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Fig. 1

ANSCHLUSSPLATTE FUR EINEN MIKROFUIDISCHEN PROBENCHIP, MIKROFLUIDISCHER
UNTERSUCHUNGSVERFAHREN

MIT EINEM MIKROFLUIDISCHEN

(57) Abstract: A system (10) for carrying out
examinations on and/or with biological sample material
situated in a sample arrangement region (31) of a
microfluidic sample chip (14) comprises a connector plate
(12) for receiving the sample chip (14) and a control unit
(11) which can be connected to the connector plate (12) in
a fluidically and electrically disconnectable manner.

(57) Zusammenfassung: Ein System (10) zur
Durchfiihrung von Untersuchungen an und/oder mit in
einem Probenanordnungsbereich 31 eines
mikrofluidischen ~ Probenchips (14) befindlichen
biologischen Probenmaterial umfasst eine Anschlussplatte
(12) zur Aufnahme des Probenchips (14) und eine
Kontrolleinheit (11), mit der die Anschlussplatte (12)
fluidisch und elektrisch 16sbar verbindbar ist.
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ANSCHLUSSPLATTE FUR EINEN MIKROFUIDISCHEN PROBENCHIP,
MIKROFLUIDISCHER PROBENCHIP UND UNTERSUCHUNGSVERFAHREN
MIT EINEM MIKROFLUIDISCHEN PROBENANORDNUNGSBEREICH

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein System zur Durchfiihrung von Un-
tersuchungen an und/oder mit biologischem Probenmaterial, insbesondere komplexen

Zellanordnungen.

[0002] Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die Verwendung derartiger Sys-

teme bei der Untersuchung von und/oder an biologischem Probenmaterial.

[0003] Neben der Untersuchung von natirlich vorkommenden Zellen, die ggf.
zu organotypischen Zellkultursystemen assembliert werden, betrifft die vorliegende

Erfindung auch die Untersuchung von und/oder mit Tumorzellen und Zelllinien.
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[0004] In vielen Bereichen der wissenschaftlichen Forschung sowie der Diag-
nostik, sei es im Forschungslabor oder im Alltag eines mit Routineuntersuchungen
befassten Labors, besteht Bedarf an komplexen Zellanordnungen, die unter moglichst
physiologischen Bedingungen, also beispielsweise in der anatomisch korrekten Anord-
nung der einzelnen Zelltypen zueinander vorliegen und/oder physiologisch funktionell

perfundiert werden kénnen.

[0005] Ein Anwendungsbeispiel fiir derartige komplexe Zellanordnungen ist die
Bestimmung der Toxizitat und des Metabolismus von Wirkstoffen in der pharmazeuti-

schen Industrie.

[0006] Daher besteht ein Bedarf an komplexen, organotypischen Zellkultursys-
temen, die aus biologischen Zellen bestehen, die in Umgebungen wachsen, die eine
Differenzierung iiber einen entsprechend langen Zeitraum und/oder eine zur in vivo-

Situation vergleichbare Funktion ermoglichen.

[0007] Von besonderem Interesse ist dabei zum einen eine organotypische Le-
berzellen-Kokultur, mit der Wirkstoffe auf Toxizitdt und Metabolisierung getestet werden
sollen. Die Leber dient unter anderem dem Abbau und der Ausscheidung von Stoffwech-
selprodukten, Medikamenten und Giftstoffen, die Uber das Blutkreislaufsystem in die
Leber gelangen. Diese Substanzen werden von den Hepatozyten metabolisiert und iber
die Gallenflissigkeit abtransportiert. Die von der Leber produzierte Gallenflissigkeit
gelangt Uber das Gallengangsystem in den Darm und wird auf diese Wiese ausgeschie-
den. Fir eine organotypische Leberzellkultur fir die Medikamententestung ist es wichtig,
dass die Hepatozyten nach aufden von Endothelzellen besetzt werden, wobei die Perfu-
sion der komplexen Zellkultur von der Seite der Endothelzellen her erfolgt. Die Kokultur
der Hepatozyten mit Endothelzellen und gegebenenfalls Sternzellen gewahrleistet die
gewebetypische Differenzierung der Hepatozyten und damit verbundenen Expression von

Genen, die zur Metabolisierung der genannten Stoffe erforderlich sind.

[0008] Weiter besteht ein Bedarf an einer organotypischen Gewebestruktur, wie

sie beispielsweise im Darm zu finden ist. Auch hier ist es fur eine physiologisch funktionel-
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le Perfusion erforderlich, dass zwischen "innen" und "auf3en" unterschieden wird. Im Darm
werden durch den Verzehr aufgenommene Stoffe enzymatisch gespalten und Gber das
Darmepithel in den Blutkreislauf transportiert. Das Darmepithel besteht aus einer ein-
schichtigen Epithelschicht, die dem Darmlumen zugewendet ist, und einer darunterliegen-
den Schicht von Mesenchymzellen, die die Differenzierung und Funktion der Epithelzellen
aufrechterhalt. An einem solchen in vitro hergestellten Zellverbund kdnnten Unter-
suchungen zur Aufnahme von Medikamenten bei oraler Verabreichung durchgefihrt

werden.

[0009] Ein weiteres Anwendungsgebiet ist die sogenannte Blut-Hirn Schranke,
die den Ubertritt von Substanzen aus dem Blut in das Gehirn kontrolliert und dafiir sorgt,
dass die chemische Zusammensetzung der Intrazellularflissigkeiten des Gehirns weitge-
hend konstant bleibt, was flr eine prazise Signalibertragung zwischen den Nervenzellen
des Zentralnervensystems notwendig ist. Um Blutgefale herum wird die Blut-Hirn-
Schranke durch Endothelzellen und Astrozyten gebildet. Sie sorgen Uber aktive Trans-
portsysteme fiir den Transfer von Nahrstoffen und Sauerstoff bzw. Metaboliten. Im
Zusammenhang mit der Entwicklung von Wirkstoffen sind Kenntnisse tber die Durchlas-
sigkeit der Blut-Hirn-Schranke fur diese Wirkstoffe und damit ihre Verfligbarkeit in Berei-

chen des Nervensystems von besonderem Interesse.

[0010] Um diesen Anforderungen gerecht zu werden, beschreibt die DE 10
2008 018 170 B4 ein mikrofluidisches System, das zum Aufbau und zur anschlie3enden
Kultivierung von komplexen Zellanordnungen dient. Das System umfasst mehrere Mikro-
kanale, Uber die es von aul3en mit einem Medium perfundiert werden kann. Zu diesem

Zweck ist das System mit Anschllissen zur fluidischen Steuerung versehen.

[0011]  Durch eine spezielle Kanalstruktur mit Offnungen, an denen inhomoge-
ne elektrische Felder angelegt werden, lassen sich in diesem mikrofluidischen System an

den Offnungen komplexe organotypische Zellanordnungen assemblieren.

[0012] Das mikrofluidische System ist ferner in unterschiedlichen Bereichen mit

unterschiedlichen selektiven Beschichtungen versehen, um die Besiedlung mit den Zellen
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gezielt zu beeinflussen. Dabei kann die Besiedelung in bestimmten Bereichen durch eine
adhasive Beschichtung unterstiitzt und in anderen Bereichen durch eine non-adhasive
Beschichtung vermieden werden. Ferner kann eine Beschichtung mit Extrazellularmatrix-
proteinen (ECM) vorgesehen sein, um Zellwachstum und —differenzierung zu unterstiit-

zen. Wie diese Funktionalisierung der einzelnen Bereiche erfolgt, ist nicht beschrieben.

[0013] In diesem System lasst sich bspw. ein organotypisches Lebergewebe
erzeugen, bei dem Hepatozyten und Endothelzellen so angesiedelt werden, dass die
Hepatocyten anschliefiend nach auf3en vollstandig von Endothelzellen besetzt sind.
Nachdem diese komplexe Struktur aufgebaut wurde, wird sie dann durch zwei Mikrokana-
le mit Nahrflissigkeit perfundiert und somit Uiber langere Zeitraume kultiviert. Wenn dem
Medium dann Medikamente zugesetzt werden, kdnnen diese auf Toxizitat und Metaboli-
sierung getestet werden. Dabei ist es von Vorteil, dass die Perfusion der komplexen
Zellkultur von der Seite der Endothelzellen her erfolgt, wie es im intakten Lebergewebe
der Fall ist.

[0014] Im Stand der Technik sind verschiedene Verfahren beschrieben, wie ei-
ne ortsaufgeloste Biofunktionalisierung der inneren Oberflachen von mikrofluidischen
Systemen realisiert werden kann. Diese Funktionalisierung wird dabei vor der Deckelung,
also dem Verschlielen des noch offenen Systems durchgefiihrt, wozu beispielsweise

Spotting Verfahren, lithographische Verfahren oder Mikrokontaktprinting verwendet wird.

[0015] Derartige Systeme kénnen gemalfd der DE 10 2009 039 956 A1 so be-
reitgestellt werden, dass sie kompatibel sind mit den liblichen Massenfertigungsverfahren,
insbesondere Deckelungsverfahren fir mikrofluidische Systeme, und dennoch eine

ortsaufgeldste, dreidimensionale Biofunktionalisierung ermdglichen.

[0016] Dazu wird ein mikrofluidisches System bereitgestellt, bei dem ausge-

wahlte Bereiche der inneren Oberflachen selektiv funktionalisiert sind.

[0017] Die Erfinder der DE 10 2009 039 956 A1 konnten zeigen, dass es mog-

lich ist, durch Bestrahlung mit kurzwelligem Licht beliebige Bereiche sowohl der Trager-
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platte als auch der Deckelplatte und der Wandbereiche zu funktionalisieren, so dass sich
in dem geschlossenen System dann komplexe Zellstrukturen assemblieren lassen, wie

dies beispielsweise in der oben erwdhnten DE 10 2008 018 170 beschrieben ist.

[0018] Dabeiist insbesondere von Vorteil, dass sich so auch Oberflachenberei-
che funktionalisieren lassen, die nicht parallel zu der Ebene von Deckelplatte und/oder
Tragerplatte liegen, was die spatere Ausbildung komplexer, also dreidimensionaler

Zellstrukturen ermdglicht.

[0019] Weiter ist von Vorteil, dass die Funktionalisierung schnell und einfach zu
erzielen ist, wenn die Eigenschaften der Materialoberflachen von Tragerplatte, Deckelplat-
te Wandbereichen genutzt werden, um die nicht-funktionalisierten Bereiche ohne weitere
Arbeitsschritte bereitzustellen, nur die zu aktivierenden Bereiche missen dann bestrahlt
werden. Dies gilt insbesondere fiir polymere Materialien, bei denen die UV-Bestrahlung
die Bildung von Sauregruppen bewirkt. Andere gangige Materialien fir fluidische Mikro-
systeme, wie Glas, Silizium oder Siliziumnitrid, miissen zuvor non-adhesiv gemacht

werden, was z.B. durch Silanisierung mit einem hydrophoben Silan erreicht werden kann.

[0020] Fernerist von Vorteil, dass die gewahlte Funktionalisierung eine lange
Lagerzeit der neuen Systeme ermdéglicht. Die durch die Bestrahlung erzeugten Saure-
gruppen sind an sich schon tGber mehre Monate stabil lagerfahig. Durch Beflllen des
permanent geschlossenen Systems mit entsprechenden Gasen oder Fliissigkeiten und
nachfolgendes Einschweilden kann aber eine noch erheblich Iangere Lagerzeit der steril

verpackten Systeme gewahrleistet werden.

[0021] Vor dem Hintergrund dieses Standes der Technik besteht ein anhalten-
der Bedarf, Mikrofluidiksysteme, die zur Anordnung und Kultivierung einfacher und
komplexer Zellanordnungen geeignet sind, mit zusatzlichen Eigenschaften und Funktio-
nen auszustatten, so dass sie nicht nur im Forschungslabor verwendbar sind, sondern auf
einfache Weise auch flir Massenuntersuchungen und Hochdurchsatzuntersuchungen
eingesetzt werden kdnnen, wie sie beispielsweise beim Drug Screening Anwendung

finden.
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[0022] Dabei soll die Handhabung derartiger Mikrofluidiksysteme schnell und
einfach ermoglicht werden, wobei ein konstruktiv zuverlassiger und preiswerter Aufbau

realisiert werden soll.

[0023] Unter einem "Mikrofluidiksystem" wird im Rahmen der vorliegenden Er-
findung ein System verstanden, das mittels der Mikrosystemtechnologie hergestellt wird.
Verschiedene Verfahren, die in der Mikrosystemtechnologie verwendet werden, sind zum
Beispiel beschrieben in dem Lehrbuch von W. Menz et al., "Microsystem Technology",
WILEY-VCH Verlag GmbH, Weinheim, 2001.

[0024] In Mikrosystemen werden beispielsweise mikromechanische, mikro-
optische, mikrofluidische und/oder mikroelektronische Komponenten kombiniert. Mikro-
systeme werden daher im angelsachsischen Sprachraum auch als MEMS (Micro Electro
Mechanical System), BioMEMS (Bio Micro Electro Mechanical Systems) oder MOEMS
(Micro Opto Mechanical System), in manchen Publikationen auch als Micromachines

bezeichnet.

[0025] In vielen Fallen sind in derartigen Mikrosystemen auch Sensoren

und/oder Aktoren enthalten.

[0026] Die Abmessungen der Mikrosysteme liegen im Mikrometerbereich,
Strukturkomponenten auf den Mikrosystemen kdnnen Abmalfe im Submikrometerbereich

aufweisen.

[0027] Anwendung finden die Mikrosysteme nicht nur in klassischen Bereichen
wie Elektrotechnik, Steuerungstechnik und Informatik, sondern beispielsweise auch in der
Medizintechnik, der Biotechnologie und der Pharmakologie. Wenn die Mikrosysteme
Kanale oder Bereiche zur Aufnahme von Fliissigkeiten beinhalten, werden sie als mikro-

fluidische Systeme oder Mikrofluidiksysteme bezeichnet.

[0028] Vor dem Hintergrund dieses Standes der Technik liegt der vorliegenden

Anmeldung die Aufgabe zugrunde, ein System der eingangs genannten Art und dessen
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Elemente bereitzustellen, das bei konstruktiv einfachem und preiswertem Aufbau auch im
Routinelabor und flir Hochdurchsatzmessungen an Mikrofluidiksystemen geeignet ist.
Beispielsweise soll es das System ermdéglichen, organtypische Elemente von Leber,
Darm, Niere, Haut, Lunge, Herzmuskel, Blutgefalien, aber auch typische Barriere-

systemen wie Blut-Hirn, Darm-Blut, Luft-Lunge aufzubauen.

[0029] Erfindungsgemal} wird diese Aufgabe geldst durch eine Anschlussplatte
fur ein System zur Durchfiihrung von Untersuchungen an und/oder mit biologischem
Probenmaterial, die eine mechanische Aufnahmevorrichtung fir einen mikrofluidischen
Probenchip, in dem das zu untersuchende biologische Probenmaterial angeordnet und
gof. kultiviert wird, duRere Anschlusselemente, um die Anschlussplatte zur Ubertragung
von Medien und/oder Signalen Idsbar mit einer Kontrolleinheit zu verbinden, innere
Anschlusselemente, um die Anschlussplatte zur Ubertragung von Medien und/oder
Signalen l6sbar mit dem Probenchip zu verbinden, sowie vorzugsweise zumindest ein
Funktionselement aufweist, das zwischen den auf3eren und den inneren Anschlussele-

menten angeordnet ist.

[0030] Ferner wird die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe geldst durch
einen mikrofluidischen Probenchip, der insbesondere fiir die neue Anschlussplatte
vorgesehen ist, mit zumindest einer Probenkanaleinheit, in der ein mikrofluidischer
Probenanordnungsbereich vorgesehen ist, in dem biologisches Probenmaterial angeord-
net und ggf. kultiviert wird, wobei die Probenkanaleinheit mit einem Anschlussbereich zur
Ubertragung von Medien und/oder Signalen versehen ist, und vorzugsweise zwischen
dem Probenanordnungsbereich und dem Anschlussbereich zumindest ein Funk-

tionselement angeordnet ist.

[0031] Ferner wird die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe geldst durch
ein System zur Durchflihrung von Untersuchungen an und/oder mit in einem Probenan-
ordnungsbereich des neuen Probenchips befindlichem biologischen Probenmaterial, mit
der neuen Anschlussplatte zur Aufnahme des Probenchips und mit zumindest einer
Kontrolleinheit, mit der die Anschlussplatte zur Ubertragung von Medien und/oder Signa-

len I6sbar verbindbar ist.
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[0032] Die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe wird auf diese Weise voll-

kommen gelost.

[0033] Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung haben namlich erkannt, dass
durch eine hierarchische Anordnung der einzelnen Elemente des neuen Systems der
unterschiedlichen Komplexitat der einzelnen Elemente und der unterschiedlichen Ver-
wendungshaufigkeit und dem unterschiedlichen Austauscherfordernis Rechnung getragen

werden kann.

[0034] Durch die I6sbaren Verbindungen kénnen dabei Medien und Signale
zwischen den einzelnen Elementen des Systems ausgetauscht werden. Zu den Medien
zahlen Flissigkeiten, mit denen die Probenchips, insbesondere die Probenaufnahmebe-
reiche gespult und Nahrstoffe, Probenmaterial oder Testsubstanzen zugefihrt werden,
sowie Gase, mit denen die Probenchips, insbesondere die Probenaufnahmebereiche
gesplilt und geflutet werden kdnnen. Zu den Signalen zahlen elektrische und optische

Signale sowie Drucksignale.

[0035] Als hierarchisch unterstes Element ist der mikrofluidische Probenchip
anzusehen, der reines Verbrauchsmaterial sein kann und nach der Durchflihrung einer
Untersuchung an bestimmtem biologischem Probenmaterial verworfen wird. Ein derartiger
Probenchip weist zum Beispiel einen Probenanordnungsbereich auf, wie er in der ein-
gangs erwahnten DE 10 2008 018 170 B4 beschrieben ist, auf deren Inhalt hier vollum-
fanglich Bezug genommen wird. Wegen prinzipieller Details der Probenaufnahmebereiche
wird daher auf die DE 10 2008 018 170 B4 sowie die eingangs ebenfalls erwahnte DE 10
2009 039 956 A1 verwiesen.

[0036] Auf dem neuen Probenchip sind erfindungsgemaf ein oder mehrere
Probenkanaleinheiten angeordnet, in denen jeweils entsprechende mikrofluidische

Probenanordnungsbereiche parallel oder in Serie vorgesehen sind.

[0037] Um die Probenkanaleinheit bzw. den darin vorgesehenen Probenanord-

nungsbereich entsprechend vorzubereiten (zu primen), damit danach darin das biologi-
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sche Probenmaterial angeordnet, vorzugsweise eine komplexe Zellanordnung etabliert
werden kann, ist der Probenchip mit einem Anschlussbereich versehen, iber den er zur

Ubertragung von Medien und Signalen lésbar kontaktiert werden kann.

[0038] Auf diese Weise ist es moglich, zunachst eine Losung zur Aktivierung
funktionalisierter Bereiche in die Probenkanaleinheit einzuleiten, danach ggf. Spillésun-
gen hindurchzuleiten, um schliel3lich die so aktivierten Bereiche mit entsprechendem
biologischem Material zu belegen.

[0039] Durch fluidische Anschliisse kann dazu Medium mit biologischem Pro-
benmaterial durch die Probenkanaleinheit geleitet werden, um das biologische Probenma-

terial in den Probenkanaleinheiten anzusammeln.

[0040] Uber elektrische Kontaktierungen kénnen dabei elektrische Felder ange-
legt werden, die gemaf dem zuvor beschriebenen Stand der Technik dazu fuhren, dass
sich komplexe Zellanordnungen auch aus unterschiedlichen Zellarten und —typen in dem

Probenanordnungsbereich etablieren, so dass sie dort kultiviert werden kdénnen.

[0041] Zwischen dem Probenanordnungsbereich und dem Anschlussbereich ist
bevorzugt zumindest ein Funktionselement angeordnet, Uber das beispielsweise elektri-
sche Messsignale oder flissige Messproben von dem kultivierten Probenmaterial ge-
nommen werden kdnnen. Als Funktionselemente kénnen dazu Sensoren und/oder

Pumpen in den Probenchip integriert werden.

[0042] Diese Funktionselemente kdnnen auch der Begasung der biologischen
Probe sowie der fluidischen Steuerung dienen, um sicherzustellen, dass samtliche
Probenkanaleinheiten auf dem Probenchip zuverlassig mit Medium gefiillt sind. Dazu
kénnen Blasenfallen (bubble traps) in den Probenchip integriert werden, um zu verhin-

dern, dass die Zellanordnungen durch Luftblasen gestdrt oder verandert werden.

[0043] Sozusagen die Verbindung zu der Aullenwelt stellt die erfindungsgemar

vorgesehene Anschlussplatte bereit, auf der eine mechanische Aufnahmevorrichtung vor-
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gesehen ist, in die ein mikrofluidischer Probenchip eingesetzt werden kann. Der einge-
setzte Probenchip ist dann liber seinen Anschlussbereich I6sbar mit den inneren An-
schlusselementen der Anschlussplatte kontaktiert, so dass liber die aufderen Anschluss-
elemente der Anschlussplatte die erforderlichen Medien und Signale zugefihrt werden
kdnnen und flissiges Verbrauchsmaterial abgefiihrt werden kann. Ferner kdnnen tber die
aufReren Anschlusselemente Messsignale und flissige Messproben von den jeweiligen

Probenanordnungsbereichen entnommen werden.

[0044] Auch auf der Anschlussplatte ist vorzugsweise zumindest ein Funktions-
element vorgesehen, das zwischen den dufteren und den inneren Anschlusselementen
angeordnet ist und dazu dient, beispielsweise die zugeflhrten Flissigkeiten gleichmalig
oder gesteuert zu verteilen und die zugefiihrten und abgeleiteten elektrischen Signale

entsprechend zu steuern und zuzuordnen.

[0045] Unter einem Funktionselement wird im Rahmen der vorliegenden Erfin-
dung folglich ein Element verstanden, das auf der Anschlussplatte zwischen den duf3eren
und inneren Anschlusselementen bzw. auf dem Probenchip zwischen dem Probenanord-
nungsbereich und dem Anschlussbereich sowie ggf. auch in dem Probenanordnungsbe-
reich selbst angeordnet ist. Ein Funktionselement wirkt in einer Ausgestaltung aktiv oder
passiv auf Medien und/oder Signale, die zwischen den aufteren und inneren Anschluss-
elementen bzw. zwischen dem Probenanordnungsbereich und dem Anschlussbereich
ausgetauscht werden. In einer weiteren Ausgestaltung kdnnen Funktionselemente als

Sensoren ausgebildet sein, die der Erfassung von Messwerten dienen.

[0046] Wahrend der mikrofluidische Probenchip nicht in jedem Fall wiederver-
wendbar ist, ist die Anschlussplatte nach Durchfiihrung einer entsprechenden Untersu-

chung an einem eingesetzten Probenchip wiederverwendbar.

[0047] Die Anschlussplatte ist zwar notwendiger Bestandteil des ibergeordne-
ten Systems, aber auch selbst ein Austauschelement, so dass fir unterschiedliche

Anwendungen, Anforderungen und Probenchips verschiedene Anschlussplatten vorgese-
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hen sein kdnnen, die jedoch jeweils in dem System mit der vorgesehenen Kontrolleinheit

verwendet werden.

[0048] Diese Kontrolleinheit ist I6sbar mit der Anschlussplatte verbunden, so

dass sie nacheinander mit unterschiedlichen Anschlussplatten verbunden werden kann.

[0049] Die Kontrolleinheit dient dazu, die Zufuhr der Medien sowie die Zuleitung
der Signale zu steuern und den Abfluss des Verbrauchsmaterials sowie die Entnahme
von flissigen Messproben und Messsignalen zu steuern und ggf. fiir deren Speicherung

zu sorgen.

[0050] Besonders bevorzugt ist es dabei, wenn zwei unterschiedliche Kontroll-
einheiten vorgesehen sind, einmal eine Dielektrophoreseeinheit, die zum Primen des
Probenchips und zum Assemblieren des Probenmaterials in dem Probenanordnungsbe-
reich dient, und zum anderen eine Perfusionseinheit, die nach der Anordnung des Pro-

benmaterials zum Einsatz kommt.

[0051] Die Dielektrophoreseeinheit kann auch dazu verwendet werden, um
nacheinander verschiedene Zelltypen in den Probenanordnungsbereich zu leiten, so dass
dort organotypische Zellanordnungen entstehen, wie es in der eingangs erwahnten DE 10
2008 018 170 B4 prinzipiell flir den Laborbetrieb beschrieben ist.

[0052] Sobald eine entsprechende Anschlussplatte bzw. der auf der An-
schlussplatte vorgesehene Probenchip entsprechend mit einer zu untersuchenden
biologischen Probe versehen ist, wird die Dielektrophoreseeinheit von der Anschlussplatte
abgetrennt und jetzt die als Kontrolleinheit verwendete Perfusionseinheit angeschlossen.
Die Perfusionseinheit dient vor allem der Versorgung des Probenmaterials mit Nahrmedi-
um und der Steuerung der Inkubation des Probenmaterials (iber einen bestimmten
Messzeitraum sowie zur Erfassung von elekirischen Messwerten und/oder zur Entnahme
von flissigen Messproben. Ferner kénnen (ber die Perfusionseinheit Testsubstanzen

zugeflhrt werden.
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[0053] Beide Kontrolleinheiten kdnnen in einem Geréat realisiert sein, wobei es
vorteilhaft ist, wenn sie als getrennte Gerate ausgebildet sind.

[0054] Die Dielektrophoreseeinheit ist namlich in der Regel die komplexer auf-
gebaute Kontrolleinheit, sie kann nach der Etablierung einer komplexen Zellanordnung in
einem Probenchip erneut dafiir verwendet werden, in einem anderen Probenchip eine
Zellanordnung zu etablieren, wahrend der zuvor so vorbereitete Probenchip, der sich
nach wie vor in "seiner" Anschlussplatte befindet, (iber die Perfusionseinheit im Dauerbe-

trieb wahrend des Messzeitraumes versorgt, gesteuert und messtechnisch erfasst wird.

[0055] Somitist nur eine komplexe Kontrolleinheit zur Etablierung der Zellan-
ordnung erforderlich, namlich die Dielektrophoreseeinheit, wahrend mehrere einfacher
und damit preiswerter aufgebaute Perfusionseinheiten vorgesehen sind, um die jeweils
vorbereiteten Probenchips in ihren Anschlussplatten zu versorgen und Messwerte und —

proben zu nehmen.

[0056] Dabei ist es bevorzugt, wenn das zumindest eine Funktionselement in
der Anschlussplatte und/oder dem Probenchip dazu ausgelegt ist, zumindest eine Aufga-
be zu erfiillen, die ausgewahlt ist aus der Gruppe, die die elektrische und optische Aufbe-
reitung, Verteilung und Zusammenfiihrung sowie Zwischenspeicherung von Steuer- und
Messsignalen, die Speicherung, den Transport und die Verteilung von Flissigkeiten und
Gasen, das Abtrennen von Gasbestandteilen aus den Flussigkeiten in aktiven oder
passiven Blasenfallen, die Erzeugung elektrischer Pulse, die Erzeugung elektrischer
und/oder magnetischer Gleich- und/oder Wechselfelder, sowie die Ubertragung von

Drucksignalen umfasst.

[0057] Das zumindest eine Funktionselement kann beispielsweise dazu ausge-
bildet sein, zur Zelllyse elektrische Pulse an in dem Probenanordnung befindliche Zellen
anzulegen, um diese Zellen - ggf. unter Zugabe von Lysereagentien - aufzuschlief3en und
deren Inhalt im Effluent untersuchen zu kénnen. Ferner kann es der Erzeugung magneti-
scher Felder dienen, die fiir den Transport von Fliissigkeiten, beispielsweise als Pumpen,

eingesetzt werden kdnnen.
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[0058] Dabei ist es bevorzugt, wenn die inneren Anschlusselemente der An-
schlussplatte zum blasenfreien Ankoppeln an den Probenchip und die dufteren An-

schlusselemente zum blasenfreien Ankoppeln an die Kontrolleinheit ausgebildet sind.

[0059] Hierist von Vorteil, dass beim Einsetzen und Anschlie3en des Proben-
chips keine stérenden Luftblasen in die Probenanordnungsbereiche und beim An- und
Abkoppeln der Anschlussplatte an der Kontrolleinheit keine stérenden Luftblasen in die

Mikrokanale der Anschlussplatte gelangen, die sich dort stérend auswirken wirden.

[0060] Weiter ist es bevorzugt, wenn die Aufnahmevorrichtung Spannelemente
zum mechanischen Halten des Probenchips aufweist, vorzugsweise in der Aufnahmevor-

richtung eine optisch diinne Abdeckung vorgesehen ist.

[0061] Mit diesen Merkmalen ist der Vorteil verbunden, dass der Probenchip

durch einfache Mallnahmen fiir Auflicht- oder Durchlichtmikroskopie zuganglich wird.

[0062] Bei dem neuen Probenchip und der neuen Anschlussplatte ist es bevor-
zugt, wenn das zumindest eine Funktionselement als optisch empfindlicher, elektrischer,

chemischer oder biochemischer Sensor ausgelegt ist.

[0063] Hierist von Vorteil, dass eine in-situ Qualitatsiiberwachung der durchge-

fuhrten Experimente sowie die online Erfassung von Messgrofien maoglich ist.

[0064] Unter einem optisch empfindlichen Sensor wird im Rahmen der vorlie-
genden Erfindung sowohl ein optoelektronischer Sensor als auch ein Sensor verstanden,

der auf rein optisch wirkenden Verstarkungseffekten beruht.

[0065] Fernerist es bevorzugt, wenn in dem Probenanordnungsbereich zumin-
dest zwei Elektroden zur Erzeugung eines elektrischen Feldes vorgesehen sind, wobei
die Elektroden vorzugsweise zur Impedanzmessung, weiter vorzugsweise zur Erzeugung

elektrischer Pulse ausgelegt sind.
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[0066] Hier ist von Vorteil, dass die Elektroden mehreren Zwecken dienen kdn-

nen, was den mechanischen Aufbau des Probenchips vereinfacht.

[0067] Dabei ist es bevorzugt, wenn die Elektroden als elektrisch leitende Po-

lymerelektroden ausgebildet sind.

[0068] Auch diese Maltnahme ist konstruktiv von Vorteil, denn die Polymer-
elektroden lassen sich einfacher in den Probenchip integrieren als Metallelektroden. Dazu
ist es lediglich erforderlich, eine Losung mit zumindest einem leitfahigen, polymerisierba-
ren Monomer in entsprechende Mikrokanale einzufillen, die zu fir die Ausbildung von
Anschlussstellen und Elektroden vorgesehenen Bereichen flhren, und die Losung
ausharten zu lassen. Das Ausharten kann durch Warmebehandlung, Bestrahlung mit UV-

Licht oder andere geeignete Malinahmen erfolgen.

[0069] Polymerelektroden lassen sich beispielsweise mit dotierten Epoxidhar-
zen, oder Silikonen (z.B. PDMS) herstellen. Dafiir wird ein leitfahiges Dotiermittel, wie
zum Beispiel Graphen, Kohlenstoffnanoréhrchen oder Metallnanopartikel, mit dem
Monomer und einem geeigneten Vernetzer vermischt und die pastdse Losung in die

Mikrokanale geflllt. Die Aushartung erfolgt dann z.B. tiber Temperaturerhdhung.

[0070] Polymerelektroden lassen sich auch mit photovernetzbaren Polyelektro-
lyten herstellen, z.B. mit Polydiallyldimethylammoniumchloride (PDADMAC) oder Poly-2-
acrylamino-2-methyl-1-propanesulfonsdure (PAMPSA).

[0071] Weiter ist es bevorzugt, wenn in dem Probenanordnungsbereich zumin-
dest ein von zwei Stegen begrenzter Spalt vorgesehen ist, der zwei mikrofluidische
Kanale miteinander verbindet, und in dem eine Trennstruktur angeordnet ist, die vor-

zugsweise eine Membran mit Lochern oder ein Hydrogel umfasst.

[0072] Schlieflich ist es bevorzugt, wenn der Probenchip ein Tragersubstrat

umfasst, in dem die zumindest eine Probenkanaleinheit ausgebildet ist, und das mit einem
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Deckel verschlossen ist, der vorzugsweise zumindest bereichsweise optisch diinn ausge-

legt ist.

[0073] Hier ist von Vorteil, dass das Probenmaterial in dem Probenanordnungs-

bereich mit optischen Methoden untersucht werden kann.

[0074] Aligemein ist es noch bevorzugt, wenn der Probenchip zumindest eine

passive Blasenfalle mit einer Membran umfasst.

[0075] Die mikrofluidische Struktur ist dabei so ausgelegt, dass Luftblasen zu
der Membran wandern, Uber die sie aus dem mikrofluidischen System austreten konnen,

weil die Membran flir Gase permeabel ist.

[0076] Mit dem neuen System lassen sich wegen der erfindungsgemal’ vorge-
sehenen Systemhierarchie und -modularitat sowie der erfindungsgemalf? vorgesehenen
Eigenschaften und Merkmale erstmals viele Anwendungen und Assays entweder (iber-

haupt oder zumindest mit bisher nicht erreichbarer Effizienz und Prazision durchfiihren.

[0077] Derartige, mit dem neuen System und seinen Elementen durchfiihrbare
Verfahren zur Untersuchung an und/oder mit biologischem Probenmaterial umfassen die
Schritte:

a) das biologische Probenmaterial wird in dem Probenanordnungsbereich
assembliert,
b) das Probenmaterial wird mit zumindest einer Substanz inkubiert, die

tber mikrofluidische Kanéle zugefiihrt wird, und

c) das Probenmaterial wird untersucht.

[0078] Das neue Verfahren ermoglicht die reproduzierbare Analyse von gerin-

gen Mengen an Probenmaterial unter kontrollierten Bedingungen mit quasikontinuierlicher
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Probenentnahme uber [angere Zeitrdume. Es ist daher nicht nur mit dem neuen System
und seinen Einheiten sondern auch generell mit einem System durchfiihrbar, das zumin-
dest einen mikrofluidischen Probenanordnungsbereich aufweist, in dem biologisches

Probenmaterial angeordnet und ggf. kultiviert werden kann.

[0079] Unter einer Substanz wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung so-
wohl ein Wirkstoff, zum Beispiel in Form einer monomeren oder polymeren Verbindung
oder in Form von Partikeln, verstanden, dessen qualitative und/oder quantitative Wirkung
auf das Probenmaterial untersucht werden soll, als auch weiteres biologisches Material,
dessen Wechselwirkung mit dem Probenmaterial untersucht werden soll. Pharmazeuti-
sche Wirkstoffe und potentiell toxische Stoffe fallen ebenso unter dieses Verstindnis wie

beispielsweise Tumorzellen, deren Invasion in das Probenmaterial untersucht werden soll.

[0080] Ferner fallen auch Nahrstoffe, Kulturmedien oder andere Stoffe unter
dieses Verstandnis, die beispielsweise zum Anfarben, Aufschlie3en oder zur sonstigen
chemischen, biologischen, biochemischen oder physikalischen Beeinflussung des Pro-

benmaterials oder dessen Nahrstoffversorgung dienen.

[0081] In einer Weiterbildung ist es bevorzugt, wenn in Schritt @) zumindest ein

organadhnliches Zellkulturmodell in dem Probenanordnungsbereich etabliert wird.

[0082] Hier ist von Vorteil, dass eine Untersuchung an Zellkulturmodellen in ei-
ner in-vivo ahnlichen Situation mdglich wird, wobei dennoch eine fortlaufende Beobach-
tung und Probengewinnung realisiert werden kann. Die Konzentration von Zellprodukten

kann direkt im Perfundat untersucht werden.

[0083] Weiter ist es bevorzugt, wenn in Schritt ¢) mit zumindest einem Analyse-
verfahren eine Eigenschaft oder Eigenschaftsanderung des Probenmaterials untersucht
wird, die ausgewahlt ist aus Metabolom, Enzymaktivitat, Proteom, Genom, Genexpressi-
on, Sekretion von Markern, morphologische Erscheinung, Zellvitalitat, Zellorganellenfunk-
tion, Interaktion zwischen Zellen, Interaktion zwischen Zellen und Umgebung im Proben-

anordnungsbereich, Proliferation.
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[0084] Im Schritt b) werden die Zellen dazu bspw. durch Zugabe von geeigne-
ten Substanzen lysiert, und in Schritt ¢) die DNA, RNA oder Proteine extrahiert und
analysiert. Diese Schritte dienen der schnellen Untersuchung von Anderungen der
Zellkultur, was den Vorteil hat, dass der Abbau der DNA, RNA, Proteine im Vergleich mit

ublichen Verfahren minimiert wird.

[0085] In Schritt ¢) kbnnen ferner strukturelle Veranderungen von Proteinen un-
tersucht werden, beispielsweise eine andere Faltung mit einhergehender Veranderung
oder gar Verlust der Funktionalitat. Ferner lassen sich Ausbildung oder Verlust von Zell-
Zell-Kontakten beispielsweise bei der Blut-Hirn-Schranke (z.B. Verlust von tight junctions)
untersuchen. Ferner kann beobachtet werden, wie sich Zellen auf den Oberflachen im

Probenanordnungsbereich verhalten, ob sie sich zum Beispiel ausbreiten oder ablésen.

[0086] Fernerist es bevorzugt, wenn in Schritt ¢) die Zellen elektrisch tber in

dem Probenanordnungsbereich integrierte Elektroden aufgeschlossen werden.

[0087] Hierist von Vorteil, dass ein Verzicht auf lysierende Reagenzien mdglich
ist, was eine Verunreinigung und Beeinflussung der Auswertung vermeidet. Besonders
vorteilhaft ist dabei, dass die fiir die Assemblierung vorgesehenen Elektroden auch flr
den elektrischen Aufschluss verwendet werden kdnnen, indem Uber sie elektrische Pulse

geeigneter Starke und Dauer abgegeben werden.

[0088] Dabeiist es bevorzugt, wenn das Analyseverfahren ausgewahlt ist aus
Immunhistochemie, Mikroskopie, Elektronenmikroskopie, Anfarbung von Zellbestandtei-
len, Analyse von geldsten Bestandteilen mittels Trennverfahren (Chromatographie,
Elektrophorese, Massenspektrometrie), Colorimetrie, Immunoassays, Nukleinsaure-
Analytik, PCR (Polymerase Chain Reaction), FISH (Fluorescence in situ hybridization),
DNA-Sequenzierung, Spektroskopieverfahren (Infrarotspektroskopie, Ramanspektrosko-

pie, NMR-Spektroskopie, Fluoreszenz-, UV/VIS-Spektroskopie).

[0089] Zur Analyse von geldsten Bestandteilen wird beispielsweise das Perfun-

dat untersucht.
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[0090] Die Anfarbung von Zellbestandteilen umfasst beispielsweise die Interak-
tion von markierten Antikérpern mit Proteinen, die Kernfarbung und die Farbung des

Cytosols (beispielsweise mit Calcein).

[0091] Fernerist es bevorzugt, wenn in Schritt ¢) die qualitative und/oder quan-
titative Wirkung der zugefiihrten zumindest einen Substanz auf das Probenmaterial
untersucht wird.

[0092] Dieser Schritt ermdglicht die Bestimmung der Toxizitat und/oder Wirk-
samkeit von Substanzen und die Bestimmung von Dosis-Zeitprofilen. Durch wiederholte
Inkubation mit Erholungsphasen kann zudem die Langzeitwirkung von Wirkstoffen unter-

sucht werden.

[0093] Besonders bevorzugt ist es, wenn eine vergleichende Untersuchung an
einem Probenmaterial, das mit der Substanz inkubiert wird, und einem Probenmaterial,

das nicht oder mit einer anderen Substanz inkubiert wird, durchgefihrt wird.

[0094] Hierist von Vorteil, dass eine Vergleichsmessung an zwei identischen
Zellkulturen, einmal behandelt, einmal unbehandelt, méglich wird. Wegen der sehr genau
kontrollierten Parameter lassen sich mit den oben beschriebenen Vorteilen des neuen
Verfahrens so bisher nicht erzielbare Aussagen Uber die Wirkung von Substanzen erzie-

len. Dieser Schritt kann auch zur vorherigen Kalibrierung des Systems verwendet werden.

[0095] Aligemein ist es bevorzugt, wenn in Schritt a) ein leberahnliches Zellkul-
turmodell assembliert und kultiviert wird, das in Schritt b) mit zumindest einer potentiell
toxischen Substanz inkubiert wird, wobei in Schritt ¢) die Wirkung der Substanz auf

zumindest eine Zellfunktion untersucht wird.

[0096] Zu den zu untersuchenden Zellfunktionen der leberahnlichen Zellkultur
zahlen insbesondere Mitochondriale Dysfunktionen, Induktion oder Inhibition von Cytoch-

rome P450 Enzymen, Beeintrachtigung der Transporterproteinfunktion, Akkumulation von
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reaktiven Sauerstoffspezies, Beeintrachtigung der Zell-Zell-Interaktionen, Immunreaktio-

nen.

[0097] Ferner ist es bevorzugt, wenn in Schritt a) Tumorzellen in einer organ-
ahnlichen Zellkultur assembliert und kultiviert werden, die in Schritt b) mit zumindest
einem onkologischen Wirkstoff inkubiert wird, wobei in Schritt ¢) eine Veranderung der

Zellkultur untersucht wird.

[0098] Hierist von Vorteil, dass eine Wirkstofftestung an onkologischem Mate-
rial moéglich wird, die unter reproduzierbaren und kontrollierten Bedingungen mit den oben
beschriebenen Vorteilen des neuen Verfahrens ablauft. Dabei kbnnen ein oder mehrere
Wirkstoffe zeitlich nacheinander oder zeitgleich appliziert werden. Tumorwachstum oder

Tumorschrumpfen kann beobachtet werden.

[0099] Andererseits ist es bevorzugt, wenn in Schritt a) eine biologische Zell-
barriere in einer organahnlichen Zellkultur assembliert und kultiviert wird, die in Schritt b)
auf einer Seite der Zellbarriere mit zumindest einem Wirkstoff inkubiert wird, wobei in
Schritt ¢) die Konzentration des Wirkstoffes auf der anderen Seite der Zellkultur unter-

sucht wird.

[0100] Hierist von Vorteil, dass mit den oben beschriebenen Vorteilen des
neuen Verfahrens die Barrieregangigkeit von Wirkstoffen und der Einfluss von Wirkstoffen
auf die Funktion der Barriere untersucht werden kdénnen. Beispiele fiir Barrieren sind Blut-
Hirn, Darm-Blut, Blut-Harn, Luft-Blut.

[0101]  Schliefldlich ist es bevorzugt, wenn in Schritt a) biologische Zellen in ei-
ner organahnlichen Zellkultur assembliert und kultiviert werden, die in Schritt b) mit
zumindest einem Pathogen inkubiert wird, wobei in Schritt ¢) die Reaktion der Zellkultur

auf die Inkubation mit dem zumindest einen Pathogen untersucht wird.
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[0102] Hier sind Messungen der Interaktion von Pathogenen mit Gewebe auf
reproduzierbare Weise und mit den oben beschriebenen Vorteilen des neuen Verfahrens

mdglich. Als Pathogene werden Bakterien, Viren, Parasiten eingesetzt.

[0103] Andererseits ist es bevorzugt, wenn in Schritt a) biologische Zellen in
einer organahnlichen Zellkultur assembliert und fixiert werden, an die in Schritt b) zumin-
dest ein Farbemittel gebunden wird, wobei in Schritt ¢) die Farbung mittels optischer
Verfahren untersucht wird.

[0104] Das Farbemittel kann selbst ein spezifisch an Strukturen der fixierten
Zellen bindendes Molekiil sein, oder es wird ein spezifisch an Strukturen der fixierten
Zellen bindendes Molekill verwendet, an das in einem zweiten Schritt das Farbemittel
gebunden wird. Dieser Schritt ermdglicht eine immunhistochemische Anfarbung von
organahnlichen Zellkulturen.

[0105] Weiter ist es bevorzugt, wenn in Schritt a) biologische Zellen in einer or-
ganadhnlichen Zellkultur assembiliert und fixiert werden, die in Schritt b) getrocknet sowie
mit einem Kontrastmittel inkubiert und dann in eine Matrix eingebettet werden, wobei in

Schritt ¢) die in die Matrix eingebetteten Zellen entnommen und untersucht werden.

[0106] Mit den oben beschriebenen Vorteilen des neuen Verfahrens kénnen so

Zellen beispielsweise fiir die Elektronenmikroskopie prapariert werden.

[0107] Fernerist es bevorzugt, wenn in Schritt a) biologische Zellen in einer or-
ganahnlichen Zellkultur assembliert und kultiviert werden, die in Schritt b) mit Tumorzellen
inkubiert wird, wobei in Schritt ¢) das Verhalten der Tumorzellen und der Zellkultur unter-
sucht wird.

[0108] Diese Schritte ermdglichen die Untersuchung der Metastasenbildung
und der Verdrangung der gesunden Zellen. Mit den oben beschriebenen Vorteilen des
neuen Verfahrens ist erstmals eine kontinuierliche Untersuchung der Tumorentstehung an

demselben Gewebe zu verschiedenen Zeitpunkten mdoglich.
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[0109] Die Interaktion der Tumorzellen mit der Zellkultur wird dabei vorzugs-

weise durch Dielektrophorese unterstitzt oder gar erst bewirkt.

[0110] Es ist weiter bevorzugt, wenn in Schritt a) biologische Zellen in einer or-
ganahnlichen Zellkultur assembliert und kultiviert werden, die in Schritt b) mit zumindest
zwei Wirkstoffen inkubiert wird, wobei in Schritt ¢) das Verhalten der Zellkultur untersucht

wird.

[0111] Hierist von Vorteil, dass eine sequentielle oder parallele Verabreichung
von Wirkstoffen mdglich ist, so dass mit den oben beschriebenen Vorteilen des neuen

Verfahrens die gegenseitige Beeinflussung der Wirkstoffe untersucht werden kann.

[0112] Aligemein ist es noch bevorzugt, wenn in Schritt a) in einem ersten Pro-
benanordnungsbereich biologische Zellen in einer ersten organahnlichen Zellkultur und in
einem zweiten Probenanordnungsbereich biologische Zellen in einer zweiten organahnli-
chen Zellkultur assembliert und kultiviert werden, wobei vorzugsweise der erste und der
zweite Probenanordnungsbereich fluidisch in Reihe geschaltet sind, wobei in Schritt b) die
erste Zellkultur mit zumindest einem Wirkstoff perfundiert wird, und die zweite Zellkultur
mit dem Effluent der ersten Zellkultur perfundiert wird, und wobei in Schritt ¢) die Reaktion

der zweiten Zellkultur auf die Perfusion mit dem Effluent untersucht wird.

[0113] Gemal dieser Weiterbildung kdnnen zwei oder mehr auch unterschied-
liche organahnliche Strukturen auf einem Probenchip assembliert und untersucht werden,
wobei die verschiedenen Probenanordnungsbereiche auf dem Probenchip unterschiedlich
ausgebildet sein und selektiv elektrisch angesprochen werden kdénnen. Dies ist beispiels-

weise fur die Etablierung einer in-vivo ahnlichen Nierenstruktur wichtig.

[0114] Diese Ausgestaltung des neuen Verfahrens ermdglicht auch erstmals
die reproduzierbare Untersuchung der Reaktion eines nachgeordneten Organs auf die
Behandlung eines anderen Organs mit Wirkstoffen. Dabei wird beispielsweise das Pro-

dukt einer ersten Zellkultur in ihrer Wirkung auf nachfolgende Zellkulturen untersucht.
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[0115] Weitere Vorteile ergeben sich aus der Beschreibung und der beigefiig-

ten Zeichnung.

[0116] Es versteht sich, dass die vorstehend genannten und die nachstehend
noch zu erlauternden Merkmale nicht nur in der jeweils angegebenen Kombination,
sondern auch in anderen Kombinationen oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den

Rahmen der vorliegenden Erfindung zu verlassen.

[0117] Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung sind in der beigefligten Zeichnung

dargestellt und werden in der nachfolgenden Beschreibung ndher erldutert. Es zeigen:

Fig. 1 eine schematische Darstellung des neuen Systems mit Kontrolleinheit

und Anschlussplatte;

Fig. 2 den prinzipiellen, nicht mafistabsgetreuen Aufbau eines Probenchips,

wie er in die Anschlussplatte aus Fig. 1 eingesetzt werden kann;

Fig. 3 den prinzipiellen, nicht mafistabsgetreuen Aufbau einer Probenkanal-

einheit, wie sie auf dem Probenchip aus Fig. 2 vorgesehen ist;

Fig. 4 nicht mafstabsgetreue Ausfiihrungsbeispiele flir Probenkanaleinheiten

gemal Fig. 3;

Fig. 5 ein nicht malistabsgetreues Ausflihrungsbeispiel flr einen Probenan-

ordnungsbereich aus der Probenkanaleinheit aus Fig. 4;

Fig. 6 in einer perspektivischen Darstellung ein konkretes Ausfilhrungsbeispiel

fur die Anschlussplatte aus Fig. 1;

Fig. 7 einen Langsschnitt durch einen Fluidikblock der Anschlussplatte aus Fig.
6;
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Fig. 8 ein prinzipielles Ausflihrungsbeispiel fiir ein erstes Funktionselement,
das der Erzeugung eines elektrischen Feldes in dem Probenanord-

nungsbereich aus Fig. 5 dient;

Fig. 9 eine perspektivische Darstellung eines Ausschnitts aus einem in Spritz-

gusstechnik hergestellten Probenchip;

Fig. 10  verschiedene prinzipielle Ausfiihrungsbeispiele fir Aufteilungs- und
Kombinationsstellen, wie sie in der Probenkanaleinheit aus Fig. 4 ver-

wendet werden;

Fig. 11 Ausflihrungsbeispiele flr Funktionselemente, die der Ankopplung und
Entgasung der Mikrofluidikkanale in der Probenkanaleinheit aus Fig. 4

dienen;

Fig. 12  ein Ausflhrungsbeispiel zur blasenfreien Ankopplung der Anschlussplat-

te an die Kontrolleinheit;

Fig. 13  Ausflhrungsbeispiele zur Ansammlung von komplexen Zellanordnungen
in einem Probenanordnungsbereich mit einer als Hydrogel ausgebilde-

ten Trennstuktur;

Fig. 14  ein Ausflhrungsbeispiel zur Ansammlung von komplexen Zellanordnun-
gen in einem Probenanordnungsbereich mit einer als Membran ausge-

bildeten Trennstruktur; und

Fig. 15  Diagramme, die die Erfassung von im Probenchip durch verschiedene
Zellen gebildetem a) Albumin und b) 6p-Hydroxytestosteron aus Testos-

teron zeigen.
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[0118] In Fig. 1 ist mit 10 allgemein ein schematisch dargestelltes System zur
Durchfiihrung von Untersuchungen an biologischem Probenmaterial bezeichnet, das aus

verschiedenen Elementen besteht.

[0119] Das System 10 umfasst als erstes Element eine Kontrolleinheit 11, mit
der wahlweise als zweite Elemente verschiedene Anschlussplatten 12 verbindbar sind, an
die als dritte Elemente Uber je eine mechanische Aufnahmevorrichtung 13 verschiedene
mikrofluidische Probenchips 14 angekoppelt werden kdnnen, fir die in Fig. 2 ein Ausfih-

rungsbeispiel gezeigt ist.

[0120] Die Aufnahmevorrichtung 13 dient der betriebssicheren Verankerung der
Probenchips 14 und ihrer Kontaktierung. Ferner ermdglicht sie eine optische Analyse von
biologischem Probenmaterial, das auf den Probenchips 14 assembliert, kultiviert, inkubiert
und perfundiert werden kann. Dazu ist eine optische Analyse mittels Durchlicht-

mikroskopie oder zumindest mittels Auflichtmikroskopie moglich.

[0121] Der Probenchip 14 aus Fig. 2 umfasst ein Tragersubstrat 14a, auf dem
beispielhaft drei mikrofluidische Probenkanaleinheiten 15 ausgebildet sind, die jeweils
einen eigenen Anschlussbereich 16 fur Medien sowie Signale aufweisen. Im einfachsten

Fall enthalt jeder Probenchip 14 eine Probenkanaleinheit 15.

[0122] Jeder Anschlussbereich 16 ist insbesondere Uiber Anschlussleitungen 17
fur Medien und Signale mit Chip-Anschlusselementen 18 verbunden, die in dem gezeig-

ten Ausfiihrungsbeispiel in einem linearen Array 19 angeordnet sind.

[0123] Die Anschlusselemente 18 wirken mit inneren Anschlusselementen 21
der Anschlussplatte 12 zusammen, die an dem mechanischen Aufnahmebereich 13 der in
Fig. 1 gezeigten Anschlussplatte 12 vorgesehen sind. Auch die inneren Anschlusselemen-

te 21 sind hier als lineares Array 22 angeordnet.

[0124] Die Anschlusselemente 18 dienen insbesondere auch dem blasenfreien

Anschluss des Probenchips 14 an die Anschlussplatte 12.
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[0125] Die inneren Anschlusselemente 21 sind mit dul3eren Anschlusselemen-
ten 23 der Anschlussplatte 12 (iber Anschlussleitungen 24 fiir Medien und Signale ver-
bunden.

[0126] Die aufteren Anschlusselemente 23 dienen insbesondere auch dem bla-

senfreien Ankoppeln der Anschlussplatte 12 an die Kontrolleinheit 11.

[0127] Zwischen den dulieren Anschlusselemente 23 und den inneren An-
schlusselemente 21 sind schematisch angedeutete Funktionselemente 25 vorgesehen,
die in noch zu beschreibender Weise der Beeinflussung der Medien sowie der Signale
dienen, die zwischen den Probenkanaleinheiten 15 und den aufteren Anschlusselemen-
ten 23 ausgetauscht werden. Funktionselemente 25 kénnen auch zur Erfassung von

Messsignalen ausgebildet sein.

[0128] Die dufteren Anschlusselemente 23 sind liber weitere Anschlussleitun-

gen 26 fur Medien und Signale I6sbar mit der Kontrolleinheit 11 verbunden.

[0129] Wie bereits eingangs erwahnt, ist die Kontrolleinheit 11 z.B. eine Die-
lektrophoreseeinheit, die dazu dient, in den Probenkanaleinheiten 15 biologisches Pro-
benmaterial, insbesondere organotypische Zellanordnungen, anzuordnen, wie dies
prinzipiell fir den Laborbereich aus der DE 10 2008 018 170 B4 bekannt ist.

[0130] Nachdem das Probenmaterial entsprechend in den Probenkanaleinhei-
ten 15 angeordnet wurde, kann die Dielektrophoreseeinheit gegen eine Perfusionseinheit
ausgetauscht werden, die jetzt als Kontrolleinheit 11 dient und wahrend der Inkubation
des Probenmaterials in den Probenkanaleinheiten 15 der Versorgung des Probenmateri-
als mit Medium sowie der Zufuhr von Testsubstanzen dient. Ferner werden Uber die

Perfusionseinheit Messsignale und flissige Messproben entnommen.

[0131] Die Funktionselemente 25 dienen auch der Prozessierung und Weiterlei-
tung von Medien und Signalen, die zwischen der Kontrolleinheit 11 und den Anschlussbe-

reichen 16 auf den Probenchips 14 ausgetauscht werden. Dazu zéhlen bspw. die elektri-
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sche und optische Aufbereitung, Verteilung und Zusammenfiihrung sowie Zwischenspei-
cherung von Steuer- und Messsignalen, die Speicherung, der Transport und die Vertei-
lung von Flussigkeiten und Gasen, das Abtrennen von Gasbestandteilen aus den Flissig-

keiten in aktiven oder passiven Blasenfallen, die Ubertragung von Drucksignalen.

[0132] Die Funktionselemente 25 kdnnen dazu als Ventile, Multiplexer, Pum-

pen, Heizungen, Kithlungen ausgebildet sein,

[0133] Der prinzipielle Aufbau einer auf dem Tragersubstrat 14a ausgebildeten
Probenkanaleinheit 15 ist in Fig. 3 schematisch, vereinfacht und nicht mafistabsgetreu
dargestellt.

[0134] Das Tragersubstrat 14a besteht ganz oder zumindest im Bereich eines
mikrofluidischen Probenanordnungsbereiches 31 innerhalb der Probenkanaleinheit 15 aus
optisch diinnem Material, bspw. aus Polycarbonat (PC), Cycloolefincopolymer (COC),
Polymethylmethacrylat (PMMA), Polydimethylsolixan (PDMS), oder aus Glas bzw. reinem
Silizium. Das Tragersubstrat 14 kann dabei hergestellt sein durch Abformen, Umformen,
lithographische Prozesse, Hinzufiigen oder Abtragen von Material oder Materialkompo-

nenten.

[0135] Die Probenanordnungsbereich 31 weist Stege 32, 33 auf, die einen

Spalt 34 begrenzen, in dem Probenmaterial 35 angesammelt wird.

[0136] Zur Unterstiitzung der Ansammlung von Probenmaterial 35 in dem Spalt
34 sind Elektroden 36, 37 vorgesehen, Uber die Zellen oder sonstiges Probenmaterial in
dem Spalt 34 aufkonzentriert werden, die liber mikrofluidische Zufuhrkanéle 38 in den

Probenanordnungsbereich 31 geleitet werden.

[0137] Den Zufuhrkanalen 38 gegeniliberliegend sind mikrofluidische Ausleitka-
nale 39 vorgesehen, Uber die durchgesplltes Medium sowie ggf. entnommene fllissige

Messproben ausgeleitet werden.
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[0138] Ein Probenanordnungsbereich 31 kann mit je einem Zufuhrkanal 38 und
Ausleitkanal 39 oder mit mehreren Zufuhrkanalen 38 und Ausleitkanale 39 verbunden

sein.

[0139] Die Zufuhrkanale 38 sind mit einem mikrofluidischen Funktionsbereich

41 und die Ausleitkanale 39 mit einem mikrofluidischen Funktionsbereich 42 verbunden.

[0140] Diese Funktionsbereiche 41, 42 umfassen beispielsweise Ventilanord-
nungen und Verzweigungsstrukturen, um fur eine gleichmaflige Verteilung und/oder einen
selektiv gesteuerten Fluss der flissigen Medien zu sorgen. Hier sind flir die Steuerung
flissiger Medien bspw. Kapillarstopventile und fiir die Steuerung gasférmiger Medien

Sperrventile vorgesehen.

[0141]  Uber mikrofluidische Kanale 43 und 44 sind die Funktionsbereiche 41
und 42 mit dem Anschlussbereich 16 versehen. Es versteht sich, dass die Kanale 43 und
44 mehrere parallele, voneinander fluidisch getrennt verlaufende mikrofluidische Kanale
umfassen kdnnen, so dass uber den Anschlussbereich 16 unterschiedliche Medien,
insbesondere Gase, Substanzen und Flussigkeiten in den Probenanordnungsbereich 31

geleitet und aus diesem ausgeleitet werden kdénnen.

[0142] Der Anschlussbereich 16 enthalt nicht gezeigte Anschlusselemente, die
dem Zufuhr/der Abfuhr flissiger Medien, bspw. zum Transport der biologischen Probe
oder zu testender Substanzen, und gasférmiger Stoffe, bspw. Prozessgase und Aerosole,
dienen. Zu diesen Anschlusselementen kdnnen auch Pippetierdffnungen fir gravitations-

getriebenen Fluss zdhlen, die von Pippetiersystemen bedient werden.

[0143] In dem Anschlussbereich 16 sind ferner Anschlusselemente fiir die Wei-
terleitung elektrischer Signale und fur Gber Lichtwellenleiter transportierte optische
Signale oder Membranen zur Ubertragung von Druck oder akustischen Schwingungen
vorgesehen.
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[0144] Zwischen dem Anschlussbereich 16 und dem mikrofluidischen Funkti-
onsbereich 41 ist in dem Kanal 43 noch eine Funktionseinheit 45 vorgesehen, die bei-
spielsweise eine Blasenfalle sein kann und daflr sorgt, dass keine Gasblasen in den
Probenanordnungsbereich 31 hineingelangen, weil diese dort die Verteilung von flissi-

gem Medium behindern wiirden.

[0145] Die Blasenfalle 45 trennt gasférmige Anteile aus dem zugefiihrten Me-
dienstrom. Sie kann als aktives Element mit vakuumunterstiitzter Absaugung mit oder
ohne Sperrmittel sowie als rein passives Element mit speziellen Membranen ausgestaltet

sein.

[0146] Die Elektroden 36 und 37 sind lber elektrische Leitungen 46 und 47 mit
elektrischen Funktionsbereichen 48 und 49 verbunden, die jeweils Uber elektrische Ein-

oder Mehrfachleitungen 51 und 52 mit dem Anschlussbereich 16 verbunden sind.

[0147] Die elektrischen Funktionsbereichen 48 und 49 dienen der aktiv gesteu-

erten oder passiven Verteilung und Sammlung von elektrischen Signalen.

[0148] In der Probenkanaleinheit 15 bzw. dem Probenanordnungsbereich 31
sind ferner verschiedene optisch empfindliche, elektrische, elektrochemische oder bio-
sensorische Funktionselemente 53, 54 und 55 vorgesehen, liber die optisch empfindliche,
elektrische oder chemische Signale zur Uberpriifung, Steuerung oder Messwerterfassung
abgefragt und an dem Anschlussbereich 16 bereitgestellt werden.

[0149] Diese lokale Sensorik im Probenanordnungsbereich 31 und in der Pro-
benkanaleinheit 15 erlaubt es, Messwerte fir Aussagen Uber die Vitalitat von in die
Probenkanaleinheit 15 eingespiilten und/oder im Probenanordnungsbereich 31 assemb-
lierten Zellen zu erhalten. Dazu werden z.B. integrierte Sensoren 53, 54, 55 verwendet,
mit denen zum Beispiel die O,/CO,-lonenkonzentration, der pH-Wert, Impedanzen oder

Metabolismusprodukte gemessen werden kdnnen.
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[0150] Fig. 4a zeigt den prinzipiellen Aufbau einer Probenkanaleinheit 15, in der
insgesamt acht Probenanordnungsbereiche 31 fluidisch und elektrisch parallel geschaltet
sind. Zu diesem Zweck wird ein mikrofluidischer Zufuhrkanal 43 mit Hilfe von Aufteilungs-

stellen 56 mehrfach aufgeteilt.

[0151] In entsprechender Weise ist der mikrofluidische Ausleitkanal 44 (iber

Kombinationsstellen 57 mit den Probenanordnungsbereichen 31 fluidisch verbunden.

[0152] In Fig. 4a sind ferner die Elektroden 36 und 37 der einzelnen Probenan-
ordnungsbereiche 31 zu erkennen, die elektrisch parallel geschaltet sind und Uber ge-

meinsame Anschlusselemente 58 angesteuert werden.

[0153] Nicht gezeigt in Fig. 4a ist die obere Abdeckung, die auf dem Trager-
substrat 14a des Probenchips 14 aufliegt und die nach oben offenen Mikrostrukturen
abdeckt. Wie ein derartiges gedeckeltes mikrofluidisches System hergestellt werden kann,
ist in der eingangs erwahnten DE 10 2008 018 170 A1 beschrieben, auf deren Inhalt
hiermit Bezug genommen wird. Nachstehend zeigt Fig. 11a eine Querschnittsdarstellung
durch einen Probenchip 14, in der das Tragersubstrat 14a und ein Kanaldeckel 14b zu

erkennen sind.

[0154] Dieser Deckel 14b ist zumindest bereichsweise optisch diinn ausgelegt,
so dass das Probenmaterial in dem Probenanordnungsbereich mit optischen Verfahren

analysiert werden kann.

[0155] Fig. 5 zeigt eine vergroferte Draufsicht auf einen Probenanordnungsbe-
reich 31, der aus mehreren Stegen 61 und mikrofluidischen Kanalen 62 besteht, die
zwischen den Elektroden 36, 37 angeordnet und {iber Offnungen 63 miteinander verbun-
den sind. Die Stege 61 und die Offnungen 63 sind Beispiele fiir die Stege 32, 33 und den
Spalt 34 aus Fig. 3; siehe auch Fig. 8c.

[0156] Der Probenanordnungsbereich 31 ist ein speziell geformter Bereich der

Probenkanaleinheit 15, in dem das biologische Probenmaterial 35, insbesondere biologi-
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sche Zellen und Zellbestandteile, unter Einwirkung auferer Krafte, insbesondere elektri-

sche Feldstarke oder Flussbedingungen, gezielt angeordnet werden kann.

[0157] Zwischen den Stegen 61 sind die Offnungen 63 vorgesehen, in/an de-
nen biologisches Probenmaterial unter der Wirkung elektrischer Felder, die durch die
Elektroden 36, 37 erzeugt werden assembliert werden kann, wie es in den eingangs
erwahnten DE 10 2008 018 170 B4 sowie DE 10 2009 039 956 A1 beschrieben ist.

[0158] Durch die Strukturierung der Kanale 62 und Stege 61 kann das zwi-
schen den Elektroden 36, 37 anliegende elektrische Feld in seiner Wirkung so manipuliert
werden, dass die Feldstirke im Bereich der Offnungen 63 gezielt erhdht oder abge-
schwacht wird, um die Assemblierung des biologischen Probenmaterials 35 zu beeinflus-

sen.

[0159] Die Oberflachen der Stege 61 und Kanale 62 kdnnen dabei gezielt modi-
fiziert sein, um flr die jeweilige biologische Probe eine den natirlichen Umgebungsbedin-
gungen entsprechende Umgebung zu schaffen. Diese Modifikationen kénnen eine

Hydrophilisierung oder Hydrophobisierung der betreffenden Oberflachen umfassen.

[0160] Durch die Geometrie der Stege 61 und Kanale 62 wird ferner die Stro-
mungsgeschwindigkeit beeinflusst, um die Assemblierung der biologischen Probe zu
unterstiitzen. Durch Querschnittserweiterungen in den Kanélen 62 kdnnen beispielsweise

stromungsberuhigte Bereiche geschaffen werden.

[0161] Die Elektroden 36, 37 sind dabei besonders strukturierte, leitfahige Fla-
chen, die unter Anlegung elektrischer Gleich- und/oder Wechselspannungen einerseits
elektrische Felder zur Beeinflussung der Assemblierung des biologischen Probenmateri-

als entstehen lassen.

[0162] Andererseits erlaubt der bei Anlegung elektrischer Gleich- und/oder
Wechselspannungen gemessene Stromfluss Riickschlisse auf die Impedanz von Sub-

stanzen im Probenanordnungsbereich 31, so dass die Elektroden 36, 37 auch als Senso-
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ren wirken. Ferner kdnnen (ber die Elektroden 36, 37 elektrische Pulse erzeugt werden,
mit denen die in dem Probenanordnungsbereich assemblierten Zellen aufgeschlossen

werden konnen.

[0163] Durch die Parallelschaltung von hier acht Probenanordnungsbereichen
31 kann in einer Probenkanaleinheit 15 identisches Probenmaterial mit verschiedenen
Substanzen getestet werden. Alternative kann in den unterschiedlichen Probenkanalein-
heiten 15 unterschiedliches biologisches Probenmaterial assembliert und mit derselben

Substanz getestet werden, die durch den Zufuhrkanal 38 zugefiihrt wird.

[0164] Es ist auch mdéglich, auf einem Probenchip 14 zwei oder mehr Proben-
anordnungsbereiche 31 oder Probenkanaleinheiten 15 in Reihe zu schalten, so dass der
Ausleitkanal 39 eines in Flussrichtung ersten Probenanordnungsbereiches 31 in den
Zufuhrkanal 38 eines fluidisch nachgeschalteten Probenanordnungsbereiches 31 fuhrt.
Die Elektroden 36, 37 der beiden Probenanordnungsbereiche 31 sind dann unabhangig
voneinander ansteuerbar und auslesbar. Fig. 4b zeigt einen Probenchip 14, auf dem 3

Probenkanaleinheiten 15a, 15b und 15¢ in Reihe zueinander geschaltet sind.

[0165] Fig. 6 zeigt eine perspektivische Draufsicht auf ein Ausflihrungsbeispiel
fur die Anschlussplatte 12 aus Fig. 1.

[0166] Rechts in Fig. 6 ist in dem Aufnahmebereich 13 ein Probenchip 14 zu
erkennen, auf dem eine optisch diinne Abdeckplatte oder Abdeckfolie 64 aufliegt, die
zusammen mit dem Probenchip 14 iber Spannelemente 65, 66 auf einen Trager 67 der

Anschlussplatte 12 aufgespannt ist.

[0167] Links neben dem Probenchip 14 befindet sich ein dem fluidischen An-
schluss dienender Fluidikblock 68, der im vorliegenden Fall ein mit dem Zulaufkanal 43
kommunizierendes Zulaufelement 69 sowie ein mit dem in Fig. 6 nicht zu sehenden

Ausleitkanal 44 kommunizierendes Ablaufelement 70 umfasst.
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[0168] Links auf3en an der Anschlussplatte 12 sind elektrische Anschlussele-

mente 71 zu erkennen, die mit den Leitungen 46, 47 kommunizieren.

[0169] Die Elemente 69, 70, 71 sind aulRere Anschlusselemente 23 der An-

schlussplatte 12.

[0170] Fig. 7 zeigt einen Langsschnitt durch den Fluidikblock 68 der Anschluss-
platte 12 aus Fig. 6, aus dem sich die fluidische Kontaktierung des Probenchips 14 ergibt.
Der Fluidikblock 68 dient zur Aufnahme von Dichtungselementen und Anschlusskanalen.

Er ist beispielsweise aus Polycarbonat oder Polymethylmethacrylat gefertigt.

[0171] Dabei bezeichnet 72 einen als Anschlussolive ausgebildeten, vertikalen
Anschluss auf dem Probenchip 14, und 73 eine der Verbindung zum Aufienanschluss
dienende Kanalstruktur, die endseitig von einem Dichtungselement 74 umgeben ist, das
zum Anschluss von Zulauf- und Ablaufelementen 69, 70 dient und als Schraub- oder

Klemmverbindung ausgebildet sein kann.

[0172] Ein vergleichbares Dichtungselement 75 ist dem vertikalen Anschluss 72
zugeordnet, der die Verbindung zu den probenchipseitigen Kanalstrukturen 76 herstellt,

die beispielsweise durch die Zufuhrkanale 38 und Ausleitkandlen 39 gebildet wird.

[0173] Das Element 75 entspricht dabei einem der in Fig. 1 gezeigten inneren
Anschlusselemente 21 der Anschlussplatte 12. Die Elemente 72, 76 sind ein Beispiel fiir

die in Fig. 2 gezeigten Anschlusselementen 18 des Probenchips 14.

[0174] Wahrend die Elektroden 36 und 37 durch Goldelektroden ausgebildet
sein kénnen, zeigt Fig. 8 ein Ausflihrungsbeispiel, bei dem die Elektroden durch leitfahi-
ges Ter-Polymer gebildet sind, wie dies beispielsweise in der nicht vorverdffentlichten DE
10 2012 102 321 beschrieben ist.

[0175] Dadurch werden die mit der Herstellung von Goldelektroden verbunde-

ne Probleme hinsichtlich der genauen Positionierung der Maske fiir die Elektroden
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vermieden. Die Polymerelektroden werden durch Einleiten von auspolymerisierenden
Monomeren in entsprechende Mikrokanale gebildet, wie es beispielsweise ausfiihrlich in
der nicht vorverdffentlichten DE 10 2012 102 321 beschrieben ist.

[0176] Demgemal} sind die Elektroden als Festkdrperelektrolyt ausgebildet, der
eine Polymermatrix umfasst, die hergestellt wird durch Polymerisieren einer Monomerl6-
sung, die zumindest ein Monomer, ggf. zumindest einen Quervernetzer, und zumindest
eine direkt polymerisierbare ionische Flissigkeit aufweist, die einen organischen La-
dungstrager, vorzugsweise organisches Kation, und einen anorganischen Gegenladungs-
trager, vorzugsweise ein anorganisches Anion, aufweist, wobei das organische Kation
vorzugsweise zumindest einen Allyl-Rest, weiter vorzugsweise zumindest einen quarter-

naren Stickstoff aufweist.

[0177] Unter einer direkt polymerisierbaren ionischen Fliissigkeit wird eine ioni-
sche Flissigkeit verstanden, die ohne vorherige Derivatisierung des organischen La-

dungstragers eingesetzt werden kann.

[0178]  Zur Herstellung der Elektroden wird eine Monomerenlésung verwendet,
in der zundchst drei Monomere in einer organischen Ldsung, bspw. Isopropanol, vorlie-
gen. Die Monomerldsung besteht aus einem einfachen Acrylat (einfache Ketten), welches
bei alleiniger Polymerisation lineare Ketten ergibt und die Grundstruktur des Polymers
darstellt (hier: HEMA - 2-Hydroxyethyl 2-methylprop-2-enoat). Dazu kommt ein Bisacrylat
(hier: EGDMA - 2-(2-Methyl-acryloyloxy)ethyl-2-methyl-acrylat), welches die Quervernet-
zung gewahrleistet (doppelte, verlinkte Ketten). Als letztes Monomer wird eine ungesattig-
te lonische Flissigkeit (hier: AIMelmClI - 1-Allyl-3-methylimidazolium-chlorid) dazugege-
ben. Dieses besteht aus Chloridionen und einem grofden, positiv geladenen organischen
Kation. In einer Ausfilhrung werden die Monomere durch eine kontrollierte freie radikali-
sche Polymerisation mittels UV Initiator (hier: Irgacure2959 - 2-Hydroxy-4’-(2-

hydroxyethoxy)-2-methylpropiophenon) zu einem Ter-Polymer polymerisiert.
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[0179] Alternativ ist es auch mdglich, als Elektrodenpolymer eine elektrisch leit-
fahige Monomerenldsung in die Mikrokanale 77, 78, 79 einzufillen und ausharten zu

lassen.

[0180] Fig. 8a zeigt eine schematische Draufsicht auf einen Probenanord-
nungsbereich 31 mit Stegen 32, 33 und Spalt 34 sowie mikrofluidischem Zufuhrkanal 38
und Ausleitkanal 39. Mit 77 sind Einleitéffnungen fir das Elektrodenpolymer bezeichnet,
die mit Leitkanadlen 78 kommunizieren, die zu Strukturierungsbereichen 79 fiihren, in
denen die Polymerelektroden ausgebildet werden.

[0181] Fig. 8b zeigt eine Darstellung wie Fig. 8a, jedoch mit mit Elektrodenpo-
lymer geflllten Mikrokanalen 77, 78, 79. Fig. 8c zeigt eine Schnittdarstellung langs der
Linie A-A aus Fig. 8b, in der vertikale Kapillarstopps 80 fiir das Elektrodenpolymer zu
erkennen sind. Die Kapillarstopps 80 dienen dazu, das eingeflillte Elektrodenpolymer
entlang des Strukturierungsbereiches 79 zu fiihren, so dass Elektrodenpolymer nicht in
den Probenanordnungsbereich 31 gelangen kann.

[0182] 81 bezeichnet fir die externe Kontaktierung in der Einleitdffnung 77
ausgebildete Kontaktflachen und 82 die in dem Strukturierungsbereich 79 ausgebildete
Polymerelektrode.

[0183] Die erforderlichen Mikrokanale werden zusammen mit der librigen Mik-
rostrukturierung des Probenchips im Spritzgussverfahren hergestellt, so dass auf Metalli-
sierung verzichtet werden kann. In Fig. 9 ist ausschnittsweise ein Beispiel fiir einen
Probenchip 14 gezeigt, in dem die Mikrofluidikkanale 38, 39 zusammen mit den Mikroka-
nalen 77, 78, 79 und der Ubrigen Mikrostrukturierung in einem Spritzgussfertigungsschritt
hergestellt wurden.

[0184] Fig. 10 zeigt Beispiele fiir verschiedene Ventilsysteme und Aufteilungs-
stellen, Uber die daflir gesorgt wird, dass sich samtliche mikrofluidischen Kanéle 43, 44 in

der in Fig. 4 gezeigten Probenkanaleinheit 15 mit Fllissigkeit fillen.
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[0185] In mikrofluidischen Probenchips 14 aus hydrophoben Materialien mit
mehreren sich verzweigenden Mikrokanalen 43, 44 stellt die gleichmalige Befiillung aller
Mikrokanale 43, 44 aufgrund der hohen Oberflachenspannung oft ein Problem dar; siehe
Fig. 10a. Besonders wenn die Mikrokanale 44 wieder zusammengefiihrt werden, kbnnen

Luftblasen eingeschlossen werden, die sich auch kaum mehr entfernen lassen.

[0186] Durch Aneinanderreihung einer Kaskade von Multiplexerstrukturen und
Kapillarstopventilen mit zunehmenden Berstdriicken ist es dennoch mdglich, einen

solchen Probenchip 14 luftblasenfrei zu befiillen.

[0187] Eine Kaskade 83 besteht aus einem oder mehreren Multiplexern (Fig.
10a), an denen die Mikrokanale 43 mittels der Aufteilungsstellen 56 separiert werden.
Eine Aufteilungsstelle 56 teilt einen eingehenden Flissigkeitsstrom an seiner Phasen-
grenze in zwei neue Phasengrenzen, ohne jedoch abrupten Druckanderungen zu unter-

liegen. Figur 10a zeigt eine mogliche Ausflihrungsform eines solchen Funktionsbereiches.

[0188] Ferner sind kaskadierte Kapillarstoppventile (Fig. 10b) fiir eine gleich-
malfige Befiillung der Mikrokanale 43, 44 und der Probenanordnungsbereiche 31 vorge-
sehen. Hierbei stoppt ein Fllissigkeitsstrom mit seiner Phasengrenze zunachst an einem
Kapillarstoppventil einer ersten Kaskadenstufe 84a, die Strémungshindernisse 84 b
enthalt, an denen die Mikrokanale 43 zusammengefiihrt werden. Erst wenn Flissigkeits-
strdbme aus samtlichen Mikrokanalen 43 eines Probenaufnahmebereiches an den Kapil-
larstoppventilen der ersten Kaskadenstufe anliegen, wird der Berstdruck tiberschritten und
die Menisken der einzelnen Phasengrenzen werden zusammengefiihrt. Dieser Vorgang
wiederholt sich fiir die nachfolgenden Kaskadenstufen solange, bis die Fliissigkeitsstréme

samtlicher Probenbereiche an der letzten Kaskadenstufe 84n anliegen.

[0189] Weiter sind ein oder mehrere Merger-Ventile (Fig. 10c) oder Kaskaden
von Merger-Ventilen vorgesehen, an denen die Mikrokanale 44a, 44b wieder zusammen-
geflihrt werden. Die Merger-Ventile ,schalten erst durch, wenn Flissigkeitsstrome aus
beiden Mikrokanalen 44a, 44b anliegen und die Flussigkeitsmenisken 85a, 85b sich

berlihren und dadurch einen einzelnen Folgemeniskus 86 mit grofierem Radius und
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mithin kleinerem Berstdruck bilden (p ist proportional zu y/2R, mit y = Oberflachenspan-

nung des Mediums, R = Kriimmungsradius des Meniskus).

[0190] Verwendbare Ventile sind beispielsweise beschrieben in EP 1 441 131
A1 und US 6,601, 613 B2.

[0191] Fig. 11 zeigt Beispiele, um fiir ein blasenfreies Fiillen der mikrofluidi-
schen Kanale 43 zu sorgen. In Fig. 11a bezeichnet 45 eine als Blasenfalle ausgebildete

Funktionseinheit.

[0192] In Fig. 11a bezeichnet ferner 14a das Tragersubstrat und 14b den Ka-

naldeckel fir einen Mikrokanal 43.

[0193] Gelangen Luftblasen 88 in einen mikrofluidischen Probenchip 14, ist
dieser meist nicht mehr funktionstichtig. Zudem kdénnen Luftblasen 88 die Zellen im
Probenchip 14 schadigen. Daher kann der eigentlichen Fluidik mindestens eine Blasenfal-
le 45 vorgeschaltet sein. Diese lasst sich direkt in den Probenchip 14 oder in die An-

schlussplatte 12 integrieren, wie dies beispielhaft in Fig. 11a und 11c gezeigt ist.

[0194] Dazu ist beispielsweise gemaf der Querschnittsdarstellung in Fig. 11a
eine gaspermeable Membran 87 vorgesehen, die in den Kanaldeckel 14b eingelassen ist.
In einer Aushdhlung am Kanaldeckel 14b werden Luftblasen 88 aus dem Kanal 43
abgefangen und das Gas 89 entweicht durch die Membran 87. Bei dieser Ausflihrung
handelt es sich um eine rein passive Blasenfalle. Wird zusatzlich eine unterstiitzende

Vakuumabsaugung eingesetzt, handelt es sich um eine aktive Blasenfalle.

[0195] Weiterhin sind parallelisierte Verschaltungen sowie Kaskaden derartiger

passiver Blasenfallen denkbar.

[0196] Wie bereits erwdhnt, wird als Kontrolleinheit 11 entweder eine Die-
lektrophoreseeinheit oder eine Perfusionseinheit eingesetzt. Wahrend die Ansammlung

der Zellkultur namlich nur wenige Minuten dauert, soll die Kultivierung der Zellen tber
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mehrere Wochen erfolgen. Wird beides mit derselben Kontrolleinheit 11 durchgefihrt, ist
diese flir mehrere Wochen blockiert, bevor erneut eine Assemblierung von Zellen stattfin-

den kann.

[0197] Die Dielektrophoreseeinheit steuert das Priming des Chips, die An-
sammlung der Zellen mittels Dielektrophorese und den Aufbau der Zellkultur. Die Perfusi-
onseinheit sorgt dann fir die Versorgung der Zellkultur mit Medium und regelt die Inkuba-

tion mit Testsubstanzen Uber die Kulturzeit von Tagen bis Wochen.

[0198] Die Kontaktierung des Probenchips 14 zu den beiden Kontrolleinheiten
11 erfolgt iber die Anschlussplatte 12 und muss die blasen- und kontaminationsfreien
Umkopplung, also das Ab- und spéatere Wiederankoppeln des Probenchips von einer
Kontrolleinheit zur anderen erlauben. Diese Manipulationen flihren praktisch unvermeid-
bar zum Eindringen von Luftblasen 88 von den duferen Anschlusselementen 23 der
Anschlussplatte 12 in den Probenchip 14; siehe Fig. 12. Diese Luftblasen stéren jedoch
den Fluss, bspw. durch Veranderung des FlieRwiderstandes im betroffenen Kanalseg-

ment, und zerstdren die Zellkultur, wenn sie in die Probenanordnungsbereiche gelangen.

[0199] Die Kontaktierung kann gemaf Fig. 11b tGber ein Septum 91 auf dem
Probenchip 14 oder der Anschlussplatte 12 erfolgen, wobei die Verbindung zu der Kon-
trolleinheit 11 durch eine Hohlnadel 90 hergestellt wird. Die Hohlnadel 90 kann Bestand-

teil der Kontrolleinheit 11 aber auch Bestandteil der Anschlussplatte 12 sein.

[0200] Die luftblasenfreie Umkopplung erfolgt vorzugsweise jedoch Uber eine
mikrofluidische Entliftungsvorrichtung gemaf Fig. 11a erweitert um ein Septum 91
geman Fig. 11b, wie es in Kombination in Fig. 11c dargestellt ist. Uber die Hohlnadel 90
beim An- oder Umkoppeln in die Mikrokanale 43 eindringende Luftblasen 88 werden in

der stromabwarts liegenden Blasenfalle Uber die Membran 87 wieder ausgeschleust.

[0201] Das Septum 91 kann vor Kontamination geschitzt sein, vorzugsweise

durch eine Blisterfolie 92, welche das Septum 91 zumindest teilweise abdeckt.
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[0202] Die Ankopplung der Anschlussplatte 12 an die Kontrolleinheiten 11 kann
Uber Zulaufelemente 69 und Ablaufelemente 70 als Kombinationen von Schlauch und

Schraubverbindungen erfolgen. Eine Entgasung erfolgt wie bereits oben erwahnt.

[0203] Bevorzugt wird jedoch die Ankopplung der Anschlussplatte iiber ein
Stecksystem wie es beispielhaft in Fig. 12 dargestellt ist, bei dem das Umkoppeln des

Probenchips vollig ohne Schlauchmaterial ausgefuhrt werden kann.

[0204] In Fig. 12 istin einer Schnittdarstellung die Ankopplung eines auf eine
Anschlussplatte 12 aufgeklemmten Probenchips 14 an eine Kontrolleinheit 11 (iber den
aus Fig. 7 bekannten Fluidikblock 68 und dulRere Anschlusselemente 23 gezeigt. Das
Dichtungselement 74 sitzt hier in der Kontrolleinheit 11, ein Anschlusselement 23 steckt
abgedichtet in diesem Dichtungselement 74. Der Anschluss des Fluidikblocks 68 an den

Probenchip 14 erfolgt wie in Fig. 7, die Entliftung wie in Fig. 11a.

[0205] Die Integration der Funktionselemente 41, 42, 45, 48, 49, 53, 54, 55 in
die einzelnen Probenkanaleinheiten 15 erméglicht eine Uberwachung verschiedener
Parameter, wie beispielsweise Elektrodenfunktion, Beflillung und Luftblasenfreiheit des
Probenchips 14, Flussraten, Temperatur, Gasgehalt der Medien, Dichte der Zellkultur und
Zellzahl etc., ohne dass optische Uberwachungen und handische Schritte erforderlich

sind.

[0206] Geeignete Messprinzipien daflr sind beispielsweise die Impedanzmes-
sung fir Flussraten, Luftblasen, Zelldichte und Steuerung der Zellassemblierung, sowie
optische/elektrochemische O,/CO,-Sensoren, Temperatursensoren und Dehnungsmess-

streifen zur Erfassung von Flussraten und Luftblasen.

[0207] Ferner kdnnen optoelekironische Sensoren oder mikrooptische bzw. op-
tofluidische Verfahren zum Einsatz kommen, wie es z.B. beschrieben ist in der US
2011/0181884 A1.
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[0208] Impedanzmessungen kdnnen dabei auch lber die Elektroden 36 und 37

vorgenommen werden.

[0209] Die insoweit beschriebenen Funktionselemente 41, 42, 45, 48, 49, 53,
54, 55 dienen der Qualitatssicherung, also der Funktionalitéat des Probenchips 14, der

Uberwachung der Zelldichte und vor allem auch der Kalibrierung des gesamten Systems.

[0210] Dariiber hinaus kdnnen die Funktionselemente auch zur Messung der
Zellreaktion, also beispielsweise zur Messung der Vitalitat oder der Aktivitat bei Zufuhr

von chemischen Substanzen oder Medikamenten verwendet werden.

[0211] Wahrend im Stand der Technik die Messung der Zellantwort bisher op-
tisch Uber Fluoreszenzmikroskopie und chemisch durch Analyse des Perfundats erfolgte,
erlauben die integrierten Sensoren, also die Funktionselemente 53, 54, 55, eine weniger
aufwendige und damit preiswertere und vor allem kontinuierliche Messung der Zellreak-

tionen.

[0212] Dabei kann beispielsweise iber die Messung des Sauerstoffgehalts im
Medium bevor und nachdem das Medium die Probenanordnungsbereiche 31 passiert hat,

die Bestimmung der Zellvitalitat erfolgen.

[0213] Messungen der Impedanz der Zellanordnung im Probenanordnungs-
bereich 31 geben dabei beispielsweise eine Aussage Uber die Dichtigkeit von Gewebe-
barrieren, wie sie beispielsweise in der Blut-Hirn-Schranke, im Darm oder in der Niere zu

finden sind.

[0214] Dabei geben die auf dem Probenchip 14 direkt, also sozusagen on-line
durchgefiihrten kontinuierlichen Messungen von lonenkonzentration, pH-Wert oder von
Produkten des Zellmetabolismus im Medium direkt Aufschluss (iber die Funktionalitat der
Zellen, ohne dass das Medium hinter dem Probenchip 14 aufgefangen und analysiert
werden muss. Diese Messungen kdnnen elektrochemisch oder mit Hilfe von Biosensoren

durchgeflihrt werden, die immobilisierte Antikérper und/oder Enzyme verwenden.
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[0215] Um komplexere, asymmetrische Gewebestrukturen wie beispielsweise
Endothelbarrieren des Darms oder der Blut-Hirn-Schranke aufbauen zu kénnen, ist es
erfindungsgemal vorgesehen, im Bereich des Spaltes 34, also in dem Bereich zwischen
den Mikrokanalen 62, wo sich das biologische Probenmaterial 35 anordnet, eine Trenn-

struktur 94 anzuordnen, die als Hydrogel 97 ausgebildet sein kann.

[0216] Das Hydrogel kann zwischen Pfosten 96 angeordnet sein, die im Spalt
34 vorgesehen sind, wie es in Fig. 13 gezeigt ist, wo das Hydrogel den Spalt 34 und die

Pfosten 96 gemal} Fig. 13a teilweise oder gemal Fig. 13b vollstandig Uberdeckt.

[0217] Verwendbare Hydrogele sind beispielsweise in der DE 10 2007 034 580
A1 und der DE 10 2007 051 059 A1 beschrieben, so dass wegen weiterer Informationen

auf diese Druckschriften verwiesen wird.

[0218] Die im Bereich der Dielektrophorese-Assemblierungsbereiche, also der
Offnungen oder Spalte 34 eingebrachten Hydrogele stabilisieren den Zellaufbau und
kénnen mit extrazellularen Matrixproteinen versetzt werden, wie es beispielsweise bei der
Basalmembran in der Blut-Hirn-Schranke und der Blut-Luft-Schranke der Lunge der Fall

ist.

[0219] Komplexe, asymmetrische Strukturen werden erzeugt, indem unter-
schiedliche Zelltypen auf verschiedenen Seiten des Hydrogels assembliert werden. Auf
der einen Seite kdnnen z.B. Endothelzellen und auf der anderen Astrozyten etabliert

werden.

[0220] Durch Einsatz eines aufldsbaren Hydrogels lasst sich nach der Assemb-
lierung ein direkter Kontakt zwischen den Zellen herstellen. Die Hydrogele weisen dazu
beispielsweise Crosslinks auf, die durch Metalloproteasen geschnitten werden kénnen. Es
ist auch die Verwendung von Alginat-Gelen angedacht, die sich durch Zugabe von Ca**

komplexierenden Substanzen wie EDT oder Citrat auflésen lassen.
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[0221] Eine andere Mdglichkeit, asymmetrische Strukturen aufzubauen, besteht
darin, zwei getrennte Kanale durch ein Mikrokapillararray zu verbinden, wie es prinzipiell
bereits in der DE 10 2008 018 170 B4 beschrieben ist. Wird Uber ein derartiges Array von
Mikrodffnungen ein dielektrophoretisches Feld angelegt, so werden jeweils nur durch
einen der Kandle eingesplilte Zellen angesammelt, so dass ein asymmetrischer Zellauf-

bau realisiert werden kann.

[0222] Statt eines derartigen Mikrokanalarrays kann auch eine isolierende
Membran 95 mit Loéchern 95a als Trennstruktur 94 zwischen den Mikrokanalen 38, 39
verwendet werden, wie es in Fig. 14 gezeigt ist. Dabei werden die Zellen durch das
dielektrophoretische Feld in bzw. auf die Lécher 95a in der Membran gezogen, da diese
Lécher 95a bei Anlegen einer Spannung ebenfalls lokale Feldinhomogenitaten 96 und
damit dielektrophoretische Krafte hervorrufen, wie es in Fig. 14 zu sehen ist, die ein
Ausflhrungsbeispiel zur Ansammlung von komplexen Zellanordnungen in einem Proben-

anordnungsbereich 31 zeigt.

[0223] Fir den Aufbau von Organen, die aus mehreren hintereinander geschal-
teten Unterstrukturen bestehen, wie es beispielsweise die Nierenkdrperchen und der
Nierentubulus bei der Niere darstellen, ist der aus der DE 10 2008 018 170 B4 bekannte
Aufbau des Probenanordnungsbereiches nicht geeignet, wie die Erfinder inzwischen in

eigenen Experimenten feststellen kénnen.

[0224] Derartige Organstrukturen kénnen erst durch die Reihenschaltung von
zwei oder mehr Probenanordnungsbereichen realisiert werden, die einzeln und selektiv
elektrisch adressierbar sind. Diese Probenanordnungsbereiche kénnen entweder die
gleichen oder verschiedene Mikrostrukturen fiir die Ausbildung des dielektrophoretischen
Feldes aufweisen und Zellen in der fiur die jeweilige Unterstruktur geeigneten Anordnung

positionieren.

[0225] Dabeiwerden zunachst Zellen flir den ersten Probenanordnungsbereich
31 in den Probenchip 14 gesplilt und nur dieser erste Probenanordnungsbereich 31 mit

einer Dielektrophoresespannung versehen, um die Zellen zu assemblieren. Nach grindli-
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chem Spililen des Probenchips 14 werden dann die Zellen fir den zweiten Probenanord-
nungsbereich 31 eingesplilt, das dielektrophoretische Feld nur an diesen zweiten Proben-

anordnungsbereich 31 angelegt und die zweite Unterstruktur assembiliert.

[0226] Mit dem erfindungsgemalen System lassen sich beispielsweise folgen-
de Organ- und Gewebemodelle etablieren: Endothel-/Epithelschichten und Barrieren fir
die Blut-Hirn-Schranke, die Niere, den Darm und die Lunge; 3D-Gewebe von Tumoren,
Metastasemodellen in Leber und Darm sowie Schilddriise. Ferner kann die Ausdifferen-

zierung von Stammzellen etabliert und Giberwacht werden.

[0227] Wie bereits erwahnt sind die Kontrolleinheit 11 und die Anschlussplatte
12 wiederverwendbar, wahrend die Probenchips 14 in der Regel Verbrauchsmaterialien

sind.

[0228] Die Probenchips 14 kdnnen in einem Kit zusammen mit anderen Materi-
alien bereitgestellt werden, um sie bereits fur bestimmte Anwendungen vorzubereiten. Der
Vorteil eines derartigen Kits besteht darin, dass alle bendtigten Materialien zusammen mit
dem mikrofluidischen Probenchip 14 als wirtschaftliche Einheit bereitgestellt werden, so
dass die Einhaltung erforderlicher Standards und die Reinheit der Substanzen sicherge-

stellt ist.

[0229] Zu den Bestandteilen des Kits zdhlen neben dem Probenchip 14 Me-

dien, Reagenzien, Puffer und ggf. auch Zellen fiir folgende Anwendungen:

[0230] Bestimmung der Zellvitalitdt auf dem Probenchip, Extraktion von Nu-
kleinsaure der kultivierten Zellen aus dem Probenchip, Kalibrierung der Zellkultur, Reini-
gung des Probenchips nach Beendigung des Versuches, Einbringen von Proteinbeschich-
tungen und/oder Hydrogelen in den Probenchip, Assemblierung von Zellen, Versand von

vorkultivierten Probenchips.

[0231] In einer perfundierten 3D-Zellkultur kénnen optische (beispielsweise

Durchlicht, Fluoreszenz, Raman, SERS, FIB/SEM), elektrische (Impedanz, elektrochemi-
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sche Sensoren) und biochemische (Analyse des Perfundats z.B. mittels HPLC/MS)

Analyseverfahren durchgefiihrt werden.

Beispiele fur durchzufihrende Assays

a) Bestimmung von Nukleinsduren in den Zellen

[0232] In diesem Assay miissen die Zellen lysiert und DNA/RNA aus dem Pro-
benchip extrahiert werden, worauthin die Nukleinsauren dann Uber geeignete analytische
Verfahren, wie beispielsweise Mikroarrays, Bead-Arrays, PCR- oder Sequenzierverfahren

sowie massenspektrometrische Methoden weiter analysiert werden.

[0233] Ziel dieses Assays ist zum einen die Extraktion der DNA, um daran ge-
netische Merkmale/Veranderungen der Zellen zu untersuchen, beispielsweise Mutationen
in Tumorzellen oder Zelllinien. Zum anderen kénnen lber die Bestimmung der Menge und
der Art der RNA in den Zellen Aussagen Uber die Hoch- oder Runterregulierung von
Genen getroffen werden. Diese Assays dienen beispielsweise zur Untersuchung der

Reaktion der Zellen auf bestimmte Substanzen.

[0234] Die Zellen werden dazu entweder chemisch Uber geeignete Substanzen
oder elektrisch Gber im Probenchip integrierte Elektroden aufgeschlossen. Anschlie3end
werden die Zellbestandteile aus dem Probenchip gespllt und die Nukleinsduren kdnnen

uber Standardverfahren vervielfaltigt und/oder analysiert werden.

[0235] Der Probenchip bietet hier den Vorteil, dass nur sehr geringe Mengen an
Reagenzien flr den Zellaufschluss bendtigt werden, oder dass sogar vollstandig auf
Reagenzien verzichtet werden kann, wenn die Zellen tber das Anlegen einer nieder-
frequenten Spannung (< 100 kHz) an den bereits im Probenchip vorhandenen Elektroden

lysiert werden.

[0236] Diese auf dem Probenchip realisierte Lyse bringt zahlreiche Vorteile:

Dank des raschen Aufschlusses der Zellen ist der Abbau von Proteinen, DNA und RNA
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weitestgehend minimiert. Es kann vollstandig auf chaotrope Reagenzien wie SDS oder
Harnstoff verzichtet werden, die sich meist storend auf nachfolgende Assays auswirken.
Zur Inaktivierung von Nukleasen und Proteasen kénnen der Pufferldsung zudem Enzy-

minhibitoren beigeflgt werden.

b) Bestimmung von Enzymaktivitaten der Zellen

[0237] Hier ist beispielsweise an die Bestimmung von Metabolismus-
enzymaktivitat in Zellen gedacht. Im Falle der Leber waren dies zum Beispiel Cytochrome
P450 Enzyme (CYP), die hauptsachlich die Metabolisierung von Fremdstoffen, wie
Medikamenten, im Korper katalysieren. Meist handelt es dabei um Oxidationsreaktionen

bei denen Sauerstoffatome in die metabolisierte Substanz integriert werden.

[0238] Die Enzymaktivitat in den Zellen wird dabei bestimmt, indem die Kon-
zentration von Zellprodukten (z.B. Albumin bei Leberzellen) direkt im Perfundat bestimmt
wird, oder die Umsetzung eines Enzymsubstrats durch die Zellen gemessen wird. Im
zweiten Fall werden die Zellen mit Substraten der zu untersuchenden Enyzme inkubiert
(z.B. Testosteron zur Bestimmung der CYP 3A4 Aktivitat von Leberzellen), das Perfundat
aufgesammelt und die Konzentration der Abbauprodukte im Perfundat bestimmt (z.B. 613-
Hydroxytestosteron welches von CYP3A4 aus Testosteron gebildet wird). Der Nachweis
der Zellprodukte kann dabei z.B. tiber Immuno Assays (z.B. Enzyme-linked immunosor-
bent Assays zur Quantifizierung der Albuminkonzentration) oder mittels Chromatographie
(z.B. High oder Ultra Performance Liquid Chromatography HPLC, UPLC) oder Massen-

spektroskopie erfolgen.

[0239] Ziel dieses Assays ist eine Uberwachung der Stoffwechselfunktion von
am Stoffwechsel beteiligten Zellen, wie beispielsweise der Leberzellen, um etwaige

Anderungen als Reaktion auf zugefiihrte Substanzen feststellen zu kénnen.

[0240] Fig. 15a und 15b zeigen als beispielhafte Anwendungen jeweils Ergeb-
nisse von mit dem Probenchip durchgefiihrten Experimenten zum Rickgang der Albumin-

syntheserate und der CYP3A4 Aktivitat in einer organahnlichen Leberzellkultur, die mit
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hohen Wirkstoffkonzentrationen inkubiert wurden. Auf der Abszisse sind die Inkubations-

tage angegeben.

[0241] Fig. 15a zeigt Messungen der Albuminkonzentration aus 3 verschiede-
nen Experimenten mit humanen oder Maushepatozyten. Die Zellen wurden dabei dauer-
haft mit 200 yM Phenacetin, 200 pyM Testosteron und 100 yM 7-Hydroxycoumarin bei

einer Flussrate von 3 pl/min inkubiert.

[0242] Fig. 15b zeigt Messungen der 63-Hydroxytestosteron Konzentration in
einem Experiment mit humanen Hepatozyten. Die Zellen wurden dabei dauerhaft mit 200
MM Phenacetin, 200 yM Testosteron und 100 yM 7-Hydroxycoumarin bei einer Flussrate
von 3 yl/min inkubiert. Diese Messung gibt die Aktivitat des Cytochrome P450 3A4
Enzyms wieder, welches die Umsetzung von Testosteron in 63-Hydroxytestosteron

katalysiert.

[0243] Bei dieser Art von Assay bietet der Probenchip den Vorteil, dass nur
kleine Mengen an Reagenzien eingesetzt werden mussen. Aul3erdem wird die Konzentra-
tion an Substrat an den Zellen Uber die kontinuierliche Perfusion annghernd konstant
gehalten, wahrend die Stoffwechselprodukte dhnlich wie im Korper tiber den Medienfluss
kontinuierlich abgefiihrt werden. So kann es nicht zu einer Sattigung an Produkt kommen,

welches die Zellaktivitdt unnatiirlich beeinflussen wirde.

c) Bestimmung der Toxizitdt von Substanzen

[0244] Bei diesem Assay geht es um die Bestimmung der Toxizitat beispiels-
weise bei wiederholter Dosisgabe und die Bestimmung von Dosis-Zeitprofilen, wozu die
Zellen mit Testsubstanzen inkubiert werden, die in definierten Zeitintervallen und Konzen-
trationen zugefihrt werden. Dabei werden die Zellvitalitat, die Zellaktivitat und Verande-
rungen des Zellinhaltes — wie zum Beispiel Anderungen des Genoms oder Proteoms —

Uber der Zeit bestimmt.
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[0245] Ziel dieses Assays ist es, bei Toxizitatsuntersuchungen mit wiederholter
Inkubation Langzeitwirkungen zu erkennen, die durch die wiederholte Einnahme von
Substanzen entstehen konnen. Auf diese Weise kdnnen sowohl kurzfristige akute als
auch durch langerfristige Inkubation ggf. auftretende chronisch toxische Effekte gemessen

werden.

[0246] Die Zellen werden dazu Uber einen langeren Zeitraum abwechselnd mit
den zu untersuchenden Substanzen (Induktionsphase) und reinem Zellkulturmedium
(Erholungsphase) inkubiert, wobei die Reaktion der Zellen, insbesondere ihre Vitalitat und
Aktivitat, Uberwacht wird. Dabei kdnnen sowohl die Konzentrationen als auch die Inkuba-

tionsdauer der Substanzen variiert werden.

[0247] Die Durchfiihrung dieses Assays mit einem Probenchip bietet den Vor-
teil, dass wegen der Anwendung des perfundierten Probenchips kontinuierlich Substan-
zen in konstanten Konzentrationen oder mit definierten Konzentrationsprofilen appliziert
werden kénnen. Damit wird es erstmals moglich, die pharmakokinetischen Parameter
eines Wirkstoffs in das Experiment einzubeziehen und so dessen Toxizitat in einer

experimentellen Situation zu untersuchen, die der in-vivo Situation nahe kommt.

[0248] Dank der Applikation von Substanzkonzentrationsgradienten liber be-
stimmte Zeitspannen kann so die Medikamenteneinnahme und das Konzentrationsprofil in

den Organen im Assay nachgebildet werden.

[0249] In der Perfusionseinheit kbnnen Konzentrationsprofile fiir die Wirkstoffe
und sonstigen Substanzen programmiert und gesteuert werden. Ebenso kénnen Inkubati-
onsdauer, Flussgeschwindigkeit und Dauer der Erholungsphase iber die Perfusionsein-
heit programmiert und kontrolliert eingehalten werden. Dieses Verfahren erlaubt es auch,
Analyten im Perfusat zeitlich aufgeldst zu messen und mit dem Substanzkonzentrations-

profil zu korrelieren.

d) Messung der Barrieregangigkeit von Substanzen
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[0250] Um die qualitative und/oder quantitative Barrieregangigkeit von Sub-
stanzen zu messen, wird die Zellbarriere auf dem Probenchip etabliert und mit der jeweili-
gen Testsubstanz inkubiert, die Perfundate des Probenchips werden aufgesammelt und

die Substanzkonzentration im Perfundat vor und hinter der Barriere bestimmt.

[0251] Im Korper gibt es verschiedene Barrieren, die die dahinterliegenden Re-
gionen vor dem Eindringen unerwiinschter Substanzen schitzen; siehe beispielsweise die
Blut-Hirn-Schranke, die Ubergange Blut-Darm bzw. Blut-Harn, oder die Ubergange Luft-

Blut in Nase, Bronchien und Lunge. Diese Situation wird im Probenchip nachempfunden.

[0252] Dabei kann zum einen (berpriift werden, ob eine Substanz unbedenk-
lich ist, weil sie nicht (ber die Membran tritt. Hier lasst sich beispielsweise das Eindringen
oder Nicht-Eindringen von Umweltgiften in chemischer oder partikularer Form (z.B.
Nanopartikel) Giberprifen. Ferner lassen sich neue Darreichungsformen fiir Wirkstoffe
prifen.

[0253] Zum anderen ist es fiir die Applikation von Medikamenten in bestimmte
Korperbereiche wichtig, dass diese Uber die Barriere gehen, um ihren Wirkungsort zu
erreichen. Dies gilt beispielsweise fiir das Ubertreten der Blut-Hirn-Schranke zur Therapie

von Gehirntumoren.

[0254] Im Probenchip werden dazu Zellbarrieren aufgebaut und mit Substanzen
inkubiert. Zur Uberpriifung der Barrieregéngigkeit wird die Konzentration der Substanz vor
und hinter der Barriere gemessen. Zudem kann getestet werden, ob bestimmte Stoffe die
Barriere durchlassiger machen und sich damit eventuell schadlich auf einen Organismus

auswirken.

[0255] Der Probenchip bietet gegeniiber statischen Modellen den Vorteil, dass
er die natlrliche Flusssituation im Korper wiedergibt, wo Substanzen im Blutstrom an der
Barriere vorbeistrémen und nicht — wie in einer statischen Zellkultur — in einer stehenden

Flissigkeit auf die Barriere wirken.
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[0256] Durch die geringen Volumina im Probenchip sind aufierdem nur geringe
Mengen der oft nur begrenzt verfligbaren Substanzen notig, um einen Test durchzuflih-

ren.

e) Fixierung und Antikorperfarbung von Zellen

[0257] Auf dem Probenchip kénnen fir die Zwecke der Immunhistochemie Pro-

teine mit Antikdrpern und Farbereagenzien gezielt angefarbt werden.

[0258] Hierzu werden die betreffenden Zellen auf dem Probenchip fixiert, bei-
spielsweise mit Alkoholen wie Methanol oder Ethanol, wobei das intrazelluldre Wasser
aus den Zellen verdrangt und durch Alkohol ersetzt wird. Auf diese Weise sollen die

Zellen haltbar gemacht werden.

[0259] Anschlielend werden die Zellmembranen durch Zugabe von Detergen-
zien fur Antikdrper und andere Stoffe durchlassig gemacht. Die Antikdr-
per/Farbereagenzien werden dann Uiber die mikrofluidischen Kanale 38 des Probenchips

eingespllt und so die Zellen mit diesem Medium inkubiert.

[0260] Durch die geringen Volumina des Probenchips werden nur geringe
Mengen an oft teuren Antikérpern bendtigt. Durch die kontinuierliche Perfusion gelangen
mehr Antikorper in kurzer Zeit in Kontakt mit den Zellen, wodurch sich die Dauer der

Farbung gegeniiber statischen Zellkulturen verkirzt.

f) Fixierung und Einbettung von Zellen

[0261] Auf dem Probenchip kdnnen auch Zellen flir Untersuchungen mittels in-

vasiver Verfahren, beispielsweise fiir die Elektronenmikroskopie, prapariert werden.

[0262] Alle Reagenzien werden (ber die mikrofluidischen Kanale des Proben-
chips zugefiihrt. Zunachst werden die Zellen im Probenchip beispielsweise mit Methanol

fixiert. Zur Vorbereitung auf die Elektronenmikroskopie werden die Zellen dann getrock-
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net, indem beispielsweise das Wasser durch Ethanol ersetzt wird, und mit einem Kon-
trastmittel wie beispielsweise Osmiumtetroxid inkubiert. Anschlief’iend werden die Zellen
in eine Matrix eingebettet. Diese unterscheidet sich je nach anschliefdender Untersu-
chungsmethode, fiir Gewebeschnitte wird beispielsweise Paraffin und flir die Elektronen-
mikroskopie Epoxidharz verwendet. Dieses Einbetten geschieht dadurch, dass Paraffin
oder Epoxidharz durch die mikrofluidischen Kanéle zu den Zellen gespdilt wird. Nach
diesem Einbetten wird die Abdeckung des Probenchips entfernt, die in die Matrix einge-

betteten Zellen entnommen, geschnitten und die Schnitte entsprechend untersucht.

q) Kalibrierung des Probenchips

[0263] Bevor Zellfunktionsassays wie Toxizitat, Vitalitdt oder Enzymaktivitat
durchgefihrt werden kdnnen, kann die Ausgangsfunktionalitat der Zellen festgestellt

werden.

[0264] Dazu wird eine der Probenkanaleinheiten 15 auf dem Probenchip 14 als
Referenzkanal verwendet. Hier wird die Funktion der Zellen ohne den Einfluss der Sub-
stanzen Uberwacht. Dafiir werden festgelegte Parameter vor der Inbetriecbnahme der
anderen Probenkanaleinheiten 15 (iberpriift. Zusatzlich zur Uberpriifung der Zellvitalitét
richten sich diese Parameter nach der Art der Organkultur, bei einer Leberkultur wird
beispielsweise die Albuminproduktion, bei der Blut-Hirn-Schranke die elektrische Impe-

danz der Zellbarriere Uiberwacht.

[0265] Wie sich aus der vorstehenden Beschreibung der unterschiedlichen As-
says ergibt, die mit dem Probenchip bzw. dem neuen System durchgefihrt werden

kdnnen, erdffnet das neue System viele neue Anwendungsmoglichkeiten.
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Anwendungsbeispiele fir den Probenchip

1) Toxitatsmechanismen

[0266] Bei dieser Anwendung soll die Ursache fiir die toxische Wirkung von
Substanzen bestimmt werden. Die Zellkultur wird dazu mit toxischen Substanzen inkubiert
und die Wirkung der Substanz auf verschiedene Zellfunktionen untersucht. Hierzu z&hlt
beispielsweise die Inhibition von Enzymen, das Hervorrufen von Entziindungsreaktionen

oder die Zerstérung von Zell-Zellinteraktionen.

[0267] Durch die auf dem Probenchip mdgliche Etablierung einer Zellkultur, die
der in vivo-Kultursituation sehr ahnlich ist, ist es damit erstmals mdglich, den Mechanis-

men von Toxizitat in einem human ahnlichen Modell zu bestimmen.

2) Metastasenbildung: Einwandern von Tumorzellen in "Mikrogewebe"

[0268] Das neue System ermdglicht auch die Etablierung von Modellen zur Un-
tersuchung von Tumorbildung. Nach Aufbau einer Organkultur aus gesunden Zellen
werden Uber die mikrofluidischen Kanale Tumorzellen, z.B. zirkulierende Tumorzellen,
eingesplilt. Uber mikroskopische Uberwachung wird das Verhalten der Tumorzellen in der
Gewebekultur beobachtet. Zum Beispiel kann das Eindringen in das Zellaggregat, die

Verdrangung von Zellen oder das Wachstum des Tumors optisch Giberwacht werden.

[0269] Durch die im Probenanordnungsbereich vorhandenen Elektroden kann
durch Dielektrophorese das Eindringen der Tumorzellen in die Organkultur, also die
Metastasierung geférdert werden.

[0270] Gleichzeitig kann die Funktionalitat der Zellen iberwacht werden, indem

der oben unter b) beschriebene Assay verwendet wird.
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[0271] AnschlielRend kdnnen sowohl der Tumor als auch die gesunden Zellen
lysiert und ihre Bestandteile, also im Wesentlichen die Proteine und die Nukleinsduren,

analysiert werden; siehe oben Assay a).

[0272] Diese kontinuierliche Untersuchung der Tumorentstehung an derselben
Organkultur ist erstmals mit dem neuen System und dem Probenchip mdéglich. Bisher
verwendete Zellkulturen waren fir diese Art der Untersuchung nicht kdrperahnlich genug.
In Tiermodellen ist es dariiber hinaus nahezu unmdoglich, die Entstehung von Tumoren
schon in der Anfangsphase zu untersuchen oder gar kontinuierlich zu verfolgen, da eine
Beobachtung am lebenden Tier nicht mdglich ist und daher die Tumorgenese nur zu
verschiedenen diskreten Zeitpunkten — ggf. sogar nur in verschiedenen Tieren - beobach-

tet werden kann.

3) Wirkstofftestung an onkologischem Material/Tumormodell

[0273] Mit dem neuen System ist es auch mdglich, die Wirkung von Substan-
zen auf Tumorzellen zu untersuchen. Dazu werden Zellen — je nach Art des untersuchten
Tumors — in einem tumorahnlichen Aufbau im Probenchip assembliert und kultiviert. Die
Zellen werden dann mit Wirkstoffkandidaten inkubiert und ihre Reaktion auf die Wirkstoffe
Uberwacht. Hier werden insbesondere die Vitalitdt und Funktionalitat der Tumorzellen

sowie das Schrumpfen/Wachsen des Tumors beobachtet.

[0274] Durch die Kultivierung der Zellen als Mono- oder Kokultur in einer in vi-
vo-ahnlichen Umgebung ist die Reaktion der Zellen auf die Wirkstoffkandidaten der realen

Situation ahnlicher als dies in bisherigen Modellen der Fall war.

4) Pathogeninteraktionen mit Gewebe

[0275] Ziel dieser Anwendung ist es, das Eindringen von Pathogenen, also bei-

spielsweise Bakterien, Viren oder Parasiten, in Gewebe zu untersuchen.



WO 2014/019603 PCT/EP2012/064890

52

[0276] Dazu wird zunachst eine Organ-/Gewebekultur im Probenchip etabliert.
Anschlief3end werden die Pathogene durch die mikrofluidischen Kanéle eingespiilt und ihr
Verhalten wird in der Zellkultur optisch Giberwacht. Beispielsweise kann das Eindringen in
das aufgebaute Gewebe beobachtet werden. Zusatzlich wird untersucht, ob die Pathoge-
ne die Funktionalitdt der Zellen in Kultur beeinflussen. Hier werden beispielsweise die
Vitalitat und die Enzymaktivitat Gberpruft.

[0277] Im Probenchip kann das Eindringen von Krankheitserregern in ein Ge-
webe/ein Organ kontinuierlich beobachtet werden. Durch Kultivierung der Zellen in einer
in vivo-ahnlichen Umgebung ist die Reaktion der Zellen auf die Pathogene der realen

Situation ahnlicher, als dies in bisherigen Modellen der Fall war.

5) Gegenseitige Beeinflussung von Substanzen in ihrer Wirkung

[0278] Bei dieser Anwendung wird untersucht, wie sich die toxische Wirkung
bei paralleler Verabreichung mehrerer Wirkstoffe (Drug-Drug-Interaction) verandert. Dazu
wird die Zellkultur mit zwei oder mehreren Wirkstoffen entweder gleichzeitig oder sequen-

ziell inkubiert und die Vitalitat der Zellen Uberwacht.

[0279] In Tierversuchen gewonnene Erkenntnisse liber Medikamentenwech-
selwirkungen lassen sich nicht ohne weiteres auf den Menschen bertragen, da Substan-
zen im Tier oft mit anderer Geschwindigkeit abgebaut werden. So kann es sein, dass im
Menschen ein Wirkstoff A schneller als ein Wirkstoff B abgebaut wird, wahrend es im Tier
genau umgekehrt ablauft. Daher sind Tierversuche zur Abschatzung von Drug-Drug-

Interaktionen bei humanen Patienten ungeeignet.

[0280] Im Probenchip lassen sich diese Wechselwirkungen nun an humanen
Zellen und organahnlichen Zellverbanden testen. Diese Situation ist der humanen Situati-
on ahnlicher als bisherige Anwendungen, so dass eine bessere Ubertragbarkeit auf die
humane Situation mdglich ist, als bei einem Tierversuch oder in bisher verwendeten

Zelltests.
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0) Mechanismen fiir die Barrieregangigkeit von Substanzen

[0281] Bei dieser Anwendung soll die Toxizitat von Substanzen anhand des
Durchtrittsverhaltens von Wirkstoffen/Substanzen liber Barrieren (Blut-Hirn-Schranke,

Darm, Niere) untersucht werden.

[0282] Der Ablauf erfolgt wie oben in den Assays c) — e), wobei sich die ent-

sprechenden Vorteile ergeben.
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Patentanspriiche

1. Anschlussplatte fiir ein System zur Durchfiilhrung von Untersuchungen an
und/oder mit biologischem Probenmaterial (35), die eine mechanische Aufnahme-
vorrichtung (13) flr einen mikrofluidischen Probenchip (14), in dem das zu unter-
suchende biologische Probenmaterial (35) angeordnet und ggf. kultiviert wird, du-
Rere Anschlusselemente (23), um die Anschlussplatte (12) zur Ubertragung von
Medien und/oder Signalen losbar mit einer Kontrolleinheit (11) zu verbinden, und
innere Anschlusselemente (21) aufweist, um die Anschlussplatte (12) zur Ubertra-

gung von Medien und/oder Signalen I6sbar mit dem Probenchip (14) zu verbinden.

2. Anschlussplatte nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie zumindest
ein Funktionselement (25) aufweist, das zwischen den auf’eren und den inneren
Anschlusselementen (23, 21) angeordnet ist.

3. Anschlussplatte nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das
zumindest eine Funktionselemente (25) dazu ausgelegt ist, zumindest eine Aufga-
be zu erflillen, die ausgewahlt ist aus der Gruppe, die die elektrische und optische
Aufbereitung, Verteilung und Zusammenflihrung sowie Zwischenspeicherung von
Steuer- und Messsignalen, die Speicherung, den Transport und die Verteilung von
Flussigkeiten und Gasen, das Abtrennen von Gasbestandteilen aus den Flissig-
keiten in aktiven oder passiven Blasenfallen, die Erzeugung elektrischer Pulse, die
Erzeugung elektrischer und/oder magnetischer Gleich- und/oder Wechselfelder,

sowie die Ubertragung von Drucksignalen umfasst.

4. Anschlussplatte nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass
das zumindest eine Funktionselement (25) als optisch empfindlicher, elektrischer,

chemischer oder biochemischer Sensor ausgelegt ist.

5. Anschlussplatte nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass

die inneren Anschlusselemente (21) zum blasenfreien Ankoppeln an den Proben-
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chip (14) und die aufieren Anschlusselemente (23) zum blasenfreien Ankoppeln

an die Kontrolleinheit (11) ausgebildet sind.

Anschlussplatte nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass
die Aufnahmevorrichtung (13) Spannelemente (65, 66) zum mechanischen Halten

des Probenchips (14) aufweist.

Anschlussplatte nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass in der Aufnah-

mevorrichtung (13) eine optisch diinne Abdeckung (64) vorgesehen ist.

Mikrofluidischer Probenchip, insbesondere flir eine Anschlussplatte (12) nach
einem der Anspriiche 1 bis 7, mit zumindest einer Probenkanaleinheit (15), in der
ein mikrofluidischer Probenanordnungsbereich (31) vorgesehen ist, in dem biologi-
sches Probenmaterial (35) angeordnet und ggf. kultiviert wird, wobei die Proben-
kanaleinheit (15) mit einem Anschlussbereich (16) zur Ubertragung von Medien

und/oder Signalen versehen ist.

Probenchip nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass das zwischen dem
Probenanordnungsbereich (31) und dem Anschlussbereich (16) zumindest ein
Funktionselement (41, 42, 45, 48, 49, 53, 54, 55) angeordnet ist-

Probenchip nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass das zumin-
dest eine Funktionselement (41, 42, 45, 48, 49, 53, 54, 55) als optisch empfindli-

cher, elektrischer, chemischer oder biochemischer Sensor ausgelegt ist.

Probenchip nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass das zumin-
dest eine Funktionselemente (41, 42, 45, 48, 49, 53, 54, 55) dazu ausgelegt ist,
zumindest eine Aufgabe zu erfiillen, die ausgewahlt ist aus der Gruppe, die die
elektrische und optische, Aufbereitung, Verteilung und Zusammenflihrung sowie
Zwischenspeicherung von Steuer- und Messsignalen, die Speicherung, den
Transport und die Verteilung von Flissigkeiten und Gasen, das Abtrennen von

Gasbestandteilen aus den Fliissigkeiten in aktiven oder passiven Blasenfallen, die
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Erzeugung elektrischer Pulse, die Erzeugung elektrischer und/oder magnetischer
Gleich- und/oder Wechselfelder, sowie die Ubertragung von Drucksignalen um-

fasst.

Probenchip nach einem der Anspriiche 8 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass in
dem Probenanordnungsbereich (31) zumindest zwei Elektroden (36, 37) zur Er-

zeugung eines elekirischen Feldes vorgesehen sind.

Probenchip nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass das die Elektroden

(36, 37) zur Impedanzmessung ausgelegt sind.

Probenchip nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, dass das die

Elektroden (36, 37) zur Erzeugung elektrischer Pulse ausgelegt sind.

Probenchip nach einem der Anspriche 12 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass
das die Elektroden (36, 37) als elektrisch leitende Polymerelektroden ausgebildet

sind.

Probenchip nach einem der Anspriiche 8 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass in
dem Probenanordnungsbereich (31) zumindest ein von zwei Stegen (32, 33) be-
grenzter Spalt (34) vorgesehen ist, der zwei mikrofluidische Kanale (62) miteinan-

der verbindet und in dem eine Trennstruktur (94, 95, 97) angeordnet ist.

Probenchip nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die Trennstruktur
(94, 95, 97) eine Membran (95) mit Léchern (95a) umfasst.

Probenchip nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die Trennstruktur
(94, 95, 97) ein Hydrogel (97) umfasst.

Probenchip nach einem der Ansprliche 8 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass er

ein Tragersubstrat (14a) umfasst, in dem die zumindest eine Probenkanaleinheit
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(15) ausgebildet ist, und das mit einem Deckel (14b) verschlossen ist, der vor-

zugsweise zumindest bereichsweise optisch diinn ausgelegt ist.

Probenchip nach einem der Ansprliche 8 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass er

zumindest eine passive Blasenfalle (45) mit einer Membran (87) umfasst.

System zur Durchfiihrung von Untersuchungen an und/oder mit in einem Proben-
anordnungsbereich (31) eines mikrofluidischen Probenchips (14) nach einem der
Anspriiche 8 bis 20 befindlichen biologischen Probenmaterial, mit einer An-
schlussplatte (12) nach einem der Anspriiche 1 bis 7 zur Aufnahme des Proben-
chips (14), und zumindest einer Kontrolleinheit (11), mit der die Anschlussplatte

(12) zur Ubertragung von Medien und/oder Signalen Isbar verbindbar ist.

System nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass die Kontrolleinheit (11)
als Dielektrophoreseeinheit zum Primen des Probenchips (14) und zum Ansam-
meln des biologischen Probenmaterials (35) in dem Probenanordnungsbereich
(31) ausgebildet ist.

System nach Anspruch 21 oder Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass die
Kontrolleinheit als Perfusionseinheit zur Versorgung des Probenmaterials (35) mit
Medium und zur Inkubation des Probenmaterials (35) lber einen Messzeitraum
sowie zur Erfassung von elektrischen Messwerten und/oder zur Entnahme fiir flis-

sige Messproben ausgebildet ist.

Verfahren zur Durchfiihrung von Untersuchung an und/oder mit biologischem
Probenmaterial (35) in einem System, das zumindest einen mikrofluidischen Pro-
benanordnungsbereich aufweist, in dem biologisches Probenmaterial (35) ange-

ordnet und ggf. kultiviert wird, mit den Schritten:

a) das biologische Probenmaterial (35) wird in dem Probenanordnungsbereich (31)

assembliert,



WO 2014/019603 PCT/EP2012/064890

25.

26.

27.

28.

29.

58

b) das Probenmaterial (35) wird mit zumindest einer Substanz inkubiert, die tiber

mikrofluidische Kanale (38) zugefiihrt wird, und

c¢) das Probenmaterial (35) wird untersucht.

Verfahren nach Anspruch 24, bei dem in Schritt a) zumindest ein organahnliches

Zellkulturmodell in dem Probenanordnungsbereich (31) etabliert wird.

Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, bei dem in Schritt ¢) mit zumindest einem
Analyseverfahren eine Eigenschaft oder Eigenschaftsanderung des Probenmateri-
als untersucht wird, die ausgewahlt ist aus Metabolom, Enzymaktivitat, Proteom,
Genom, Genexpression, Sekretion von Markern, morphologische Erscheinung,
Zellvitalitat, Zellorganellenfunktion, Interaktion zwischen Zellen, Interaktion zwi-

schen Zellen und Umgebung im Probenanordnungsbereich, Proliferation.

Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 26, bei dem in Schritt ¢) die Zellen
elektrisch Uber in dem Probenanordnungsbereich integrierte Elektroden aufge-

schlossen werden.

Verfahren nach Anspruch 26 oder 27, bei dem das Analyseverfahren ausgewahlt
ist aus Immunhistochemie, Mikroskopie, Elektronenmikroskopie, Anfarbung von
Zellbestandteilen, Analyse von geldsten Bestandteilen mittels Trennverfahren
(Chromatographie, Elektrophorese, Massenspektrometrie), Colorimetrie, Immu-
noassays, Nukleinsaure-Analytik, PCR (Polymerase Chain Reaction), FISH (Fluo-
rescence in situ hybridization), DNA-Sequenzierung, Spektroskopieverfahren (Inf-
rarotspektroskopie, Ramanspektroskopie, NMR-Spektroskopie, Fluoreszenz-,
UV/VIS-Spektroskopie).

Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 28, bei dem in Schritt ¢) die qualitati-
ve und/oder guantitative Wirkung der zugeflihrten zumindest einen Substanz auf

das Probenmaterial untersucht wird.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 29, bei dem eine vergleichende
Untersuchung an einem Probenmaterial, das mit der Substanz inkubiert wird, und
einem Probenmaterial, das nicht oder mit einer anderen Substanz inkubiert wird,

durchgefihrt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 30, bei dem in Schritt a) ein leberahn-
liches Zellkulturmodell assembliert und kultiviert wird, das in Schritt b) mit zumin-
dest einer potentiell toxischen Substanz inkubiert wird, wobei in Schritt ¢) die Wir-

kung der Substanz auf zumindest eine Zellfunktion untersucht wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 30, bei dem in Schritt a) Tumorzellen
in einer organahnlichen Zellkultur assembliert und kultiviert werden, die in Schritt
b) mit zumindest einem onkologischen Wirkstoff inkubiert wird, wobei in Schritt c)

eine Veranderung der Zellkultur untersucht wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 30, bei dem in Schritt a) eine biologi-
sche Zellbarriere in einer organahnlichen Zellkultur assembliert und kultiviert wird,
die in Schritt b) auf einer Seite der Zellbarriere mit zumindest einem Wirkstoff in-
kubiert wird, wobei in Schritt ¢) die Konzentration des Wirkstoffes auf der anderen

Seite der Zellkultur untersucht wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 30, bei dem in Schritt a) biologische
Zellen in einer organahnlichen Zellkultur assembliert und kultiviert werden, die in
Schritt b) mit zumindest einem Pathogen inkubiert wird, wobei in Schritt ¢) die Re-
aktion der Zellkultur auf die Inkubation mit dem zumindest einen Pathogen unter-

sucht wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 30, bei dem in Schritt a) biologische
Zellen in einer organahnlichen Zellkultur assembliert und fixiert werden, an die in
Schritt b) zumindest ein Farbemittel gebunden wird, wobei in Schritt ¢) die Farbung

mittels optischer Verfahren untersucht wird.
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37.

38

39.

40.

41.

42.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 30, bei dem in Schritt a) biologische
Zellen in einer organahnlichen Zellkultur assembliert und fixiert werden, die in
Schritt b) getrocknet sowie mit einem Kontrastmittel inkubiert und dann in eine
Matrix eingebettet werden, wobei in Schritt ¢) die in die Matrix eingebetteten Zellen

enthommen und untersucht werden.

Verfahren nach einem der Anspriche 24 bis 30, bei dem in Schritt a) biologische
Zellen in einer organahnlichen Zellkultur assembliert und kultiviert werden, die in
Schritt b) mit Tumorzellen inkubiert wird, wobei in Schritt ¢) das Verhalten der Tu-

morzellen und der Zellkultur untersucht wird.

Verfahren nach Anspruch 37, bei dem in Schritt b) die Interaktion der Tumorzellen

mit der Zellkultur durch Dielektrophorese geférdert wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 30, bei dem in Schritt a) biologische
Zellen in einer organahnlichen Zellkultur assembliert und kultiviert werden, die in
Schritt b) mit zumindest zwei Wirkstoffen inkubiert wird, wobei in Schritt ¢) das

Verhalten der Zellkultur untersucht wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 30, bei dem in Schritt a) in einem
ersten Probenanordnungsbereich biologische Zellen in einer ersten organahnli-
chen Zellkultur und in einem zweiten Probenanordnungsbereich biologische Zellen

in einer zweiten organahnlichen Zellkultur assembliert und kultiviert werden.

Verfahren nach Anspruch 40, bei dem der erste und der zweite Probenanord-
nungsbereich fluidisch in Reihe geschaltet sind, wobei in Schritt b) die erste Zell-
kultur mit zumindest einem Wirkstoff perfundiert wird, und die zweite Zellkultur mit
dem Effluent der ersten Zellkultur perfundiert wird, und wobei in Schritt ¢) die Re-

aktion der zweiten Zellkultur auf die Perfusion mit dem Effluent untersucht wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 41, bei dem das System zumindest

einen Probenchip nach einem der Anspriiche 8 bis 20 umfasst.
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43.

44,

61

Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 42, bei dem das System zumindest

eine Anschlussplatte nach einem der Anspriiche 1 bis 7 umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 43, bei dem das System das System
nach einem der Anspriiche 21 bis 23 ist.
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extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. ]:l Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. IIl  Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

see extra sheet

N/
1. M As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims. o

u

As all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

m

As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4, I:l No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest l:l The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

}X‘ No protest accompanied the payment of additional search fees.
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The International Searching Authority has found that the international application
contains multiple (groups of) inventions, as follows:

1. Claims 1-7 (in full); 21-23, 43, 44 (in part)

Connection plate for a system for carrying out analyses on and/or with biological
sample material, which comprises a mechanical receiving device for a microfluidic
sample chip, in which the biological sample material to be analysed is arranged and
optionally cultivated, external connection elements, in order to detachably connect
the connection plate to a control unit for the transmission of media and/or signals,
and internal connection elements for detachably connecting the connection plate to
the sample chip for the transmission of media and/or signals.

2. Claims 8-20 (in full); 21-23, 42, 44 (in part)

Microfluidic sample chip comprising at least one sample channel unit, in which a
microfluidic sample arrangement region is provided, in which sample material is
arranged, wherein the sample channel unit is provided with a connection region for
the transmission of media and/or signals.

3. Claims 24-41 (in full); 42-44 (in part)

Method for carrying out analyses on and/or with biological sample material in a
system, which comprises at least one microfluidic sample arrangement region in
which biological sample material is arranged and optionally cultivated, comprising
the steps:

a) the biological sample material is assembled in the sample arrangement region,
b) the sample material is incubated with at least one substance which is fed via
microfluidic channels, and

c) the sample material is analysed.
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eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht

"P" Veréffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach
dem beanspruchten Prioritatsdatum veréffentlicht worden ist

"T" Spétere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum
oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstéandnis des der
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
Theorie angegeben ist

"X" Veréffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann allein aufgrund dieser Veroéffentlichung nicht als neu oder auf
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden

"Y" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet
werden, wenn die Veréffentlichung mit einer oder mehreren
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
diese Verbindung flur einen Fachmann naheliegend ist

"&" Veréffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche

31. Mai 2013

Absendedatum des internationalen Recherchenberichts

11/06/2013

Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehérde

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
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Internationales Aktenzeichen
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C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

X

YANG Z ET AL: "A world-to-chip socket for
microfluidic prototype development",
ELECTROPHORESIS, WILEY INTERSCIENCE, DE,
Bd. 23, 1. Januar 2002 (2002-01-01),
Seiten 3474-3478, XP002491999,

ISSN: 0173-0835, DOI:
10.1002/1522-2683(200210)23:20<3474::AID-E
LPS3474>3.0.C0;2-P

Absatz [0002]; Abbildungen 1-3

NICCOLO PIACENTINI ET AL: "MEMS-based
blood cell counting system",

CONF PROC IEEE ENG MED BIOL SOC.,

Bd. 201, 24. August 2008 (2008-08-24),
Seite 198, XP055057133,

Absédtze [00II] - [00GOB]; Abbildung 3

DE 199 17 398 Al (SCHWESINGER NORBERT
[DE]; HEIM ULF [DE] ACCORIS GMBH [DE])

19. Oktober 2000 (2000-10-19)

Spalte 3, Zeilen 47-63

Spalte 4, Zeilen 25-33

Spalte 4, Zeile 68 - Spalte 5, Zeile 24

US 20107089135 Al (DE LANGEN MICHEL [NL]
ET AL) 15. April 2010 (2010-04-15)

Absdatze [0002], [0003], [0004], [0007],
[0019], [0020], [0025], [0026]
FREDRICKSON C K ET AL: "Macro-to-micro
interfaces for microfluidic devices",

LAB ON A CHIP, ROYAL SOCIETY OF CHEMISTRY,
Bd. 4, Nr. 6,

1. Dezember 2004 (2004-12-01), Seiten
526-533, XP002588932,

ISSN: 1473-0197, DOI: 10.1039/B410720A
[gefunden am 2004-11-10]

das ganze Dokument

DE 198 54 096 Al (MERCK PATENT GMBH [DE])
25. Mai 2000 (2000-05-25)

das ganze Dokument

US 2009/302190 Al (TRIEU HOC KHIEM [DE] ET
AL) 10. Dezember 2009 (2009-12-10)

Absdatze [0026], [0028], [0048], [0049],
[0081], [0083], [0139]; Anspriiche 38,58;
Abbildung 5

_/__

1,21

1,5-7,
21-23

1,21

1,21

1,21

1,21
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Betr. Anspruch Nr.

X

HUA DONG ET AL: "Screen-printed
microfluidic device for electrochemical
immunoassay",

LAB ON A CHIP,

Bd. 7, Nr. 12, 1. Januar 2007 (2007-01-01)
, Seite 1752, XP055012342,

ISSN: 1473-0197, DOI: 10.1039/b71239%4a
das ganze Dokument

LI Y ET AL: "A microfluidic sensor chip
with renewable in-situ copper modified
microelectrode for continuous monitoring
of nitrate",

2011 16TH INTERNATIONAL SOLID-STATE
SENSORS, ACTUATORS AND MICROSYSTEMS
CONFERENCE (TRANSDUCERS 2011) : BEIJING,
CHINA, 5 - 9 JUNE 2011, IEEE, PISCATAWAY,
NJ,

5. Juni 2011 (2011-06-05), Seiten
2279-2282, XP031910574,

DOI: 10.1109/TRANSDUCERS.2011.5969232
ISBN: 978-1-4577-0157-3

das ganze Dokument

YOO SUNG JU ET AL: "Microfluidic
chip-based electrochemical immunoassay for
hippuric acid",

ANALYST, ROYAL SOCIETY OF CHEMISTRY, GB,
Bd. 134, Nr. 12,

1. Dezember 2009 (2009-12-01), Seiten
2462-2467, XP008124808,

ISSN: 0003-2654, DOI: 10.1039/B915356J
[gefunden am 2009-10-29]

das ganze Dokument

KWANG W. OH ET AL: "World-to-chip
microfluidic interface with built-in
valves for multichamber chip-based PCR
assays",

LAB ON A CHIP,

Bd. 5, Nr. 8, 1. Januar 2005 (2005-01-01),
Seiten 845-850, XP055064332,

ISSN: 1473-0197, DOI: 10.1039/b503437]
das ganze Dokument

_/__

8-14,16,
19,24,
26,28,42

15,17,
18,20,27

8-14

15,20
8-15,20

1-3,6-9,
11,16,

21.24,
26,28,
42.44
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X JULIA SCHUTTE ET AL: "Artificial micro
organs- a microfluidic device for
dielectrophoretic assembly of liver
sinusoids",

BIOMEDICAL MICRODEVICES, KLUWER ACADEMIC
PUBLISHERS, BO,

Bd. 13, Nr. 3,

24. Februar 2011 (2011-02-24), Seiten
493-501, XP019897559,

ISSN: 1572-8781, DOI:
10.1007/S10544-011-9517-7

das ganze Dokument

Y MUHAMMAD J. A. SHIDDIKY ET AL: "Detection
of polymerase chain reaction fragments
using a conducting polymer-modified
screen-printed electrode in a microfluidic
device",

ELECTROPHORESIS,

Bd. 26, Nr. 24,

1. Dezember 2005 (2005-12-01), Seiten
4656-4663, XP055064602,

ISSN: 0173-0835, DOI:
10.1002/e1ps.200500447

Zusammenfassung

Y N. GHARIB NASERI ET AL: "Disposable
Injection-Moulded Cell-on-a-Chip
Microfluidic Devices with Integrated
Conducting Polymer Electrodes for On-Line
Voltammetric and Electrochemiluminescence
Detection",

ELECTROANALYSIS,

Bd. 20, Nr. 4,

1. Februar 2008 (2008-02-01), Seiten
448-454, XP055064464,

ISSN: 1040-0397, DOI:
10.1002/elan.200704074

Zusammenfassung

Y ZHEN ZHU ET AL: "Microfluidic single-cell
cultivation chip with controllable
immobilization and selective release of
yeast cells",

LAB ON A CHIP,

Bd. 12, Nr. 5, 1. Januar 2012 (2012-01-01)
, Seite 906, XP055064605,

ISSN: 1473-0197, DOI: 10.1039/c21c20911j
das ganze Dokument

_/__

8,9,11,
12,16,
17,19,
24,28,

15
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Y

CHENG SHING-YI ET AL: "A hydrogel-based
microfluidic device for the studies of
directed cell migration",

LAB ON A CHIP, ROYAL SOCIETY OF CHEMISTRY,
Bd. 7, Nr. 6, 1. Juni 2007 (2007-06-01),
Seiten 763-769, XP002497558,

ISSN: 1473-0197, DOI: 10.1039/B618463D
[gefunden am 2007-04-04]

Zusammenfassung

C LOCHOVSKY ET AL: "BUBBLES NO MORE:
TRAPPING AND REMOVAL OF GAS BUBBLES IN
SINGLE-LAYER ELASTOMERIC DEVICES",

14TH INT. CONF. MINIATURIZED SYSTEMS FOR
CHEMISTRY AND LIFE SCIENCES,

7. Oktober 2010 (2010-10-07), Seiten
1805-1807, XP055064604,

das ganze Dokument

FLUECKIGER J ET AL: "Integrated
microfluidic systems for cell culture and
characterization",

MIXED-SIGNALS, SENSORS, AND SYSTEMS TEST
WORKSHOP, 2008. IMS3TW 2008. IEEE 14TH
INTERNATIONAL, IEEE, PISCATAWAY, NJ, USA,
18. Juni 2008 (2008-06-18), Seiten 1-6,
XP031293668,

ISBN: 978-1-4244-2395-8

das ganze Dokument

LEE ET AL: "Microfluidic System for
Automated Cell-Based Assays",

JOURNAL OF THE ASSOCIATION FOR LABORATORY
AUTOMATION, ELSEVIER,

Bd. 12, Nr. 6,

20. November 2007 (2007-11-20), Seiten
363-367, XP022346355,

ISSN: 1535-5535, DOI:
10.1016/J.JALA.2007.07.001

das ganze Dokument

WANG H Y ET AL: "A microfluidic
flow-through device for high throughput
electrical lysis of bacterial cells based
on continuous dc voltage",

BIOSENSORS AND BIOELECTRONICS, ELSEVIER
BV, NL,

Bd. 22, Nr. 5,

15. Dezember 2006 (2006-12-15), Seiten
582-588, XP024961538,

ISSN: 0956-5663, DOI:
10.1016/J.B10S.2006.01.032

[gefunden am 2006-12-15]

das ganze Dokument
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Internationales Aktenzeichen
INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT PCT/EP2012/064850
Feld Nr.1l Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1)

GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fir bestimmte Anspriiche kein internationaler Recherchenbericht erstellt:

1. I:' Anspriche Nr.
weil sie sich auf Gegensténde beziehen, zu deren Recherche diese Behérde nicht verpflichtet ist, namlich

2. I:' Anspriche Nr.
weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entspre-
chen, dass eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgeflihrt werden kann, namlich

3. |:| Anspriche Nr.
weil es sich dabei um abhangige Ansprliche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefasst sind.

Feld Nr. Il Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Diese Internationale Recherchenbehérde hat festgestellt, dass diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt:

siehe Zusatzblatt

-

Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengeblihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriiche.

2 I:' Da fur alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte, der
’ zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt héatte, hat die Behérde nicht zur Zahlung solcher Gebuihren aufgefordert.

3. I:' Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich
dieser internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche, fur die Geblhren entrichtet worden sind, namlich auf die
Anspriche Nr.

4. |:| Der Anmelder hat die erforderlichen zusétzlichen Recherchengebuihren nicht rechtzeitig entrichtet. Dieser internationale
Recherchenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden
Ansprichen erfasst:

Bemerkungen hinsichtlich Der Anmelder hat die zusétzlichen Recherchengeblhren unter Widerspruch entrichtet und die
eines Widerspruchs gegebenenfalls erforderliche Widerspruchsgebiihr gezahlt.

Die zuséatzlichen Recherchengebihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt,
jedoch wurde die entsprechende Widerspruchsgebuhr nicht innerhalb der in der
Aufforderung angegebenen Frist entrichtet.

m Die Zahlung der zuséatzlichen Recherchengebiihren erfolgte ohne Widerspruch.
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Internationales Aktenzeichen PCT/ EP2012/ 064890

WEITERE ANGABEN PCTASA/ 210

Die internationale Recherchenbehdorde hat festgestellt, dass diese
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt,
namlich:

1. Anspriiche: 1-7(vollstandig); 21-23, 43, 44(teilweise)

Anschlussplatte fiir ein System zur Durchfiihrung von
Untersuchungen an und/oder mit biologischem Probenmaterial,
die eine mechanische Aufnahmevorrichtung fiir einen
mikrofluidischen Probenchip, in dem das zu untersuchende
biologische Probenmaterial angeordnet und ggf. kultiviert
wird, duBere Anschlusselemente, um die Anschlussplatte zur
Ubertragung von Medien und/oder Signalen 10sbar mit einer
Kontrolleinheit zu verbinden, und innere Anschlusselemente
aufweist, um die Anschlussplatte zur Ubertragung von Medien
und/oder Signalen l1dsbar mit dem Probenchip zu verbinden.

2. Anspriiche: 8-20(vollstédndig); 21-23, 42, 44(teilweise)

Mikrofluidischer Probenchip mit zumindest einer
Probenkanaleinheit, in der ein mikrofluidischer
Probenanordnungsbereich vorgesehen ist, in dem biologisches
Probenmaterial angeordnet wird, wobei die Probenkanaleinheit
mit einem Anschlussbereich zur Ubertragung von Medien
und/oder Signalen versehen ist.

3. Anspriiche: 24-41(vollstandig); 42-44(teilweise)

Verfahren zur Durchfiihrung von Untersuchung an und/oder mit
biologischem Probenmaterial in einem System, das zumindest
einen mikrofluidischen Probenanordnungsbereich aufweist, in
dem biologisches Probenmaterial angeordnet und ggf.
kultiviert wird, mit den Schritten:

a) das biologische Probenmaterial wird in dem
Probenanordnungsbereich assembliert,

b) das Probenmaterial wird mit zumindest einer Substanz
inkubiert, die iiber mikrofluidische Kandale zugefiihrt wird,
und

c) das Probenmaterial wird untersucht.




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Angaben zu Veroffentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehéren

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2012/064890
Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefihrtes Patentdokument Veroffentlichung Patentfamilie Veroffentlichung

WO 2011147421 Al 01-12-2011  KEINE

DE 19917398 Al 19-10-2000 AU 4399800 A 02-11-2000
DE 19917398 Al 19-10-2000
EP 1175258 Al 30-01-2002
JP 2002542014 A 10-12-2002
WO 0062919 Al 26-10-2000

US 2010089135 Al 15-04-2010 EP 2331951 Al 15-06-2011
US 2010089135 Al 15-04-2010
WO 2010041225 Al 15-04-2010

DE 19854096 Al 25-05-2000 DE 19854096 Al 25-05-2000
EP 1133642 Al 19-09-2001
EP 1413776 A2 28-04-2004
JP 2002530827 A 17-09-2002
Us 6929781 Bl 16-08-2005
WO 0031422 Al 02-06-2000

US 2009302190 Al 10-12-2009 AT 544522 T 15-02-2012
EP 2086684 Al 12-08-2009
US 2009302190 Al 10-12-2009
WO 2008049447 Al 02-05-2008
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