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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden die Entwicklung, die Optimierung und die
Anwendung verschiedener Mikrofluidikchips hergestellt aus zwei elementaren,
verschieden kombinierbaren Grundstrukturen gezeigt. Die entwickelten
Mikrofluidikchips dienen (1) zur Untersuchung der Stammzelldifferenzierung,
(2) zur Gewinnung wertvoller Substanzen durch Metabolic Engineering von
Pflanzenstammzellen und (3) zur Herstellung von Polymerfilmen mit einem
Gradienten iiber die Porenmorphologie fiir nachgelagerte Zelluntersuchungen.
Alle verwendeten mikrofluidischen Netzwerke werden aus den zwei Grund-
strukturen: einem Zickzackkaskadenmischer und einer Kammer zusammenge-
setzt. Der Mikromischer weist zwei Einlédsse, sechs Kaskaden, eine Kanalbreite
von 400 pm in den Zickzackkanélen und acht angeschlossene geradlinige Kana-
le auf. Die Kammerstruktur ist sechseckig und hat eine Flache von 322 mm?, bei
einer Kanalhdhe von 500 pm beziehungsweise 680 um. Die AuB3enabmale aller
mikrostrukturierten Bauteile betragen 26 x 76 mm? und sind damit auf das gén-
gige Glasobjekttrigerformat genormt, um eine Kompatibilitidt mit verfiigbaren
Mikroskopen und die Austauschbarkeit einzelner mikrostrukturierter Bauteile zu

erreichen.

Der Mikrofluidikchip zur Stammezelldifferenzierung und der Mikrofluidikchip
fiir das Metabolic Engineering werden in einem massenfertigungstauglichen und
biokompatiblen Prozess aus Polycarbonat hergestellt. Beide bestehen aus jeweils
zwei mikrostrukturierten Bauteilen mit einer dazwischen liegenden nanoperfo-
rierten Membran. Die Poren in der Membran, ermdglichen den Stoffaustausch
zwischen den beiden mikrostrukturierten Bauteilen. In dem Mikrofluidikchip
zur Stammzelldifferenzierung werden Stammzellen mit einem Morphogengra-
dienten in Kontakt gebracht. Entsprechend ist auf dem einen mikrostrukturierten

Bauteil eine Zellkammer, zur Kultivierung der Stammzellen vorhanden, auf dem



anderen ein Mikromischer mit anschlieBenden Kanélen, zur Etablierung des
Gradienten. In dem Mikrofluidikchip fiir das Metabolic Engineering werden
zwei mikrostrukturierte Bauteile mit Kammern eingesetzt. Eine dient wiederum
zur Kultivierung der Zellen. Da Pflanzenstammzellen sich in etwa wie Sand
verhalten, kann die Zellkammer nicht dauerhaft ohne Kanalverschluss durch-
spiilt werden. Dementsprechend wird die andere Kammer, zur Versorgung der
Zellen und zur Ableitung der von den Zellen hergestellten Produkte eingesetzt.
Die mikrostrukturierten Bauteile werden in einem Heiprageprozess hergestellt
und mit Hilfe eines Thermobondprozesses fliissigkeitsdicht iiber die perforierte
Membran verbunden. AnschlieBend wird der Kontakt der Mikrofluidikchips mit
der AuBenwelt sichergestellt. Ein Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Her-
stellung transparenter Mikrofluidikchips. Diese ermdglichen die Beobachtbar-
keit der Zellen im Mikrofluidikchip wihrend des biologischen Experimentes.
Ein zweiter Schwerpunkt ist die Sicherstellung einer ausreichenden Stabilitit der

Mikrofluidikchips fiir die biologische Anwendung.

Der Mikrofluidikchip zur Herstellung der Porengradientenfilme besteht nur aus
einem mikrostrukturierten Bauteil, welches einen Mikromischer mit anschlie-
Bender Kammerstruktur aufweist. Dieser Mikrofluidikchip wird in einem mas-
senfertigungstauglichen Prozess in PDMS hergestellt. Ein Schwerpunkt bei der
Herstellung dieses Mikrofluidikchips, ist die Entwicklung eines Bondprozesses
der stabile aber reversible Verbindungen ermdglicht, ohne den Goldstandard

Plasmatechnik einzusetzen.

Um die Funktionsfahigkeit der Mikrofluidikchips in der jeweiligen Anwendung
sicherzustellen, wird der integrierte Mikromischer hydrodynamisch charakteri-
siert und der Stofftransport durch die perforierte Membran in den beiden Stapel-

aufbauten im Rahmen biologischer Experimente untersucht.



Abstract

The present work shows the development, optimization and application of
biomicrofluidic chips. The developed microfluidic chips are used to (1) analyze
the stem cell differentiation; (2) produce valuable substances via metabolic en-
gineering and (3) the fabrication of polymeric films possessing a gradient of
morphology. To build up the different microfluidic chips two elementary struc-
tures are used; namely, a cascade micromixer with subsequent straight channels
as well as a hexagonal chamber. The micromixer has zigzag channels, two inlets
and six cascades with a channel width of 400 um. The chamber has an area of
322 pm? and a channel height of either 500 um or 680 pm. The size of all mi-
crostructured parts is normalized to the size of a microscope glass slide
(26 x 76 mm?), allowing the use of conventional microscope equipment and en-

suring the exchangeability of the microstructured parts.

The microfluidic chip for stem cell differentiation and the microfluidic chip for
metabolic engineering are fabricated using a biocompatible production process
in polycarbonate. Polycarbonate is suitable for industrial mass production. Both
chips are 3-stacked devices with two microstructured parts and a nanoperforated
membrane in-between. The pores allow for mass transfer from one microstruc-
tured part to the other one. To analyze the stem cell differentiation cells should
be contacted with a morphogen gradient. Therefore a cell chamber for cultivat-
ing the cells and a micromixer for generating the gradient are integrated in this
microfluidic chip. The microfluidic chip for metabolic engineering also has a
chamber for cultivating the cells in. As plant cells behave like sand, this cham-
ber cannot be perfused after loading the cells without risking channel clogging.
Therefore a second chamber, separated from the cells by the membrane, is used
for perfusion with culture media and the extraction of the products of the cells.

The microstructured parts are produced by hot embossing. A thermal bonding



process is applied for liquid-tight sealing of the microfluidic chips. This work
focuses on a production process enabling the fabrication of transparent microflu-
idic chips. The transparency allows for continuous observation of the cells in the
microfluidic chip. Furthermore the stability of the microfluidic chips is opti-

mized, enabling a proper use in biological applications.

The microfluidic chip for fabricating polymer films with a gradient of morphol-
ogy consists of only one microstructured part and is fabricated applying a PDMS
process. The microstructured part consists of a micromixer, generating the gra-
dient and a subsequent reaction chamber for supplying the gradient. The used
production process is mass production enabling by using a coating technique
with curing agent instead of the standard plasma bonding technique. Forming
stable but reversible seals is the main aim throughout this work for the produc-

tion of these microfluidic chips.

To ensure the functionality of the different microfluidic chips the hydrodynam-
ics of the integrated micromixer is characterized. Furthermore the mass transport

through the membrane is analyzed in biological experiments.
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Einleitung

1 Einleitung

Mikrofluidik beschreibt die Wissenschaft und Technologie von Systemen, die
kleine Fliissigkeitsmengen, in Kanédlen mit Dimensionen von zehn Mikrometern
bis zu einigen hundert Mikrometern, prozessieren oder manipulieren [1]. In ih-
ren Anfangen wird die Mikrofluidik primér zu Analysezwecken genutzt [1-3].
Hierbei konnen einige offensichtliche Vorziige von Mikrofluidiksystemen ge-
nutzt werden. Vorteile sind beispielsweise: der sehr geringe Reagenzien-
verbrauch, die hohe Auflésung und Sensitivitdt bei der Detektion, die geringen
Kosten und die kurzen Analysezeiten [1]. Das erste im Jahr 1979 realisierte
Mikrosystem ist entsprechend ein miniaturisierter Gaschromatograph. Dieser
wird auf einen Siliziumwafer integriert [1-3]. In den frithen 1990er Jahren erlebt
die Mikrofluidik eine Renaissance mit der Idee Micro Total Analysis Systeme
(LTAS), auch Lab-on-a-Chip Systeme genannt, zu entwickeln. Auch in dieser
Phase finden sich Anwendungen fiir Mikrofluidik eher in der angewandten
Chemie und der Physik. Es werden nur einige wenige Anwendungen aus der
Biologie und noch weniger aus der Zellbiologie gezeigt [2]. Eines der sehr we-
nigen am Markt erfolgreichen Mikrofluidiksysteme sind Teststreifen. In diesen
werden mittels Kapillarkraft Fliissigkeiten in Vliesstoffen transportiert und ana-
lysiert. Diese Teststreifen werden ebenfalls in den frithen 1990er Jahren erfun-
den. Bis heute sind sie als Schwangerschafts- oder Glukoseteststreifen nahezu
das einzige Mikrofluidiksystem, von dem mehrere Milliarden Stiick pro Jahr
verkauft werden [3]. Zum groBten Entwicklungssprung in der Mikrofluidik tra-
gen zwei Erfindungen entscheidend bei: die Bell Labs adaptieren 1974 die Soft
Lithographie auf Polymere [4]; die Arbeitsgruppe um George M. Whitesides
entwickelt ein Rapid Prototyping Verfahren fiir die Mikrofluidik auf Basis von
Polydimethylsiloxan (PDMS) [5]. Besonders die Einfachheit und die kurzen
Produktionszyklen der Rapid Prototyping Technik, ohne die Notwendigkeit fiir

teures technisches Equipement, fithren zu einer Explosion der Anzahl der Verof-
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fentlichungen im Bereich der Mikrofluidik [2]. Speziell in der Zellbiologie, ist
die Moglichkeit fiir schnelle und kostengiinstige Designiterationen oft entschei-
dend, da die Komplexitit von Zellen und zelluldren Systemen zu Beginn zahl-
reiche Optimierungszyklen der Testsysteme verlangt [2]. Aus den Jahren 2000
bis 2011 gibt mehr als 16.500 Ver6ffentlichungen [6] im Bereich Mikrofluidik,
davon 5.388 aus der Zellbiologie [7]. In der Zellbiologie haben Mikrosysteme
im Vergleich zu konventionellen Methoden Vorteile durch niedrige Volumina,
reduzierten Medienverbrauch und dem Potential zu héheren Durchsatzraten mit-
tels Miniaturisierung [2]. Daneben bieten Mikrosysteme die einmalige Moglich-
keit, Zellen in einer raumlich und zeitlich begrenzten Mikroumgebung [8, 9] zu
untersuchen. Dadurch entstehen ganz neue Methoden um Zellen zu erforschen
und sie, sowie ihre Eigenschaften, zu verstehen. Mikrosysteme tragen entspre-
chend dazu bei, neue und tiefer gehende Einblicke in das Verhalten und die
Funktionsweise von Zellen zu gewinnen [2]. Obwohl die Mikrofluidik als Tech-
nologie nach Whitesides (2006) ,,almost too good to be true erscheint, ist sie
nach wie vor mehr ein Spielzeug fiir Akademiker [3]. Berthier et al. (2012) mer-
ken an, dass speziell die PDMS Technologie limitierend bei der Kommerziali-
sierung von mikrofluidischen Systemen wirkt und die Integration in die Biologie
erschwert. Auch Plattformldsungen und die Integration von einzelnen Kompo-
nenten in einfach zu bedienende Systeme konnten der Mikrofluidik in der Zu-

kunft zur Marktreife verhelfen [1, 3].

Die in dieser Arbeit entwickelten Mikrofluidikchips werden entweder fiir biolo-
gische Versuche mit Stammzellen genutzt oder als Werkzeuge, um Substrate fiir
nachgelagerte biologische Zellversuche herzustellen. Die verwendeten mikroflu-
idischen Netzwerke setzen sich aus verschieden kombinierbaren, elementaren
Grundstrukturen zusammen. Eine Kammer und ein Mikromischer mit anschlie-
Benden geradlinigen Kanélen bilden die Grundstrukturen. Die AuB3enabmessun-

gen aller Bauteile sind auf die GroBe von Glasobjekttrigern genormt, um die
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Kompatibilitidt mit verfiigbaren Mikroskopen zu erleichtern. Als Mikromischer
wird ein Kaskadenmischer mit sechs Kaskaden und Zickzackkanédlen eingesetzt.
Aus verschiedenen Kombinationen der Grundstrukturen werden Mikrofluidik-
chips zur Untersuchung der Stammzelldifferenzierung, Mikrofluidikchips zur
Gewinnung wertvoller Substanzen durch Metabolic Engineering von Pflanzen-
stammzellen und Mikrofluidikchips zur Herstellung von Polymerfilmen mit ei-

nem Porengradienten gewonnen.

Im Folgenden ist eine Auswahl an Literatur zusammengestellt. Zu Beginn wird
auf den integrierten Kaskadenmischer eingegangen. Anschlieend wird Literatur
zu den drei Anwendungen: Untersuchung der Stammzelldifferenzierung, Meta-
bolic Engineering von Pflanzenstammzellen und Herstellung von Porengradien-
tenfilmen, in der genannten Reihenfolge betrachtet. Im Anschluss werden an-
wendungsiibergreifende Anforderungen und Potentiale zusammengefasst und
die Anwendungen der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Mikrofluidikchips
dargestellt. Die Einleitung schlie3t mit der Darstellung des Auftbaus der vorlie-
genden Arbeit.

Die Leistungsfihigkeit von Kaskadenmischern auf Basis von hydrodynamischen
Betrachtungen wird bereits um 2000 von der Arbeitsgruppe um George M. Whi-
tesides gezeigt [10, 11]. Die Vermischung in einem Kaskadenmischer wird
durch wiederholtes Aufteilen, Vermischen und Rekombinieren von Einzelstro-
men erreicht. Durch eine Gegeniiberstellung mit elektronischen Netzwerken
[10] werden die Aufteilungs- und Rekombinationsschritte eines Kaskadenmi-
schers aufgezeigt. Hierbei wird angenommen, dass in jeder Kaskade in den Ser-
pentinen oder Zickzackkandlen homogene Losungen durch Diffusion erzeugt
werden. Die Serpentinen und Zacken dienen der Verldngerung der Diffusions-
zeit. Verwendet wird ein Kaskadenmischer mit drei Einfliissen, realisiert in
PDMS, mit sechs Kaskaden und Serpentinenkandlen mit 50 um Breite und
100 um Hohe [10]. Die Flexibilitit des Kaskadenmischers wird durch Gradien-

3
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ten in vielfaltigen Auspriagungsformen gezeigt. Symmetrische, asymmetrische,
glatte und Stufengradienten, sowie Gradienten mit mehreren Peaks, wie auch
statische und dynamische Gradienten werden mit Hilfe des Kaskadenmischers
erzeugt. Der Gradient wird jeweils in einem anschlieBenden breiteren Kanal zur
Verfligung gestellt. Durch das Zusammenschalten mehrerer Kaskadenmischer
ist es moglich Gradienten von komplexer Gestalt zu erzeugen [11]. Hierbei
kommen Kaskadenmischer mit Zickzackkanédlen zum FEinsatz. Der komplexe
Gradient wird wiederum in einem breiten anschlieBenden Kanal zur Verfiigung
gestellt. In den genannten Verdffentlichungen kann die hohe Flexibilitit und Va-

riabilitdt von Kaskadenmischern eindrucksvoll aufgezeigt werden.

Die beschriebenen Kaskadenmischer werden in den folgenden Jahren fiir Zell-
studien eingesetzt [12-16]. Sdugerzellen werden hierbei in den, an den Mischer
anschlieBenden breiten Kanal injiziert und dort mit dem Gradienten in Kontakt
gebracht. Chemotaxis bezeichnet die Fortbewegung oder Migration von Zellen,
ausgelost durch einen Stoffgradienten. Diese wird mit Hilfe der Kaskadenmi-
scher fiir unterschiedliche Zelltypen und Stoffgradienten untersucht. Die Zell-
bewegung wird mit Hilfe eines Mikroskops erfasst. In diesem Aufbau werden
die Zellen allerdings dem Durchfluss durch den Kaskadenmischer ausgesetzt. Je
nach Flussrate, werden sie entsprechend mit erheblichen Scherkriften belastet.
Des Weiteren kdnnen die Zellen den erzeugten Gradienten empfindlich stéren.
Um die Zellen ohne Scherkrifte kultivieren zu konnen, werden Stapelaufbauten
entwickelt. Ein Stapelaufbau zur Untersuchung von Zellen mit Hilfe eines Gra-
dienten ist in Kim et al. (2009) [17] aufgezeigt. Hier wird ein mikrofluidisches
Bauteil aus PDMS gezeigt, das aus drei Komponenten: einem Mischerteil und
einem Zellteil, getrennt durch eine Polyestermembran besteht. Die Zellen wer-
den in den Zellteil injiziert und adhérieren in einer Kammer auf der Membran.
Sie werden vor dem eigentlichen Versuch iiber den Mischerteil mit Nahrldsung

versorgt. Der Mischerteil besteht aus einer Kammer mit zwei jeweils gegeniiber-
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liegend angeordneten Zufliissen und Abfliissen. Durch die Injektion von zwei
Losungen durch die gegeniiberliegenden Zufliisse, entsteht ein Gradient in der
Kammer des Mischers. Uber dieser Kammer befinden sich die Zellen, welche
durch den Gradienten beeinflusst werden. Nachteilig an diesem Design ist die
Eignung lediglich fiir kleine Molekiile [17]. Zudem steht der Gradient lediglich
in einem schmalen Grenzbereich zur Verfiigung. Ein weiterer Stapelaufbau ist in
VanDersarl et al. (2011) [18] gezeigt. Hier wird ein Zickzackkaskadenmischer
mit zwei Einfliissen und anschlieBendem breiten Kanal zur Bereitstellung des
Gradienten gezeigt. Uber dem Kanal ist eine Zellkammer angeordnet, wobei
sich der breite Kanal mittig unter der deutlich groBeren Zellkammer befindet.
Zellkammer und Mikromischer sind in PDMS realisiert. Die beiden strukturier-
ten Teile werden iiber eine ionengespurte, perforierte Membran aus Polycarbo-
nat verbunden. Die nach oben offene Zellkammer wird mit einem Deckglas ab-
gedeckt, um Verunreinigungen des Nahrmediums zu vermeiden. Die Erzeugung
verschiedenartiger Gradienten wird durch die Verwendung des Kaskadenmi-
schers sichergestellt. Durch die Abtrennung der Zellkammer werden die Zellen
keinen Scherkréften ausgesetzt. Allerdings fehlen Vorschlidge zur kontinuierli-

chen Versorgung von sensitiven Stammzellen.

Mikrofluidische Systeme zur Kultivierung von Pflanzenstammzellen sind nur
sehr wenige bekannt [19]. 2006 gelingt erstmals die Kultivierung von so ge-
nannten Protoplasten, dem kleinsten lebensfdhigem Teil einer Pflanzenzelle, in
einem aus PDMS hergestellten Mikrofluidiksystem [20]. Hierbei wird die Ta-
bakzelle Nicotiana tabacum, Virginischer Tabak, tiber zehn Tage kultiviert. Wu
et al. (2010) [21] zeigen die Fusion von Protoplasten, wiederum in einem PDMS
Mikrofluidikchip, bis hin zu einer sichtbaren Zellmasse. Die Nutzung von Pro-
dukten der im Mikrofluidikchip kultivierten Pflanzenstammzellen wird nicht

beschrieben.
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Mikrofluidikchips, welche als Werkzeuge verwendet werden [22, 23], integrie-
ren die bekannten Kaskadenmischer [10, 11]. Ein erstes Verfahren wird zur Her-
stellung von Hydrogelen durch Photopolymerisation aus Monomerldsungen mit
einem Gradienten iiber die Elastizitdt genutzt [24]. In Burdick et al. (2004) [23]
wird ein Verfahren ebenfalls zur Herstellung von Hydrogelen beschrieben, auf
welchen ein Gradient von Molekiilen immobilisiert wird. Zur Herstellung von
Porengradienten gibt es nur wenige Beispiele. Porengradienten, realisiert in ei-
nem Silikonfilm, mit PorengréBen von < 10 nm bis > 500 nm werden durch e-
lektrochemisches Atzen mit Fluorwasserstoff hergestellt [25]. Ein anderes Ver-
fahren beschreibt die Herstellung eines porésen Polymergeriists durch 3D Faser-
abscheidung mit Poren von 200 bis 1650 pm Durchmesser [26]. Beide Verfah-
ren sind allerdings kompliziert und erlauben lediglich die Herstellung von Nano-
oder Mikroporen. Bei der Herstellung der Silikonfilme kann die Porengrofe
durch den Aufbau variiert werden [25]. Ein einfaches Verfahren zur Herstellung
von Porengradientenfilmen wird in Oh et al. (2007) [27] beschrieben. Die Auto-
ren nutzen die Zentrifugalkraft zur Verteilung von faserartigen Bestandteilen um
Polymere mit einem Porengradienten herzustellen. Allerdings lassen sich damit
keine komplexeren Gradienten, beispielsweise mit mehreren Peaks, erzeugen.
Erst kiirzlich konnte gezeigt werden, dass Polymerfilme mit verschiedenen Po-
rengroflen aus Methacrylaten durch den Zusatz von Porenbildnern, in diesem
Fall verschiedenen Alkoholen, erzeugt werden konnen [28]. Mit diesem Verfah-
ren kénnen Nano- und Mikroporen hergestellt werden. Kombiniert man dieses
Verfahren zur Herstellung pordser Polymerfilme mit den vorteilhaften Eigen-
schaften von Kaskadenmischer, sollten sich Polymerfilme mit einem Gradienten

iiber die Porengrofe herstellen lassen.

Allen genannten Mikrofluidikchips zur Zellkultivierung ist gemein, dass sie in
PDMS gefertigt werden. Trotz guter Luftdurchléssigkeit, welche zur Kultivie-

rung von Zellen hilfreich ist [2, 29], liberwiegen die Bedenken gegeniiber
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PDMS. Berthier et al (2012) [2] zeigen in ihrer Verdffentlichung die Nachteile
von PDMS auf: PDMS beeintrachtigt die Zellkultivierung. Ungebundene PDMS
Oligomere 16sen sich im Nahrmedium und kénnen von dort in die Zellmembran
wandern [2]. Bereits nach 24 h Kultivierung in PDMS kénnen Oligomere in der
Zellmembran nachgewiesen werden [30]. Gerade fiir Langzeitversuche scheint
PDMS aus diesem Grund ungeeignet. Des Weiteren konnen kleine Molekiile in
PDMS absorbiert werden und stehen somit nicht mehr fiir die biologischen Ver-
suche zur Verfiigung [2, 30]. Fiir biologische Versuche werden in dieser Arbeit
tierische und pflanzliche Stammzellen eingesetzt. Bei der Kultivierung von Zel-
len in vitro gilt insbesondere die Kultivierung von Stammzellen als Herausforde-
rung [31, 32]. Hieraus ergibt sich die Anforderung, dass die im Rahmen dieser
Arbeit entwickelten Bauteile zur Stammzellkultivierung mdglichst vollstandig
aus biokompatiblem Material gefertigt werden sollen. Ein PDMS-Prozess ist gut
geeignet, wenn schnell, verschiedene Designs getestet werden sollen, eignet sich
aber aufgrund von ungiinstigem Skalierungsverhalten der Herstellungskosten
weniger zur industriellen Massenfertigung [2]. Die hier verwendeten Herstel-

lungsprozesse sollen im Gegensatz dazu massenfertigungstauglich sein.

Bei der Herstellung von Mikrofluidikchips fiir biologische Anwendungen gibt es
neben der Biokompatibilitit drei grole Herausforderungen: die Hydrodynamik,
die Optik und die Stabilitdt der Bauteile. Wie auch aus der betrachteten Literatur
ersichtlich, muss die Hydrodynamik in einem mikrofluidischen Bauteil ausrei-
chend bekannt sein, um kontrollierbare biologische Experimente zu ermdgli-
chen. Die optischen Eigenschaften des mikrofluidischen Bauteils, speziell die
optische Transparenz, muss ausreichend fiir Zellbeobachtungen méglichst im
Bauteil sein. Gerade bei diesem Punkt sind PDMS-Bauteile vorteilhaft, da in der
Regel ein strukturiertes Bauteil auf einen zur Mikroskopie optimierten Glasob-
jekttrager gebondet wird. Die Optik wird also erst dann zu einer Herausforde-

rung, wenn andere Materialien und Technologien im Rahmen der Herstellung
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eingesetzt werden. Die dritte Herausforderung, die ausreichende Stabilitdt der
Verbindungen im mikrofluidischen Bauteil, wird in anwendungsorientierten
Verbffentlichungen in der Regel vernachldssigt. Berthier et al. (2012) [2] be-
zeichnen die Bondverbindung bei der Herstellung von Mikrofluidikchips aus
Thermoplasten, als einen der Hauptengpésse im Produktionsablauf. Besondere
Herausforderungen an die Verbindungstechnik ergeben sich bei biologischen
Langzeitversuchen. Hierbei werden nach mehreren Reinigungs- und Wasch-
schritten mit verschiedenen Chemikalien, wahlweise auch Bestrahlungen mit
Ultraviolettem (UV) Licht, die Bauteile ldnger als sieben Tage dauerhaft mit
Losungen durchspiilt. Aber auch spezielle Anforderungen an die Verbindung,
wie beispielsweise fliissigkeitsdichte, aber reversible Verbindungen, stellen eine

Herausforderung dar.

Im Rahmen dieser Arbeit werden Mikrofluidikchips in Kleinserien gefertigt. Fiir
junge und neue Anwendungen aus dem Forschungsbereich sind Kleinserien in
der Regel ausreichend. Insgesamt werden 504 funktionsfahige Mikrofluidik-
chips in vier verschiedenen Designs, mit abweichenden Produktionstechnolo-
gien, flir drei biologische Anwendungen in Zusammenarbeit mit sieben Koope-
rationspartnern hergestellt. Hierfiir werden insgesamt 995 Arbeitsvorginge an
Abformanlagen durchgefiihrt, mehr als 92% davon mit einer Zeitdauer zwischen

40 und 80 Minuten.

Zwei der vorliegenden Designs sind fiir die Untersuchung der Stammzelldiffe-
renzierung geeignet und werden gemeinsam mit dem Zoologischen Institut, Ab-
teilung fiir Zell- und Entwicklungsbiologie (ZI II) vom Karlsruher Institut fiir
Technologie (KIT) entwickelt. Die Zusammenarbeit besteht bereits seit einigen
Jahren. Die Weiterentwicklung von unspezifischen Stammzellen zu spezifischen
Zellen, wie Herz-, Nerven-, oder Hautzellen heiflt Differenzierung und wird von
Signalproteinen, so genannten Morphogenen, beeinflusst [33]. Stammzellthera-

pien besitzen das Potential heute noch unheilbaren Krankheiten zu heilen. Aller-
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dings konnen Stammzellen nur in den menschlichen Korper eingesetzt werden,
wenn die Differenzierung zu schidlichen Zelltypen, wie beispielsweise Krebs-
zellen, verhindert werden kann. Anders ausgedriickt: die Differenzierung zu ge-
wiinschten Zelltypen kontrolliert werden kann. Da Stammezelldifferenzierung ein
langwieriger Prozess ist, ist eine dauerhafte Versorgung der Stammzellen mit
Nahrlésung wihrend der Untersuchung eine Voraussetzung. In den Mikroflui-
dikchips werden in einem Mikromischer Losungen mit verschiedenen Morpho-
genkonzentrationen hergestellt. Als Mikromischer wird ein Zickzackkaskaden-
mischer mit zwei Einldssen, sechs Kaskaden und Zickzackkanilen von 400 pm
Breite und 500 beziehungsweise 680 um Hohe verwendet. In einer dariiber lie-
genden Zellkammer werden Stammzellen kultiviert. Die Versorgung der Zellen
mit Néhrlosung in der Zellkammer ist dauerhaft und unabhingig vom Mikromi-
scher moglich. Durch eine perforierte Membran treten die Zellen mit den
Morphogenlésungen in Kontakt und reagieren auf diese. Die Reaktion der Zel-
len kann mit Hilfe eines Mikroskops beobachtet werden. Der beschriebene Auf-

bau ist vollstdndig in Polycarbonat realisiert.

Ein zweites Design ist zur Gewinnung wertvoller Substanzen durch Metabolic
Engineering von Pflanzenzellen geeignet. Dieses Design wird in Kooperation
mit dem Botanischen Institut (BI) und dem Institut fiir Biologische Grenzflachen
2 (IBG 2) entwickelt. Beide Institute sind Teil des KIT. Als Metabolic Enginee-
ring bezeichnet man die gezielte Verdnderung von Enzymen, um die Eigen-
schaften einer Pflanze zu variieren [34]. Metabolismus bezeichnet hierbei den
Stoffwechsel. Bei Pflanzenzellen tritt neben dem tiblichen Energiestoffwechsel,
aufbauendem und abbauendem Stoffwechsel, ein so genannter sekundérer Me-
tabolismus auf. Hierbei werden in der Pflanzenzelle Stoffe produziert, welche
fiir die Pflanze selbst nicht lebensnotwendig sind. Beispiele hierfiir sind Nikotin,
Koffein oder auch Steroide. Dieser sekundidre Metabolismus ist bei Pflanzenzel-

len duBerst unterschiedlich und besonders reichhaltig. Metabolic Engineering
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greift nun in diesen sekundidren Metabolismus ein und verandert die von der
Pflanze produzierten Stoffe. Dies geschieht durch die Zugabe eines Auslosers.
Durch Metabolic Engineering ist es beispielsweise moglich, resistente Nutz-
pflanzen zu generieren oder Pflanzen zur Produktion seltener und wertvoller
Substanzen anzuregen [34]. Letzteres soll in dem entwickelten Mikrofluidikchip
moglich sein, indem mehrere Zellarten, ihre natiirliche Umgebung nachahmend,
hintereinander angeordnet werden. Die Produkte jedes Zelltyps werden dem
nichsten Zelltyp als Edukte zur Weiterentwicklung zur Verfiigung gestellt. Am
Ende der Prozesskette erhilt man die gewiinschte Substanz. Die Pflanzenzellen,
welche sich in Néhrlosung in etwa wie feiner Sand verhalten, werden hierzu in
eine Zellkammer injiziert. Da Pflanzenzellen zur Verstopfung von Mikrokanilen
neigen, werden {iber einen zweiten Kreislauf die Nahrlosung und ein Ausloser
zugesetzt und die Produkte der Zellen abgeleitet. Eine perforierte Membran ver-
bindet die beiden Kammern und erméglicht einen Stoffaustausch {iber die Poren.

Auch dieser Aufbau wird in Polycarbonat realisiert.

Das dritte Design ermoglicht die Herstellung von Polymerfilmen' fiir Zellunter-
suchungen welche einen Gradienten liber die Porengrofle (Porengradientenfil-
me) aufweisen. Dieser Mikrofluidikchip wird in Kooperation mit dem Institut
fiir Toxikologie und Genetik (ITG) vom KIT und dort mit der Helmholtz Young
Investigator Group (HYIG) von Dr. Pavel Levkin entwickelt. Die Struktur der
Oberfldche auf welcher eine Zelle kultiviert wird, beeinflusst deren Entwicklung
[35]. Technische Gradientenoberflichen kénnen sowohl fiir Screeningtests wie
auch zur Simulation von biologischem Gewebe verwendet werden [26, 36]. Zur
Erstellung der Filme wird ein strukturiertes Mikrofluidikbauteil als Werkzeug

verwendet. In einem Mikromischer wird ein Gradient iiber zwei injizierte Poly-

! Ublicherweise spricht man von der Erzeugung von Oberflichen (englisch: surfaces), da die
im Mikrofluidikchip erzeugten Oberflachen jedoch eine Stirke von 480 um aufweisen werden
sie in der vorliegenden Arbeit als Film bezeichnet.
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merisationslosungen mit verschiedenen Porenbildnern erzeugt und in einer Re-
aktionskammer zur Verfligung gestellt. Die Monomerlosungen in der Reakti-
onskammer werden polymerisiert und das strukturierte Bauteil entfernt. Der Po-
lymerfilm steht dann auf einem Glasobjekttrager fiir biologische Untersuchun-

gen zur Verfiigung.

Fiir anwendungsiibergreifende Fragestellungen aus dem Bereich der Hydrody-
namik wird mit dem Institut fiir Stromungsmechanik und Aerodynamik von der
Universitdt der Bundeswehr, Miinchen und dem Institut fiir Mikroverfahrens-
technik (IMVT) vom KIT zusammengearbeitet. Seit jiingster Vergangenheit be-
steht zudem eine weitere unabhéngige Kooperation mit dem IBG 2, welche in
dieser Arbeit nicht ndher betrachtet wird. Im Rahmen dieser Kooperation wird
die Anwendung eines vergleichbaren Mikrofluidikchips fiir das Antibiotikasc-
reening gepriift. Die verschiedenen Kooperationen sind in Tabelle 1 zusammen-
gefasst. Die Ergebnisse auf Seiten der Kooperationspartner werden am ZI 1T und
am ITG als Teil der Promotionsarbeiten von M. Sc. Chorong Kim (KIT, 2012)*

beziehungsweise M. Eng. Junsheng Li’ erarbeitet.

% Die Promotionsarbeit von M. Sc. Chorong Kim , Morphogen gradient creation and bio-
modified surfaces for rebuilding a stem cell microenvironment”, Karlsruhe, KIT 2012 wurde
zeitgleich mit dieser Arbeit erstellt.

* Die Promotionsarbeit von M. Eng. Junsheng Li wird zu einem spiteren Zeitpunkt erstellt
werden.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die Kooperationspartner im Rahmen dieser Arbeit. Wenn

nicht anderes erwdhnt, gehéren die Institute dem KIT an.

Personen

M. Sc. C. Kim
Dr. J. Kashef
PD Dr. D. Gradl
Prof. Dr. D. Wedlich

Dr. J. Maisch
Dr. M. Riemann
Prof. Dr. P. Nick

Institut Fachbereich
Zoologischen Institut, Abtei-
lung fiir Zell- und Entwick-
_ . Zellbiologie
lungsbiologie (ZI IT)
Botanisches Institut (BI)
Zellbiologie
Institut fiir Biologische
Grenzflachen 2 (IBG 2)
NMR-Analyse

Dr. P. Tzvetkova
Dipl.-Biol. S. Biichler
Dipl.-Chem. C. Merle

Prof. Dr. B. Luy

Institut fiir Toxikologie und

Genetik (ITG) - Helmholtz

Chemische Erzeu-

: ) ) M. Eng. J. Li

Young Investigator Group gung biologischer

Dr. P. Levkin
(HYIG) von Dr. Pavel Oberflachen
Levkin
Institut fiir Stromungsmecha- _

Dr. M. Rossi
nik und Aerodynamik von

Stromungslehre M. Sc. R. Segura

der Universitiat der Bundes-

wehr, Miinchen

Prof. Dr. C. Kéhler
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Institut fiir Mikroverfahrens- [ERIITOIIBITS Sl ¢H C. Grehl
technik (IMVT) Druckmessung PD Dr. J. Brandner
Institut fiir Biologische Dipl.-Chem. P. Sanyal
: Antibiotika-
Grenzflichen 2 (IBG 2) . Dr. P. Wadhwani
screening

Prof. Dr. A. Ulrich

Die vorliegende Arbeit gliedert sich wie folgt. In Kapitel 2 werden die Grundla-
gen der Arbeit zusammengefasst. Hierbei wird zu Beginn der grundlegende Her-
stellungsprozess eines Mikrofluidikchips dargestellt. AnschlieBend werden die
verwendeten Materialien und verschiedene Herstellungstechnologien vorgestellt.
Bei den Herstellungstechnologien wird in Replikationsprozesse und Fiigepro-
zesse unterschieden. Das Kapitel schlieft mit Grundlagen zur Hydrodynamik.
Kapitel 3 gibt eine Ubersicht iiber die vorliegenden vier Mikrofluidikchips. Die
Herstellung der Mikrofluidikchips wird in Kapitel 4 anhand des Ablaufs des
Produktionsprozesses dargestellt. Hierbei werden innerhalb der drei iibergeord-
neten Prozessschritte: Replikation, Bonden und Endbearbeitung, die vier
Mikrofluidikchips vorzugsweise getrennt abgehandelt. Die sich ergebende Mat-
rixstruktur von Kapitel 4 ist in Tabelle 2 gezeigt. Ubergreifende Unterkapitel

werden ergédnzend bei den jeweiligen Prozessschritten eingefiigt.
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Tabelle 2: Das Kapitel Herstellung der Mikrofluidikchips wird anhand des Herstel-
lungsprozesses in Replikation, Bonden und Endbearbeitung untergliedert. Die ver-
schiedenen Bauteile werden sukzessive abgehandelt. Die Tabelle zeigt die sich erge-

bende Matrixstruktur.

Kapitel 4.1 Kapitel 4.2  Kapitel 4.3 End-

Replikation Bonden bearbeitung

Mikrofluidikchip zur

Stammzelldifferenzierung B€ = A M|

Kapitel 4.2.1 Kapitel 4.3.1

Version 1

Mikrofluidikchip zur
NEhavalliligeiacuintd  Kapitel 4.1.2 Kapitel 4.2.2 Kapitel 4.3.2

Version 2

Mikrofluidikchip fiir das
Kapitel 4.1.3 Kapitel 4.2.3 Kapitel 4.3.3

Metabolic Engineering

Mikrofluidikchip zur Her-
stellung von Gradienten- ([} 28R Kapitel 4.2.4 Kapitel 4.3.4

filmen

Kapitel 5 beschreibt die Anwendung der Mikrofluidikchips. Der verwendete
Mikromischer ist ein wiederkehrendes und elementares Strukturelement in drei
von vier Designs. Die Ergebnisse der hydrodynamischen Charakterisierung des
Mikromischers werden in Kapitel 5.1 gezeigt. AnschlieBend wird auf die
Anwendung des Mikrofluidikchips zur Stammezelldifferenzierung in Version
Eins und Zwei, in Kapitel 5.2 beziechungsweise 5.3 eingegangen. Kapitel 5.4
fasst die Anwendung des Mikrofluidichips zur Herstellung von Gradienten-
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filmen zusammen. Die Anwendung des Mikrofluidikchips fiir das Metabolic
Engineering wird in Kapitel 5.5 vorgestellt. In Kapitel 6 werden die Ergebnisse
einer Marktanalyse liber den Mikrofluidikchip zur Stammzelldifferenzierung
gezeigt. Die Arbeit schlieBt mit einer Zusammenfassung und dem Ausblick auf

mogliche weitere Entwicklungsschritte in Kapitel 7.
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2 Grundlagen

Im Folgenden wird der grundlegende Herstellungsprozess von Mikrofluidik-
chips erldutert. Anschlieend wird auf die verwendeten Materialien und mogli-
che Herstellungstechnologien eingegangen. Das Kapitel schlieBt mit den zum
Verstidndnis der Arbeit beitragenden Grundlagen zur Hydrodynamik. Die
Grundlagen werden jeweils nur insoweit betrachtet wie es zum Verstindnis der
folgenden Arbeit notwendig erscheint. Weiterfithrende Informationen findet der

geneigte Leser in der angegebenen Literatur.

2.1 Der Herstellungsprozess eines Mikrofluidikchips fiir

biologische Anwendungen

Dem eigentlichen Herstellungsprozess der Mikrofluidikchips vorgelagert, ist die
Erstellung eines Formeinsatzes oder auch einer so genannten Masterstruktur zur
Replikation. Zur Herstellung von Mikrofluidikchips fiir biologische Anwendun-

gen sind drei libergeordnete Verfahrensschritte notwendig:
1. Replikation von strukturierten Bauteilen
2. Bondverbindung der Komponenten
3. Endbearbeitung des Mikrofluidikchips

Abbildung 2.1 zeigt schematisch die Entstehung eines Mikrofluidikchips in die-
sen drei Verfahrensschritten. Beispielhaft ist ein dreischichtiger Stapelaufbau
mit Adaptoren und Schlauchanschliissen als Kontakt mit der AuBenwelt gezeigt.
Bei der Replikation werden Bauteile mit mikrofluidischen Strukturen, im Fol-

genden auch mikrostrukturierte Bauteile genannt, aus der Masterstruktur ver-
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vielfaltigt. Beim zweiten Schritt werden die Elemente des mikrofluidischen Bau-
teils fliissigkeitsdicht miteinander verbunden. Fiir biologische Anwendungen ist
besonders wichtig, dass auch dieser Schritt mit einem moglichst biokompatiblen
Verfahren durchgefiihrt wird. Die Bondverbindung ist eine der grofiten Heraus-
forderungen bei der Herstellung von Mikrofluidikchips aus Thermoplasten [2].
Bei der Endbearbeitung wird der Kontakt des Mikrofluidikchips mit der Au-
Benwelt hergestellt. So werden beispielsweise Adaptoren und Schléuche oder
auch lediglich Schlduche an den Mikrofluidikchip angeschlossen. In der Regel
werden hierfiir in der Mikrosystemtechnik etablierte Klebeverbindungen [37]
genutzt. Des Weiteren kann es notwendig sein, den Mikrofluidikchip zu polie-
ren, um die Beobachtung von Zellen mit dem Mikroskop zu erméglichen. Die
einzelnen Prozessschritte zur Fertigung eines Mikrofluidikchips sind stark mit-
einander verkniipft. So wird beispielsweise die Transparenz des Bauteils von der
Prozessgestaltung in der Replikation determiniert. Die Anforderungen an die
Transparenz kommen in der Regel aus der Anwendung. Ist die Transparenz
nicht ausreichend, muss das Bauteil im Rahmen der Endbearbeitung aufwendig
nachpoliert werden. Als weiteres Beispiel bieten sich die Bondverbindungen an.
Diese werden umso besser, je planparalleler die replizierten Bauteile sind [38].
Bei Optimierungen im Produktionsprozess sollten die Auswirkungen auf fol-
gende Prozessschritte stets bedacht und wenn moglich getestet werden. Anders
ausgedriickt: eine Optimierung einzelner Prozessschritte ermdglicht zwar lokale

Minima, fiihrt in der Regel aber nicht zu einem globalen Minimum [39].
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Replikation j

Mikrostrukturierte
Bauteile

Membran

=
Beobhachtung
mittels Mikroskop —

Endbearbeitung

Adaptoren Schlauche

Abbildung 2.1: Schema des Herstellungsprozesses eines Mikrofluidikchips fiir biologi-
sche Anwendungen am Beispiel eines dreischichtigen Stapelaufbaus mit perforierter
Membran. Zur Herstellung sind drei Verfahrensschritte notwendig. Die Replikation von
mikrostrukturierten Bauteilen, das Bonden oder Verbinden der Komponenten und die
Endbearbeitung. Der entstehende Mikrofluidikchip kann an die Aufsenwelt angeschlos-

sen und das Innenleben mit einem Mikroskop beobachtet werden.
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2.2 Materialien

Berthier et al. (2012) [2] schreiben zur Materialwahl bei Mikrosystemen fiir die
Zellbiologie, dass diese ,,far from trivial“ ist. Teach & Kiessling (1960) [40]

finden noch deutlichere Worte zur Materialauswahl:

“Unfortunately the selection of a suitable material and elimination of unsuitable
ones is not so easy. If the designer or fabricator does not consider carefully the
properties of the material in terms of what is required of the finished article, he

s

[or she] may make a poor choice.’

Fiir die Mikrofluidikchips zur Stammzellkultivierung und die Mikrofluidikchips
zum Metabolic Engineering wird Polycarbonat als Material fiir die mikrostruk-
turierten Bauteile und die Membranen eingesetzt. Polycarbonat wird in Kapitel
2.2.1 néher betrachtet. Die Mikrofluidikchips zur Herstellung von Porengradien-
tenfilmen werden aus PDMS gefertigt und mit einem Glasobjekttriager gebondet.
Polydimethylsiloxan wird in Kapitel 2.2.2 nédher betrachtet. Als Schlauchmateri-
al werden im Rahmen dieser Arbeit Polyamid (PA), Polysulfon (PSU) und Poly-
tetrafluorethylen (PTFE) verwendet. Neben Schlduchen werden auch Kapillar-
stahlrohre verwendet. Da fiir die Auswahl der Schldauche und Kapillarstahlrohre,
mit Ausnahme der PTFE Schlduche, primér die verflighbaren Schlauchdurchmes-
ser entscheidend sind, wird an dieser Stelle von einer ndheren Betrachtung abge-
sehen. Die hier relevanten Besonderheiten von Fluorkunststoffen werden in Ka-
pitel 2.2.3 erldutert. Auf die Hintergriinde zur Materialauswahl fiir die verschie-
denen Mikrofluidikchips wird in Kapitel 3 eingegangen. Polymethylmethacrylat
(PMMA) wird im Rahmen dieser Arbeit als Formeinsatzmaterial fiir die Repli-
kation von PDMS-Bauteilen und als Material fiir die Adaptoren genutzt. PMMA
wird vorwiegend wegen der guten Ver- und Bearbeitbarkeit [41, 42] und der
Verfligbarkeit am Institut fiir Mikrostrukturtechnik (IMT) genutzt. Eine detail-
lierte Betrachtung findet sich in der Literatur [41, 43, 44]. Neben PMMA wird
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Messing und Aluminium als Formeinsatzmaterial eingesetzt. In Anhang C wer-
den diese Formeinsatzmaterialien beim Einsatz in Heif3prageverfahren vergli-

chen. Eine weiterfithrende Betrachtung wird nicht gegeben.

2.2.1 Polycarbonat

Polycarbonat wird erstmals 1898 synthetisiert und seit 1958 groftechnisch durch
die Bayer AG hergestellt [41]. Daneben wird PC lediglich noch von der Saudi
Basic Industries Corporation (SABIC) hergestellt und vertrieben. PC ist ein a-
morpher Thermoplast [44]. Heute verwendetes Polycarbonat wird groBteils auf
Basis von Bisphenol A hergestellt. Bisphenol A besteht aus Phenol und Aceton.
Zur Herstellung von Polycarbonat wird Bisphenol A mit Phosgen umgesetzt
[43]. Neben PC auf Basis

von Bisphenol A gibt es

noch  Copolycarbonate, O o= ﬁ

welche durch Beimen- n

gung von speziellen Co-  Abbildung 2.2: Strukturformel von Polycarbonat
monomeren fiir Nischen-

anwendungen hergestellt

werden. Die Strukturformel von Polycarbonat ist in Abbildung 2.2 gezeigt. Po-
lycarbonate weisen eine glasklare Transparenz und einen hohen Oberfldchen-
glanz auf. Sie haben eine sehr gute biologische Vertriglichkeit [45] und sind
bestdndig gegen Wasser und Alkohol, mit Ausnahme von Methanol [41]. Poly-
carbonate sind nicht bestindig gegen Losemittel und eine Dauereinwirkung von
heilem Wasser [41]. Aufgrund ihrer Transparenz und geringen Wasseraufnah-

me eignen sich Polycarbonate besonders fiir Behilter und Gehéuseteile [46]. Po-

* Entnommen aus Wintermantel & Ha (2009) S. 235
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lycarbonate haben eine relativ hohe Durchldssigkeit fiir Sauerstoff und Kohlen-
dioxid [41, 43]. Die Glasiibergangstemperatur von PC auf Basis Bisphenol A
liegt bei 150°C. Die Verarbeitung von Polycarbonaten erfordert nach Elsner et
al. (2008) [41] ,, erhohte Aufmerksamkeit . PC lésst sich jedoch gut poliert und

hervorragend verkleben.

Die mikrostrukturierten Bauteile werden entweder aus Makrofol® DE 1-1 Poly-
carbonatfolie mit einer Stirke von 1 mm oder aus Makrolon®” GP clear 099 Plat-
tenmaterial mit einer Stirke von 2 + 0,2 mm hergestellt. Beide Halbzeuge wer-
den von der Bayer MaterialScience AG bezogen. Der Glasiibergangsbereich der
Makrofol® DE 1-1 Folie wird mit 150-160°C [47] angegeben. Fiir die Makro-
lon® GP clear 099 Platten ist eine Glasiibergangstemperatur von 145°C [48] an-
gegeben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine dynamische Differenzkalori-
metriemessung (DSC Messung, Englisch: Differential Scanning Calorimetry,
vgl. Kapitel 2.2.4) am IMT durchgefiihrt. Dabei ergibt sich eine Glasiibergangs-
temperatur von 150°C fiir die Makrofol® DE 1-1 Folie, der Glasbereich liegt
zwischen 148 und 153°C und ist damit vergleichsweise schmal. Fiir die Makro-
lon® GP clear 099 Platten werden zwei DSC Messungen durchgefiihrt. Es ergibt
sich eine Glasiibergangstemperatur von 150°C und ein Glasbereich von 147-
153°C. Im Rahmen einer am IBG 2 durchgefiihrten Kernspinresonanzspektro-
skopie (NMR-Spektroskopie, Englisch: Nuclear Magnetic Resonance, vgl. hier-
zu Kapitel 2.2.4) wird gezeigt, dass in Makrolon” GP clear 099 weniger als zwei
Massenprozent Weichmacher auf Basis von Therephtalaten enthalten sind. Da-
mit ist das Material uneingeschréinkt fiir biologische Langzeitexperimente ge-

eignet [49].

Insgesamt werden fiinf verschiedene perforierte Polycarbonatmembranen ver-
wendet. Die Membranen werden mit Hilfe von Ionenspurtechnologie perforiert.
Hierbei werden die Membranen zundchst mit Ionen bestrahlt, wodurch lineare

Spuren modifizierter Bereiche auf der Membran entstehen. AnschlieBend wer-
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den die Spuren mit einem passenden Atzmedium selektiv geitzt [S0]. Tabelle 3
zeigt eine Ubersicht der verwendeten Membranen mit deren PorengroBe, nomi-
naler Dicke, dem Hersteller beziehungsweise Lieferanten und der im Folgenden
genutzten Bezeichnung. Die DSC Messung der Millipore Membranen ergibt ei-
ne Glasiibergangstemperatur von 150°C und einen Glasbereich von 147-153°C.
Fiir die 1 um-Membranen werden eine Glasiibergangstemperatur von 164°C und
ein Glasbereich von 159-168°C gemessen. Diese sehr hohe Glasiibergangstem-
peratur legt nahe, dass die verwendeten Membranen nicht aus reinem Polycar-
bonat bestehen, sie konnten auf Basis eines Copolymers hergestellt sein [51].
Der Hersteller stellt keine Daten diesbeziiglich zur Verfligung. Die teilperforier-
te Membran wird speziell fiir diese Arbeit bei it4ip s.a. hergestellt und weist le-
diglich in einem Bereich von 12 mm Poren auf. Fiir diese Membran ergeben sich
eine Glasiibergangstemperatur von 150°C und ein Glasbereich von 148-152°C

im Rahmen der DSC Messungen.
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Tabelle 3: Ubersicht iiber die verschiedenen verwendeten ionengespurten Polycarbo-
natmembranen zum Einsatz in Stapelaufbauten in Mikrofluidikchips. * Messwerte,

sonstige Angaben vom Hersteller.

PorengroBe Nominale  Hersteller/  Bezeichnung

[um] Dicke [pm]  Lieferant

Isopore™ Memb- Millipore Cor-|  Millipore

ranfilter poration Membran

1 pm-Membranen 1 9-11* Pieper Filter |1 pm-Membran
von der Pieper Filter GmbH
GmbH

2 pm-Membranen 2 7-9% Pieper Filter |2 pm-Membran
von der Pieper Filter GmbH
GmbH

ipPORE™ Track 0,4-0,08 23-25 itdip s.a. | [tdip Membran

Etched Membrane weil}

Teilperforierte 0,4-0,08 50 it4ip s.a. Teilperforierte

Membran von Membran

it4ip s.a.

2.2.2 Polydimethylsiloxan

Frederic Kipping begriindet 1899 durch seine Arbeit die Silikon-Chemie. 44
Jahre spéter wird die Dow Corning Corporation gegriindet um kommerziell Sili-

kon-Chemie herzustellen [2]. Die Dow Corning Corporation ist auch heute noch
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der weltweit fithrende Lieferant filir Silikon [52]. Polydimethylsiloxan gehdrt zu
den Polysiloxanen oder Silikon-Elastomeren und ist ein siliziumhaltiges, teilor-
ganisches, additionsvernetzendes Polymer [53]. PDMS wird aus zwei Kompo-
nenten hergestellt, die als Grundmasse und Hérter bezeichnet werden. Die
Grundmasse enthdlt Monomere und einen Platinkatalysator. Der Harter einen
Vernetzer und Monomere. Im Ausgangszustand liegen die Komponenten bei
Raumtemperatur im fliissigen Zustand vor. Durch das Vermischen der Kompo-
nenten wird die Vulkanisation eingeleitet, welche mit der Aushirtung des
PDMS endet [54]. Bei Raumtemperatur wird erst nach 24 h eine vollstdndige
Aushirtung erreicht. Die PDMS Mischung sollte innerhalb von 2 h verarbeitet
werden [55]. Die Vulkanisationsgeschwindigkeit steigt mit steigender Tempera-
tur. Tabelle 4 zeigt den Zusammenhang zwischen Temperatur und Vulkanisati-
onszeit. Nach der angegebenen Vulkanisationszeit ist das Material ausreichend
gehirtet zur Weiterverarbeitung. Die endgiiltigen mechanischen und elektri-
schen Eigenschaften bilden sich allerdings erst nach Ablauf von sieben Tagen
aus [55]. Storungen bei der Vulkanisation, beispielsweise durch Kontakt mit
zinnhaltigen Verbindungen, &uern sich in Form von nicht vernetzten, klebrigen
Oberflachen [56]. PDMS zeichnet sich durch seine Transparenz und Elastizitét
aus [57-60]. Es ist stark hydrophob und chemisch inert [58-60]. Wie bereits in
Kapitel 1 diskutiert, kann PDMS zumindest fiir Kurzzeitanwendungen als bio-
kompatibel bezeichnet werden [2, 57]. Der Herstellungsprozess fiir Mikroflui-
dikchips ist im Vergleich zur Herstellung aus Thermoplasten wesentlich einfa-
cher [1, 2]. Ausgehirtetes PDMS 16st sich lediglich in konzentrierter Schwefel-
sdure und alkoholischen Laugen [59]. Im Rahmen dieser Arbeit wird das Syl-

gard® 184 Silicone Elastomer Kit von der Dow Corning Corporation verwendet.
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Tabelle 4: Zusammenhand zwischen Temperatur und Vulkanisationszeit von Polydi-

methylsiloxan nach Herstellerangaben [55]. Mit steigender Temperatur sinkt die Vul-

kanisationszeit signifikant.

Temperatur [°C] 23 65 100 150

Vulkanisationszeit [h] 24 4 1 0,25

2.2.3 Fluorkunststoffe

Zu den Fluorkunststoffen zahlen neben dem wichtigsten Vertreter Polytetraflu-
orethylen [43], besonders unter seinem Handelsnamen Teflon” bekannt, unter
anderem auch Polychlortrifluorethylen (PCTFE) und Polyvinylidenfluorid
(PVDF). Die herausragende Eigenschaft der Fluorkunststoffe ist deren iiberra-
gende Bestindigkeit gegen Chemikalien [41, 61]. 1934 gelingt Forschern der
Hochst AG iiberraschenderweise die Polymerisation des ersten Fluorkunststoffs
PCTFE [41]. Die technische Herstellung folgt 1950 in einem der Nachfolgewer-
ke der Hochst AG [41]. 1941 wird bei DuPont die Bildung von PTFE durch La-
gerung der Monomere unter Druck beobachtet [41]. Schon wihrend des zweiten
Weltkriegs kommt PTFE in der Waffenindustrie zum Einsatz, es wird bei-
spielsweise als Dichtungsmaterial im Manhattan-Projekt verwendet. Nach dem
Krieg wird PTFE zu einem beliebten Werkstoff im Apparate- und Maschinen-
bau [41]. PVDF wird 1961 von der Pennwald Corp. Auf den Markt gebracht.
PVDF eignet sich auch fiir Spritzguss oder Extrusionsverfahren [41]. Da Fluor-
kunststoffe sich schlecht verarbeiten lassen, werden fiir Spritzguss- oder Extru-
sionsverfahren haufig Copolymere verwendet [41]. Wegen ihrer guten Chemika-
lienbesténdigkeit sind Fluorkunststoffe als Material fiir Schlauche im Rahmen

dieser Arbeit von Interesse.
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2.2.4 Werkstoffanalyse

Werkstoffe werden im Rahmen dieser Arbeit mit vier Verfahren analysiert. Ana-
lysemethoden wie DSC Messung, NMR-Spektroskopie und Energiedispersiven
Rontgenspektroskopie (EDX Englisch: energy dispersive X-ray spectroscopy)
werden im Folgenden kurz erldutert. Daneben werden im Rahmen der Arbeit
Zellen als biologische Analysemethode eingesetzt [62-65]. Die Ergebnisse der
biologischen Analyse werden in Kapitel 5, soweit verfligbar, bei den jeweiligen

Anwendungen dargestellt.

Durch eine DSC Messung konnen sowohl die Glasiibergangstemperatur wie
auch der Glasbereich graphisch ermittelt werden. Der Glasbereich erstreckt sich
iiblicherweise iiber 10-30°C und verschiebt sich mit der gewahlten Heizrate.
Hierbei entspricht eine hohere Heizgeschwindigkeit einer hdheren Temperatur
des Glasiibergangs [66]. DSC Messungen werden im Rahmen dieser Arbeit am
IMT durchgefiihrt um die Glasbereiche verschiedener Polycarbonatwerkstoffe
zu analysieren’. Der Glasiibergang wird gemiB DIN 53765 mit einer Heizrate
von 20 K/s gemessen. Die Ergebnisse sind in Kapitel 2.2.1 dargestellt. Weiter-
fiihrende Beschreibungen der Messmethode finden sich an anderer Stelle [66-68].

Die NMR-Spektroskopie kann zur Stoffanalyse und zur Ermittlung von Diffusi-
onskoeffizienten eingesetzt werden. Feste Werkstoffe werden hierbei in der Re-
gel vor der Analyse geldst. Wie bei anderen Spektroskopieverfahren, werden aus
dem sich ergebenden Spektrum mittels Materialdatenbanken, Riickschliisse auf
die Einzelbestandteile der Werkstoffe gezogen. Zur Messung von Diffusionsko-
effizienten werden so genannte DOSY Experimente eingesetzt [69, 70]. Im

Rahmen dieser Arbeit wird NMR-Spektroskopie zur Stoffanalyse von verwen-

> Die DSC Messungen werden im Rahmen dieser Arbeit von Dr. Klaus Feit durchgefiihrt und
die Ergebnisse gemeinsam mit diesem diskutiert.
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deten Werkstoffen und zur Ermittlung von Diffusionskoeffizienten eingesetzt.
Die NMR-Analysen werden am IBG 2 mit einer Avance 600 MHz Anlage der
Firma Bruker Corporation durchgefiihrt. In der Literatur [71-74] finden sich de-

taillierte Informationen.

Mit Hilfe der Energiedispersiven Rontgenspektroskopie konnen Elementvertei-
lungen einer Probe bis in mehrere Mikrometer Tiefe gewonnen werden [75].
Hierbei werden die bei der Elektronenstrahlmikroskopie freigesetzten Rontgen-
strahlen detektiert und analysiert. Es ist moglich, qualitative und quantitative
Ergebnisse fiir die Elemente des Periodensystems ab Bor zu erhalten [75]. Im
Rahmen dieser Arbeit wird eine EDX-Analyse eines Messingformeinsatzes am
IMT mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskops Zeiss Supra60VP und einem XFI-
ash®5010 Detektor der Firma Bruker Corporation mit Hilfe einer Quantax 200 So-
ftware durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Kapitel 4.1.1.3 zusammengefasst. De-
taillierte Beschreibungen der Messmethode finden sich an anderer Stelle[76-78].
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2.3 Herstellungstechnologien

Im Folgenden sind die Herstellungstechnologien unterteilt nach Replikations-

prozessen und Fiigeprozessen dargestellt.

2.3.1 Replikation

Replikationsverfahren ermoglichen die Herstellung tausender, identischer Bau-
teile aus einem einzigen Formeinsatz oder einer Masterstruktur. Die Herstellung
von CDs, aber auch der Buchdruck nach Guttenberg sind Beispiele fiir Replika-
tionsprozesse [79]. Das wohl bekannteste unter den Replikationsverfahren ist
der Spritzguss. Das Spritzgussverfahren eignet sich zur Herstellung von Mikro-
strukturen in industrieller Massenfertigung [80]. Die Fixkosten sind vergleichs-
weise hoch und die benétigten Werkzeugstrukturen komplex [79]. Polycarbona-
te aber auch PDMS [56, 60] konnen mittels Spritzguss repliziert werden. Heif3-
prégen ist ein weniger kostenintensives und flexibles Verfahren zur Replikation
von Kunststoffen. Es ist besonders geeignet fiir die Produktion im Labormaf-
stab. Heiflpriagen hat im Vergleich zum Spritzgussverfahren niedrigere Fixkos-
ten aber hohere variable Kosten, bedingt durch ldngere Laufzeiten [2, 79]. Inno-
vative Verfahren wie das Mikro-Blister Verfahren [81, 82] erweitern die Palette
der Replikationsverfahren fiir Thermoplaste. Dieses Verfahren basiert auf der
Herstellung von Blisterverpackungen beispielsweise fiir Tabletten. Beim Mikro-
Blister Verfahren werden Bauteile mit erhabenen Mikrostrukturen durch Ther-
moformen [83-86] diinner Folien hergestellt und anschlieend mit selbstadhisi-
ver Folie gedeckelt. Das Mikro-Blister Verfahren ist kostengiinstig und wie aus
der Makrowelt ausreichend bekannt massenfertigungstauglich. Fiir Stapelauf-
bauten ist das Verfahren jedoch weniger geeignet, da aufgrund der erhabenen

Strukturen konventionelle, direkte Verbindungstechniken nicht ohne groBere
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Anpassungen angewendet werden konnen. Indirekte Verbindungstechniken mit
adhdsiven Zwischenschichten sollten bei biologischen Langzeitanwendungen
vermieden werden. Zur Herstellung von mikrostrukturierten PDMS-Bauteilen,
kommt auch ein einfacher GieBprozess, welcher in normaler Laborumgebung
ausgefiihrt werden kann, in Frage [57]. Im Rahmen dieser Arbeit wird eine
Kleinserienfertigung fiir Laboranwendungen durchgefiihrt, welche allerdings in
massenfertigungstaugliche Produktionsverfahren {iberfiihrbar sein soll. Zur Her-
stellung der Polycarbonatbauteile wird das flexible Hei3prageverfahren gewihlt,
welches bei einer Produktionsmenge von weniger als 1000 Stiick geringere
Stiickkosten als der Spritzguss aufweist [87]. Aufgrund der geringen Spannun-
gen im Bauteil beim Heifprigeprozess [88] ist es fiir den folgenden Bondpro-
zess zudem besonders geeignet [89]. Auf das Heilprageverfahren wird in Kapi-
tel 2.3.1.1 eingegangen. Zur Replikation von PDMS wird ein etabliertes und ein-
faches GieB3verfahren gewéhlt, auf das in Kapitel 2.3.1.2 eingegangen wird.

2.3.1.1 HeiBpriagen

Formeinsitze fiir das HeiBpragen konnen durch das LIGA-Verfahren, Ultrapra-
zisionsfrisen oder Mikroerodieren hergestellt werden [37]. LIGA Formeinssétze
zeichnen sich durch eine hervorragende Oberflachenqualitidt mit Rauheitswerten
von R, <30 nm aus [90]. Allerdings sind sie in der Herstellung kosten- und zeit-
intensiv. Zudem ist die hier zu strukturierende Fliche im Standard-LIGA-
Verfahren nicht vorgesehen. Mikroerodieren ist ein abbildendes Fertigungsver-
fahren bei dem eine Masterstruktur durch Funkenerosion in den Formeinsatz
iibertragen wird [37]. Es eignet sich besonders fiir mechanisch nicht oder nur
mit Schwierigkeiten zu bearbeitende Materialien [37]. Durch die bendtigte Mas-
terstruktur sind die Kosten dieses Verfahrens vergleichsweise hoch. Da des Wei-

teren keine Materialeinschrinkungen vorliegen ist ein Mikroerodierverfahren
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hier nicht adequat. Ultraprézisionsfrésen ist ein dullerst flexibles Fertigungsver-
fahren. Es hat keine hier relevanten Beschriankungen beziiglich der strukturier-
baren Fliche. Zudem konnen mehrere Strukturebenen gefertigt werden. Die
Kosten sind im Vergleich zum LIGA-Verfahren niedrig. Die Oberflachenquali-
tdt ist mit Rauheitswerten von 10 nm bei Verwendung neuester Anlagentechnik
[91], zwischenzeitlich ebenfalls hervorragend. Da Ultraprazisionsfriasen flexibel
und kostengiinstig ist und eine hervorragende Oberflichenqualitét liefern kann,
werden lediglich ultraprizisionsgefriaste Formeinsitze verwendet. Diese werden

am IMT {iblicherweise in Messing hergestellt.

Der HeiBprigeprozess findet in der Regel in Vakuumatmosphire statt und wird

in folgende vier Phasen eingeteilt [79, 92]:
1) Aufwirmphase
2) Umformphase
3) Abkiihlphase
4) Entformphase

Der schematische Ablauf des HeiBpragevorgangs ist in Abbildung 2.3 gezeigt.
Der Heillpriageprozess wird in der Regel iiber ein Makro gesteuert. Vor dem ei-
gentlichen Heiflpriageprozess wird das Halbzeug, eine Polymerfolie, positioniert,
die Vakuumkammer wird geschlossen und evakuiert. Die Presse wird zugefah-
ren bis eine definierte Kraft, die so genannte Antastkraft oder Touch Force, an-
liegt. In der Aufwiarmphase werden Anlage und Polymerfolie gleichmaBig auf
Umformtemperatur erwdrmt [79]. Die Umformung selbst besteht aus zwei
Schritten. Im ersten Schritt wird die Presse auf eine voreingestellte Pragekraft
zugefahren. Im zweiten Schritt wird die Prigekraft konstant gehalten und die

Presse bei Bedarf nachjustiert. Wéahrend dieser so genannten Haltezeit, wird ne-
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ben der Prigekraft die Temperatur konstant gehalten. Der zweite Schritt ermog-
licht die vollstindige Formfiillung der Kavititen und determiniert die Rest-
schichtdicke (vgl. Abbildung 2.3) [79]. Variationen der Restschichtdicke iiber
das Bauteil von bis zu 100 um sind {iblich [93]. Die Abkiihlung findet unter
Beibehaltung der Priagekraft statt, um der Materialschwindung entgegenzuwir-
ken [92]. Materialschwindung kommt durch die Kompressibilitit und Warme-
dehnung des Kunststoffes zustande [94]. Um dieser Entgegenzuwirken werden
bei der Konstruktion von Formeinsdtzen in der Regel Abformschrigen und Rén-
der um die eigentliche Struktur vorgesehen. Sobald die Temperatur unter der
Glasiibergangstemperatur der Polymerfolie liegt, wird das Bauteil durch Offnen
des Werkzeuges senkrecht entformt [79]. Die Entformung wird als erfolgreich
bezeichnet, wenn das abgeformte Teil an der Substratplatte haftet. Als Substrat-
platten werden in der Regel 12 mm starke Stahlplatten mit aufgerauter Oberfla-
che verwendet. Die aufgeraute Oberflache ermoglicht beim Entformen die Haf-
tung des abgeformten Bauteils auf der Substratplatte. Durch die Oberflachen-
rauhigkeit der Substratplatte wird die Transparenz des spiteren Mikrofluidik-
chips definiert. Die Entformphase ist der kritischste Prozessschritt beim Heif3-
pragen [79]. Entformkrifte konnen von wenigen Newton bis zu mehreren Kilo-
newton variieren [88]. Im Extremfall ist das Entformen nicht mehr moglich und
die Strukturen werden zerstdrt. Nach dem Entformen kann das Bauteil weiter
abgekiihlt werden bevor die Kammer beliiftet und gedftnet wird [79]. Die wich-
tigsten Prozessparameter beim Abformen sind Prigetemperatur, Pragekraft, Hal-
tezeit und Entformtemperatur. Daneben beeinflusst die verwendete Substratplat-

te und Stérke, sowie Eigenschaften des Halbzeugs das Abformergebnis.
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Abbildung 2.3: Schematischer Ablauf des Heifiprdgeverfahrens. In der Vorbereitungs-
phase wird das Halbzeug, die Polymerfolie, eingelegt und die Vakuumkammer evaku-
iert. Die Anlage wird auf eine Temperatur oberhalb des Glasbereichs geheizt und die
eigentliche Umformung findet statt. Anschliefsend werden Bauteil und Anlage abgekiihlt

und das Bauteil entformt.

Im Rahmen dieser Arbeit wird mit verschiedenen Heillprageanlagen gearbeitet.
Die Schwesternmaschinen Jenoptik WUM (Warmumformmaschine) 02 und 03,
im Folgenden WUM 02 beziehungsweise 03 genannt, zeichnen sich aufgrund

der Beheizung mittels Ol, durch eine hohe Temperiergenauigkeit von +£1°C aus
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[88]. Damit verbundene lange Zykluszeiten werden durch elektrische Beheizung
an der teilautomatisierten Wickert WMP1000, im Folgenden Wickert genannt,
vermieden. Die WUM 03 arbeitet unter Umgebungsatmosphire, ansonsten sind
WUM 02 und 03 baugleich und teilen sich ein Kiihlaggregat. Der Programmab-
lauf wird {iber ein Makro, im Folgenden auch Steuerungsmakro genannt, gesteu-
ert. Abbildung 2.4a) zeigt die WUM 02 und 03, die Vakuumkammer an der
WUM 02 ist mit roten Pfeilen gekennzeichnet. Die Wickert-HeiBprageanlage ist
in Abbildung 2.4b) dargestellt, Bei den WUM-Heiflprageanlagen wird der
Formeinsatz, wie in Abbildung 2.3 skizziert, oben eingebaut, wihrend das Halb-
zeug auf die untere Substratplatte platziert wird. In der Wickert-
HeiBpriageanlage wird der Formeinsatz dagegen unten, die Substratplatte oben in

die Anlage eingebaut. Das Halbzeug wird auf dem Formeinsatz platziert.
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Abbildung 2.4: Verwendete Heifsprigeanlagen. a) WUM 02 (links) und 03 (rechts). Die
roten Pfeile markieren die Vakuumkammer an der WUM 02. b) Wickert-
Heifsprdgeanlage.
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2.3.1.2 PDMS-gieflen

Formeinsitze zum PDMS-gielen kdnnen entweder {iber UV-Lithographie [57]
oder Mikroprézisionsfriasen hergestellt werden. Da das Mikroprézisionsverfah-
ren flexibler ist wird es im Rahmen dieser Arbeit verwendet. Mikrostrukturen
mit Minimalabmessungen von 10 nm konnen standardméfig in PDMS repliziert
werden [57]. Die hydrophobe Oberfldche sorgt fiir eine dehédsive Wirkung, wel-
che die Entformung der Formteile erleichtert [S6]. Zum GieBen des PDMS wird
der vom Hersteller empfohlene Standardprozess angewendet [55]. Grundmasse
und Hirter werden im Verhéltnis 10:1 gemischt, entliiftet und in den Formein-
satz gegossen. Das PDMS-Bauteil wird in einem Ofen ausgehértet und anschlie-

Bend aus dem Formeinsatz geldst.

2.3.2 Fiigen

Mit Hilfe von Fiigeverfahren konnen aus mikrostrukturierten Bauteilen vollstin-
dige Mikrofluidiksysteme durch Deckelung und Anschluss an die AuBenwelt
entstehen. Verbindungen entstehen entweder durch Verschlaufung von Molekii-
len oder durch Ladungsinteraktionen [38]. Verschlaufungen kénnen durch me-
chanische Verzahnungen bei Diffusion zwischen den zu verbindenden Oberfla-
chen entstehen. Ladungsinteraktionen entstehen durch elektrostatische, kovalen-
te Bindungen oder auch Van-der-Waals Verbindungen [95, 96]. Man unter-
scheidet beim Fiigen direkte und indirekte Verfahren [38]. Indirekte Verfahren
nutzen Zusatzmaterialien wie Klebstoffe oder Adhésionsfilme. Zu den direkten
Fiigeverfahren gehdren Thermobonden, Losemittelbonden, lokale Verschwei-
Bung und Verbindungsverfahren welche Oberflichenbehandlung und —modi-
fikationen vorsehen. Direkte Fiigeverfahren ermoglichen Verschlaufungen von
Molekiilen, wihrend klebeschichtunterstiitze Verfahren Ladungsinteraktionen

induzieren [38]. Im Folgenden wird zwischen Polycarbonat und PDMS unter-
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schieden. In Kapitel 2.3.2.1 wird das Bonden von Polycarbonat dargestellt. Ka-
pitel 2.3.2.2 beschiftigt sich mit dem Bonden von PDMS. Klebeverfahren wer-
den im Rahmen dieser Arbeit vorzugsweise eingesetzt um den Kontakt der
Mikrofluidikchips mit der AuBBenwelt im Rahmen der Endbearbeitung herzustel-
len. Da Klebeverfahren zu den etablierten Techniken der Mikrosystemtechnik

gehoren [37] wird auf eine detaillierte Betrachtung an dieser Stelle verzichtet.

2.3.2.1 Bonden von Polycarbonat

Das Verbinden oder Bonden von Thermoplasten wird in der Regel als besondere
Herausforderung im Rahmen der Herstellung von Mikrofluidikchips aus Ther-
moplasten beschrieben [2, 38]. Klebeverfahren kommen als Fiigeverfahren der
mikrostrukturierten Bauteile in der Regel nicht in Frage, da Klebstoffe nur be-
schrinkt wasserbestéindig und biokompatibel sind. Indirekte Fligeverfahren mit
zusdtzlichen Adhésionsfilmen sind fiir Stapelaufbauten ebenfalls nicht adequat.
Um einen mdglichst biokompatiblen und massenfertigungstauglichen Fiigepro-
zess fiir Polycarbonate zu gewihrleisten wird das Thermobondverfahren als
Grundverfahren gewéhlt [2, 89]. Andere direkte Verbindungsverfahren kdnnen
bei Bedarf mit dem Thermobondverfahren kombiniert werden. So beschreiben
Tsao & DeVoe 2009 [38] beispielsweise ein 16semittelunterstiitztes Thermo-
bondverfahren. Auch hierbei bestehen leichte Bedenken beziiglich der Biokom-
patibilitat [2], allerdings konnten Losemittelreste nach dem Fiigeprozess aus
dem Bauteil entfernt werden [89]. Auch eine Kombination mit lokalen Schweil3-
verbindungen hergestellt mittels Ultraschall- oder Laserschweilen wire denk-
bar. Aufgrund des apparativen Aufwands [2], wird davon in dieser Arbeit abge-
sehen. Auf chemische Oberflichenbehandlungen wird ebenfalls verzichtet, da
deren Biokompatibilitdt fir Langzeitanwendungen angezweifelt wird [89]. Im

Folgenden wird auf die Grundlagen des Thermobondverfahrens eingegangen.
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Beim Thermobonden wird durch das Aufbringen von Druck und Temperatur ein
FlieBen des Polymers hervorgerufen, um einen innigen Kontakt der Oberflachen
zu ermdglichen [38]. Durch Interdiffusion von Polymerketten entsteht eine soli-
de Verbindung. Unter idealen Bedingungen kann die resultierende Verbindungs-
festigkeit die Kohdsionsfestigkeit des Grundmaterials erreichen [38]. Abbildung
2.5 zeigt schematisch den Prozessablauf bei Verwendungen einer HeiBpragean-
lage [87]. Die Abbildung zeigt beispielhaft einen Mikrofluidikchip im Stapel-
aufbau. Die zu verbindenden Substrate werden in die Anlage eingelegt und mit
einer Substratplatte abgedeckt. Anlage und Substrate werden auf Prozesstempe-
ratur erwirmt. Uber eine definierte Haltezeit wird die Bondkraft bei konstanter
Prozesstemperatur auf die Substrate aufgebracht, um einen innigen Kontakt und
somit Interdiffusion zwischen den Substratoberflichen zu ermoglichen. Hohere
Temperaturen konnen hierbei die Beweglichkeit der Polymerketten und damit
die Verschlaufung verbessern [38]. Nach Ablauf der Haltezeit werden Anlage
und Substrate gekiihlt und konnen anschlieend aus der Anlage entnommen
werden. Der Thermobondprozess wird bei Bedarf in Vakuumumgebung durchge-

fiihrt. Die entscheidenden Prozessparameter beim thermischen Bonden sind [38]:

e Temperatur

e Kraft® und

e Haltezeit.

Da das Prozessfenster in der Regel schmal ist, sollte die verwendete Anlagen-
technik eine hinreichend genaue Kontrolle der Prozessparameter ermdglichen
[87]. Ist einer oder mehrere Prozessparameter zu hoch gewéhlt, so konnen die

Mikrostrukturen zerstort werden [38, 97, 98]. Wahlt man zu niedrige Parameter,

® In der Regel wird der Druck als Einflussparameter angegeben. Da die verwendeten HeiBpri-
geanlagen kraftgesteuert sind, wurde hier die Kraft als Prozessparameter gewéhlt.
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ist die Bondfestigkeit zu gering oder es kann keine homogene Bondverbindung
hergestellt werden [38, 98]. Die Prozessparameter miissen in der Regel fiir jede
Anwendung separat optimiert werden [38]. Variieren Glasiibergangstemperatur
und FlieBeigenschaften des verwendeten Thermoplastes, so konnen signifikante
Anpassungen notig werden. Die optimalen Prozessparameter variieren bisweilen
sogar zwischen verschiedenen Chargen ein und desselben Polymers [38]. Die
Uberwachung und Anpassung der experimentellen Bedingungen ist entspre-
chend permanent notwendig. Um eine exakte Kraftsteuerung und eine sehr gute
Temperiergenauigkeit zu erreichen wird im Rahmen dieser Arbeit mit den Heil3-
priageanlagen WUM 02 und 03 gebondet (vgl. Kapitel 2.3.1.1). Besonders giins-
tig fiir das Thermobonden sind Substrate mit nur geringfiigig abweichenden
Glasiibergangstemperaturen [87]. Substrate sollten weiterhin so planparallel,
sauber und trocken wie mdglich sein [38]. Beim Thermobonden unterscheidet

man grundsitzlich zwischen den beiden folgenden Ansétzen [38]:

e Bonden bei hohen Temperaturen (bis zu 58°C iiber der Glasiibergangs-
temperatur der Substrate [99]) bei geringem Druck (im Folgenden auch

iiber Glasiibergangstemperaturbonden genannt)

e Bonden bei hohem Druck (bis zu einigen Megapascal [100]) und Tempe-
raturen deutlich unterhalb des Glasiibergangsbereiches (im Folgenden

auch unter Glasiibergangstemperaturbonden genannt),

wobei die Bondfestigkeit beim zweiten Ansatz niedriger ist. Zusétzlich zu den
Substratplatten kommen beim Thermobonden Hilfsmaterialien zum Einsatz.
Diese werden iiblicherweise in einem Schichtaufbau um die Substrate angeord-
net. Silikonfolien werden beispielsweise verwendet um Unebenheiten auszuglei-
chen [38]. Am IMT werden zudem Kaptonfolien eingesetzt. Die Kaptonfolien
vermeidet eine Anhaftung an anderen Schichten und verhindert eine Verschlech-

terung der Oberflachenqualitit wéhrend des Bondprozesses.
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(Vakuum o m T !
kammer)

Haltezeit Kiihlen
Abbildung 2.5: Schematische Ablauf des Thermobondprozesses fiir Thermoplaste. In der
Vorbereitungsphase werden die Substrate, in diesem Fall ein Mikrofluidikchip im Sta-
pelaufbau, auf eine Substratplatte gelegt und mit einer zweiten Substratplatte abgedeckt.
Anlage und Mikrofluidikchip werden bei Bedarf unter Vakuumatmosphdre auf die Pro-
zesstemperatur erwdrmt. Die Prozesstemperatur und die Bondkraft wird iiber eine defi-
nierte Haltezeit aufgebracht, um innigen Kontakt zwischen den zu bondenden Oberfli-
chen herzustellen. Anlage und Mikrofluidikchip werden gekiihlt anschlieffend kann der

Mikrofluidikchip entnommen werden.

2.3.2.2 Bonden von PDMS

PDMS zeichnet sich im Vergleich zu Thermoplasten besonders dadurch aus,
dass es sich duflerst gut bonden lésst [1, 2]. PDMS bondet auch ohne Adhesive
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oder Vorbehandlung fliissigkeitsdicht mit sich selbst oder auf Glas [57]. Solche
Verbindungen kommen durch Van-der-Waals-Krifte zustande und sind ausrei-
chend fiir den Stofftransport durch Elektrophorese oder Kapillareffekte [10, 57].
Sollen, wie im vorliegenden Fall, Spritzenpumpen verwendet werden, so ist ein
so genannter irreversibler Bond nétig [57]. Fiir irreversible Bonds werden die
Substrate auf verschiedene Arten vorbehandelt und anschlieBend thermisch ge-
bondet. PDMS-Bauteile werden beim Thermobonden lediglich in einen Ofen
oder auf eine Heizplatte platziert und bei Bedarf mit Gewichten beschwert. Die-
ses Verfahren ist nicht vergleichbar mit dem apparativ aufwendigen Thermo-
bondverfahren fiir Thermoplaste. Die Substrate werden in der Regel durch
Plasmabestrahlung seltener auch durch Corona-Entladung vorbehandelt [11-13,
16, 57, 101]. Aufgrund des apparativen Aufwands [102], sollen diese Verfahren
im Rahmen der vorliegenden Arbeit umgangen werden. Alternative Bondver-
bindungen nutzen rein thermische Verfahren mit beschichteten Substraten. Ed-
dings et al. (2008) [102] beschreiben die Verwendung von unvulkanisiertem
PDMS als Beschichtung. Des Weiteren wird eine unvulkanisierte Losung aus
Grundmasse und Hérter mit von den Herstellervorgaben abweichendem Misch-
verhéltnis verwendet. Da es hierbei zu unvollstindigen Reaktionen kommen
kann [103], wird von letzterer Methode abgesehen. Andere Gruppen [18, 104]
verwenden lediglich Harter zum Verbinden der Substrate. Des Weiteren kdnnen
zwei noch nicht vollstindig vulkanisierte PDMS-Bauteile gebondet und an-
schlieBend ausgehirtet werden [102]. Im Rahmen dieser Arbeit werden ver-

schiedene der rein thermischen Beschichtungsverfahren eingesetzt.

2.3.2.3 Stabilitatspriifung

Zur Charakterisierung der Giite der Bondverbindungen werden Zugversuche und
Bersttests mit Fliissigkeiten durchgefiihrt [57, 102, 105, 106]. Zugversuche wer-
den an der Zugpriifanlage Instron 4505 mit 6-12 mm Klammern durchgefiihrt.

Dazu werden sechs Paare Zugstempel aus PVC mit einer Klebefliche von
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26 x 76 mm?, genormt auf die AuBlenabmalle der Mikrofluidikchips, verwendet.
Wie in Abbildung 2.6 gezeigt werden die Proben mit Epoxidharzklebstoff zwi-
schen die Zugstempel eingeklebt und normal zur Bondverbindung gezogen. Ne-
ben Mikrofluidikchips werden unstrukturierte Zugpriiflinge, ebenfalls im Sta-
pelaufbau mit Auflenabmessungen von 13x38 mm? genutzt. Die Ergebnisse der

Zugversuche werden in Kapitel 4.2.5 zusammengefasst’.

Um den Betrieb der Mikrofluidikchips realitdtsnidher abzubilden werden zusétz-
lich Bersttests durchgefiihrt. Hierbei werden die Mikrofluidikchips mit einer
Spritzenpumpe befiillt bis die Bondverbindung nachgibt. Die anliegenden Drii-
cke werden iiber Relativdrucksensoren ausgelesen. Abbildung 2.7 zeigt schema-
tisch den Aufbau der Bersttests. Um die Ergebnisse nicht nur im Vergleich zur
Literatur bewerten zu kénnen, werden zudem Druckkennlinien fiir verschiedene
Flussraten aufgezeichnet. Der Aufbau der Bersttests und die Ergebnisse werden

in Kapitel 4.2.5 vorgestellt®.

’ Die Zugproben werden im Rahmen dieser Arbeit von Dr. Klaus Feit und Dipl.-Ing. Heinz
Dinglreiter durchgefiihrt. Die Ergebnisse werden mit diesen diskutiert.

8 Der Messaufbau fiir die Bersttests und die Durchfiihrung einiger Versuche werden im Rah-
men der von mir betreuten Bachelorarbeit von Hr. Elias Schipperges realisiert.
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Abbildung 2.6: Schema Zugproben. Der Mikrofluidikchip wird mit Epoxidharzklebstoff

zwischen die PVC Zugstempel eingeklebt. Die Zugrichtung, angedeutet durch die Pfeile

ist normal zur Bondverbindung.

Sensor Mikrofluidikchip

Sensor |

—

Abbildung 2.7: Schematischer Aufbau der Berstversuche. Der Mikrofluidikchip wird mit
geschlossenen Ausfliissen tiber eine Spritzenpumpe bis zum Nachgeben der Bondverbin-
dung befiillt. Drucksensoren erfassen den Berstdruck. Hier dargestellt ist ein Mikroflui-
dikchip im Stapelaufbau mit drei Einfliissen. Die beiden Einfliisse des Mikrokaskaden-

mischers werden iiber einen Drucksensor erfasst.
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2.4 Hydrodynamik

Die Hydrodynamik zeichnet sich in der Mikrosystemtechnik besonders dadurch
aus, dass die physikalischen Eigenschaften von Fluiden fundamental von der
Makrowelt abweichen konnen [1, 107]. Vorherrschende Effekte der Makrowelt
konnen in der Mikrowelt vollig unbedeutend sein. Hierbei werden physikalische
Gesetze allerdings nicht aufgehoben, es kommt lediglich zu einer Verschiebung
der Wirkungsweise [108]. Der wohl bedeutendste dieser Unterschiede tritt bei
der Vermischung von Substanzen zu Tage: wihrend in der Makrowelt Turbu-
lenzen den Mischvorgang bestimmen, ist in der Mikrowelt gerade die Abwesen-
heit von Turbulenzen, die so genannte laminare Stromung vorherrschend [1].
Grundsitzlich geht man davon aus, dass in Mikrosystemen die Masse eine un-
tergeordnete Rolle spielt [1]. Das Verhéltnis der Tragheitskraft zur Reibungs-

kraft wird in der dimensionslosen Reynoldszahl (Re) erfasst:

Re = p QfTH 2.1)

mit
_2bh (2.2)
Tob+h

Re  Reynoldszahl []
) Dichte [kg/m’]

Flussrate [m?/s]
n Dynamische Viskositét [Pas]
A Stromungsquerschnitt des Kanals [m’]
Dy  Hydrodynamischer Durchmesser [m]

Kanalbreite [m]

Kanalh6he [m]
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Als kritische Reynoldszahl, welche den Wechsel von einem turbulenten in ein
laminares Regime angibt, ist in der klassischen Lehre eine Reynoldszahl von
2300 anerkannt [109]. Turbulente Stromung zeichnet sich durch Verwirbelun-
gen der Fliissigkeitsstrome aus. In einer laminaren Stromung flieBen zwei verei-
nigte Fliissigkeitsstrome stets parallel nebeneinander ohne Verwirbelungen, U-
berschneidungen oder Turbulenzen [1]. Eine Vermischung kann hierbei ledig-
lich durch Diffusion von Molekiilen iiber die Phasengrenze der beiden Fluide
zustande kommen [1]. Diffusion tritt als Ausgleich eines vorhandenen Konzent-
rationsgefilles auf [37]. Die Beweglichkeit von Teilchen wird durch den Diffu-
sionskoeffizient beschrieben. Ublicherweise wird dieser iiber die Stokes-

Einstein-Gleichung geschitzt [69]:

p=tel 23)
677R,
D Diffusionskoeffizient [m?/s]
kg Boltzmann-Konstante [J/K]
T  Temperatur [K]
" Dynamische Viskositit [Pas]
Ro Hydrodynamischer Radius [m]

Fiir Substanzen mit Molekiilen die grof3 sind, im Vergleich zu den Losemittel-
molekiilen, liefert die Stokes-Einstein-Gleichung keine adequaten Ergebnisse
[69]. Aus diesem Grund gibt es zahlreiche weiterer Schétzungen fiir Diffusions-
koeffizienten. Fiir groBere geloste Molekiile wird héiufig die Wilke-Chang-

Korrelation eingesetzt [69]:
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D 7,410 (p M) -T (2.4)
v
D Diffusionskoeffizient [m?/s]
¢ Empirischer Parameter []
M2 Molmasse [Da]
T Temperatur K]
nV Dynamische Viskositét [mPas] = [cP]
Molares Volumen geldste Substanz [cm?/mol]

Der empirische Parameter ist hierbei 1 fiir organische Losemittel, 1,5 fiir Alko-

hole und 2,6 fiir Wasser [69].

Der mittlere statistische Diffusionsweg in einer Dimension, kann nach der gele-
gentlich als FEinstein-Smoluchowski-Gleichung bezeichneten Gleichung, be-

rechnet werden [57, 69, 98]:

d =~/2Dt (2.3)
d Mittlerer Diffusionsweg [m]
D Diffusionskoeffizient [m?/s]
t  Diffusionszeit [s]

Im Folgenden wird auf die grundlegenden Eigenschaften eines Mikrokaskaden-
mischers wie aus Jeon et al. (2000) [10] und Dertinger et al. (2001) [11] bekannt
eingegangen. Durch wiederholte Aufteilung, Vermischung und Rekombination
wird in mehreren Stufen, entsprechend der Anzahl von Kaskaden, der ge-
wiinschte Konzentrationsgradient erzeugt. Hierzu werden die Strome in den ho-

rizontalen Kanédlen aufgeteilt und in den anschlieBenden vertikalen Zickzack-
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oder Serpentinenkaskaden vermischt. In den folgenden horizontalen Kanilen
werden die Strome rekombiniert um wiederum aufgeteilt zu werden. Abbildung
2.8 zeigt ein anschauliches Beispiel des Funktionsprinzips, anhand der Erstel-

lung eines Farbverlaufs.

Abbildung 2.8: Erstellung eines Gradients mit verschiedenen Farben, entnommen aus

Ricart et al. (2011) [110]. Der Pfeil deutet die Flussrichtung an.

Die Autoren [10, 11] definieren die Anzahl der Kanéle pro Kaskade als Ord-
nungsnummer B und nummerieren die vertikalen Zickzack- oder Serpentinen-
kanéle mit 0 beginnend. Die Nomenklatur ist in Abbildung 2.9a) gezeigt. Das

Gesetz von Hagen-Poiseuille:
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2.
Ap = Rhde (2.6)
Ap  Druckabfall [Pa]
Riya Hydrodynamische Widerstand [Pas/m?]
Q  Flussrate [ml/min]

ist als Analogon zum Ohm’schen Gesetz AU = RI anzusehen [111]. Der Druck-
abfall entspricht hierbei der abfallenden Spannung, der hydrodynamische Wi-
derstand dem elektrischen Widerstand und die Flussrate der Stromstarke. Der
hydrodynamische Widerstand eines rechteckigen Kanals kann nach Bruus

(2011) [111] fiir h <b berechnet werden:

__ 1wk 1 (2.7)
P 0,63(") I
Ryye Hydrodynamische Widerstand [Pas/m?]
n Dynamische Viskositét [Pas]
L Kanallénge [m]
h Kanalhohe [m]
b Kanalbreite h <b [m]

Jeon et al. (2000) [10] nutzen dieses Analogon um den Kaskadenmischer mit
einem elektronischen Netzwerk zu vergleichen, dargestellt in Abbildung 2.9b).
Der Pfeil in der Abbildung verdeutlicht die Flussrichtung. Die vertikalen Zick-
zack- beziehungsweise Serpentinenkanile bilden eine Parallelschaltung. Der
Widerstand der horizontalen Kanalabschnitte ist mit Ry bezeichnet. Da die hori-
zontalen Kanéle viel kiirzer sind als die vertikalen und der hydrodynamische

Widerstand linear von der Kanallinge abhéngt (siehe Gleichung 2.7) gilt
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Ry << Ry. Der Widerstand der horizontalen Kanéle ist damit vernachléssigbar.
Fiir Parallelschaltungen gilt, dass die abfallende Spannung an allen Zweigen i-
dentisch sein muss. Da die hier anliegenden Widerstinde bei sich entsprechen-
den Kanalabmessungen identisch sind, folgt aus dem Ohm’schen Gesetz, dass
auch die Stromstirke I und damit die Flussrate Q in allen parallelen Zweigen
identisch sein muss. Durch alle parallelen vertikalen Zickzack- oder Serpenti-
nenkanile flieBt das Medium also mit der gleichen Flussrate. Anders ausge-
driickt: der abfallende Massenstrom an den parallelen Kanilen ist identisch.
Abbildung 2.9¢) zeigt die sich ergebenden Konzentrationen in den vertikalen
Kanélen aufgrund der Aufteilung der Strome nach Dertinger et al. (2001) [11].
Formel 2.8 erlaubt die Berechnung des linksbiindigen Flusses, Formel 2.9 die

des rechtsbiindigen fiir jeden einmiindenden Kanal:

B-r (2.8)
B
und
V+l1 2.9
B
B Ordnungsnummer []
V  Nummer des vertikalen Kanals [1]

Die Berechnungsformeln sind normiert zur Erleichterung der Berechnung der
Konzentrationen und zeigen nicht die Massenstrome an. Anhand der Formeln
kann fiir jeden Verzweigungspunkt die Konzentrationsverteilung berechnet wer-
den und damit auch die Konzentrationsverteilung am Ausgang des Mikromi-
schers. Abbildung 2.9d) zeigt die Verteilung der Massenstrome und die sich er-
gebenden Konzentrationen an einem Verzweigungspunkt mit zwei Einfliissen

und drei Ausfliissen.
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Eine vollstindige homogene Vermischung der Lésungen in den vertikalen Zick-
zack- oder Serpentinenkanilen, ist Voraussetzung fiir die oben gezeigte Berech-
nung. Im Rahmen der genannten Veréffentlichungen [10, 11], wird diese mittels
Diffusion sichergestellt. Da die Flussrate mit hoherer Kaskadenordnung langsa-
mer wird [11], ist es ausreichend die homogene Mischung per Diffusion fiir die

erste Kaskade zu zeigen.
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Abbildung 2.9: Funktionsprinzips eines Mikrokaskadenmischers. Flussrichtung ist von
oben nach unten. a) Schema zur Erkldrung der Nomenklatur, entnommen aus Dertin-
ger et al. (2001) [11]. b) Mikrokaskadenmischer als dquivalentes elektronisches Netz-
werk, entnommen aus Jeon et al. (2000) [10]. Der Pfeil verdeutlicht die Flussrichtung
im Netzwerk c) Konzentrationsverteilung an einer beliebigen Verzweigung des Mikro-
mischers, entnommen aus Dertinger et al. (2001) [11]. Die gepunkteten Linien stellen
die Phasengrenze zwischen den kombinierten Stromen dar. d) Aufteilung des Massen-
stroms und Darstellung der sich ergebenden Konzentration an einer Verzweigung mit
zwei Eingdngen und drei Ausgdngen. B = Ordnungsnummer, V = Nummer des vertika-
len Kanals, Ry = Widerstand im vertikalen Kanal, Ry = Widerstand im horizontalen

Kanal, c, = Konzentration Kanal x, m, = Massenstrom Kanal x
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3 Ubersicht Mikrofluidikchips

Kapitel 3.1 beschreibt die Materialauswahl fiir die verschiedenen Designs zu-
sammengefasst nach Mikrofluidikchips zur Zellkultivierung und Mikrofluidik-
chips zur Herstellung von Gradientenfilmen. AnschlieBend werden in Kapitel

3.2 die vier verschiedenen Designs dargestellt.

3.1 Materialauswahl

Mikrofluidikchips zur Zellkultivierung sollten auf Grund der Bedenken gegen-
iiber PDMS (vgl. hierzu Kapitel 1) in dieser Arbeit in Thermoplasten realisiert
werden. Zur Replikation kommen neben Thermoplasten auch thermoplastische
Elastomere in Frage [79] (vgl. hierzu Kapitel 2.3.1.1). Fiir das Thermobonden
sollten moglichst identische Materialien verwendet werden [87] (vgl. hierzu Ka-
pitel 2.3.2.1). Die fiir die Stapelaufbauten notwendigen perforierten Membranen,
sind als ionengespurte Filtermembranen in Polycarbonat und Polyethylente-
rephthalat (PET) kommerziell erhdltlich. Neuerdings sind auch vermehrt Memb-
ranen in Polyimid (PI) erhéltlich. Polycarbonat hat eine geringe Autofluoreszenz
[112] und hohe Transparenz. Da es zudem biokompatibel ist und ein bewéhrtes
Material in der Mikrotechnik ist, bietet es sich als Material fiir die mikrostruktu-

rierten Bauteile und Membranen an.

Bei dem Mikrofluidikchip zur Herstellung von Gradientenfilmen sollte die
Membran auf einem Glasobjekttriager zur Verfiigung gestellt werden. Glas lasst
sich allerdings nur mit erheblichem Aufwand auf Polymere bonden. Aufgrund
der variierenden Restschichtdicken abgeformter Bauteile kdnnen diese auch
nicht reversibel mit Glasobjekttrigern verspannt werden. PDMS lésst sich im

Vergleich dazu einfach mit Glas fiigen. Da diese Mikrofluidikchips lediglich als
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Werkzeuge dienen, in dem Bauteil selbst also keinerlei biologische Versuche

stattfinden, wird fiir dieses Design PDMS als Material gewahlt.

3.2 Ubersicht iiber die verschiedenen Designs

Abbildung 3.1 zeigt die vier verschiedenen Designs der Mikrofluidikchips. Die
gezeigten Abbildungen werden im Folgenden zu Beginn eines jeden Kapitels
iiber das entsprechende Bauteil gezeigt um dem Leser die Orientierung zu er-
leichtern. Zudem wird fiir Graphiken ein Farbcode eingesetzt. Der Mikrofluidik-
chip zur Stammzelluntersuchung in Version Eins ist blau, in Version Zwei cyan
dargestellt. Der Mikrofluidikchip zur Herstellung von Porengradientenfilmen ist
in rot gezeichnet, der Mikrofluidikchip fiir das Metabolic Engineering in griin.
Alle entwickelten Mikrofluidikchips werden aus den elementaren Grundelemen-
ten einer Kammer und eines Mikrokaskadenmischers mit anschlieBenden gerad-
linigen Kanidlen zusammengesetzt. Der Mikrokaskadenmischer hat zwei Einlds-
se und sechs Kaskaden. Er weist also in der letzten Kaskade acht Kanéle [11]
und eine entsprechende Anzahl an Mischungen auf. Die Auflenabmafe aller
Bauteile sind auf Objekttragerformat (26x76 mm?) genormt um den Einbau in

Standardmikroskope in der biologischen Anwendung zu erleichtern.
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a) ‘ﬁ
i T ﬂn

Abbildung 3.1: Ubersicht iiber die vier Designs der Mikrofluidikchips. a) Das Aus-

gangsdesign dieser Arbeit, der Mikrofluidikchip zur Stammzelldifferenzierung in Versi-
on Eins. b) Mikrofluidikchip zur Stammzelldifferenzierung Version Zwei. c) Mikroflui-
dikchip zur Herstellung von Porengradientenfilmen. d) Mikrofluidikchip fiir das Meta-

bolic Engineering.’

3.2.1 Mikrofluidikchip zur Stammzelldifferenzierung Version Eins

Das Ausgangsdesign dieser Arbeit, der Mikrofluidikchip zur Stammzelldifferen-
zierung in erster Version ist in Abbildung 3.1a) gezeigt. Stammzellen zeichnen

sich dadurch aus, dass sie sich teilen oder differenzieren konnen. Stammzelldif-

° Abbildung a), b) und ¢) wurden von Hr. Markus Breig von der KIT Fotostelle zur Verfii-
gung gestellt.
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ferenzierung bezeichnet die Weiterentwicklung von unspezifischen Stammzellen
zu dedizierten organspezifischen Zellen wie Herz-, Nerven- oder Hautzellen.
Die Differenzierung wird von Signalproteinen, so genannten Morphogenen, be-
einflusst [33]. Abbildung 3.2 zeigt ein Schema zur Stammzelldifferenzierung.
Embryonale Stammzellen entwickeln sich tiber mehrere Schritte zu spezifischen
Zellen, welche beispielsweise menschliche Organe bilden. Stammzelldifferen-
zierung ist ein langsamer Prozess und kann bis zu 60 Tage dauern [113]. Wih-
rend dieser Zeit ist die Versorgung der Stammzellen mit Néhrlosung sicherzu-
stellen. Speziell die Kultivierung von sensitiven Stammzellen gilt als Herausfor-
derung [31, 32]. Entsprechend leiten sich strenge Forderungen an die Biokompa-
tibilitdt und Sauberkeit aller Arbeitsmittel, Materialien und Herstellungsprozesse
ab. Das Grunddesign des Mikrofluidikchips wurde im Vorfeld dieser Arbeit von
Dirk Herrmann erstellt. Darauf aufbauend hat Clement Jubert im Rahmen seiner
Diplomarbeit [112] unter Supervision von Dirk Hermann den grundlegenden
Herstellungsprozess der Bauteile entwickelt. Zudem wurden im Rahmen der
Diplomarbeit [112], gemeinsam mit den Kooperationspartnern am ZI 1II, erste
Prototypen eingesetzt. Im Rahmen meiner Diplomarbeit wurden der Herstel-
lungsprozess und die Anwendung optimiert [114]. Die Optimierung fiihrte zu
einer Uberarbeitung des vorhandenen Formwerkzeuges und der Konzeption des

Designs fiir die zweite Version.
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Der Mikrofluidikchip

aktive Gene
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N eianng zierung in Version Eins
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® .
besteht aus (1) einem

@1@—*@»%--*?@, . .
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Eizelle
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@ ~ ner dazwischen liegen-
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Stammzellen 1
organspezifische den perforierten Memb-

adulte Zellen .
Stammzellen Organe ran [116]. Eine Explo-

Abbildung 3.2: Stammzelldifferenzierung. Aus embryo- ~ Sionszeichnung ist in
nalen Stammzellen bilden sich iiber Zwischenschritte — Abbildung 3.3a) darge-
spezifische Zellen aus, welche beispielsweise die  stellt. Die Zu- und Ab-
menschlichen Organe ausbilden, entnommen aus [115]. flisse sind entspre-

chend ihrer Funktion
gekennzeichnet. Der Kammerteil besteht aus einer Zellkammer mit einem Vo-
lumen von 161 mm? und Zu- und Abfluss zur Versorgung der Zellen mit Nahr-
l6sung. Die Zellen adhédrieren nach der Injektion auf der perforierten Membran.
Der Mischerteil ist mit dem Grundelement eines Mikrokaskadenmischers mit
zwei Einfliissen und sechs Kaskaden mit Zickzackkanidlen und anschlieSenden
geradlinigen Kanilen strukturiert. Im Mikromischer werden acht verschiedene
Mischungen der injizierten Losungen erzeugt, welche iiber die Membran mit
den Zellen in Kontakt treten. Neben Morphogenen kdonnen beliebige andere 16s-
liche Faktoren injiziert werden. Die geradlinigen Kanéle des Mischerteils befin-
den sich im Mikrofluidikchip unter der Zellkammer. Ein Schnitt durch die
Kammer des Mikrofluidikchips mit adhérierten Zellen ist in Abbildung 3.3b)
dargestellt. Alle Kanalstrukturen haben eine Hohe von 500 um. Abgeformt wird
in die Makrofol® DE 1-1 Polycarbonatfolie. Als ionengespurte perforierte

Membran wird eine Millipore Membran eingesetzt. Die Mikrofluidikchips miis-

57



Ubersicht Mikrofluidikchips

sen in einem zweistufigen Prozess gebondet werden. Hierbei wird in einem ers-
ten Schritt die Membran auf den Mischerteil gebondet. AnschlieBend wird das
System mit dem Kammerteil gedeckelt. Anschliisse werden iiber Adaptoren und
PSU-Schlduche realisiert. Der Mikrofluidikchip wird mit Hilfe von Spritzen-

pumpen betrieben.

Die im Mikrofluidikchip eingesetzte Membran ist vollstindig perforiert, wo-
durch es zu einer Verschiebung des Konzentrationsgradienten in der Zellkam-
mer kommt, da am Einlass der Zellkammer ungewollte Diffusion auftritt [114].
Der betreffende Bereich ist in Abbildung 3.3c) rot markiert, in der zweiten Ver-
sion wird dieser Fehler durch die Verwendung einer teilperforierten Membran
behoben. Eine Durchbiegung des Mikrofluidikchips lockert die Bondverbin-
dung. Um dies zu vermeiden, werden wihrend der Anwendung Versteifungs-
quader reversibel zwischen den Adaptoren befestigt [114]. Das Schema des
Mikrofluidikchips in Abbildung 3.3d) zeigt den Versteifungsquader in grau. Be-
sonders wiinschenswert bei diesem Mikrofluidikchip wire die Moglichkeit, die
kultivierten Zellen im Bauteil konventionell hochaufgeldst lichtmikroskopisch
beobachten zu kdnnen. Hierzu ist es notwendig alle Grenzflichen auf dem opti-
schen Weg moglichst transparent und mit geringer Rauhigkeit zu gestalten'”.
Diese Grenzflachen sind in Abbildung 3.3e) in rot dargestellt. Die Rauhigkeit -
und damit die Transparenz der Oberfliache des Mikrofluidikchips - wird im Ab-
formprozess durch die Substratplatte determiniert. Der Bondprozess hat eben-
falls Einfluss auf die Oberflichenrauheit. Die Beschaffenheit der Kanalbdden,
ist von der Oberflichenbeschaffenheit des Formwerkzeugs an der betreffenden
Stelle abhéngig. Fiir die Zellbeobachtung ist insbesondere die Transparenz des

Bodens der Zellkammer relevant.

' Die optische Optimierung der Mikrofluidikchips wurde von PD Dr. Timo Mappes betreut.
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Abbildung 3.3: Details Mikrofluidikchips zur Stammzelldifferenzierung Version Eins.
a) Explosionszeichnung des Mikrofluidikchips. b) Schnitt durch die Kammer des
Mikrofluidikchips. c) Gebondeter Mikrofluidikchip, Bereich in dem ungewollt Diffusion
auftritt ist rot markiert. d) Schema des Mikrofluidikchips mit Versteifungsquader zwi-

schen den Adaptoren in grau. e) Darstellung der optischen Grenzflichen in rot.

3.2.2 Mikrofluidikchip zur Stammzelldifferenzierung Version Zwei

In der zweiten Version des Mikrofluidikchips zur Stammzelldifferenzierung,
Abbildung 3.1b), werden fertigungstechnische und biologische Optimierungen
umgesetzt. Die Grundgedanken des Mikrofluidikchips bleiben jedoch erhalten.
Aus diesem Grund werden im Folgenden vorwiegend die Unterschiede zwi-

schen Version Eins und Zwei beleuchtet.

Abbildung 3.4 zeigt die 3D-Modelle der beiden Formeinsitze fiir Version Eins
und Zwei im Vergleich. In die Zellkammer werden Kanile eingezogen, um die
Zellen exakt einer Konzentration aus dem Mikromischer zuordnen zu kdnnen.
Zellbewegung, sowie laterale Diffusion in der Zellkammer werden auf diese
Weise ausgeschlossen. Zudem sollen die Kanéle das Bonden in einem Schritt
ermoglichen. Um die Durchbiegung des Mikrofluidikchips in der Anwendung
zu vermeiden und die Adaptoren einzusparen, werden die Anschliisse seitlich
am Mikrofluidikchip integriert. Hierfiir ist es notwendig, die Kanalhohe von
500 um auf 680 pm zu erhhen. Man nimmt an, dass variierende Restschichtdi-
cken aus dem Abformprozess ballig ausgeformt sind. Die dufleren Bereiche des
abgeformten Bauteils sind also diinner als die inneren. Bei dem Zusammenbau
des Mikrofluidikchips werden in Version Eins die jeweils duBleren Seiten auf-
einander gefiigt, um dies zu vermeiden wird der Kammerteil um 180° gedreht.
Die Pins werden ebenfall iiberarbeitet, Details hierzu finden sich in Kapitel

4.2.2. Abgeformt wird mit den Markolon” GP clear 099 Polycarbonatplatten.
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Um die ungewiinschte Diffusion (vgl. Kapitel 3.2.1) zu vermeiden wird eine
teilperforierte Polycarbonatmembran der Firma it4ip verwendet. Eine Explosi-
onszeichnung mit markierten Zu- und Abfliissen sowie ein Schnitt durch die
Zellkammer werden in Abbildung 3.5a) bezichungsweise b) dargestellt.
Abbildung 3.5¢) zeigt eine teilperforierte Membran der Firma itdip s.a. Die
Membran weist lediglich in dem transluzenten Bereich Poren auf. Abbildung
3.5d) zeigt REM-Aufnahmen des Ubergangs vom perforierten zum unperforier-

ten Bereich in 1000- und 400-facher VergroBerung. Dieses Design wird im

Rahmen der vorliegenden Arbeit zum Patent angemeldet [117].

Abbildung 3.4: 3D Modelle der Formeinsdtze zu Version Eins (links) und Zwei (recht)
des Mikrofluidikchips zur Stammzelldifferenzierung.
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Abbildung 3.5: Details Mikrofluidikchip zur Stammzelldifferenzierung Version Zwei.
a) Explosionszeichnung. b) Schnitt durch die Kammer des Mikrofluidikchips. c¢) Foto
der teilperforierten Membran von itdip s.a., lediglich der transluzente Bereich weist
Poren auf. d) REM-Aufnahmen der teilperforierten Membran am Ubergang vom perfo-

rierten zum unperforierten Bereich in 1000- und 400-facher Vergrofierung.

3.2.3 Mikrofluidikchip zur Herstellung von Porengradientenfilmen

Der Mikrofluidikchip zur Herstellung von Porengradientenfilmen ist in
Abbildung 3.1c) gezeigt. Die Oberflachenstruktur auf welcher eine Zelle kulti-
viert wird, beeinflusst deren Entwicklung [35]. Technische Gradientenoberflé-
chen lassen sich sowohl fiir Screeningtests wie auch zur Simulation von biologi-

schem Gewebe einsetzen [26, 36].

Dieser Mikrofluidikchip wird in PDMS repliziert und mit einem Glasobjekttré-
ger gedeckelt. Zu- und Abfliisse werden iiber Schlduche realisiert. Zu Beginn
der Kooperation mit dem ITG wird ein Formeinsatz fiir die Stammzellmikroflu-
idikchips in Version Zwei genutzt. Das endgiiltige mikrostrukturierte Bauteil
besteht aus einem Mikrokaskadenmischer, welcher mit einer anschlieBenden
Kammerstruktur kombiniert wird. Abbildung 3.6 zeigt einen Schnitt durch die
Kammer. Der Mikrokaskadenmischer hat zwei Einfliissen und sechs Kaskaden
mit Zickzackkanidlen. Alle Kandle haben eine Strukturhéhe von 680 um. Die
Abmessungen dieses Mikrofluidikchips entsprechen denen der Stammzell-
mikrofluidikchips. Die Herstellung von Membranen mit einem Gradienten iiber
die Porenmorphologie ist in Abbildung 3.7 schematisch dargestellt. Zwei Poly-
merisationslosungen werden mit Hilfe einer Spritzenpumpe in den Mikroflui-
dikchip injiziert, deren Inhaltsstoffe und Zusammensetzung in Kapitel 5.4 be-

schrieben sind. Im Kaskadenmischer entstehen acht verschiedene Gemische. In
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der anschlieBenden Reaktionskammer bildet sich ein linearer Konzentrations-
gradient liber die beiden Polymerisationsldsungen aus. Die Polymerisationslo-
sungen werden mittels lichtinduzierter Polymerisation im Mikrofluidikchip ver-
netzt. Hierzu wird UV-Licht eingesetzt. Es entsteht eine Polymerfilm mit einem
Gradienten {iber die Porenmorphologie. Das mikrostrukturierte PDMS-Bauteil
wird entfernt um den Polymerfilm freizulegen. Der Glasobjekttriger dient als

Substrat fiir den Polymerfilm.

PDMS
Reaktionskammer

H H WY ¥ F X F

Glasobjekttrager @
Polymerisationslosungen

Abbildung 3.6: Schnitt durch die Reaktionskammer des Mikrofluidikchips. Die Flussrich-
tung der Polymerisationslosungen, welche in der Reaktionskammer einen Gradienten

bilden, ist aus der Bildebene heraus.

Die Bondverbindung zwischen PDMS und Glas muss fiir die Befiillung mittels
Spritzenpumpe ausreichend stabil sein. Gleichzeitig sollte sie aber reversibel

sein, um ein einfaches Lésen des PDMS-Bauteils zu gewéhrleisten.'’

""'In einer von mir betreuten Diplomarbeit von Fr. Ludmilla Popp wurde schwerpunktmiBig
die Herstellung dieses Mikrofluidikchips optimiert.
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Lésung 1
I'd UV Licht

Lésung 2

Glasobjekttrager

Porengradientenfilm

Abbildung 3.7: Herstellung eines Porengradientenfilms. Zwei Polymerisationslosungen
werden mittels Spritzenpumpe in den Mikrofluidikchip injiziert. Die Losungen werden
mit UV-Licht ausgehdrtet. Der Polymerfilm entsteht im Mikrofluidikchip. Das PDMS-
Bauteil wird abgelost. Anschlieffend steht der Porengradientenfilm auf dem Glasobjekt-

triger zur Verfiigung.

'2 Graphik wurde von M. Eng. Junsheng Li vom ITG zur Verfiigung gestellt.
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3.2.4 Mikrofluidikchip fiir das Metabolic Engineering

Der Mikrofluidikchip fiir das Metabolic Engineering ist in Abbildung 3.1d) ge-

zeigt. Metabolic Engineering beschreibt das gezielte Andern von Enzymen in

Pflanzen oder Pflanzenzellen, schematisch dargestellt in Abbildung 3.8. Meta-

bolic Engineering erlaubt die Modifikation bestimmter Charakteristika von

Pflanzen oder Pflanzenzellen [34]. Es kann eingesetzt werden um Mangelernéh-
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Abbildung 3.8: Schema Metabolic Engi-
neering. Ein Enzym, in gelb dargestellt,
wird in eine Zelle eingesetzt wihrend ein
anderes, in blau dargestellt, entfernt

wird. Entnommen aus [118].

rung durch Reengineering von ver-
fiigbaren Lebensmitteln zu vermeiden
oder um resistente Nutzpflanzen zu
schaffen. Des Weiteren kénnen Pflan-
zen so verindert werden, dass sie be-
stimmte Stoffe aus dem Boden auf-
nehmen. Diese so genannte Phytore-
mediation kann eingesetzt werden, um
Giftstoffe wie radioaktives Material
aus dem Boden zu extrahieren oder
auch, um Bodenschitze zu gewinnen
[34]. In diesem Projekt werden Pflan-
zenzellen durch Metabolic Enginee-
ring zur Herstellung wertvoller Sub-
stanzen angeregt [119]. Als Machbar-
keitsstudie sollen so genannte BY-2
Zellen der Tabakpflanze (Nicotiana

tabacum L. cv Bright Yellow 2) zur

Produktion von Nornicotin angeregt werden. Nornicotin wird aktuell als Alz-

heimermedikament diskutiert. Da BY-2 Zellen in der Zellkultur stabil sind, eig-

nen sie sich gut fiir eine Machbarkeitsstudie. BY-2 Zellen sind Pflanzenstamm-

zellen die vornehmlich im fiadigen Zellverbund auftreten. Ein solcher Zellver-
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bund ist 40-50 pm hoch und hat eine Lange von 250 um. In Losung verhalten

sich BY-2 Zellen in etwa wie Sandkérner [119] und neigen daher dazu Mikro-

kanile zu verschlieB3en.

Auxin Ausloser

Container

.
-

Produkt
Zelltyp A

{

Produkt
Zeltyp B

<

Endprodukt
Abbildung 3.9: Schema eines Mikrofluidikchips fiir

das Metabolic Engineering. Verschiedene Zelltypen
werden in hintereinander geschalteten Zellcontai-
nern miteinander verbunden. Dem ersten Zelltyp
wird der Wachstumsregulator Auxin und ein Auslo-
ser zugesetzt. Die Produkte jedes Zelltyps werden
dem ndchsten Zelltyp zur Verfiigung gestellt. Der
letzte Zelltyp produziert das gewiinschte Produkt.

Abbildung 3.9 zeigt ein
Schema fiir einen Mikro-
fluidikchip fiir das Meta-
bolic Engineering. Der
Aufbau aus mehreren
Zellcontainern ist dem Ge-
webeverbund von Pflan-
zenzellen nachempfunden,
in denen verschiedene
Zelltypen in Komparti-
menten nebeneinander
existieren und miteinander
kommunizieren. Die Ab-
bildung zeigt beispielhaft
drei Zellcontainer. Dem
ersten Zellcontainer wird
der Wachstumsregulator
Auxin und ein Auslser
zugefiihrt. Die Produkte
jedes Zelltyps werden dem
néchsten Zelltyp als Eduk-
te zur Verfligung gestellt.
Die Zelltypen im letzten
Container erzeugen aus

den Produkten der vorge-
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schalteten Zelltypen das gewiinschte Endprodukt, gelost in Fliissigkeit. Die Ver-
sorgung der Zellen mit Nahrlosung, muss wéhrend des vollstindigen Experi-

ments sichergestellt werden.

Es gibt kaum Erfahrungen bei der Kultivierung von Pflanzenzellen in Mikroflu-
idikchips (vgl. hierzu Kapitel 1). Der geplante Aufbau aus Abbildung 3.9 ist aus
biologischer Sicht, durch das Verschalten der Zellkammern, vergleichsweise
komplex. Aus diesen Griinden wird vorerst mit nur einem Zellcontainer gearbei-
tet. Abbildung 3.1d) zeigt einen solchen Zellcontainer realisiert als Mikroflui-
dikchip. Der Mikrofluidikchip besteht aus (1) einer Zellkammer zur Kultivie-
rung der Pflanzenstammzellen, (2) einer weiteren Kammer zur Bereitstellung
von Néhrlosung, Auxin und Ausldser und (3) eine dazwischen liegenden perfo-
rierte Membran. Eine Explosionszeichnung ist in Abbildung 3.10a) dargestellt.
Die Zu- und Abfliisse sind entsprechend ihrer Funktion gekennzeichnet. Die
Zellkammer wird nach der Injektion der Zellen verschlossen. Im Rahmen des
laufenden Experiments wird sie nicht mehr durchstromt, um ein Ausspiilen der
Pflanzenstammzellen sowie die Verstopfung der Kanéle zu verhindern. Versor-
gung und Kontaktierung der Zellen werden iiber den anderen Kammerkreislauf
mittels Diffusion durch die perforierte Membran sichergestellt. Ein Schnitt
durch den Mikrofluidikchip ist in Abbildung 3.10b) dargestellt. Beide Kammern
haben ein Volumen von 161 mm?. Die Kanalhdhe aller Kanile betrdgt 500 um.
Die verwendeten Kammerteile sind aus dem Mikrofluidikchip zur Stammzelldif-
ferenzierung Version Eins entliechen und entsprechen diesen in allen AbmaBen.
Abgeformt wird in die Makrolon™ GP clear 099 Polycarbonatplatte. Als ionen-
gespurte perforierte Membran wird die teilperforierte Membran der Firma it4ip
s.a. eingesetzt. Diese Membran wird nicht wegen der Teilperforierung, sondern
aufgrund der nominalen Stdrke gewéhlt. Anschliisse werden liber Adaptoren und
Schlduche realisiert. Der Mikrofluidikchip wird mit Hilfe von Peristaltikpumpen

betrieben.
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Genau wie bei den Mikrofluidikchips zur Stammzelldifferenzierung, sollten alle
Herstellungsprozesse, Arbeitsmittel und Materialien mdglichst biokompatibel
und sauber sein. Optische Transparenz der Mikrofluidikchips ist auch in dieser
Anwendung wiinschenswert, um hochaufldsende mikroskopische Beobachtun-

gen der Pflanzenstammzellen wahrend der Experimente zu ermdglichen.
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a) Einmalige
a X Zellbefiillung

Nahrldsung [ Auxin fAusléser

Reste und Zellprodukte

Zellkkammerteil

Membran Zelle /
b)

©

Nahrmedium / Auxin / Ausloser

Abbildung 3.10: Details Mikrofluidikchip fiir das Metabolic FEngineering.

Kammerteil

a) Explosionszeichnung des Mikroﬂuidikchipsl ? Nach einer einmaligen Zellbefiil-
lung wird der Zellkreislauf verschlossen. In die untere Kammer werden Nihrmedi-
um, Auxin und Ausloser zugegeben, die Reste der injizierten Losungen und die
Zellprodukte werden abgefiihrt. b) Schnitt durch die Kammer des Mikrofluidik-
chips. Nihrmedium, Auxin und Ausloser flieffen in der unteren Kammer aus der

Bildebene heraus.

13 Abbildung zur Verfiigung gestellt von Hr. Shukhrat Sobich.
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4 Herstellung Mikrofluidikchips

Die Mikrofluidikchips werden in diesem Kapitel nach der Ahnlichkeit der Ferti-
gungsverfahren angeordnet. Der Mikrofluidikchip zur Herstellung von Poren-
gradientenfilmen ist, aufgrund der Herstellung aus PDMS, den iibrigen Mikro-
fluidikchips nachgeordnet. Die Kapitel gliedern sich nach den drei Prozess-
schritten: Replikation, Bonden und Endbearbeitung. Wéhrend des gesamten
Produktionsprozesses sollten so wenige Verunreinigungen wie moglich auf das
Bauteil aufgebracht werden. Soweit moglich, wird mit Handschuhe gearbeitet
und es werden regelmiBig Reinigungsprozesse integriert. Die Verbesserung der
Herstellung der Mikrofluidikchips erfolgt iterativ und fortlaufend wéhrend funk-
tionsfahige Mikrofluidikchips produziert werden. Zum Teil ist der Verbesse-
rungsprozess bauteiliibergreifend. Anforderungen und Erkenntnisse aus der in
Kapitel 5 beschriebenen Anwendung, werden sukzessive in der Fertigung umge-
setzt. Alle durchgefiihrten Optimierungen und Untersuchungen haben das Ziel
die Biokompatibilitdt, das hydrodynamische Verhalten, die Optik oder die Stabi-
litdt der Bauteile zu verbessern oder einzuschétzen. Da Prozessoptimierungen in
der Regel nur im Lichte des vollstdndigen Herstellungsprozesses teilweise in-
klusive der entsprechenden Anwendung bewertet werden kénnen, wird im Fol-

genden vorwiegend eine beschreibende Darstellung gewahlt.

4.1 Replikation

Im folgenden Kapitel wird zu Beginn auf die Abformung der Mikrofluidikchips
zur Stammezelldifferenzierung in Version Eins und Zwei und der Mikrofluidik-
chips fiir das Metabolic Engineering eingegangen. Anschlieend wird der GieB-
prozess in PDMS fiir die Mikrofluidikchips zur Herstellung von Porengradien-

tenfilmen erldutert. Das Kapitel schlie3t mit einer Fehlerabschédtzung. In Anhang
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C werden die verwendeten Formeinsatzmaterialien Messing und Aluminium

beim Heillpragen verglichen.

4.1.1 Abformung Mikrofluidikchip zur Stammzelldifferenzierung

Version Eins

Zur Abformung wird der in Abbildung 4.1 XIT
links dargestellte Messingformeinsatz ver- [h;uhml'w
wendet. Dieser wird im Vorfeld der Arbeit bei = _

w

der i-sys Mikro- und Feinwerktechnik GmbH

durch Ultraprézisionsfrasen hergestellt. Die

Kammeroberflache wird manuell mit der Hil-

fe von Polierpaste poliert [112]. Zudem wird der Formeinsatz bei der i-sys Mik-
ro- und Feinwerktechnik GmbH iiberarbeitet: von den Kanalwédnden zwischen
den geradlinigen Kanélen des Mischerteils werden 40 um breite Stege entfernt
[114]. Zum Abformen wird die HeiB3prageanlage WUM 02 genutzt. Halbzeuge
mit den Abmessungen 81 x 59 x 1 mm? werden aus der Makrofol® DE 1-1 Poly-
carbonatfolie zugeschnitten. Fiir jedes Bauteil werden zwei Halbzeuge verwen-
det. Dadurch entsteht eine dickere Restschicht, die stabilisierend auf die Bauteile
wirkt [114]. Die Schutzfolie wird erst kurz vor dem HeiB3prageprozess entfernt.
Die Halbzeuge werden beidseitig mit Isopropanol gereinigt und unter einem
Stickstoffstrahl getrocknet. Beide Halbzeuge werden mittig auf der Substratplat-
te gestapelt. Bei einer Vorheiztemperatur des Ols von 190°C haben sich folgen-

de Prigeparameter bewihrt:
e Prigetemperatur: 173°C

e Prigekraft: 40 kN

e Haltezeit: 700 s.
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Die Entformtemperatur wird auf 134°C eingestellt. Die Prozesslaufzeit betragt
80 min. Abbildung 4.1 zeigt rechts ein abgeformtes Bauteil. Die abgeformten
Bauteile werden mit einem Hebelschneider vereinzelt. Auf dem Mischerteil,
sind sieben Vertiefungen fiir die fluidischen Anschliisse und die Offnungen fiir
die Positionierpins integriert. Diese werden mit Hilfe eines Durchtreibers mit

2mm Durchmesser, eines Korners mit 2,2 mm Durchmesser, eines Drei-Backen-

Futters und eines Senkers gedffnet und entgratet

Abbildung 4.1: Messingformeinsatz zur Abformung der Mikrofluidikchips zur Stamm-
zelldifferenzierung Version Eins (links). Abgeformtes Bauteil aus dem Formeinsatz

(rechts).

4.1.1.1 Optimierung der Transparenz

In der Regel werden als Gegenplatten beim Heilprageprozess sandgestrahlte
Substratplatten eingesetzt, um die Haftung der Bauteile beim Entformen zu
erhdhen. Abgeformte Bauteile zeigen dementsprechend auf der Riickseite, der
spéteren Oberfldche des Mikrofluidikchips, eine Strukturierung und sind opak
(vgl. Abbildung 4.1 rechts). Die Verwendung von PSU-beschichteten Platten,
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ermoglicht zwar die Herstellung transparenter Bauteile, diese sind allerdings
nicht ausreichend planparallel fiir den folgenden Bondprozess [114]. Zur
Verbesserung der Transparenz der Bauteile werden drei verschiedene Konzepte

getestet:

e Unterlegen einer < 100 pm diinnen Folie

o Unterlegen eines 200 um starken Stahlplattchens

e Verwendung einer teilpolierten Substratplatte.

Bei allen drei Konzepten wird lokal die Transparenz der Bauteile an der Zell-
kammer optimiert. Beim Unterlegen einer diinnen Folie wird diese auf die Gro-
Be der Zellkammer zugeschnitten und vor dem Abformprozess an der Position
der Zellkammer unter das Halbzeug platziert. Analog wird mit dem Stahlplétt-
chen verfahren. Zur Herstellung der teilpolierten Substratplatte wird zuerst eine
Substratplatte mit Hilfe eines Handpoliergerits an der Position der Zellkammer
poliert. Dann wird ein Stahlplattchen, AuBenabmafe 2,5 x 2,8 mm?, mit doppel-
seitigem Klebeband auf der Position der Zellkammer befestigt. AnschlieBend
wird die Substratplatte senkrecht von oben sandgestrahlt, das Stahlplattchen
schiitzt dabei die polierte Flidche. Die entstehende teilpolierte Substratplatte zeigt
Abbildung 4.2a). Die Ergebnisse mit den drei Konzepten sind anhand von ge-
bondeten Bauteilen in Abbildung 4.2b) — d) gezeigt. Bei der Abformung mit
diinnen Folien, zeichnet sich die Struktur der Substratplatte auf dem Mikroflui-
dikchip ab, Abbildung 4.2b). Es ergibt sich ein Hohenunterschied auf dem Bau-
teil, welcher der Stérke der Folien entspricht. Der Hohenunterschied ist fiir den
anschlieBenden Bondprozess entscheidend (vgl. hierzu Kapitel 4.2.1). Die Bau-
teile konnen in 50% der Fille entformt werden, die iibrigen sind stark verbogen.
Die Verwendung von Stahlplédttchen fiihrt zu einer glasklaren Oberflache

Abbildung 4.2¢). Der Hohenunterschied auf dem abgeformten Bauteil zwischen
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dem transparenten und dem umgebenden opaken Bereich ist, entsprechend der
Starke der Stahlpléttchen, 200 um. Alle Bauteile lassen sich entformen, sind a-
ber in 67% der Falle stark verbogen. Die Verwendung der teilpolierten Substrat-
platte fiihrt zu einer klaren Bauteiloberfliche, Abbildung 4.2d). Der Hohenun-
terschied betrdgt lediglich 20-30 um. Die ersten 33 Bauteile werden fehlerlos

abgeformt. Anschliefend ldsst sich das Ergebnis nicht mehr reproduzieren.

Abbildung 4.2: Abformung mit transparenter Zellkammer. a) Teilpolierte Substratplatte.
b) Gebondeter Mikrofluidikchip abgeformt mit < 100 um diinnen Folien unter der Zell-
kammer. c¢) Gebondeter Mikrofluidikchip abgeformt mit Stahlpldttchen (Stirke 200 um)
unter der Zellkammer. d) Gebondeter Mikrofluidikchip abgeformt mit teilpolierter Sub-
stratplatte, die polierte Fliche befindet sich bei der Abformung unter der Zellkammer.
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4.1.1.2 Vermessung der abgeformten Bauteile

Um die fiir den Thermobondprozess entscheidende Planparallelitit der Bauteile
(vgl. Kapitel 2.3.2.1) zu erfassen, werden die abgeformten Bauteile vermessen.
Von 36 abgeformten Bauteilen wird die Restschicht mit Hilfe einer Biigel-
messschraube vermessen. Die Messungenauigkeit der Biigelmessschraube liegt
bei 1 um. Pro Bauteil werden 12 Messungen vorgenommen. Die Messstellen
sind in Anhang A.1 gezeigt. Die Abweichung der Restschichtdicke wird wie
folgt berechnet:

_ - (4.1)
A Restdicke — MaxDicke - MlnDicke

Agresicke  Abweichung Restschichtdicke [mm]
Maxpige Maximum der Messwerte [mm]

Minp;ge Minimum der Messwerte [mm)]

Fiir die Abweichung der Restschichtdicke nach Formel 4.1 ergeben sich Werte
zwischen 29 um und 127 um. Der Mittelwert der Restschichtdickenabweichung
liegt bei 68 um. Dicke und diinne Gebiete der Restschicht liegen in definierten
Bereichen. Dicke Gebiete liegen an der Langsseite des Kammerteils. Bei 77%
der Bauteile liegen mindestens zwei der drei grofiten Messwerte in diesem Be-
reich. Diinne Bereiche liegen an den beiden Ecken des Mischerteils. Bei 89%
der Bauteile, liegen mindestens zwei der drei kleinsten Messwerte in diesem Be-
reich. Abbildung 4.3 stellt dicke und diinne Bereiche auf einem abgeformten
Bauteil graphisch dar. Dicke Bereiche sind mit roten, diinne mit blauen Pfeilen

markiert.
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Abbildung 4.3: Vermessung der Restschicht. Markierung der sich tatsdchlich ergeben-
den dicken (rot) und diinnen Bereiche (blau,).

Fiir das Thermobonden ist die Planparallelitit der Bauteile entscheidend (vgl.
Kapitel 2.3.2.1), dementsprechend werden zusétzlich der Kammerteil und der
Mischerteil vermessen. Analog zur Vermessung der Restschicht wird ein Ver-

gleich der Bauteildicke durchgefiihrt:

ADicke = MaxDicke - M inDicke (42)
Abicke Abweichung Bauteildicke [mm]
Maxpie Maximum der Messwerte [mm]
Minp;ge Minimum der Messwerte [mm]

Es werden 55 Mischerteile an jeweils 15 Stellen und 50 Kammerteile an jeweils

12 Stellen vermessen. Die Messstellen sind in Anhang A.1 aufgezeigt.
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Fiir die Mischerteile ergibt sich mit Hilfe der Formel 4.2 eine Abweichung der
Bauteildicke von 23 pm bis 104 pm. Der Mittelwert liegt bei 50 um. Die Stérke
der Bauteile wird in Séulendiagramme angetragen die einen dreidimensionalen
Eindruck der Bauteildicke vermitteln, Anhang A.2. Die Sédulendiagramme lassen
vermuten, dass alle Mischerteile auf einer Bauteilseite diinner sind. Tatsdchlich
weisen 98% der Mischerteile auf der gleichen Langsseite eine geringere Bauteil-

stirke von durchschnittlich 17 um auf, Abbildung 4.4.

Die Abweichung der Bauteildicke des Kammerteils wird ebenfalls nach Formel
4.2 berechnet. Die Abweichung liegt fiir die vermessenen 55 Kammerteile zwi-
schen 23 pm und 77 pm, bei einem Mittelwert von 44 pm. Im Vergleich zu den
Mischerteilen zeigen die Kammerteile eine hohere Planparallelitdt. Die Stérke
der Bauteile wird analog in Sidulendiagramme angetragen, Anhang A.3. Durch
die Verwendung der teilpolierte Platte zum Abformen, sind die Messwerte um
die Zellkammer niedriger als die iibrigen. Da in diesem Bereich zudem die ge-
ringste Bondflache zur Verfiigung steht, ist diese Verteilung ungiinstig. Im Mit-
tel weisen Bauteile, abgeformt mit der teilpolierten Platte, um die Zellkammer

eine um 20 um geringere Bauteildicke auf.

Fasst man die Erkenntnisse aus der Vermessung der Restschichtdicke und der
Bauteilvermessung zusammen, ergeben sich diinnere und dickere Bereiche auf
dem abgeformten Bauteil, Abbildung 4.4. Der durch die optische Optimierung
diinnere Bereich um die Zellkammer liegt im geschlossenen Mikrofluidikchip
auch auf der diinneren Seite des Mischerteils auf. Da die Substrate zum Ther-
mobonden moglichst planparallel sein sollten, wird im Folgenden auf eine Op-
timierung der Transparenz lediglich rund um die Zellkammer verzichtet, statt-
dessen sollen vollstindig transparente Bauteile abgeformt werden. Die Annahme
einer balligen Verteilung der Restschicht {iber das abgeformte Bauteil kann nicht
aufrechterhalten werden. Im vorliegenden Fall ergibt sich, unter Ausschluss der

diinneren Bereiche an der Zellkammer, eine keilférmige Verteilung, in
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Abbildung 4.4 von links (diinn) nach rechts (dick). Es sind mehrere Griinde fiir
die keilformige Verteilung vorstellbar. Neben dem Flielverhalten des Kunststof-
fes, konnte die Ebenheit des Formeinsatzes oder auch ein Keilfehler in der An-
lage dafiir verantwortlich sein. Ein Keilfehler in der Anlage kann im weiteren
Verlauf ausgeschlossen werden (vgl. Kapitel 4.1.2.6). Eine Verbesserung der
Bondstabilitit bei Version Zwei durch die Drehung des Kammerteils um 180°C

erscheint damit wenig wahrscheinlich.

Abbildung 4.4: Dickere (rot) und diinnere Bereiche (blau) angedeutet durch Pfeile. Die
Bereiche ergeben sich aus der Vermessung der Restschichtdicke und den Bauteilver-

messungen.

4.1.1.3 Analyse des Messingformeinsatzes

Der verwendete Messingformeinsatz zeigt sowohl an den Seitenrdndern als auch
auf der Oberfldche zahlreiche Poren [112]. Diese erschweren die Entformung
der Bauteile. Der Formeinsatz wird mit einem Rasterelektronenmikroskop un-
tersucht. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Abbildung 4.5 dargestellt.
REM-Aufnahmen (links) zeigen sehr viele Poren auf der Oberfliche und den
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Seitenwénden. Ansonsten werden keine Auffilligkeiten festgestellt. Eine zusétz-
lich durchgefiihrte EDX-Analyse zeigt, dass die Poren einen erhéhten Bleianteil
aufweisen und Kunststoffreste enthalten. In Abbildung 4.5 rechts sind die Er-
gebnisse der EDX-Analyse dargestellt. Hierbei wird Kohlenstoff in rot und Sau-
erstoff in gelb dargestellt. Diese beiden Elemente weisen auf Kunststoffreste in
den Poren hin. Blei wird in griin dargestellt. Da in Messing in aller Regel Blei
enthalten ist, sollten auch andere Formeinsatzmaterialien in Betracht gezogen

werden.

Cu 75
SE MAG: 990 x _HV: 10,0 KV WD: 8,1 mm

Abbildung 4.5: REM-Aufnahmen und EDX-Analyse des Messingformeinsatzes. Links ist
Jeweils eine REM-Aufnahme, rechts die zugehorige EDX-Analyse an gleicher Position
dargestellt. Die vorhandenen Elemente sind farbig markiert. Die Legende findet sich

unten in der jeweiligen Aufnahme.
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4.1.2 Abformen Mikrofluidikchip zur Stammzelldifferenzierung

Version Zwei

Zur Abformung wird der in Abbildung 4.6
gezeigte Formeinsatz verwendet. Dieser
wird im Vorfeld konzipiert [114] und im
Rahmen dieser Arbeit bei der i-sys Mikro-
und Feinwerktechnik GmbH durch Ultra-

prézisionsfrdsen in Aluminium hergestellt.

Aluminium wird vorwiegend wegen der guten Verarbeitbarkeit ausgewihlt
[120]. Fiir die ersten Abformungen wird ein Aluminiumtestwerkzeug mit fehler-
hafter Stelle aufBerhalb der Strukturierung verwendet, welches spdter zum
PDMS-gieBlen (vgl. Kapitel 4.1.4) eingesetzt wird. In diesem Kapitel wird auf
die Verwendung des Testwerkzeuges nicht weiter eingegangen.
REM-Aufnahmen des Aluminiumformeinsatzes werden in Abbildung 4.6 unten
gezeigt. An diesen lésst sich erkennen, dass die Oberflichenrauheit gering ist
und keine Poren vorhanden sind. Allerdings sind einige Fehlstellen vorhanden.
Diese sind in Abbildung 4.7 dargestellt. Die Fehlstellen werden mit Hilfe der
Multisensorkoordinatenmessmaschine Werth VC 400 HA im Rahmen einer Au-
tofokusmessung vermessen. Bei Autofokusmessungen ebener Flachen ergibt
sich eine Messunsicherheit von = 5 pm. Innerhalb der Strukturen ist an den Sei-
tenwénden eine Stufe zum Kanalboden zu erkennen, Abbildung 4.7a). Die Stufe
hat eine Hohe von 7-15 um und eine Breite von 20 pm. Um den Mikromischer
verlauft eine zu tiefe Frasspur, Abbildung 4.7b). Die Frasspur ist 5-12 pm tief.
Im Einflussbereich des Mikromischers ist eine erhabene Struktur stehen geblie-
ben, Abbildung 4.7c). Der Héhenunterschied zum eigentlichen Boden betrégt 7-
10 um, zur angrenzenden, tieferen Frasspur um den Mikromischer 15-19 pm.

Die Stufe an den Seitenwinden wird als unkritisch fiir den Thermobondprozess
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angesehen. Kritischer wird die tiefere Fréasspur, speziell im Einflussbereich ge-

sehen. Hier kdnnte es im spéteren Bauteil zu Leckage kommen.

Zum Abformen werden die HeiBprageanlagen WUM 02 und 03, sowie die
Wickert-Heiprageanlage verwendet. Halbzeuge mit Abmessungen von

80 x 60 x 2 mm?, werden aus Makrolon®” GP clear 099 Plattenmaterial geségt.

4.1.2.1 Abformung an WUM 02 und 03

Es werden 112 Bauteile an den Abformanlagen WUM 02 und 03 hergestellt.
Aquivalent zur Abformung fiir Version Eins, werden die Schutzfolien erst kurz
vor dem Abformprozess entfernt und die Halbzeuge mit Isopropanol gereinigt
und anschlieBend unter einem Stickstoffstrahl getrocknet. Es werden sandge-
strahlte Substratplatten verwendet. Bei einer Vorheiztemperatur des Ols von

190°C haben sich folgende Prozessparameter an WUM 02 und 03 bewéhrt:
e Priagetemperatur: 173°C
o Prigekraft: 40 kN
e Haltezeit: 700 s.

Aluminium hat im Vergleich zu Messing eine hohere Warmeleitfahigkeit. Beim
Kiihlen féllt die Temperatur des Aluminiumwerkzeugs daher schneller ab. Um
eine schiadigungsfreie Entformung zu ermoglichen, sollte die reale Entformtem-
peratur beibehalten werden. Beim maschinellen Kiihlen, wird Ol mit einer Tem-
peratur von 20°C durch die heile Anlage geleitet. Im Prozessablauf wird bei ei-
ner definierten Temperatur der Kiihlprozess unterbrochen, um die Kiihlrate zu
reduzieren. Nach einer weiteren Abkiihlung, um in der Regel 10°C, startet der
Entformprozess. Die reale Entformtemperatur liegt bei Verwendung des Alumi-
niumformeinsatzes bei ~112°C und ist folglich zu niedrig, um die Entformung

zu ermdglichen. Die Endtemperatur des Kiihlprozesses wird von 144°C auf
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160°C erhoht. Die Entformtemperatur von 134°C im Steuerungsmakro der
HeiBlprageanlage wird beibehalten. Dadurch kann die reale Entformtemperatur
auf ~130°C erhoht werden. Durch die héhere Warmeleitfahigkeit des Alumini-
ums im Vergleich zum Messing, verkiirzt sich die Prozesslaufzeit an der Heil3-
priageanlage WUM 02 um 19% von 80 min auf 65 min. Bei Verwendung der
WUM 03 lésst sie sich um weitere 20% auf 52 min reduzieren. Die Reduktion
der Prozesslaufzeit bei Verwendung der WUM 03, lésst sich durch das fehlende
Vakuum und damit eine bessere Wérmeiibertragung im Heizprozess erkliren.
Durch die fehlende Vakuumkammer reduziert sich zudem die Riistzeit bei Ver-
wendung der WUM 03. Allerdings treten bei etwa 20% der Bauteile, Luftein-
schliisse auf der Oberfliche der Bauteile oder nicht vollstédndig ausgeformte E-
cken auf. Die auftretenden Fehlstellen sind jedoch bei allen Bauteilen unkritisch

fir den weiteren Prozessablauf.
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Abbildung 4.6: Formeinsatz Mikrofluidikchip zur Stammzelldifferenzierung Version
Zwei. Fotografie des Formeinsatzes (oben). REM-Aufnahmen des Formeinsatzes (unten)

aus dem Bereich des Mischereinflusses (links) und einer Pinstruktur (rechts)"

!4 Die Abbildung des Formeinsatzes wurde von Hr. Markus Breig von der KIT Fotostelle zur
Verfiigung gestellt.
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100 pm . 100 pm
= —

100 prm

Abbildung 4.7: Fehlistellen des Aluminiumformeinsatzes fiir Mikrofluidikchips fiir die
Stammzelldifferenzierung Version zwei. a) Stufe innerhalb der gefrdsten Strukturen, hier
innerhalb des Zickzackmischers. b) Tiefere Frésspur um den Mikromischer. c) erhabene
Struktur im Einlassbereich des Mikromischers. d) Markierung der Aufnahmestellen der

REM-Aufnahmen auf dem Formeinsatz.

4.1.2.2 Abformung an der Wickert-Hei3prageanlage

Um die Abformbarkeit auch in kurzen Zyklen zu zeigen, werden Abformungen
an der Wickert-HeiBpriageanlage durchgefithrt. Vor der Abformung wird ein
Temperprozess iiber mindestens 48 h bei 140°C in die Prozesskette integriert
[121]. Der Temperprozess soll Abweichungen im Abformprozess, welche sich
in variierender Bondfestigkeit der Mikrofluidikchips niederschlagen entgegen-
wirken [121]. Bei 140°C zeigt sich eine Gelbfiarbung der Halbzeuge, dement-

sprechend wird die Temperatur auf 120°C reduziert. Fiir den Temperprozess
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muss die Schutzfolie entfernt werden. Die Halbzeuge werden direkt vor Pro-
zessbeginn mit Isopropanol gereinigt und mit Stickstoff getrocknet. Zur Opti-
mierung der Transparenz der Bauteile werden glatte Substratplatten verwendet.
Diese erschweren die Entformung, aufgrund der verringerten Haftung. In der
Regel ist eine automatische Entformung nicht moglich. Die Bauteile miissen
zeit- und arbeitsaufwendig mit Hilfe eines Vakuumgreifers manuell entformt
werden. Da im Rahmen dieser Arbeit lediglich die Abformbarkeit mit kurzen

Zyklen gezeigt werden soll, ist auch eine manuelle Entformung akzeptabel.

Der Prozessablauf an der Wickert-Heiflprageanlage unterscheidet sich von dem
an WUM 02 und 03. Insbesondere ist es nicht moglich eine Haltezeit zu definie-
ren. Aus diesem Grund ist eine Anpassung der Prozessparameter notig. Ausge-
gangen wird hierbei von an der WUM 02 verwendeten Parametern. Mit diesen
lassen sich keine ausgeformten Strukturen herstellen. Speziell in den Zickzack-
kanilen des Mikromischers sind theoretisch betrachtet nicht ausgeformte Struk-
turen kritisch, da ein definierter Stufengradient nur bei gleichmaBigem hydrody-
namischem Widerstand in den Kanélen einer Kaskade erreicht werden kann. Ei-
ne Abschitzung des Einflusses von Abformfehlern im vorliegenden Mikromi-
scher wird in Kapitel 4.1.5 gegeben. Die Priagetemperatur wird von 175°C bis
220°C variiert. Ab 200°C Priagetemperatur fliefit die Restschicht in die Schrau-
ben und erschwert die Entformung. Daher werden die Halbzeuge auf
50 x 70 x 2mm? verkleinert. Die Kraft wird von 50 kN bis 120 kN variiert. Bei
hohen Kréften, ab 100 kN, ist die Ausformung der Strukturen besser, allerdings
kommt es zu erheblichen Schwierigkeiten bei der Entformung, die durch die ho-
he Priagekraft hervorgerufen werden konnten. In den Zickzackkanilen werden
die Strukturen beim Entformen hochgezogen. Wie oben beschrieben, kénnten
Fehler im Mikromischer den Gradienten beeinflussen. Die Entformtemperatur
wird von 120°C bis 155°C variiert. Um kiinstlich die Haltezeit zu verlangern

wird die Priagegeschwindigkeit ohne Erfolg von 200 um/s auf 20 pm/s verlang-
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samt. Eine vollstindige Ausformung der Strukturen wird erst durch das Vorhei-
zen der Anlage samt Halbzeug auf 130°C bis 140°C im gedffneten Zustand
moglich. Mit folgenden eingestellten Prozessparametern werden vier vollstindig

ausgeformte Bauteile hergestellt:

e Prigetemperatur: 200°C

o Prigekraft: 80 kN.

Die Entformtemperatur wird auf 150°C festgesetzt. Die gesamte Prozesszeit be-
tragt 14 min. Die Bauteile werden manuell entformt. Beim Vorheizen im gedff-
neten Zustand wird die Gesamtzeit in welcher das Polycarbonathalbzeug erhoh-
ten Temperaturen ausgesetzt ist nicht beeinflusst. Die Zeit bis zum Umformpro-
zess betrdgt in allen Fillen ~1 min. Bei geschlossener Anlage findet der Auf-
heizprozess in Vakuum statt. Es wird vermutet, dass die Aufheizung des Halb-
zeugs in Luft schneller verlduft. Bei Abformungen an den Anlagen WUM 02
und 03 fiihrt der Verzicht auf Vakuum ebenfalls zu einem schnelleren Aufheiz-

prozess (vgl. Kapitel 4.1.2.1).

4.1.2.3 Optimierung der Transparenz an der Wickert

Zur Optimierung der Transparenz werden an der Wickert glatte Substratplatten
verwendet. Dadurch werden die Bauteile auf der Auflenseite nicht strukturiert
und behalten ihre urspriingliche Oberfldchenbeschaffenheit. Der Grad der Trans-
parenz hingt von der Qualitdt der Substratplattenoberfliche ab. Zur Herstellung

transparenter Bauteile werden zwei Konzepte getestet:

e Verwendung einer teilsandgestrahlten chrombeschichteten Substratplatte

e Verwendung einer teilpolierten Stahlsubstratplatte.
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Beide Substratplatten werden in Anhang B.1 gezeigt. Zur Herstellung der teil-
sandgestrahlten chrombeschichteten Substratplatte wird eine einseitig hoch-
glanzpolierte vernickelte und verchromte Messingplatte der Firma Nicrom mit
einer Stirke von 2 mm auf eine Substratplatte geschraubt. Der Bereich um die
strukturierte Flache des Formeinsatzes wird anschliefend mit Hilfe einer Blende
von 64 x 84 mm? auflen sandgestrahlt. Mit Hilfe dieser Platte konnen glasklare
Bauteile abgeformt werden. Die Bauteile sind allerdings stark verbogen, da le-
diglich im sandgestrahlten Bereich eine Anhaftung an die Substratplatte mdglich
ist. Von 14 Bauteilen kann nur eines entformt werden. Stahlplatten ermdglichen
eine hohere Haftung [122], weshalb eine teilpolierte Stahlsubstratplatte herge-
stellt wird. Eine geschliffene Stahlplatte wird zuerst mit Schleifpapier poliert
und anschliefend ebenfalls mit der Blende sandgestrahlt. Die Oberfldchenquali-
tat dieser teilpolierten Stahlsubstratplatte ist allerdings nicht mit der Qualitét der
chrombeschichteten Platte vergleichbar. Mit Hilfe dieser Substratplatte konnen 2
von 26 Bauteilen entformt werden. Eine Aussage iiber die Haftungseigenschaf-
ten der Platten ist damit in diesem Rahmen nicht méglich. Die Bauteile miissen
am Ende des Herstellungsprozesses einige Minuten poliert werden, um eine ver-
gleichbare, glasklare Transparenz zu erhalten. Insgesamt zeigen beide Substrat-
platten Bauteile mit geringer Oberflachenrauheit, die Bauteile miissen gleicher-
malen zeit- und arbeitsaufwendig mit Hilfe eines Vakuumgreifers manuell ent-
formt werden. Bei sukzessiver VergroBBerung des sandgestrahlten Bereichs sollte

sich die Haftung erheblich verbessern lassen.
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4.1.2.4 Nachbearbeitung des Formeinsatzes

Zur Optimierung der Oberflichenrauheit der Kanalbdden im Mikrofluidikchip,
wird der Formeinsatz bei der Kugler GmbH nachbearbeitet. Hierbei wird die
Oberflache des Formwerkzeugs, welche die Oberflichenrauheit der Kanalboden
im Mikrofluidikchip determiniert iiberfriast. Die Verwendung von Ultraprézisi-
onsfrasen erlaubt im Normalfall Rauheitswerte von 10 nm. Im vorliegenden Fall
muss ein bereits fertiges und verwendetes Werkstiick tiberarbeitet werden. Der
Materialabtrag muss < 5 um sein. Rauheitswerte von 10 nm kdnnen unter diesen
Randbedingungen nicht erreicht werden [123]. Optisch lésst sich die Uberarbei-
tung sehr gut erkennen. In Abbildung 4.8a) werden REM-Aufnahmen nach
(links) und vor der Bearbeitung (rechts) der Oberfliche gezeigt. Die nachbear-
beitete Oberfldche ist mit Pfeilen markiert. Man erkennt rechts eine deutliche
Fristextur, welche nach der Bearbeitung nicht mehr erkennbar ist. Abbildung
4.8b) zeigt in zwei weiteren Aufnahmen nach der Uberarbeitung die sehr gerin-
ge Oberflachenrauheit des Formeinsatzes. Zur quantitativen Bestimmung der
Oberflachenqualitidt wird die Oberflichenrauheit mit Hilfe des Profilometers
Dektak V 220 SI ermittelt. Die Messungen werden im Bereich der Zellkammer
auf den einzelnen Stegen durchgefiihrt, diese bilden im Mikrofluidikchip den
Kanalboden der Zellkammer. Entlang der Stege finden sich homogene einzelne
Fréasspuren. Der Versatz des Fraswerkzeugs in eine danebenliegende Frésspur ist
erkennbar. Die Messungen werden parallel und senkrecht zu den Stegen und
damit zur Frasstruktur, durchgefiihrt. Parallel zur Frésstruktur ergibt sich ein
arithmetischer Mittenrauwert R, von <40 nm. Senkrecht zu den Frasspuren er-
gibt sich ein Mittelwert von R, =73 nm, gemessen iiber drei Stege und eine

Messstrecke von jeweils 600 pm.
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100 ym

Abbildung 4.8: Formeinsatz nach der Uberarbeitung der Oberfliche durch die Kugler
GmbH. a) Vergleich von REM-Aufnahmen des Formeinsatzes nach (links) und vor der
Bearbeitung (rechts). Die bearbeitete Oberfldche ist mit Pfeilen markiert. In den Kand-
len des Formeinsatzes erkennt man die Metallspine aus der Uberarbeitung. b) REM-
Aufnahmen des itiberarbeiteten Formeinsatzes aus dem Bereich der Zickzackkandle und

der geradlinigen Kandle des Mischerteils.
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4.1.2.5 Abformung transparenter Bauteile an der WUM 02

Der nachbearbeitet Formeinsatz wird an der WUM 02 abgeformt. Die Halbzeu-
ge werden auf der Riickseite mit Aceton angeétzt, um die Haftung auf der Sub-
stratplatte zu verbessern. Das Halbzeug wird mit Isopropanol gereinigt, an-
schlieBend wird es mit Aceton bedeckt. Nach 1 min wird das Aceton unter ei-
nem Stickstoffstrahl getrocknet. Das Halbzeug wird in der Heillprigeanlage
platziert und festgedriickt. Der automatisierte Prozessablauf wird umgehend ge-
startet. Aufbauend auf den Ergebnissen mit glatten Substratplatten an der Wi-
ckert wird eine geschliffene Stahlsubstratplatte mit geringer Oberflichenrauheit
verwendet. Auf die Teilsandstrahlung wird vorerst verzichtet. Es werden getem-
perte und nicht getemperte Halbzeuge verwendet. Die Prozessparameter und der
Prozessablauf aus Kapitel 4.1.2.1 werden beibehalten. Abhéngigkeiten des Ab-
formergebnisses vom Temperprozess konnen nicht festgestellt werden. Die Bau-
teile kdnnen nicht automatisch entformt werden, haften allerdings nur leicht im
Formeinsatz. Neben der geringen Oberflachenrauheit des Formeinsatzes und der
langeren Prozesszeit, kann auch die geringere Prigekraft zur verbesserten Haf-
tung an der Substratplatte beitragen. Die Bauteile konnen einfach manuell ent-
formt werden, wobei vereinzelt hochgezogene Kanten entstehen. Um die manu-
elle Entformung zu optimieren wird Isopropanol seitlich zwischen das abge-
formte Bauteil und den Formeinsatz eingebracht [124]. Durch Kapillarkréifte
bildet das Isopropanol eine Schicht zwischen Bauteil und Formeinsatz und er-
moglicht eine einfachere Entformung. Um Spannungsrisse am Bauteil durch
Kontakt mit dem Isopropanol zu vermeiden, wird ein Kiihlprozess bei gedffneter
Anlage nach dem iiblichen Prozessdurchlauf integriert. Bei einer Bauteiltempe-

ratur von unter 30°C treten keine Spannungsrisse am Bauteil auf.

In Abbildung 4.9 wird die Transparenz verschieden hergestellter Bauteile ver-
glichen. Die Abbildung zeigt bereits gebondete Bauteile. Links ist ein Bauteil
hergestellt an der Wickert mit teilpolierter Stahlsubstratplatte dargestellt. In der
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Mitte wird zum Vergleich ein Bauteil hergestellt im Standardprozess mit sand-
gestrahlter Substratplatte gezeigt. Auf der rechten Seite ist ein Bauteil abgeformt
mit der geschliffenen Substratplatte an der WUM 02 dargestellt. Die geringste
Oberflichenrauheit und damit die hochste Transparenz zeigt das Bauteil auf der
rechten Seite, hergestellt mit der geschliffenen Stahlsubstratplatte an der WUM
02. An der WUM 02 koénnen die Bauteile im Vergleich zur Wickert leichter ent-
formt werden, daher sollten transparente Bauteil an der WUM 02 hergestellt

werden.

Abbildung 4.9: Vergleich der Oberflichenrauheit verschieden hergestellter Bauteile.

Anhand von gebondeten Bauteilen. Links ein Bauteil abgeformt an der Wickert mit teil-
polierter Stahlsubstratplatte, mittig ein Bauteil hergestellt mit sandgestrahlter Substrat-
platte, rechts ein Bauteil hergestellt mit geschliffener Stahlsubstratplatte an der WUM
02. Das Bauteil rechts zeigt die geringste Oberflichenrauheit und damit die beste

Transparenz.
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4.1.2.6 Vermessung der abgeformten Bauteile

Die Bauteile werden, analog zu Version Eins vermessen. Insgesamt wird die
Restschicht von 81 an der WUM abgeformten Bauteilen vermessen. Die Mess-
stellen sind in Anhang B.2 gezeigt. Fiir die Abweichung der Restschichtdicke
nach Formel 4.1 ergeben sich Werte zwischen 23 pm und 118 um. Der Mittel-
wert der Restschichtdickenabweichung liegt bei 55 pym. Minimum und Maxi-
mum sind vergleichbar zu Bauteilen aus Version Eins, der Mittelwert ist um
19% geringer. Ein Muster bei der Verteilung von diinnen und dicken Bereichen
lasst sich jedoch nicht erkennen. Damit kann ein Einfluss der Anlage als Grund

fiir die keilformige Verteilung bei Version Eins ausgeschlossen werden.

Insgesamt werden 138 Mischerteile an jeweils 15, und 135 Kammerteile an je-
weils 14 Stellen vermessen. Die Messstellen sind in Anhang B.2 gezeigt. Fiir
alle Mischerteile ergibt sich mit Hilfe der Formel 4.2 eine Abweichung der Bau-
teildicke von 24 pm bis 217 pm. Der Mittelwert liegt bei 73 pm. Fiir Mischertei-
le abgeformt an der WUM, ergibt sich die mittlere Abweichung der Bauteildicke
zu 62 pm. Bei Mischerteilen abgeformt an der Wickert, betrdgt die mittlere Ab-
weichung 117 pm und ist damit um 89% hoher als an der WUM. Die Wickert-
bauteile weisen dementsprechend eine geringere Planparallelitit und somit eine
schlechtere Qualitit auf als Bauteile welche an der WUM hergestellt werden.
Analog zu Version Eins, sind die Mischerteile auf einer Seite diinner. Im Mittel
betrigt die Abweichung 17 pm. Von den 138 vermessenen Mischerteilen zeigen
128 Stiick also 93% diese Verteilung. Die diinnere Seite des Mischers befindet
sich wie bei Version Eins auB3en auf dem abgeformten Bauteil. Die diinnere Sei-
te des Mischers lésst sich durch ein verdndertes FlieBverhalten des Kunststoffes
am stark strukturierten Mikromischer erkldren. Fiir die Kammerteile zeigen sich

keine Muster.
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Bei Verwendung verschiedener Substratplatten ergeben sich erhebliche Abwei-
chungen bei den durchschnittlichen Bauteildicken. Im Folgenden werden Bau-
teile, welche an der WUM gefertigt werden, betrachtet (vgl. Kapitel 4.1.2.1 und
Kapitel 4.1.2.5). Nichttransparente Bauteile, abgeformt mit einer sandgestrahlten
Substratplatte, haben eine durchschnittliche Bauteildicke von 1,823 mm. Trans-
parente Bauteile sind im Mittel 1,511 mm stark. Damit weicht deren Bauteildi-
cke um ~300 um oder 17% von den opaken Bauteilen ab. Bei diesen Bauteilen
sind Prozessparameter und Halbzeuge zur Herstellung identisch. Entsprechend
lasst sich der Unterschied lediglich iiber die verschiedenen Substratplatten erkla-
ren. Durch die geringere Oberfldchenrauheit der geschliffenen Stahlsubstratplat-
te, wird der FlieBprozess der Kunststoffschmelze verbessert und bedingt die ge-

ringere Bauteildicke.

4.1.3 Abformung Mikrofluidikchip fiir das Metabolic Engineering

Zum Abformen wird der Messingformeinsatz fiir
die Mikrofluidikchips fiir die Stammzelldifferen-
zierung in Version Eins verwendet (vergleiche
Kapitel 4.1.1). Fiir diese Mikrofluidikchips wird
lediglich der Kammerteil des Bauteils benoétigt.

Aus diesem Grund werden im Folgenden Para-
meterkombinationen zum fehlerfreien Abformen des Kammerteils angegeben.
Zum Abformen wird die WUM 02 verwendet. Halbzeuge mit Abmessungen von

80 x 60 x 2 mm® werden aus Makrolon GP® clear 099 Plattenmaterial gesigt.
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4.1.3.1 Abformung an der WUM 02

Fiir die Abformung an der WUM 02 werden nicht getemperte Bauteile verwen-
det, da bei fritheren Abformprozesse keine Unterschiede zwischen getemperten
und nicht getemperten Halbzeugen festgestellt werden. Die Schutzfolie wird di-
rekt vor dem Prozess entfernt, die Halbzeuge werden mit Isopropanol gereinigt
und mit Stickstoff getrocknet. AnschlieBend wird die Riickseite der Halbzeuge
mit Aceton angeétzt. Es werden eine geschliffene und eine sandgestrahlte Stahl-
substratplatte eingesetzt. Der Prozessablauf und die Prozessparameter aus 4.1.1
fiir den Messingformeinsatz werden beibehalten. Bei 190°C Vorheiztemperatur

werden folgende Prozessparameter verwendet:

e Priagetemperatur: 173°C

o Prigekraft: 40 kN

e Haltezeit: 700 s.

Die Entformtemperatur ist auf 134°C eingestellt. Da sich die Entformung be-
sonders zu Beginn als schwierig erweist wird die Halbzeuggrofe auf
70 x 30 x 2 mm? verringert. Halbzeuge werden ansonsten wie oben beschrieben
vorbehandelt. Sie werden unter dem Kammerteil platziert. Die Pragekraft wird
aufgrund der Fliachenreduktion angepasst. Trotzdem gestaltet sich die Entfor-
mung schwierig. Auch mit Hilfe von Isopropanol (vgl. Kapitel 4.1.2.5) 14sst sich
nur die Hélfte der Bauteile welche mit der geschliffenen Substratplatte abge-
formt werden, aus dem Formeinsatz 16sen. In den iibrigen Féllen muss das
Formwerkzeug erhitzt werden. Erst bei Temperaturen von ~110°C kann das
Bauteil aus dem Formeinsatz gelost werden. Bei Verwendung einer sandge-
strahlten Substratplatte werden neun von zehn Bauteilen automatisch entformt.
Die Entformung wird wahrscheinlich durch die zahlreichen Poren auf dem

Formeinsatz erheblich erschwert.
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Nach der Abformung werden an den Kammerteilen die Positionierpins mit ei-
nem Teppichmesser entfernt. An den Kanalenden der Kammerteile werden mit
Hilfe eines Durchtreibers mit 1,7 mm Durchmesser Zugénge gedffnet und an-

schliefend mit einem Senker entgratet.

4.1.4 GieBen der Mikrofluidikchips zur Herstellung von

Porengradientenfilmen

Zur Herstellung dieses Mikrofluidikchips werden
drei Formeinsdtze verwendet, welche in l

Abbildung 4.10 gezeigt sind. Die Tiefe der Kani- G = NG

W g

le betrdgt in allen Formeinsdtzen 680 um. Die ﬁﬂ‘/ 2
Mikromischer haben damit die gleichen Abmes-

sungen wie im Mikrofluidikchip zur Stammzell-

differenzierung in Version Zwei. Zu Beginn wird das Aluminiumtestwerkzeug
verwendet, Abbildung 4.10a) (vgl. Kapitel 4.1.2). Im Anschluss werden sukzes-
sive zwel angepasste Formeinsitze in der IMT Werkstatt gefrist. Der erste wird
in PMMA gefrist, Abbildung 4.10b). PMMA ist lediglich als Prototypenmateri-
al geeignet, da es keine ausreichende Stabilitdt aufweist. Nach ~70 Replikatio-
nen und diversen Reinigungsschritten weist der PMMA-Formeinsatz Mikrorisse
auf. Da zusammenhéngende Polymerfilme hergestellt werden sollen, weist der
PMMA-Formeinsatz eine durchgingige Reaktionskammer auf. Der zweite an-
gepasste Formeinsatz wird in Aluminium gefrédst, Abbildung 4.10c). Er weist

einen Rand auf, um Bauteile mit einer definierten Stdrke herstellen zu konnen.

Zur Herstellung der PDMS-Bauteile, wird auf den vom Hersteller empfohlenen
Standardprozess zuriickgegriffen [55]. Da die Herstellung mit den drei Form-

einsdtzen dhnlich ist, wird sie im Folgenden zusammengefasst. Unterschiede
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zwischen den Formeinsétzen, werden ausdriicklich ausgewiesen. Der angepasste
Aluminiumformeinsatz wird auf Basis der Erkenntnisse aus der Fertigung mit

dem Aluminiumtestwerkzeug und dem PMMA-Formeinsatz konzipiert.

a)

Abbildung 4.10: Formeinsatzdesigns fiir den Mikrofluidikchip zur Herstellung von Po-
rengradientenfilmen. a) Aluminiumtestwerkzeug, mit dem Design des Mikrofluidikchips
zur Stammzelldifferenzierung Version Zwei. b) PMMA-Prototyp mit einer durchgdngi-

gen Reaktionskammer. c) Aluminiumformwerkzeug mit Rand. 1

Die Grundmasse und der Hérter werden in einem Verhéltnis von 10:1 gemischt
und verriithrt. Die Mischung wird in einem Exsikkator des Glaswerkes Wertheim
entliiftet. Besitzt der Formeinsatz einen Rand, kann die Mischung direkt in den

Formeinsatz gegossen werden. Bei Verwendung des PMMA-Formeinsatzes

' Die Abbildungen wurden von Hr. Markus Breig von der KIT Fotostelle zur Verfiigung ge-
stellt.
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muss zuvor der Rand mit Hilfe eines Klebebands abgeklebt werden. Dieser Ar-
beitsschritt muss fiir jedes zu gieBende Bauteil erneut durchgefiihrt werden und
ist in Abbildung 4.11a) dargestellt. Nach einer Ruhezeit von 5-10 min im Form-
einsatz ist die Mischung in der Regel frei von Luftblasen. Zuriickbleibende
Luftblasen kdnnen mit einem Stickstoffstrahl entfernt werden. Bei Verwendung
des PMMA-Formeinsatzes treten aufgrund der hoéheren Oberflichenrauheit
mehr Luftblasen auf, die sich schlecht 16sen lassen. Das PDMS wird bei 65°C in
einem Ofen der Firma WTB Binder Labortechnik GmbH 70-100 min ausgehir-
tet. Bei kiirzeren Aushértezeiten weisen einzelne Bauteile nicht ausgehirtete
Stellen auf. Die Bauteile werden manuell entformt. Bei dem Aluminiumtest-
werkzeug ist die Entformung einfach, allerdings kommt es hierbei aufgrund der
geringen Bauteildicken von 1,08 mm wiederholt zu Rissbildung im Bauteil. Bei
dem PMMA-Formeinsatz ist die Entformung vergleichsweise schwierig. Die
Bauteildicke von ~4 mm verhindert allerdings zuverldssig Rissbildung. Durch
das Klebeband bilden sich iiberhohte Rénder an den replizierten Bauteilen aus.

Abbildung 4.11b) zeigt diese anhand eines bereits gebondeten Bauteils.

In dem angepassten Aluminiumformeinsatz werden die Vorziige der vorhande-
nen Formeinsdtzen verbunden. Durch die Verwendung von hochfestem Alumi-
nium gemdll Euronorm AW-7075, beziehungsweise DIN-Materialnummer:
3.4365 entstehen weniger Luftblasen und sie lassen sich leichter aus dem
PDMS-Gemisch entfernen, zudem ldsst sich das Bauteil leicht entformen. Der
Rand erlaubt die definierte Herstellung von Bauteilen mit 4 mm Dicke. Gleich-
zeitig wird der Arbeitsschritt des Abklebens eingespart und eine UberhShung

der Rénder am Bauteil verhindert.
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Abbildung 4.11: Herstellung von PDMS-Bauteilen mit dem PMMA-Formeinsatz. a) Der
Formeinsatz muss vor jedem Giefsprozess mit Klebeband abgeklebt werden. b) Durch
das Klebeband bilden sich iiberhéhte Réinder am Bauteil aus. Hier dargestellt ist ein

bereits gebondeter Mikrofluidikchip. 1

Zuginge fiir die Schlduche werden fiir die angepassten Formeinsitze mit Hilfe
von Dosiernadeln der Firma EFD" Nordson ausgestanzt, um einsatzfihige struk-
turierte Mikrobauteile zu erhalten. Fiir die Zufliisse werden Dosiernadeln mit
einem AuBlendurchmesser von 0,91 mm verwendet. Der Abfluss wird mit einer

Dosiernadel mit 1,83 mm AuBlendurchmesser gestanzt.

4.1.5 Fehlerabschitzung

Im Folgenden werden die Auswirkungen eines in den Formeinsdtzen zur
Stammzelldifferenzierung vorliegenden Konstruktionsfehlers abgeschétzt, Kapi-
tel 4.1.5.1. Zum anderen werden die Auswirkungen von Abformfehlern auf die
Ausbildung des Gradienten geschétzt, Kapitel 4.1.5.2. Zur Abschdtzung der

Auswirkungen wird die Verdnderung des hydrodynamischen Widerstandes

'S Die Bilder wurden von Fr. Ludmilla Popp zur Verfligung gestellt.
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durch die Fehlstelle herangezogen. Da der hydrodynamische Widerstand neben
der Bauteilgeometrie von der dynamischen Viskositit des verwendeten Fluids

abhéngt, wird die Berechnungsformel 2.7 vereinfacht:

2L 1
" 1-0.63(hy) b
G  Geometriefaktor [1/mm?]

Im Folgenden wird lediglich auf die Verdnderung des Geometriefaktors einge-
gangen. Fiir Parallel- und Reihenschaltungen des hydrodynamischen Widerstan-
des gelten dieselben Berechnungsregeln wie fiir den elektrischen Widerstand.
Der hier benétigte hydrodynamische Widerstand einer Reihenschaltung wird als

Summe der Einzelwiderstinde berechnet [111]:

RReihe — }e1 +R2 (44)

hyd

Fiir die Berechnung des Geometriefaktors werden alle bendtigten Werte mog-
lichst konservativ angesetzt. Die Abmessungen werden aus der technischen

Zeichnung entnommen oder im 3D-Modell gemessen.

4.1.5.1 Fehlerabschitzung bedingt durch Konstruktionsfehler

Der Konstruktionsfehler liegt im Mikrofluidikchip zur Stammezelldifferenzie-
rung in Version Eins und Zwei vor. Abbildung 4.12 zeigt zwei Ausschnitte aus
der Konstruktionszeichnung des Formeinsatzes filir die Mikrofluidikchips zur

Stammzelldifferenzierung in Version Zwei. Links sind die geradlinigen Kanile
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im Anschluss an die achte Kaskade des Mikromischers abgebildet. Rechts wird
die Zellkammer mit Kanalstruktur gezeigt. Kanal bezeichnet im Folgenden die
erhabene Struktur auf dem Formeinsatz, welche im abgeformten Bauteil die Ka-
nalstruktur bildet. Da die Konzeption der geradlinigen Kanile in die Zellkam-
mer iibernommen wird [114], zeigt sowohl der Mischerteil wie auch der Kam-
merteil von Version Zwei einen Fehler. Bei dem Formeinsatz fiir den Mikroflui-
dikchip zur Stammezelldifferenzierung in Version Eins liegt der Fehler, entspre-
chend lediglich am Mischerteil vor. Man erkennt, dass die jeweils dufleren Ka-
nile breiter sind das die mittleren. Die mittleren sechs Kanéle sind 1,375 mm
breit, die duBeren 1,675 mm. Am Ende der Kanalwiinde entstehen Diisen'’. Die
Breite der Diisen an den mittleren Kanilen betragt 400 pm, die an den dufleren

690 pum.

Im Mikromischer kann sich der Konstruktionsfehler bei der Verteilung der Fliis-
sigkeiten vor der achten Mischerkaskade auswirken. Die Berechnung wird als
Reihenschaltung hydrodynamischer Widerstdnde von Einzelabschnitten bis zum
erneuten Zusammentreffen der Mischungen nach der Diise angesetzt. Fiir die
duBeren Kanile ergibt sich der Geometriefaktor des hydrodynamischen Wider-
standes zu 4.256 1/mm?3. Fir die mittleren, Kanile zu 4.735 1/mm?. Damit wei-
chen die Geometriefaktoren um 10% voneinander ab. Eine fehlerhafte Vertei-
lung der Mischungen in der achten Kaskade erscheint hierdurch méglich. Die
Leistungsféhigkeit des Mikromischers sollte diesbeziiglich untersucht werden.

Die Charakterisierung des Mikromischers wird in Kapitel 5.1 behandelt.

' Hinweis durch PD Dr. Timo Mappes
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Abbildung 4.12: Auszug aus der Konstruktionszeichnung des Aluminiumformeinsatzes.
Links sind die geradlinigen Kandle im Anschluss an die achte Kaskade des Mikromi-
schers dargestellt. Rechts ist die Zellkammer abgebildet. Man erkennt, dass die jeweils

dufSeren Kandile breiter sind.

In der Zellkammer konnte sich die Verteilung der Zellen auf die acht Kanile
unterscheiden. Die Flussrichtung durch die Zellkammer in Abbildung 4.12 ver-
lauft von unten nach oben. Fiir die dulleren Kanéle betragt der Geometriefaktor
1.355 1/mm? fiir die mittleren 2.195 1/mm?. Damit weichen die Geometriefakto-
ren in der Zellkammer um 38% voneinander ab. Eine unterschiedliche Vertei-
lung der Zellen in der Zellkammer, mit mehr Zellen in den &dufleren Kanélen ist

damit sehr wahrscheinlich.
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4.1.5.2 Fehlerabschdtzung von Abformfehlern

Bei der Abformung transparenter Bauteile konnen Mischerteile mit nicht ausge-
formten Strukturen und hochgezogenen Kanten entstehen (vgl. Kapitel 4.1.2.2
und Kapitel 4.1.2.5). Durch die Fehlstellen im Mikromischer sind abweichende
hydrodynamische Widersténde in einer Kaskade moglich. Die Verteilung der Fl-

iissigkeitsstrome von einer Kaskade auf die néchste kann dadurch gestort werden.

Nicht ausgeformte Ecken des Kanals fithren im gebondeten Bauteil zu stirkeren
Abweichungen als hochgezogene Kanten, deshalb wird dieser Fehler fiir die
Schétzung herangezogen. Aus Mikroskopaufnahmen werden die Abmessungen
des Kanalfehlers abgeschitzt. Konservativ geschétzt, ergibt sich eine Abwei-
chung iiber eine Lange von 500 um mit einer Verbreiterung des Zickzackkanals
von 400 pm auf 600 pm. Der Geometriefaktor eines intakten Kanals berechnet
sich zu 3440 1/mm?3, der eines Kanals mit den beschriebenen Fehlerabmessun-
gen zu 3310 1/mm?’. Damit weichen die Geometriefaktoren um < 4% voneinan-
der ab. Der Einfluss auf die Gradientenausbildung wird als vernachléssigbar
eingeschitzt. Die auftretenden Abformfehler in Form von unausgeformten

Strukturen im Mikromischer sind entsprechend tolerierbar.
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4.2 Bonden

Im folgenden Kapitel wird zu Beginn auf den Thermobondprozess fiir Polycar-
bonat bei der Herstellung der Mikrofluidikchips zur Stammzelldifferenzierung
in Version Eins und Zwei und der Mikrofluidikchips fiir das Metabolic Enginee-
ring eingegangen. Die Parameterkombinationen (Bondtemperatur; Bondkraft;
Haltezeit) werden im Folgenden in Form eines Tripels dargestellt. Im Anschluss
wird der PDMS-Bondprozess zur Deckelung der Mikrofluidikchips zur Herstel-
lung von Porengradientenfilmen dargestellt. Das Kapitel schlieit mit bauteil-

iibergreifenden Stabilitdtspriifungen.

4.2.1 Thermobonden Mikrofluidikchip zur Stammzelldifferenzierung

Version Eins

Zum Thermobonden werden die Heif3pragean- ST
lagen WUM 02 und 03 verwendet. Als [h!llllllll"’"‘
Membran kommt eine Millipore Membran =

w

zum Einsatz. Es wird ein Schichtaufbau aus
diinnen Stahlplatten (Stirke: 0,5 mm) und
Kaptonfolie zwischen den Substratplatten
eingesetzt, Abbildung 4.13. Fiir das vorliegende Design von Version Eins ist es
notwendig, den Bondprozess zweistufig zu gestalten [125]. Der Mischerteil wird
mit Isopropanol und Stickstoff gereinigt. Die Membran wird zuerst auf den Mi-
scherteil gebondet. AnschlieBend wird die Membran am Kammerzu- und -
abfluss sowie an den Offnungen fiir die Pins mit einer Dosiernadel der Firma
EFD" Nordson (AuBendurchmesser: 1,83 mm) und einer Pinzette gedffnet [112,
114]. Nach einem Reinigungsschritt beider Substrate mit Isopropanol und Stick-

stoff wird der Kammerteil mit Hilfe der Positionierpins aufgesetzt. Das Schlie-
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Ben des Mikrofluidikchips ist lediglich unter Zuhilfenahme einer Zange reali-
sierbar [114]. Im Anschluss wird der zusammengebaute Mikrofluidikchip in ei-

nem zweiten Bondschritt gebondet.

4.2.1.1 Bonden unter Glasiibergangstemperatur

Zu Beginn wird der Mikrofluidikchip unter Glasiibergangstemperatur mit hohem
Druck an der WUM 02 gebondet. Die Vorheiztemperatur des Ols liegt hierbei
durchwegs 10°C iiber der Bondtemperatur. Beide Bondschritte ergeben ab Pro-
zessparametern von (134°C; 10 kN; 800 s) eine gleichméfige Bondverbindung
[114]. Die Parameterobergrenzen, bis zu denen schiadigungsfrei gebondet wer-
den kann, variieren fiir den erster und den zweiter Bondschritt [114]. Schadi-
gungsfrei heift im Folgenden, dass keine Verfarbungen der Membran und keine
Kanaldeformation im Mikromischer auftreten. Verfarbungen der Membran deu-
ten auf einen Verschluss der Poren hin. Beim ersten Bondschritt kann schédi-
gungsfrei bis zu Prozessparametern von (138°C; 30 kN; 800s) oder (138°C;
10 kN; 1200 s) gebondet werden [114]. Beim zweiten Schritt bis zu Werten von
(141°C; 10 kN; 800s) beziehungsweise (138°C; 13 kN; 800 s). Eine Erhohung
der Bondkraft auf 25 kN bei 138°C, fithrt zum Verschluss der Kanéle [114]. Die
Bondfestigkeit von Bauteilen hergestellt bei (134°C; 10 kN; 800 s) ist in der
Anwendung iiblicherweise nicht ausreichend. Einige Bauteile sind jedoch &u-
Berst lange stabil und konnen mit einer Flussrate von bis zu 25 ml/min benutzt
werden. Es kommt auch bei hoher gebondeten Bauteilen zum Versagen der
Bondverbindung und dementsprechend zu Leckage am Bauteil [114]. Insgesamt
zeigt sich ein differenziertes Bild. Die Planparallelitét der Bauteile und die End-
bearbeitungsschritte konnten neben den Prozessparametern einen Einfluss auf

die Bondstabilitat haben [114].
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Substratplatte

-4— Dinne Stahlplatte

Kaptonfolie
Mikrofluidikchip ———

Diinne Stahlplatte

Substratplatte
Abbildung 4.13: Schichtaufbau zum Thermobonden der Mikrofluidikchips zur

Stammzelldifferenzierung Version Eins.

4.2.1.2 Bonden iiber Glasiibergangstemperatur

Um hohere Bondfestigkeiten zu erreichen wird ein Bondprozess iiber Glasiiber-
gangstemperatur mit geringer Kraft angestrebt. Gebondet wird an der WUM 02
und der WUM 03. Hierzu werden die Parameter fiir den ersten Schritt auf
(138°C; 10 kN; 800 s) festgesetzt. Bei diesen Parametern sollte eine Schadigung
auf jeden Fall vermieden werden. Bei Ubernahme des Bondprozesses auf die
WUM 03 zeigt sich, dass der Bondprozess auch ohne Vakuum ausgefiihrt wer-
den kann. Die Gesamtprozesszeit bei 138°C verkiirzt sich dadurch um 17% von
48 min auf 40 min. Fiir den zweiten Bondschritt werden zu Beginn die Prozess-
parameter (150°C; 1,6 kN; 800 s) getestet. Hierbei sinkt die Zellkammer ein.
Abbildung 4.14 zeigt das Einfallen des Kammerteils schematisch und in der Re-
alitiat. Eine Reduktion der Kraft auf 1 kN bringt keine Verbesserung. Die Tem-
peratur wird sukzessive von 150°C bis 145°C reduziert. Auch bei (145°C; 1 kN;
800 s) sinkt die Kammer in drei von acht Féllen noch ein. Da 145°C bereits au-

Berhalb des Glasiibergangsbereichs der Polycarbonatfolie und der Membran lie-
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gen, wird der Versuch abgebrochen. Stattdessen werden 27 optisch fehlerlose

Bauteile mit (138°C; 13 kN; 800 s) fiir das ZI 11 gefertigt.

V

Kammerteil

Membran

Mischerteil

Abbildung 4.14: Einfallen des Kammerteils. Schematisch (links) und eine Aufnahme

eines verschlossenen Kammerteils (rechts).

4.2.1.3 Langzeitbondversuche

Neben einer Temperaturerh6hung iiber den Glasiibergangsbereich sollen auch
Haltezeiten im Bereich von mehreren Stunden die Bondfestigkeit erhhen [97].
Hierbei werden die Mikrofluidikchips im zweiten Schritt in zwei Stufen gebon-
det. Der Prozessgraph eines Langzeitbondversuchs ist in Anhang A.4 dargestellt.
Die Versuche werden an der WUM 03 in normaler Atmosphéare durchgefiihrt. In
der ersten Stufe werden die Mikrofluidikchips bei Werten von (138°C; 13 kN;
800 s) gebondet. Nach Ablauf der Haltezeit folgt die zweite Stufe. Die Bauteile
werden 2 h unter Beibehaltung der Bondkraft bei 120°C gebondet. Wihrend des
Versuchs muss die Vorheiztemperatur von 148°C auf 127°C nachgeregelt wer-

den, um die gewiinschte Bondtemperatur halten zu kénnen.

Um mogliche Kanaldeformationen durch den Langzeitversuch auszuschliefen
werden die Zickzackkanédle vor und nach dem Langzeitbondversuch vermessen.
Die Zickzackkanile haben die kleinsten Abmessungen. Aufler bei einem Kam-
mereinfall, sind Deformationen hier am ehesten erkennbar. Mit einem Mikro-

skop werden 5-fach vergroBerte Aufnahmen an der jeweils gleichen Position
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angefertigt. Die Kanalbreite wird in allen 12 Aufnahme mit der Software Ana-
lySIS an 3-4 Stellen gemessen. Anhand der Messwerte ergibt sich eine gemittel-
te Abweichung von < 1,6%. Eine Kanaldeformation durch das Langzeitbonden

kann entsprechend ausgeschlossen werden.

4.2.1.4 Optimierung der Transparenz

Die Optimierung der Transparenz der Mikrofluidikchips zur Stammzelldifferen-
zierung Version Eins ist lokal auf die Zellkammer beschrénkt. In der Abformung
werden entweder diinne Folien oder Stahlplittchen untergelegt oder es wird eine
teilpolierte Substratplatte verwendet (vgl. hierzu Kapitel 4.1.1.1). Tabelle 5 fasst
die sich ergebenden Charakteristika zusammen. Transparenz und Héhenunter-
schied ergeben sich aus der Abformung. Im Folgenden werden Mikrofluidik-
chips abgeformt mit untergelegten Substraten als Substratbauteile bezeichnet.
Bauteile abgeformt mit der teilpolierten Substratplatte werden als teilpolierte

Bauteile bezeichnet.

Bei Substratbauteilen muss der Héhenunterschied beim Thermobonden ausge-
glichen werden, ansonsten kommt um die Zellkammer keine Bondverbindung
zustande. Optimal ist ein Ausgleich des Hohenunterschieds durch das zur Ab-
formung verwendete Substrat. Das Substrat wird auf dem verdnderten Bereich
des Bauteils eingepasst. Die Einpassung muss so exakt wie moglich sein. Teil-
polierte Bauteile konnen dagegen im tiiblichen Prozessablauf gebondet werden.
Substratbauteile weisen durch den Hohenunterschied eine geringere Rest-
schichtdicke iiber der Zellkammer auf und fallen daher mit hoherer Wahrschein-
lichkeit an der Zellkammer ein [114]. Beim Bonden iiber Glasiibergangstempe-
ratur fallen alle elf verwendeten Substratbauteile an der Zellkammer ein. Bei den
teilpolierten Bauteilen sind immerhin fiinf von 17 fehlerlos. Bei Letzteren ist

insbesondere die nicht vorhandene Reproduzierbarkeit der Bondvorginge, iiber
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alle getesteten Temperaturen, aufféllig. Die durchschnittliche Bauteildicke kann
hier als Einflussfaktor ausgeschlossen werden. Allerdings variiert die Bauteildi-
cke an der Zellkammer im Vergleich zu den iibrigen Messwerten zum Teil er-
heblich, Anhang A.5. Dies verhindert moéglicherweise das Einsinken der Zell-
kammer durch eine lokal verringerte Bondkraft. Zusammenfassend zeigt sich,
dass die lokale Optimierung der Transparenz der Bauteile liber der Zellkammer
zu Komplikationen im Bondprozess flihrt. Lediglich die teilpolierten Bauteile
konnen zumindest unter Glasiibergangstemperatur ohne Einschrinkung ther-
misch gebondet werden. Vollstindig transparente Bauteile konnten aufgrund
einer einheitlichen Bauteilstirke die Komplikationen vermeiden. Zudem kdnnte

ein Temperprozess der abgeformten Bauteile Varianzen verhindern [121].

Tabelle 5: Zusammenfassung der Charakteristika der drei Strategien zur Optimierung

der Transparenz

Diinne Folien = Stahlplittchen  Teilpolierte Sub-

stratplatte

Transparenz Glasklar

Hohenunterschied <100 pm 200 pm 20-30 um

Ausgleich notwendig ja ja nein
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4.2.2 Thermobonden Mikrofluidikchip zur Stammzelldifferenzierung

Version Zwei

Zum Thermobonden der Mikrofluidikchips
werden WUM 02 und WUM 03 verwendet. Als
Membran kommt fiir die biologische Anwen-

dung eine teilperforierte Membran zum Einsatz.

Fiir Zug- und Berstversuche werden auch eine
Millipore und eine it4ip Membran weil} einge-
setzt (vgl. hierzu Kapitel 4.2.5). Der Schichtaufbau wird je nach Bedarf variiert.
Zu Beginn wird der bekannte Schichtaufbau aus Abbildung 4.13 beibehalten.
Die Positionierpins werden in diesem Formeinsatzdesign angepasst, sodass die
Mikrofluidikchips einfach geschlossen werden konnen und die zugehorigen Ver-
tiefungen nicht mehr gedffnet werden miissen [114]. Die betreffenden Aus-
schnitte aus der Konstruktionszeichnung des Formeinsatzes sind in Abbildung
4.15 links abgebildet. Detail W zeigt den spateren Pin. Detail V die zugehorige
Vertiefung auf dem Mikrofluidikchip. Erste Bondversuche werden analog zum
Bondprozess fiir Mikrofluidikchips der ersten Version durchgefiihrt. Der Zu-
sammenbau der Mikrofluidikchips mit den {iberarbeiteten Pins ist mit gerings-
tem Kraftaufwand méglich. Die Pins rasten hérbar in die Offnungen ein.
Gleichzeitig halten die Pins die Bauteile gut zusammen. Die gebondeten Bautei-
le werden einem Fliissigkeitstest unterzogen. Die Fehlstellen im Formeinsatz
(vgl. Kapitel 4.1.2) bedingen keine Leckage. Wie Abbildung 4.15 rechts zeigt,

konnen die Kanéle fliissigkeitsdicht gebondet werden.
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Abbildung 4.15: Bonden von Mikrofluidikchips zur Stammzelldifferenzierung Version
Zwei. Die beiden Bauteile werden mit Hilfe von Pins zueinander positioniert. Erste
Fliissigkeitstests mit den Mikrofluidikchips fiir die Stammzelldifferenzierung Version

zwel.

4.2.2.1 Bonden unter Glasiibergangstemperatur

Es zeigt sich, dass die Mikrofluidikchips auch in einem Schritt gebondet werden
konnen (vgl. hierzu Kapitel 3.2.2). Hierzu werden zuerst beide Bauteile und die
Membran mit Isopropanol und Stickstoff gereinigt. Die teilperforierte Membran
ist mit einer Stirke von 50 um leichter handhabbar als die diinnere Millipore
Membran. Sie kann entsprechend gereinigt werden, ohne sich statisch aufzula-
den [114]. AnschlieBend wird die Membran auf den Mischerteil aufgelegt. Off-
nungen fiir die Pins werden mit einer diinnen Pinzette oder einem Skalpell er-
zeugt. Der Kammerteil wird in den Mischerteil geklickt und in einem Schritt
thermisch gebondet. Zugpriifungen zeigen, dass die Prozessierung in einem
Bondschritt nicht zu geringeren Bondfestigkeiten fiihrt (vgl. hierzu Kapitel
4.2.5). Die reine Anlagenlaufzeit beim Thermobonden der Mikrofluidikchips zur

Stammzelldifferenzierung in Version Zwei ldsst sich entsprechend um 50% be-
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ziehungsweise 40 min reduzieren ohne negative Folgen fiir die Bondstabilitét.
Die Mikrofluidikchips werden unter Glasiibergangstemperatur ebenfalls ab Wer-
ten von (134°C; 10 kN; 800 s) gleichméBig gebondet. Eine Beschrinkung der
Bondparameter auf (138°C; 13kN; 800s) liegt nicht vor. Wird an der Wickert
abgeformt, weisen die Bauteile grofere Abweichungen der Bauteildicke nach
Formel 4.2 auf. Die Abweichung der Bauteildicke betrdgt im Mittel 125 pm. Bei
Bauteilen welche an den WUM-Heillprigeanlagen abgeformt werden lediglich
58 um. Die erhohte Abweichung muss durch eine ~1 mm starke Silikonschicht
ausgeglichen werden. Ohne Silikon kann bei (134°C; 10 kN; 800 s) ansonsten
keine durchgéngige Bondverbindung erreicht werden. Die Silikonfolie wird
nicht mit dem Bauteil in Kontakt gebracht, um Kanaldeformationen zu vermei-

den, stattdessen wird sie zwischen den Platten in den Stapelaufbau integriert.

4.2.2.2 Optimierung der Transparenz

Um die glasklare Transparenz der abgeformten Bauteile beim Thermobondpro-
zess beizubehalten, sind die Kaptonfolien nicht ausreichend: die Strukturierung
der diinnen Stahlplatte wird auf das Bauteil iibertragen. Zudem kann ein Einfluss
der Kaptonfolie auf den Bondprozess nicht ausgeschlossen werden'®. Alternativ
konnen einseitig hochglanzpolierte vernickelte und verchromte Messingplatten
der Firma Nicrom, im Folgenden auch als Chromplatten bezeichnet oder ge-
schliffene Stahlplatten verwendet werden, Abbildung 4.16. Unebenheiten wer-
den durch ~1 mm Silikon ausgeglichen. Durch die geringe Oberfldchenrauheit
der Platten haften die Mikrofluidikchips nicht an diesen und die Transparenz der

Mikrofluidikchips wird nicht beeintrichtigt.

'8 Die Strukturierung des Mikrofluidikchips wird beispielsweise regelméfig in die Kaptonfo-
lie ibertragen.
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Substratplatte

a)

Chromplatten Geschliffene

:7 Stahlplatten

Substratplatte

Abbildung 4.16: Schichtaufbauten bei optimierter Transparenz der Mikrofluidikchip. a)
Einsatz von Chromplatten mit einer Stirke von jeweils 2 mm zwischen den Aluminium-
substratplatten. Eine Silikonfolie gleicht Unebenheiten aus. b) Verwendung von ge-
schliffenen Stahlplatten mit geringer Oberflichenrauheit und einer Stdrke von jeweils

1 mm.

4.2.2.3 Bonden iiber Glasiibergangstemperatur

Zur Erhéhung der Bondfestigkeit wird das Potential des neuen Designs fiir das
Bonden iiber Glasiibergangstemperatur gepriift. Die Versuche werden an der
WUM 02 ohne Vakuum mit den Schichtaufbauten aus Abbildung 4.16 durchge-
fiihrt. Die Zickzackkanile werden zur Uberpriifung der Versuchsergebnisse wie
in Kapitel 4.2.1.2 beschrieben mit dem Mikroskop vermessen, um Kanaldefor-
mationen auszuschlieBen. Aufgrund der Hohe der Schichtaufbauten und der
Verwendung einer wiarmeddmmenden Silikonschicht konnte an der Bondfléche
nicht die vorgesehene Temperatur erreicht werden [126]. Zudem ist die minimal
mogliche Bondkraft bisher nicht bekannt. Die Kraftmessdose der WUM 02 ist
auf hohe Krifte optimiert [127]. Die Maximalkraft liegt bei 250 kN. Zu Beginn
der Versuchsreihe werden dementsprechend die an der Bondflache real anlie-

gende Temperatur und die minimal mégliche Bondkraft ermittelt.

Zur Charakterisierung der Temperatur an der Bondfliche wird ein Ni-Cr-Ni

Thermoelement Typ K mit einem Aufendurchmesser von 0,5 mm im Mikroflu-
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idikchip platziert', Abbildung 4.17. Die Messunsicherheit des Thermoelements
betragt nach Herstellerangaben < +2,5°C. Die Heillpriageanlage verwendet die in
der unteren Substratplatte gemessene Temperatur zur Steuerung des Programms.
Stimmt diese Temperatur mit der Temperatur des Thermoelements iiberein, liegt
an der Bondfldche die gewiinschte Temperatur an. Fiir diesen Versuch wird der
Schichtaufbau mit den Chromplatten verwendet, Abbildung 4.16a). Es zeigt
sich, dass die Temperaturen ab 100°C lediglich im Nachkommabereich vonein-

ander abweichen. An der Bondflache liegt demzufolge wéhrend der Haltezeit

die eingestellte Temperatur an, Abweichungen sind vernachléssigbar.

Abbildung 4.17: Mikrofluidikchip mit integriertem Thermoelement, zur Charakterisie-

rung der realen Temperatur an der Bondverbindung.

Die minimal zuldssige Eingabe fiir die Bondkraft in das Steuerungsprogramm
sind 0,02 kN. Im Rahmen von Thermobondversuchen und mittels einer handels-
iiblichen analogen Personenwaage wird allerdings festgestellt, dass erst Bond-

kréfte ab 0,04 kN tatsdchlich zuverléssig gehalten werden.

Beim Bonden iiber Glasiibergangstemperatur spielt zudem die Vorheiztempera-

tur eine entscheidende Rolle. Ist diese zu niedrig gewahlt, dauert der Heizpro-

' Die Umsetzung der Temperaturcharakterisierung erfolgt in Zusammenarbeit mit Dipl.-Ing.
Marc Schneider.
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zess bis zu 30 min. Mit fallender Heizgeschwindigkeit sinkt jedoch die Glas-
iibergangstemperatur, dementsprechend muss die Differenz zwischen Bond- und
Vorheiztemperatur beim Bonden iiber der Glasiibergangstemperatur > 10°C
betragen. Mit den Chromplatten kann kein fehlerfreies Bondergebnis erreicht
werden. Moglicherweise fiihrt die Hohe des Gesamtaufbaus, die der maximalen
Einbauhdhe an der WUM 02 entspricht, zu Fehlern im Prozessablauf. Ein Aus-
tausch der Chromplatten gegen die diinneren Stahlplatten, Abbildung 4.16b) er-
moglicht eine gleichmaBige, fehlerlose Bondverbindung. Nicht getemperten
Bauteile konnen bei Bondparametern von (152°C; 0,04 kN; 400 s) und einer
Vorheiztemperatur von 165°C fehlerlose gebondet werden. Bauteile, welche vor
dem Bondprozess > 2 Wochen bei 120°C getempert werden, kdnnen bei (160°C;
0,04 kN; 400 s) und einer Vorheiztemperatur von 175°C gebondet werden. Die-
ses Ergebnis ldsst sich mit drei Bauteilen replizieren. Bauteile welche 48 h bei
120°C getempert und anschlieBend gebondet werden, zeigen bei Bondparame-
tern von (160°C; 0,04 kN; 400 s) Kanaldeformationen. Die Temperatur muss um
2,5% bis auf 156°C reduziert werden. Bei Bondparametern von (156°C;
0,04 kN; 400 s) mit einer Vorheiztemperatur von 175°C konnen 48 h getemperte
Bauteile fehlerlos gebondet werden. Dieses Ergebnisses ldsst sich im Folgenden

iiber acht Bondvorgénge uneingeschrinkt replizieren.

Bei Temperprozessen nehmen die inneren Spannungen des Bauteils ab. Geringe-
re innere Spannungen sollen zu einer hoheren Formstabilitdt beim Thermobon-
den fiithren [89]. Da die Bauteile allerdings mit dem spannungsarmen Heil3pra-
geverfahren hergestellt werden, wird der Einfluss des Temperprozesses mittels
Polarisationsinterferenzkontrastverfahren® gepriift. Der Spannungszustand des
Bauteils kann dabei qualitativ erfasst werden [128, 129]. Hierbei sind die hohe-

ren Ordnungen der Interferenzfarben als Farbstreifen beobachtbar. Je dichter die

" Die Umsetzung der Polarisationsanalyse wurde von PD Dr. Timo Mappes betreuend unter-
stiitzt.
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Farbstreifen sind, desto hoher ist die innere Spannung der Bauteile. Bei geringe-
rer Bauteilspannung ist der Ubergang zwischen den Ordnungen weniger stark
ausgepragt: die Farbstreifen wirken verwaschen. Um den beobachteten Einfluss
des Temperprozesses auf das Bondergebnis zu verifizieren, werden zwei Bautei-
le vor und nach dem Temperprozess untersucht. Die Bauteile werden an einem
Olympus BH-2 Mikroskop in jeweils drei Messreihen mit jeweils acht Messstel-
len analysiert. Abbildung 4.18 zeigt beispielhaft zwei Aufnahmen des Pins vor
(links) und nach (rechts) dem Temperprozess. Weitere Aufnahmen sind in An-
hang D gezeigt. Die Abnahme der inneren Bauteilspannung ist anhand der ver-

waschener wirkenden Farbstreifen nach dem Temperprozess eindeutig erkennbar.

Abbildung 4.18: Aufnahmen des Pins auf dem Mikromischer im Polarisationsinterfe-
renzkontrastverfahren vor (links) und nach (rechts) einem Temperprozess bei 120°C

tiber 48 h.

4.2.2.4 Vergleichvon Bondverbindungeniiberundunter Glasiibergangstemperatur

Neben dem Stabilitétstest, Kapitel 4.2.5, sollen die Bondverbindungen optisch
charakterisiert werden. Auf iibliche Querschliffe wird verzichtet, da Polycarbo-
nat sich vergleichsweise schlecht verarbeiten ldsst und eine Schéidigung der
Membran befiirchtet wird. Stattdessen werden gebondete Bauteile in fliissigem

Stickstoff bei mindestens -130°C gekiihlt, anschlieBend wird ein Sprédbruch
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ausgeldst. Zur Herstellung von Testteilen wird die Makrolon® GP clear 099 Po-
lycarbonatplatte und die teilperforierte Membran verwendet. Die AuBlenabmes-
sungen der Testteile sind 13 x 76 mm? Unter Glasiibergangstemperatur wird bei
Werten von (138°C; 13 kN; 800 s) und einer Vorheiztemperatur von 148°C ge-
bondet. Uber Glasiibergangstemperatur werden Werte von (156°C; 0,04 kN;
400 s) bei einer Vorheiztemperatur von 175°C angewandt. Die Testteile werden
angesdgt, da sie ansonsten nicht gebrochen werden konnen. Jeweils ein Testteil
wird 10 min in eine Thermoskanne, die mit fliissigem Stickstoff gefiillt ist, ge-
taucht und anschliefend gespalten. Die entstehenden Bruchflachen werden am
REM analysiert. Wie in Abbildung 4.19a) - d) gut erkennbar, liegt bei Bauteilen,
die unter Glasiibergangstemperatur gebondet werden, keine formschliissige Ver-
bindung vor. Abbildung 4.19¢) - h) zeigt die iiber Glasiibergangstemperatur ge-
bondeten Testteile. Es ist gut erkennbar, dass zwischen dem Makrolon® und der

Membran eine homogene, gleichméfige Verbindung entstanden ist.
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I

v

Abbildung 4.19: REM Aufnahme gebondeter, sprodgebrochener Testteile, die Pfeile
markieren die Bondverbindung. a) - d) Unter Glasiibergangstemperatur gebondet. b)
und d) zeigen jeweils vergroferte Ausschnitte aus den Aufnahmen links. e) - h) Uber
Glasiibergangstemperatur gebondet. g) und h) zeigen vergrifierte Ausschnitte aus Auf-

nahme e).
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4.2.3 Thermobonden Mikrofluidikchip fiir das Metabolic Engineering

Zum Thermobonden werden die Heillprage-
anlagen WUM 02 und 03 eingesetzt. In den
Mikrofluidikchips fiir das Metabolic Engi-
neering wird eine teilperforierte Membran

eingesetzt. Diese weist die hochste Stérke

von 50 um auf, diinnere Membranen ver-
formen sich beim Bonden und sinken bis auf
den Boden der Kammer. Im Extremfall bonden sie an den Kammerboden. Um
die Transparenz aufrecht zu erhalten, werden die Schichtaufbauten mit Chrom-
platten oder geschliffenen Stahlplatten aus Abbildung 4.16, mit einer ~1 mm
starken Silikonschicht eingesetzt. Da die Positionierpins hier nicht einsetzbar
sind, miissen die beiden Kammerteile und die Membran vorsichtig in die Anlage
eingelegt werden. Die Kammern beschrinken die Parameterwahl beim Thermo-
bonden (vgl. Kapitel 4.2.1). Um ausreichende Bondfestigkeiten zu erreichen
wird ein losemittelunterstiitztes Thermobondverfahren eingesetzt. Passende Lo-
semittel werden iiblicherweise mit Hilfe des Hildebrand Loslichkeitsparameters
bestimmt [38]. Auf Basis von Literaturangaben [38] werden Isopropanol und
Ethanol gewahlt, die Kontaktzeit fiir Ethanol wird auf 11 min, die fiir Isopropa-

nol auf 5 min festgesetzt.

4.2.3.1 Losemittelunterstiitztes Thermobonden

Bei ersten Versuchen wird das Losemittel in eine Glaspetrischale gegeben und
die Membran {iber die Kontaktzeit eingelegt. AnschlieBend wird die Membran
mit einem Stickstoffstrahl getrocknet. Die Membran wird auf einen gereinigten
Kammerteil gebondet. Als Bondparameter werden (138°C; 13 kN; 800 s) ge-

wiahlt. Da im Folgenden unter Glasiibergangstemperatur gebondet wird, ist die
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Vorheiztemperatur durchwegs 10°C hoher als die Bondtemperatur. Ein manuel-
ler Abzugtest zeigt fiir beide Membranen eine hohere Haftfestigkeit als beim
Bonden ohne Losemittel. Die Haftfestigkeit mit Isopropanol ist hoher als bei der
Verwendung von Ethanol. Da zudem die Kontaktzeit kiirzer ist, wird im Fol-
genden Isopropanol verwendet. Die Haftfestigkeit bei Kontaktzeiten von 5 min
beziehungsweise 7 min werden mittels Zugpriifungen verglichen (vgl. Kapitel
4.2.5). Bei einer 5-miniitigen Kontaktzeit sind Mittelwert und Standardabwei-
chung um ~10% besser. Weitere Experimente werden entsprechend mit 5-
miniitiger Kontaktzeit durchgefiihrt. Die Bondstabilitit kann durch die Losemit-
telunterstiitzung um 72% erhoht werden (vgl. Kapitel 4.2.5).

Um eine Bondstabilitdt zu erhdhen, werden die Membranen nach dem Einlegen
in Isopropanol nicht mittels Stickstoffstrahl getrocknet sondern vorsichtig mit
einem fusselfreien Papiertuch. Die Membran wird zwischen zwei gereinigte
Kammerteile eingelegt. Ein Thermobondprozess bei (134°C; 10 kN; 800 s) wird
umgehend gestartet. Auf diese Weise gebondete Mikrofluidikchips lassen sich
manuell nur sehr schwer 6ffnen, iiber dem perforierten Bereich der Membran
kann die Bondverbindung nicht gelost werden. Mit dieser Vorgehensweise wer-
den fiinf Mikrofluidikchips zur Ubergabe an das BI gebondet. Wiederholt wer-
den feucht wirkende Stellen durch Losemittelreste im perforierten Bereich beo-
bachtet, Abbildung 4.20, es besteht jedoch auch an diesen Stellen eine Bondver-
bindung. Durch eine Auslagerung bei erhdhten Temperaturen sollten sich Lose-

mittelreste entfernen lassen.

Einige Bauteile sinken an der Kammer ein. Das Einsinken der Kammern lasst
sich auf die geringere Schichtdicke iiber den Kammern bei transparenten Bautei-
len zuriickzufiihren (vgl. Kapitel 4.1.2.6). Um die Restschichtdicke dauerhaft
konstant zu halten, kdnnte eine Substratplatte mit Blende eingesetzt werden, die

allerdings den Abformprozess wiederum erschweren kdnnte.
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Abbildung 4.20: Gebondeter Mikrofluidikchip fiir das Matabolic Engineering.

Feucht wirkende Stellen im perforierten Bereich der Membran sind rot markiert.

4.2.4 Bonden Mikrofluidikchip zur Herstellung von Porengradientenfilmen

Bei allen im Folgenden beschriebenen Bondprozessen wird ein Ofen der Firma
WTB Binder Labortechnik GmbH genutzt. Die Glasobjekttréger sind in der Re-
gel von der Firma Brand GmbH & Co KG.
Chemisch modifizierte Glasobjekttriger wer-
den verwendet um die Haftung der Membran
am Glasobjekttrager zu erhohen [130] (vgl.

Kapitel 5.4). Diese werden vom Kooperations-

partner am ITG zur Verfiigung gestellt. k

4.2.4.1 Beschichtung mit unvulkanisiertem PDMS

Zu Beginn wird ein Bondprozess mit einer Beschichtung aus unvulkanisiertem
PDMS eingesetzt [102]. Hierzu wird ein Tropfen PDMS auf einen Glasobjekt-
trager aufgebracht [131]. Ein zweiter Glasobjekttrager wird auf dem ersten plat-
ziert. Die Glasobjekttriger werden vorsichtig gegeneinander verschoben bis sich

eine gleichméfige PDMS Schicht ausbildet. AnschlieBend werden die Glasob-
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jekttrager bei 65°C im Ofen vorgehértet und auf die PDMS-Mischerteile aufge-
setzt. Die gedeckelten Bauteile werden bei 65°C fiir 60 min gehértet [131]. Jedes
Bauteil wird mit einem Gewicht von 400 g beschwert [132]. Es werden Vorhért-
zeiten von 0, 5, 10, 15, 20 und 25 min getestet. Je kiirzer die Glasobjekttriger
vorgehértet werden, desto stabiler sollte die Bondverbindung sein. Bei Vorhart-
zeiten von weniger als 10 min kommt es zum Verschluss von Kanélen. Beson-
ders giinstig sind Vorhértzeiten von 10-15 min. Bei allen Bauteilen werden al-
lerdings unvernetzte Stellen beobachtet. Diese konnten durch eine inhomogene
Druckverteilung bedingt durch die iiberhohten Rénder bei Herstellung der
PDMS-Bauteile aus dem PMMA-Formeinsatz ausgelost werden (vgl. Kapitel
4.1.4). Die entstehende Schichtdicke des PDMS kann zudem nicht kontrolliert
werden, wodurch inhomogene Bondverbindungen entstehen. In der Anwendung
beschrinkt dieses Bondverfahren die Flussraten auf 5-8 ml/min*', dementspre-

chend wird die Bondstrategie fiir diese Anwendung im Folgenden optimiert.

4.2.4.2 Beschichtung mit Hérter

Alternative Verfahren nutzen den Hérter des PDMS-Kits fiir die Beschichtung
der Glasobjekttriger [18, 104]. Ein Vorhérteschritt entfdllt bei dieser Bondstra-
tegie. Analog zur Beschichtung mit unvulkanisiertem PDMS werden anfangs
einige Tropfen Harter auf den Glasobjekttrager aufgebracht und mit einem zwei-
ten Glasobjekttrager verteilt. Die Bauteile werden bei 65°C fiir 45 min unter Be-
lastung gehértet. Die inhomogene Verteilung der Hérterschicht fiihrt jedoch in

67% der Versuche zum Kanalverschluss.

Zur Optimierung der Homogenitdt wird eine Beschichtungswalze aus Stahl aus

einer handelsiiblichen Tapetennahtrolle angefertigt [133], Abbildung 4.21. Der

2! Flussrate pro Spritze. Es werden jeweils zwei Spritzen verwendet.
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Harter wird in eine Glasschale gegeben und von dort mit der Beschichtungswal-
ze aufgenommen. Die Beschichtungswalze hat eine Breite von 43 mm und einen
Umfang von 110 mm. Der Glasobjekttriger, mit AbmafBlen von 26 x 76 mm?
kann somit in einem Abstrich beschichtet werden. Die Beschichtungswalze hat
ein Eigengewicht von 300 g, wodurch keine zusétzliche Kraft aufgebracht wer-
den muss. Mit Hilfe der Beschichtungswalze lassen sich homogene, sehr diinne,
reproduzierbare Schichten auf dem Glasobjekttrager erzeugen. Durch die Plat-
zierung des PDMS-Bauteils auf dem liegenden Glasobjekttrager beim Zusam-
menbau werden Kanalverschliisse vermieden. Mittels Beschichtungswalze pro-
zessierte Mikrofluidikchips werden ohne zusitzliche Gewichte ausgehértet. Die
Aushirtezeit betrdgt 60 min bei 65°C. Die Fehlerrate reduziert sich auf 27%. Die
Bauteile kénnen mit einer Flussrate von mehr als 15 ml/min**, ohne Schidigung
der Bondverbindung, genutzt werden [134]. Bei dieser Flussrate wird der
Mikrofluidikchip iiber 100-mal pro Minute vollstindig befiillt. Die Beschich-
tungswalze ermoglicht entsprechend ein einfaches und zuverldssiges Bondver-

fahren bei Beschichtung der Glasobjekttrager mit Hérter.

Abbildung 4.21: Zur Beschichtung der Mikrofluidikchips gefertigte Beschichtungswalze. %

*2 Flussrate pro Spritze. Es werden jeweils zwei Spritzen verwendet.
# Das Bild wurde von Fr. Ludmilla Popp zur Verfiigung gestellt
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4.2.4.3 Verwendung modifizierter Glasobjekttriager

Die im Folgenden eingesetzten PDMS-Bauteile werden durchwegs mit dem an-
gepassten Aluminiumformeinsatz hergestellt. Die chemische Modifikation der
Glasobjekttriger wird am ITG vorgenommen. Um die verbesserte Haftung der
Membran am Glas nutzen zu konnen, darf der Glasobjekttriger beim Bonden
nicht mit Hérter beschichtet werden. Stattdessen miissen die PDMS-Bauteile
beschichtet werden. Da eine direkte Beschichtung des PDMS-Bauteils zu Ka-
nalverschluss fiihrt [133], wird ein Stempelverfahren [104] eingesetzt. Als Hilfs-
werkzeug wird eine Glasplatte eingesetzt [133], die mit der Beschichtungswalze
gleichméfig mit dem Hérter beschichtet wird. Das PDMS-Bauteil wird auf die
Glasplatte aufgelegt und angepresst. Sobald eine homogene Benetzung des
PDMS-Bauteils ohne Lufteinschliisse vorliegt, wird das Bauteil von der Glas-
platte gelost, passgenau auf den modifizierten Glasobjekttriger aufgelegt und
angepresst. Sobald der Hérter eine homogene Verteilung aufweist, wird der
Mikrofluidikchip bei 65°C mindestens 60 min gebondet. Mit dem Stempelver-
fahren reduziert sich die Fehlerrate in der Produktion auf 7%. Das Fertigungs-
verfahren mit modifizierten Glasobjekttrigern kann dementsprechend als
schnell, einfach und zuverlissig charakterisiert werden [133]. In der Anwendung
zeigen die Bauteile eine vergleichbare Stabilitidt wie bei der Beschichtung des

Glasobjekttrigers mit Hérter.

4.2.5 Stabilitétspriifung gebondeter Mikrofluidikchips

Im Rahmen der Stabilitdtspriifung werden vorwiegend Polycarbonatstapelauf-
bauten, aber auch PDMS-Bauteile gepriift. Zur Priifung der Polycarbonat-
stapelaufbauten werden Zugpriifteile oder Mikrofluidikchips zur Stammzelldif-
ferenzierung in Version Eins oder Zwei eingesetzt. Zugpriifteile werden als Sta-

1®

pelaufbauten aus unstrukturiertem Makrofol™ DE 1-1 Polycarbonatplatten mit
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Abmalen von 13 x 38 x 1 mm hergestellt. Die Mikrofluidikchips zur Stamm-
zelldifferenzierung weisen eine geringe Abweichung der Bondflidche von ~1%
auf, diese wird im Folgenden vernachléissigt. Im Rahmen der Stabilitétspriifung
werden alle verfligbaren Membranen (vgl. Kapitel 2.2.1, Tabelle 3) charakteri-
siert. Im folgenden Kapitel wird zu Beginn die bekannte Literatur zur Bond-
stabilitit zusammengefasst. Die realen Anforderungen an die Bondstabilitét
werden im Rahmen einer Druckmessung erfasst, Kapitel 4.2.5.2. Im Rahmen der
Messungen werden Druckkennlinien fiir die Mikrofluidikchips im experimentel-

len Aufbau erzeugt. Im Anschluss werden die Zug- und Bersttests dargestellt.

4.2.5.1 Zusammenfassung der Literatur

Im Folgenden wird zu Beginn auf die erreichbaren Bondfestigkeiten fiir Ther-
moplaste und anschlieend auf die fiir PDMS eingegangen. Da fiir Polycarbona-
te keine ausreichende Datenbasis vorliegt muss auch auf andere Thermoplaste

zuriickgegriffen werden.

Lui et al. (2001) [135] berichten von Bondfestigkeiten in PC-Bauteilen. Gebon-
det wird unterhalb des Glasiibergangs. Die Verbindung hélt bis zu einer angeleg-
ten Kraft, dquivalent zu einem Druck von 1,03 MPa. Sun et al. (2006) [99] bon-
den PMMA iiber der Glasiibergangstemperatur. Die Bondfestigkeit wird als
Quotient aus der gemessenen Bruchkraft und der gebondeten Flache berechnet.
Die Bruchkraft wird aus Zugpriifungen mit sich iiberlappenden PMMA Test-
streifen gewonnen. Es ergibt sich eine Bondfestigkeit von 2,15 MPa. Eine aus-
fithrlichere Studie, ebenfalls mit PMMA, von Zhu et al. (2007) [97] verwendet
ein Testsubstrat mit heilgepriagter Kanalkreuzung und einem unstrukturiertem
Deckel. Gebondet wird hierbei unter dem Glasiibergangsbereich. Die Bruchkraft
wird mittels einer Zugpriifanlage ermittelt und umgerechnet. Die maximal er-

reicht Bondfestigkeit betridgt ~1,5 MPa. Durch ein 16semittelunterstiitztes Ther-
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mobondverfahren unter der Glasiibergangstemperatur erhoht sich die Bondfes-
tigkeit auf 2 MPa. Durch optimierte Losemittelbondverfahren kann die Bondfes-
tigkeit weit liber diesen Wert hinaus erhoht werden [38]. Fiir PMMA werden
Maximalwerte von 23,5 MPa erreicht. Fiir Cycloolefin Copolymer (COC) sogar
34,6 MPa, durch eine zusétzliche Bestrahlung im tiefem UV-Bereich nach dem

Kontakt mit dem Losemittel [38].

Sia und Whitesides (2003) [57] fassen in ihrem Review die Festigkeitswerte fiir
PDMS-Bauteile zusammen. Ohne Adhédsive oder Vorbehandlung lassen sich
Festigkeitswerte von 0,03 MPa erreichen. Irreversibel gebondetes PDMS hilt
einem Druck von 0,2-0,34 MPa stand. Eddings et al. (2008) [102] vergleichen
verschiedene irreversible Bondtechniken in einem Berstversuch mit Druckluft.
Hierzu wird ein strukturiertes PDMS-Bauteil auf ein unstrukturiertes PDMS-
Bauteil mit den jeweils optimalen Parametern gebondet. Mit dem Goldstandard
Plasmatechnik werden durchschnittliche Festigkeiten von 0,30 MPa erreicht. Bei
Beschichtung der Substrate mit Adhesiven in einem Stempelverfahren werden
die besten Festigkeitswerte von 0,67 MPa erreicht. Allerdings ist in dieser Stu-

die nicht ersichtlich welches Adhesiv verwendet wird.

4.2.5.2 Druckmessung

Fiir die Druckmessungen® stehen acht Relativdrucksensoren® fiir Fliissigkeiten
der Firmen WIKA Alexander Wiegand SE & Co. KG und TT electronics plc zur
Verfligung. Vier der Sensoren sind auf einen Druckmessbereich von 0-6 bar

(WIKA Typ A-10) ausgelegt. Die vier weiteren auf einen Druckbereich von 0-

2* Konzeptionierung und Aufbau des Druckaufbaus wurde von PD Dr. Jiirgen Brandner und
Hr. Conrad Grehl (beide IMVT) betreut und unterstiitzt.

% Dr. Ralf Ahrens hat unterstiitzend beim Zusammenbau der Drucksensoren und dem An-
schluss der Druckaufnehmer mitgewirkt.
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40 bar (zwei TT SML 20, je ein WIKA Typ A-10 und Typ S-11). Zur Datenauf-
nahme wird das Programm LabVIEW?® verwendet. Der Drucksensor vom Typ
S-11 wird vom Hersteller kalibriert. Die Messunsicherheit betrigt <+0,5% der
Spanne. Die Kalibrierung der iibrigen Sensoren wird auf eine vergleichende Prii-
fung [136] mit dem kalibrierten Sensor beschrinkt. Dabei ergibt sich eine Ab-
weichung der Drucksensoren gegeniiber dem kalibrierten Sensor von <4% fiir

Relativdriicke > 2 bar.

Die gemessenen Driicke hingen von dem Messaufbau, wie beispielsweise vom
Durchmesser und der Lange der Schlduche ab. Grundsétzlich sollten Schlauche
so kurz wie moglich sein und eine moglichst groBe Querschnittsfliche aufwei-
sen. In der biologischen Anwendung kann dies in der Regel nicht eingehalten
werden. Im Rahmen dieser Arbeit soll ein direkter Vergleich der Bondstabilitit
zum anliegenden Druck im realen Versuch gegeben werden. Aus diesem Grund
wird der Messaufbau dem experimentellen Aufbau des Mikrofluidikchips zur
Stammzelldifferenzierung in der biologischen Anwendung nachempfunden
[114]. Fiir Vergleichszwecke sind beide Aufbauten schematisch in Anhang E.1
gezeigt, Anhang E.2 ist eine Handzeichnung des Messaufbaus. Abbildung 4.22

zeigt den schematischen Druckmessaufbau.

%6 Das LabVIEW Programm wird von Dr. Ralf Ahrens erstellt.
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Abbildung 4.22: Schematischer Druckmessaufbau’’. Der Mikrofluidikchip wird mit
Hilfe einer Spritzenpumpe betrieben. Vor und nach dem Mikrofluidikchip ist jeweils

ein Druckmesssensor pro Fluidikkreislauf integriert.

Der Messaufbau wird in Anhang E.3 beschrieben. Alle Messungen und Berech-
nungen werden im Folgenden mit Wasser als Medium durchgefiihrt. Die ange-
gebenen Flussraten beziehen sich im Folgenden immer auf die Flussrate pro
Spritze. Der Druckverlust im Bauteil wird mit Hilfe der Bernoulli Gleichung
geschitzt. Aufgrund des komplexen Bauteildesigns erfolgt die Schétzung auf
Basis konservativer Annahmen [137]. Fiir den Kammerteil ergibt sich fiir ver-
schiedene Flussraten ein Druckverlust der jeweils < 1% des abfallenden Druckes
ausmacht. Fiir den Mischerteil und den Aufbau vor dem Mikrofluidikchip ergibt
sich ein Druckverlust der jeweils <5% des abfallenden Druckes betrégt. Der

Druckverlust wird im Folgenden vernachléssigt.

Bei Druckmessungen hinter dem Mikrofluidikchip ldsst sich kein Zusammen-
hang zur Flussrate feststellen [137]. Gemittelt iber mehrere Messungen ergibt
sich ein konstanter Absolutdruck nahe dem Umgebungsdruck (vgl. hierzu An-

hang F.1 und F.2), bedingt durch einen Druckausgleich im Schlauch. Im Fol-

*" Die Abbildung wurde von Hr. Elias Schipperges zur Verfligung gestellt.
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genden werden entsprechend lediglich die Messwerte der Drucksensoren vor
dem Mikrofluidikchip verwendet. Die eingesetzte Spritzenpumpe ist kraftge-
steuert. Daher weichen die Messwerte bei Verwendung verschiedener Spritzen-
grofen voneinander ab. Aus diesem Grund werden bei der Druckmessung, dqui-
valent zum biologischen Versuch, 20 ml Spritzen verwendet. Ein Vergleich des
Relativdrucks fiir 20 ml und 60 ml Spritzen findet sich in Anhang F.3). Zur Cha-
rakterisierung des Messaufbaus wird die gleiche Messreihe mehrmals mit einem
Mikrofluidikchip durchgefiihrt und anschlieBend mit einem zweiten Mikroflui-
dikchip verglichen. Bei Messungen mit einem Bauteil sind die Abweichungen
sehr gering (Anhang F.4) [137]. Aufgrund von Fertigungstoleranzen ergeben
sich zwischen den Bauteilen Unterschiede von maximal 0,5 bar (Anhang F.5).
Der Mischerteil weist im Mittel 17% hohere Messwerte auf, als der Kammerteil
(Anhang F.6). Dies erklért sich iiber den hoheren hydrodynamischen Widerstand
im Mischerteil. Mit Hilfe der gemittelten Relativdriicke von sieben Messungen
in zwei Mikrofluidikchips, wird eine Flussraten-Druck-Relation auf Basis der
Absolutdriicke aufgestellt, Abbildung 4.23 [137]. Die zugehorigen gemittelten
Messwerte sind in Anhang F.7 gezeigt.

Die Flussraten im biologischen Experiment sind mit < 10ul/min iiblicherweise
gering. Bei diesen Flussraten wird kein messbarer Druck durch die Pumpe gene-
riert, der Absolutdruck ist entsprechend ~1 bar. Allerdings werden Mikroflui-
dikchips vor dem eigentlichen Experiment mehrfach gespiilt und gereinigt (vgl.
Kapitel 5.2). Diese Spiilschritte werden in der Regel manuell mit einer ange-
schlossenen Spritze durchgefiihrt. Bei manueller Bedienung scheinen, auch bei
vorsichtiger Handhabung, Flussraten auch iiber 25 ml/min** durchaus moglich.
Im Folgenden wird von einer Flussrate von 25 ml/min fiir manuelle Befiillung

ausgegangen. Dies entspricht einem anliegenden Druck von > 4 bar.
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Abbildung 4.23: Flussraten-Druck-Relation. Dargestellt ist der entstehende Absolut-

. . .29
druck bei verschiedenen Volumenstromen™ .

4.2.5.3 Zugversuche

Insgesamt werden 14 Zugpriifungen mit jeweils sechs identisch produzierten
Einzelproben, also insgesamt 84 Einzelpriifungen durchgefiihrt. Es werden aus-
schlieflich Polycarbonatstapelaufbauten untersucht. Entweder werden Zugpriif-
linge im Stapelaufbau (MafBie: 13 x 38 mm?) oder Mikrofluidikchips zur Stamm-
zelldifferenzierung verwendet (Bondflache: 1377 mm? - Version Eins). Die Zug-
proben dienen zur Testung verschiedener Hypothesen. Identische produzierte
Einzelproben werden zu Messreihen zusammengefasst. Jede Messreihe setzt
sich entsprechend aus 6 oder 12 Einzelpriifungen zusammen. 4 Messwerte wer-
den verworfen. Insgesamt zeigt sich, dass die Messwerte stark streuen. Die Stan-

dardabweichung betrégt bei allen Messreihen 30-45% des Mittelwertes.

28 Bei der Verwendung von iiblichen 20 ml Spritzen miisste die Spritze iiber 48 s hinweg bei
konstantem Druck entleert werden um eine Flussrate von lediglich 25ml/min zu erzielen.

* Der Graph wurde von Hr. Elias Schipperges zur Verfiigung gestellt. Die Messwerte wurden
zur besseren Visualisierung verbunden.
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Abbildung 4.24% zeigt Ergebnisse von Zugpriifungen mit Zugpriiflingen. Die
ermittelten Berstkréfte werden mit der gebondeten Flache in eine Bondfestigkeit
umgerechnet. Die Zugpriiflinge werden bei (134°C; 10 kN; 800s) mit verschie-
denen Membranen gebondet. Auf der linken Seite des Schaubilds sind die Er-
gebnisse fiir Bondversuche in zwei Schritten, rechts in einem Schritt gezeigt.
Die Balken entsprechen dem Mittelwert = Standardabweichung der Messreihen.
Diese Darstellungsform wird gewihlt, da allgemeingiiltige Aussagen zur Quali-
tat der Verbindung nur moglich sind, wenn sich der Bereich, bestehend aus Mit-
telwert = Standardabweichung zweier Messungen, nicht iiberschneidet [138].
Zwischen den Membranen bestehen offensichtlich Unterschiede. So kann die
Bondverbindung im Mittel um 95% verbessert werden, wenn anstatt
2 pmMembranen it4ip Membranen weill eingesetzt werden. Da die gezeigten
Bereiche um den Mittelwert sich aber iiberschneiden, ist keine allgemeingiiltige
Aussage moglich. Fiir die folgenden Bersttests werden Millipore und itdip
Membranen weil verwendet. Deren Bondfestigkeiten sind vergleichbar und es
kann auf eine Anpassung der Ergebnisse verzichtet werden. Die Messergebnisse
in einem und in zwei Bondschritten werden mit den 2 pm-Membran verglichen.
Es zeigt sich, dass die Prozessierung in einem Bondschritt nicht zu geringeren
Bondfestigkeiten als die Prozessierung in zwei Bondschritten fiihrt. Durch ein
l6semittelunterstiitzes Thermobondverfahren (vgl. Kapitel 4.2.3.1) mit einer
Kontaktzeit von 5 min, ldsst sich die Bondstabilitdt im Mittel um 72% verbes-

sern. Bei einer Kontaktzeit von 7 min lediglich um 63%.

*® Datengrundlage in Anhang G.1
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Abbildung 4.24: Bondfestigkeiten angegeben in Mittelwert

verschiedene Membranen und Herstellungsstrategien. Zugpriiflinge werden bei

(134°C; 10 kN; 800s) gebondet.

Abbildung 4.25"' zeigt Zugpriifungen mit verschiedenen Bondparametersets und
einen Vergleich zu den Mikrofluidikchips. Bei allen Proben wird die Millipore
Membran eingesetzt. Bei den Zugversuchen der iiber Glasiibergangstemperatur
gebondeten Bauteile, miissen drei von sechs Messwerten verworfen werden. Die
Klebung reifit bei nicht reprdsentativen Werten. Im Diagramm ist wiederum

Mittelwert = Standardabweichung der Bondfestigkeit gezeigt. Im Diagramm er-

*! Datengrundlage in Anhang G.2
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kennt man, dass es fiir die Parametersets keine Uberschneidungen in dem durch
die Standardabweichung begrenzten Raum um den Mittelwert gibt. Die Bond-
festigkeiten bei (138°C; 13 kN; 800s) ist besser als diejenige von Zugpriiflingen
gebondet bei (134°C; 10 kN; 800s). Im Mittel erhoht sich die Bondfestigkeit um
142%. Uber Glasiibergangstemperatur gebondete Zugpriiflinge zeigen eine noch
hohere Bondfestigkeit. Im Mittel verbessert sich die Bondfestigkeit gegeniiber
(134°C; 10 kN; 800s) um 286%, gegeniiber (138°C; 13 kN; 800s) um 59%.
Mikrofluidikchips und Zugpriiflinge verhalten sich vergleichbar. Der Mittelwert

der Messungen weicht um 17% ab.

45

40 —
3.9

3,0

2,5

20

1‘0 . -

0.5

Bondfestigkelt [MPa]

0.0

(134°C;10kN; 800s) (138°C;13kM; 800s) (156°C;0,04kN; 400s)  Mikrofluidikchip
(134°C:10kN; B00s)

Bondparameter

Abbildung 4.25: Bondfestigkeiten als Mittelwert + Standardabweichung fiir verschie-

dene Parametersets und im Vergleich zu Mikrofluidikchips.
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Tabelle 6 vergleicht die gemessene mittlere Bondfestigkeit mit Literaturwerten.
Ublicherweise wird in der genannten Literatur allerdings PMMA gebondet, wel-
ches aufgrund fehlender Alternativen hier zum Vergleich verwendet werden
muss. Bondparameter von (134°C; 10 kN; 800s) sind im Rahmen dieser Arbeit
die untere Grenze der eingesetzten Bondparameter. Die mittlere Bondfestigkeit
dieses Parametersets, entspricht bereits anndhernd bekannten Literaturwerten fiir
Polycarbonat. Bei einer Optimierung des Bondprozesses unterhalb der Glas-
iibergangstemperatur wird die mittlere Bondfestigkeit im Vergleich zu Polycar-
bonat um 141%, im Vergleich zu PMMA immerhin um 65% erhoht. Uber der
Glasiibergangstemperatur wird im Vergleich zu PMMA eine Verbesserung um
83% erreicht. Beim l9semittelunterstiitzen Thermobonden zeigen sich noch

deutliche Potentiale im Vergleich zu Literaturwerten.

Die hier ermittelten Bondfestigkeitswerte fiir (138°C; 13 kN; 800s) mit 1,5-
3,45 MPa entsprechen einem Druck von 15-34,5 bar. Zieht man einen Vergleich
mit der Flussraten-Druck-Relation in Abbildung 4.23, sollten diese Bauteile mit
Flussraten > 40 ml/min defektfrei betrieben werden kdnnen. In der Anwendung

zeigt sich jedoch, dass dies nicht der Realitit entspricht.
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Tabelle 6: Vergleich der mittleren Bondfestigkeit zwischen Literaturwerten und Mess-
werten. Die Messwerte fiir das losemittelunterstiitze Thermobonden stammen aus ers-

ten Versuchen und zeigen noch deutliche Verbesserungspotentiale.

Mittlere Bondfestig- Literatur™ Gemessen™

Keit [MPa]

Unter Glasiibergangs- BHIEN(:0)] 1,02 (134°C)
temperatur 1,5 (PMMA) 2,48 (138°C)

O SHEEN Sl 2 15 (PMMA) | 3,94

temperatur

IS Euhies e 23,5 (PMMA) | 1,19
34,6 (COC)

4.2.5.4 Bersttests

Um moglichst realititsnahe Bondfestigkeiten zu ermitteln, werden zusétzlich
Bersttests mit den Mikrofluidikchips durchgefiihrt. Mit Hilfe der Bersttests kann
der maximale Relativdruck ermittelt werden, dem ein Bauteil standhélt. Insge-
samt werden 113 Mikrofluidikchips getestet. Als Medium wird ebenfalls Wasser
eingesetzt. Der Aufbau fiir die Bersttests ist grof3teils analog zum Druckmess-
aufbau (vgl. Kapitel 4.2.5.2 und Anhang E). Die Mikrofluidikchips werden al-

lerdings riickwértig nicht an die Spritzenpumpe angeschlossen [137]. Stattdes-

32 Fiir die entsprechenden Referenzen wird auf Kapitel 4.2.5.1 verwiesen. Materialien in
Klammern.

3% Als Membran wurde wo méglich die Millipore Membran als Referenz ausgewihlt, da diese
in den Mikrofluidikchips fiir die Stammzelldifferenzierung Version Eins verbaut ist.
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sen werden die Ausgangsschlduche des Mikrofluidikchips nach dem Befiillen
abgeklemmt. Im Rahmen der Bersttests werden entsprechend nur zwei Spritzen
und zwei Drucksensoren eingesetzt [137]. Es werden zwei Harvard Apparatus
PHD Ultra Spritzenpumpen eingesetzt, jeweils eine pro Fluidikkreislauf. Die
SpritzengroBe, Schlauchlingen und Schlauchdurchmesser spielen im Rahmen
der Bersttests eine untergeordnete Rolle, da der Druck langsam im Chip aufge-
baut wird, bis die Bondverbindung nachgibt. Die SpritzengroBe (60 ml- oder
5 ml-Spritzen) wird entsprechend je nach Qualitdt der Bondverbindung ausge-
wihlt. Bei hohem Druck ist die Verwendung von schraubbaren Luer-
Anschliissen vorteilhaft. Koénnen Steckverbindungen nicht vermieden werden,

werden sie mit Klebstoff verstarkt.

Alle Versuche werden mit einer Flussrate von 0,5 ml/min durchgefiihrt. Die Da-
ten werden mittels LabVIEW aufgezeichnet. Der Druck im Bauteil steigt zuerst
langsam und gleichmiBig an und fillt beim Defekt der Bondverbindung rasch
ab. Als Berstdruck wird der Maximaldruck gewahlt und in einen Absolutdruck
umgerechnet. Berstdriicke von < 0,50 bar (13 Messwerte) werden bei der Aus-
wertung ausgeschlossen, da offensichtlich ein Fehlverhalten vorliegt. Von den
ausgewerteten 100 Berstversuchen werden 95 mit Mikrofluidikchips zur Stamm-
zelldifferenzierung in Version Eins und Zwei gemacht. Es werden Millipore und
teilperforierte Membranen eingesetzt. Mit PDMS-Bauteilen werden fiinf Berst-

versuche durchgefiihrt. Diese werden erst am Ende des Kapitels aufgegriffen.

Die Millipore und die teilperforierten Membranen werden analog zu Kapitel
4.2.5.3 bei Bondparametern von (134°C; 10 kN; 800s) verglichen, Anhang H.1.
Die Messreihen bestehen aus vier beziehungsweise fiinf Bersttests. Es zeigt sich,
dass die Millipore Membran stérker streut, ansonsten sind die Berstdriicke ver-

gleichbar. Eine Anpassung der Messwerte ist somit nicht erforderlich.
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4.2.5.4.1 Einfluss der Bondparameter auf die Bondstabilitét

Abbildung 4.26 zeigt alle Messwerte der Mikrofluidikchips zur Stammzelldiffe-
renzierung. Die Messwerte werden in Gruppen dargestellt. In der Legende sind
die Parameterfelder aufgefiihrt. Die Gruppen werden auf der Y-Achse aufstei-
gend, mit steigender angenommener Bondfestigkeit angetragen. (134°C; 10 kN;
800s) wird entsprechend an unterster Stelle angetragen. Die Langzeitbondversu-
che basieren auf einem Bondprozess bei (138°C; 13 kN; 800s) mit anschlieBen-
der zweiter Stufe bei 120°C (vgl. Kapitel 4.2.1.3). Aus diesem Grund sind sie
iiber den reinen (138°C; 13 kN; 800s) Bondversuchen angeordnet. 145 und
146°C werden zusammengefasst™. In der 150°C Gruppe sind die beiden hochs-
ten Messwerte bei 0,4 bzw. 0,8 kN, die restlichen bei 1 kN gebondet. Ein Zu-

sammenhang der Bondkraft zum Berstdruck ldsst sich jedoch nicht erkennen.

W 134°C; 10kN; 800s W 138°C; 13kN; 800s Langzeitbondversuche 140°C;13kN; 800s
145°C & 146°C; 1kN; 800s 150°C; 800s m Uber Glasiibergangsbereich
= um - -

®
4
o
°
£
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<
[=5
-]
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o
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T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Berstdruck [bar]

Abbildung 4.26: Absoluter Berstdruck der gemessenen Mikrofluidikchips zur Stamm-
zelldifferenzierung. Die Messwerte sind in Gruppen nach den Bondparametern klas-
siert. Auf der Y-Achse werden die Gruppen mit aufsteigender erwarteter Bondfestigkeit

angetragen.

** Im Rahmen der friiher diskutierten Temperiergenauigkeit der Anlagen scheint dies zulissig.
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Aus Abbildung 4.26 ist ersichtlich, dass die Messwerte stark streuen. Mit zu-
nehmender Anzahl scheint die Streuung zudem zuzunehmen. Auffillig ist, dass
beispielsweise ein Messwerte fiir (134°C; 10 kN; 800s) iiber dem Grofteil der
(138°C; 13 kN; 800s) Werten liegt. Betrachtet man wie oben den Mittelwert +
die Standardabweichung im Balkendiagramm ergibt sich Abbildung 4.27. Es
kann lediglich gezeigt werden, dass iiber Glasiibergangstemperatur gebondete
Bauteile, deutlich hoheren Berstdriicken standhalten, als alle anderen Gruppen.
Mikrofluidikchips gebondet bei (134°C; 10 kN; 800s), (138°C; 13 kN; 800s)
und (150°C; 0,4-1 kN; 800s) sind vergleichbar. Die Langzeitversuche sind im
Mittel 45% schlechter als (138°C; 13 kN; 800s). Diese Bondstrategie sollte also
verworfen werden, da sie zeitaufwendig ist und keine Verbesserung der Bond-
festigkeit erlaubt. Beim Bonden unter Glasiibergangsbereich mit (134°C; 10 kN;
800s) und (138°C; 13 kN; 800s) betrdgt die Standardabweichung 40% bezie-
hungsweise 60% des Mittelwertes. Im Vergleich dazu betriagt die Standardab-
weichung beim iiber Glasiibergangstemperaturbonden lediglich 19% des Mit-
telwerts. Moglicherweise liegt bei den Mikrofluidikchips ein Einflussfaktor aus
der Produktion vor, der bei Zugpriiflingen nicht auftrat und bei héheren Tempe-
raturen weniger ins Gewicht fallt. Die 64 Messwerte fiir (138°C; 13 kN; 800s)
konnen vor diesem Hintergrund nochmals analysiert werden. Zuvor werden die

Ergebnisse jedoch mit der Flussraten-Druck-Relation abgeglichen.
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Abbildung 4.27: Mittelwert + Standardabweichung von Bersttests bei verschiedenen
Bondparametern. Auf der X-Achse werden die Gruppen mit aufsteigender erwarteter

Bondfestigkeit angetragen.

In Abbildung 4.28 sind die Flussraten-Druck-Relation aus Kapitel 4.2.5.2 und
Balken fiir verschiedene Parametersets gezeigt. Als Parametersets sind (134°C;
10 kN; 800s), (138°C; 13 kN; 800s) und bonden iiber der Glasiibergangstempe-
ratur angetragen. Der untere Grenzwert der Balkens stellt das 0,1-Quantil, der
obere das 0,9-Quantil der jeweiligen Messreihe dar. Das heifit, dass sich in dem
Bereich des Balkens jeweils 80%, also ein Grofiteil der Messwerte befinden.
Jeweils 10% der Messwerte liegen unter- und oberhalb des dargestellten Be-
reichs. Aus dem Vergleich ergibt sich, das Mikrofluidikchips gebondet bei
(134°C; 10 kN; 800s) mit <2 ml/min betrieben werden sollten, um mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 90% Defekten vorzubeugen. Im Mittel sind allerdings
auch Flussraten von 15 ml/min defektfrei realisierbar. Bei (138°C; 13 kN; 800s)

gebondete Mikrofluidikchips, kénnen, bei einer Defektwahrscheinlichkeit von
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10%, mit Flussraten von < 3 ml/min betrieben werden. Im Mittel konnen sie e-
benfalls mit Flussraten von 15 ml/min betrieben werden. Uber Glasiibergangs-
temperatur gebondete Bauteile konnen, bei einer Defektwahrscheinlichkeit von

10% mit > 40 ml/min betrieben werden.

Nimmt man fiir den manuellen Betrieb eine Flussrate von 25 ml/min an, zeigt
sich, dass Bauteile, die iiber Glasiibergangstemperatur gebondet werden eine
Defektwahrscheinlichkeit von 0% aufweisen. Solche Mikrofluidikchips kdnnen
entsprechend bedenkenlos manuell befiillt und gespiilt werden. Werden die
Mikrofluidikchips dagegen unter Glasiibergangstemperatur gebondet, liegt die
Defektwahrscheinlichkeit bei 84%. Ein manueller Betrieb von unter Glasiiber-
gangstemperatur gebondeten Mikrofluidikchips sollte entsprechend vermieden

werden.
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Abbildung 4.28: Flussraten-Druck-Relation im Vergleich zu Berstdriicken, dargestellt
als Balken. Als Berstdriicke sind jeweils 80% der Messwerte fiir die Bondparameter
(134°C; 10 kN; 800s), (138°C; 13 kN; 800s) und iiber Glasiibergangstemperatur ange-
tragen. Der untere Grenzwert der dargestellten Balken entspricht dem 0,1-Quantil, der

obere dem 0,9-Quantil.

4.2.5.4.2 Einfluss der Planparallelitdt auf die Bondstabilitét

Um den Einfluss der Planparallelitit auf die Bondfestigkeit zu untersuchen wer-
den die 64 Messwerte fiir (138°C; 13 kN; 800s) analysiert. Alle Bauteile werden
nach dem Abformen vermessen (Messstellen Anhang B.2). Um ein Qualitéts-
mal fiir die Planparallelitit beim Thermobondprozess zu erhalten werden die
Messstellen des Kammer- und Mischerteils die nach dem Zusammenbau aufein-
ander aufliegen ausgewdhlt. Insgesamt gibt es zehn solcher Stellen. Die Mess-

werte an diesen jeweils zehn Stellen werden summiert. Von den summierten
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Messwerten wird nach Formel 4.2 die Abweichung der Bauteildicke berechnet.
Der Berstdruck wird ins Verhéltnis zur Abweichung der Bauteildicke des zu-
sammengebauten Mikrofluidikchips vor dem Thermobondprozess gesetzt,
Abbildung 4.29. Der Mittelwert der Abweichung der Bauteildicke betrigt 80 um
und ist in rot im Diagramm gezeigt. Man erkennt, dass sich Mikrofluidikchips
mit hoher Bondfestigkeit unterhalb des Mittelwertes befinden. Allerdings wei-
sen durchaus nicht alle Mikrofluidikchips mit einer geringen Abweichung der
Bauteildicke, auch eine hohe Bondfestigkeit auf. Ein Balkendiagramm mit Mit-
telwert + Standardabweichung der Werte wird in Abbildung 4.30 gezeigt. Es
zeigt sich eine vergleichbare Bondfestigkeit mit einer groferen Streuung fiir ii-
berdurchschnittlich planparallele Mikrofluidikchips. Eine Verbesserung der
Bondfestigkeit abhéingig von der Planparallelitdt kann entsprechend nicht festge-
stellt werden. Die hier betrachteten Bauteile weisen im Mittel eine Abweichung

der Bauteildicke von 50 pm im Kammerteil und 70 pm im Mischerteil auf.
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Abbildung 4.29: Berstdruck in Abhdngigkeit von der Abweichung der Bauteildicke im
zusammengebauten Mikrofluidikchip. Der Mittelwert der Abweichung der Bauteildicke

ist in rot eingezeichnet.
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Abbildung 4.30: Berstdriicke als Mittelwert + Standard fiir Bauteile mit tiberdurch-

schnittlicher und unterdurchschnittlicher Planparallelitit vor dem Thermobondprozess.
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4.2.5.4.3 Bondfestigkeit von PDMS-Bauteilen

Die fiinf PDMS Mikrofluidikchips zeigen eine mittlere Bondfestigkeit von
0,358 £ 0,038 MPa. Hier betragt die Standardabweichung prozentual lediglich
11% des Mittelwertes. Die getesteten Bondverbindungen zeigen also eine gleich
bleibende Qualitit. Im Vergleich zur Literatur liegt dieser Wert am oberen Ende
dessen, was Sia & Whitesides (2003) [57] zusammenfassend fiir irreversible
Bonds angeben. Gleichzeitig lisst sich die Bondverbindung nach dem Versuch
gut 16sen (vgl. Kapitel 5.4). Die hohen Bondfestigkeitswerte von Eddings et al.
(2008) [102] von PDMS auf PDMS mit 0,67 MPa kdnnen allerdings nicht er-
reicht werden. Ein Vergleich zur Flussraten-Druck-Relation der Mikrofluidik-
chips zur Stammzelldifferenzierung zeigt, dass die Flussrate fiir Wasser auf
15 ml/min beschriankt werden sollte. Der Vergleich sollte allerdings aufgrund
des anderen Materials und anderer Medien nicht als absolut angesehen werden.
Mit Ethanol lésst sich beispielsweise eine Flussrate von 60 ml/min defektfrei
realisieren [133]. Zum Vergleich: der Mikrofluidikchip wird bei dieser Flussrate
~400 mal pro Minute vollstindig durchspiilt. Bei Verwendung der viskoseren
Polymerisationslosungen, deckt sich der Wert von 15 ml/min allerdings mit Er-

fahrungen aus der Anwendung (vgl. Kapitel 5.4).
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4.3 Endbearbeitung

Im folgenden Kapitel wird auf die Endbearbeitung der Mikrofluidikchips einge-
gangen. Neben der Herstellung des fluidischen Kontaktes zur Aulenwelt, muss
im Rahmen der Endbearbeitung auch die Beobachtbarkeit der biologischen Vor-
ginge im Mikrofluidikchip sichergestellt werden. Zu Beginn werden die
Mikrofluidikchips zur Stammzelldifferenzierung in Version Eins und zwei be-
trachtet. AnschlieBend wird auf die Endbearbeitung des Mikrofluidikchips fiir
das Metabolic Engineering eingegangen. Das Kapitel schlieit mit der Endbear-

beitung des Mikrofluidikchips zur Herstellung von Porengradientenfilmen.

4.3.1 Endbearbeitung Mikrofluidikchips zur Stammzelldifferenzierung

Version Eins

AT

il +em

Bei diesen Mikrofluidikchips werden Adapto- [

ren zum Kontakt mit der AuBenwelt bendtigt.
Diese werden zuerst auf den Mikrofluidikchip : =
geklebt. Die Anschliisse werden in den bereits
aufgeklebten Adaptor eingeklebt. Zu Beginn
werden Adaptoren aus PMMA mit eingeklebten
Kapillarstahlrohren verwendet [114]. Da an den Kapillarstahlrohren Bestandteile
der biologischen Nahrlosung auskristallisieren [139], werden sie durch Kunst-
stoffschldauche ersetzt. Im Folgenden werden PSU-Schlduche der Firma LHG-
Laborgeridte Handelsgesellschaft mbH (Aulendurchmesser 2,1 mm; Innen-
durchmesser 1,5 mm) integriert. Die Schlauche werden mit dem UV-Klebstoff
1187-M der Firma DYMAX Europe GmbH geklebt und mit UHU Sofortfest
nachgeklebt. An den Schlduchen kommt es wihrend der Anwendung in ~30%

der Fille zu einem Ausfall der Klebeverbindung [140]. Aus diesem Grund wer-
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den Zugproben an einer Mikrozugpriifanlage (Mikrotester der Firma Microtro-
nic GmbH) durchgefiihrt. Die maximale Belastung der eingebauten Komponen-
ten betrdgt 5 kg, danach bricht das Programm den Versuch ab. Es werden Zug-
prifungen mit verschiedenen Materialien und Klebstoffen durchgefiihrt. Zudem
werden Adaptoren mit Stufenbohrungen getestet. Diese zeigen vergleichsweise
schlechtere Klebefestigkeiten und sind in der Herstellung komplizierter als an-
dere Adaptoren. Adaptoren mit Stufenbohrungen sollten entsprechend nicht ein-
gesetzt werden. Daneben werden Adaptoren aus PMMA und PC getestet. Als
Schlauchmaterialien werden PSU und PA eingesetzt. Als Klebstoffe werden le-
diglich UV Klebstoffe getestet’”. Neben dem 1187-M, werden die Klebstoffe
1120-M-UR und 1161-M ebenfalls von der Firma DYMAX Europe GmbH ge-
testet. Ein Zugpriiftestteil zeigt Abbildung 4.31. PMMA zeigt gemittelt iiber alle
Versuche, eine schlechtere Verbindungsfestigkeit als PC. Adaptoren aus PC sind
entsprechend vorteilhaft fiir die Verbindungsfestigkeit. Fiir diese ergibt sich fiir
PA als Schlauchmaterial die hochste Verbindungsfestigkeit mit dem Klebstoff
1161-M. In dieser Kombination wird die Maximallast der Zugpriifanlage er-
reicht. Bei PSU-Schlduchen ist die Verbindung insgesamt schlechter. Im Mittel
werden lediglich 3,2 kg erreicht. Bei Verwendung des Klebstoffes 1187-M zei-
gen sich fir PSU-Schlduche und PC Adaptoren die besten Werte von 4,05 kg.
Fiir Nachfolgende Mikrofluidikchips werden entsprechend PC Adaptoren ver-
wendet. Die vorhandenen PSU-Schlduche werden mit dem Klebstoff 1187-M
geklebt. Fir den Mikrofluidikchip zur Stammzelldifferenzierung in Version
zwei wird die Verwendung von PA-Schlduchen eingeplant (vgl. Kapitel 4.3.2).
Weiterhin werden alle Verbindungen zu den Schlduchen mit UHU Sofortfest na-
chgeklebt. Durch die Optimierung verringert sich die Ausfallquote auf 14% [141].

%% Ein 2-Komponenten-Epoxid-Klebstoff 353 ND zeigte bereits bei Vorversuchen geringere
Festigkeiten als UV-Klebstoffe

146



Herstellung Mikrofluidikchips

Zur Sicherstellung der Beobachtbarkeit
der Zellen im Mikrofluidikchip miissen
diese poliert werden. Zum Polieren
wird Schleifpapier mit Kérnungen von
P 800, P 1200, P 2500 und P 4000*
sowie Acrylglas Polier & Repair Paste

ohne Wachs von der Firma burnus
Abbildung 4.31: Zugprifiestieil GmbH eingesetzt. Mikrofluidikchips
mit nicht optimierter Transparenz miis-
sen im Schnitt ~20 min poliert werden [114]. In Ausnahmefillen kann auch eine
Polierzeit von bis zu 1 h notwendig sein. Mikrofluidikchips abgeformt mit einer
teilpolierten Substratplatte konnen in lediglich ~10 min mit Polierpaste glasklar

poliert werden.

4.3.2 Endbearbeitung Mikrofluidikchips zur Stammzelldifferenzierung

Version Zwei

Bei den Mikrofluidikchips zur Stammzelldiffe- ) y 7
renzierung in der zweiten Version werden die ;

Anschliisse seitlich am Mikrofluidikchips reali-

siert. Auf Basis der Zugpriifungen wird ein Poly-
amid Schlauch ausgewéhlt. Dieser wird von der
Firma rct Reichelt Chemietechnik GmbH & Co
bezogen (Schlauchtyp: THOMAFLUID®-High-Med-PA-Schlauch fiir die Medi-
zintechnik, halbstarr; AuBendurchmesser: 0,63 mm; Innendurchmesser:

0,5 mm). Die Schlduche werden mit dem UV-Klebstoff 1161-M der Firma

36 Nach FEPA - Standard
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DYMAX Europe GmbH geklebt (vgl. Kapitel 4.3.1). Die Schlduche werden in
die vorgesehenen Offnungen eingefiihrt. AnschlieBend wird von auBen ein Trop-
fen Klebstoff aufgebracht. Durch Kapillarkrifte wandert der Klebstoff am
Schlauch entlang in die Offnung des Mikrofluidikchips. Da sich die Klebstoft-
front teilweise sehr schnell bewegt, kann die Aushértung mittels UV-Lampe be-
reits nach ~10 s gestartet werden. Alle Klebungen werden mit UHU Sofortfest
nachgeklebt. Im Rahmen der Berstversuche ist die Ausfallrate fiir diese Klebe-

strategie < 2%.

Analog zur ersten Version muss die Beobachtbarkeit der Zellen sichergestellt
werden. Mikrofluidikchips mit glasklarer Transparenz, abgeformt mit Chrom-
oder geschliffenen Stahlsubstratplatten mit geringer Oberfldchenrauheit, sind oh-

ne Polieren filir hochauflosende Zellmikroskopie verwendbar (vgl. Kapitel 5.3.1).

4.3.3 Endbearbeitung Mikrofluidikchips fiir das Metabolic Engineering

Bei dem Mikrofluidikchips fiir das Metabolic Engineering werden die Anschliis-
se zu Beginn analog zum Mikrofluidikchip zur
Stammzelldifferenzierung in Version Eins rea-
lisiert. Entsprechend werden PC Adaptoren und
PSU-Schliduche eingesetzt. Im Rahmen einer

NMR-Analyse werden neben den PSU-Schléu-

chen auch die sonst eingesetzten PA-Schlduche
(vgl. Kapitel 4.3.2) analysiert. Es zeigt sich, dass die Hauptkomponente der
PSU-Schlduche kein PSU sondern eine nicht ndher bestimmbare aliphatische
Substanz ist [49]. Fiir die PA-Schlduche ergibt sich ein vergleichbares Bild. Der
Schlauch ist nicht wie zu erwarten in Chloroform l6slich. Es ist nicht moglich

PA {iberhaupt mit Sicherheit nachzuweisen. Lediglich eine Vielzahl von
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Weichmachern kann detektiert werden [49]°". Beide Schlauchmaterialien sind
als biologisch bedenklich einzuschitzen [49]. Als Schlauchmaterial ware PTFE
vorzuziehen. Dieses lédsst sich beispielsweise liber Quetschverbindungen befes-

tigen, da es sich kaum kleben lésst [49].

Fiir die Mikrofluidikchips wird ein anderer Ansatz gewahlt. PTFE Schlduche der
Firma rct Reichelt Chemietechnik GmbH & Co (Schlauchtyp: Thomafluid®-
PTFE-Chemieschlauch;  AuBendurchmesser: 3,5 mm; Innendurchmesser:
2,5mm) werden auf einen Schraubverbinder aus PVDF (Typ: Thomafluid®-
Mini-Einschraubstiick), ebenfalls von der rct Reichelt Chemietechnik GmbH &
Co aufgesetzt. Die Schraubverbinder werden anschlieBend in Adaptoren mit
passender Gewindebohrung geschraubt. Bei Bedarf konnen zusétzlich Dichtrin-
ge eingesetzt werden’®. Abbildung 4.32 zeigt einen angepassten Adaptor mit den
Schraubverbindern und PTFE Schliauchen. Die Schraubverbindungen mit Dicht-
ringen sind bis zu einer Flussrate von 25ml/min vollstdndig dicht. Fertigungs-
technisch giinstiger, konnen auf der Oberseite der Mikrofluidikchips auch klei-

nere Adaptoren mit durchgiingiger Gewindebohrung eingesetzt werden®.

Analog zu den Mikrofluidikchips zur Stammzelldifferenzierung muss die Beob-
achtbarkeit der Zellen sichergestellt werden. Mikrofluidikchips die an der Wickert
mit teilpolierter Stahlsubstratplatte abgeformt werden, werden lediglich 5 min

mit Polierpaste poliert. Damit sind hochauflésende Zellaufnahmen méoglich.

37 Eine entsprechende Nachfrage bei rct Reichelt Chemietechnik GmbH & Co trigt nicht zur
Klérung der Materialzusammensetzung bei.

*¥ Hinweis durch Dipl.-Ing. Marc Schneider
% Idee und Unterstiitzung bei der Umsetzung durch Dipl.-Ing. Marc Schneider.
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Abbildung 4.32: Adaptoren mit einer Gewindebohrung fiir Schraubverbinder zum An-

schluss an einen PTFE Schlauch. Links sind alle Komponenten einzeln gezeigt.

4.3.4 Endbearbeitung Mikrofluidikchip zur Herstellung von

Porengradientenfilmen

Zu Beginn werden Bauteile aus dem Aluminium- :

testwerkzeug (vgl. Kapitel 4.1.4) verwendet. Diese ;Q . ‘
haben analog zum Mikrofluidikchip zur Stamm- 7/\ \\
zelldifferenzierung seitliche Anschliisse. Die An- ﬂn) ) ~Na/

schliisse werden mit dem PA-Schlauch der Firma !

Reichelt Chemietechnik GmbH & Co (vgl. Kapitel

4.3.2) bestiickt. Mit Hilfe des UV-Klebstoffes 1187-M der Firma DYMAX Eu-
rope GmbH kann eine Haftung am Glasobjekttriager realisiert werden, die im
Anschluss durch eine Klebung mit Silikon (beispielsweise mit DuroBond Sili-
kon der Firma Henkel AG & Co. KGaA, Silikon FD plast A der Firma
COMPACT Technology GmbH oder mit PDMS) ergénzt wird. Dieses Vorgehen
ist jedoch langwierig, da eine Aushirtezeit von mindestens 12 h an Luft (fiir die
beiden Silikone) oder im Ofen (fiir PDMS) erforderlich ist. Die Verbindungsfes-

tigkeit ist zudem gering und die Schlduche l6sen sich leicht. Stattdessen wird der
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Sekundenkleber Loctite 406 der Firma Henkel AG & Co. KGaA verwendet. Die
Haltbarkeit des Klebstoffes ist ausgezeichnet. Allerdings hértet er nicht schnell
genug aus. Dies fiihrt bei 50% der Versuche zu einem Kanalverschluss im
Mikrofluidikchip. Mit Hilfe des Silikonklebers BEST-Silikon 301*° von der
Firma Best Klebstoffe GmbH & Co KG kann eine hohe Verbindungsfestigkeit
erreicht werden und es kommt nicht zum Kanalverschluss [132]. Da eine Aus-
hirtezeit von 24 h notwendig ist, erweist sich allerdings auch hier eine Vorfixie-

rung der Schlduche als unverzichtbar.

Aufgrund der beschriebenen Herausforderungen beim Bestiicken der Mikroflui-
dikchips werden die angepassten Formeinsidtze mit Anschliissen durch den
Mikrofluidikchip versehen (vgl. Kapitel 4.1.4). Bei diesen werden an den Zu-
fliissen PA-Schlauche und am Abfluss ein PSU-Schlauch [133] (vgl. Kapitel
4.3.1) der Firma LHG-Laborgerite Handelsgesellschaft mbH integriert. Die
Schlduche werden in Ethanol eingetaucht [133] und in die ausgestanzten Zugén-
ge eingefiihrt. Durch die Elastizitdt des PDMS Mikrofluidikchips miissen die
Schlduche nicht mehr vorfixiert werden. Die Schlduche werden mit BEST-
Silikon 301 geklebt. Die Schlduche werden ihrerseits mit passenden Dosierna-
deln der Firma EFD Nordson bestiickt, welche mit UHU Sofortfest fixiert wer-
den [133]. Der PSU-Schlauch weist einen Innendurchmesser von 1,5 mm auf.
Dies fithrt zu einer Druckentlastung im Mikrofluidikchip in der Anwendung
[133]. Daneben konnen durch den groBeren Schlauch Luftblasen deutlich einfa-
cher entfernt werden [133]. Die PA-Schlduche knicken beim Einbau leicht und

sollten durch flexiblere Schlduche ersetzt werden [133].

Die Transparenz dieses Mikrofluidikchips ist bereits materialbedingt ausrei-
chend. Es zeigt sich allerdings, dass die Mikrofluidikchips nach der Fertigstel-

lung offen in einem klimatisierten Labor gelagert werden sollten [133]. Bei La-

0 Hinweis von Dr. Thomas Hahn von der Christian Biirkert GmbH & Co. KG
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gerung in geschlossenen Boxen, leidet die Qualitdt der Bondverbindung und es
kommt vermehrt zu Bauteilausfillen [133]. Die Mikrofluidikchips werden
grundsitzlich vor der Verwendung sieben Tage ausgelagert (vgl. Kapitel 2.2.2),
um die Ausbildung der endgiiltigen mechanischen und elektrischen Eigenschaf-

ten [55] abzuwarten [133].
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S Anwendung des Mikrofluidikchips

Im folgenden Kapitel werden die Anwendungen der verschiedenen Mikroflui-
dikchips dargestellt. Da fiir die Hydrodynamik vorwiegend die Struktur der
Mikrofluidikchips ausschlaggebend ist, werden die Mikrofluidikchips hier nach
der Ahnlichkeit der Strukturierung angeordnet. Der Mikrofluidikchip fiir das
Metabolic Enginnering ist den iibrigen nachgeordnet, da in diesem Mikroflui-
dikchip kein Mikromischer integriert ist. Zu Beginn wird bauteiliibergreifend
eine Charakterisierung des Mikromischers gegeben. AnschlieBend werden die
Anwendungen des Mikrofluidikchips zur Stammzelldifferenzierung in Version
Eins und Zwei dargestellt. Gefolgt von der Herstellung von Porengradientenfil-
men mit Hilfe des PDMS-Mikrofluidikchips. Die Anwendung des Mikrofluidik-
chips fiir das Metabolic Engineering ist abschlieBend zusammengefasst. Flussra-
ten beziehen sich im Folgenden durchwegs, wie zuvor, auf die Flussrate pro
Spritze. Die Anwendung der Mikrofluidikchips wird iterativ und fortlaufend in
Zusammenarbeit mit den jeweiligen Kooperationspartnern verbessert. Anforde-
rungen und Erkenntnisse aus der Anwendung werden sukzessive in der Herstel-

lung der Mikrofluidikchips umgesetzt.

5.1 Charakterisierung Mikromischer

Klassisch unterscheidet man in der Hydrodynamik zwischen laminarer
(Re <2300) und turbulenter Stromung (Re > 2300). Im Makrobereich wurde die
Transition von laminarer zu turbulenter Stromung umfangreich untersucht [142,
143]. Fiir Mikrokanile wird dieser Ubergangsbereich lediglich in einigen weni-
gen Arbeiten behandelt, da turbulente Stromungen in der Regel durch die Ka-
naldimensionen verhindert werden. Insbesondere fiir Mischprozesse in Mikro-

systemen, welche bei laminarer Stromung vorwiegend {iber Diffusion realisiert
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werden, ist dieser Ubergangsbereich von Interesse. Im Folgenden sind einige
Verdffentlichungen zusammengefasst, die den Einfluss dieser Ubergangsphase
auf die Vermischbarkeit von Fluiden in Mikrosystemen analysieren. Mengeaud
et al. (2002) [144] zeigen in 100 pm breiten Zickzackkanilen diffusionsbedingte
(vgl. Kapitel 2.4) Mischung fiir Re < 80 mit einem Mischgrad von 80%. Erhoht
man die Reynoldszahl, kann die Mischung durch Faltung von Fliissigkeitsstro-
men an den Zickzackstrukturen, bis zu einem Mischgrad von 98,6% verbessert
werden. Diese Ergebnisse konnen in vergleichbaren Studien am IMT im Vorfeld
dieser Arbeit bestétigt werden [145]. Pannella et al (2012) [146] erreichen eine
80%-ige Mischung durch Sekundirflusseffekte bereits bei Reynoldszahlen von
70 in einem fluidisch optimierten Mikromischer. Im Folgenden wird eine Mi-
schung bei hoheren Reynoldszahlen, im Vergleich zur diffusiven Mischung bei
niedrigen Reynoldszahlen, als konvektive Mischung bezeichnet. Zusammenfas-
send lésst sich sagen, dass Vermischung in Mikrosystemen entweder klassisch
durch Diffusion und in Sonderféllen auch durch Konvektion erreicht werden
kann. Sowohl diffusive wie auch konvektive Mischung treten bei laminarer
Stromung auf. Die Mischbarkeit durch Diffusion hingt von der angelegten
Flussrate und dem Diffusionskoeffizienten!' der geldsten Stoffe ab (vgl. Formel
2.5). Diffusive Mischung wird in der Regel in Mikrokaskadenmischern einge-
setzt [10, 11]. Sie ist lediglich bei niedrigen Flussraten moglich, da die Verweil-
zeit im Kanal ausreichen muss, um eine homogene Mischung mittels Diffusion
sicherzustellen. Die Diffusionskoeffizienten vieler biologisch interessanter Stof-
fe sind zudem nicht bekannt. Konvektive Mischung héngt lediglich von der
Reynoldszahl ab, sie wird durch eine Zunahme von Sekundirstromungseffekten

[146, 147] bei hoheren Flussraten ausgeldst.

*! Der Diffusionskoeffizient kann bei Bedarf iiber die Temperatur beeinflusst werden (vgl.
Formel 2.3 und 2.4). Bei steigender Temperatur steigt auch der Diffusionskoeffizient. Aller-
dings wird zumindest in biologischen Experimenten die anzulegende Temperatur in der Regel
durch die eingesetzten Zellen determiniert.
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Im Rahmen dieser Arbeit werden lediglich Mikrokaskadenmischer mit sechs
Kaskaden und zwei Einldssen eingesetzt. Solche Mikromischer, bilden bei ho-
mogener Vermischung der Fluide pro Kaskade, einen linearen Verlauf des Gra-
dients am Ende der letzten Mischerkaskade aus. Dieser préferierte Verlauf des
Gradients wird als linearer Gradient bezeichnet. Die in diesem Kapitel diskutier-
ten Untersuchungen®’, basieren alle auf einem Mikrokaskadenmischer mit sechs
Kaskaden, zwei Einldssen und einer Kanalhdhe von 680 pm. Dieser Mikromi-
scher wird im Mikrofluidikchip zur Stammzelldifferenzierung Version Zwei und
den Mikrofluidikchips zur Herstellung der Porengradientenfilme eingesetzt.
Turbulenzen sollten im vorliegenden Mikromischer bei der Verwendung von
Wasser, ab einer Flussrate von 112 ml/min auftreten und sind somit nicht rele-
vant. Erste Untersuchungen mit dem Mikromischer im diffusiven Bereich wer-
den im Rahmen der Anwendung des Mikrofluidikchips zur Stammzelldifferen-

zierung in Version Eins durchgefiihrt [148] (vgl. Kapitel 5.2).

Zur Charakterisierung des Mikromischers wird neben zahlreichen Flussversu-
chen, die rein visuell beobachtet werden, die uLIF* (Englisch: microscopic-
Laser-Induced-Fluorescent) Technik [149] eingesetzt. Die uLIF-Technik erlaubt
die Visualisierung von Fluidstrdmen iiber Fluoreszenzpartikel. Alle Untersu-
chungen werden entweder mit Wasser, Ethanol oder Isopropanol als Testfliis-
sigkeit durchgefiihrt. Ethanol und Isopropanol werden gewéhlt um Luftblasen zu
vermeiden. Tabelle 7 fasst die Dichte und die Viskositit der Testfliissigkeiten
und der Polymerisationslosungen zur Herstellung der Porengradientenfilme zu-

sammen. Bei Flussversuchen werden Rhodamin B (Diffusionskoeffizient

*2 Hydrodynamische Untersuchungen werden mit Unterstiitzung von Hr. Rodrigo Segura, Dr.
Massimiliano Rossi und Prof. Dr. Christian Kéhler vom Institut fiir Stromungsmechanik und
Aerodynamik von der Universitdt der Bundeswehr, Miinchen durchgefiihrt.

# LLIF Messungen werden am Institut fiir Stromungsmechanik und Aerodynamik von der
Universitdt der Bundeswehr, Miinchen durchgefiihrt und ausgewertet. Die Interpretation er-
folgt in Gespriachen mit Dr. Massimiliano Rossi.
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420 pum?*/s [150]) und Methyl Blue (Diffusionskoeffizient: 300 pm?*/s [151]) zum
Férben von Losungen verwendet. Die Ergebnisse werden photographisch doku-
mentiert. Bei den pLIF-Messungen wird Rhodamin B als Fluoreszenzmarker
verwendet. Das Versuchsprotokoll der uLIF-Technik ist in der Literatur be-
schrieben [146]. Die Messungen werden mit Hilfe eines Leica M165 FC Fluo-
reszenzmikroskops, ausgestattet mit einer Imager sCMOS Kamera (LaVision
GmbH), realisiert. Bei allen Untersuchungen werden die Mikrofluidikchips mit
einer Harvard Apparatus Spritzenpumpe entweder vom Typ PHD 2000 oder
PHD Ultra betrieben. Auf diese Pumpen werden zwei Spritzen aufgebaut, die
mit identischer Flussrate entleert werden. Das beobachtete diffusive Verhalten
muss unter Einbeziehung des Diffusionskoeffizienten interpretiert werden. Das
konvektive Verhalten héngt lediglich von der Reynoldszahl ab. Daher kdnnen
die Ergebnisse von einer Testfliissigkeit ndherungsweise auf eine andere Fliis-

sigkeit skaliert werden:

Re, = Re, (51)
o _%m
o, 1,
Re Reynoldszahl [1]
P Dichte [kg/m’]
Q  Flussrate [m?/s]
" Dynamische Viskositét [Pas]

Im Folgenden wird zu Beginn die Charakterisierung des Mikromischers bei In-
jektion eines Fluids mit zugesetzten Substanzen dargestellt, anschlieBend wird
auf die Verwendung des Mikromischers mit zwei verschiedenen Fluiden einge-

gangen.

156



Anwendung des Mikrofluidikchips

Tabelle 7: Dichte und Viskositdit der Testfliissigkeiten und Polymerisationslésungen
(vgl. Kapitel 5.4). Die Viskositdt der Polymerisationslosungen wird aus Literaturwer-

ten der Einzelkomponenten [152-155] geschditzt.

Testfliissigkeiten Dichte Viskositét

[g/ml] [mPas]

Wasser (20°C) [ 0,998

Ethanol (20°C) 0,786 2,4

Isopropanol (20°C) 0,789 1,2

Polymerisationslosung 1

(25°C) 0916* | 29%

Polymerisationslosung 2

(25°C) 0,854 7%

5.1.1 Charakterisierung mit einer Testfliissigkeit

In der biologischen Anwendung wird der Mikromischer in der Regel mit nur
einem Fluid betrieben [10-12, 14, 57, 148]. Dem Fluid werden wechselnde bio-
logische Substanzen, wie beispielsweise Morphogene, zur Untersuchung der
Stammzelldifferenzierung zugesetzt. Abbildung 5.1 zeigt pLIF-Messungen
mehrerer Flussraten im Mikromischer mit Isopropanol. Die Flussrichtung ver-
lduft von links nach rechts. Das Rhodamin B wird bei diesem Versuch am unte-

ren Mischereinfluss injiziert. Oben sieht man die Ergebnisse des Versuchs fiir

* Messwert, gemessen von M. Eng. Junsheng Li.
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Flussraten von 0,001 ml/min, 1 ml/min und 20 ml/min. Die Farben stellen die
normalisierte Konzentration von Rhodamin B graphisch dar. Das Balkendia-
gramm unten zeigt die normalisierte Rhodaminkonzentration am Ende der letz-
ten Mischerkaskade. Die Untersuchungen zeigen, dass fiir Isopropanol und
Rhodamin B Flussraten von 0,001 ml/min bendtigt werden, um diffusiv einen
favorisierten linearen Gradienten zu etablieren. Erhoht man die Flussrate, zeigt
sich ein schlechtes oder kein Konzentrationsprofil, bis konvektive Mischvor-
génge einsetzen. Diese kdnnen ab einer Flussrate von 5 ml/min beobachtet wer-
den. Fiir Flussraten > 15 ml/min wird ein favorisierter linearer Gradient durch
konvektive Mischung erreicht. Ergdnzende Aufnahmen mit durchgingigen
Flussraten von 1-25 ml/min mit Ethanol, angefarbt mit Methyl Blue, zeigt An-
hang I.1. Bei Skalierung der Ergebnisse aus den oben erlduterten Versuchen mit-
tels Formel 5.1 sollte sich fiir Wasser bei einer Flussrate zwischen 5 ml/min und
7 ml/min ein linearer Gradient etablieren lassen. Untersuchungen mit Wasser,
angefarbt mit Methyl Blue, werden in PDMS-Mikrofluidikchips, abgeformt aus
dem Testwerkzeug, durchgefiihrt. Ab 7 ml/min wird ein linearer Gradient etab-
liert, Anhang 1.2. Bei ausgewihlten Bildern wird die Farbintensitdt mittels
ImagelJ gemessen, wodurch ein Einfluss des Konstruktionsfehlers im Mischerteil

(vgl. Kapitel 4.1.5.1) auf den Gradienten ausgeschlossen werden kann.

Abbildung 5.2 zeigt eine Zusammenfassung iiber den relevanten Flussratenbe-
reich. Mit einer Flussrate von 0,001 ml/min wird ein linearer Gradient durch
Diffusion erzeugt, bei 1 ml/min findet keine Vermischung statt. Fiir eine Fluss-
rate von 20 ml/min stellt sich ein linearer Gradient durch Konvektion ein. Der
vorliegende Mikromischer hat dementsprechend das Potential in zwei Modi mi-
schen zu konnen. Zum einen kann, wie in der Literatur beschrieben, ein linearer

Gradient mittels Diffusion bei niedrigen Flussraten eingestellt werden. Zum an-

* Geschitzt aus Literaturwerten der Einzelkomponenten.
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deren kann bei hohen Flussraten, unabhingig vom Diffusionskoeffizienten des

geldsten Stoffes, ein linearer Gradient mittels Konvektion eingestellt werden.

I 0.001 mi/min
I 0.010 mli/min
[ 0.100 ml/min
] 1.000 mlVmin
I 10.000 ml/min
[ 20.000 ml/min

Normalized RhB concentration

Channels

Abbildung 5.1: uLIF-Messungen mit Rhodamin B und Isopropanol im Mikrokaskaden-
mischer. Die Flussrichtung verlduft von links nach rechts. Das Rhodamin wird am unte-
ren Einfluss zugefiigt. Oben ist das Mischverhalten des Mikrokaskadenmischers bei ver-
schiedenen Flussraten dargestellt. Die Farben veranschaulichen die normalisierte Rho-
daminkonzentration. Das Balkendiagramm unten zeigt die normalisierte Rhodaminkon-

zentration am Ende der letzten Kaskade. *°

*¢ Die Graphik wurde von Dr. Massimiliano Rossi zur Verfligung gestellt.
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Q=0.001 ml/min Q =1 ml/min Q =20 ml/min

Abbildung 5.2: uLIF-Messung mit Isopropanol und Rhodamin B fiir verschiedene
Flussraten. Die Flussrichtung verlduft von links nach rechts, das Rhodamin wird in den
unteren Mischereinfluss injiziert. Fiir eine Flussrate von 0,001 ml/min wird diffusive
Mischung beobachtet (links), bei einer Flussrate von 1 ml/min kann keine Vermischung
erreicht werden (mitte). Bei einer Flussrate von 20 ml/min stellt sich ein linearer Gra-

dient durch Konvektion ein.”’

5.1.2 Charakterisierung mit zwei Testfliissigkeiten bei abweichender

Viskositit und Dichte

Neben der in Kapitel 5.1.1 betrachteten Verwendung des Mikromischers mit
einem Fluid, ist es natiirlich auch moéglich den Mikromischer mit zwei verschie-
denen Fluiden zu betreiben. Dies ist beispielsweise zur Herstellung der Poren-
gradientenfilme (vgl. Kapitel 5.4) notwendig. Burdick et al. (2004) [23] be-
schreiben ebenfalls die Verwendung eines Mikrokaskadenmischer mit unter-
schiedlichen Fluiden. Sie beobachten bei langsamen Flussraten ,foo much mi-

xing® [23] und eine Minimierung der Extremwerte des Gradienten und fiihren

% Die Graphik wurde von Dr. Massimiliano Rossi zur Verfiigung gestellt.
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diesen Effekt auf die verschiedenen Viskosititen der Fluide zuriick. Andere Au-
toren versuchen infolgedessen die Verwendung von Fluiden mit abweichenden

Viskosititen zur Herstellung von Hydrogelen zu vermeiden [22].

Fiir verschiedene Viskositdten kann das zu erwartende Verhalten des Mikromi-
schers iber das Analogon zum Ohm’schen Gesetz hergeleitet werden.
Abbildung 5.3a) zeigt die erste Kaskade des Mikromischers, dargestellt als e-
lektronisches Netzwerk. Erhoht sich die dynamische Viskositit eines Fluids Fy,
so steigt der hydrodynamische Widerstand nach Formel 2.7. In Kanal 1 befindet
sich lediglich F, (vgl. Kapitel 2.4), entsprechend steigt der Widerstand R;. Da
Uy konstant ist, muss die Stromstirke I; fallen. Analoges gilt fiir Kanal 2. F,
braucht also, salopp ausgedriickt: mehr Platz und fliet mit einer geringeren
Flussrate als F,, welches eine niedrigere Viskositdt besitzt. Der Gradient ver-
schiebt sich demzufolge in Richtung von F,. Untersuchungen hierzu werden mit
Zuckerwasser durchgefiihrt. Mit der Menge des geldsten Zuckers ldsst sich die
Viskositdt bei verschiedenen Temperaturen exakt einstellen [156]. Es werden
eine 43%-ige und eine 56%-ige Zuckerlosung verwendet, damit ergeben sich
Viskosititen von 7 mPas bezichungsweise 29 mPas*. Die niederviskose
43%-ige Zuckerlosung wird mit Rhodamin B angefarbt. Abbildung 5.3b) zeigt
einen Mikrokaskadenmischer im Betrieb mit den Zuckerldsungen bei einer
Flussrate von 3 ml/min. Die Verschiebung des Gradienten ist gut erkennbar. In
der ersten Kaskade benétigt die hoherviskose, transparente Fliissigkeit bei-
spielsweise zwei von drei Zickzackkanilen. Die gefarbte niederviskose Losung
kann nur in einem Zickzackkanal beobachtet werden. Eine Verschiebung beider
Extremwerte des Gradienten ist bei Fluiden mit verschiedenen Viskositéten so-

mit nicht moglich.

8 Die Viskosititen der Zuckerlsungen, werden auf die geschitzten Viskositéiten der Polyme-
risationslosungen angepasst.
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a) Fi F2 b)

Kanal 1 Kanal2 Kanal 3

Abbildung 5.3: Verteilung der Fliissigkeitsstrome im Mikrokaskadenmischer bei ab-
weichenden Viskositdten. a) Der Einfluss in die erste Kaskade, dargestellt als analo-
ges elektronisches Netzwerk. Flussrichtung von oben nach unten. b) Betrieb des Mik-
romischers mit zwei Zuckerlosungen mit abweichender Viskositdit bei einer Flussrate
von 3 ml/min. Flussrichtung von links nach rechts. Das héherviskose Fluid (nicht an-
gefdrbt) hat einen héheren hydrodynamischen Widerstand und braucht dadurch, sa-
lopp ausgedriickt: mehr Platz, dadurch verschiebt sich der Gradient in Richtung des

niederviskosen Fluids (angefirbt mit Rhodamin B).

Fiir eine variierende Dichte der Fluide wird kein Effekt erwartet, da in Mikro-
systemen die Masse iiblicherweise eine untergeordnete Rolle spielt [1] (vgl. Ka-
pitel 2.4). Schon bei den Versuchen mit den Zuckerlosungen, welche neben ei-
ner abweichenden Viskositdt auch eine abweichende Dichte haben, fillt aller-
dings auf, dass die Losungen sich bei Flussraten < Iml/min nicht mehr in erwar-
teter Weise verhalten. Abbildung 5.4 zeigt einen Mikrokaskadenmischer betrie-
ben mit einer Flussrate von 0,0025 ml/min. Das niederviskose Fluid dringt mit
fallender Flussrate immer weiter auf die Seite des hochviskosen Fluids vor. In
der ersten Kaskade zeigt sich noch das erwartete Bild: ein Kanal fiihrt die ge-
farbte niederviskose Losung, zwei sind transparent. Aufgrund der steigenden

Anzahl der Zickzackkanile pro Kaskade fallt die Flussrate mit steigender Kas-
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kadennummer ab. In der dritten Kaskade kann man in Abbildung 5.4 bereits drei
Kanile mit gefarbter Losung beobachten und nur zwei transparente. Fiir die Po-
lymerisationslosungen (vgl. Kapitel 5.4) wird vergleichbares beobachtet. Die
Polymerisationslosungen sind mit Rhodamin B beziehungsweise Methyl Blue
eingefarbt. Bei Flussraten von 1ml/min, Abbildung 5.5a), flieBen die beiden Lo-
sungen in der ersten Kaskade im mittleren Kanal nebeneinander. Bei einer redu-
zierten Flussrate von 0,1 ml/min, Abbildung 5.5b), erscheinen die Polymerisati-
onslosungen in der Draufsicht vermischt. Beobachtet man den Chip allerdings
von der Seite, Abbildung 5.5¢) und d) so erkennt man, dass die Polymerisations-
l6sungen geschichtet sind. Die rote Fliissigkeit (niederviskos und geringere
Dichte) befindet sich oben. Wird der Mikrofluidikchip bei laufender Spritzen-
pumpe umgedreht, steigt die rot gefarbte Polymerisationslosung wiederum nach
oben, Abbildung 5.5¢). Im Rahmen einer pLIF-Messung wird Wasser und I-
sopropanol, versetzt mit Rhodamin B, in einen Mikrokaskadenmischer injiziert.
Abbildung 5.6 zeigt die letzte Mischerkaskade und die anschlieBende Reakti-
onskammer bei verschiedenen Flussraten. Unterhalb der Aufnahmen werden
Prinzipzeichnungen des Querschnitts durch die Reaktionskammer gezeigt. Das
Isopropanol ist in rot, das Wasser in blau dargestellt. Fiir eine Flussrate von
0,001 ml/min verteilt sich das Isopropanol gleichmdBig auf dem Wasser. Bei
hoheren Flussraten von 1 ml/min ergibt sich eine keilférmige Schichtung der
Fluide. Bei 20 ml/min treten konvektive Effekte auf. Um den Einfluss der Dich-
te auf die Schichtung nochmals zu verifizieren, wird der gleiche Versuch mit
einem senkrecht gerichteten Mikrofluidikchip wiederholt*’. Die Ergebnisse und

ein Schema der Versuchsdurchfiihrung zeigt Abbildung 5.7.

* Vorschlag Dr. Pavel Levkin
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Abbildung 5.4: Betrieb des Mikrokaskadenmischers mit zwei Zuckerlosungen bei einer
Flussrate von 0,0025 ml/min. Die niederviskose, gefirbte Losung, dringt auf die Seite

der héherviskosen, transparenten Losung vor.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass der Konzentrationsgradient sich
durch die Verwendung von Fluiden mit abweichenden Viskositdten verschieben
lasst. Zudem kann bei Fluiden mit abweichender Dichte und Viskositét ein ver-
dndertes Mischverhalten beobachtet werden. Bei niedrigen Flussraten, schichten
sich die Fluide iibereinander und bilden keinen Gradienten in Querrichtung aus.
Erhoht man die Flussrate, ergibt sich eine keilformige Schichtung der Fluide in

Querrichtung.
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Abbildung 5.5: Untersuchung des Verhaltens der Polymerisationslosungen im

Mikrofluidikchip. Die Polymerisationsiosungen sind mit Rhodamin B beziehungswei-
se Methyl Blue eingefiirbt. a) Bei einer Flussrate von 1 ml/min sind die Polymerisati-
onslosungen in der ersten Kaskade im mittleren Kanal nebeneinander angeordnet. b)
Bei einer reduzierten Flussrate von 0,1 ml/min, erscheinen die Polymerisationslé-
sungen vermischt, beispielsweise in der ersten Kaskade im mittleren Kanal. c) und d)
zeigen Aufnahmen des Mikrofluidikchips von der Seite ebenfalls bei einer Flussrate
von 0,1 ml/min. Hier kann man erkennen, dass sich die Fliissigkeiten nicht vermi-
schen, stattdessen schichtet sich die rote Fliissigkeit (niederviskos und niedrigere
Dichte) auf die blauen Fliissigkeit (hochviskos und hohere Dichte). e) dreht man das
Bauteil, weiterhin bei einer Flussrate von 0,1 ml/min um, so erkennt man, dass die

rote Fliissigkeit nach oben steigt.
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Q=0.001 ml/min Q=1 ml/min Q =20 mi/min

Abbildung 5.6: uLIF-Messung mit Wasser und Isopropanol, markiert mit Rhodamin B
fiir verschiedene Flussraten. Die Flussrichtung verlduft von links nach rechts. Isopro-
panol und Rhodamin werden in den unteren Mischereinfluss injiziert. Unterhalb der
Aufnahmen werden Schemazeichnungen des Querschnitts durch die Reaktionskammer
gezeigt. Fiir eine Flussrate von 0,001 ml/min schichten sich die beiden Fluide auf
(links), bei einer Flussrate von 1 ml/min ergibt sich eine keilf6rmige Schichtung der
Fluide (mittig). Bei einer Flussrate von 20 ml/min treten konvektive Effekte in Erschei-

nung (rechts).”’

%% Die Graphik wurde von Dr. Massimiliano Rossi zur Verfligung gestellt.
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a) Q = 0.001 mli/min Q =1 ml/min

b) Isopropanol A

Wasser

Abbildung 5.7: uLIF-Messung mit Wasser und Isopropanol, markiert mit Rhodamin B
im senkrecht positionierten Mikrofluidikchip. Die Flussrichtung verlduft von links nach
rechts. Isopropanol (geringere Dichte) und Rhodamin werden in den oberen Mischer-
einfluss injiziert. a) Bei beiden Flussraten verbleibt das Isopropanol oben im Mikroflui-
dikchip und zeigt keine Schichtung wie bei horizontaler Lagerung des Mikrofluidik-
chips. Der Einfluss der Dichte auf die Gradientenausbildung ist dadurch deutlich er-

kennbar. b) Prinzipskizze des Versuchsaufbaus.
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5.2 Anwendung Mikrofluidikchip zur Stammzelldifferenzierung

Version Eins

Der experimentelle Aufbau der Mikrofluidik- ——
[ﬁ(n"

ol tem

chips zur Stammezelldifferenzierung in Version
eins wihrend der Anwendung wird in Anhang
E.1 gezeigt [114]. Der Mikrofluidikchip wird mit
Hilfe von zwei Spritzenpumpen betrieben und an
diese iiber Schlduche und Drei-Wege-Hdhne an-
geschlossen. Zur Durchfithrung des Versuchs wird der Mikrofluidikchip zuerst
mit 96%-igem Ethanol und UV-Licht sterilisiert und mit PBS-Losung (Englisch:
Phosphate Buffered Saline) gespiilt [148]. Die Membran wird mit Poly-L-Lysin
beschichtet [148]. Der Mikrofluidikchip wird mit Néhrlésung gefiillt und die
Zellen werden injiziert. Wéahrend einer Inkubation i{iber Nacht, adhérieren die
Zellen auf der Membran. AnschlieBend werden die Zellen fiir 24 h iiber eine
Pumpe mit Nahrlosung versorgt. Nun beginnt das eigentliche Experiment. Der
Gradient wird im Mikromischer etabliert und tritt durch Diffusion durch die per-
forierte Membran mit den Zellen in Kontakt. Die Zellen werden anschlieBend
fixiert und mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops analysiert [148]. Um den
Aufbau des Mikrofluidikchips zu erproben, werden im Folgenden HeLa-Zellen
anstatt der sensitiven Stammzellen eingesetzt. Wahrend der Versuche wird ein
Versteifungsquader aus PMMA reversibel zwischen die Adaptoren des Mikro-
fluidikchips befestigt, um Biegebelastungen vorzubeugen (vgl. Kapitel 3.2.1).
Es zeigt sich, dass zur Vermeidung von Luftblasen eine Erstbefiillung des
Mikrofluidikchips mit Ethanol giinstig ist. Der Mikrofluidikchip muss zudem
zum Entliiften mit hoheren Flussraten von > 2ml/min befiillt werden, um Lecka-
ge zu vermeiden. Im Folgenden wird zu Beginn die Untersuchung des Mikromi-
schers im diffusiven Bereich dargestellt, anschlieBend werden die Zellkultivie-

rung und die Untersuchung der Zellreaktion auf einen Gradienten des Wnt-
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Signalwegaktivators BIO (6-bromoindirubin-39-oxime) erldutert. Das Kapitel

schlieft mit der Untersuchung der Zellreaktion bei einem Morphogengradienten.

5.2.1 Charakterisierung des Mikromischers im diffusiven Bereich

Die Ausbildung des Gradienten wird mit Hilfe von BSA®' (Englisch: Bovin Se-
rum Albumin) mit angekoppeltem Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocya-
nat (FITC) untersucht [148]. Abbildung 5.8 zeigt die durchgefiihrte Untersu-
chung fiir drei ausgewahlte Flussraten. Die Flussrichtung verlduft von unten
nach oben. Das BSA-FITC wird in den linken Mischereinfluss injiziert. Mit Hil-
fe eines Fluoreszenzmikroskops werden Aufnahmen des etablierten Gradienten
angefertigt, Abbildung 5.8a). Der Intensitdtsverlauf wird mit ImageJ gemessen,
fiir jeden Kanal gemittelt und im Vergleich zum theoretischen, linearen Kon-
zentrationsprofil dargestellt, Abbildung 5.8b) [148]. Fiir eine Flussrate von
0,005 ml/min ndhert sich der Gradient dem linearen Konzentrationsprofil an. Fiir

0,01 ml/min und 0,04 ml/min ist der Gradient S-formig.

I BSA wird hiufig als Proteinstandard eingesetzt und kann durch die Ankopplung von Fluo-
reszenzfarbstoffen einfach beobachtet werden.
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Abbildung 5.8: Ausbildung des Gradienten durch Diffusion von BSA mit angekoppeltem
Fluoreszenzfarbstoff [148]*°. a) Fluoreszenzaufnahmen des Mikrofluidikchips bei ver-
schiedenen Flussraten. Die Flussrichtung verlduft von unten nach oben. Das BSA-FITC
wird in den linken Mischereinfluss injiziert. (Maf3stab 5 mm) b) Gemessene normalisier-
te Intensitdt pro Kanal gemittelt iiber jeden Kanal im Vergleich zum pink dargestellten

theoretischen linearen Konzentrationsprofil.

Zur Validierung der Ergebnisse wird eine mathematische Modellrechnung ge-
nutzt, wobei die Diffusionszeit iber den halben Kanal nach Formel 2.5 und die
Verweilzeit in der ersten Zickzackkaskade verglichen werden. Ist die Diffusi-
onszeit geringer, sollte eine homogene Vermischung durch Diffusion in jeder

Kaskade moglich sein, Formel 5.2.

*2 Die aus der Veroffentlichung [148] entnommenen Abbildungen wurden von M. Sc. Cho-
rong Kim im Rahmen ihrer Promotionsarbeit (KIT 2012) erarbeitet.
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AL s 52
tp  Diffusionszeit [s]
d Diffusionsweg [m]
D Diffusionskoeffizient []
V  Volumen der Zickzackkaskade [mm?]
B  Ordnungsnummer der Kaskade []
Q Flussrate pro Spritze [ml/min]

Der Diffusionskoeffizient von BSA-FITC wird aus dem Diffusionskoeffizienten
von BSA abgeleitet [148]. Mit Hilfe der Abschétzung zeigt sich, dass die Ver-
weilzeit in der ersten Kaskade fiir BSA-FITC nicht ausreichend ist, um eine ho-
mogene Mischung durch Diffusion sicherzustellen. Proteine mit hoherem Diffu-
sionskoeffizienten ab 350 pm?/s oder geringere Flussraten von <1 pl/min fiir

FITC-BSA sollten einen vollstidndig linearen Gradienten erzeugen.

5.2.2 Zellkultivierung

Vor den Untersuchungen der Zellreaktion wird gezeigt, dass HeLa-Zellen bis zu
sechs Tage in den Mikrofluidikchips kultiviert werden konnen. Auch nach sechs
Tagen sind die Zellen ausgebreitet, zeigen also Zellfortsdtze und proliferieren.
Abbildung 5.9 zeigt HeLa-Zellen, angefarbt mit verschiedenen Fluoreszenzfarb-
stoffen direkt nach der Injektion, nach 16 Stunden, nach 4 Tagen und nach 6 Ta-
gen Kultivierung. Durch die erfolgreiche Kultivierung iiber sechs Tage hinweg

wird das Langzeitkultivierungspotential des Mikrofluidikchips gezeigt.
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(&) after loading (b} 16 hours [ (c) 4 days (d) 6 days

/membrane [F-actin

Abbildung 5.9: HeLa-Zellen im Mikrofluidikchip zur Stammzelldifferenzierung in Versi-
on eins, entnommen aus Kim et al. (2012) [148]%. Die Zellen werden mit verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen gefirbt. (Mafstab (a), (b) 50 um, (c), (d) 20 um) (a) Direkt nach
der Injektion. (b)-(d) Nach 16 Stunden, vier Tagen und sechs Tagen Kultivierung.

5.2.3 Untersuchung der Zellreaktion mit einem BIO-Gradienten

Fiir erste Zelluntersuchungen soll das vergleichsweise kleine Protein BIO (6-
bromoindirubin-39-oxime) eingesetzt werden. BIO aktiviert den so genannten
Wht/beta-Catenin-Signalweg von Zellen [148]. Die Aktivierung kann iiber eine
tempordre Akkumulation von beta-Catenin im Zellkern nachgewiesen werden.
Fiir BIO ist kein Diffusionskoeffizient bekannt, lediglich die molekulare Masse
und die Struktur [157]. Der Diffusionskoeffizient wird iiber die Sto-
kes-Einstein-Gleichung (Formel 2.3) und die Wilke-Chang-Korrelation (Formel
2.4) geschitzt. Hierzu wird eine Dichte von 1,8 g/cm® und ein molares Volumen
von 197,3t7cm?*/mol fiir BIO berechnet [158]. Zur Berechnung wird von einem
kugelformigen Molekiil ausgegangen. Bei der Schitzung ergeben sich Diffusi-
onskoeffizienten zwischen 500 pm?/s und 1009 pm?/s fiir einen Temperaturbe-
reich von 20-40°C. Der Mikrofluidikchip wird in aller Regel mit einer Heizplat-

te auf 37°C temperiert, da er aufgrund der umfangreichen Peripherie nicht im

>3 Die aus der Verdffentlichung [148] entnommenen Abbildungen wurden von M. Sc. Cho-
rong Kim im Rahmen ihrer Promotionsarbeit (KIT 2012) erarbeitet.
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Inkubator gelagert werden kann. Um potentiellen Abweichungen im Gradienten
vorzubeugen, wird der niedrigste Schitzwert von 500 pm?/s, berechnet auf Basis
der Raumtemperatur von 20°C und konservativer Annahmen, fiir die Abschit-
zung der Flussrate verwendet. Bei einer Flussrate von 0,0025 ml/min pro Spritze
ergibt sich die Diffusionszeit zu 40 s wahrend die Verweilzeit in der ersten Kas-
kade 56 s betrigt. Bei dieser Flussrate sollte sich dementsprechend ein linearer
Gradient durch diffusive Mischung etablieren lassen. Vergleicht man das Modell
mit den pLIF-Messungen fiir Rhodamin B, zeigt sich, dass das Modell durch die
konservativen Annahmen Falsch-Positive-Fehler’* zuverlissig vermeidet. Wih-
rend pLIF-Messungen einen linearen Gradienten ab Flussraten von
< 0,005 ml/min zeigen, sagt die Modellrechnung einen linearen Gradienten ab

Flussraten von < 0,003 ml/min voraus.

Fiir die Reaktion der HeLa-Zellen auf den BIO-Gradienten wird ein Grenzwert
der BIO-Konzentration erwartet, ab dem die Zellen die temporire Akkumulation
im Zellkern zeigen. Es werden 5uM BIO gelost in DMSO (Dimethylsulfoxid)
und pures DMSO mit einer Flussrate von 0,0025 ml/min in den Mikromischer
injiziert. Die Zellen werden gleichzeitig in der Zellkammer mit einer Flussrate
von 0,0068 ml/min mit Nahrmedium versorgt. Die genannten Flussraten sind an
das abweichende Volumen zwischen Zellkammer und geradlinigen Kanélen des
Mischerteils angepasst. Bei diesen Flussraten konnen die Scherkrifte, welche
auf die Zellen wirken, vernachldssig werden [148]. Das Experiment ist in drei
Phasen untergliedert [148]. Zuerst wird der Gradient bei gleichzeitiger Perfusion
der Zellkammer iiber sechs Stunden stabilisiert, anschlieBend werden die Pum-
pen gestoppt und die Zellen werden im Rahmen einer vierstiindigen so genann-

ten statischen Inkubation mit dem BIO-Gradienten in Kontakt gebracht. Das

> Falsch-Positiv-Fehler: das Modell zeigt eine homogene Mischung an, wihrend dies in der
Realitét nicht auftritt. Falsch-Positiv-Fehler werden aus dem Bereich der medizinischen Tests
kommend auch als Fehlalarm bezeichnet.
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BIO diffundiert hierbei durch die Poren der Membran, wie in Abbildung 5.10
gezeigt, und kann somit mit den Zellen in Kontakt treten. Es folgt eine dritte,
14-stiindige Phase in der die Perfusion in beiden Kammern fortgesetzt wird. Die
Zellen haben dementsprechend weiterhin mittels Diffusion Kontakt zum Gra-
dienten [148]. Im Rahmen der Experimente zeigt sich, dass die Zellen, trotz Ab-
formung mit der teilpolierten Platte und einer glasklaren Transparenz iiber der
Zellkammer nach dem Polieren, nicht hochauflgsend mit dem Mikroskop (Axio
Observer.Z1 der Firma Carl Zeiss Microscopy GmbH) beobachtet werden kon-
nen. Aus diesem Grund wird nach dem Fixieren der Zellen der Mikrofluidikchip
geoffnet, die Membran wird vorsichtig entnommen und mit einem Fluoreszenz-
mikroskop analysiert. Zur Analyse der Zellreaktion werden insgesamt 40 Mikro-
skopaufnahmen mit 632 Zellen analysiert [148]. Ab dem fiinften Kanal, entspre-
chend einer Konzentration von 2,9 pM, kann das beta-Catenin auch im Zellkern
nachgewiesen werden [148]. Abbildung 5.11a) zeigt die relative Anzahl der be-
ta-Catenin-positiven Zellen pro Kanal bei Kontakt der Zellen mit BIO durch
Diffusion. Der erste Kanal weist eine BIO-Konzentration von null auf, der achte
die hochste Konzentration von SuM. Im Rahmen der Experimente kann gezeigt
werden, dass im Mikrofluidikchip der Kontakt der Zellen zum Gradienten iiber
Diffusion, wie in Abbildung 5.10 gezeigt, funktioniert. Die Kontaktfliche der
Zellen zum Gradienten ist im Diffusionsmodus eingeschriankt. Die Zellen wer-
den lediglich von unten mit dem Gradienten kontaktiert, wodurch sie mogli-
cherweise eine geringere Konzentration von BIO wahrnehmen, als eigentlich im
entsprechenden geradlinigen Kanal des Mischerteils vorliegt [148]. Die Zellre-
aktion ist zudem prozentual gering, sogar im achten Kanal mit der hdchsten

Konzentration von BIO sind < 50% der Zellen beta-Catenin -positiv.
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Nahrmedium
- = Membran

Maorphogen Morphogenldsung

Abbildung 5.10: Ldngsschnitt durch den Mikrofluidikchip im Bereich der Zellkammer.
Kontakt einer Losung im Mischerteil, hier gezeigt eine Morphogenlosung, mit den Zel-

len in der Zellkammer mittels Diffusion durch die Poren der Membran.

Aus diesem Grund wird der Mikrofluidikchip in einem so genannten Konvekti-
onsmodus verwendet [148]: Hierzu werden der Einlass der Zellkammer und der
Auslass des Mikromischers geschlossen. Die Fliissigkeiten werden durch den
Mischereinfluss injiziert, gelangen durch die Membran in die Zellkammer und
verlassen den Mikrofluidikchip iiber den Zellabfluss, Abbildung 5.11b). Im
Konvektionsmodus werden die Zellen mit dem Gemisch aus dem Mischerteil
umstromt [148]. Da eine verbesserte Zellreaktion erwartet wird, wird die BIO-
Konzentration von 5 uM auf 2 uM verringert [148]. Die Zellen werden wie zu-
vor analysiert. Abbildung 5.11b) zeigt die Anzahl beta-Catenin -positiver Zellen
angetragen iiber die Kanalnummer. Der Grenzwert wird zu einer geringeren
Konzentration von 0,57 uM in Kanal drei verschoben [148]. Diese
BIO-Konzentration zeigt eine gute Ubereinstimmung mit Vergleichsexperimen-
ten in Well-Platten [148]. Die Zellreaktion kann im Konvektionsmodus deutlich
verbessert werden. Wéhrend eine BIO-Konzentration von 2 uM im Diffusions-
modus zu <2% beta-Catenin-positiven Zellen fiihrt, werden im Konvektions-

modus 84% positive Zellen erreicht [148]. Vorteilhaft an dem vorliegenden
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Mikrofluidikchip ist, dass sich der Wechsel zwischen den Modi durch einfaches
Umschalten der im experimentellen Aufbau integrierten Drei-Wege-Hahne be-
werkstelligen ldsst. Bei Bedarf ist es dementsprechend auch méglich, nur einen

Teil des Gesamtexperimentes im Konvektionsmodus durchzufiihren.
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Abbildung 5.11: Relative Anzahl beta-Catenin-positiver Zellen fiir die acht Kandle des
Mikromischers, mit schematischer Darstellung der Betriebsmodi des Mikrofluidikchips,
entnommen aus Kim et al. (2012) [148]”. An Kanal acht liegt jeweils die hochste Kon-
zentration an. a) Relative Anzahl beta-Catenin-positiver Zellen bei Kontakt durch Diffu-
sion. Es werden Losungen mit QuM und 5uM BIO injiziert. b) Relative Anzahl beta-
Catenin-positiver Zellen bei Kontakt im Konvektionsmodus. Es werden Losungen mit

OuM und 2uM BIO injiziert.

5.2.4 Untersuchung der Zellreaktion mit dem Morphogen Wnt

In weiteren Experimenten wird die Einsetzbarkeit des Mikrofluidikchips mit
Morphogenen und mit einem Morphogengradienten mit entgegenwirkendem

Inhibitorgradienten getestet [148]. Als Morphogen wird rekombinantes Wnt3a

>3 Die aus der Verdffentlichung [148] entnommenen Abbildungen wurden von M. Sc. Cho-
rong Kim im Rahmen ihrer Promotionsarbeit (KIT 2012) erarbeitet.
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eingesetzt. Wnt reguliert die Stammzelleigenschaften einiger adulter Stamm-
zellnischen. Die Auswertung erfolgt wiederum iiber die Beobachtung des be-
ta-Catenins. In einem ersten Experiment werden in einen Mischereinlass
500 ng/ml Wnt3a gelost. Die relative Anzahl der beta-Catenin-positiven Zellen
ist in Abbildung 5.12 in blau dargestellt. Die hohe Konzentration aktiviert den
Wnt-Signalweg moderat im ganzen Mikrofluidikchip. Ab Kanal fiinf nimmt die
Anzahl der beta-Catenin-positiven Zellen konzentrationsabhingig zu. Die
hochste Konzentration von Wnt3a liegt an Kanal acht an. In einem weiteren Ex-
periment wird am anderen Mischereinlass zusitzlich rekombinantes Dkk-1 als
Inhibitor des Wnt-Signalwegs injiziert. Die sich ergebende relative Anzahl der
beta-Catenin-positiven Zellen mit einem Wnt3a/Dkk-1 Gegengradienten ist in
Abbildung 5.12 in rot dargestellt. Die hochste Konzentration von Wnt3a und die
niedrigste Konzentration von Dkk-1 liegt an Kanal acht an. Bei Kombination
mit dem Inhibitor nimmt die relative Anzahl der beta-Catenin-positiven Zellen
abhéngig von der Dkk-1-Konzentration drastisch ab. Der Mikrofluidikchip ist
dementsprechend auch fiir die Verwendung von Morphogenen geeignet. Des
Weiteren kann ein Morphogengradient mit einem Gegengradienten seines Inhi-

bitors kombiniert werden [148].

Wihrend der mehr als 21 durchgefiihrten Experimente zeigt sich, dass die
Membran beim Offnen des Mikrofluidikchips immer am Kammerteil haftet.
Diese Seite der Membran kann vor dem zweiten Thermobondschritt gereinigt
werden und zeigt den Einfluss des Reinigungsschrittes auf die Bondfestigkeit.
Fiir alle spéter gebondeten Bauteile wird demzufolge eine beidseitige Reinigung

der Membran durchgefiihrt.
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Abbildung 5.12: Relative Anzahl beta-Catenin-positiver Zellen, entnommen aus Kim et
al. (2012) [148]°°. Injektion von rekombinantem Wnt3a in blau dargestelit. Die héchste
Konzentration Wnt3a findet sich in Kanal acht. Gleichzeitige Injektion des Inhibitors

Dkk-1 in den anderen Mischereinlass in rot dargestellt.

*¢ Die aus der Veroffentlichung [148] entnommenen Abbildungen wurden von M. Sc. Cho-
rong Kim im Rahmen ihrer Promotionsarbeit (KIT 2012) erarbeitet.
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5.3 Anwendung Mikrofluidikchip zur Stammzelldifferenzierung

Version Zwei

Im folgenden Kapitel wird auf die Anwendung . ———
der Mikrofluidikchips zur Stammzelldifferenzie-
rung in Version zwei eingegangen. Der Ver-

suchsablauf bei Verwendung des Mikrofluidik-

chips zur Stammezelldifferenzierung in Version
zwei entspricht dem von Version eins. Zu Beginn
wird die Optimierung der Zellbeobachtung im Mikrofluidikchip beschrieben.
AnschlieBend werden die Ergebnisse der Kultivierung von Stammzellen darge-

stellt.

5.3.1 Optimierung der Zellbeobachtung

Wie sich in der Anwendung des Mikrofluidikchips zur Stammzelldifferenzie-
rung in Version eins zeigt, konnen die Mikrofluidikchips mit dem am ZI II vor-
handenen Equipment (Axio Observer.Z1 und Objektiv beispielsweise 25-fach:
LD LCI Plan-Apochromat 25x/0,8 Imm Korr DIC M27, beides von der Firma
Carl Zeiss Microscopy GmbH) nicht im Mikrofluidikchip analysiert werden. Im
Folgenden wird das vorhandene 25-fach Objektiv beispielhaft ausgewihlt, da
eine 25-fache ObjektivvergroBerung zur Beobachtung der Zellen mindestens
notwendig ist [159]. Der Arbeitsabstand des Objektivs liegt bei 0,57 mm [160],
anders ausgedriickt: sind die Zellen bei optimalen optischen Voraussetzung ge-
ometrisch < 0,57 mm vom Objektiv entfernt, kdnnen sie beobachtet werden
[161-163]. Fiir optimale optische Voraussetzungen sollte als Material lediglich

Immersionsmedium oder Glas eingesetzt werden. Befindet sich ein anderes Mate-

179



Anwendung des Mikrofluidikchips

rial im Strahlengang, reduziert sich der real mogliche Arbeitsabstand zum Teil be-

trachtlich [161]. Die optische Wegldange wird nach folgender Formel berechnet:

5.3
laptisch =n- lgeometrisch ( )
Loptisch Optische Weglénge [m]
n Brechungsindex []
loeometriscn  Geometrische Weglénge [m]

Wird nun anstatt Glas (n~ 1,5), Luft (n= 1) in den Strahlengang eingebracht,
reduziert sich die optische Weglédnge auf 67% bei ansonsten gleichem Aufbau.
Abbildung 5.13 zeigt einen Schnitt durch die Zellkammer des Mikrofluidikchips
in Version zwei inklusive relevanter Abmessungen. Da bereits die Kammerhohe
den maximalen Arbeitsabstand iibersteigt, ist eine Zellanalyse im Mikrofluidik-

chip mit dem vorhandenen Objektiv nicht moglich [161, 163].

Polycarbonatschicht: 1mm

o Kammerteil
Kammerhéhe: 0,68mm
-— Membran mit Zellen

-— Mischerteil

Abbildung 5.13: Schnitt durch die Zellkammer des Mikrofluidikchips mit den sich erge-
benden Abmessungen im Mikrofluidikchip.
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Die Versuche werden demzufolge mit einem Objektiv mit groBerem Arbeitsab-
stand durchgefiihrt. Es wird das Objektiv LD Plan-Neofluar 40x/0,6 Korr M27
ebenfalls von der Firma Carl Zeiss Microscopy GmbH ausgewihlt’’. Der Ar-
beitsabstand des Objektivs betragt 2,9 mm. Einflisse der Oberflichenrauhigkeit,
z.B. durch Kratzer auf der Oberfliche des Mikrofluidikchips aus Polycarbonat
(Brechungsindex = 1,586 [164]) sollten sich durch das Aufbringen von Immer-
sionsdl weitgehend ausgleichen lassen (Brechungsindex = 1,518 [165]), da die
Brechungsindizes dhnlich sind [166]. Abbildung 5.14 zeigt die Ergebnisse der
ersten Untersuchung. Bei den Aufnahmen oben sind Zellen und sogar Zellfort-
sdtze mit Hilfe des LD Plan-Neofluar-Objektivs durch 1 mm Polycarbonat be-
obachtbar, dazu werden Mikrofluidikchips mit glasklarer Transparenz verwen-
det (vgl. Kapitel 4.1.2). Fiir die Aufnahme rechts wird der Mikrofluidikchip
5 min manuell mit Polierpaste poliert, wodurch eine moderate Verbesserung der
Qualitit der Mikroskopaufnahme erkennbar ist. Unten werden im Vergleich da-
zu Aufnahmen aus einem Mikrofluidikchip gezeigt, der mit der teilpolierten
Substratplatte abgeformt wurde (vgl. Abbildung 4.2a). Fiir die Aufnahme rechts
wird der Mikrofluidikchip mit einem durchsichtigen Klebeband zur Verbesse-
rung der Oberflichenqualitit beklebt™. Das Klebeband wirkt aufgrund eines
vergleichbaren Brechungsindizes wie das Immersionsdl. Bei dem glasklaren
Mikrofluidikchip oben sind die Zellen klar erkennbar und scharf, wéhrend sie
bei Verwendung der teilpolierten Substratplatte verschwommen sind. Die
durchgefiihrte Optimierung der Transparenz hin zu einer glasklaren Transparenz
zeigt einen deutlichen positiven Effekt. In weiteren Untersuchungen wird ge-
zeigt, dass fiir die Analyse der Zellen die Befiillung der Mikrofluidikchips mit

Néhrmedium erforderlich ist”’, da Luft die optische Weglinge verkiirzt. Bei

*7 Die Auswahl erfolgt mit Betreuung und Unterstiitzung durch PD Dr. Timo Mappes
*% Hinweis von Hr. Gert Sonntag Carl Zeiss Microscopy GmbH
% Hinweis durch PD Dr. Timo Mappes
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stark verunreinigten Bauteilen mit hoher Oberflaichenrauheit konnen nach einer
Polierzeit von 60 min hochaufldsende Aufnahmen generiert werden. Die Quali-
tdt der Aufnahmen aus den glasklaren Mikrofluidikchips kann allerdings nicht
erreicht werden. Zusammenfassend lésst sich sagen, dass bei Mikrofluidikchips
mit glasklarer Transparenz hochaufldsende Zellmikroskopie mit dem LD Plan-
Neofluar-Objektiv ohne Nachbehandlung der Oberflache moglich ist, dadurch
konnen Zellen auch wihrend des laufenden Experiments beobachtet und analy-
siert werden. Untersuchungen zur Kultivierbarkeit von Zellen, wie beispielswei-
se in Kapitel 5.2.2 und 5.3.3 dargestellt, konnen dadurch in einem einzigen

Mikrofluidikchip durchgefiihrt werden.
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Abbildung 5.14: Hochauflosende Mikroskopaufnahmen von HeLa-Zellen im Mikroflui-

dikchip aufgenommen mit dem LD Plan-Neofluar-Objektiv durch 1 mm Polycarbonat
(Mafstab 20 ,um)w. Oben: in einem glasklaren Mikrofluidikchip (vgl. Kapitel 4.1.2). Auf
beiden Aufnahmen sind die Zellfortsiitze der Zellen beobachtbar. Links: mit nicht polier-
tem Mikrofluidikchip. Rechts: nach 5 min polieren mit Polierpaste. Unten: in einem
Mikrofluidikchip abgeformt mit teilpolierter Substratplatte an der WUM 02 (vgl. Abbil-
dung 4.2a). Links: unbehandelt. Rechts: beklebt mit einem durchsichtigen Klebeband.

% Die Abbildung wurde von M. Sc. Chorong Kim zur Verfiigung gestellt.
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5.3.2 Stammzellkultivierung

Die Kultivierbarkeit von Stammzellen im Mikrofluidikchip wird mit embryona-
len Mausestammzellen gezeigt. Die Stammzellen werden in einem Nahrmedium
mit LIF (Englisch: Leukemia Inhibitory Factor) kultiviert. LIF ist ein Differen-
zierungsinhibitor und verhindert entsprechend die Differenzierung der Stamm-
zellen. Die Stammzellen werden mit einer Flussrate von 0,005 ml/min mit Nahr-
16sung versorgt. Der Mikrofluidikchip wird mittels einer Heizplatte auf 37°C
temperiert. Die Stammzellen sind auch nach neun Tagen Kultivierung im Mik-
rofluidikchip lebendig und proliferieren. Abbildung 5.15 zeigt eine Stammzell-
kolonie die im Kammerteil des Mikrofluidikchips kultiviert wird, jeweils nach
einem, drei, finf und sieben Tagen. Im Rahmen dieser Experimente kann das
Langzeitpotential des Mikrofluidikchips zur Kultivierung von Stammzellen ge-

zeigt werden.

Perfusion culture
Day3

Oct4-EGFP
(bar = 100 ym)

Abbildung 5.15: Stammzellkolonie kultiviert im Kammerteil des Mikrofluidikchips. Ge-
zeigt sind Fluoreszenzaufnahmen der Kolonie nach einem, drei, fiinf und sieben Tagen

(Mapstab: 100 um)*".

! Die Abbildung wurde von M. Sc. Chorong Kim zur Verfiigung gestellt und im Rahmen
ihrer Promotionsarbeit (KIT 2012) erarbeitet.
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5.4 Anwendung Mikrofluidikchip zur Herstellung von

Porengradientenfilmen

Der experimentelle Aufbau zur Herstellung eines ‘.‘

Porengradientenfilms ist schematisch in Anhang

i 7

J.1 dargestellt. Um einen Gradienten {iber die Po- >
R

3 2

)

renmorphologie zu erhalten, werden zwei ver-
schiedene Polymerisationslosungen in den Mikro-
fluidikchip injiziert. Im Mikromischer entsteht ein
Gradient iiber die beiden Losungen, der in der Reaktionskammer zur Verfiigung
gestellt wird. Die beiden verwendeten Losungen bestehen zu 50% aus Monome-
ren und zu 50% aus Alkohol (Porogenen) [167]. Der Monomeranteil setzt sich
aus 30% Ethylenglycoldimethacrylat (EGDMA) und 20% Butylmethacrylat
(BMA) zusammen, auerdem wird 1% Photoinitiator zugesetzt. Der Alkohol ist
der variierende Anteil in den Polymerisationslosungen und determiniert die Po-
renmorphologie [167]. Cyclohexanol erzeugt eine nanopordse Oberfliche mit
einem Porendurchmesser im Bereich einiger zehn Nanometer [130]. 1-Decanol
erzeugt eine mikropordse Oberfliche mit einem Porendurchmesser von ~1,2 pm
[130]. Die Losung, welche Cyclohexanol enthilt, wird im Folgenden als Losung
1 bezeichnet. Die Losung, welche 1-Decanol enthélt, wird als Losung 2 be-
zeichnet. REM-Aufnahmen der entstehenden Oberflichen bei Verwendung von
Losung 1 beziehungsweise Losung 2 werden in Anhang J.1 gezeigt. Mischt man
die beiden Losungen, variiert die Porengréfle abhingig vom Mischverhéltnis
[130]. Losung 2 wird bei den Versuchen mit 0,1% Rhodamin B versetzt, um die
Losungen im Mikrofluidikchip unterscheiden zu konnen. Alle Chemikalien
werden von der Firma Sigma-Aldrich Co. LLC bezogen. Der Mikrofluidikchip
wird wihrend des Versuchs direkt unter einer UV-Lampe (OAI Modell 30 deep-
UV collimated light source (San Jose, CA) ausgeriistet mit einer 500 W HgXe
Lampe) positioniert. Der Gradient im Mikrofluidikchip wird visuell tiberpriift.
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Sobald sich der Gradient in der Reaktionskammer etabliert hat, werden die
Spritzenpumpe aus- und die UV-Lampe angeschaltet. Das UV-Licht hat eine
Wellenlénge von 260 nm und eine Intensitdt von 12 mW/cm?. Der PDMS-Teil
des Mikrofluidikchips kann nun vorsichtig entfernt werden. Die Oberfldche des
Polymerfilms wird mit einem Stickstoffstrahl getrocknet, anschlieBend wird der
Polymerfilm zur Entfernung der Porogene iiber Nacht in Methanol eingelegt.
Der Porengradientenfilm steht nun zur potentiellen Verwendung auf dem Glas-
objekttriager zur Verfiigung. Die im Rahmen dieser Arbeit erzeugten Filme wer-
den mit Gold beschichtet, um deren Morphologie mittels REM-Aufnahmen ana-
lysieren zu konnen. In der Biologie werden Mikrokaskadenmischer iiblicherwei-
se mit nur einem Fluid betrieben [10-12, 14, 57, 148]. Die Verwendung von
Mikromischern mit zwei Fluiden kann zu Beschrinkungen bei der Gradienten-
formierung fiihren [22, 23], deswegen wird im Folgenden das Verhalten des
Mikromischers aufbauend auf den Erkenntnissen aus Kapitel 5.1, bei Verwen-
dung der Polymerisationslosungen charakterisiert. Polymeroberflachen mit ab-
weichenden Eigenschaften werden iiblicherweise zwischen zwei Glasobjekttré-
gern mit Abstandhaltern aus Kaptonfolie hergestellt [130]. Da die Polymerfilme
im Rahmen dieser Arbeit im vorliegenden Mikrofluidikchip hergestellt werden,
muss das Fabrikationsprotokoll angepasst und bei Bedarf optimiert werden. Zum
Abschluss des Kapitels wird die Erzeugung von Porengradientenfilmen bei op-

timiertem Versuchsablauf dargestellt.

5.4.1 Charakterisierung des Mikromischers mit Polymerisationslésungen

Da die Diffusionskoeffizienten der Porogene in den Monomerldsungen nicht
bekannt sind, werden diese am IBG 2 mittels NMR-Analyse gemessen. Fiir Cyc-
lohexanol ergibt sich in Losung 1 ein Diffusionskoeffizient von 260 um?/s, fiir

1-Decanol in Losung 2 ergibt sich ein Diffusionskoeffizient von 290 pm?/s. Mit
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Hilfe des mathematischen Modells aus Kapitel 5.2.1 wird die Grenzflussrate fiir
einen diffusiven linearen Gradienten auf 0,0025 ml/min abgeschétzt. Die Diffu-
sionskoeffizienten der Porogene in den Monomerldsungen liegen damit unter
den bekannten Werten fiir Rhodamin B mit 420 pm?*s [150] in wéssrigen Lo-
sungen. Diffusion ist also auch in den Polymerisationsldsungen ein vergleichs-

weise langsamer Prozess.

Wie im Rahmen der Charakterisierung des Mikromischers dargestellt, beeinflus-
sen die Viskositdt und die Dichte die Etablierung des Gradients im vorliegenden

Mikrofluidikchip (vgl. Kapitel 5.1).

Fiir die Viskositit der Losungen liegen lediglich grobe Abschétzungen [168] vor
(vgl. Tabelle 7), dementsprechend wird das Verhalten der Losungen in Flussver-
suchen untersucht. Abbildung 5.16 zeigt beispielhaft Aufnahmen bei einer
Flussrate von 3 ml/min (oben) und 7 ml/min (unten). Analog zu Abbildung 5.3
ist das Fluid mit der geschitzten geringeren Viskositét, Losung 2, mit Rhodamin
B eingefirbt. Eine Verschiebung des Gradienten wie bei den Zuckerlosungen in
Abbildung 5.3, kann hier allerdings nicht beobachtet werden. Anhang J.3 zeigt
den gleichen Versuch, wenn Losung 1 mit Methyl Blue eingefarbt wird. Eine
Verschiebung kann auch hier nicht beobachtet werden. Im gesamten gestesteten
Flussratenbereich kann von 0,001-40 ml/min keine Gradientenverschiebung be-
obachtet werden, demzufolge wird angenommen, dass die Schitzung der Visko-
sitdt, aus der Viskositdt der Einzelkomponenten, ein stark fehlerhaftes Bild zeigt

und die Viskositét der Losungen eher vergleichbar ist.
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Abbildung 5.16: Flussversuche mit Polymerisationslosungen. Losung 2 (geringere ge-
schdtzte Viskositdt) ist mit Rhodamin B gefirbt. Oben eine Flussrate von 3 ml/min unten
von 7 ml/min. Das erwartete Verhalten von Fliissigkeiten mit verschiedenen Viskositditen,

eine Verdringung des Fluids mit niedrigerer Viskositdt, kann nicht beobachtet werden.

Die Polymerisationslosungen weisen allerdings unterschiedliche Dichten auf,
Tabelle 7., weswegen eine weitere pLIF-Messung mit den Polymerisationslo-
sungen durchgefiihrt wird. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.17 dargestellt.
Wie bei fritheren Versuchen ist Losung 2 mit Rhodamin B angeférbt. Die Mes-
sung zeigt, dass bei einer Flussrate von 0,001 ml/min und 0,25 ml/min eine
Schichtung der Polymerisationslosungen auftritt. In beiden Fillen entsteht eine
keilférmige Schichtung. Wie erwartet findet sich Losung 2 (geringere Dichte)
auf Losung 1 (hohere Dichte). Bei einer Flussrate von 10 ml/min kdnnen kon-
vektive Effekte beobachtet werden. Die Unterschiede zu der Messung mit I-
sopropanol und Wasser lassen sich iiber das geringere Dichteverhéltnis der bei-
den Fluide erkldren. Wéhrend sich fiir Isopropanol und Wasser ein Dichtever-

hiltnis von ~1,3 ergibt, betrdgt das Dichteverhiltnis von Losung 1 zu Losung 2

188



Anwendung des Mikrofluidikchips

lediglich ~1,1. Bei weiterer Reduktion der Flussrate wird dementsprechend eine

gleichméBige Verteilung von Losung 2 auf Losung 1 erwartet.

Eine weitere Besonderheit bei der Versuchsdurchfiihrung zur Herstellung von
Porengradientenfilmen ist das notwendige Stoppen der Spritzenpumpe zur Po-
lymerisation. Im Rahmen ergénzender Flussversuche wird festgestellt, dass sich
auch hierbei die Losungen aufschichten, sobald die Pumpe ausgestellt wird. Von
oben betrachtet wirkt die Schichtung wie eine Vermischung der Losungen. An-
hang J.4 zeigt Aufnahmen eines solchen Versuchs. Zur besseren Visualisierung

wird auch Losung 1 eingefarbt.

Q=0.001 ml/min Q = 0.25 mi/min Q =10 ml/min

Abbildung 5.17: uLIF-Messung mit den Polymerisationslésungen. Losung 1 (hohere
Dichte) wird in den im Bild oberen Einfluss injiziert. Losung 2 (geringere Dichte), ge-
farbt mit Rhodamin B, wird in den unteren Einfluss injiziert. Bei 0,001 ml/min (links)
und 0,25 ml/min (mitte) schichtet sich Losung 2 keilformig auf Lésung 1. Bei 10 ml/min

kann man konvektive Effekte beobachten. *

Ubertriigt man diese Ergebnisse auf den Polymerfilm, bedeutet dies, dass sich

eine keilformige Verteilung der Porenmorphologie im Querschnitt durch den

%2 Die Graphik wurde von Dr. Massimiliano Rossi zur Verfligung gestellt.
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Polymerfilm einstellen sollte. Da Losung 2 die geringere Dichte aufweist und
eine mikropordse Oberfliche ausbildet, sollten oben tendenziell mehr Mikropo-
ren und unten tendenziell mehr Nanoporen beobachtbar sein. Die exakte Aus-
pragung der Keilform ist von der verwendeten Flussrate abhéngig. In Abbildung
5.18 wird eine Analyse des Querschnitts durch einen Polymerfilm mit jeweils
acht dquidistanten Messstellen in fiinf Messreihen mit einem Abstand von je-
weils 100 pm gezeigt. Dieser Polymerfilm wird mit einer Flussrate von
7,5 ml/min hergestellt. Wie erwartet, zeigt sich auch hier eine keilformige Auf-
teilung der Polymerisationslosungen anhand der sich ergebenden Porenmorpho-
logie. Dreht man den Mikrofluidikchip wéhrend der Polymerisation um, so soll-
ten unten tendenziell mehr Mikroporen und oben tendenziell mehr Nanoporen
beobachtbar sein. Eine REM-Analyse eines durch den Glasobjekttrager polyme-
risierten Polymerfilms zeigt Anhang J.5.

Im Rahmen der durchgefiihrten Experimente mit den Mikrofluidikchips, herge-
stellt mit dem PMMA—-Formwerkzeug, zeigt sich, dass sich die Bondverbindung
hiufig an den Zu- oder Abfliissen des Mikrofluidikchips 16st. Aus diesem Grund
werden bei dem angepasstem Aluminiumformwerkzeug die Zu- und Abfliisse
weiter entfernt vom Rand realisiert (vgl. Kapitel 4.1.4). Bei Verwendung des
PMMA-Formwerkzeugs zeigt sich zudem, dass entstehende Luftblasen schlecht
aus dem Mikromischer entfernt werden konnen. Nach der Umstellung auf den
angepassten Aluminiumformeinsatz werden beim ersten Befiillen durchwegs

alle Luftblasen aus dem Mikrofluidikchip gespiilt.
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Abbildung 5.18: REM-Analyse eines Querschnitts durch den Polymerfilm erzeugt mit
einer Flussrate von 7,5 ml/min. Die Aufnahmen werden jeweils an acht dquidistanten
Messstellen (1-8) in fiinf Messreihen (A-E) mit einem Abstand von ~100 um zueinander
angefertigt (Mapstab: 1 um).”

5.4.2 Anpassung der Herstellung von Porengradientenfilmen im

Mikrofluidikchip

Polymerfilme werden iiblicherweise zwischen zwei Glasobjekttragern mit Ab-
standhaltern aus Kaptonfolie hergestellt [130]. Die maximal verwendete
Schichtdicke des Polymers betragt dabei 100 um [169]. Da im vorliegenden

Mikrofluidikchip die Reaktionskammer eine Héhe von 680 um aufweist, wird

% Die Graphik wurde von M. Eng. Junsheng Li zur Verfiigung gestellt.
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der Ablauf des Polymerisationsprozess genauer untersucht: hierzu wird ein
PDMS-Bauteil lose auf einen modifizierten Glasobjekttriager aufgelegt, als Po-
lymerisationslosung wird Losung 1 verwendet, da diese bei Polymerisation eine
weillliche Farbung annimmt, die visuell beobachtet werden kann. Der Aufbau
wird durch den Glasobjekttrager jeweils fiir 30 s belichtet. Die Polymerisation
wird wihrend der Belichtung beobachtet, danach wird der Aufbau gedffnet und
der Hartegrad des Polymerfilms mit einem Metallstab gepriift. Der Polymerisa-
tionsprozess hiangt von der Belichtungszeit ab: Nach 30 s ist die Losung noch
vollstédndig fliissig. Nach 90 s Belichtungszeit ist die oberste Ebene an der UV-
Lampe ausgehértet. Erst nach einer Belichtungszeit von 300 s ist der Film auch
auf der anderen Seite auspolymerisiert. Eine Belichtung durch das PDMS-
Bauteil hindurch fiihrt zu einem analogen Ergebnis, negative Effekte durch die
PDMS-seitige Bestrahlung werden nicht festgestellt. Da die PDMS-seitige O-
berfliche des Films genutzt werden soll, sollte diese auch zuerst ausgehértet
werden. Aus diesem Grund wird die Bestrahlung im Folgenden immer durch das

PDMS-Bauteil hindurch realisiert.

Wihrend erster Experimente zur Herstellung von Porengradientenfilmen zeigt
sich, dass das PDMS-Bauteil trotz guter Bondstabilitit, nach der Herstellung des
Polymerfilms einfach geldst werden kann. Die Filme weisen in > 30% der Fille
allerdings keine ausreichende Haftung zum Glasobjekttrager auf. Da die Haf-
tung der Filme auf dem Glasobjekttriger zur REM-Analyse und fiir die spétere
Verwendung der Filme in biologischen Versuchen notwendig ist, werden che-
misch modifizierte Glasobjekttriger eingesetzt, welche die Haftung des Films

auf dem Glas erhdhen [130].
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5.4.3 Herstellung von Porengradientenfilmen mit optimiertem

Versuchsprotokoll

Um die Einsetzbarkeit des Mikrofluidikchips als Werkzeug zur Herstellung von
Porengradientenfilmen zu zeigen, werden bei einer Flussrate von 0,25 ml/min
und 7,5 ml/min jeweils drei Membranen hergestellt und anschlieBend mittels
REM-Aufnahmen analysiert. Die Belichtung erfolgt jeweils durch das PDMS-
Bauteil hindurch. Um die Schichtung der Polymerisationslosungen nach dem
Stoppen der Spritzenpumpe moglichst reproduzieren zu kénnen, werden Sprit-
zenpumpe und UV-Lampe synchron geschaltet. Die Spritzenpumpe wird hierbei
aus- und die UV-Lampe zur Polymerisation angeschaltet. Der Polymerfilm wird
15 min mit UV-Licht bestrahlt, um eine vollstdndige Aushirtung zu garantieren.
Nach dem Offnen der Mikrofluidikchips wird die Morphologie der Polymerfil-
me mittels REM-Aufnahmen analysiert. Abbildung 5.19a) zeigt REM-
Aufnahmen eines Porengradientenfilms hergestellt mit einer Flussrate von
0,25 ml/min. Fiir die Aufnahmen werden die Polymerfilme 10 mm vom Einfluss
in die Reaktionskammer entfernt, durchgeschnitten, Abbildung 5.19b). Der ent-
stehende Querschnitt wird 50 pm unterhalb der Oberfliche analysiert. In
Abbildung 5.19a) erkennt man, dass die Polymerfilme eine hochporose Oberfla-
che mit Mikroporen am einen Ende und Nanoporen am anderen Ende aufweisen.
Ein Gradient iiber die Porenmorphologie ist in Abbildung 5.19a) klar zu erken-
nen. Zur Charakterisierung des Porengradienten wird eine quantitative Analyse
durchgefiihrt. Fiir jeweils drei Membranen werden die Poren- und die Kugelgro-
Ben vermessen. Abbildung 5.19c¢) fasst die durchschnittlichen Werte jeweils fiir
die beiden Flussraten zusammen. Bei Verwendung einer Flussrate von
0,25 ml/min ergeben sich im mikropordsen Bereich KugelgroBen von ~0,98 um
bis ~1,85 pm. Die Kugeln haben eine durchschnittliche Groe von 1,45 pm. Die
Porengrofle variiert von ~0,62 um bis ~1,69 um mit einem Durchschnittswert

von 1,05 pm. Im nanopordsen Bereich verteilt sich die KugelgroBe von
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0,1-0,21 pum, bei einer Durchschnittskugelgrée von 0,16 um. Die durchschnitt-
liche Porengréf3e im nanopordsen Bereich betrdgt ~0,13 pm. Die quantifizierten
Ergebnisse in Abbildung 5.19c) rechts, zeigen einen deutlichen Gradienten iiber
die Porenmorphologie. Bei Verwendung einer Flussrate von 7,5 ml/min kann

allerdings kein Gradient festgestellt werden.

b)

= 2 [ Porengrofie
[ [ Porengrifie 5 +
el 1 BB Kugelgrsfe el 1 BN Kugelgrifie

Grife[pm]
Grofe[pm]

Messposition Messposition

Abbildung 5.19: Auswertung der identisch hergestellten Porengradientenfilme. a)
REM-Aufnahmen eines Porengradientenfilms hergestellt mit einer Flussrate von
0,25 ml/min (Mafistab: 1 um). Die obere Zeile zeigt eine Vergroflerung der unteren. b)
Messpunkte fiir die REM-Analyse auf dem Polymerfilm. c) Zusammenfassung der Mes-
sung von Poren- und Kugelgrifien aus REM-Aufnahmen von jeweils drei Polymerfil-

men, hergestellt mit einer Flussrate von 7,5 ml/min (links) und 0,25 ml/min (rechts).64

% Die Graphik wurde von M. Eng. Junsheng Li zur Verfiigung gestellt.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass mit Hilfe des entwickelten Mikroflui-
dikchips, bei Verwendung geeigneter Flussraten, ein Gradient der Porenmorpho-
logie in einem Polymerfilm hergestellt werden kann. Durch Schichtungseffekte
der Polymerisationslosungen konnen zudem, aufgrund von abweichender Dich-
te, Polymerfilme mit einer keilformigen Verteilung der Porenmorphologie her-

gestellt werden.

5.5 Anwendung Mikrofluidikchip fiir das Metabolic Engineering

Der experimentelle Aufbau bei der Anwendung des Mikrofluidikchips fiir das
Metabolic Engineering ist schematisch in An-
hang K.1 dargestellt. Die Zellkammer des
Mikrofluidikchips wird mit Hilfe einer Spritze
beladen. Mikrofluidikchip und Spritzen sind

iiber Schlduche und Drei-Wege-Héhne mitein-

ander verbunden. Die zweite Kammer des Mik-

rofluidikchips wird mit einer Peristaltikpumpe betrieben, die ebenfalls {iber
Schlduche und Drei-Wege-Hihne angeschlossen wird. Zur Durchfiihrung des
Versuchs wird der vollstindige Mikrofluidikchip zuerst mit 70%-igem Ethanol
gereinigt [170]. Die Kammer wird mit Ndhrmedium befiillt. Die Zellkammer
wird zuerst mit Nahrmedium gespiilt, anschlieBend werden die Pflanzenstamm-
zellen in Zellsuspension mit Hilfe einer Spritze injiziert. Die Zellkammer wird
dann verschlossen indem entweder die Drei-Wege-Hahne geschlossen oder die
Schlduche mittels einer Klammer abgeklemmt werden. Die Zellen werden wéh-
rend des Experiments iiber die zweite Kammer versorgt, die mit einer Flussrate
von 0,08 ml/min betrieben wird [170]. Der Austausch zwischen den Kammern
findet iiber Diffusion durch die perforierte Membran statt. Die Produkte der Zel-

len werden ebenfalls iiber den zweiten Kammerkreislauf abgeleitet. Der Fliissig-
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keitsstrom aus der zweiten Kammer wird in einem Auffangbehilter gesammelt
[170]. Der Auffangbehélter wird jede Stunde ausgetauscht, in flissigem Stick-
stoff tiefgefroren und fiir die folgenden NMR-Analysen ans IBG 2 iiberstellt.
Der Mikrofluidikchip befindet sich wihrend des Experiments unter einer Steril-
bank, temperiert auf 26°C und wird mit Aluminiumfolie umwickelt, um eine
Abdunklung zu erreichen. Die verwendeten BY-2 Tabakpflanzenstammzellen
werden fiir gewohnlich bei 26°C, im Dunkeln auf einem Horizontalschiittler mit
150 U/min kultiviert. Die Zellen kénnen am Ende des Experiments mit Nahrme-
dium aus der Zellkammer ausgespiilt und bei Bedarf nochmals hinsichtlich Vita-
litdt, Mitoseindex und Zelllange analysiert werden. Die beiden Kammern werden
anschlieend mit 70%-igem Ethanol und destilliertem Wasser gereinigt. Da Pflan-
zenstammzellen im Gegensatz zu Sidugerzellen nicht adhérieren, konnen mit Hil-
fe eines einfachen Reinigungsschrittes alle Zellreste entfernt werden. Der Mik-

rofluidikchip kann nach der Reinigungsprozedur wieder verwendet werden [170].

Die Pflanzenstammzellen konnen im Mikrofluidikchip tiber ihren vollstindigen
Kultivierungszyklus von sieben Tagen kultiviert werden [170]. Damit wird das
Langzeitkultivierungspotential fiir Pflanzenstammzellen im vorliegenden
Mikrofluidikchip gezeigt. Abbildung 5.20 zeigt eine Aufnahme von Pflanzen-
stammzellen im Mikrofluidikchip. In ersten Experimenten wird nachgewiesen,
dass die Zellen im Mikrofluidikchip eine ausreichende Uberlebensrate von 75%
haben. In etablierten Zellkulturen liegt die Uberlebensrate im Vergleich dazu bei
95%. Bei Pflanzenstammzellen wird die Vitalitit neben Firbeassays (Trypan
Blue dye exclusion test) liblicherweise liber die Haufigkeitsverteilung hinsicht-
lich Zellzahl pro Zellfaden bestimmt. Dazu wird die Anzahl der Einzelzellen pro
Zellfaden in Mikroskopaufnahmen bestimmt. Im vorliegenden Mikrofluidikchip
entspricht die Verteilung groBtenteils der Verteilung in etablierten Zellkulturen
[170]. Erste NMR-Analysen zeigen keinen Einfluss des Experimentators in dem

abgeleiteten Medium [171]. Dafiir kénnen chemische Substanzen wie Sarkozyn,
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welches als Medikament gegen Schizophrenie eingesetzt wird, in geringen

Mengen nachgewiesen werden [171].

Die Mikrofluidikchips kdnnen bei fehlerfreier Herstellung zwischen <3 und

>18 Tagen im Dauerbetrieb genutzt werden, bevor Leckage auftritt. In der Regel

16st sich die Bondverbindung um die Kammern. Auch fiir Mikrofluidikchips

welche mit ldsemittelunterstiitztem Thermobonden gedeckelt werden ist die

Bondstabilitit nicht einheitlich. Der eingesetzte PTFE-Schlauch ist aufgrund sei-

ner geringen Flexibilitdt schlechter zu handhaben als frither verwendete hoch-

flexible Silikonschléduche. Durch die geringe Flexibilitdt der Schlduche 16sen sich

Abbildung 5.20: BY-2 Tabakpflanzenstammzellen kultiviert
im Mikrofluidikchip fiir das Metabolic Engineering.”

% Diese Aufnahme wurde von Dr. Jan Maisch zur Verfiigung gestellt.

die Schraubverbin-
der bei lédngerem
Gebrauch aus den
Gewindebohrungen
der Adaptoren und
miissen erneut be-
festigt werden. Der
Austausch der Peri-
staltikpumpe durch
eine Spritzenpumpe
konnte hier mogli-
cherweise Abhilfe

schaffen.
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6 Marktanalyse Mikrofluidikchip zur

Stammzelldifferenzierung

Im Rahmen dieser Arbeit wird zudem eine Marktanalyse iiber den Mikrofluidik-
chip zur Stammzelldifferenzierung durchgefiihrt®®. Die Marktanalyse gliedert
sich in zwei Abschnitte, eine Primér- und eine Sekundirdatenanalyse. Bei der
Primérdatenanalyse werden vorhandene Daten ermittelt und ausgewertet. Im
Rahmen der Sekundérdatenanalyse werden eigene Daten aufgenommen und
ausgewertet. Unter anderem dient die Marktstudie zur Bestimmung des Markt-
potentials des Mikrofluidikchips zur Stammzelldifferenzierung®’. Das Marktpo-
tential ist die Anzahl von Einheiten eines Produktes, welche ,,insgesamt abge-
setzt werden kénnten, wenn alle potentiellen Kunden iiber die erforderlichen
Mittel (Kaufkraft) verfiigten und ein Kaufbediirfnis bestiinde* [172]. Das Markt-

potential eines Produktes wird nach folgender Formel berechnet:

P=V*4 (6.1)
P Marktpotential [Stiick/Jahr]

Potentieller Verbrauch pro Jahr [Stiick/Jahr]
A Anzahl potentieller Abnehmer [1]

Neben der Ermittlung spezifischer, benotigter Grofen fiir die Berechnung des
Marktpotentials sollen im Rahmen der Sekundardatenanalyse bisher unbekannte

Anforderungen an den Mikrofluidikchip ermittelt und bestehende, offene Fragen

% Auf Basis der Marktanalyse wird der Mikrofluidikchip zur Stammzelldifferenzierung im
Kunden-Newsletter RESEARCH TO BUSINESS des KIT vorgestellt.

%7 Die Marktanalyse wurde in Teilen in einer von mir betreuten Seminararbeit von Fr. Patricia
Beuter durchgefiihrt. Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Vorbereitung und Durchfiihrung der
Expertengespréche.
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geklart werden. Eine klassische Endkundenbefragung, mit einer Vielzahl von
Interviews, ist im Rahmen dieser Arbeit nicht realisierbar, stattdessen sollen ei-
nige wenige Expertengespriche durchgefiihrt werden. Experten sind Menschen
mit Uberblickswissen iiber den fraglichen Bereich. Aufgrund ihres Wissens sind
Experten dazu in der Lage, Aussagen iiber die allgemeinen zukiinftigen Ent-
wicklungen zu machen [173]. Im Folgenden wird zu Beginn auf die Primérda-
tenanalyse und anschlieend auf die Sekundérdatenanalyse mit den durchgefiihr-
ten Expertengesprichen eingegangen. Das Kapitel schliefit mit der Berechnung

des Marktpotentials, aus den gewonnen Daten.

6.1 Priméirdatenanalyse

Marktzahlen fiir Mikrofluidikchips sind bis dato nicht verfiigbar. Einen interes-
santen Einblick in die Absatzmoglichkeiten von Mikrofluidikchips bieten die
Unternehmensdaten der ibidi GmbH [174]. Diese nimmt ihre Unternehmensté-
tigkeit 2001 als Ausgriindung der TU Miinchen auf und vertreibt ,innovative
functional cell-based assay technologies” [174]. Das Unternehmen hat inzwi-
schen ~50 Mitarbeiter, erwirtschaftet einen Jahresumsatz von 5 Mio €/Jahr, pro-
duziert in den USA und Deutschland und vertreibt seine Produkte weltweit. Ne-
ben eher einfachen Mikrofluidikchips werden allerdings auch Zelllinien, Instru-

mente und Software verkauft [174].

Im Rahmen der Primédrdatenanalyse werden zudem ldnderspezifische Unter-
schiede analysiert. Mittels einer Suchabfrage im ISI Web of Knowledge wird ein
Léanderranking nach dem Forschungsaufkommen im Bereich der Stammzellbio-
logie erstellt [175]. Das Forschungsaufkommen erlaubt eine Einschitzung der
Relevanz der entsprechenden Lénder im Rahmen einer Vermarktung des

Mikrofluidikchips. Als Markt besonders interessant sind die USA, Japan,
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Deutschland, China und Grofbritannien. Eine Liste der 14 Léinder mit dem
hochsten Forschungsaufkommen wird in Anhang L.1 gezeigt. Fiir diese 14 Lan-
der wird die Gesetzeslage analysiert. Stammzellforschung, insbesondere an hu-
manen embryonalen Stammzellen, gilt als ethisch bedenklich. Demzufolge ist
sie in manchen Léndern, wie beispielsweise in Deutschland, nur eingeschrénkt
erlaubt oder in anderen, wie beispielsweise in Irland, sogar verboten [176, 177].
Eine Zusammenfassung wird in der Tabelle in Anhang L.1 gegeben. In Italien
und der Schweiz soll Stammzellforschung an embryonalen, humanen Stammzel-
len verboten werden, damit reduziert sich die Liste auf 12 Léander, sollte der
Mikrofluidikchip lediglich fiir diese Stammzellen eingesetzt werden. Weitere

geplante oder bereits vorhandene Verbote sind nicht bekannt.

Zur Ermittlung des Marktpotentials wird unter anderem die Anzahl der Stamm-
zellzentren bendtigt. Weltweit sind fiir das Jahr 2004 139 Stammzellforschungs-
zentren gelistet [178]. Aufgrund fehlender neuerer Studien wird im Folgenden
auf die Studie des Minnesota Biomedical & Bioscience Networks [178] zuriick-
gegriffen. In dieser Studie werden Gesellschaften gesammelt aufgelistet, so
werden beispielsweise alle Max-Planck- und Fraunhofer-Institute zusammenge-
fasst [178]. Fiir Deutschland sind in der genannten Studie lediglich drei Stamm-
zellzentren genannt [178]. Das Robert-Koch-Institut®® verzeichnet aktuell rund
40 Institute die Stammezellforschung mit humanen embryonalen Stammzellen
betreiben [179]. Die Annahme von 139 Stammzellzentren weltweit, ist daher als

dullerst konservativ anzusehen.

Als Vorbereitung fiir die Sekundirdatenanalyse miissen zudem passende Exper-
ten ermittelt werden. Es wird von einem Einsatz in der biologischen Forschung

ausgegangen. Wissenschaftler, insbesondere solche auf hoherer Ebene, haben in

% Das Robert-Koch-Institut ist in Deutschland nach dem Stammzellgesetz fiir die Genehmi-
gung von Einfuhr und Verwendung humaner embryonaler Stammzellen zusténdig.

201



Marktanalyse Mikrofluidikchip zur Stammzelldifferenzierung

der Regel einen guten Uberblick iiber die institutseigenen Forschungsaktivititen.
Zudem sind Wissenschaftler iiber regelmifBige Konferenzen gut mit Fachkolle-
gen vernetzt, weswegen ebendiese als Experten angesehen werden kdnnen. Die
Auswabhl der relevanten Stammzellforschungszentren erfolgt iiber eine Internet-

recherche, ergénzt durch ein Gesprich mit dem Robert-Koch-Institut [179].

6.2 Sekundirdatenanalyse

Auf Basis von Primérdatenerhebung und ausfiihrlichen Gesprichen® mit M. Sc.
Chorong Kim und PD Dr. Dietmar Gradl, beide vom ZI II, wird ein Interview-
leitfaden in deutscher und englischer Sprache erstellt. Der Fragebogen wird un-
ter Beachtung géngiger Leitlinien zur Erstellung von Fragebdgen (zusammenge-
fasst beispielsweise in Aschemann-Pilshofer (2001) [180]) erstellt und im Fol-
genden sukzessive wihrend der Expertengespriche angepasst. Insgesamt werden
sechs Expertengesprache durchgefiihrt. Eine Liste der Experten findet sich in
Anhang L.2. Keiner der Experten bricht das Gesprach wéhrend des Interviews
ab. Alle sechs sind grundsétzlich bereit weitere Riickfragen zu beantworten. Zu
drei Experten besteht nach dem Interview noch Kontakt per E-Mail zur Klarung
von Fragen und Anregungen. Fiir Expertengespriache sind sechs Gespréche eine
vergleichsweise geringe Anzahl. Aufgrund des offensichtlichen groflen Interes-
ses und der genutzten Mdglichkeit fiir Riickfragen, sollte das sich ergebende

Bild, nichtsdestotrotz, aussagekriftig sein.

Im Rahmen der Auswertung der Gespriache wird deutlich, dass bei einer Frage
iiber die Wiederverwendbarkeit der Mikrofluidikchips eine Beeinflussung eini-

ger Experten durch die genannte Preisspanne stattfindet. Dies muss bei der

% Durchgefiihrt von Fr. Patricia Beuter
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Auswertung der Ergebnisse beachtet werden [180]. Im Folgenden werden die
Ergebnisse aller gefithrten Gespriche zusammengefasst”’. Zu Beginn werden die
biologischen Erkenntnisse dargestellt, anschlieBend die wirtschaftlich relevanten
Aussagen. Die Zusammenfassung schlieft mit den genannten alternativen An-

wendungsmoglichkeiten.

Als Goldstandard fiir die Untersuchung der Stammzelldifferenzierung werden
Multiwellplatten angesehen. Mit diesen muss der vorliegende Mikrofluidikchip
zur Stammezelldifferenzierung entsprechend verglichen werden. Als maximale
Differenzierungsdauer werden Zeitangaben zwischen 21 [181, 182] und 60 Ta-
gen [113] gemacht. Stammzelle wird als Uberbegriff fiir eine Vielzahl verschie-
dener Zellen verwendet. Die Differenzierung einer Stammezelle lduft in vielen
kleinen Schritten ab, eine exakte Definition wann eine Zelle tatsdchlich diffe-
renziert ist, gibt es bis heute nicht [183]. Dies erklért die Varianz in den gemach-
ten Angaben. Fiir eine uneingeschrinkte Einsetzbarkeit bei der Untersuchung
der Stammzelldifferenzierung sollte demzufolge die Stabilitét aller Verbindun-
gen fiir einen Zeitraum von 60 Tagen ausreichen. Weitere Anforderungen an den
Mikrofluidikchip ergeben sich aus den Gespridchen nicht. Nach Expertenmei-
nung sind alle adhirenten Stammzellen fiir den Mikrofluidikchip geeignet. Bei
den meisten Stammzellen ist jedoch noch nicht klar, ob sie diesem Typ angeho-
ren oder nicht, dementsprechend muss nach Expertenaussage, die Kultivierbar-
keit fir jeden Zelltyp separat getestet werden. Im Diffusionsmodus des
Mikrofluidikchips (vgl. Kapitel 5.2.3) treten die Zellen lediglich durch die
Membran mit den Proteinen in Kontakt, dadurch ist die Kontaktfliche der Zellen
zum Gradienten eingeschrankt. Untersuchungen zu mdglichen Auswirkungen
der eingeschrinkten Kontaktflache auf die Zellreaktion sind den Experten nicht

bekannt. Die Einschétzungen hierzu gehen stark auseinander. Ein Experte ver-

7 Da eine explizite Zuordnung bei kumulierten Aussagen nicht méglich ist, wird als Referenz
auf Anhang L.2 sowie auf M. Sc. Chorong Kim und PD Dr. Dietmar Gradl verwiesen.
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mutet, dass sich die Signalwirkung verringern konnte [184]. Dies korrespondiert
mit dem selbst beobachteten Effekt wihrend der durchgefiihrten Experimente
mit BIO (vgl. Kapitel 5.2.3). Ein anderer Experte geht davon aus, dass die Zel-
len eher lokal an der Kontaktfliche differenzieren wiirden [113]. Grundsétzlich
werden entsprechende Untersuchungen als interessant eingeschitzt, da der Dif-
fusionsmodus damit den Gegebenheiten in vivo entspricht. Nachteilig schitzen

die Experten die Volumenbegrenztheit des Mikrofluidikchips ein.

Als Preisspanne fiir den Mikrofluidikchip werden im Interview 70-100 €' ge-
nannt. Dies wird von den Experten als angemessen empfunden, wenn der
Mikrofluidikchip dazu beitrdgt spezifische Fragestellungen zu beantworten. Ein
Einwegprodukt wird von den Experten klar bevorzugt. Die Reinigung von Mate-
rialien fiir biologische Versuche ist zeit- und wegen des hohen Chemikalien-
verbrauchs, kostenintensiv. Zudem besteht die Gefahr, dass Verunreinigungen
zuriickbleiben, welche das néchste Versuchsergebnis verfilschen kénnen. Es
wird allerdings auch angegeben, dass bei dem genannten Preis das Produkt
mehrfach verwendbar sein sollte. Die entsprechenden Experten geben jedoch
frither im Interview an, dass Kunststoffteile nicht wieder verwendet werden soll-
ten. Offenbar liegt an dieser Stelle eine Beeinflussung der Antwort durch den
vorgenannten Preis vor. Einige Experten werden nach der geschitzten bendtig-
ten Anzahl an Mikrofluidikchips in ihrem Institut gefragt. Die Antworten rei-
chen von 40-50 Mikrofluidikchips/Jahr [113] bis 120-180 Mikrofluidik-
chips/Jahr [183]. Im Folgenden wird der Mittelwert aus diesen Angaben mit
93 Mikrofluidikchips/Jahr verwendet.

! Die angegebene Preisspanne wird auf Basis der kalkulierten Herstellungskosten am IMT
bei fehlerloser Produktion geschitzt. Bei industrieller Fertigung sollten sich die Herstellungs-
kosten deutlich reduzieren lassen.
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Die folgenden alternativen Anwendungsmdglichkeiten werden von den Exper-

ten genannt:

e Versuche zur Virentransfektion von Stammzellen [184]. Bei dieser Art
der Versuche werden Viren anstatt Morphogenen in den Mischer injiziert.
Die Viren iibertragen ihr Genmaterial auf die Zellen, welche im An-

schluss analysiert werden.

e Des Weiteren wird die Pharmaindustrie als mogliche Zielgruppe genannt

[183].

Insgesamt bewerten alle Gespréachspartner die Mikrofluidik als duflerst interes-
sant fiir Versuche zur Stammzelldifferenzierung. Vier der sechs befragten Ex-
perten geben zum Abschluss des Gespriachs ungefragt an, den Mikrofluidikchip

gerne testen zu wollen.

6.3 Berechnung des Marktpotentials

Um das Marktpotential aus den erhobenen Informationen berechnen zu kdnnen
miissen einige Annahmen getroffen werden. Der Mikrofluidikchip wird als Ein-
wegprodukt genutzt. Das Marktpotential kann somit aus der Anzahl der Stamm-
zellzentren aus der Primédrdatenanalyse und dem mittleren genannten Verbrauch
aus der Sekundérdatenanalyse berechnet werden. Es ergibt sich ein Marktpoten-
tial von ~13.000 Mikrofluidikchips/Jahr. Bewertet mit der Preisspanne von 70-
100 € pro Mikrofluidikchip ergibt sich somit ein Umsatzerlés von ~0,9-
1,3 Mio €. Folgt man dem Institut fiir Mittelstandsforschung, Bonn, liegt ein Un-
ternehmen mit diesem Umsatz genau an der Grenze von einem kleinen zu einem
mittleren Unternehmen. Fiir kleine Unternehmen werden bis zu neun fiir mittlere

bis zu 499 Mitarbeiter angenommen [185].
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass eine Vermarktung des Mikrofluidik-
chips zur Stammzelldifferenzierung iiber ein separates Unternehmen oder alter-
nativ auch im Rahmen von Kleinserienfertigungen am IMT wirtschaftlich

durchaus interessant sein konnte.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Arbeit bei der Entwicklung und Op-
timierung der Mikrofluidikchips flir Anwendungen aus der Zellbiologie zusam-
mengefasst. Im Anschluss wird ein Ausblick auf mogliche weitere Entwicklun-

gen gegeben.

7.1 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit werden Mikrofluidikchips fiir die Untersuchung der
Stammzelldifferenzierung, Mikrofluidikchips zur Gewinnung wertvoller Sub-
stanzen durch Metabolic Engineering und Mikrofluidikchips zur Herstellung
von Porengradientenfilmen entwickelt, optimiert und angewendet. Insgesamt
werden 504 einsatzfahige Mikrofluidikchips hergestellt. Im Rahmen der Ent-
wicklung der Mikrofluidikchips kann Folgendes gezeigt werden:

o Langzeitkultivierbarkeit von embryonalen Stammzellen in Mikrofluidik-

chips hergestellt aus Polycarbonat

o Langzeitkultivierbarkeit von Pflanzenstammzellen in Mikrofluidikchips

hergestellt aus Polycarbonat

e Beeinflussbarkeit von Zellen in einer Zellkammer mit einem Gradienten

tiber eine perforierte Membran

o Abschopfbarkeit von Zellprodukte iiber eine perforierte Membran und
damit die Nutzbarkeit von Pflanzenstammzellen zur Produktion von wert-

vollen Substanzen
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e Beobachtbarkeit von Zellen mit konventionell hochauflosenden lichtmikro-

skopischen Verfahren im Mikrofluidikchip wéhrend des laufenden Versuchs

Reproduzierbare und massenfertigungstaugliche Herstellbarkeit von bio-

kompatiblen Mikrofluidikchips im Stapelaufbau

Herstellbarkeit der Mikrofluidikchips in kurzen Zyklen

Verwendbarkeit von Aluminiumformeinsitze in Forschungsprojekten mit

~ 150 Abformungen als Alternative zu Messingformeinsétzen

Herstellbarkeit von designunabhingigen, formschliissigen Bondverbin-

dungen in Polycarbonat

Herstellbarkeit von Bondverbindungen belastbar mit einem Druck von

> 10 bar in Polycarbonat

Bondfestigkeit wird nicht von der Planparallelitét beeinflusst

Herstellbarkeit von Polymerfilmen mit einem Gradient {iber die Poren-

morphologie in einem Mikrofluidikchip

Massenfertigungstaugliche Herstellbarkeit von Mikrofluidikchips aus
PDMS

Diffusive und konvektive Mischbarkeit von Fluiden im vorliegenden

Mikromischer

Einsetzbarkeit des vorliegenden Mikromischers mit zwei verschiedenen

Fluiden
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o Beeinflussbarkeit der Fluide im vorliegenden Mikromischer durch deren

Dichte

Im Rahmen einer Marktanalyse iiber den Mikrofluidikchip zur Stammzelldiffe-
renzierung wird gezeigt, dass eine Vermarktung des Mikrofluidikchips wirt-
schaftlich gesehen durchaus interessant sein kénnte und auf Seiten der Anwen-

der Interesse bestiinde.

Im Folgenden wird dargestellt wie diese Ergebnisse im Detail realisiert werden
konnen. Die entwickelten Mikrofluidikchips zur Stammzelldifferenzierung und
die Mikrofluidikchips fiir das Metabolic Engineering werden in Polycarbonat
gefertigt, Mikrofluidikchips zur Herstellung von Porengradientenfilmen in
PDMS. Im Folgenden wird zu Beginn auf die Herstellung und anschlieBend auf
die Anwendung der Mikrofluidikchips eingegangen. Bei der Herstellung wird
eingangs auf die Verwendung von Polycarbonat und anschlieend auf die Ver-

wendung von PDMS eingegangen.
Zur Abformung von Mikrofluidikchips in Polycarbonat sollte:
e Makrolon® GP clear 099 als Halbzeug verwendet werden

e Mit dem vorliegenden Messingformeinsatz, an der Heilprigeanlage
WUM 02 bei einer Temperatur von 173°C, einer Prigekraft von 40 kN
und einer Haltezeit von 700 s, bei einer Vorheiztemperatur von 190°C

und einer Entformtemperatur von 134°C abgeformt werden
- es entstehen 170 reproduzierbare fehlerlose Bauteile

e Mit dem vorliegenden Aluminiumformeinsatz, an den Hei3prageanlagen
WUM 02 oder WUM 03 bei gleichen Prozessparametern und einer ange-

passten Endtemperatur des Kiihlprozesses von 160°C abgeformt werden
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- es entstehen > 190 reproduzierbare, groBteils transparente Bauteile

o Fiir kurze Zykluszeiten mit Hilfe eines Vorheizprozesses auf 130-140°C

an der Wickert-HeiB3prigeanlage abgeformt werden

-> die Prozesszeit verkiirzt sich von 58 min auf 14 min, allerdings weisen
die Bauteile eine Abweichung iiber die Bauteildicke auf, die um 89% ho-
her und die Planparallelitdt der Bauteile entsprechend schlechter ist, als

bei Abformungen in langeren Zyklen

Die Poren im vorliegenden Messingformeinsatz lassen sich auf den vorhandenen
Bleianteil zuriickfithren. Bei Verwendung des Aluminiumformeinsatzes lasst
sich die Prozesszeit an der HeiBprigeanlage WUM 02 um 19% reduzieren. Bei
Verzicht auf Vakuum ist eine weitere Reduktion der Prozesszeit von 20% mog-
lich. Im vorliegenden Fall kann auf einen Temperprozess der Halbzeuge vor
dem Abformprozesses verzichtet werden. Dadurch reduziert sich die Durchlauf-

zeit bei der Herstellung der Mikrofluidikchips mindestens um 48 h.

Zur Herstellung von Mikrofluidikchips im Stapelaufbau in Polycarbonat mit gu-

ter Bondstabilitit sollte beim Bondprozess:

e Immer eine Reinigung aller Substrate mit Isopropanol vor dem Bondpro-

zess vorgesehen werden

e Uber der Zellkammer der Mikrofluidikchips eine Polycarbonatschicht von

mindestens 0,8 mm Dicke vorhanden sein

e Ab einer Abweichung der Bauteildicke von > 100 pm eine 1 mm starke

Silikonfolie zum Ausgleich verwendet werden
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e FEin Thermobondprozess liber Glasiibergangstemperatur angestrebt wer-

den, hierzu sollte

o Das abgeformte Bauteil vor dem Bondprozess mindestens 48 h bei
120°C getempert werden um eine Temperatur von 156°C, eine
Bondkraft von 0,04 kN und einer Haltezeit von 400 s einsetzen zu

konnen

o Die Vorheiztemperatur im Bondprozess > 10°C iiber der Bondtem-

peratur liegen
o Minimal eine Kraft von 0,04 kN eingestellt werden

o Ein Schichtaufbau aus Stahlplatten mit 1 mm dicker Silikonfolie

eingesetzt werden

—> es entstehen reproduzierbare Verbindungen ohne Strukturdeforma-
tion mit einer vollstindig homogenen Verbindung zwischen den Mate-
rialien, die im Mittel mit 14 bar Druck beaufschlagt werden kdnnen,
bei einer Flussrate von 40 ml/min eine Defektwahrscheinlichkeit von
0% aufweisen, auch bei -130°C in fliissigem Stickstoff bestidndig sind
und eine Verbesserung der Bondfestigkeit gegeniiber bei 134°C ge-

bondeten Bauteilen von 286% aufweisen.

o Ist aufgrund des Designs ein Thermobondprozess iiber Glasiiber-
gangstemperatur ausgeschlossen, wie beispielsweise bei den vorlie-
genden Kammerstrukturen mit einer Fliche von 322 mm? bei einer

Hohe von 0,5 mm, sollte

e Ein l0semittelunterstiitzter Thermobondprozess eingesetzt

werden, wenn dieser ausreichend biokompatibel fiir die an-
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gestrebte Anwendung ist: dieser erhoht die Bondstabilitit im
Vergleich zu einem reinen Thermobondprozess bei gleichen

Bondparametern um 72%

e Oder ein reiner Thermobondprozess unter Glasiibergangs-
temperatur bei einer Temperatur von 138°C, einer Bondkraft
von 13 kN und einer Haltezeit von 800 s: dieser erhoht die
Bondstabilitdt im Vergleich zu Literaturwerten fiir Polycar-
bonat um 141%, im Vergleich zu bei 134°C gebondeten Bau-
teilen um 142%, die Flussrate sollte fiir eine Defektwahr-

scheinlichkeit von 10% auf < 3 ml/min beschrinkt werden

- es entstehen Mikrofluidikchips mit formschliissiger Verbindung,
deren Einsatz allerdings beschriankt werden sollte, bei manueller Be-
fiillung liegt die Defektwahrscheinlichkeit fiir unter Glasiibergangs-
temperatur gebondete Mikrofluidikchips bei 84%%, entsprechend soll-
ten die Mikrofluidikchips nicht manuell, sondern lediglich mit Hilfe

von Pumpen befiillt werden

o Langzeitbonden sollte vermieden werden, da der Zeitaufwand mit
~3 h Bondzeit enorm ist und die Bondfestigkeit nicht erhoht wer-

den kann

Ein formschliissiger Thermobondprozess kann ab einer Temperatur von 134°C,
einer Bondkraft von 10 kN und einer Haltezeit von 800 s realisiert werden. Ein
eindeutiger Einfluss der Planparallelitét auf die Bondfestigkeit kann bei Bautei-
len mit einer mittleren Abweichung {iber die Bauteildicke von 50 pm bezie-

hungsweise 70 pm fiir den Kammer- bezichungsweise Mischerteil nicht gezeigt

2 Lgsemittelunterstiitzte Thermobondverfahren wurden hier nicht charakterisiert.
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werden. Alle gezeigten Bondstrategien konnen auch ohne Vakuum realisiert
werden, was zu einer Prozesszeitverkiirzung von bis zu 17% fiihrt. Durch De-
signanpassungen, welche ein Bonden in einem Schritt ermdglichen, kann 50%
Prozesszeit, ginzlich ohne negative Folgen fiir die Bondstabilitét, eingespart
werden. Bei Verwendung der 6lbeheizten Heillprigeanlagen WUM 02 und 03
zum Thermobonden liegt die eingestellte Prozesstemperatur prinzipiell auch an
der Bondfldche an. Grundsitzlich sollte immer eine teilperforierte Membran,

hergestellt von der Firma it4ip s.a. eingesetzt werden.

Fiir eine moglichst hohe Biokompatibilitdt und Stabilitdt der Mikrofluidikchips
sollte bei der Endbearbeitung:

e Der Anschluss fiiber Adaptoren mit Gewindebohrungen, PVDF-

Schlauchverbindern und PTFE-Schlduchen realisiert werden
e Polycarbonat als Material fiir die Adaptoren verwendet werden
o Ist kein Anschluss mittels PTFE-Schlauchen moglich sollte:
o PA als Schlauchmaterial vor PSU bevorzugt werden

o Der UV-Klebstoff auf das eingesetzte Schlauchmaterial angepasst

werden

Bei Verwendung von PA-Schldauchen kann im Vergleich zu PSU-Schlauchen
die Ausfallrate von 30% auf 2% reduziert werden. Zur Vermeidung von Luftbla-
sen sollten zudem am Ausfluss des Mikrofluidikchips Schlduche mit groerem

Innendurchmesser vorgesehen werden.
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Zur Herstellung eines transparenten Mikrofluidikchips in Polycarbonat zur Beo-

bachtung von lebenden Zellen im Mikrofluidikchip sollte
e Bei der Abformung:
o Die Heillpriageanlage Jenoptik WUM 02 genutzt
o Ein Formeinsatz mit geringer Oberfldchenrauheit eingesetzt

o Eine Substratplatte mit durchgéngig geringer Oberflichenrauheit

verwendet
o Das Halbzeug mit Aceton angeétzt und
o Die Entformbarkeit mittels Isopropanol erleichtert werden

-> Es entstehen glasklare Mikrofluidikchips mit reduzierter Restschicht-
dicke, diese muss kontrolliert werden, da iiber der Zellkammer eine
Polycarbonatschicht von mindestens 0,8 mm Dicke vorhanden sein
muss. Mogliche Abformfehler in Form von hochgezogenen Strukturen

im Mikromischer, zeigen keinen Einfluss auf die Gradientenausbildung
e Beim Thermobonden:

o Ein Schichtaufbau aus Materialien mit geringer Oberflichenrauheit

eingesetzt werden
e Bei der Endbearbeitung:

o Lediglich der Anschluss des Mikrofluidikchips an die AuBenwelt

realisiert und
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o Bei Bedarf der Mikrofluidikchip, jedoch ausschlieBlich mit Polier-

paste, poliert werden

Auf eine lokale Optimierung der Transparenz der Substratplatte sollte grund-
sétzlich verzichtet werden. Alternativ kdnnen Mikrofluidikchips auch im iiblichen

Prozessablauf hergestellt und anschlieBend bis zu 1 h manuell poliert werden.

Zur Herstellung von PDMS-Mikrofluidikchips sollte:
e Beim Replizieren:
o Der StandardgieBprozess des Herstellers und
o Ein Formeinsatz aus Aluminium mit einem Rand eingesetzt werden
¢ Beim Bonden:
o Ein Beschichtungsverfahren mit Harter gewahlt
o Der Harter mittels einer Beschichtungswalze aufgebracht

o Bei Verwendung von chemisch modifizierten Glasobjekttragern ei-

ne Stempeltechnik verwendet werden

o Die Bauteile im Anschluss mindestens 60 min bei 65°C gebondet

werden
e Bei der Endbearbeitung
o Der Anschluss des Mikrofluidikchips an die AuBenwelt nicht seit-

lich am Mikrofluidikchip realisiert werden
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o Der BEST-Silikon 301 Klebstoff verwendet werden

o Am Ausfluss ein Schlauch mit groerem Innendurchmesser vorge-

sehen werden

o Eine Lagerung der Mikrofluidikchips fiir sieben Tage vor Verwen-

dung sichergestellt werden

- es werden Mikrofluidikchips aus PDMS ohne die iiblicherweise eingesetzte
Plasmatechnik hergestellt. Die sich ergebende Bondfestigkeit der Mikrofluidik-

chips ist vergleichbar mit Literaturwerten.

Zum Nachweis der Langzeitkultivierbarkeit werden embryonalen Méusestamm-
zellen liber neun Tage im Mikrofluidikchip kultiviert, Pflanzenstammzellen iliber

ihren vollstdndigen Kultivierungszyklus von sieben Tagen.

Die Kontaktierung der Zellen mit einem Gradienten {iber eine perforierte Memb-
ran kann tiber den Nachweis der Zellreaktion von HeLa Zellen auf einen BIO-
Gradienten beziehungsweise einen Wnt-Morphogengradienten gezeigt werden.
Der Wnt-Gradient kann mit einem Dkk-1 Gegengradienten ergénzt werden. Bei
Bedarf kann der Kontakt der Zellen zum Gradienten anstatt iiber Diffusion
durch die Membran auch iiber Konvektion durch die perforierte Membran her-

gestellt werden.

Die Abschopfbarkeit von Produkten der Pflanzenzellen im Mikrofluidikchip fiir
das Metabolic Engineering wird durch den Nachweis von Sarkozyn im Rahmen

einer NMR-Analyse gezeigt.

Die Beobachtbarkeit von Zellen im Mikrofluidikchip mittels konventionell
hochauflésenden lichtmikroskopischen Verfahren wird durch Mikroskopauf-

nahmen, angefertigt mit Hilfe eines Objektivs mit groBerem Arbeitsabstand und
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Bauteilen mit einer glasklaren Transparenz gezeigt. Auf den Aufnahmen kénnen
durch ~1 mm Polycarbonat die Zellfortsitze der Zellen beobachtet werden. Mit
Hilfe der durchgefiihrten Optimierung ist es nun beispielsweise moglich, Zellen
in einem Mikrofluidikchip wihrend Experimenten zur Langzeitkultivierbarkeit
wiederholt zu analysieren. Bisher mussten die Experimente mehrfach durchge-
fithrt werden, da der Mikrofluidikchip zur Analyse der Zellen gedffnet werden

musste.

Die Herstellbarkeit von Porengradientenfilmen wird mittels REM-Analysen von
drei identisch hergestellten Polymerfilmen gezeigt. Diese zeigen im nanopord-
sen Bereich Porengroflen von 0,13 pm im mikropordsen Bereich Porengroflen

von 1,05 pm.

Ein Gradient mit einer linearen Konzentrationsverteilung kann im vorliegenden
Mikromischer mit Kanaldimensionen von 400 x 680 um bei Verwendung von
Isopropanol und Rhodamin B bei Flussraten von < 0,001 ml/min mittels Diffu-
sion und bei Flussraten von > 15 ml/min mittels Konvektion eingestellt werden.
Der Mikromischer hat entsprechend das Potential in zwei Modi mischen zu

konnen. Diese kdnnen je nach Anwendung gewihlt werden.

Verwendet man den vorliegenden Mikromischer stattdessen mit zwei Fluiden
kann bei abweichender Viskositéit der Gradient verschoben werden. Bei abwei-
chender Dichte der Fluide ergibt sich eine Schichtung in Abhingigkeit von der
angelegten Flussrate und der Dichte der verwendeten Fluide. Dadurch kénnen

dreidimensionale Gradienten etabliert werden.
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7.2 Ausblick

Fiir den Mikrofluidikchip zur Untersuchung der Stammzelldifferenzierung sollte
grundsitzlich eine Vermarktung angestrebt werden. Aufgrund einer geringen, in
der Expertenbefragung ermittelten Preissensitivitit, wire auch eine Auftragsfer-
tigung am IMT mit vorhandenem Equipement vorstellbar. Zudem sollte ein neu-
er Formeinsatz ohne Konstruktionsfehler in Auftrag gegeben werden. Die An-
schliisse des Mikrofluidikchips sollten zukiinftig tiber Adaptoren mit Gewinde-
bohrungen, Schraubverbinder und PTFE-Schlduche realisiert werden, um
Schlauchmaterial mit einer fragwiirdigen Biokompatibilitit zu vermeiden. Zu-
dem sollten anwendungsseitig die Auswirkungen auf die Zellen in der Zellkam-
mer bei konvektiver Mischung im Mikromischer untersucht werden. Auf biolo-
gischer Seite, sollten erste Differenzierungsexperimente mit Stammzellen

durchgefiihrt werden.

Fiir die Weiterentwicklung des Mikrofluidikchips fiir das Metabolic Engineering
sollte das 16semittelunterstiitzte Bondverfahren weiterentwickelt, oder alternati-
ve Bondverfahren getestet werden, da die bisher erreichte Bondstabilitéit nicht
ausreichend ist. Die benétigte und die erreichbaren Bondfestigkeiten sollten ent-
sprechend untersucht werden. Zudem sollte zukiinftig eine iibliche perforierte
Membran mit einer Stirke von mindestens 50 pm eingesetzt werden. Fiir die
biologische Anwendung sollten mindestens zwei der Mikrofluidikchips fiir das
Metabolic Engineering verschalten werden um verschiedene Zelltypen hinter-
einander anordnen zu kénnen. Im Anschluss sollte ein angepasstes Formwerk-

zeug konstruiert werden.

Fiir die weitere Optimierung der Mikrofluidikchips zur Herstellung von Poren-
gradientenfilmen sollte anstatt des aktuell eingesetzten starren PA-Schlauchs am

Einfluss der Mikrofluidikchips ein flexibler Schlauch verwendet werden. Zudem
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sollte die Eignung der erzeugten Polymerfilme mit einem Gradienten iiber die

Porenmorphologie fiir Zellexperimente gezeigt werden.

Ferner sollten weitere Anwendungen fiir das entwickelte Baukastensystems der
Mikrofluidikchips gefunden werden. Beispielhaft sei hier der Einsatz in Antibio-

tikascreeningtests genannt.
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Anhang

Anhang A Mikrofluidikchip zur

Stammzelldifferenzierung Version Eins

O 00 OO

® OO0 OO0

A.1: Messstellen auf dem abgeformten Bauteil (oben), dem Mischer- (mitte) und

Kammerteil.
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A.2: Siulendiagramme zur Darstellung der Bauteildicke des Mischerteils fiir drei Bau-
teile und zugehdrige Messstellen (unten rechts). Die Benennung der Messreihen be-
zeichnet die vertikale Lage der Messpunkte: oben, mittig oder unten am Bauteil. Die
horizontale Lage der Messpunkte auf dem Bauteil wird iiber die Positionen 1-7 im Dia-
gramm erfasst. Messwert 8 wird mit den Messwerten 7 und 9 auf einer Position zusam-
mengefasst. Die oberen Messwerte (blau) sind geringer als die unteren. Der horizontale

Verlauf der Bauteildicke unterscheidet sich fiir die drei gezeigten Bauteile.
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A.3: Sdulendiagramme der Messwerte des Kammerteils fiir drei verschiedene Bauteile
und zugehorige Messstellen (unten rechts). Die Benennung der Messreihen bezeichnet
die vertikale Lage der Messpunkte: oben, mittig oder unten am Bauteil. Die horizontale
Lage der Messpunkte auf dem Bauteil wird iiber die Positionen 1-7 im Diagramm er-
fasst. Man erkennt in allen Diagrammen, dass die Messwerte an der Zellkammer, ent-
spricht den Positionen 5, 6 und 7, geringer sind als die iibrigen Messwerte. Da an den
Positionen 5, 6 und 7 der teilpolierte Bereich der Substratplatte liegt, ist das Ergebnis

nicht unerwartet.
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A.4: Prozessgraph eines Langzeitbondversuchs. Die Bondkraft ist in schwarz darge-
stellt, der Verfahrweg in blau und die Temperatur in weif3. Zu Beginn wird bei 138°C,
13 kN iiber 800 s gebondet. Die Vorheiztemperatur wird nach 680s von 148°C auf
127°C reduziert. Anschliefiend wird bei 120°C fiir 2 h bei gleich bleibender Bondkraft
gebondet.
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A.5: Abweichung der Bauteildicke an der Zellkammer im Vergleich zu den iibrigen
Messwerten, angetragen iiber die Anzahl an Abformungen mit der teilpolierten Sub-

stratplatte.
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Anhang B Mikrofluidikchip zur

Stammzelldifferenzierung Version Zwei

B.1: Teilsandgestrahlte chrombeschichteten Substratplatte (links) zur Verwendung an
der Wickert-Heifprigeanlage und teilpolierte Stahlsubstratplatte eingebaut in die Wi-
ckert-Heifiprigeanlage.
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B.2: Messstellen auf dem abgeformten Bauteil (oben), dem Mischer- (mitte) und dem

Kammerteil (unten).
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Anhang C Vergleich der Formeinsatzmaterialien

Aluminium und Messing

Der folgende Vergleich von Formeinsatzmaterialien erhebt im werkstoffkundli-
chen Sinne keinen Anspruch auf Vollstindigkeit. Es werden lediglich die im

Rahmen der Abformung relevanten Eigenschaften betrachtet.

Im Rahmen dieser Arbeit werden zum Hei3pragen Messing- und Aluminium-
formeinsitze verwendet. Die Eigenschaften der Formeinsitze bei der Abfor-
mung bedingt durch die Materialwahl werden im Folgenden diskutiert. Die Dar-
stellung basiert hauptsichlich auf Abformungen an den 6lbeheizten Heilprige-
anlagen WUM 02 und 03. In Abbildung C.1 sind der Messing- und der Alumi-
niumformeinsatz dargestellt. Der Messingformeinsatz wird aus Messing nach
Euronorm 12164 (frither MS 58) hergestellt. Der Aluminiumformeinsatz wird
aus hochfestem Aluminium gemifl Euronorm AW-7075, bezichungsweise

DIN-Materialnummer: 3.4365, gefertigt.

Abbildung C.1: Messingformeinsatz (links) und Aluminiumformeinsatz (rechts).
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Beide Materialien lassen sich sehr gut durch spanende Verfahren bearbeiten und
konnen auf optische Qualitit gefrdst werden [186]. Der Messingformeinsatz
zeigt eine starke Lunkerbildung an Stellen mit erhhtem Bleianteil (vgl. hierzu
Kapitel 4.1.1.3). Der Aluminiumformeinsatz weist keine Poren auf (vgl. hierzu
Kapitel 4.1.2). Da am IMT in aller Regel Messingformeinsdtze oder Nickel-
formeinsétze aus dem LIGA-Verfahren eingesetzt werden, gibt es zu Alumini-
umwerkzeugen keine Erfahrungswerte. Unter Umsténden kdnnen also zeitinten-
sive Prozessanpassungen notwendig werden. Aluminium hat gegeniiber Messing
eine hohere Warmeleitfahigkeit. Bei 20°C ist die Warmeleitfahigkeit von Alu-
minium 220 W/mK wéhrend die von Messing lediglich 142 W/mK betragt
[187]. Durch die Verwendung von Aluminiumformeinsétzen verkiirzt sich die
Prozesslaufzeit an der HeiBlprigeanlage WUM 02 um 19% von 80 min auf
65 min. Die Prozesszeitverkiirzung ist vor allem auf den schnelleren Heizpro-
zess zuriickzufiihren. Der Heizprozess nimmt 40-50% des Gesamtprozessablaufs
in Anspruch. Der Kiihlprozess inklusive Entformung lediglich 10-14%. Kupfer-
formeinsétze lassen sich ebenfalls auf optische Qualitat frisen [186]. Die Wir-
meleitfahigkeit liegt bei 399 W/mK [187]. Die Verwendung von Kupferform-
einsétzen sollte also eine weitere Prozesszeitreduktion ermdglichen. Die Wiir-
meleitfahigkeit von Nickel liegt lediglich bei 84 W/mK bei 20°C [188]. Bei
LIGA-Nickelformeinsétzen sollte sich also eine langere Prozesslaufzeit ergeben.
Die Prozesszeit wird iiber die Warmeleitfihigkeit in ein Diagramm angetragen,
Abbildung C.2. Legt man beispielsweise einen linearen Trend durch die bekann-
ten Werte fiir Aluminium und Messing, so ergibt sich die Prozesszeit von Kup-
fer zu 30 min, die von Nickel zu 91 min. Das Gewicht der Formeinsétze spielt
bei der Handhabung, speziell beim Einbauen in die Anlage eine Rolle. Der Mes-
singformeinsatz wiegt 765 g, wahrend der Aluminiumformeinsatz 60% weniger,
also lediglich 305 g wiegt. Der Einbau in die Abformanlage, speziell wenn der
Formeinsatz an der oberen Platte eingebaut werden muss, wird dadurch verein-

facht. Aus eigener Erfahrung zeigt sich, dass der Messingformeinsatz bei erhoh-
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ter Temperatur von Aceton angegriffen wird. So kommt es beispielsweise zu
irreversiblen Verfarbungen bei einer Temperatur von ~85°C und einer Kontakt-

zeit von < 1min.

®  Aluminium und Messing —&— Kupfer

Nickel Linear (Aluminium und Messing)

110
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90 \

80 4
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60

50

40

Prozesszeit [min]
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0 T T T # T
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Warmeleitfahigkeit bei 20°C [W/mK]

Abbildung C.2: Darstellung der Prozesszeit angetragen tiber die Wirmeleitfihigkeit.
Die Erfahrungswerte fiir Aluminium und Messing kénnen mit einem linearen Trend ver-
sehen werden. Die Prozesszeiten von Nickel und Kupfer werden iiber den linearen

Trendverlauf geschditzt.

Die Vickershdrte des Aluminium- und des Messingformeinsatzes werden wih-
rend der Abformung wiederholt an der LEITZ Miniload gemessen. Die Vickers-
harte wird sowohl mit 100- als auch mit 500-pond-Gewichten gemessen, um
zum einen die Oberflichenhdrte und zum anderen die Gefiigehirte zu messen

[189]. Die Formeinsdtze werden an drei bis sechs Messstellen entlang der
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Langsseite der Struktur analysiert. Bei Messreihen mit 500-pond ist die Stan-
dardabweichung geringer, als bei 100-pond Messungen. Abbildung C.3 zeigt
eine Auswertung der Hartemessungen nach Vickers fiir den Standardaluminium-
formeinsatz und das Aluminiumtestwerkzeug. Gezeigt sind jeweils Mittelwerte.
Die Standardabweichung wird iiber die Fehlerbalken dargestellt. Bei Aluminium
korrespondieren die 100- und die 500-pond-Messung gut miteinander. Beson-
ders auffillig ist die starke Reduktion der Vickershérte wahrend der ersten sie-
ben Abformungen. Die Reduktion liegt prozentual zwischen 16% und 27% fiir
die beiden getesteten Aluminiumformwerkzeuge. Zum Vergleich wird ein Mes-
singformwerkzeug ebenfalls hértegepriift. Die sich ergebende Zunahme der Har-
te bei der Gefiigemessung ist auf Messfehler durch manuelle Vermessung zu-
riickzufiihren. Bei Messingformeinsétzen zeigt sich keine nennenswerte Reduk-
tion der Harte. Auffallig ist jedoch, dass die Oberflachenhdrte um 22% héher ist,
als die Gefiigehirte. Abbildung C.4 zeigt alle Messreihen fiir Aluminium und
zum Vergleich die Vickershérten von Messing. Die Vickershirte fiir die 137ste
Abformung in Messing wird nicht mehr angezeigt. Man erkennt deutlich, dass
die Messwerte des Standardaluminiumformwerkzeug und des Aluminiumtest-
werkzeugs gut miteinander korrespondieren. Vor der ersten Abformung liegen
Oberfldchen- und Gefiigehédrte von Aluminium iiber der Oberflachenhirte des
Messings. Zwischen der siebten und der 56sten Abformung liegt sie zwischen
den beiden Werten der Messingformeinsétze. Nach 104 Abformungen ist die
Vickershérte von Aluminium 9%, geringer als die Gefiigehérte von Messing und
betrdgt lediglich noch 56% im Vergleich zur mittleren Hérte vor der ersten Ab-
formung. Auswirkungen der geringeren Hérte auf das Abformergebnis lassen
sich bislang nicht feststellen, konnen allerdings bei weiterer Abnahme der Vi-

ckershérte nicht ausgeschlossen werden.

In einer zusammenfassenden Betrachtung zeigt sich, dass weder Messing (Euro-

norm 12164) noch Aluminium (Euronorm AW-7075) dem jeweils anderen Ma-
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terial eindeutig iiberlegen ist. Aufgrund der besseren Oberflichenqualitét, der
einfacheren Handhabung und der deutlich verkiirzten Prozesslaufzeit erscheint
Aluminium fiir Forschungsarbeiten mit bis zu 150 Abformungen vorteilhafter.
Im Rahmen dieser Studie konjugiert die beobachtete Abnahme der Vickershérte
bei der Abformung mit Aluminium nicht. Das Langzeitverhalten von Alumini-
umformeinsitzen bei mehr als 150 Abformungen bleibt zu untersuchen. Kupfer-
formeinsdtze konnten eine attraktive Alternative fiir weitere Prozesszeitredukti-

onen darstellen.
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Abbildung C.3: Graphen der Ergebnisse der Hdrtemessung nach Vickers. Gepriift wird
mit 100-pond und 500-pond, an drei bis sechs Messstellen. Dargestellt sind Mittelwerte
+ Standardabweichung. Die Ergebnisse des Standardaluminiumformeinsatzes sind oben
dargestellt, die des Aluminiumtestwerkzeuges unten. Man erkennt, dass die jeweiligen

Messwerte der 100- und der 500-pond-Messung gut miteinander korrespondieren.
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Abbildung C.4: Graphen der Ergebnisse der Hdirtemessung nach Vickers. Gepriift wird
mit 100-pond und 500-pond, an drei bis sechs Messstellen. Dargestellt sind Mittelwerte
+ Standardabweichung. Die Vickershdrte von Messingformeinsdtzen wird als Ver-

gleichsgrdfle herangezogen.
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Anhang D  Untersuchung des Mischerteils im

Polarisationsinterferenzkontrastverfahren
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D.1: Aufnahmen des Mischerteils im Polarisationsinterferenzkontrastverfahren. Links
vor einem Temperprozess bei 120°C iiber 48 h rechts danach. Uber den verwaschenen
Eindruck der Interferenzfarben nach dem Temperprozess kann die Abnahme der Bau-

teilspannung gezeigt werden.
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Anhang E Druckmessungen Aufbau

a) Drai-Wage Harvard Apparatus PHD B
Hahne —_ 2000
\ i
/ /
!
i/
Harvard Apparaius PHD
Mikrofluldischer Chip —EC);?L
2000
Bechanlas
b) Drucksensor

Sprie

Mikrafluidikchip
Harvard
ApparatusUltra

E.1: Schematischer experimenteller Aufbau in der Biologie und bei den Druckmessun-
gen. a) Experimenteller Aufbau bei biologischen Versuchen mit dem Mikrofluidikchip
zur Stammzelldifferenzierung [114]. Diesem wird der Druckmessaufbau nachempfun-

den. b) Experimenteller Aufbau fiir die Druckmessungen”

73 Abbildung b) wurde von Hr. Elias Schipperges zur Verfiigung gestellt.
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E.2: Zeichnung des Druckmessaufbaus’™.

E.3: Beschreibung des Messaufbaus fiir die Druckmessungen:

Der Messaufbau wird in einer durchsichtigen PMMA-Box realisiert. Die Box
dient als Schutz vor sich 16senden Teile. Der Aufbau wird vollstindig auf einer
PVC-Platte (AuBenabmaBe: 650 x 350 x30 mm?) mit fiinf Gewindebohrungen
integriert. Die Bohrungen werden mit 280 mm langen Gewindestativstangen,
mit Klemme zur Aufhéngung von Drucksensoren und des Mikrofluidikchips
versehen. Die Harvard Apparatus Spritzenpumpe vom Typ PHD Ultra wird e-
benfalls in der PMMA-Box platziert. Die Kolben von jeweils zwei Spritzen

konnen mit Hilfe der Spritzenpumpe mit gleicher Flussrate parallel aus- und

" Die Zeichnung wurde von Hr. Elias Schipperges zur Verfligung gestellt.
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eingeriickt werden. Dies ermdglicht einen geschlossenen Fluidikkreislauf. Die
beiden Kreisldufe fiir Kammer- und Mischerteil sind weitestgehend analog auf-
gebaut und im Folgenden beschrieben. Der erste Drei-Wege-Hahn wird direkt
auf die Spritze aufgesetzt. Er dient zur Wiederbefiillung der Spritzen und zum
Ausleiten von Luftblasen [137]. Im Anschluss ist ein 90 mm langer
PSU-Schlauch der Firma LHG-Laborgerédte Handelsgesellschaft mbH mit einem
Innendurchmesser von 1,5 mm integriert. An den folgenden Drei-Wege-Hahnen
werden die Drucksensoren iiber einen senkrecht nach oben fithrenden Schlauch
und eine Anschlussmuffe angeschlossen. Im Mischerkreislauf folgt ein Y-Stiick
zur Aufspaltung des Fliissigkeitsstroms mit einer Lange von 40 mm und einem
Durchmesser von 3 mm. Ein Schlauch mit identischen Abmessungen wird in
den Kammerkreislauf integriert. Uber Luer-Anschliisse kann nun der Mikroflui-
dikchip angeschlossen werden [137]. Dieser wird senkrecht aufgehingt um
Luftblasen vorzubeugen [190]. Im Rahmen der Druckmessung werden
Mikrofluidikchips zur Stammzelldifferenzierung in Version zwei verwendet.
Alle Anschliisse des Mikrofluidikchips sind iiber 70 mm lange PA-Schlduche
der Firma rct Reichelt Chemietechnik GmbH & Co mit einem Innendurchmesser
von 0,5 mm realisiert. Die Schlduche werden mit Dosiernadeln der Firma EFD
Nordson bestiickt. Im Anschluss an den Mikrofluidikchip folgt ein Drei-Wege-
Hahn mit einem weiteren Drucksensor [137]. Die Riickfithrung zur Spritzen-
pumpe ist iiber einen PSU-Schlauch (Innendruchmesser 1,5 mm) mit einer Lén-
ge von 1.400 mm ausgefiihrt. Das vollstdndige System wird vor der Verwen-
dung mit Wasser befiillt [190]. Um Lufteinschliisse speziell vor den Sensoren
auszuschlieBen, werden diese erst nach der Befiillung angeschlossen. Die Kon-
taktierung der Sensoren iiber senkrechte Schlduche dient ebenfalls zur Vorbeu-
gung von Lufteinschliissen [190]. Da Luft im Gegensatz zu Wasser kompressi-

bel ist, wiirde sie das Messergebnis verfilschen.
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Neben Druck-, werden héufig Temperaturmesssensoren in einen Messaufbau
integriert [190]. Entsprechend wird die Temperaturerh6hung im System in Ab-
héngigkeit vom Druckverlust abgeschétzt. Da sich bei konservativer Schitzung
eine Temperaturdifferenz von lediglich 0,02°C im System ergibt, wird auf die

Anbringung von zusétzlichen Temperatursensoren im Messaufbau verzichtet.
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Anhang F Druckmessung’
2.1 I 1 T T T 1 T
: Y : Messung 1 —+—
2Lk Messung 2 —

Messung 3 —*— 7|

Druck [bar]

1.4 i I i i i I I

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Volumenstrom [ml/min]

F.1: Absolutdruck des Kammerteils gemessen am Chipausgang. Ein Zusammenhang

zwischen dem gemessenen Druck und der Flussrate ist nicht erkennbar.

75 Alle Graphen wurden von Hr. Elias Schipperges zur Verfiigung gestellt.
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Druck [bar]

3.5

2.5

T T
Kammerteil hinter Chip —+—
Mischerteil hinter Chip —»—

15 20 25 30 85 40

Volumenstrom [ml/min]

F.2: Mittelwert der Messwerte aus 1.). Es ergibt sich ein Absolutdruck von ~ 1,5 bar,

nahe dem Umgebungsdruck.

Druck [bar]

35

2.5

T T T T
Kammerteil 60ml Sprize —+—
Mischerteil 60ml Sprize —»— : &
Kammerteil 20ml Spritze —%—
Mischerteil 20ml Spritze —&—

8 10 12 14
Volumenstrom [ml/min]

16 18 20

F.3: Relativdruck bei Verwendung von 20 und 60 ml Spritzen. Die Messwerte weichen

tiber alle verwendeten Volumenstrome um 0,35-0,5 bar voneinander ab.
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Messung 3 —¥—
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F.4: Absolutdruck fiir verschiedene Flussraten im Kammerteil.
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F.5: Mittelwerte der Absolutdriicke in Kammer- und Mischerteil zwei verschiedener

Bauteile.
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F.6: Vergleich der Absolutdriicke in Kammer- und Mischerteil tiber vier Messreihen.
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Volumenstrom | Kammerteil Mischerteil
[ml/min] [bar] [bar]
0,5 1,59 1,61
1 1,64 1,66
2 1,67 1,72
3 1,74 1,80
5 1,90 1,98
10 2,36 2,50
15 2,93 3,15
20 3,71 4,08
25 4,29 4,55
30 5,15 5,75
35 6,21 7,02
40 7,06 8,04

F.7: Gemittelte Messwerte der Flussraten-Druck-Relation.
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Anhang G

Daten Zugpriifung

G.1: Datengrundlage fiir Abbildung 4.24. Mittelwerte (MW) und Standardabweichung
(STA) fiir verschiedene Membranen und Herstellungsvariationen bei (134°C, 10 kN,

800s)
2 um

Bondfestigkeit itdip Smin 2 pm
[MPa] 2 um Millipore weif3 lpm 2pm Iso 7 min Iso
MW 0,62 1,02 1,21 0,93 0,69 1,19 1,13
STA 0,22 0,35 0,42 0,38 0,31 0,37 0,41
MW - STA 0,40 0,67 0,80 0,55 0,38 0,83 0,72
MW + STA 0,84 1,37 1,63 1,31 1,00 1,56 1,53

G.2: Datengrundlage fiir Abbildung 4.25. Mittelwerte (MW) und Standardabweichung

(STA) fiir verschiedene Bondparameter mit Zugpriiflingen und Mikrofluidikchips.

Bondfestigkeit] (134°C;10kN; (138°C;13kN; (156°C;0,04kN; Mikrofluidikchip

[MPa] 800s) 800s) 400s) (134°C;10kN;
800s)

MW 1,02 2,48 3,94 0,85

STA 0,35 0,98 0,12 0,36

MW - STA 0,67 1,50 3,82 0,49

MW + STA 1,37 3,45 4,06 1,21
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Anhang H

Bersttests

Berstdruck [bar]
N N w N
° ° S) =)

o
=}

Millipore

Membran

Teilperforiert

H.1: Berstdriicke als Mittelwert + Standardabweichung fiir Millipore und teilperfo-

rierte Membranen.

H.2: Datengrundlage zu Abbildung 4.27 Mittelwerte (MW) und Standardabweichung

(STA) fiir verschiedene Bondparameter.

Bondfestigkeit

[MPa] 134°C  138°C  Langzeit 140°C  145/146°C 150°C  Uber Tg
MW 3,63 3,57 1,59 2,45 2,29 4,01 14,08
STA 1,44 2,13 0,31 0,45 0,15 2,55 2,62
MW -STA 2,19 1,44 1,28 2,00 2,14 1,46 11,46
MW + STA |5,06 5,70 1,90 2,90 2,43 6,55 16,70
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Anhang | Charakterisierung des Mikromischers

L 1:Untersuchung des Mischverhaltens von Ethanol mit steigender Flussrate. Eine Lo-

sung wird mit 0,11mg/ml Methyl Blue angefirbt. Die Flussrichtung ist von links nach
rechts, die entsprechenden Flussraten sind in den Bildern angegeben. Ab ~13 ml/min

kann ein linearer Gradient etabliert werden.
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1.2: Untersuchung des Mischverhaltens von Wasser mit steigender Flussrate. Eine Lo-

sung wird mit 0,12mg/ml Methyl Blue angefdrbt. Flussrichtung ist von links nach rechts,
die entsprechenden Flussraten sind in den Bildern angegeben. Ab 9 ml/min kann ein

linearer Gradient etabliert werden.
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Anhang J Anwendung Mikrofluidikchip zur

Herstellung von Porengradientenfilmen
UV-L
ampe ~a
Harvard Apparatus PHC
Mikrofluidikchip 4@
Ultra

Becherglas

J.1: Experimenteller Aufbau zur Herstellung von Porengradientenfilmen. Der Mikroflu-
idikchip wird mit Hilfe einer Harvard Apparatus PHD Ultra Spritzenpumpe betrieben,
diese ermoglicht die parallele Befiillung beider Mischereinldsse. Der Ausfluss des

Mikrofluidikchips wird riickwdrtig an die Spritzenpumpe angeschlossen.
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J.2: REM-Aufnahmen der Oberflichenmorphologie von Polymerfilmen hergestellt mit
Losung 1 mit Cyclohexanol (links) und Losung 2 mit 1-Decanol (rechts) (Mafistab:
Tum).”®

J.3: Flussversuche mit den Polymerlosungen. Losung 1 (héhere geschdtzte Viskositit)
ist mit Methyl Blue gefiirbt. Oben eine Flussrate von 3 ml/min unten von 7 ml/min. Das
erwartete Verhalten von Fliissigkeiten mit verschiedenen Viskositditen kann nicht beo-

bachtet werden.

" Die Aufnahmen werden von M. Eng. Junsheng Li zur Verfiigung gestellt.
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Flussrate: 1 ml/min

0,5 min

1 min

2min

3 min

J.4: Untersuchung des Verhaltens der Polymerisationslésungen nach dem Stoppen der
Spritzenpumpe. Die Flussrate betrdgt 1 ml/min (oben). Die Pumpe wird gestoppt. Der
Zeitraum seit dem Stoppen der Pumpe ist bei jedem weiteren Bild angegeben. In der
Zellkammer kann die Aufschichtung der Fliissigkeiten beobachtet werden. In der Drauf-

sicht wirkt die Schichtung der farbigen Fluide wir eine Vermischung.

255



Anhang

J.5: REM-Analyse eines Querschnitts durch einen Polymerfilm mit Belichtung durch
den Glasobjekttriger des Mikrofluidikchips erzeugt mit einer Flussrate von 10 ml/min.
Die Aufnahmen werden an acht dquidistanten Messstellen (1-8) in fiinf Messreihen (A-
E) mit einem Abstand von ~100 um zueinander angefertigt (Mafistab: 1 um). 7

" Die Aufnahmen wurden von M. Eng. Junsheng Li zur Verfiigung gestellt.

256



Anhang

Anhang K Anwendung Mikrofluidikchip fiir das

Metabolic Engineering

a) Drei-Wege-

. Becherglas
Héhne 9

Becherglas

e

Y

Becherglas

— X

Mikrofluidikchip
Peristaltikpumpe g
-«— Becherglas
b) Drei-Wege-
Hahne
Mikrofluidikchip
Peristaltikpumpe g

«— Becherglas

Auffangbehalter

K.1: Experimenteller Aufbau fiir den Mikrofluidikchip fiir das Metabolic Engineering.

a) Beim Befiillen, die Zellen werden mittels einer Spritze in die Zellkammer injiziert. b)

Wiihrend des laufenden Betriebs. Die Zellkammer wird nach der Injektion der Zellen

verschlossen. Alle Medien werden mit Hilfe einer Peristaltikpumpe tiber den Kammer-

kreislauf zu- und abgefiihrt.
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Anhang L Marktanalyse

L.1: Zusammenfassende Léinderbetrachtung zur Stammzellforschung. Die Linder sind
anhand des Forschungsaufkommens (geschdtzt iiber die Anzahl der Verdffentlichun-
gen) nach ihrer Relevanz fiir eine Vermarktung des Mikrofluidikchips zur Stammzell-
differenzierung sortiert. Wo vorhanden sind Informationen zur Gesetzeslage des jewei-
ligen Landes zugefiigt. Die Aussagen beziehen sich auf die Erlaubnis von Stammzell-
forschung an embryonalen, humanen Stammzellen. Die Zusammenfassung beschrdnkt

sich auf die 14 Léinder mit dem héochsten Forschungsaufkommen.
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Linderbetrachtung | Anzahl Ver- Stammzellforschung Stammzellforschung

Stammzellfor- offentlichun- erlaubt [176, 177] mnoch nicht verboten

schung gen [175] [176, 177]

USA

Japan

Deutschland

China

GB

Italien

Frankreich

Kanada

Australien

Holland

Spanien

Schweden

Israel

Schweiz
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L.2: Ubersicht iiber die im Rahmen der Sekunddranalyse befragten Experten

Name Forschungszentrum Interviewpartner

Berlin Brandenburg Center for Regene- | Prof. Dr. Petra Seemann

rative Therapies (BCRT)

Max Planck Gesellschaft, Miinster Dr. Holm Zachres

Hubrecht Institute, Utrecht University Robert Vries
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