanzen am Chlorella vulgaris nach drei Tagen
Inkubationszeit. a) Effekte von Atrazin, b) Effekte von Alachlor,
c) Effekte von CuCl,

Die Herstellung von Nanopartikeln gilt als eine Schlisseltechnologie des 21. Jahrhunderts. Die
Anwendungsgebiete sind sehr breit gefachert. Dabei finden Nanopartikel Verwendung in der
Pharma- und Kosmetikindustrie, in der Optoelektronik oder der Biomedizin. Auch im Alltag
finden sich zahlreiche Anwendungen von Nanomaterialien wieder, wie beispielsweise Zinkoxid
als UV-Schutz in Farben, Titandioxid als Sonnenschutzmittel™, Nanosilber als antimikrobieller
Zusatz in Textilien und Lebensmittelverpackungen'®, Siliziumdioxid in Lebensmitteln als
Rieselhilfe E551" sowie in Autoreifen als Fullstoff zur Reduktion des Rollwiderstandes®®,
Carbon Nanotubes in Tennisschldgern usw.'. Diese Materialien wurden in groBen Mengen
industriell hergestellt und gelangen somit auch in unser Okosystem. Mit den besonderen
physikalisch-chemischen  Eigenschaften von  Nanomaterialien koénnen verdnderte

'® Zinkoxid DaNa 2012, http://www.zentrum-der-gesundheit.de/pdf/sonnencreme-risiko-ia_08.pdf

'® Nanosilber BfR 2010
http://www.bfr.bund.de/de/presseinformation/2010/08/nanosilber_gehoert_nicht_in_lebensmittel _t
extilien_und_kosmetika-50963.html

v Siliziumdioxid, 2010, http://www.zusatzstoffe-online.de/zusatzstoffe/235.e551_siliciumdioxid.html

18 Siliziumdioxid, DaNa 2010, www.nanopartikel.info/nanoinfo/materialien/siliziumdioxid/materialinfo-
siliziumdioxid
19 carbon Nanotubes NNIN, 2006, http://www.nnin.org/sites/default/files/files/NNIN1014.pdf
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toxikologische Eigenschaften und somit besondere Gesundheitsgefahren verbunden sein. So
kénnte es, bedingt durch deren nanoskalige GroBe, moglich sein, dass sie besser in den
Organismus aufgenommen werden kdnnen. Es konnten zahlreiche Referenzen in der Literatur
zum Thema Silbernanopartikel (Abk: AgNP)-Toxizitatstests an Algen gefunden werden [191-
193, 228-231]. Jedoch waren die Wirkung und das Verhalten von Silber- und
Goldnanopartikeln (AuNP) in Kombination mit Atrazin auf Chlorella vulgaris zum Zeitpunkt
dieser Dissertation nicht erforscht. Deshalb ist die Motivation besonders groR die
Kombinationswirkung von Nanopartikeln auf den Umweltorganismus C. vulgaris zu
untersuchen.

Das Herstellungsprotokoll® von AuNP und AgNP ist im Anhang 7.4.1und 7.4.2 aufgelistet. Bei
der Herstellung der Silbernanopartikel wurden 0,1% Tween 20 hinzugefiigt. Dadurch wurde die
Aggregationen von AgNP mit der Zeit hemmt. Die GréRenverteilung der Metallnanopartikel
wurde durch eine DCS-Messung ermittelt und ist im Anhang 7.4.3 dargestellt. Die
PartikelgroBen mit dem hoéchsten Masseanteil waren bei 6,7 nm fir Silbernanopartikel und 5,2
nm fir Goldnanopartikel. Die PartikelgroBe mit dem grofRten Massenanteil wurde fiir die
Konzentrationsberechnung (bezogen auf Ag-Atome) der Stammldsungen von Nanopartikeln
eingesetzt (siehe Anhang 7.4.4).

Die Interaktionen zwischen Bold’s Basal Medium (BBM, siehe Tabelle 3.2) und Nanopartikeln
ohne Anwesenheit von C. vulgaris wurden zuerst untersucht. Eine kolloidale Lésung mit AgNP
(Partikeldurchmesser 6,7 nm) weist ein Absorptionsmaximum bei 410 nm auf und besitzt ein
schmales Band, das durch die typische Plasmonenabsorption der Metallnanopartikel
verursacht wurde. Unsere friihere Arbeit von A. Funfak zeigte, dass die AgNP sich in
Ndahrmedium schnell aggregieren [27]. Deshalb wurden bei der AgNP-Synthese Tenside
hinzugefiigt (0,1% Tween 20). Die in Abbildung 4.25 dargestellte Dosis-Wirkungs-Kurve deutete
darauf hin, dass bis zu einer Tween 20-Konzentration von 0,6% keine Hemmwirkung an der
C. vulgaris auftrat (Abbildung 4.25).

10+
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Abbildung 4.25: Dosis-Wirkungsbeziehung von Tween 20 nach 66 h Kultivierung von
C. vulgaris im Segment.

20 Nanopartikel Herstellungsvorlage von A. Knauer, FG Physikalische Chemie/MRT, TU limenau
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Das UV/VIS Absorptionsspektrum bestatigte die Langzeitstabilitat von AgNP mit Tween 20 im
BBM-Medium (Abbildung 4.26a).
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Abbildung 4.26: UV/VIS Absorptionsspektrum von a) AgNP in BBM Medium. b) AuNP in
BBM Medium wdéhrend der Inkubation fiir 0-72 h bei 25 °C.

Das Absorptionsmaximum lag bei der kolloidalen Loésung mit AuNP (Partikeldurchmesser
5,2nm) bei 530 nm. Die Absorptionsbande der AuNP-LOosung zeigte einen Abfall der
Absorption nach 24 h und einen minimalen Anstieg nach 48 und 72 h Inkubationszeit im BBM-
Medium. Es konnte aber keine Verschiebung des Absorptionsmaximums beobachtet werden
(Abbildung 4.26b).

Die Untersuchungen zeigten, dass die Mischung von AgNP mit dem BBM-Medium keine
GroBenanderung der Partikel hervorruft, wahrend bei einer Mischung von AuNP mit dem
BBM-Medium der umgekehrte Fall eintrat.

Weiterhin wurden die maximalen Konzentrationen von Testsubstanzen (AgNP, AuNP und
Atrazin) mit dem BBM-Medium gemischt und es wurde nach 24, 48 und 72 h der pH-Wert
ermittelt. Es konnten aber keine starken pH-Wertdnderungen im BBM-Medium fir die
Nanopartikel sowie Atrazin gefunden werden. Die Ergebnisse lagen zwischen pH 7 und pH 7,2.

Die Einzelwirkung der AuNP wurde an C. vulgaris getestet. Gold ist ein hohe Leitfahigkeit-
besitzendes Metall mit sehr hoher Elektronegativitdt (2,54). Gold wird von gewdhnlichen
Sauren nicht angegriffen und ist resistent gegen Rost, Korrosion, Zersetzung und wurde in der
Literatur oft als biokompatibel angesehen. Es konnten nur wenige Studien Uber die
Toxizitatstests von AuNP auf Algen gefunden werden [190]. Hartmann et al. berichtet einen
ECso-Wert von 38 mg/l von AuNP (Partikeldruchmesser: 25nm) auf die Algen
Pseudokirchneriella subcapitata nach 72 h Inkubation.

Die hochaufgeltste Dosis-Wirkungskurve von AuNP ist in Abbildung 4.27a dargestellt. Das
Screening der kolloidalen Lésung von Goldnanopartikeln mit einem Partikeldurchmesser von
5,2 nm zeigte eine untoxische Wirkung auf die Autofluoreszenz von C. vulgaris fir die im
Versuch eingesetzten Partikelkonzentrationen bis zu 3 nM.

Einzelwirkungsscreenings an Nanopartikeln aus metallischem Silber bei einer mittleren GroRRe
von 6,7 nm zeigten einen scharfen Ubergang zwischen dem maximalen Wachstum (0-0,45 nM
AgNP-Konzentration) und der totalen Inhibition der C. vulgaris bereits ab einer Konzentration
von 0,5 nM Silberionen (Abbildung 4.27b). Die Photosynthese bei Algen wurde durch AgNP
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gehemmt. Als Hauptursache fir die AgNP-Toxizitdt wird das Freisetzen von Silberionen
benannt, welche durch die Zellmembran diffundieren kénnen und dort fir die Bildung von ROS
verantwortlich sind [229].

In der Literatur konnten sehr unterschiedliche ECs-Werte fir die Wirkung von AgNP auf
Chlorella vulgaris gefunden werden. Oukarroum et al. konnte einen ECs-Wert von 5 mg/| mit
AgNP (50 nm) auf C. vulgaris nachweisen [229]. Matzke et al. zeigte, dass beim Algen-Test
AgNO; (Effekte >150 nM) toxischer wirken als AgNP (20 nm)(Effekte >300 nM) [232].
Navarroetal. hat die Auswirkungen von AgNP (25nm) und AgNO; auf die Alge
Chlamydomonas reinhardtii untersucht und es konnte eine héhere Toxizitat der AgNP als die
der Silberionen nachgewiesen werden [233]. Unsere friiheren Untersuchungen an zwei
verschiedenen Silbernanopartikel mit adhnlichem Durchmesser (ca. 20 nm) zeigten groRe
Wirkungsunterschiede zwischen beiden Partikeln auf E. coli, der Partikel _braun (EC5,=0,09 pM)
wirkt auf E. coli 255-fach mehr toxische als der Partikel_gelb (EC5,=23 pM) [165].

Der Grund fir die groRe Differenz lag sehr wahrscheinlich an der unterschiedlichen
Partikelherstellung, den PartikelgroRen, -formen und Agglomerationsarten sowie den
spezifischen Oberflachen der Partikel. Weiterhin zeigte eine aktuelle Studien von Sorensen und
Baun, dass das Ergebnis des Algentoxizitatstests von AgNP nicht nur von der Versuchsdauer,
sondern auch von dem Zeitpunkt der Zugabe des AgNP in das Testmedium abhangig ist. Daher
sollte in der Zukunft ein Protokoll fiir die Okotoxizititstests entwickelt werden, das auch die
Zeitabhangigkeit berlcksichtigt [234].
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Abbildung 4.27: Dosis-Wirkungs-Beziehung von Silbernanopartikel und

Goldnanopartikel auf die Stoffwechselaktivitidt von C. vulgaris nach
76 h Kultivierung im Segment. a) Dosis-Wirkungskurve von AgNP,
b) Dosis-Wirkungskurve von AuNP (Konzentration bezogen auf Ag-
Atome).

In dem nachfolgenden Abschnitt werden die Ergebnisse zur Untersuchungen der
Kombinationswirkungen der bindaren Gemische von Au-Nanopartikeln mit Atrazin,
Ag-Nanopartikeln mit Atrazin und AgNP mit AuNP diskutiert. Die Wirkung sowohl von AuNP als
auch von AgNP ist komplex und noch nicht vollstandig aufgeklart. Das Ziel dieser Untersuchung
liegt darin, Aussagen liber die Interaktion von AgNP und AuNP mit Atrazin zu treffen und die
Wirkweisen untereinander zu vergleichen. Wirkmechanismen kdnnen bei diesen Versuchen
jedoch nicht aufgeklart werden.
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4.5.2 Bindre Gemische von Metallnanopartikeln und Atrazin

Fir die zweidimensionale Darstellung wurden Isobologramme eingesetzt. Die Isobole wurde
mit Hilfe der Origin-Software gewonnen und in Form einer Kontur-Farbabbildung dargestellt.
Fiir alle Isobole entspricht der rote Farbbereich einem groBen Wachstum bzw. hoher
Fluoreszenzintensitat der Organismen, wadhrend die dunkelblaue Farbung mit der totalen
Inhibierung in Verbindung zu bringen ist.

In Abbildung 4.28 ist die Dosis-Wirkungs-Beziehung des bindren Gemisches von Atrazin und
AuNP auf C. wvulgaris nach 76 h Kultivierung in Mikrofluidsegmenten dargestellt. Die
zweidimensionalen Screenings erlauben die simultane Bestimmung eines kompletten
Datensets an ECs-Werten flir Atrazin innerhalb des gesamten untersuchten
Konzentrationsbereiches der Goldnanopartikel. In den Isobologrammen konnte eine
unabhangige Wirkung bzw. keine Wechselwirkung beider Substanzen auf C. vulgaris
beobachtet werden. Die in der Einzeluntersuchung nicht toxisische wirkende AuNP zeigte bei
dem zweidimensionalen Screenings mit Atrazin den gleichen Effekt. Mit zunehmender AuNP-
Konzentration bis 1,25 nM wurde die Wirkung von Atrazin nicht beeinflusst, wobei die
Hemmung der C. vulgaris-Kultur nur von der Atrazin-Konzentration abhangig war.
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Abbildung 4.28: Dosis-Wirkungs-Beziehungen des bindren Gemisches AuNP und Atrazin
fiir den Parameter Autofluoreszenz einer in Mikrofluidsegmenten
kultivierten C. vulgaris-Kultur.

Die Ergebnisse des zweidimensionalen Screenings fiir das bindre Gemisch AuNP und AgNP
zeigten deutliche Wirkungsunterschiede zu den untersuchten AuNP in Kombination mit Atrazin.
Der Einsatz von Goldnanopartikeln flihrte zu einer starken Verringerung der kritischen AgNP-
Konzentrationen. Es konnte ein starker synergistischer Effekt flir die Kombination von AgNP
und AuNP gefunden werden (Abbildung 4.29). Das im Einzelwirkungsscreenings nicht toxisch
wirkende AuNP ist in Kombination mit AgNP sehr toxisch. Die Isobologramme zeigten eine
starke Reduzierung der letalen AuNP-Konzentration bei niedriger AgNP-Konzentration.
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Abbildung 4.29: 2D-Plot des bindren Gemisches AuNP und AgNP an der Griinalge
C. vulgaris kultiviert in Mikrofluidsegmenten.

Die ungleichmaRige Wellenform in der Abbildung 4.29 ist auf das nicht immer prazise
funktionierende Pumpensystem unter hohem Druck zuriickzufiihren, spielt aber bei der
Beurteilung der Kombinationswirkung keine groRe Rolle. Es deutete darauf hin, dass bei der
Segmentgenerierung und —speicherung eine weitere Entwicklung notig ist, um das Auftreten
von groferer Driicke zu vermeiden. Das Problem kdnnen z.B. mit einem automatischen
Schaltventil gelost werden, um bei groBer Segmentanzahl die Segmente im mehrere Spulen zu
verteilen.

Im Abbildung 4.30 ist das Ergebnis der Wirkung des bindren Gemisches Atrazin und AgNP auf
Chlorella vulgaris im Mikrosegment dargestellt. Eine Verringerung der Atrazin-Konzentration
von 1,2 mg/| auf 0,4 mg/l konnte bei einer Atrazin-Konzentration von 0,1 nM gefunden werden,
was weniger als 20% von der letalen Dosis an Silbernanopartikel entspricht. Hohere AgNP-
Konzentrationen (0,15 nM) flihrten zu einer weiteren Verringerung des Grenzwertes von
Atrazin auf 0,1 mg/l, was ca. 0,8% der letalen Dosis von reinem Atrazin entspricht. Die
Untersuchung zeigte eine starke Beeinflussung der toxischen Effekte von AgNP durch Atrazin
und umgekehrt eine Verstarkung der Effekte von Atrazin durch die kolloidale
Silbernanopartikelldsung. Die Isobolen deutete auf einen synergistischen Effekt bei den
binaren Gemischen hin.
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Abbildung 4.30: 2D-Plot des bindren Gemisches AgNP und Atrazin an der Griinalge

C. vulgaris kultiviert in Mikrofluidsegmenten.
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4.6 Kombinationsscreenings bindrer und terndrer Gemische im
Mikrofluidsegment am Modellorganismus E. coli

Antibiotika sind Naturstoffe, die z.B. von Bakterien zur ,Selbstverteidigung” gebildet werden.
Sie haben spezifische Angriffspunkte an den Zellstrukturen der Zielbakterien, wobei die
Zerstorung der Proteinbiosynthese von Zellen im Vordergrund steht. Antibiotika sind das
wichtigste Instrument zur Behandlung von bakteriellen Infektionskrankheiten bei Mensch und
Tier.

Die Wirkmechanismen beim Einsatz von Antibiotika sind gut untersucht, aber es gibt einen
Mangel an Informationen Uber die Interferenz zwischen verschiedenen antibakteriellen
Substanzen. Auch Medikamente wie Captopril und Lovastatin, der gegen Bluthochdruck
wirkende ACE-Hemmer und Cholesterin-senkende Arzneistoffe, finden vermehrt in der alteren
Generation ihren Einsatz und werden unter Umstanden auch gleichzeitig mit Antibiotika,
Coffein und/oder Alkohol eingenommen.

Coffein gehort zur Gruppe der Methylxanthine, die in der Natur weit verbreitet vorkommen. Es
ist ein wesentlicher Inhaltsstoff in Kaffee-, Tee-, Cola- und Energiegetranken. Somit zahlt das
Coffein zu der am haufigsten konsumierten pharmakologisch aktiven Substanz weltweit [235,
236]. Es konnten verschiedene pharmakologische Effekte fiir Coffein in zahlreichen Studien
beobachtet werden, wie beispielsweise die antagonistische Wirkung auf Adenosinrezeptoren
[237], die Stimulation der Muskelkontraktion [238], eine Hemmung der Phosphodiesterase
[239] und der Einfluss auf den Glukose-Metabolismus [240]. Auch eine Reihe von
Medikamenten—Coffein Wechselwirkungen wurden dokumentiert [241-244].

Die Wirkungen von Nahrungsmittelbestandteilen auf die Aktivitat von Wirkstoffen sind
insbesondere interessant im Falle von Antibiotika. Es ist von Interesse, wie die
Nahrungsmittelkomponenten die Wirkung von Antibiotika beeinflussen, die fir die
Behandlung von Infektionskrankheiten wichtig sind.

Fiir den Modellorganismus E. coli sind zum Zeitpunkt des Erscheinens dieser Arbeit keine
Studien bekannt, in welchen die Kombinationswirkung von Antibiotika, Alkohol, dem ACE-
Hemmer Captopril, dem CSE-Hemmer Lovastatin und Coffein untersucht wurden. Umso
dringlicher schien es fiir mich, diese Untersuchungen in meiner Arbeiten anzugehen.

Mit dieser Motivation wurden der Einfluss von Coffein, Alkohol, Captopril bzw. Lovastatin und
die Wirkung bestimmter Antibiotika auf das Darmbakterium E. coli untersucht. Als Vertreter
der Antibiotika wurden die Breitbandantibiotika Tetracyclin, Ampicillin und Chloramphenicol
ausgewahlt.
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4.6.1 Hochaufgeloste Dosis-Wirkungs-Beziehung auf einzelne Substanzen

In der Tabelle 4.2 sind Ubersichtsweise die durchgefiihrten Einzelwirkungsscreenings gelistet
und dazu die durch Photometer und Fluorimeter ermittelten effektiven Konzentrationen, bei
der 50% der Organismen innerhalb eines bestimmten Zeitraums einen Effekt zeigen. Wahrend
die fotometrischen Messungen eine Aussage zur Zelldichte liefern, welche sowohl lebende als
auch tote Bakterien umfasst, zeigt die Autofluoreszenz der Mikroorganismen deren
Stoffwechselaktivitdt an und ist folglich nur von der Anzahl lebender Zellen abhédngig. Da die
Autofluoreszenz mit dem Wachstum zunimmt, weist die endogene zelluldre Fluoreszenz eine
enge Verbindung zur Vitalitat der Bakterien auf. Tabelle 4.2 zeigte, dass die ECs,-Werte der
Autofluoreszenz mit den Werten der optischen Dichte libereinstimmen. Die ermittelten Werte
stehen auch in guter Ubereinstimmung mit den in der Literatur gefundenen GréRenordnungen.

Tabelle 4.2: Zusammenfassung der ermittelten ECs,-Werte fiir einzelne Substanzen
am E. coli kultiviert im Segment
ECso aus Mikrofluidsegmentmethode ECsoaus
Substanz Standardmethode
Autofluoreszenz Optische Dichte /Ref.

Chloramphenicol

3,10+0,07 ug/ml
2,05+0,03 pg/ml
3,31+0,08 pug/ml

2,04+0,04 mg/I
3,1620,03 mg/!

1,25 mg/I [245]
5 mg/l [246]
0,7 mg/l [164]

0,70+0,02 ug/ml

0,6610,01 mg/I

0,74 mg/| [245]

Ampicillin 1,33+0,01 pg/ml 1,35+0,03 mg/I
3 mg/l [164]
0,90+0,03 pg/ml 0,94+0,06 mg/I
1,3240,15 pg/ml 1,4210,05 mg/I 1-100 mg/| [247]
. 1,16+0,01 pg/ml 1,18+0,08 mg/! (28 E. coli-Stamme)
Tetracyclin
0,92+0,02 pg/ml 0,97+0,03 mg/I ca. 0,5 mg/I [248]
0,37+0,01 pg/ml ca. 0,22 mg/l [164]
Coffei 11,79+0,19 mM 10,40+£0,38 mM 10-20 mM [249]
offein
16,01+3,10 mM 14,6312,84 mM 7 mM [27]
2,2310,07% 2,7610,06%
Ethanol ca. 2% [250]
4,29+0,04% 3,051£0,03%
2,4-DNP 607+1,7 pM 601+2,1 uM ca. 500 pM [251]
Lovastatin Bis 0,5 g/l keine Bis 500 mg/| keine
Hemmung Hemmung
. Bis 1 g/l keine Bis 1.000 mg/|
Captopril Hemmung keine Hemmung

Weiterhin weisen alle gefundenen ECsy-Werte innerhalb einer Versuchsreihe viel kleinere
Standardabweichungen auf, als es bei herkdmmlichen Standardmethoden der Fall ist, was ein
grofler Vorteil der mikrofluidischen Segmentierung darstellt. Die Wiederholungsversuche
ergaben gute Reproduzierbarkeiten mit gewissen Abweichungen, welche mit hoher
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Wahrscheinlichkeit auf die natirlichen Schwankungen biologischer Systeme zurilickgefiihrt
werden kénnen.

Durch das Screening eines breiten Konzentrationsfelds konnten detaillierte Informationen tGber
die untersuchten toxikologischen Endpunkte gewonnen werden. Als Beispiel dazu sind zwei
Dosis-Wirkungskurven in Abbildung 4.31 visualisiert.
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Abbildung 4.31: Dosis-Wirkungskurven fiir die Autofluoreszenz von E. coli kultiviert im
Segment in Abhdngigkeit von der a) Chloramphenicol- und b) Coffein-
Konzentration.

Wihrend Coffein einen scharfen Ubergang zwischen starkem Wachstum und totaler Inhibition
prasentierte, zeigte das Chloramphenicol einen weichen Ubergang zwischen Wachstum und
Hemmung. Bei Chloramphenicol in subletalen Konzentrationen (0,5-1,0 ug/ml) konnte eine
starke Stimulation des E. coli-Wachstums oder Anstieg der Fluorophor-Produktion beobachtet
werden. Dieses bereits bekannte Phanomen ist auf die héhere Transkriptionsrate beteiligter
Gene fir die Enzymsynthese und die Reaktion auf die Fehlfunktion der transkriptionellen Co-
Repressoren durch die moderate Hemmung der Proteinsynthese zurilickzufiihren [252].
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4.6.2 Kombinationsscreenings binirer Gemische

In diesem Abschnitt wurde der Einfluss von Lovastatin auf Chloramphenicol (CMP) und Coffein
untersucht (Abbildung 4.32). Lovastatin gehort zur Wirkstoffgruppe der Statine und dient der
Senkung des Blutfettspiegels. Wie sich durch die Messungen herausstellte ist Lovastatin nicht
toxisch fir Bakterien, und es in hohen Konzentrationen bis 0,5 g/l das Wachstum der E. coli
nicht inhibiert (siehe Tabelle 4.2). Der ECsp-Wert fir CMP und Coffein im zweidimensionalen
Screening l3sst sich im hellgriinen Bereich ablesen und betrdgt demnach 2,5 pg/ml fir CMP
und 15 mM fir Coffein, was beinah identische EC5, Werte im Vergleich zu den Ergebnissen von
den Einzelwirkungsscreenings mit CMP (2-3 pg/ml) und Coffein (15-18 mM) ergab [198]. Fir
die Kombination von Lovastatin bis zu einer Konzentration von 125 ug/ml und CMP konnten
nahezu unabhédngige Wirkungen beider Substanzen bei der Tribungsmessung gefunden
werden (Abbildung 4.32a). Auch die Untersuchung mit Coffein zeigte ebenso eine unabhangige
Wirkung beider Substanzen (Abbildung 4.32b). Die hier gewonnenen Ergebnisse lieRen sich so
zusammenfassen, dass Lovastatin keinen Einfluss auf Chloramphenicol und Coffein fir das
Bakterium E. coli hatte.
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Abbildung 4.32: 2D-Plots binédrer Gemische fiir den Modellorganismus E. coli kultiviert in
Mikrofluidsegmenten. a) Chloramphenicol+Lovastatin: Isobolen fiir den
Parameter Wachstum (optische Dichte), b) Coffein+Lovastatin: Isobolen
fiir den Parameter Autofluoreszenz.

In Abbildung 4.33 sind die Isobologramme der Endpunkte Autofluoreszenz der binaren
Gemische Coffein mit Tetracyclin und Coffein mit CMP am E. coli dargestellt. Die
zweidimensionalen Screenings erlaubten die simultane Bestimmung eines kompletten
Datensets an ECs-Werten fiir Coffein innerhalb des gesamten untersuchten
Konzentrationsbereiches beider Antibiotika. Die Ergebnisse spiegelten eine subadditive
Wirkung von Coffein und Tetracyclin wider. AuRerdem wurde eine stimulierende Wirkung von
Coffein bei einer Konzentration von 5 bis 12 mM bei sub-letaler Tetracyclin-Konzentration
gefunden (Abbildung 4.33a). Bei geringen Tetracyclin-Konzentrationen von bis zu 0,6 pug/ml
wirkten die beiden Substanzen eher unabhangig.

Fiir den Fall Coffein und Chloramphenicol zeigte sich eine unabhangige Wirkung beider
Substanzen. Die stimulierende Wirkung von Coffein konnte hier nicht bestatigt werden. Im
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Gegensatz dazu wurde eine Stimulation bei einer Chloramphenicol-Konzentration von
1-2 ug/ml gefunden (Abbildung 4.33b).
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Abbildung 4.33: Dosis-Wirkungs-Beziehungen  bindrer =~ Gemische  verschiedener
Antibiotika und Coffein fiir die Konzentrationsabhdngigkeit der
Parameter Autofluoreszenz einer in Mikrofluidsegmenten 24 h
kultivierten E. coli-Kultur. a) Coffein+Tetracyclin,
b) Coffein+Chloramphenicol.

Fir die Untersuchung moglicher Effekte von Ethanol auf die Wirkung von Ampicillin wurde
letzteres mit einer Konzentration von 0-2,5pug/ml und Ethanol mit 0-5% eingesetzt
(Abbildung 4.34). Dabei konnte ein antagonistischer Effekt beobachtet werden. Somit wurde
durch die Zufuhr von EtOH dem Effekt von Ampicillin entgegengewirkt. Wie in Abbildung 4.34
dargestellt, konnte eine Verschiebung des ECs;-Wertes beobachtet werden. Der ECsy bei

Ampicillin ohne EtOH-Einfluss betrug 1,5 pg/ml und beim ECsy von Ampicillin mit 3% EtOH
2,0 pug/ml.
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Abbildung 4.34: Dosis-Wirkungs-Beziehungen des bindren Gemisches Ampicillin und
Ethanol
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Weiterhin wurde die Wechselwirkung zwischen dem Antibiotika Tetracyclin und
Chloramphenicol untersucht. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.35 dargestellt. Chloramphenicol
und Tetracyclin  sind  bakteriostatische  Antibiotika. = Chloramphenicol ist ein
Translationshemmer, wirkt blockierend auf die Knlpfung der Peptidbindung und wirkt somit
hemmend auf die Peptidyltransferaseaktivitat [253]. Tetracyclin verhindert die Anlagerung von
Aminoacyl-tRNA an die rRNA in der 30-S-Untereinheit des Bakterien-Ribosoms. Dadurch wird
die Translation und letztlich die Proteinbiosynthese gestoppt [254]. Die Ergebnisse spiegelten
ein anndhernd lineares (additives) Antwortverhalten des bindren Gemisches CMP und
Tetracyclin wider (Abbildung 4.35). Die Arbeite von Churskiet al. bestdtigte das additive
Verhalten von CMP und Tetracyclin am E. coli [164].
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Abbildung 4.35: Dosis-Wirkungs-Beziehungen von Chloramphenicol und Tetracyclin
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4.6.3 Kombinationsscreenings ternarer Gemische

In diesem Kapitel werden die Einsetzbarkeit des entwickelten mikrofluidischen Systems fiir
Untersuchung der Effekten von terndaren Gemischen anhand von drei Beispielen von 1) Coffein,
Chloramphenicol und 2,4-DNP, 2) Ampicillin, Chloramphenicol und Silbernanopartikeln, 3)
Coffein, Ampicillin und Captopril demonstriert.

Fiir das dreidimensionale Screening wurden die Konzentrationen aller drei Effektoren in sechs
Schritten (0,20, 40, 60, 80 und 100% der maximalen Konzentrationen) variiert. Die
Anwendbarkeit dieser Strategie wurde mit komplementarer Variation der Volumenstrome von
drei Farbstofflosungen, wie bereits im Kapitel 4.1.3 beschrieben, getestet. Die Abweichungen
des realen Wertes vom Erwartungswert in den dreidimensionalen Rdumen der
Konzentrationen waren durchgdngig kleiner als +5%. In diesem Abschnitt werden die
Ergebnisse von drei verschiedenen terndren Gemischen diskutiert. Die Auswertung der
Rohdaten erfolgte (ber angepasste LabView-Programme. Die Darstellung der
dreidimensionalen Diagramme wurde durch die Erzeugung mehrerer XYZ Matrizen (Origin)
ermoglicht und in mehreren Isobologrammen dargestellt.

Untersuchung der terndren Gemische von Coffein, Chloramphenicol und 2,4-
DNP

Die maximalen Konzentrationen von Chloramphenicol, Coffein und 2,4-DNP wurden auf
4 pg/ml, 20 mM und 1 mM eingestellt. In den Experimenten variiert die Konzentration von
DNP schnell (18 Zyklen), die Konzentration von Chloramphenicol variiert langsamer (3 Zyklen)
und die Konzentrationen des Coffeins wurde langsam in kontinuierlicher Weise gesteigert
(Abbildung 4.36a).

Das Bakterienwachstum und die endogene Autofluoreszenz in Abhangigkeit von verschiedenen
Mischungen von Effektoren sind in Abbildung 4.36b-c dargestellt. Jeder Datenpunkt zeigte die
Antwort des Zellwachstums (Abbildung 4.36b) und die Autofluoreszenz (Abbildung 4.36c) auf
die jeweilige Konzentrationskombination fiir eine in einem 500 nl-Segment kultivierte E. coli-
Population. GemaBR dem Ablaufprogramm ergaben sich starke Wachstums- sowie
Autofluoreszenz-hemmungen fiir das Gemisch mit der héchsten Konzentration von allen drei
Effektoren. Bei der Kombination zwischen der minimalen und maximalen Konzentration aller
Effektoren zeigte sich ein nicht-monotones Verhalten.

Im Allgemeinen wurde gezeigt, dass die beiden optischen Kandle dhnliche Informationen
liefern. Wie erwartet, wurde das Bakterienwachstum bei hohen Konzentrationen von
Chloramphenicol und DNP unterdriickt und ist bei hohen Konzentrationen von Coffein
reduziert. Die Erhohung der Coffein-Konzentration zeigte eine deutlichere Hemmung in der
Tribungsmessung als in der Fluoreszenzmessung.
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Abbildung 4.36: Terndres Gemisch mit DNP, Chloramphenicol und Coffein von E. coli
kultiviert im Mikrosegment a) LabView Programm zur Erzeugung von
dreidimensionalen Parameterfeldern durch stufenweise Anderung der
Zusammensetzungen (6 Stufen) von Chloramphenicol, Coffein und DNP
in einer Segmentsequenz mit ca. 1.100 Segmenten. b) Dosis-Wirkungs-
Beziehung des terndren Gemisches zum Wachstum. c) Reaktion auf
Autofluoreszenzintensitit mittels Mikrodurchflussfluorimeter.

In Abbildung 4.37 sind die Isobolen-Diagramme fiir die Kombinationswirkung von Coffein und
Chloramphenicol fir eine niedrige und eine hohe Konzentration von DNP gezeigt. Die
Autofluoreszenz und die optische Dichte lieferten nahezu die gleichen Ergebnisse in beiden

Fallen.

Die Isobolen-Diagramme reprasentierten den typischen Fall eines komplexen nicht-monotonen
Verhaltens: Die kritischen Dosen fiir eine Substanz wurden wesentlich durch die zweite
Substanz verschoben. Bei 20% DNP wurde eine starke Stimulation der bakteriellen Aktivitat bei
Chloramphenicol zwischen ca. 30% und 50% der maximalen Konzentrationen (Abbildung 4.37a
und b) gefunden. Bei 60% DNP, war ein geringes Zellwachstum bei niedrigeren
Konzentrationen von Coffein und Chloramphenicol nachweisbar. Das Wachstum wird bei
hohen Konzentrationen von einem Effektor oder von Kombinationen von Effektoren
vollstandig unterdriickt. Aber im Fall von moderaten Konzentrationen beider zusatzlicher
Effektoren wurde ein intensives Bakterienwachstum festgestellt (Abbildung 4.37c und d).
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Abbildung 4.37: Vergleich der Endpunktbestimmung zwischen optischer Dichte und

Fluoreszenzmessung. Isobologramme von Coffein und Chloramphenicol
fiir a) 20% DNP aus der Triibungsmessung nach 21 h E. coli-Kultivierung
im Segment. b) 20% DNP durch Fluoreszenzintensitéitsmessung c) 60%

DNP  durch  Triibungsmessung
Autofluoreszenzmessung.

und d)60%

DNP  durch

Eine detaillierte Darstellung der zelluldren Antwort auf die Variation der Konzentrationen von
unterschiedlichen Mischungen in einem vollstandigen dreidimensionalen Parameterfeld

konnte durch sechs Isobologramme visualisiert werden (Abbildung 4.38).
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Abbildung 4.38: Dosis-Wirkungs-Beziehungen der terndren Mischung von Coffein,
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Chloramphenicol und 2,4-DNP mit der Autofluoreszenzintensitdt nach
24 h E. coli-Kultivierung im Segment durch sechs Isobolen-Diagramme
dargestellt. a) ohne Chloramphenicol, b) 20%, c) 40%, d) 60% e) 80%
und f) 100% Chloramphenicol.
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Diese Diagramme zeigten sowohl die erwartete Unterdriickung von Bakterienwachstum bei
hohen Konzentrationen von DNP und Chloramphenicol als auch detaillierte Informationen
Uber die Verschiebung der letalen Dosis und eine Konzentrations-abhangige
Stimulationswirkung. Die nicht monotone Antwort von Bakterien auf Coffein bei erhéhten
Konzentrationen von DNP steht fiir Veranderungen der chemischen Wechselwirkungen oder
physiologische Mechanismen in den Zellen. Die Bildung der Aktivitatsgipfel, wie zum Beispiel
bei 40% (Abbildung 4.38c) und 60% (Abbildung 4.38d) Chloramphenicol in den Coffein- und
DNP-Isobologrammen, wies auf die Empfindlichkeit der kritischen Dosen gegenlber
kombinatorischen Effekten hin.
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Untersuchung von dreidimensionalen Konzentrationsfeldern fiir die Wirkstoffe
Ampicillin, Chloramphenicol und Metallnanopartikeln am Modellorganismus
E. coli

In letzten Jahren wurden verschiedene Studien zur Kombinationswirkung eines binaren
Gemisches von Silbernanopartikeln und verschiedenen Antibiotika publiziert [255-258]. Fayaz
et al. zeigten, dass AgNP eine wichtige Nanomedizin gegen multiresistente Bakterien ist. Die
antibakteriellen Aktivitdten von Kanamycin, Erythromycin, Chloramphenicol und Ampicillin
wurden in Kombination von AgNP sowohl auf gram-negative als auch auf gram-positive
Bakterienstamme erhoht. Einige Studien iber Wechselwirkung zwischen Antibiotika auf Algen
konnten auch gefunden werden [259, 260]. Aber die Effekte zwischen Antibiotika und AgNP
(terndres Gemisch) konnten nach besten Wissen nicht gefunden worden. Daraus erfolgte die
Zielsetzung dieses Experimentes darauf, Aussagen Uber die Interaktion von Silbernanopartikeln
mit Chloramphenicol und Ampicillin zu treffen.

Fir die Untersuchung der Kombinationswirkung von Ampicillin, Chloramphenicol und
Silbernanopartikeln (Durchmesser: 43 nm) wurde ein &ahnlicher wie in Abbildung 4.36a
dargestellter Pumpenverlauf flir das Screening von drei Wirkstoffen mit 20%
Konzentrationsabstufungen, aber mit einem 4 s Gap zwischen jeder Komposition, verwendet.
Die Flussrate des Tragermediums PP9 wurde bei 40 pl/min und die gesamte Flussrate aller drei
Effektoren und Nahmedium wurde auf 5 pl/min gehalten. Die Flussrate der Zellsuspension
(Inokulum: 10° Zellen/ml) betrug 5 pl/min. Insgesamt betrug die Flussrate 50 pl/min. Es wurde
eine Segmentreihe von ca. 1.200 Segmenten erzeugt. Daflir wurden 216 Komposition a 5-6
Segmenten erzeugt. Die GrofRe der erzeugten Segmente lag bei ca. 600 nl und somit ergab sich
eine durchschnittliche Anfangszelldichte von ca. 600 Zellen pro Segment.

Die Adressierung von 216 (6°=216) Konzentrationspunkten in einem dreidimensionalen
Konzentrationsraum wurde analog den vorausgegangenen Experimenten mit den Farbstoffen
durchgefiihrt (Kapitel 4.1.3). Der Effekt auf Bakterien in Segmenten nach einer Inkubationszeit
von 24 h wurde in Abbildung 4.39 als dreidimensionales Diagramm und in Abbildung 4.40 in
sechs Isobolen dargestellt. Abbildung 4.39 beinhaltete sechs Kurven, die die Autofluoreszenz
der E. coli zu jeweils unterschiedlichen Chloramphenicol Konzentrationen darstellte.

Die maximale Konzentration von  Chloramphenicol betrug  2,5pug/ml.  Die
Konzentrationsvariationen von Ampicillin und Silbernanopartikeln wurden in den letzten
beiden Kurven visualisiert (Abbildung 4.39). Die maximale Konzentration lag bei Ampicillin bei
5 pg/ml und bei Silbernanopartikeln bei 0,5 pg/ml. Die Abbildung 4.39 verdeutlichte das starke
Bakterienwachstum mit 20% und 40% der maximalen Konzentration von Chloramphenicol bei
niedriger Ampicillin-Konzentration. Eine Steigerung der Ampicillin-Konzentration lieR den
Wachstums-stimulierenden Effekt von Chloramphenicol verschwinden. Der Grund hierfir
kénnte in den unterschiedlichen Wirkmechanismen der zwei Antibiotika liegen. Die Erh6hung
der Silbernanopartikel-Konzentration bei 20% Chloramphenicol reduzierte ebenfalls den
stimulierenden Effekt von Chloramphenicol und potenziert den Effekt von Ampicillin. Diese
Potenzierung konnte auf die bakterizide Wirkung der Ag-Nanopartikel auf E. coli
zuriickzufihren. Dieselbe Effekte (Potenzierung der bakteriziden Wirkung durch AgNP) wurden
auch von Fayaz et al. (2010), Allahverdiyev et al. (2011) und Kora et al. (2013) bestatigt [256-
258].
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Abbildung 4.39: 3D-Plot des terndren Gemisches Ampicillin, Chloramphenicol und
Silbernanopartikeln fiir den Parameter Autofluoreszenz nach 24 h
E. coli-Kultivierung im Nanolitersegment

Die isobolographische Abbildung 4.40a visualisierte die komplexe Wirkung zwischen
Stimulation und Toxizitdit von Chloramphenicol und Ampicillin ohne den Einfluss von
Silbernanopartikeln. Im Fall von Ampicillin wurde eine Endkonzentration von 5 pg/ml selektiert,
welche vor dem ECs;-Wert von 5,6 ug/ml lag. Die Stimulation des Wachstums bei einer
subletalen Dosis von Chloramphenicol hiangte von der Ampicillin Konzentration ab. Die groRte
Stimulation wurde bei einer Chloramphenicol-Konzentration von 1 pg/ml und ohne Ampicillin
gefunden. Das Wachstum nahm mit steigender Ampicillin-Konzentration ab. Bei einer
subletalen Dosis von Ampicillin fand durch Chloramphenicol keine stimulierende Wirkung statt.
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Abbildung 4.40: Dosis-Wirkungs-Beziehungen des terndren Gemisches bestehen aus
Ampicillin,  Chloramphenicol und  Ag-Nanopartikeln  fiir  die
Konzentrationsabhdngigkeit der Parameter Autofluoreszenz einer in
Mikrofluidsegmenten 24 h kultivierten E. coli-Kultur a) 2D-Plot des
bindren Gemisches Ampicillin und Chloramphenicol, b)-f) 2D-Plot von
Ampicillin und Chloramphenicol in Abhéngigkeit der zunehmenden Ag-
Nanopartikel Konzentration.
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Untersuchung der terndren Mischung von Coffein, Ampicillin und Captopril

Fir die Untersuchung der Kombinationswirkung von Coffein und Ampicillin bei der
Anwesenheit von Captopril wurde der in Abbildung 4.41 dargestellte Pumpenverlauf fir das
Screening von terndren Gemischen mit 20% Konzentrationsabstufungen und daraus
resultierten 216 Kombinationen, verwendet. Die jeweiligen Konzentrationsdanderungen
erfolgten in unterschiedlicher Geschwindigkeit, wobei sich Ampicillin am schnellsten und
Coffein am langsamsten veranderten. War die Konzentration des Antibiotikums hoch, befand
sich die Autofluoreszenz niedrig, da die Bakterien durch Ampicillin gehemmt wurden. Bei
geringer Konzentration, seigte die Fluoreszenz wieder an. Die hochste Autofluoreszenz wurde
erreicht, als Coffein in mittlerer Konzentration (entspricht etwa 8-12 mM) vorlag, was darauf
hindeutete, dass es das Wachstum oder die Fluorophoren-Syntheseleistung der Bakterien im
Beisein von Captopril stimulierte, denn im zweidimensionale Screening ohne Captopril zeigten
Ampicillin und Coffein keine gegenseitige Beeinflussung. Erst ab Coffein-Konzentrationen, die
Uber dem normalen ECso-Wert von etwa 15 mM lag, nahm die Fluoreszenz kontinuierlich ab,
bis schlieRlich kaum noch Wachstum der Bakterien stattfand. Zeigten die verwendeten
Substanzen in den zuvor durchgefiihrten bindren Kombinationsscreenings noch unabhangige
Wirkungen zueinander, schien bei den terndaren Gemischen eine gegenseitige Beeinflussung

vorzuliegen.
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Abbildung 4.41: Terndre Gemische Ampicillin, Captopril und Coffein von E. coli kultiviert
im Mikrosegment a)LabView Programm zur Erzeugung von
dreidimensionalen Parameterfeldern durch stufenweise Anderung der
Zusammensetzungen (6 Stufen) von Coffein, Ampicillin und Captopril in
einer Segmentsequenz von ca. 1.100 Segmenten. b) Reaktion auf
Autofluoreszenzintensitdt mittels Mikrodurchflussfluorimeter.

Auch die mit Hilfe von Origin erzeugten isobologramme veranschaulichten die vermuteten
Effekte. Abbildung 4.42a zeigte die konzentrationsunabhangige Beziehung zwischen Coffein
und Captopril in Abwesenheit von Ampicillin. Eine starke Stimulation der bakteriellen Aktivitat
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4 Ergebnisse und Diskussion

zwischen etwa 6 und 12mM beobachtet. Bei
zunehmender Captopril-Konzentration wurde die Wirkung von Coffein nicht beeinflusst. Mit
0,3 pg/ml Ampicillin, zeigte das Coffein-Captopril-Isobologramm eine minimale Abnahme des
ECso von Coffein. Der Stimulationseffekt durch Coffein wurde aber nicht beeintrachtigt
(Abbildung 4.42b).

wurde bei Coffein-Konzentrationen

Einzelwirkungsscreening zeigten dass Ampicillin ab einer Konzentration von etwa 1,2 ug/ml
total inhibierend auf E. coli wirkten [199], dabei jedoch durch die antagonistischen Effekte von
Coffein  und Captopril in Wirkung abgeschwacht wurde.
Abbildung 4.42e-f zeigten eine antagonistische Wirkung von Ampicillin bei subletalen Dosen
von Captopril und Coffein. Weiterhin konnte ein nicht-monotoner Verlauf und die Bildung von
Aktivitatsgipfeln von Bakterien auf Coffein und Captopril bei erhéhten Ampicillin-
Konzentrationen zwischen 0,6-1,5 pug/ml beobachtet werden (Abbildung 4.42c-f).

b) 2
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Abbildung 4.42: 3D-Plots des terndren Gemisches Ampicillin, Captopril und Coffein fiir
den Parameter normierte Fluoreszenzintensitit nach 24 h E. coli-
Kultivierung im Segment.

Zudem wurde sichtbar, dass Captopril in Konzentrationen von etwa 160 pug/ml und Coffein-
Konzentration von 8-12 mM regelrecht stimulierend auf das Wachstum der Bakterien wirkte,
da bis zuletzt ein kleiner Bereich relativ hoher Fluoreszenz verblieben. Infolge dessen liel sich
feststellen, dass die gleichzeitige Einnahme von Ampicillin und Coffein bzw. Captopril zwar
keinerlei negative Effekte auf die Hemmung der Bakterien hatte, eine Kombination aller drei
Substanzen jedoch zu einer Abschwachung der Wirkung des Antibiotikums fiihrte.
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5 Schlussfolgerung

Die Arbeit lasst sich zu nachfolgenden Thesen der Dissertation zusammenfassen:

® Es wurde gezeigt, dass ein kompaktes, toxikologisches mikrofluidisches System mit

erweiterter Multikanal-Sensorik fir miniaturisierte Mehrparameter-Screenings von PC-

gesteuerten Spritzenpumpen realisiert werden kann.

@)

Durch die Integration eines 2-Kanal-Mikrodurchflussfluorimeters und eines 4-
Kanal-Mikrodurchflussphotometers® konnte die simultane Messung und
Charakterisierung  der  toxikologischen  Endpunkte  Wachstum und
Autofluoreszenz von Zelle, Mikroorganismen und Algen sowie die Messung
von segmentinternen pH- und pO,-Anderungen realisiert werden.

Mit im Rahmen dieses Projektes® entwickelten Flussratenalgorithmen konnten
automatisierte Screeningabldufe fir hochaufgeldste ein- bis flinfdimensionale
Konzentrationsfelder implementiert werden.

Das mikrofluidische System ermdoglicht die Durchfliihrung von automatisierten
Toxizitatsscreenings mit terndren Wirkstoffgemischen mit minimalem
Chemikalieneinsatz im Nanoliterbereich.

Die In-situ-Messung des Stoffwechselparameters pO, konnte durch die
Integration von sensitiven Mikrobeads im Mikrosegment realisiert werden.

® Es wurde nachgewiesen, dass die Kultivierung von sehr verschiedenen Zellen in einer

mikrofluidische Umgebung gut moglich ist.

e}

e}

@)

Eukaryotischer Umwelt-Indikator:

Die Griinalge Chorella vulgaris konnte in 300 nl bis 600 nl Segmenten
kultiviert werden®.

Bodenbakterien:

Die segmentinterne  Kultivierung der schwermetall-toleranten
Bodenbakterien Streptomyces acidiscabies E13, Streptomyces tendae F4
und Psychrobacillus psychrodurans Ur PLO1 wurden erfolgreich
durchgefiihrt. Der Sauerstofftransport durch den PTFE-Schlauch (I, 0,5
mm und A, 1,6 mm) erwies sich als ausreichend fir die Entwicklung der
Organismen.

Vertebraten-Zellinien:

Die Kultivierung der promyelocytischen Leukdmie-Zelllinie von Ratten
(IPC-81) gelang in Segmenten in einem FEP-Schlauch mit einem
Innendurchmesser von 0,4 mm und einem Aullendurchmesser von
0,8 mm.

®Optimi-Projekt, DBU-Projekt, erarbeitet mit S. Schneider
bOptimi-Projekt, erarbeitet mit D. Klrsten
“BactoCat-Projekt, erarbeitet mit D. Kiirsten
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Die Einsetzbarkeit des entwickelten Systems flir miniaturisierte Screenings und seine
Eignung zur Ermittlung hochaufgeloster Dosis-Wirkungs-Beziehungen konnte durch
zahlreiche Toxizitatstests, die vergleichbare Ergebnisse wie konventionelle, etablierten
MTP-Tests zeigten, darlber hinaus aber wichtige Detailinformationen lieferten,
bestatigt werden. Als Beispiele wurden folgende Toxizitatstests in dieser Arbeit gezeigt:

o Toxizitatstests von Fungizid Carbendazim und ionische Flissigkeit IM16 an der
Leukdmie-Zelllinie IPC-81.

o Toxizitatstests mit Cu*- und Zn*-lonen an den schwer-metalltolerante
Bodenbakterien Streptomyces acidiscabies E13, Streptomyces tendae F4.
Toxizititstest mit Cu**-lonen am Psychrobacillus psychrodurans Ur PLO1.
Toxizitatstests mit den Herbiziden Atrazin, Alachlor und CuCl,an der Griinalge
Chlorella vulgaris.

o Toxizitatstests mit Antibiotika, Coffein, Ethanol und Dinitrophenol an dem
gramnegativen Prokaryoten Escherichia coli.

Durch die Anwendung von hochaufgel6sten Einzelwirkungs- und
Kombinationsscreenings mit Nanopartikeln, Nahrungsbestandteilen, Antibiotika,
Herbiziden, Fungiziden, Arzneistoffen, ionischen Flissigkeiten und Schwermetallen an
verschiedenen Organismenspezies konnten folgende neue Erkenntnisse gewonnen
werden:

o Hochaufgeldste Einzelwirkungsscreenings offenbarten ein sprunghaftes
konzentrationabhdngiges Verhalten der Str. acidiscabies E13 und
Str. tendae F4 in Abhiangigkeit von der Cu**-ionen-Konzentration.

o Die in den Einzelwirkungsscreenings mit dem Umweltorganismus C. vulgaris
als nicht toxisch gefundene Au-Nanopartikel-Konzentration fiihrte in der
Kombination mit bakteriziden Ag-Nanopartikeln zu einer Verstarkung der
toxischen Wirkung.

o Isobolengrammen zeigten, dass die bakterizide Wirkung von Antibiotika auf
den Prokaryoten E. coli durch die Zugabe von Ag-Nanopartikeln verstarkt
wurde.

o Zweidimensionale Screenings mit Schwermetallen konnten eine starke
Wachstumsstimulation von Streptomyces tendae F4 durch Zinksulfat in
Gegenwart einer subletalen Cu-Konzentration aufzeigen.

o Die Kombination von Coffein und Ampicillin in Gegenwart von Captopril flhrte
zu einer Hemmung der bakteriziden Wirkung von Ampicillin auf das Wachstum
von E. coli.

o Ein antagonistische Wirkung und ein komplexes Antwortverhalten wurde beim
Wachstum von E.coli in Mikrosegmenten unter Anwendung der
Substanzgemische Ampicillin + Chloramphenicol + Ag-Nanopartikel sowie
Coffein + Chloramphenicol + Dinitrophenol beobachtet.



5 Schlussfolgerung

Die Detektion von Wachstum, Stoffwechselaktivitat und Toxizitdtsparametern in Antwort auf
Xenobiotika liefert eine Vielzahl von Informationen, die in konventionellen- und MTP-
Systemen nur mit hohem Aufwand generiert werden missen. Teure, aufwendige
Laborverfahren kénnen teilweise in diese Mikrofluidsysteme Ubertragen und damit schnelle
und leistungsfahige Screenings mit geringen Proben- und Reagenzienbedarf auf kleinsten
Raum durchgefiihrt werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Einsatz des kompakten Mikrofluidsystems
mit integrierter Multisensorik sehr geeignet flir Ermittlung der hochaufgelosten Dosis-
Wirkungs-Beziehungen einzelner Substanz und bindre sowie terndrer Substanzgemische ist.
Mikrotoxikologische Untersuchungen konnten additives, antagonistisches, synergistisches
sowie komplexes Antwortverhalten von verschiedenen Substanzen am E. coli und an der C.
vulgaris gezeigt werden. Deshalb st es insbesondere wichtig, Effekte von
Chemikalienmischungen baldmaoglichst in die Risikoabschatzung von Umweltchemikalien mit
einzubeziehen.
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7.1 Abkiirzungsverzeichnis

AMP
BBM
Bpb
bzw.
CA
CMP

CR

DMSO
DNA
DNP
ECso

EDTA
ELISA

FDA
FEP
FKS
FMN

HPLC

LB
LoC
MIC
MST

MTAS

Ampicillin

Bold’s Basal Medium
Bromphenolblau
beziehungsweise
Konzentrationsadditivitat
Chloramphenicol
Cochenille Rot A

unter anderem
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
2,4-Dinitrophenol

50% Effektive Konzentration

Ethylendiamintetraessigsaure

Enzyme linked immunosorbent assay
Flavinadenindinukleotid
Fluorethylenpropylen

Fotales Kalberserum

Flavinmononukleotid
Hochleistungsflissigkeitschromatographie
unabhangigen Wirkung (independent action)

Indigokarmin

1-hexyl-3-methylimidazolium bis (trifluoro-methyl-sulfonyl)
amide

lysogeny broth

Lab on a Chip

minimale Hemmkonzentration
micro systems technology

micro Total Analysis System
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NAD Nicotinamidadenindinukleotid

NOEC No Observed Effect Concentration

oD Optische Dichte

OECD Organisation for Economic Co-operation and Development
oG Orange G

PB Patentblau

PBS Phosphatpuffer

PCR Polymerasekettenreaktion

PEEK Polyehteretherketone

PMMA Polymethylmethacrylat

PTFE Polytetrafluorethylen

QSAR guantitative Struktur-Aktivitats-Beziehungen
REACH Registration, Evaluation and Authorisation of Chemicals
RNA Ribonukleinsdure

ROS reactive oxygen species

rpm Umdrehungen pro Minute

SF Sadurefuchsin

TET Tetracyclin

TG Titangelb

uv Ultraviolettes Licht

v/v Mischung Volumen zu Volumen

w/w Mischung Gewicht zu Gewicht
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7.4 Experimentelles

7.4.1 Herstellungsvorschrift von Goldnanopartikel?1

Folgende Chemikalien wurden fiir die Herstellung eingesetzt:

K,COs; (Kaliumcarbonat) M=138,21 g/mol
HAuCl, (Tetrachloridgoldsdure) M=339,785 g/mol
Reduktionsmittel NaBH, (Natriumborhydrid) M=37,83 g/mol

Herstellungsschritte:

Losungherstellung: 4% HAuCl,,
10 ml 200 mM K,CO; (Kiihlschrank)
10 ml 10 mM NaBH, (mit kaltes dd. H,0 herstellen und im
Kihlschrank lagern)
Zusammensetzung (52,5 ml Losung): 50 ml und 100 ml Reagenzflasche vorbereiten,
davon die 100 ml Reagenzflasche mit Magnetriihrer soll im EISBAD stehen lassen.

187,5 ul 4%tige Losung von HAuCl,

250 pl 200 mM K,CO3

mit kaltes dd. H,0 auf 50 ml auffillen

gleich danach vorsichtig auf 100 ml Reagenzflasche mit

Magnetriihrer (steht im Eisbad) (iberflihren

5 direkt nach der Uberfiihrung wurde 5 x 500 pl 10 mM NaBH, je
45-60s zugegeben.

6 AnschlieBende wurde die Lésung 60 min im EISBAD

lichtgeschiitzt gerihrt.

H W N -

Nach der Herstellung wurde die AuNP im Zimmertemperatur und lichtgeschitzt

gelagert.

2" Herstellungsvorlage von A. Knauer, TU limenau
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7.4.2 Herstellungsvorschrift von Silbernanopartikel?2

Folgende Chemikalien wurden fiir die Herstellung eingesetzt:

AgNO; M=169,87 g/mol
NatCit (tri-Natriumcitrat-Dihydrat) zum stabilisieren M=294,10 g/mol
Reduktionsmittel NaBH, M=37,83 g/mol

Herstellungsschritte:

Losungherstellung:

10ml 100 mM AgNOs (gleich lichtgeschiitzt im Kihlschrank),
10 ml 25 mM NatCit (Kdhlschrank)

10 ml 10mM NaBH, (mit kaltes dd. H,O herstellen und im Kihlschrank)

Zusammensetzung (52,5 ml Lésung): mit 50 ml und 100 ml Reagenzflasche, davon die 100 ml

Reagenzflasche mit Magnetriihrer soll im EISBAD lassen und Lichtgeschiitzt sein.

1

187,5 ul 100 mM AgNO3

250 pl 25 mM NatCit

mit kaltes dd. H,0 (die bereits 0,1% Tween 20 Endkonzentration
enthalten) auf 50 ml auffillen

gleich danach vorsichtig auf 100 ml Reagenzflasche mit Magnetrihrer
(steht im EISBAD) liberfiihren

direkt nach der Uberfiihrung wurde 5x 500 pl 10 mM NaBH, je 45-60s
zugegeben.

AnschlieBende wurden die Lésung 15-20 min im EISBAD lichtgeschiitzt
gerihrt.

Nach der Herstellung wurde die AgNP im KihlIschrank und lichtgeschiitzt gelagert.

?2 Herstellungsvorlage von A. Knauer, TU limenau
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7.4.3 Grofienverteilung Metallnanopartikel DCS-Messung

AeNP 6.7 nm

(6]

I

d*W(d) [ug]

!i...

o
JE=Y

0,001 0,01
Partikeldurchmesser [um]

Abbildung 7.1: Gewichtsbezogene Grdfsenverteilung von Silbernanopartikel mit 0,1%
Tween20, DCS-Messung

16

14

AuNP 5.2 nm

d*W(d) [ug]
(o]

0,001 0,01 0,1
Partikeldurchmesser [um]

Abbildung 7.2: Gewichtsbezogene Gréf3enverteilung von Goldnanopartikel, DCS-Messung
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7.4.4 Konzentrationsberechnung fiir Metallnanopartikel?3

Folgende Berechnungsvorlage wurde von A. Knauer (FG Physikalische Chemie/MRT, TU
lImenau) zur Verfligung gestellt.

Annahme: Alle Metall-lonen werden zu My reduziert.

Anzahl an Metall-Atome pro Liter:

N=n*N,

Na= 6.022x10%* mol™

Anzahl der Metall-Atome in einem Metall-NP mit einem definierten Durchmesser

e fir kugelférmige Partikel

e unter Berlicksichtigung der Ausbildung eines kubisch flachenzentrierten
Kristallgitters (kfz-Gitter) mit einer Raumerfiillung von 74% aufgrund der
kubisch dichtesten Kugelpackung

R(Au-Atom) = 0,144 nm
R(Ag-Atom) = 0,153 nm

R(Metall-NP)= Ergebnis CPS (Fir die Berechnung wurde der NP-Durchmesser
verwendet, in denen das meiste Material gebunden sind)

3

V(Metall — Atom) = % *TER, C [m’]

V(Metall — NP) = g sx*R,. [m’]

Anzahl an Metall-Atomen pro Metall-NP:

_ V(Metall- NP)

= 0.74
V(Metall — Atom)

Anzahl an Metall-NP pro Liter:

A= N(Metall — Atom/ Liter) | NP
N(Au — Atome/ NP) [

Konzentration der Metallnanopartikel

n(Metall — NP) = i {m_ol}
N, [

23
Berechnungsvorlage von A. Knauer, TU limenau
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