OPTOFLUIDISCHER SORTER
FUR DIE DURCHMUSTERUNG
VON ENZYMEN

IM HOCHDURCHSATZ

Aufgabenstellung

Der Schlussel fur biotechnologische Produktionsprozesse

sind technische Enzyme, die diese Prozesse katalysieren. Dabei
liegen die Vorteile der Biotechnologie in der 6kologischen und
wirtschaftlichen Produktion im Vergleich zur groBchemischen
Herstellung. Zudem sind mit Hilfe von Biotechnologie vollig
neuartige Produkte herstellbar. Auf der Suche nach prozess-
optimierten technischen Enzymen ist die Durchmusterung
von Millionen aus Genbibliotheken gewonnenen Kandidaten
essenziell. Hierflr werden Hochdurchsatzverfahren benétigt,
die die Aktivitat der Enzyme screenen und die Kandidaten

mit guten katalytischen Eigenschaften separieren.

Vorgehensweise

FUr jedes einzelne Gen der Bibliothek wird das entsprechende
Enzym zellfrei in einem Mikrotropfchen exprimiert. Durch
enzymatischen Umsatz eines Substrats in ein fluoreszentes
Produkt kann in jedem Mikrotropfchen die Enzymaktivitat Gber
seine Fluoreszenz gemessen werden. In einem mikrofluidischen
System werden diese Tropfchen im Hochdurchsatz mit
Kilohertzfrequenzen auf ihre Fluoreszenzintensitat untersucht.
Tropfchen hoher Fluoreszenzintensitat werden in einer
Sortierkammer mit einer dynamischen optischen Pinzette

aus dem Tropfchenstrom aussortiert. Die Kraft zum Auslenken
der Tropfchen wird durch den Impulstibertrag bei der Brechung
des Laserstrahls am Tropfen erzeugt.
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In Zusammenarbeit mit dem Fraunhofer IME wurde diese

Methode im Rahmen des von der Fraunhofer-Gesellschaft
geforderten Vorlaufforschungsprojekts DARWIN mit dem Ziel
entwickelt, eine Genbibliothek mit einer Million Kandidaten
innerhalb weniger Stunden zu durchmustern.

Ergebnis

In einer Quarzglasmikrofluidik werden die Tropfchen hydro-
dynamisch fokussiert und anhand ihres Fluoreszenzsignals
klassifiziert. Dabei werden Screeningraten von bis zu 5 kHz
erreicht. Mit der optischen Pinzette konnen Mikrotrépfchen
mit Uberschwelligem Fluoreszenzsignal innerhalb von 8 ms
aus dem hydrodynamischen Fokus ausgelenkt werden.
Dabei werden Krafte von einigen Nanonewton erzielt.

Anwendungsfelder

Die primare Anwendung des optofluidischen Sorters ist die
Durchmusterung von zellfrei exprimierten Enzymen. Weitere
Einsatzgebiete sind die pharmazeutische Produktentwicklung,
das Screening chemischer Synthesen und die Sortierung
heterogener Zellensembles.
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Anderungen bei Spezifikationen und anderen technischen Angaben bleiben vorbehalten. 04/2020.



