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(57) Abstract: The present invention relates to a method for isolating one or more molecule fractions from a sample, the method
comprising: (i) introducing the sample into a separation unit; (ii) in a separation channel of the separation unit, which channel is filled
with a separation medium, separating molecules contained in the sample into molecule fractions; (iii) extracting one or more molecule
fractions from an extraction region of the separation channel by activating a metering unit, wherein the extraction region is fluidically
coupled to an opening, and by activating the metering unit, medium located in the extraction region is pushed out of the opening as
medium fraction, wherein the medium fraction may comprise a molecule fraction or parts thereof.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolation einer oder mehrerer Molekiilfraktionen aus
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einer Probe, umfassend (i) Einbringen der Probe in eine Separationseinheit, (ii) Auftrennung von in der Probe enthaltenen Molekiilen
in einem mit einem Separationsmedium gefiillten Separationskanals der Separationseinheit in Molekiilfraktionen, (iii) Extraktion einer
oder mehrerer Molekiilfraktionen aus einem Extraktionsbereich des Separationskanals mittels Aktivierung einer Dosiereinheit, wobei
der Extraktionsbereich fluidisch an eine Offnung gekoppelt ist und durch Aktivierung der Dosiereinheit im Extraktionsbereich befind-
liches Medium als Mediumfraktion aus der Offnung ausgestohen wird, wobei die Mediumfraktion eine Molekiilfraktion oder Teile
davon umfassen kann.
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VERFAHREN UND SYSTEM ZUR ISOLATION VON MOLEKULFRAKTIONEN

Einleitung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolation einer oder mehrerer
Molekiilfraktionen aus einer Probe, umfassend (i) Einbringen der Probe in eine
Separationseinheit, (i) Auftrennung von in der Probe enthaltenen Molekilen in einem mit einem
Separationsmedium gefiillten Separationskanals der Separationseinheit in Molekiilfraktionen, (iii)
Extraktion einer oder mehrerer Molekdilfraktionen aus einem Extraktionsbereich des
Separationskanals mittels Aktivierung einer Dosiereinheit, wobei der Extraktionsbereich fluidisch
an eine Offnung gekoppelt ist und durch Aktivierung der Dosiereinheit im Extraktionsbereich
befindliches Medium als Mediumfraktion aus der Offnung ausgestoRen wird, wobei die
Mediumfraktion eine Molekiilfraktion oder Teile davon umfassen kann.

Stand der Technik

Der Begriff Aufreinigung beschreibt im biologisch-chemischen Kontext haufig ein mehrstufiges
Verfahren zur Anreicherung und Reinigung bestimmter Molekilspezies. Allerdings ist der
Prozess, insbesondere fiir komplexere Proteine, in der Regel sowohl zeitaufwendig als auch
kostenintensiv. Fir viele nachgelagerte Analysen (Bspw. Proteinstrukturanalyse, Liganden-
Bindung etc.) sowie fiir die Verwendung als Therapeutikum (z.B. Insulin, Albumin, ...) ist dieser
Schritt jedoch zwingend erforderlich, um u.a. unerwiinschte Nebenwirkungen oder fehlerhafte
Resultate zu vermeiden.

Neben der Extraktion/Fallung und Filtration sind Chromatographie und Elektrophorese die
leistungsstérksten und effizientesten Technologien zur Aufreinigung wobei die Methode dem
jeweiligen Einsatzzweck entsprechend gewéhlt wird. Dennoch weisen diese Ansétze prinzipiell
einige Nachteile auf, die im Wesentlichen im Vorbereitungs- und Nachbearbeitungsaufwand
liegen.

Eine relativ kosteneffiziente Lésung zur Extraktion von Molekiilfraktionen bietet beispielsweise
die praparative Slab-Gel-Elektrophorese. Allerdings wird die Methode in der Praxis zumeist nur
fur Nukleinsduren angewandt, da die Extraktion aus den fur gewdhnlich verwendeten Hydrogelen
durch Schmelzen dieser Gele erfolgt, wodurch andere, empfindlichere Proben wie z.B. Proteine
beeintrachtigt werden wiirden. Uberdies ist die préparative Gel-Elektrophorese aufwéndig, da sie
mit einem vergleichsweise hohen Vorbereitungs- und Nachbereitungsaufwand verbunden ist.
Auch das Verfahren an sich dauert vergleichsweise lange mit einem Zeitaufwand im Bereich von
mindestens ein bis zwei Stunden.

Im Vergleich zur préparativen Gelelektrophorese ist die Kapillarelektrophorese mit einem
geringeren Zeitaufwand fiir das Verfahren an sich verbunden, umfasst jedoch ebenfalls eine
hohen Vorbereitungs- und Nachbereitungsaufwand und ist mit hohen Kosten sowohl fir die
Geréte als auch fir jeden Probenlauf verbunden [Zhu, Z., Lu, J. J., & Liu, S. Analytica chimica
acta 2012, 709, 21-31].
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Bei der Chromatographie (z.B. HPLC) lassen sich mittels eines nachgeschalteten Sammlers zwar
die einzelnen Fraktionen gut isolieren, jedoch sind Vorbereitungs-, Nachbereitungs- und
Analysezeiten jeweils vergleichsweise lang und die Kosten fiir Geréte als auch Probenldufe sehr
hoch.

Zudem fiihren alle bekannten Aufreinigungsmethoden zu einem Vorliegen der isolierten
Molekiilfraktionen in einem Volumen, das mindestens im Mikroliter (uL) Bereich liegt, oft sogarim
Milliliter (mL) Bereich. Um Probe (isolierte Molekiilfraktionen) zu sparen, mussen fir
nachgeschaltete Analysen daher stets zuséatzliche Pipettierschritte erfolgen.

Im Stand der Technik Verfahren sind auch Verfahren bekannt, bei denen einzelne Zellen aus
einer Probe isoliert werden kénnen [Schoendube, J., Wright, D., Zengerle, R., & Koltay, P,
Biomicrofluidics 2015, 9(1), 014117; US2008/0286751A1]. Diese Verfahren ermdéglichen aber
nicht die Auftrennung und Isolation von Molekiilfraktionen einer Probe.

Die WO 2008/130977A2 gehdért zum Stand der Technik und offenbart ein System zur
Partikelseparation. Dabei werden Feststoffpartikel, die in Fliissigkeit suspendiert sind, vereinzelt,
aufgereiht oder separiert. Hydrodynamische Kréfte bewirken hierbei die Partikelseparation. Eine
Methode zur Separation von Molekdlfraktionen, also von in Fliissigkeit vollstédndig gelésten
Molekiilen, wird jedoch nicht offenbart.

Es gibt somit einen Bedarf fir die Entwicklung von Verfahren und Vorrichtungen zur Aufreinigung
von Molekiilfraktionen aus einer Probe, die mit geringem Zeitaufwand sowohl in der
Durchflihrung als auch der Vor- und Nachbereitung verbunden sind. Insbesondere wére es
winschenswert, wenn die Aufreinigung von Molekiilfraktionen auch in sehr kleinen Zielvolumina
mdglich ware, bspw. in Pico Liter (pL) Bereich, so dass flur bestimmte Folgeverwendungen, die
ein geringes Volumen erfordern, die Nachbereitung vereinfacht wird. Zudem sollten neue
Verfahren kosteneffizient durchfiihrbar und zur Automatisierung geeignet sein.

Beschreibung der Erfindung

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein vorzugsweise
automatisierbares Verfahren und/oder eine Vorrichtung zur Aufreinigung oder Isolation von
Molekiilfraktionen aus einer Probe bereitzustellen, das zeit- und kosteneffizient ist und ein
geringes Zielvolumen im nL-pL Bereich erméglicht.

Das der Erfindung zugrunde liegende technische Problem wird durch das hier beschriebene
erfindungsgemaRe Verfahren und das erfindungsgemaRe System geldst.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolation einer oder mehrerer Molekiilfraktionen aus einer
Probe, umfassend

- Einbringen der Probe in eine Separationseinheit,

- Auftrennung von in der Probe enthaltenen Molekilen in einem mit einem
Separationsmedium gefiillten Separationskanals der Separationseinheit in
Molekiilfraktionen,
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- Extraktion einer oder mehrerer Molekilfraktionen aus einem Extraktionsbereich des
Separationskanals mittels Aktivierung einer Dosiereinheit,

wobei der Extraktionsbereich fluidisch an eine Offnung gekoppelt ist und durch
Aktivierung der Dosiereinheit im Extraktionsbereich befindliches Medium als
Mediumfraktion aus der Offnung ausgestoRen wird, wobei die Mediumfraktion eine
Molekiilfraktion oder Teile davon umfassen kann.

Bei dem erfindungsgemafRen Verfahren handelt es sich bevorzugt um ein mikrofluidisches
Verfahren. In Ausfiihrungsformen umfasst die ausgestoflene Mediumfraktion zumindest einen
Teil des im Extraktionsbereich befindlichen Mediums. In Ausflihrungsformen umfasst die
ausgestoRene Mediumfraktion das gesamte im Extraktionsbereich befindliche Medium.

Bei dem erfindungsgemafen Verfahren handelt es sich demnach um eine Methode zur
Separation von Molekiilfraktionen, also von in Flissigkeit vollstédndig gelésten Molekilen.
Bevorzugt bewirken dabei elektrische Krafte die Separation von Molekiilen.

Die vorliegende Erfindung basiert auf der Kombination mehrerer Operationseinheiten in einem,
bevorzugt mikrofluidischen, System. Der Begriff ,mikrofluidisches System* bezeichnet die
Gesamtheit einer Anordnung verschiedener Operationseinheiten bzw. fluidischer Elemente wie
beispielsweise Kanale, Kammern, Mischer usw., die dem Zweck dienen, eine flliissige Probe zu
praparieren oder zu analysieren. Beispiele hierfur sind Elektrophorese- oder Chromatographie-
Systeme sowie vollstédndige Analyse-Systeme die auch als Micro-Total-Analysis-Systems oder
Lab-on-a-Chip-Systeme bezeichnet werden.

Uberraschenderweise ergibt sich aus der bisher unbekannten Kombination einer
Separationseinheit mit einer Dosiereinheit der groRe Vorteil, dass einzelne Arten von Molekllen
oder Molekiilfraktionen aus einer Probe schnell, aufkonzentriert, in kleinem Volumen und
kostenguinstig isoliert werden und fiir Folgeanwendungen bereitgestellt werden kénnen.
Hierdurch ergeben sich viele vorteilhafte und im Lichte des bekannten Standes der Technik
Uberraschende Anwendungsmdglichkeiten, wie beispielsweise die schnelle und effiziente
Herstellung von speziellen Microarrays.

Zudem ermdglicht die Erfindung eine besonders hohe Flexibilitat bei der Fraktionierung ,d.h. bei
der Aufteilung eines Probenvolumens, gegeben durch mindestens eine isolierte Molekiilfraktion,
in eine Vielzahl kleinerer Volumen, wobei sich die Konzentration der Vielzahl kleinerer VVolumen
in Abhéngigkeit von der rdumlichen Verteilung der Molekiilfraktion im Separationskanal vor der
Fraktionierung unterscheidet. Somit ist eine sehr feingranulare konzentrationsabhéngige
Isolierung von Teilvolumen einer Molekiilfraktion denkbar.

Die vorliegende Erfindung verwendet zum einen eine Separationseinheit, um die in einer Probe
enthaltenen Molekiile aufzutrennen bzw. zu separieren. Hierfiir enthalt die Separationseinheit ein
Separationsmedium, das beispielsweise flissig, gelférmig oder fest sein kann, oder
Kombinationen hiervon enthalten kann, wie beispielsweise feste Partikel, die von Fllssigkeit
umgeben sind. Das Separationsmedium ist in einem Separationskanal angeordnet, in den eine
Probe eingeflihrt wird. Die in der Probe enthaltenen Molekiile kénnen aufgrund unterschiedlicher
Migrationsgeschwindigkeiten innerhalb des Separationskanals aufgetrennt werden, in Fraktionen
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von Molekiilen, die dhnliche oder gleiche Eigenschaften bezlglich der Trennkriterien aufweisen,
und daher mit der gleichen Geschwindigkeit entlang des Separationskanals migrieren.

Die aufzutrennenden Molekiile einer Probe kénnen beliebige organische oder anorganische
Molekiile oder Verbindungen sein, die aufgrund von unterschiedlichen Wechselwirkungen mit
dem Separationsmedium und/oder der Wandoberfldche des Separationskanals unterschiedliche
Wanderungsgeschwindigkeiten innerhalb des Separationskanals aufweisen. Insbesondere
lassen sich die in einer Probe enthaltene Biomolekiile wie beispielsweise Biopolymere in der
Separationseinheit insbesondere nach physikalischen oder chemischen oder anderen
Eigenschaften, wie beispielsweise Bindungseigenschaften, auftrennen. Dies betrifft insbesondere
DNA, RNA, Proteine, Lipide, Lipoproteine, Polysacharide und andere Biomolekiile und
Biopolymere, die dem Fachmann bekannt sind.

Eine Auftrennung kann beispielsweise mittels Elektrophorese liber die spezifische Ladung der
Molekiile erfolgen. Hierzu kann das erfindungsgemaBe System Elektroden zur Erzeugung eines
elektrischen Feldes entlang des Separationskanals umfassen.

In Ausfihrungsformen der Erfindung kann auch eine Druck-getriebene Separation/Auftrennung
der Molekiile stattfinden. In Ausfihrungsformen kann die Auftrennung mittels LC (liquid
chromatography), insbesondere HPLC (high performance liquid chromatography) erfolgen.

Weitere Méglichkeiten der Auftrennung im Rahmen der vorliegenden Erfindung umfassen eine
Trennung mittels eines magnetische Feldes, wobei magnetische Partikel eingesetzt werden
kdénnen; Affinitdtschromatographie oder andere Trennmethoden, bei denen die
Migrationsgeschwindigkeit von Molekiilen eine Probe innerhalb des Separationskanals aufgrund
spezifischer Affinitdten der Molekile zu einem im Separationskanal vorhandenen Medium, dass
auf seiner Oberfldche beispielsweise bestimmte Molekiilen umfassen kann, beeinflusst werden.

Im Rahmen der Erfindung werden die Begriffe Separationskanal, Trennkanal, und
Migrationskanal synonym verwendet und sind miteinander austauschbar. Entsprechendes gilt fur
die Begriffe Trennmedium, Separationsmedium und Migrationsmedium.

Im Anschluss an die Auftrennung der in der Probe enthaltenen Molekiile in unterschiedliche
Fraktionen innerhalb des Separationskanals kénnen im Rahmen des erfindungsgemélen
Verfahrens bzw. Systems einzelne Fraktionen aus dem Separationskanal extrahiert bzw. isoliert
werden. Hierzu wird eine Dosiereinheit verwendet.

In Ausfihrungsformen erfolgt die Trennung der Komponenten der Probe, wie beispielsweise
verschiedener Biomolekiile, wahrend der Migration durch das Trennmedium aufgrund
spezifischer Eigenschaften der jeweiligen Molekiile, die unter anderem die elektrischen
Eigenschaften (z.B. Ladung), den isoelektrischen Punkt, die GréRe, die morphologische Struktur
und das Molekulargewicht umfassen. Zuséatzlich kann die Trennung durch die PorengréRRe, die
elektrischen und strémungstechnischen Eigenschaften (z.B. Leitfahigkeit, Viskositét,
Oberflachenspannung und Kontaktwinkel) des beispielsweise fliissigen oder gelférmigen
Trennmediums sowie des Oberflaichenmaterials des Trennkanals oder eines beispielsweise
eines festen Trennmediums, wie einer Matrix, beeinflusst werden. Darliber hinaus wird die
Trennung durch kombinierte Effekte wie molekulare Wechselwirkungen zwischen (Bio)Molekiilen
und dem Trennmedium und/oder dem Oberflachenmaterial beeinflusst.
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Als Extraktion bzw. |solation von Molekulen bzw. Molekilfraktionen wird im Rahmen der
vorliegenden Erfindung ein Vorgang verstanden, bei dem in der Probe enthaltene Molekile, die
nach ihrer Auftrennung im Separationskanal in Fraktionen mit &hnlichen Trenneigenschaften
migrieren, nach der Auftrennung aus dem Separationskanal kontrolliert entfernt bzw. entnommen
oder herausgelést werden. Die vorliegende Erfindung ermdéglicht es somit, dass aus einer
komplexen Mischung von Molekiilen, die in einer Probe vorhanden sind, bestimmte einzelne
Molekiile oder Molekilgruppen isoliert werden, die spezifische Eigenschaften aufweisen und die
fur den Anwender von besonderem Interesse sind.

In Ausfihrungsformen der Erfindung umfasst die Dosiereinheit einen Dosierkanal.

In Ausfihrungsformen der Erfindung umfasst das Verfahren zuséatzlich das Ablegen der
ausgestoRenen Mediumfraktion. Hierzu kann im erfindungsgemafRen System eine Ablegeeinheit
genutzt werden.

Zudem kann im Rahmen des erfindungsgemafen Verfahrens eine Detektionseinheit eine
Molekiilfraktion im Separationskanal detektieren, beispielsweise durch das Auslesen eines
Fluoreszenzsignals. In Ausfiihrungsformen der Erfindung wird durch die Detektion einer
Molekiilfraktion, bevorzugt die Detektion einer Molekiilfraktion im Extraktionsbereich des
Separationskanals, die Dosiereinheit aktiviert. Diese Aktivierung erfolgt in Ausfiihrungsformen
durch die Detektionseinheit, wobei die Detektionseinheit beispielsweise ein Aktivierungssignal an
die Dosiereinheit senden kann.

Ausfihrungsformen der Erfindung umfassen auch ein bevorzugt mikrofluidisches Verfahren zur
Isolation einer oder mehrerer Molekilfraktionen aus einer Probe, umfassend

- Einbringen der Probe in eine Separationseinheit,

- Auftrennung von in der Probe enthaltenen Molekiilen mittels eines mit einem
Separationsmedium geflillten Separationskanals der Separationseinheit,

wobei die Molekiile in unterschiedlichen Molekiilfraktionen entlang des
Separationskanals migrieren kénnen,

- Extraktion von einer oder mehrerer Molekulfraktionen aus dem Separationskanal
mittels Aktivierung einer Dosiereinheit umfassend einen Dosierkanal,

wobei der Dosierkanal den Separationskanal durchquert und auf einer ersten Seite
des Separationskanals eine mit Fllissigkeit gefillte Dosierkammer umfassen kann,

wobei durch Aktivierung der Dosiereinheit eine fluidische Strémung bevorzugt aus der
Dosierkammer durch den Dosierkanal erzeugt wird, wodurch im
Durchquerungsbereich von Dosierkanal und Separationskanal befindliches Medium
auf einer zweiten Seite des Separationskanals aus einer Offnung des Dosierkanals
als Mediumfraktion ausgestoRen wird,

wobei die ausgestoBene Mediumfraktion eine Molekiilfraktion aus dem
Separationskanal enthalten kann,
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- und bevorzugt Ablegen der ausgestoRenen Mediumfraktion.

In Ausfihrungsformen umfass die Dosiereinheit eine mit Fliissigkeit, beispielsweise einem
Medium, gefiillte Dosierkammer. In Ausfiihrungsformen erzeugt die Aktivierung der Dosiereinheit
eine Fluidstrom aus der Dosierkammer durch den Dosierkanal.

Im Rahmen von Ausfiihrungsformen der Erfindung mit einem Dosierkanal kann der
Extraktionsbereich des Separationskanals dem Durchquerungsbereich von Dosierkanal und
Separationskanal entsprechen. Das im Extraktionsbereich bzw. Durchquerungsbereich
befindliche Medium kann Separationsmedium sein, aber auch ein anderes Medium, wie
beispielsweise die Flissigkeit, die in einer Dosierkammer der Dosiereinheit vorhanden ist.

In Ausfiihrungsformen ist die Offnung zum AusstoRen der Mediumfraktion an dem der
Dosierkammer entgegengesetzten Ende des Dosierkanals angeordnet.

Der Dosierkanal kann quer zum Separationskanal verlaufen und durchquert den
Separationskanal. Entsprechend verlduft der Dosierkanal durch den Separationskanal, so dass
ein Durchquerungsbereich der beiden Kanéle vorhanden ist. In Ausfiihrungsformen der Erfindung
verlauft der Dosierkanal in etwa orthogonal zum Separationskanal. Es ist aber auch mdéglich,
dass der Dosierkanal schrag oder diagonal zum Separationskanal verlauft, beispielsweise mit
einem Winkel zwischen 90° und 0°. Hierbei ist es nicht notwendig, dass der Separationskanal
und oder der Dosierkanal gerade verlaufen. Beide Kanéale kénnen auch beispielsweise einen
gebogenen oder ,kurvigen* Verlauf haben. Bevorzugt ist jedoch, dass beide Kanéle einen
Durchquerungsbereich bilden, der als Schnittpunkt der beiden Kanéle bezeichnet werden kann,
und in Ausfiihrungsformen dem Extraktionsbereich des Separationskanals entspricht.

Der Dosierkanal umfasst in Ausfuhrungsformen auf einer ersten Seite eine Dosierkammer, die
mit einer geeigneten Flissigkeit, beispielsweise einer Pufferlésung oder dem fllissigen
Separationsmedium, gefiillt ist. Diese Dosierkammer dient als Reservoire fur Flissigkeit, sodass
bei Aktivierung der Dosiereinheit aus der Dosierkammer ein definiertes, geeignetes
Fliissigkeitsvolumen ausgestoRen werden kann, dass in den Dosierkanal eintritt, so dass ein
Fluidstrom innerhalb des Dosierkanals bei Aktivierung der Dosiereinheit entsteht. Hierdurch wird
das Medium, das sich im Durchquerungsbereich von Separationskanal und Dosierkanal befindet,
wobei es sich beispielsweise um eine in der Dosierkammer befindliche Pufferiésung handeln
kann, aus diesem Bereich verdréngt und flieRt entlang der Strémungsrichtung des Fluidstrom im
Dosierkanal in einen zweiten Teil des Dosierkanals, der sich auf der anderen, zweiten Seite des
Separationskanals befindet, auf der nicht die Dosierkammer liegt.

Am Ende dieses zweiten Teils des Dosierkanals befindet sich eine Offnung, aus der das im
Dosierkanal befindliche Medium bei Erzeugung eines Fluidstroms austreten kann. Hierbei ist das
erfindungsgemaRe System bzw. Verfahren bevorzugt so eingestellt, dass bei Aktivierung der
Dosiereinheit so viel Fliissigkeit aus der Dosierkammer ausgestoRen wird, dass das Medium, das
sich im Extraktionsbereich, also im Durchquerungsbereich der beiden Kanéle befindet, aus der
Offnung, die sich am Ende des zweiten Bereichs des Dosierkanals befinden kann, austritt.
Hierdurch ist es méglich, eine Molekulfraktion, die sich im Durchquerungsbereich von
Separationskanal und Dosierkanal befindet, aus dem Separationskanal zu isolieren, indem sie
aus der Offnung des Dosierkanals bei Aktivierung der Dosiereinheit ausgestoRen wird.
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In Ausfihrungsformen befindet sich der Teil des Dosierkanals mit der Dosierkammer oberhalb
des Separationskanals, und der Teil des Dosierkanals mit der Offnung unterhalb des
Separationskanals. Andere Anordnungen sind fiir einen Fachmann aufgrund der vorliegenden
Beschreibung offensichtlich.

In Ausfihrungsformen erfolgt die Aktivierung der Dosiereinheit, wie zuvor beschrieben, durch die
Detektionseinheit infolgedessen von einer Aktivierungseinheit, die als ein Teil der Dosiereinheit
angesehen und integriert sein kann, aber auch als externe Einheit, die mit der Dosiereinheit
interagiert, eine Kraft auf die Dosiereinheit ausgelibt wird, wodurch die Flissigkeit in Bewegung
versetzt wird und infolgedessen Flissigkeit aus der Diise am Ende des Dosierkanals austritt.
Dieser Austritt kann von der Aktivierungseinheit beispielsweise tUber die Ausiibung/Einwirkung
einer mechanischen Kraft, einen Druck, eine thermische Expansion, eine Beschleunigung bzw.
Impulstibertragung oder Schwingung erzwungen werden. Die Aktivierungseinheit, die diese Kraft
generiert, kann oberhalb, unterhalb, innerhalb oder hinter der Dosierkammer sowie auch an einer
Stelle entlang des Dosierkanals angebracht werden. Im Falle einer Anbringung unterhalb der
Dosierkammer, also entlang des Dosierkanals, wiirde zun&chst das Flussigkeitsvolumen aus der
Offnung ausgestoRen werden und annihernd zeitgleich (aufgrund von Kapillarkréften) Fliissigkeit
aus der Dosierkammer in den Dosierkanal nachflieBen. Andere Anordnungen sind flr einen
Fachmann aufgrund der vorliegenden Beschreibung offensichtlich.

Das aus der Offnung ausgestoRene Volumen, also die Mediumfraktion, die insbesondere das
Medium des Extraktionsbereichs bzw. Durchquerungsbereichs und die darin enthaltenen
Molekliile bzw. die enthaltene Molekiilfraktion umfasst, wird nach dem AusstolRen bzw. im
Rahmen des AusstoRens aus der Offnung abgelegt. Bei groBerer Dimensionierung des
Dosierkanals ist es wahrscheinlich, dass mehrere aufeinanderfolgende Aktivierungen der
Dosiereinheit notwendig sind, bis das gewlinschte Volumen des Durchquerungsbereichs von
Dosier- und Separationskanal ausgestoRRen ist, da gegebenenfalls ein kleineres Volumen
ausgestoRen wird im Vergleich zum Volumen des Dosierkanals auf der zweiten Seite.

Im Kontext der Erfindung umfasst der Begriff ,Ablegen® ein kontaktfreies Ablegen, beispielsweise
in dem das Medium als ein oder mehrere frei fliegende Tropfen aus der Offnung ausgestoRen
wird und auf einer Auffangvorrichtung, beispielsweise einem Auffanggefal oder einem
Auffangsubstrat, aufgefangen wird, ohne dass hierbei ein direkter Kontakt zwischen der Offnung
und der Auffangvorrichtung zustande kommt oder eine Fluidbriicke zwischen diesen Strukturen
gebildet wird. In Ausfiihrungsformen der Erfindung wir die Mediumfraktion als frei-fliegender
Tropfen aus der Offnung ausgestoRen.

Dariiber hinaus umfasst ,Ablegen® aber auch einen Auffangvorgang, bei dem ein Kontakt oder
eine Fluidbriicke entsteht, beispielsweise durch ein Kontakt- bzw. Halbkontaktverfahren. Ablegen
umfasst somit im Sinne der Erfindung alle Arten von (liblichen Dosierverfahren, die insbesondere
in mikrofluidischen System zum Ablegen bzw. Auftragen von Flissigkeiten verwendet werden
kénnen und einem Fachmann bekannt sind.

In Ausfiihrungsformen ist die Offnung eine Diise zum AusstoBen der Mediumfraktion. Die Art der
Offnung des Dosierkanals kann im Rahmen der vorliegenden Erfindung je nach Art des
gewinschten Ablege-Mechanismus angepasst werden. Beispielsweise ist es bevorzugt, dass die
Offnung durch eine Diise geformt wird, die die Formung von freifliegenden Tropfen erméglicht
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oder vereinfacht. Dies ist insbesondere in Fallen wiinschenswert, wo ein kontaktfreies Ablegen
gewinscht oder notwendig ist. Die Dusendffnung kann, soweit vorteilhaft, jedwede Geometrie
annehmen. Dazu zahlen beispielsweise rund, rechteckig, quadratisch, sternférmig, oval sowie
Mischformen hiervon. Zudem kann sich die Offnung auch auf einer Flache befinden, die um ein
Vielfaches gréRer ist als die Disendéffnungsflache oder durch das Ende einer Kapillar-dhnlichen
Struktur gebildet werden (wie beispielsweise einer Kanule). Dem Fachmann sind geeignete
Offnungsformen fiir die verschiedenen Ablegevarianten bekannt.

Die Dosierung kann beispielsweise Gber eine Membran-Deformation in der Dosierkammer
(wiederholtes Eindriicken und anschlieBende Relaxation) durch einen Piezoaktor realisiert
werden [Schoendube, J., Wright, D., Zengerle, R., & Koltay, P. Biomicrofluidics 2015, 9(1),
014117]. Weiterhin kann die Dosierung gemafl dem Bubble-Jet-Prinzip, Inkjet-Prinzip
Tragheitsbedingt, druckgetrieben, thermisch durch punktuelle Erwarmung der Flissigkeit in der
Dosierkammer oder Uber eine Ventilsteuerung (bspw. pneumatisch, etc.) erfolgen. Weiterhin
kann die Dosierung durch Kapillarkrafte erfolgen, beispielsweise durch Aufsetzen der Dise auf
ein Substrat oder den Boden eines Auffanggefales, sodass Fliissigkeit und Substrat in Kontakt
kommen und Uber die Benetzung des Substratmaterials die Fliissigkeit aus der Diise gezogen
wird. Geeignete Dosiereinheiten und Dosierkammern sind einem Fachmann bekannt.

Die Separationseinheit umfasst einen Separationskanal, der bevorzugt ein Mikrokanal ist, der mit
einem bevorzugt fliissigen oder gelférmigen Separationsmedium befiillt ist. Dieser kann auch in
einem Teilbereich mit einem fllissigen und in einem anderen Teilbereich mit einem gelférmigen
Separationsmedium befillt sein. Ein Separationskanal kann im Rahmen der Erfindung
unterschiedliche Querschnittsformen umfassen, beispielsweise rund, oval, rechteckig,
quadratisch, polygonal oder jede andere vorstellbare geeignete Form. Die Querschnittsform kann
sich entlang des Separationskanals auch dndern. Zudem sind je nach Anwendung
unterschiedliche QuerschnittsgréRen des Separationskanals fiir die vorliegende Erfindung
geeignet. Fur Kanéle mit in etwa rundem Querschnitt sind beispielsweise Durchmesser von 10-
2000 um geeignet, insbesondere auch Durchmesser von 15-1800, 20-1600, 30-1400, 40-1200,
50-1000, 60-900, 70-800, 80-600, 90-500, 100-480, 120-460, 140-440, 160-420, 180-400, 200-
380, 220-360, 240-340, 260-320, 280-300 um. Entsprechende resultierende Querschnittsflichen
sind auch flir andere Formen von Separationskanélen geeignet und sind fiir einen Fachmann
offensichtlich im Rahmen der vorliegenden Offenbarung. Entsprechende Querschnittsvarianten
und Dimensionierungen kénnen in Ausfiihrungsformen auch auf den Dosierkanal zutreffen.
Uberdies kann der Separationskanal Restriktionselemente enthalten, die zu einem erhéhten
fluidischen Widerstand flhren. Auch ist ein Separationskanal denkbar, der beispielsweise
meanderférmig angelegt ist.

In Ausfihrungsformen enthélt der Separationskanal im Extraktionsbereich ein anderes Medium
als in anderen oder allen anderen Bereichen des Separationskanal. Die jeweiligen Medien
kénnen so gewdhlt sein, dass ein NachflieBen von Separationsmedium in den Extraktionsbereich
nach Aktivierung der Dosiereinheit nicht stattfindet. Beispielsweise kann das Separationsmedium
gelférmig sein, wohingegen das Medium im Extraktionsbereich flissig ist.

Der Trennkanal kann sich im Rahmen der Erfindung in einer Kapillare befinden, &hnlich wie bei
der Kapillarelektrophorese. In Ausflihrungsformen der Erfindung umfasst die Separationseinheit
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eine Kapillare, die als Separationskanal dient. Bevorzugt findet in solchen Ausfiihrungsformen die
Auftrennung der Molekiilfraktionen der Probe entlang eines elektrischen Feldes innerhalb der mit
dem Separationsmedium geflllten Kapillare statt. Entsprechend kann die Auftrennung im
Rahmen der Erfindung mittels einer Kapillarelektrophorese stattfinden. In einer anderen
Ausfihrungsform kann die Triebkraft zur Bewegung der Molekile auch ein Druckgradient sein.

Der Begriff ,Separationsmedium” oder ,Trennmedium® im Sinne der vorliegenden Erfindung
bezieht sich auf jede Art von geeignetem Medium, mit dessen Hilfe eine Auftrennung von
Molekiilen in einem Separationskanal gemaR bestimmten chemischen oder physikalischen
Eigenschaften der Molekiile méglich ist. Hierzu sind insbesondere fliissige oder wéssrige
Lésungen sowie Gele geeignet. Zudem kénnen als Separationsmedium auch feste Medien
verwendet werden, beispielsweise solche, die einem Fachmann aus Chromatographie Séulen
bekannt sind, wobei diese auch in Verbindung mit einem fliissigen Laufmittel oder fliissigen oder
gelférmigen Separationsmedium genutzt werden kénnen. Entsprechend sind alle géngigen
Separationsmedien, die in Chromatographie- und Elektrophoreseverfahren genutzt werden im
Rahmen der Erfindung als Separationsmedium einsetzbar, insbesondere zusammen mit einem
festen Medium, wie beispielsweise der Matrix einer Chromatographie Sdule. Entsprechend kann
der Begriff Separationsmedium in Ausfiihrungsformen der Erfindung beispielsweise auch als die
Kombination eines festen Mediums und eines fliissigen Laufmittels verstanden werden.

Fliissige und gelférmigen Separationsmedien im Sinne der Erfindung umfassen jede Art von
wassriger Losung auf Wasserbasis oder Gele, die Wasser oder andere Flussigkeiten wie
anorganische oder organische Lésungsmittel oder Additive wie DMSO, DMF oder Glycerin zu
ihrer Herstellung benétigen. Beispiele fiir flissige und gelférmigen Trennmedien gemal der
vorliegenden Erfindung sind unter anderem wasserbasierte Gele, Puffer, Salzlésungen, flissige
Gele, feste Gele, flissige oder feste Gele auf Polyacrylamidbasis, lineare oder (quer-)vernetzte
Gele auf Polyacrylamidbasis, agarosebasierte Gele, Hydrogele wie Alginat, Blockpolymere,
Blockcopolymere, Hydroxyethylcellulose oder Derivate hiervon, pluronische, Gelatine- oder
Chitinhydrogele, Gradientengele und Pufferlésungen sowie Mischungen der vorgenannten
Medien- und Geltypen. Darlber hinaus kann ein Trennkanal mehr als ein Trennmedium
enthalten, beispielsweise mehr als eine Flissigkeit und/oder ein Gel und/oder feste Materialien,
beispielsweise Chromatographie-Materialien. So kann beispielsweise der Trennkanal aus
verschiedenen Teilen verschiedener Flissigkeits- oder Geltypen zusammengesetzt werden. So
kann beispielsweise ein Trennkanal einen aus Polyacrylamid gebildeten Abschnitt umfassen, der
mit einem aus Agarose gebildeten Abschnitt verbunden ist. Es ist ein groRBer Vorteil der
vorliegenden Erfindung, dass insbesondere alle Arten von Fliissigkeiten und Gelen mit
elektrischer Leitfahigkeit geeignet sind, als fllissige Trennmedien zu dienen.

Die vorliegende Erfindung bietet wesentliche Vorteile gegeniiber anderen Verfahren zur Isolation
von Molekiilen bzw. Molekilgruppen oder Molekiilfraktion aus einer Probe mit einer komplexen
Molekiilzusammensetzung.

Zum einen wird nur eine sehr geringe Menge an Ausgangsmaterial bzw. Probenvolumen
bendtigt. Andererseits kénnen aber auch groRe Probenvolumen, beispielsweise Uber geeignete
Reservoire fir die Probenaufnahme, eingebracht werden. Unabhangig vom Ausgangsvolumen ist
es moglich, Molekiile eines grofRen Probenvolumens im Separationskanal oder bei Eintritt in den
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Separationskanal zu fokussieren und in scharf abgetrennte Molekiilfraktionen aufzutrennen. Die
Erfindung gibt dem Anwender somit die Méglichkeit, sowohl extrem kleine als auch relativ groRe
Probenvolumina zu analysieren. Im Falle gréRerer Probenvolumina bietet sich die wiederholte
Aufreinigung mehrerer kleinerer Teilvolumina sequentiell hintereinander an. Geeignete
Probenvolumina, die in Ausfiihrungsformen in das System bzw. das Verfahren eingebracht
werden kdnnen, liegen insbesondere im Picoliter- bis zum Mikroliter-MaRstab, wobei auch andere
Volumina einsetzbar sind.

Zudem ermdglicht das erfindungsgemafRe Verfahren bzw. System eine Auftrennung und Isolation
von Molekiilen unter Einsatz von sehr geringen Mengen an Verbrauchsmaterialien, so dass die
Kosten fiir die Analyse und Auftrennung einer Probe sehr geringgehalten werden kénnen.
Dariiber hinaus ermdéglicht die vorliegende Erfindung die Auftrennung und Isolation von
Molekiilen bzw. Molekulfraktion in einem einzigen einheitlichen Verfahren, was eine erhebliche
Zeitersparnis herbeifiihrt. Zudem kdnnen die resultierenden isolierten Molekil Fraktionen nach
der Isolation in sehr kleinen Volumina verfligbar sein, die bereits fiir die Anschlussanwendung
geeignet sind, wobei auch eine konzentrationsabhangige Isolierung erfolgen kann. Da eine
Molekiilfraktion fiir gewdhnlich auch einen rdumlichen Konzentrationsgradienten darstellt, d.h. mit
jeweils einer Maximalkonzentration in der Mitte der Fraktion und abfallenden Konzentration an
den Flanken (vor und hinter der Mitte der Fraktion), kann aus einer Moleklfraktion genau der
Bereich isoliert werden, der die fiir eine Anschlussanwendung geeignete Konzentration aufweist
bzw. aus der sich diese in Abhangigkeit des isolierten Volumens ergibt.

Das Verfahren kann an die Bedurfnisse des Anwenders angepasst werden und erfordert somit
sehr geringe Vor- und Nachbereitung Zeiten.

Verschiedene Arten von verfiigbaren Proben kdnnen als Ausgangsmaterial in dem Verfahren
eingesetzt werden, und das Volumen und der Puffer, in dem die resultierenden isolierten
Molekiilfraktionen nach dem Verfahren vorhanden sind, kdnnen an die Bediirfnisse und
Folgeanwendungen angepasst werden, insbesondere liber die in der Dosierkammer und im
Dosierkanal vorhandene Flissigkeit, wie beispielsweise eine Pufferlésung. So ist es méglich,
dass isolierte Molekiilfraktionen in sehr kleinen Volumina von wenigen Pikolitern oder Nanolitern
vorliegen.

Zudem koénnen die isolierten Molekilfraktionen in verschiedenen GeféRen oder auf
verschiedenen Substraten oder verschiedenen Substratpositionen abgelegt werden, je nach
gewinschter Folgeanwendung. Beispielsweise kénnen unterschiedliche Fraktionen in
unterschiedlichen Tépfchen (engl. Wells) einer Mikrotiterplatte aufgefangen werden oder an
verschiedenen Stellen eines Substrats, wie beispielsweise einem fiir Microarrays geeignetem
Objekttrager, abgelegt werden. Hierbei ist sowohl ein kontaktfreies Ablegen méglich, als auch
andere Verfahren, die beispielsweise das semi-contact writing [Gutzweiler et al. J. Micromech.
Microeng. 26 (2016) 045018 (10pp)]. Die Tépfchen der Mikrotiterplatte kénnen auch mit
geeigneten Puffern oder anderen Fliissigkeiten vorbefiillt sein, um die Verdunstung der kleinen
ausgestoRenen bzw. abgelegten Volumina zu reduzieren.

Aufgrund der méglichen kleinen resultierten Volumina erméglicht das erfindungsgemaie
Verfahren beispielsweise die einfache und schnelle Herstellung von Microarrays, beispielsweise
Protein- oder DNA-Microarrays, durch ein einfaches und integriertes Verfahren, bei dem
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Auftrennung von Molekiilen einer Probe, beispielsweise Proteinen, und deren Auftragung auf ein
Substrat ohne Zwischenschritt innerhalb eines Verfahrens maglich sind.

In Ausfihrungsformen der Erfindung erfolgt das Ablegen bzw. Dosieren einer Molekdlfraktion
oder Teile hiervon in die Probenzufiihrung eines zweiten mikrofluidischen Systems. Hierbei kann
es sich um ein zweites erfindungsgemafRes System handeln, welches sich von dem ersten
mikrofluidischen System, aus dem die Molekilfraktion isoliert wurde, insofern unterscheidet, dass
andere Trenn- oder Reinigungsbedingungen durch beispielsweise die Verwendung eines
anderen Trennmediums oder einer anderer lonenstéarke oder eines anderen pH-Wertes gegeben
sind, sodass die Molekiilfraktion in Unterfraktionen, die in dem ersten System nicht abgetrennt
werden konnten, aufgetrennt wird und diese geman der Erfindung isoliert werden. Hiermit kénnte
man mit dem gemaR der Erfindung beschriebenen Systems ein der 2-Dimensionalen-(Gel)-
Elektrophorese bzw. 2-Dimensionalen-Chromatographie entsprechendes Verfahren umsetzen.

In Ausfihrungsformen des erfindungsgemaéfRen Verfahrens erfolgt die Auftrennung aufgrund
einer oder mehrerer physikalischer und/oder chemischer Eigenschaften der Molekiile,
beispielsweise nach Ladung, Molekulargewicht, GréRe, Funktion, Struktur, isoelektrischem
Punkt, chemischer oder physikalischer Wechselwirkung mit dem Separationsmedium und/oder
der Oberflache des Separationskanals.

In Ausfihrungsformen der Erfindung sind die Oberflichen im Separationskanal modifiziert bzw.
funktionalisiert. Bei geeigneter Funktionalisierung der Oberflache, beispielsweise durch eine
Beschichtung der Kanalwénde, kédnnen unerwiinschte Wechselwirkungen, wie beispielsweise
unspezifische Bindungen, zwischen den Oberflachen und den Molekiilen unterbunden werden.
Dariiber hinaus kann ein Oberflachenfunktionalisierung auch dazu genutzt werden ungewollte
Molekiil-Fraktionen durch an der Kanalwand gebundene Fanger-Molekiile anbinden zu lassen
bzw. durch spezifische Bindungen herauszufiltern. Somit kann durch Funktionalisierung eine
(zusatzliche) Auftrennung bzw. eine Filterung oder Aufreinigung erzielt werden. Zudem kann in
Ausfihrungsformen die Kanalwand dahingehend modifiziert werden, dass die Oberflachenladung
beeinflusst wird, um bewusst einen elektro-osmotischen Fluss fiir chromatographische
Trennungen zu generieren oder diesen zu unterbinden im Falle von elektrophoretischen
Trennungen.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung betragt das Probenvolumen (also das sog.
,geladenen Volumen) etwa 1 nL bis 100 pL, vorzugsweise etwa 10 nL bis 10 uL, etwa 100 nL bis
2 uL, oder etwa 1 L.

Der Bereich von etwa 1 nL bis 100 uL ist besonders vorteilhaft, da er sich auf kleine
Probenvolumina bezieht, die zu einer hohen Trennauflésung flihren. Der Bereich von ca. 10 nL
bis 10 uL ist zudem bevorzugt, da neben dem Vorteil der hohen Trennauflésung ein kleineres
maximales Volumen erforderlich ist, was zu einer effizienteren Nutzung des Probenmaterials
fuhrt. Der Probenvolumenbereich von ca. 100 nL bis 10 pL ist bevorzugt, da er neben den oben
genannten Vorteilen eine genaue Dosierung des Probenvolumens ermdéglicht, wéhrend das
maximale Volumen noch klein genug ist, um die Verwendung von sehr diinnen bzw. feinen
Trennkanélen zu erméglichen, die die Probe aufnehmen kénnen. Dariiber hinaus ermdéglicht
dieses Probenvolumen eine hohe Empfindlichkeit oder Detektion der Probenkomponenten bei
gleichzeitig sehr hoher Trenngenauigkeit. Ein Probenvolumen von etwa 1 yL ist besonders
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geeignet, da aufgrund des geringen Volumens der Probe die Mengen aller anderen an der
Methode der vorliegenden Erfindung beteiligten Materialien reduziert werden kénnen.

In Ausfihrungsformen der Erfindung umfasst die Separationseinheit Elektroden zur Erzeugung
eines elektrischen Feldes entlang des Separationskanals, bevorzugt an den Enden des
Separationskanals oder innerhalb der Dosierkammer.

Das erfindungsgeméale System bzw. Verfahren kann bevorzugt Elektroden umfassen,
beispielsweise eine Anode und eine Kathode, die in Kontakt mit dem Trennmedium stehen, also
elektrisch mit dem Trennmedium verbunden sind, so dass Uber die jeweiligen Kontaktstellen ein
elektrisches Feld an das Trennmedium angelegt werden kann. Dies ermdglicht das Anlegen einer
Spannung zwischen den Elektroden innerhalb des Trennmediums, was zur Bildung eines
elektrischen Feldes und zur Migration und schlieBlich zur Trennung der Komponenten in einer
Probe fiihrt, die in die Separationseinheit und das Trennmedium eingebracht wurde und hierin
eingeschlossen ist. Die Trennung der Komponenten kann insbesondere aufgrund ihrer GréRRe,
ihres Molekulargewichts, ihrer Ladung und/oder ihres isoelektrischen Punktes (pl, pH(l), IEP)
erfolgen.

In bevorzugten Ausfiihrungsformen umfasst die vorliegende Erfindung mehr als eine Anode und
mehr als eine Kathode. So kann beispielsweise die Vorrichtung der vorliegenden Erfindung zwei
Anoden und zwei Kathoden umfassen, die eine parallele Analyse von zwei Proben in
unabhéngigen Trennkanalen ermdglichen, die mit verschiedenen Elektroden verbunden sind. In
solchen Ausfiihrungsformen kdnnen auch die librigen Komponenten des Systems in
entsprechend mehrfacher Ausfiihrung vorhanden sein.

Zudem ist es mdglich, unterschiedliche elektrische Felder liber den Separationskanal und den
Dosierkanal anzulegen, so dass beispielsweise eine unerwiinschte Diffusion von Molekdlen
innerhalb des Separationsmediums, insbesondere im Durchquerungsbereich von
Separationskanal und Dosierkanal, verhindert werden kann. Beispielsweise kann durch das
Anlegen eines geeigneten elektrischen Feldes im Bereich des Durchquerungspunktes von
Separation und Dosierkanal verhindert werden, dass unerwiinschte Molekdlfraktionen in den
Dosierkanal oder die Dosierkammer hinein diffundieren, sodass sichergestellt ist, dass diese
Fraktionen durch den Durchquerungsbereich hindurch wandern entlang des Separationskanals.
Solche hindurchwandernden Fraktionen kénnen am Ende des Separationskanals in einem
geeigneten Reservoir aufgefangen werden.

Ausfihrungsformen der Erfindung umfassen ein elektrisches Feld, das entlang des Dosierkanals
ausgerichtet ist, und die Diffusion von in der Probe enthaltenen Molekillen oder Molekilfraktionen
in den Dosierkanal verhindert. Ein entsprechendes abstolRendes elektrisches Feld kann entlang
der verschiedenen Strukturen der Erfindung angelegt sein, um die gewtinschte
Migrationsrichtung der in der Probe enthaltenen Molekiile zu gewéhrleisten. Beispielsweise kann
eine nicht gewinschte Migration in den Dosierkanal oder in Richtung der Dosierkammer
verhindert werden.

Das fir die Auftrennung angelegte elektrische Feld kann zwischenzeitlich, bevorzugt wéhrend
der kurzzeitigen Aktivierungen der Dosiereinheit zum AusstoRen der Molekul-Fraktionen
abgeschaltet oder umgekehrt werden um ein Hineinmigrieren nachfolgender Molekiil-Fraktionen
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aus dem Separationskanal in den Durchquerungsbereich zwischen Dosierkanal und
Separationskanal zu verhindern oder einem durch die Dosiereinheit mdglicherweise generierten
und sich negativ auf die Aufreinigung auswirkenden Fluss entlang des Separationskanals
entgegenzuwirken.

Vorzugsweise wird im erfindungsgemaRen Verfahren eine Detektionseinheit eingesetzt. In
Ausfihrungsformen umfasst die Erfindung eine Detektionseinheit, die eine Molekiilfraktion im
Separationskanal detektiert. In Ausflihrungsformen detektiert die Detektionseinheit eine
Molekiilfraktion im Extraktionsbereich, beispielsweise im Durchquerungsbereich von Dosierkanal
und Separationskanal.

Die Detektion kann UV/Vis-, Fluoreszenz-, Leitfahigkeit- und/oder Impedanz-Detektion umfasst.
In Ausfihrungsformen der Erfindung ist das erfindungsgeméBe System oder zumindest Teile
davon, wie beispielsweise der Ummantelung des Separationskanals, transparent. Hierdurch wird
die Detektion von Molekiilfraktionen, beispielsweise durch Detektion eines Fluoreszenzsignals,
auch durch eine auBerhalb des Separationskanals angeordnete Detektionseinheit erméglicht.

Eine im Rahmen der Erfindung zu verwendende Detektionseinheit ist geeignet, Molekiilfraktionen
innerhalb des Separationskanals und insbesondere im Durchquerungsbereich von Dosierkanal
und Separationskanal zu detektieren mittels tblicher Detektionsverfahren und Sensoren, wobei
UVNis-, Fluoreszenz-, Leitfahigkeit- und/oder Impedanz-Detektion und entsprechende geeignete
Sensoren innerhalb der Detektionseinheit verwendet werden kénnen. Der Fachmann ist in der
Lage, entsprechende Detektionseinheiten bereitzustellen, die auf die zu isolierenden Molekile
und Molekiilfraktionen ausgerichtet sein kénnen.

Die Leitfahigkeitsdetektion kann in elektromigrativen Trenntechniken, die im Rahmen der
vorliegenden Erfindung eingesetzt werden kénnen, wie beispielsweise der
Kapillarelektrophorese, als universeller Detektor eingesetzt werden. Wird die Detektion kontaktlos
durchgefiihrt, kénnen sehr stabile und reproduzierbare Messungen erreicht werden, da die
Elektroden nicht durch in dem erfindungsgeméRen Verfahren oder System eingesetzte
Materialien verunreinigt werden kénnen. Beispielsweise kann mit Hilfe der Leitfahigkeitsdetektion
auf mikrofluidischen Chips die Trennung von Molekdlfraktionen auch im Rahmen von
mehrdimensionalen Trennungen liberwacht werden. Hierbei kann eine Potenzialkontrolle auch
nur am Durchquerungsbereich oder kurz vor dem Durchquerungsbereich von Dosierkanal und
Trennkanal erfolgen.

Die Visualisierung und/oder Quantifizierung von Molekiilen bzw. Molekiilfraktion im
Separationskanal kann mittels laserinduzierter Fluoreszenz erfolgen. Daher sollten im Rahmen
dieser Ausfiihrungsform die zu detektierenden Molekile fluoreszierend markiert werden. Dies
kann durch die Kopplung eines Molekils an einen Fluorophor erreicht werden. Fluorophore (oder
Fluorochrome), die im Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendet werden kénnen, sind
fluoreszierende chemische Verbindungen, die bei Lichtanregung Licht wieder abgeben kénnen.
Fluorophore zur Verwendung als Markierungen fur die Erzeugung markierter Biomolekile der
Erfindung umfassen, ohne Anspruch auf Vollstandigkeit zu erheben, Rhodamin und Derivate, wie
Texas Red, Fluoreszein und Derivate, wie 5-Brommethylfluoreszein, Luzifer Yellow, IAEDANS, 7-
Me2N-Cumarin-4-acetat, 7-OH-4-CH3-Cumarin-3-acetat, 7-NH2-4CH3-Cumarin-3-acetat
(AMCA), Monobromobiman, Pyrentrisulfonate, wie z.B. Cascade Blue, und Monobromtrimethyl-
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Ammoniobiman, FAM, TET, CAL Fluor Gold 540, HEX, JOE, VIC, CAL Fluor Orange 560, Cy3,
NED, Quasar 570, Oyster 556, TMR, CAL Fluor Rot 590, ROX, LC Rot 610, CAL Fluor Rot 610,
Texas Rot, LC Rot 610, CAL Fluor Rot 610, LC Rot 640, CAL Fluor Rot 635, Cy5, LC Rot 670,
Quasar 670, Oyster 645, LC Rot 705, Cy5.5, BODIPY FL, Oregon Green 488, Rhodamin Green,
Oregon Green 514, Cal Gold, BODIPY R6G;j, Yakima Yellow, JOE, HEX, Cal Orange, BODIPY
TMR-X, Quasar-570 /Cy3, TAMRA, Rhodamin Red-X, Rhodamin B, Rhodamin 6G, Redmond
Red, BODIPY 581/591, Cy3.5, Cal Red/Texas Red, BODIPY TR-X, BODIPY 630/665-X, Pulsar-
650, Quasar-670/Cy5.

Alternativ kénnen die Molekiile der vorliegenden Erfindung intrinsisch fluoreszierend sein, zum
Beispiel fluoreszierendes Protein. In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform kénnen
fluoreszierende Molekiile mit dem zu detektierenden Molekul verkniipft werden. Nicht
einschrankende Beispiele fir fluoreszierende Proteine, die im Rahmen der Erfindung verwendet
werden kdnnen, sind Photoproteine wie Aequorin; Obelin; Aequorea fluoreszierende Proteine,
wie z.B. grune fluoreszierende Proteine (GFP, EGFP, AcGFP1), blaue fluoreszierende Proteine
(CFP, ECFP), blaue fluoreszierende Proteine (BFP, EBFP), rote fluoreszierende Proteine (RFP),
gelbe fluoreszierende Proteine (YFP, EYFP), ultraviolettes fluoreszierendes Protein (GFPuv), ihre
Fluoreszenzverbesserungsvarianten, ihre Peptiddestabilisierungsvarianten und dergleichen;
fluoreszierende Proteine aus dem Korallenriff, wie z.B. Discosoma rote fluoreszierende Proteine
(DsRed, DsRed1, DsRed2 und DsRed-Express), Anemonia rote fluoreszierende Proteine (AsRed
und AsRed2), Heteractis far-red fluoreszierende Proteine (HcRed, HcRed1), Anemonia cyan
fluoreszierende Proteine (AmCyan, AmCyan1), Zoanthus griin fluoreszierende Proteine
(ZsGreen, ZsGreen1), Zoanthus gelb fluoreszierende Proteine (ZsYellow, ZsYellow1), ihre
Fluoreszenzverbesserungsvarianten, ihre Peptiddestabilisierungsvarianten und dergleichen;
Renilla reniformis griin fluoreszierendes Protein (Vitality hrGFP), seine
Fluoreszenzverbesserungsvarianten, seine Peptid-Destabilisierungsvarianten und dergleichen;
und Great Star Coral fluoreszierende Proteine, wie z.B. Montastrea cavernosa fluoreszierendes
Protein (Monster Green® Fluorescent Protein), seine Fluoreszenzverbesserungsvarianten, seine
Peptiddestabilisierungsvarianten und dergleichen. Ein Fachmann versteht, dass diese und eine
Vielzahl anderer fluoreszierender Proteine als fluoreszierendes Protein in Aspekten der Erfindung
nitzlich sein kénnen (Jennifer Lippincott-Schwartz & George H. Patterson, Development and Use
of Fluorescent Protein Markers in Living Cells, 300(5616) Science 87-91 (2003); and Jin Zhang et
al., 3(12) Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 906-918 (2002)). Einem Fachmann ist zudem klar, dass diese
und viele andere fluoreszierende Proteine, einschlieRlich Spezies Orthologe und Paraloge der
oben beschriebenen naturlich vorkommenden fluoreszierenden Proteine sowie kiinstliche
fluoreszierende Proteine, als fluoreszierendes Protein nitzlich sein kénnen, das in Aspekten der
vorliegenden Beschreibung offenbart wird.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung kénnen
interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe fiir die Detektion von Molekllen, beispielsweise von
Nukleinsduremolekiilen, verwendet werden. Zu diesen Farbstoffen gehéren insbesondere
Ethidiumbromid, Propidiumjodid, Hoechst 33258, Hoechst 33342, Acridinorange,
Ethidiumbromid-Homodimere, EverGreen und alle Farbstoffe der Familien SYBR und SYTO. Zu
diesen Farbstoffen gehéren auch POPO, BOBO, YOYO und TOTO von Molecular Probes
(Eugene, Oreg.).
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Weitere mégliche Detektionsmittel kénnen spezifische Markierungen umfassen, wie z.B.
Fluoreszenzmarkierungen, Leuchtmarkierungen, spezifische reaktive chemische Gruppen, Gold-,
Silber-, Magnet-, Metalloxidpartikel, Beads mit Markerpartikeln, nicht fluoreszierende Farbstoffe
oder radioaktive Markierungen. In einer weiteren Ausfliihrungsform werden die Molekiile wéhrend
der Migration durch Ultraviolett-(UV-)Absorptionserkennung nachgewiesen. Dariliber hinaus
kénnen die Molekiile wahrend der Migration elektrochemisch Uber die Impedanzdetektion, die
einen spezifischen Messelektrodenaufbau erfordert, der in das erfindungsgeméaRe System und
insbesondere die Detektionseinheit implementiert werden kann, markierungsfrei detektiert
werden.

In Ausfihrungsformen des erfindungsgeméRen Verfahrens aktiviert die Detektion einer
Molekiilfraktion im Durchquerungsbereich von Dosierkanal und Separationskanal die
Dosiereinheit. Entsprechend kann die Aktivierung der Dosiereinheit durch die Detektionseinheit
erfolgen, wenn die Detektionseinheit das Vorhandensein einer Molekdlfraktion im
Durchquerungsbereich von Dosierkanal und Separationskanal detektiert bzw. anzeigt.

In Ausfuhrungsformen steuert die Detektionseinheit die Aktvierung der Dosiereinheit, wobei eine
Aktivierung der Dosiereinheit zum AusstoRen des im Extraktionsbereich befindlichen Mediums
umfassend die darin enthaltenen Molekiilfraktion fihrt. Hierbei wird eine Aktivierung der
Dosiereinheit von der Detektionseinheit ausgelést, wenn das Vorhandensein einer
Molekiilfraktion, die isoliert werden soll, innerhalb des Durchquerungsbereich von Dosierkanal
und Separationskanal von der Detektionseinheit detektiert wird.

Hierbei kann die Detektionseinheit so angeordnet sein, dass eine Detektion von
Molekiilfraktionen kurz vor oder im Durchquerungsbereich von Dosierkanal und Separationskanal
detektiert wird. In Féllen, wo die Detektionseinheit vor dem Durchquerungsbereich angeordnet ist
und ein Molekiil oder ein Molekiilfraktion vor dem Eintritt in den Durchquerungsbereich detektiert,
kann eine Aktivierung der Dosiereinheit mit einer geeigneten Verzégerung nach der Detektion
erfolgen, so dass die Molekiilfraktion im Zeitraum zwischen Detektion und Aktivierung in den
Durchquerungsbereich migriert ist. Uberdies kann die Detektionseinheit auch das Abschalten
oder Umkehren des angelegten zur Trennung verwendeten elektrischen Feldes sowie das
Anlegen eines elektrischen Feldes zwischen einer vor der Dosiereinheit befindlichen Elektrode
und der Elektrode in der Probeneinbringung steuern, sodass die Wanderung nachfolgender
Fraktionen flir den Zeitraum der Aktivierung der Dosiereinheit angehalten oder zumindest
verzégert wird.

Ein Fachmann ist in der Lage verschiedene Ausfiihrungsformen der Erfindung zu entwerfen bzw.
zu konfigurieren, in denen die Einheiten der Erfindung zueinander so angeordnet sind, dass die
Detektionseinheit die Aktivierung der Dosiereinheit in geeigneter Weise kontrolliert, um die
Isolation von spezifischen detektierbaren bzw. detektierten Molekdlfraktionen zu gewéhrleisten.

In Ausfihrungsformen der Erfindung findet eine kontinuierliche Aktivierung der Dosiereinheit
statt. In diesen Ausfiihrungsformen wird somit konstant Mediumfraktionen aus dem Dosierkanal
ausgestoRen, wobei nur die gewiinschten Tropfen oder Volumina von Separationsmedium
abgelegt werden auf eine Auffangvorrichtung, beispielsweise in einem Auffanggefal oder auf
einem Substrat, wohingegen das (librige ausgestoRene Medium verworfen, beispielsweise
abgesaugt wird. Hierbei ist es méglich, dass die Detektionseinheit anzeigt, wann ein
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ausgestoRener Tropfen aufgefangen beziehungsweise abgelegt werden soll, und wann
ausgestoRene Tropfen abgesaugt oder verworfen werden sollen.

Solche Ausfiihrungsformen sind vorteilhaft, da durch die kontinuierliche Dosierung bzw. das
kontinuierliche AusstoRen eine unerwiinschte Diffusion von Separationsmedium und
migrierenden Molekllfraktionen in den Dosierkanal verhindert werden kann.

In Ausfiihrungsformen des Verfahrens umfasst die Offnung des Dosierkanals eine Diise zum
AusstoBBen des im Durchquerungsbereich von Dosierkanal und Separationskanal befindlichen
Separationsmediums. Die Verwendung einer Diise im Bereich der Offnung des Dosierkanals ist
besonders vorteilhaft fiir Ausfiihrungsformen, in denen ein kontaktfreies Auffangen des
ausgestoRenen Mediums erwiinscht ist, da Disen die Formung von freifliegenden Tropfen
begiinstigen und hierfiir besonders geeignet sind. In Ausfiihrungsformen wird die zu isolierende
Molekiilfraktion mit dem Medium als ein oder mehrere fliegende Tropfen aus dem Dosierkanal
ausgestoRen. Entsprechend kann das Ablegen kontaktfrei durch AusstoRen von fliegenden
Tropfen erfolgen. Diese Form des kontaktfreien Ablegens ist besonders vorteilhaft, da hierdurch
die Kontaminationsgefahr minimiert werden kann, da kein Kontakt zwischen der
Auffangvorrichtung und der Offnung des Dosierkanals zustande kommt, auch nicht in Form einer
Fluidbriicke.

Im Allgemeinen bezeichnet der Begriff ,Diise* eine technische Vorrichtung zur Beeinflussung
eines Fluids beim Ubertritt von einer Rohrstrdmung in den freien Raum. Die Diise bildet dabei oft
den Abschluss der Rohrleitung. Entsprechend kann ein offenes Ende eines Schlauches oder
einer Kapillare ebenfalls als (freistehende) Diise bezeichnet werden. Der Diisenrand muss dabei
nicht zwangslaufig diinnwandig sein wie bei freistehenden Diisen wie beispielsweise Kapillaren
oder Kaniilen, sondern kann in der Ebene der Diisenflaiche um ein Vielfaches ausgedehnter sein
im Vergleich zum Disendurchmesser. Eine Dise kann auf ihrer gesamten Lange die gleiche
Querschnittsflache haben, sich erweitern, verjlingen oder weitere komplexe Formen aufweisen.
Eine Dise verrichtet normalerweise keine Arbeit, sondern wandelt zwischen Geschwindigkeit und
statischem Druck. Durch eine Dise kann ein Fluid entlang eines Druckgefélles beschleunigt, eine
feste oder zdhflissige Masse geformt (siehe Extruder) oder eine flissige Substanz zerstédubt
werden. Dem Fachmann sind verschiedenen Disenformen, die im Rahme der vorliegenden
Erfindung an der Offnung des Dosierkanals verwendet werden kénnen, bekannt.

Alternativ kann die auszustoRende Molekiilfraktion liber eine Kapillarbriicke zwischen der
Offnung des Dosierkanals und einer Oberfliche abgelegt werden. Hierbei ist es bevorzugt, dass
zwischen der Offnung und der Ablegeoberfliche eine Héhe h>0 mm besteht.

Es kann im Rahmen der Erfindung an der Offnung des Dosierkanals auch eine Schlauchdiise
(PipeJet) oder gezogene Chip-Dise verwendet werden, die bevorzugt sind fir
Ausfihrungsformen, bei denen das ausgestolRene Separationsmedium im Kontakt- bzw.
Halbkontaktverfahren abgelegt werden.

In weiteren Ausfiihrungsformen kann beim Ablegen ein Kontakt zwischen der Offnung des
Dosierkanals und der Ablageoberflaiche zustande kommen.

Im Rahmen der Erfindung kann die Dosiereinheit am Ende des Separationskanals angeordnet
sein. In anderen Ausflihrungsformen ist die Dosiereinheit im ersten Drittel, in etwa nach der
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Hélfte, oder nach dem zweiten Drittel des Separationskanals angeordnet. Weitere
Ausfihrungsform sind fiir einen Fachmann ohne weiteres vorstellbar und umsetzbar.

Im Rahmen der Erfindung ist es aber bevorzugt, dass vor der Dosiereinheit eine geeignete bzw.
ausreichende Separation/Auftrennung der in einer Probe enthaltenen Molekiile im
Separationskanal gewéhrleistet ist. Der Separationskanal kann nach dem Durchquerungspunkt
von Dosierkanal und Separationskanal weiter verlaufen. Es sind Ausfiihrungsformen mdéglich, die
mehr als eine Dosiereinheit umfassen, wobei die Dosiereinheit in unterschiedlichen Bereichen
des Separationskanals angeordnet sein kénnen.

Es ist zudem mdglich, dass die erfindungsgemaRe Separationseinheit ein oder mehrere
Reservoire, beispielsweise flir Separationsmedium, Flissigkeiten, Pufferlésungen und/oder
Proben umfasst. Einzelne Reservoire kénnen hierbei mehrere Funktionen erfiillen, beispielsweise
als Kontaktpunkt fir Elektroden dienen und als Einflihrungsort fiir Proben.

Im Rahmen der Erfindung bezieht sich der Begriff ,Reservoir® auf einen Bereich der
Separationseinheit, in dem sich eine Erweiterung oder Ausdehnung des Separationsmediums
befindet. Dies kénnen beispielsweise Kontaktstellen des Separationsmediums mit den Elektroden
des erfindungsgemébRen Systems sein.

Es ist vorteilhaft, an diesen Kontaktpunkten Reservoire aus Separationsmedium oder
Elektrolytldsung (z.B. Puffer) vorliegen zu haben, da sie Flexibilitdt bei der Platzierung der
Elektroden bieten und es ansonsten schwierig sein kann, die Elektroden mit den zum Teil sehr
klein-dimensionierten Strukturen des Trennkanals des Dosierkanals in Verbindung zu bringen.
Dariiber hinaus kann durch die groRe Kontaktfldche, die mit Hilfe von Reservoiren zwischen den
Elektroden und dem Trennmedium ermdglicht werden kann, eine Wéarmeentwicklung und damit
die Bildung von Gasblasen, die zu Strominstabilitdten fihren kénnen, verhindert werden.

Zusétzlich liefern Reservoire eine erhéhte Anzahl von Ladungstragern, um den Strom stabil zu
halten und damit die Migrationsgeschwindigkeit konstant zu halten.

Weiterhin kénnen Reservoire als Einbringungsorte flr die Probe in das erfindungsgemaie
System dienen. Insbesondere bei mikrofluidischen Systemen, in denen alle Strukturen sehr klein
dimensioniert sind, kann die Einbringung von Proben in das System schwierig sein. Das
Einbringen kann dadurch vereinfacht werden, dass an den Einbringungspunkten Reservoire von
Trennmedium vorhanden sind, aus denen beispielsweise durch das Anlegen eines elektrischen
Feldes die in der Probe enthaltenen Molekiile oder Molekulfraktionen in den Trennkanal hinein
migrieren. Hierbei kann das elektrische Feld so angelegt werden, dass es zu einer Fokussierung
der Probenmolekile am Eintrittspunkt in den Trennkanal kommt, so dass eine scharfe
Auftrennung der Molekile auch bei vergleichsweise grolRen Probenvolumina mdéglich ist.

Dariiber hinaus kénnen Reservoire auch am Ende des Separationskanals vorhanden sein als
Sammelpunkte fiir Molekiile und Molekilfraktionen, die nicht mithilfe der Dosiereinheit aus dem
Separationskanal isoliert wurden, sondern die durch den Durchquerungspunkt von
Separationskanal und Dosierkanal hindurch gewandert sind.

In Ausfihrungsformen kann eine der Elektroden, mit deren Hilfe ein elektrisches Feld tGber den
Separationskanal angelegt werden kann, in der Dosierkammer der Dosiereinheit positioniert sein.
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Zudem kann die Dosierkammer als lonenreservoire im Rahmen des erfindungsgemélen
Systems dienen. In solchen Ausflihrungsformen ist es méglich, dass die Molekiile bzw.
Molekiilfraktionen in den Dosierkanal, beispielsweise den Bereich liber der Offnung, eintreten.

Zudem ist es in Ausflihrungsformen der Erfindung bevorzugt, dass die Fliissigkeit der
Dosierkammer, das Medium im Dosierkanal und das Separationsmedium identische oder
ahnliche Flissigkeiten sind und/oder die gleiche Leitfahigkeit bzw. lonenstéarke aufweisen.

Im Rahmen der Erfindung umfasst der Begriff ,Fliissigkeit* auch flissigkeitsbasierte Gele.

In bestimmten Ausfihrungsformen der Erfindung wird die Temperatur der Separationseinheit
und/oder der Dosiereinheit aktiv geregelt. Entsprechende Ausfiihrungsformen kénnen eine oder
mehrere Temperaturregulierungseinheiten umfassen.

Eine oder mehrere Temperaturregulierungseinheiten kénnen die Temperatur des
Separationskanals und/oder des Dosierkanals und/oder Teilen von diesen Kanélen bzw. der
darin enthaltenen Medien regulieren. Insbesondere kann eine Temperaturregulierungseinheit
verwendet werden, die die Temperatur im Durchquerungsbereich von Separationskanal und
Dosierkanal regulieren kann. Eine Temperaturregulierungseinheit kann Teil der
Separationseinheit oder der Dosiereinheit oder von beiden sein. Beispielsweise kénnen im
Rahmen des erfindungsgeméalen Verfahrens eine oder mehrere
Temperaturregulierungseinheiten genutzt werden, die die Temperatur der Separationseinheit, der
Dosiereinheit und/oder bestimmte Bereiche der Anordnung reguliert.

Wenn beispielsweise das Separationsmedium ein Gel ist, dass bei der tblichen
Umgebungstemperatur, in der das erfindungsgemafe Verfahren durchgefiihrt wird, fest bzw.
gelférmig ist, aber bei erhdhter Temperatur flissig wird, ist es vorteilhaft, wenn bei Aktivierung
der Dosiereinheit die Temperatur im Durchquerungsbereich von Dosierkanal und
Separationskanal zeitweise soweit erhéht wird, dass in diesem Bereich eine Verflissigung des
Separationsmediums stattfindet, so dass das verfliissigte Separationsmedium problemlos durch
den induzierten Fluidstrom aus dem Durchquerungsbereich verdréngt werden kann. Des
Weiteren kann die Temperaturregulierungseinheit dazu genutzt werden Kanalstrukturen mit
Gelen zu befiillen, die bei Raumtemperatur fest und bei erhéhten Temperaturen fliissig sind.
Umgekehrt kann ein Kiihlen des Systems das Befiillen der Kanalstruktur mit Trennmedien, die
sich bei héheren Temperaturen verfestigen, ermdglichen. Entsprechend wiirde ein Abkihlen der
Dosiereinheit im Durchquerungsbereich von Dosierkanal und Separationskanal auch das
Verdrangen des Separationsmediums durch den induzierten Fluidstrom aus dem
Durchquerungsbereich erleichtern. Ein Beispiel fur ein solches Trennmedium ist Pluronic® F127.

Im Rahmen des erfindungsgemafRen Verfahrens kann die ausgestoRene Molekiilfraktion auf oder
in einer Auffangvorrichtung, beispielsweise einem Reaktionsgefal}, insbesondere einer Kavitét
(engl. Well) einer Mikrotiterplatte, einem Rdhrchen bzw. Reaktionsgefald (z.B. 200 uL Eppendorf
Tubes) oder auf einem geeigneten Auffangsubstrat/Substrat, bevorzugt einem Array-Substrat wie
beispielsweise einem Objekttrager aus Glas, Metall, Kunststoff 0.4. Material, abgelegt werden.
Zudem kann die Auffangvorrichtung eine porése Membran sein, beispielsweise eine (Nitro-)
Cellulose, Cellulose-Acetat, Polyethersulfon oder dhnliches, ein festes Hydrogel, die Offnung
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einer Kapillare oder chromatografischen Sdule oder ein gemaR der Erfindung beschriebenes
Reservoir zur Probeneinbringung.

Insbesondere ist es erfindungsgemal maoglich, dass unterschiedliche Medium- bzw.
Molekiilfraktionen in unterschiedliche ReaktionsgefaRe oder an unterschiedliche Positionen eines
Substrats abgelegt werden. Hierzu ist die Verwendung einer Ablegeeinheit im Rahmen des
erfindungsgemaRen Verfahrens oder erfindungsgeméafRen Systems bevorzugt. In
Ausfihrungsformen stellt eine Ablegeeinheit nach Ablegen einer Mediumfraktion ein
unterschiedliches Reaktionsgefal oder eine unterschiedliche Position auf dem Substrat bereit.

Eine Ablegeeinheit steuert die Positionierung der jeweilig verwendeten Auffangvorrichtung, wie
beispielsweise einer Multiwell-Platte oder eines Objekttrdgers relativ zu der verwendeten
Separations- und/oder Dosiereinheit, aus der die Mediumfraktion ausgestoRen wird. Hierbei kann
die Aktivierung und Positionsverschiebung der Ablegeeinheit und/oder der Separations- und/oder
Dosiereinheit mit der Aktivierung der Dosiereinheit synchronisiert sein. Gegebenenfalls werden
sowohl die Separations- und/oder Dosiereinheit als auch die Ablegeeinheit durch die
Detektionseinheit gesteuert bzw. aktiviert.

Eine Ablegeeinheit ermégliche also eine relative Verschiebung der Auffangvorrichtung gegeniiber
der Offnung, aus der die Mediumfraktionen ausgestoBen werden. So kann beispielsweise nach
Aktivierung der Dosiereinheit und Ablegen des ausgestoRenen Mediums in oder auf einer
Auffangvorrichtung eine zeitlich verzégerte relative Positionsverschiebung der Ablegeeinheit und
der von dieser gehaltenen Auffangvorrichtung gegeniiber der Offnung erfolgen, so dass bei einer
folgenden Aktivierung der Dosiereinheit das dann ausgestoRene Mediums an einer anderen
Position der Auffangvorrichtung abgelegt wird. Entsprechend ist es vorteilhaft, wenn im Rahmen
der Erfindung fiir das Ablegen eine Ablegeeinheit verwendet wird, die nach Ablegen einer
Molekiilfraktion ein unterschiedliches Reaktionsgefdll oder eine unterschiedliche Position auf
dem Substrat bereitstellt. So kann eine weitere bzw. folgende Molekiilfraktion in diesem
unterschiedlichen Gefall bzw. auf dieser unterschiedlichen Position abgelegt werden. Zur
Positionierung der Auffangvorrichtung kann beispielsweise ein 2- oder 3-Achs-System verwendet
werden.

Insbesondere ist es durch die vorliegende Erfindung méglich, durch Ablegen einer Vielzahl von
bevorzugt unterschiedlichen aufgetrennten Molekiilfraktionen auf unterschiedlichen Positionen
eines Substrats einen Mikroarray herzustellen.

Die Erfindung betrifft daher auch ein Verfahren zur Herstellung eines Mikroarrays, wobei das
erfindungsgemaRe Verfahren zur Isolation einer oder mehrerer Molekiilfraktionen aus einer
Probe angewendet wird, und mehrere Molekiilfraktionen aus einer oder mehreren Proben an
unterschiedlichen Positionen eines fiir einen Mikroarray geeigneten Substrats abgelegt werden,
bevorzug durch eine kontaktfreie Dosierung, wie z.B. AusstoRen des Mediums aus dem
Extraktionsbereich aus einer Duse als frei fliegende Tropfen. Hierbei ist die Verwendung einer
Ablegeeinheit, die die relative Positionierung der Auffangvorrichtung gegeniiber der Offnung
steuert, vorteilhaft.

Die vorliegende Erfindung betrifft zudem ein System zur Isolation einer oder mehrerer
Molekiilfraktionen aus einer Probe, umfassend
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- eine Separationseinheit umfassend

i. einen Separationskanal, der bevorzugt mit einem Separationsmedium
gefillten ist,

und optional

ii. ein oder mehrere Reservoire fir Fliissigkeiten und/oder Proben, und/oder

iii. Elektroden zur Erzeugung eines elektrischen Feldes entlang des
Separationskanals,

- eine Dosiereinheit,

und optional
- eine Detektionseinheit und/oder
- eine Ablegeeinheit.

In Ausfihrungsformen des Systems umfasst die Dosiereinheit einen Dosierkanal, der den
Separationskanal durchquert und auf einer ersten Seite des Separationskanals eine mit
Fliissigkeit geflllte Dosierkammer und auf einer zweiten Seite des Separationskanals eine
Offnung, bevorzugt eine Dosierdiise, umfasst.

Das erfindungsgeméaBe System ist bevorzugt ein mikrofluidisches System. In Ausfiihrungsformen
des Systems, die eine Trennung mittels Druck nutzen, umfasst die Separationseinheit geeignete
Anschlisse zur Beaufschlagung des Separationskanals mit einem geeigneten Druck durch eine
externe Druckquelle.

Die verschiedenen Einheiten des Systems sind nicht zwingend miteinander in einer einheitlichen
Vorrichtung verbunden und kénnen miteinander als separate Vorrichtungen kombiniert werden.
Es beispielsweise mdglich, dass die Separationseinheit ein mikrofluidischer Chip ist, der Falle
von elektrophoretischer Trennung beispielsweise in eine Halterung mit Elektroden eingesetzt wird
oder selber Elektroden erhélt. Ein Separationschip kann die Dosiereinheit mit umfassen in einer
einheitlichen Vorrichtung, oder kann mit einer Dosiereinheit kombiniert werden, wobei die
Dosiereinheit eine physisch getrennt Vorrichtung bildet. Das gleich gilt fiir die Detektionseinheit
und die Ablegeeinheit.

Weiterhin betrifft die Erfindung ein Kit zur mikrofluidischen Isolation einer oder mehrerer
Molekiilfraktionen aus einer Probe, umfassend eine oder mehrere Komponenten eines
erfindungsgemaRen Systems, wie beispielsweise eine Separationseinheit umfassend einen
Separationskanal, eine Dosiereinheit, umfassend einen Dosierkanal mit einer Dosierkammer,
eine Detektionseinheit, eine Auffangvorrichtung und/oder eine Ablegeeinheit.

Es ist bevorzugt, dass das erfindungsgeméRe System zur Umsetzung des erfindungsgemaRen
Verfahrens dient.

Die Verwendung aller hier fur das erfindungsgeméaBe Verfahren offenbarten Erfindungsmerkmale
ist ebenfalls im Rahmen des erfindungsgemaflen Systems oder Kits mdglich und hiermit
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offenbart. Das gleiche gilt andersherum auch fir Merkmale, die im Kontext des
erfindungsgemaRen Systems beschrieben wurden.

Spezielle Beschreibung der Erfindung

Die Erfindung wird durch die folgenden Figuren und Beispiele ndher beschrieben. Diese
schrénken den Umfang der Erfindung nicht ein, sondern stellen bevorzugte Ausfiihrungsformen
von Aspekten der Erfindung dar und dienen der besseren Veranschaulichung der hier
beschriebenen Erfindung.

Figuren:

Figur 1: Darstellung des Grundprinzips der Vereinzelung verschiedener Biomolekiilspezies aus
einer Mischlésung anhand einer spezifischen Ausflihrungsform. Die in Figur 1 dargestellte
Ausfihrungsform der Erfindung zeigt ein mikrofluidisches System zur Vereinzelung von
Biomolekdlfraktionen und besteht im Folgenden aus zwei funktionalen Operationseinheiten:

Bezugszeichenliste: 1 = (Bio)Molekil-Mischlésung = Probe mit Probenbestandteilen 1a, 1b und
1c; 1a, b & ¢ = Aufgetrennte Biomolekiilfraktionen (Probenbestandteile); 2 = Separationskanal; 3
= Separationsmedium; 5 = Dosierkammer; 6 = Dosierkanal; 8 = Extraktionsbereich =
Durchquerungsbereich Separationskanal/Dosierkanal; 9 = Offnung/Diise am Ende des
Dosierkanals; 10a = ausgestoRene Mediumfraktion ohne Biomolekiilfraktion; 10b =
ausgestoRenes Mediumfraktion mit Biomolekulfraktion 1c; 11 = Ablegeeinheit/Auffangeinheit.

Eine Operationseinheit 1 (Separationseinheit) dient der Trennung der einzelnen
Molekiilfraktionen (1a, 1b, 1c¢), insbesondere wie hier dargestellt Biomolekilfraktionen (1a, 1b,
1¢), aus einer Mischlésung (1) innerhalb eines Mikrokanals/Separationskanals (2), beispielsweise
unter Verwendung geeigneter Methoden zur Trennung nach Molekulargewicht, GrofRe,
isoelektrischem Punkt, Ladung, etc...

Eine Operationseinheit 2 (Dosiereinheit) ermdglicht die Aufreinigung einzelner (Bio)-
Molekilfraktionen (1a, 1b, 1c¢). Hierbei ist Operationseinheit 2 hinter Operationseinheit 1
geschaltet und dient der Vereinzelung bzw. Extraktion der jeweiligen aufgetrennten (Bio)-
Molekiilfraktionen (1a, 1b, 1c) aus dem Mikrokanal (2) wéhrend des Migrationsprozesses,
bevorzugt wie hier dargestellt in Form von frei fliegenden Tropfen (10b) mittels kontaktfreier
Dosierprinzipien (Inkjet, Bubblejet, usw.). Die jeweiligen Fraktionen werden hierbei beispielsweise
in separate Reaktionsgefalle (11) oder Tdpfchen einer Mikrotiterplatte oder im Array-Format auf
spezielle Substrate dosiert.

Die Erfindung kann hierbei eine Detektionseinheit umfassen, die eine aufzureinigende
Molekiilfraktion kurz vor oder im Durchquerungsbereich von Operationseinheit 1 und
Operationseinheit 2 detektiert und die Aktivierung der Dosiereinheit ausldst.

Figur 2: Ein Impedanz-Chip aus vorherigen Arbeiten an der Universitat Freiburg ist hier
dargestellt [Schoendube, J., Wright, D., Zengerle, R., & Koltay, P. (2015). Single-cell printing
based on impedance detection. Biomicrofluidics, 9(1), 014117]. Der Chip wurde urspriinglich
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entwickelt, um Zellen einer Probe zu vereinzeln. Das Bild zeigt den Chip, der auch in Figur 3
dargestellt ist, in seiner Gesamtheit. Uber den Trennkanal wird eine Spannung angelegt, sodass
die aufzutrennende Probe durch den Kanal migriert.

Figur 3: Markierter Chipausschnitt aus Figur 2 unter dem Fluoreszenzmikroskop (RhodaminB-
Kanal). Der Chip ist um 180° gedreht und besitzt eine Kanalbreite von 40 um. Die Kanéale wurden
mit einem geeigneten Trenngel befiillt. Im Reservoir wurde eine Fraktion einzelstrangiger DNA-
Fragmente (30 Nukleotide / Farbstoff-Label: Atto532 / Konzentration: 100 uM) als Probe
vorgelegt. Das angelegte Feld betrug 40 VV/cm. Die verschiedenen Bilder wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend des Migrationsprozesses aufgenommen.

Beispiel 1, Elektrophorese + _Inkjet”

Die in diesem Beispiel beschriebene Trennstruktur beinhaltet Reservoire fiir Flissigkeiten und
Proben sowie einen Mikrokanal, der mit einem fliissigen Separationsmedium befillt ist, und an
dessen Enden ein elektrisches Feld als Triebkraft fiir die Migration der Biomolekiile angelegt
wird. Wird die Probe (oder ein Teil davon) in den Trennkanal eingeleitet, migrieren die (Bio)-
Molekiile aufgrund elektrokinetischer Effekte entsprechend ihrer GréRe bzw. ihres Ladung-zu-
Masse-Verhaltnisses unterschiedlich schnell und trennen sich in Fraktionen auf.

Am Ende des Trennkanals kénnen die getrennten Fraktionen mit einem Detektor (Beispiele:
UVNis-, Fluoreszenz-, oder Impedanz-basierte Erkennung) erfasst werden. Direkt hinter dem
Detektor ist die Dosiereinheit angebracht. Der Dosierkanal, an dessen unterem Ende sich eine
Dise und am anderen Ende eine mit Flissigkeit gefiillte Kammer befindet, verlduft quer zum
Dosierkanal.

Die Dosiereinheit wird aktiviert, sobald oder kurz nachdem eine (Bio)-Molekulfraktion detektiert
wird und diese sich im Dosierkanal befindet. Es werden fortlaufend einzelne Tropfen in ein
Reaktionsgefal, ein Tépfchen einer Mikrotiterplatte oder auf ein anderes Substrat (z.B. ein
Objekttrager) dosiert, bis kein Signal der jeweiligen Fraktion mehr detektiert wird.

Sobald die nachste Fraktion detektiert wird wiederholt sich der Vorgang wobei die n&chstfolgende
Fraktion entweder in ein anderes ReaktionsgefalR/Tépfchen oder an eine andere Stelle auf dem
Substrat (Voraussetzung: Montage des Trenn-/Dosiersystems an einem
Automatisierungssystem) dosiert wird. Die beiden Einheiten sind im Idealfall auf einem Chip
integriert.

Die Dosierung kann beispielsweise Gber eine Membran-Deformation in der Dosierkammer
(wiederholtes Eindriicken und anschlieBende Relaxation) durch einen Piezoaktor realisiert
werden [Schoendube, J., Wright, D., Zengerle, R., & Koltay, P. (2015). Single-cell printing based
on impedance detection. Biomicrofluidics, 9(1), 014117]. Weiterhin kann die Dosierung geman
dem Bubble-Jet-Prinzip, Tragheitsbedingt oder Uber eine Ventilsteuerung (bspw. pneumatisch,
etc.) erfolgen. Ob eine oder mehrere Fraktionen pro ReaktionsgefalR/Tdpfchen dosiert werden ist
dabei individuell auswéhlbar. Ebenso kann dadurch nur eine Zielfraktion per Dosierung extrahiert
werden, wahrend die anderen Fraktionen weiter entlang des Trennkanals in ein Auffangreservoir
hinter dem Dosierkanal migrieren.
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Zusétzlich besteht die Méglichkeit, durch wiederholte Teilinjektionsvorgange der Probe,
anschlieBender Trennung und Dosierung der Fraktionen mehrere hintereinander folgende
Microarrays zu generieren, was einen weiteren relevanten Anwendungsfall neben der reinen
Aufreinigung darstellt und im Vergleich zu etablierten Methoden ein entscheidender Vorteil und
Alleinstellungsmerkmal ist:

Die Auftrennung der Probe und die Herstellung eines Microarrays fiir die weitere Analyse der
Probe kann in einem Schritt und mit einer wesentlich kleineren Probenmenge erfolgen, als bei
herkdmmlicher Durchfiihrung in zwei aufeinanderfolgenden Schritten. Die Prozesszeit zwischen
5-20 Minuten pro Lauf — je nach Probe — ist relativ gering und stellt neben der geringen
erforderlichen Probenmenge einen weiteren Vorteil des Verfahrens dar. Somit entspricht die
Aufreinigungszeit ungeféhr der benétigten Zeit fiir die Elektrophorese und ist damit maximal
effizient.

Da Trenn- und Dosierstruktur auf einem Chip integriert werden kénnen, belaufen sich die Kosten
auf ca. <5 € im Falle eines wiederverwendbaren Chips und ca. 20-50 € im Falle eines
Einwegproduktes. Bei einer Herstellung mittels Spritzgussverfahren lieRen sich die geschétzten
Kosten zusétzlich deutlich reduzieren.

Beispiel 2, Separationseinheit

In diesem Beispiel, das die prinzipielle Ausfiihrbarkeit der Erfindung veranschaulicht und durch
die Figuren 2 und 3 ndher beschrieben wird, wird ein urspringlich zur Zell-Vereinzelung
vorgesehener mikrofluidischer Chip verwendet, um die Migration eines (Bio)-Molekilfragmentes
quer zum Dosierkanal zu demonstrieren. Der zweckentfremdete Chip, ein Verbund aus Silizium
und Glas, weilt zumindest Teile der fur die Erfindung benétigten Strukturen auf [Schoendube, J.,
Wright, D., Zengerle, R., & Koltay, P. (2015). Single-cell printing based on impedance detection.
Biomicrofluidics, 9(1), 014117].

Fur die in Figur 3 gezeigte Bilderserie wurden geladene fluoreszenzmarkierte DNA-Fragmente
entlang des Trennkanals unter dem Einfluss des elektrischen Feldes bewegt. Die Fragmente
migrieren als breiter Strom, da auf dem verwendeten Chip keine entsprechende Injektionsstruktur
zur Fokussierung der Probe auf dem Chip vorhanden ist und somit sténdig neue Probe
nachflieRt, was ebenfalls eine sichtbare Trennung verhindert.

Wahrend des hier gezeigten Migrationsprozesses, der nur in Teilen der beanspruchten Erfindung
entspricht, diffundiert die Probe in den Dosierkanal (also in die Diise und die Dosierkammer).
Dies kann verhindert werden, indem man an der Dosierkammer ein abstoRendes elektrisches
Feld anlegt und die Fraktionen mit Hilfe einer Dosiereinheit aus der Chip-Diise dosiert, was in
dem hier dargestellten Vergleichsbeispiel aufgrund des Fehlens einer erfindungsgemélen
Dosiereinheit nicht méglich ist.

Ebenfalls kénnte in einem erfindungsgemafRen Verfahren bzw. einer erfindungsgemaéfen
Vorrichtung ein kontinuierlicher Dosierungsprozess kombiniert mit einer Absaugung fur
unerwiinschte Tropfen die Diffusion in die Dosierkammer verhindermn. Der Chip wurde in dem
dargestellten Beispiel aus Griinden der besseren Visualisierung des Migrationsprozesses nicht
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aktuiert, es wurde also kein TropfenausstoR induziert. Das Prinzip der Tropfendosierung wurde
jedoch schon zuvor mehrmals demonstriert und findet bereits Anwendung in diversen
kommerziellen Produkten.
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Anspriiche

1.

10.

Verfahren zur Isolation einer oder mehrerer Molekilfraktionen aus einer Probe, umfassend
a. Einbringen der Probe in eine Separationseinheit,

b. Auftrennung von in der Probe enthaltenen Molekilen in einem mit einem
Separationsmedium gefiillten Separationskanals der Separationseinheit in
Molekiilfraktionen,

c. Extraktion einer oder mehrerer Molekiilfraktionen aus einem Extraktionsbereich des
Separationskanals mittels Aktivierung einer Dosiereinheit,

wobei der Extraktionsbereich fluidisch an eine Offnung gekoppelt ist und durch
Aktivierung der Dosiereinheit im Extraktionsbereich befindliches Medium als
Mediumfraktion aus der Offnung ausgestoRen wird, wobei die Mediumfraktion eine
Molekiilfraktion oder Teile davon umfassen kann.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei es sich um ein mikrofluidisches Verfahren handelt.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, wobei die Mediumfraktion als frei-
fliegender Tropfen ausgestoRen wird.

Verfahren nach mindestens einem der vorherigen Anspriiche, wobei die Dosiereinheit eine
Dosierkammer und/oder einen Dosierkanal umfasst.

Verfahren nach mindestens einem der vorherigen Anspriiche, wobei der Extraktionsbereich
dem Durchquerungsbereich von Dosierkanal und Separationskanal entspricht.

Verfahren nach mindestens einem der vorherigen Anspriiche, wobei die Aktivierung der
Dosiereinheit einen Fluidstrom aus der Dosierkammer durch den Dosierkanal erzeugt,
wodurch das im Durchquerungsbereich von Dosierkanal und Separationskanal befindliches
Separationsmedium auf einer zweiten Seite des Separationskanals aus einer Offnung des
Dosierkanals ausgestoRen wird.

Verfahren nach mindestens einem der vorherigen Anspriiche, wobei eine Detektionseinheit
eine Molekiilfraktion im Separationskanal detektiert, wobei die Detektion bevorzugt UV/Vis-,
Leitfahigkeit- und/oder Impedanz-Detektion umfasst.

Verfahren nach dem vorherigen Anspruch, wobei durch die Detektion einer Molekiilfraktion,
bevorzugt im Extraktionsbereich des Separationskanals, die Dosiereinheit aktiviert wird.

Verfahren nach mindestens einem der vorherigen Anspriiche, wobei die Temperatur der
Separationseinheit und/oder der Dosiereinheit aktiv geregelt wird.

Verfahren nach mindestens einem der vorherigen Anspriiche, wobei die Auftrennung der
Molekiilfraktionen der Probe mittels Elektrophorese, mittels Kapillarelektrophorese, Druck-
getrieben, mittels LC (liquid chromatography), insbesondere HPLC (high performance liquid
chromatography), mittels eines magnetischen Feldes, mittels Affinitdtschromatographie oder
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11.

12.

13.

14.

15.
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andere Trennmethoden, bei denen die Migrationsgeschwindigkeit von Molekiilen eine
erfolgen.

Verfahren nach mindestens einem der vorherigen Anspriiche, wobei die Auftrennung der
Molekiilfraktionen der Probe entlang eines elektrischen Feldes erfolgt

Verfahren nach mindestens einem der vorherigen Anspriiche, wobei die ausgestoRene
Mediumfraktion in einem Reaktionsgefal, bevorzugt einer Kavitat (engl. Well) einer
Mikrotiterplatte, oder auf einem geeigneten Substrat, bevorzugt einem Array-Substrat wie
beispielsweise einem Objekttrager, abgelegt wird und/oder unterschiedliche
Mediumfraktionen in unterschiedliche Reaktionsgefdlle oder an unterschiedlichen Positionen
eines Substrats abgelegt werden.

Verfahren nach dem vorherigen Anspruch, wobei fiir das Ablegen eine Ablegeeinheit
verwendet wird, die nach Ablegen einer Molekiilfraktion ein unterschiedliches Reaktionsgefal®
oder eine unterschiedliche Position auf dem Substrat bereitstellt.

Verfahren nach dem vorherigen Anspruch, wobei durch Ablegen einer Vielzahl bevorzugt
unterschiedlicher aufgetrennter Molekiilfraktionen an unterschiedlichen Positionen eines
Substrats ein Mikroarray hergestellt wird.

System zur Isolation einer oder mehrerer Molekulfraktionen aus einer Probe, umfassend
a. eine Separationseinheit umfassend

i. einen Separationskanal, der bevorzugt mit einem Separationsmedium
gefillten ist,

und optional

ii. ein oder mehrere Reservoire fur Flissigkeiten und/oder Proben,

ii. Elektroden zur Erzeugung eines elektrischen Feldes entlang des
Separationskanals,

iv. Geeignete Anschliisse zur Beaufschlagung des Separationskanals mit einem
geeigneten Druck durch eine externe Druckquelle

b. eine Dosiereinheit, und optional
c. eine Detektionseinheit und/oder

d. eine Ablegeeinheit.
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