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Kurzfassung

Die Zelle, die kleinsten lebenden Einheiten, kommunizieren mit den
benachbarten Zellen und mit ihrer Umgebung durch die -elektrische
Signaliibertragung und den Stoffwechsel. Fiir diese Kommunikation spielen
die Ionenkanile, die in der die Zelle umgebende Plasmamembran eingelagert
sind, eine hauptsdchliche Rolle. Daher haben die Analyse der durch Ionen-
kanile stattfindenden Kommunikationsmechanismen und ferner die Forsch-
ung fiir die Einflussfaktoren auf diese Mechanismen eine grofle Bedeutung
bei der pharmakologischen und medizinischen Forschung und Diagnostik.

Das bisher fiir die Untersuchung der Ionenkanile verwendete konventionelle
Standard-Messverfahren ist die Patch-Clamp-Technik. Zwar kann durch diese
Messtechnik die prézise Untersuchung der durch Ionenkanéle stattfindenden
Kommunikationsmechanismen ermoglicht werden, aber sie hat einige unerw-
iinschte Nachteile bei der Messung wie z.B. die lokale Zerstérung der Plasma-
membran, eine geringe Erfolgsquote und eine aufwendige Versuchsdurch-
filhrung. Um diese Nachteile zu vermeiden, wurde im Rahmen dieser Arbeit
eine mikrofluidische Chipplatte auf Polymerbasis entwickelt. Diese Plattform
wurde so konzipiert, dass man einzelne Zellen in der Plattform auswéhlen und
im intakten Zustand analysieren kann. Zu diesem Zweck besitzt die Plattform
die drei Hauptfunktionen, Zellsortierung, Zellfixierung und Wirkstoffaus-
tausch. Die Zellsortierung wurde durch eine Kreuzkanalstruktur, die Zell-
fixierung durch eine konische Kanalstruktur und die Wirkstoffaustausch-
funktion durch ein dreischichtiges mikrofluidisches Konzept realisiert.
Auflerdem kann man die in dieser Plattform untersuchte Zelle fiir andere
Anwendungen weiter verwenden, da die Zelle vor und nach der Untersuchung
im intakten Zustand bleibt. Die entwickelte Plattform ist fiir eine spétere

Massenproduktion durch Standard-Abformverfahren geeignet. Eine Auto-




Kurzfassung

matisierung der kompletten Messvorgénge wie z.B. der Manipulierung der
Zellposition und die Messung der elektrischen Signale, die durch Ionenkanéle
iibermittelt werden, kann in der Zukunft ermdglicht werden.

Zur Untersuchung der elektrischen Signaliibertragung der lonenkanile wurde
die Zelle in der Chipplatte durch eine angelegte Spannung polarisiert und die
daraus resultierende Aufladung der Membran erzeugt einen transzelluldren
Summenstrom, der auf Ionentransport iiber die Zellmembran, vor allem durch
Ionenkanéle, zuriickgeht. Zur Messung dieser elektrischen Signalwerte wurde
der spannungssensitive Membranfarbstoff ANNINE-6 verwendet. Mit Hilfe
dieses Farbstoffes kann man die Intensititswerte, die aus der gefirbten
aufgeladenen Zellmembran emittiert werden, in Abhéngigkeit von Membran-
potentialwerten fluoreszenzoptisch messen. Aus diesen Messdaten konnten
Strom-Spannungskurven erstellt werden, indem der transzelluldre Strom
gegen das fluoreszenzoptisch gemessene Membranpotential aufgetragen

wurde.
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Abstract

The cell, the smallest living unit, communicates with its neighbor cells and its
environment through electrical signal transfer and metabolism. For this
communication the ion channels that are embedded in the surrounding plasma
membrane play a major role. Therefore, the analysis of communication
mechanisms that takes place through ion channels and further research on the
factors influencing these mechanisms have great significance in the
pharmacological and medical research and diagnostics.

The conventional standard measurement technique, which is so far most
widely used for the study of ion channels, is the patch clamp technique. While
this measurement technique allows the precise investigation of the
communication taking place through ion channels, it has some undesirable
drawbacks in the measurement such as the local destruction of the plasma
membrane, a low success rate and an claborate implementation of the
measurement. To avoid these drawbacks, in the context of this work a
microfluidic chip plate out of polymer was developed. This platform was
designed so that an individual cell can be selected and analyzed in the intact
state. For this purpose, the platform has three main functions, a cell sorting, a
cell fixation and a solvent exchange function. Cell sorting was achieved
through a cross-channel structure, cell fixation through a conical channel
structure and solvent exchange function through a three layered microfluidic
concept. In addition, the investigated cell can be used for other applications,
since the cell is before and after the test in the intact state. The design of the
platform also allows a mass production by standard replication techniques. A
complete automation measurement of the processes such as manipulating the
cell position and measurement of the electrical signals which are transmitted

by ion channels seems to be possible.
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Abstract

To investigate the electrical signal transmission of the ion channels, the cell
was polarized in the chip plate by an applied voltage and the resulting
charging of the membrane produces a transcellular total current caused due to
ion transport through the cell membrane, in particular by ion channels. To
measure these electrical signal values, a voltage-sensitive membrane dye
ANNINE-6 was used. Using this dye the intensity values, which are emitted
from the colored charged cell membrane, can be measured fluorescence
optically depending on the membrane potential. Based on these measurement
data, the current-voltage curves were created by plotting the transcellular

current against the fluorescence optically measured membrane potential.
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1 Einleitung

1.1 Motivation

Alle Lebewesen sind aus Zellen aufgebaut. Zellen sind die kleinsten lebenden
Einheiten. Jede Zelle ist durch eine Membran von der Umgebung getrennt. In
der &uBeren Zellmembran bzw. Plasmamembran fast aller Zelltypen eines
Organismus sind porenbildende Proteine, sog. lonenkanile, eingelagert, die
eine entscheidende Rolle bei der elektrischen Signaliibertragung und dem
Stoffwechsel zwischen Zellen und mit ihrer Umgebung spielen [1, 2, 3]. Die
prazise Vermessung der Aktivitdt von Ionenkanilen in der Plasmamembran
von Zellen und ihre gezielte Beeinflussung durch (neue) Wirkstoffe ist daher
von elementarer Bedeutung fiir die pharmakologische Forschung und Diag-
nostik wie zum Beispiel fiir die Ziichtungsforschung und fiir die Phyto-
pathologie [4, 5]. Fiir die genannten Anwendungen sind elektrophysiologi-
sche Messtechniken zur Dokumentation der spannungsabhéngigen Membran-
fahigkeit am besten geeignet. Hierzu wird zum Beispiel vor und nach Appli-
kation einer Substanz die Strom-Spannungskennlinie der Zelle aufgezeichnet.
Es besteht daher ein grofles Interesse an hocheffizienten Techniken zur
schnellen und exakten Vermessung der Strom-Spannungskennlinie diagnosti-
sch relevanter Zellen sowie von Zellen, die als Expressionssystem fiir lonen-
kanéle eingesetzt werden. Ein besonderer Nachholbedarf im Hinblick auf die
Zuginglichkeit fiir elektrophysiologische Messtechnik besteht bei pflanzli-
chen Zellen [6].

Die am hiufigsten verwendete elektrophysiologische Standard-Messtechnik
ist die sog. Patch-Clamp-Technik, bei der eine diinne priparierte Glaspipette
dicht an die Zellmembran angesetzt und durch Anlegen von Unterdruck am
Ende der Pipette die Membran gedffnet wird (siche Kap. 2.5), um einen

elektrischen Zugang zum Zellinneren zu ermdglichen. Ein Nachteil dieses
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Verfahrens besteht darin, dass durch diese lokale Zerstdrung der Zelle bzw.
invasive Erzeugung des Untersuchungszustandes sich die Zelle physiologisch
anders als intakte Zellen verhalten kann. AuBlerdem erfordert die Durchfiihr-
ung der Untersuchung mit dieser Technik einen erfahrenen und geschickten
Experimentator, die Erfolgsquote der Patch-Clamp-Messungen bleibt meist
sehr gering und die Daten kdnnen nur mit einem sehr hohen zeitlichen,
personellen und technischen Aufwand erhoben werden.

Aus diesem Grund wird der Bedarf an einem neuen Ansatz und Entwicklung
einer nicht-invasiven Technik erkannt, die die oben genannten Nachteile der
herkémmlichen Patch-Clamp-Technik umgeht und die bei der Patch-Clamp-
Technik durchgefiihrten elektrophysiologischen Untersuchungen im intakten

Zellzustand ermoglicht.

1.2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Weiterentwicklung der herkommlichen Patch-
Clamp-Technik. Dazu soll eine neue nicht-invasive mikrofluidische Plattform
fir die elektrophysiologische Forschung (NIMEP) im Hinblick auf die
Aktivitiat der Ionenkanéle entwickelt werden. Beim herkémmlichen Ansatz
wird die Aktivitdt von Ionenkanélen in der Plasmamembran von Zellen vor
und nach ihrer gezielten Beeinflussung durch Wirkstoffe invasiv vermessen,
wozu die Zellwand der Zellen entfernt wird. Der neuartige Ansatz beruht auf
der nicht-invasiven Messung des Summenstroms iiber die Zellmembran.

Zu diesem Zweck sollen iiber ein Zellsortiersystem einzelne Zellen
ausgewdhlt werden, die dann wie bei der Patch-Clamp-Technik separat
analysiert und untersucht werden sollen. Die ausgewihlte Zelle soll dann in
einen konischen Kanal (Zellfixierteil) eingeschleust werden, der so bemessen
wird, dass die Zelle im Verlauf des immer enger werdenden Kanals fixiert

wird und diesen vollstindig abdichtet. Nach der Zellfixierung wird durch

2
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zwei Ag/AgCl-Elektroden, die beidseits des Kanals angebracht sind, ein
elektrisches Feld an die Zelle angelegt, wodurch die Membranspannung
gegeniiber dem Ruhepotential ausgelenkt wird. Es kommt zu einem
elektrischen Potentialaufbau mit entgegengesetztem Vorzeichen an beiden
Polen der Zelle, der mit hoher zeitlicher und rdumlicher Auflosung
fluoreszenzoptisch gemessen werden kann. Hierzu soll die Zellmembran
zuvor mit einem spannungssensitiven Membranfarbstoff wie z. B. ANNINE-6
dotiert werden [7]. Der durch das elektrische Feld erzeugte transzelluldre
Summenstrom soll durch elektrophysiologische Standard-Messtechnik erfasst
werden. Aus der Potentialverteilung in beiden Hemisphéren der Zelle und aus
dem Summenstrom soll die Strom-Spannungskurve der Zelle nach einem
mathematischen Verfahren rekonstruiert werden, wenn die angelegte Feld-
stiarke in aufeinander folgenden Pulsen variiert wird. Des Weiteren ist der
Aufbau so zu gestalten, dass ein Losungsaustausch in Zellendhe durchgefiihrt
und die Zelle nach Abschluss der Messungen wieder aus dem Konus
herausgespiilt werden kann. Abbildung 1.1 zeigt eine schematische Dar-

stellung des neuen Messprinzips in einem mikrofluidischen System.

Z
Zelle EL2
- ELl

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des neuen Messprinzips in einem mikroflui-
dischen System [6]

1.3 Stand der Technik

In den letzten Jahren wurde die herkdmmliche Patch-Clamp-Technik mit

mikrofluidischen Applikationen kombiniert und mithilfe von mikrotechni-
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schen Fertigungsverfahren weiterentwickelt. Der sog. Planar Patch Clamp
(PPC) Chip [8] ist eine Alternative, die bisher erhebliche Fortschritte fiir den
Einsatz der mikrofluidischen Applikationen zur elektrophysiologischen
Messung ermoglicht. Die entsprechende Arbeit wurde im Rahmen der
Dissertation von Sandra Wilson am IMT durchgefiihrt [9]. Bei PPC wird
anstatt der Glaspipette, die bei der herkdmmlichen Patch-Clamp-Technik an
die Zellmembran angesetzt wird, eine auf dem Substrat mikrotechnisch
gefertigte kleine Offnung bzw. Pore verwendet. In Abbildung 1.2 wird der
Unterschied der Messsituation zwischen der herkémmlichen Patch-Clamp-

Technik (A) und des Planar Patch Clamp Systems (B) dargestellt.

A

Abbildung 1.2: Unterschied der Messsituation zwischen der herkémmlichen Patch-Clamp-
Technik (A) und dem Planar Patch Clamp System (B) [8]

Die Zelle wird durch Anlegen von Unterdruck an die Unterseite der Offnung
auf die Pore platziert und nach der Platzierung wird durch die Kontrolle des
Unterdrucks eine Whole Cell Konfiguration erzeugt (siehe Kap. 2.5). In

diesem Zustand wird ein elektrisches Feld mithilfe von zwei Ag/AgCl-
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Drahtelektroden, die beiderseits des Substrats angebracht sind, an die Zelle
angelegt und die Aktivitdt von lonenkanilen elektrophysiologisch gemessen.
Dieses PPC-System bietet eine Automatisierungsmoglichkeit fiir die Unter-
suchung der einzelnen Zellen und man kann dadurch die aufwéndige Durch-
fihrung der Untersuchung mit der Patch-Clamp-Technik vermeiden [10]. Fiir
die Fertigung der mikrodimensionalen Pore wird meist eine Atz- oder
Lasertechnik verwendet. Durch beide mikrotechnische Fertigungsverfahren
konnen Poren mit Durchmessern unter 10 pm hergestellt werden [10, 11, 12].
In Abbildung 1.3 wird die Porenstruktur in der Planar Patch Clamp Technik
und das komplette PPC-System mit kapillaren Anschliissen dargestellt.

Capillary Tube

Cell-Patch
Aperture  Meagured Current
Passing Through Cell

Abbildung 1.3: Porenstruktur in der Planar Patch Clamp Technik (links) und das komplet-
te PPC-System mit kapillaren Anschliissen (rechts) [10]

Bei dieser Planar Patch Clamp Technik variiert der Abdichtwiderstand
zwischen Zelle und Pore im Bereich von einigen Hundert MQ bis zu einigen
GQ [3], wihrend bei der herkdbmmlichen Patch-Clamp-Technik der Wider-
stand fast in allen Fillen im GQ-Bereich liegt. Der Widerstandsbereich hangt
stark von der Geometrie der Offnung, dem Substratmaterial und der Oberfli-
chenqualitdt ab. Das von Bruggemann et al. (Nanion Technologies GmbH)
[13] und Tao et al. (AVIVA Biosciences, Sealchip™) [14] gefertigte PPC-
System, in dem eine zylindrische Offnung auf einem Glas-Substrat hergestellt

ist, ermdglicht es, bei einigen Zelltypen einen Abdichtwiderstand im GQ-
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Bereich zu erreichen. Auch das Siliziumsubstrat mit SiO, Schicht von
Kutchinsky ef al. (Sophion Bioscience) [15] bietet diese Mdglichkeit [12].
Neben der Auswahl der unterschiedlichen Substratmaterialien wird die
Offnung mit unterschiedlichen Geometrien hergestellt. In Abbildung 1.4
werden zwei unterschiedliche Offnungsgeometrien dargestellt. Die drei-
eckige Offnungsgeometrie kann man bei kristallinem Quarz durch die aniso-
tropische Atztechnik erzeugen, doch mit dieser Geometrie kann kein ausrei-

chender Abdichtwiderstand erreicht werden [16, 17].

Sum

Abbildung 1.4: Zwei unterschiedliche Offnungsgeometrien (links: dreieckig, rechts: kreis-
formig) [16]

Der grofie Vorteil von PPC-Systemen liegt in der Automatisierung und Parall-
elisierung der Patch-Clamp-Technik. Durch die Automatisierung kann ein
Hochdurchsatz-Screening  (High-Throughput-Screening (HTS)) realisiert
werden. Mithilfe eines HTS-Systems kann man in kurzer Zeit kostengiinstig

verschiedene pharmakologische Untersuchungen durchfithren und dariiber
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hinaus kann die Messung simplifiziert werden, wéhrend bei der Patch-Clamp-
Technik ein hoher zeitlicher, personeller und technischer Aufwand fiir die
Messung erforderlich ist [16]. Abbildung 1.5 zeigt ein automatisiertes HTS-
System sowie die in diesem HTS-System einsetzbare Plattform von der Firma

Nanion Technologies GmbH.

Abbildung 1.5: Automatisiertes HTS-System (B) und die in diesem HTS-System einsetz-
bare Plattform (A) von der Firma Nanion Technologies GmbH [16]

14 Gliederung der Arbeit

In Kapitel 2 werden zunichst die Grundbegriffe der Zellbiologie, die Zell-
und Ionenkanalstruktur, die Funktionsweise der Ionenkanile und das elekt-
rische Membranpotential erldutert. Dariiber hinaus wird das Patch-Clamp-
Messprinzip vorgestellt.

Als néchstes werden in Kapitel 3 die technischen Grundlagen beschrieben und
die verschiedenen Herstellungstechniken wie Mikrofertigungstechnik, Repli-
kations- und Verbindungstechnik vorgestellt. AuBerdem werden die mikroflu-
idischen Grundlagen erléutert.

Kapitel 4 beschreibt das Konzept fiir das NIMEP-System und die Vorbe-
reitung der Préparation fiir die Analyse der Zelle im mikrofluidischen
Testsystem. Hier geht es um die Machbarkeit der Herstellung der Kanal-

struktur und die erarbeiteten Materialien sowie die Charakterisierung der
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einzelnen Teilkomponenten. AuBlerdem werden die Auswahl der Modellorga-
nismen, die Herstellung der Protoplasten und die Uberpriifung der fluores-
zenzoptischen Membranpotentialmessung mit einem spannungssensitiven
Farbstoff ANNINE-6 erortert.

In Kapitel 5 werden die Weiterentwicklung des in Kapitel 4 vorgestellten
Konzepts zum NIMEP-Gesamtsystem sowie experimentelle Ergebnisse mit
der entwickelten mikrofluidischen Plattform présentiert. Dabei werden die
experimentellen Ergebnisse fiir die Selektion einzelner Polymerpartikel und
Protoplasten sowie die Messergebnisse der fluoreszenzoptischen Unter-
suchung der Membranspannung dargestellt.

Die Arbeit schliefit mit einer Zusammenfassung und einem Ausblick iiber die

zukiinftigen Entwicklungsmdglichkeiten in Kapitel 6.




2 Physiologische und biologische Grundlagen

2.1 Aufbau der Pflanzenzelle

Die Besonderheit der Pflanzenzelle ist die Existenz einer Zellwand. Die Zell-
wand grenzt die Zellorgane, die von Plasmamembranen umgeben sind, von
ihrer Umgebung ab. Diese Zellwand besteht aus drei Schichten, einer diinnen
Mittellamelle und der jeweils viel dickeren Primér- und Sekundidrwand.
Untereinander stehen die einzelnen Pflanzenzellen iiber die in der Mittel-
membran befindlichen Tiipfel bzw. Plasmodesmen in Verbindung. Abbildung

2.1 veranschaulicht die Verbindungsstruktur zwischen den Pflanzenzellen.

Cytoplasma
/ K Mittellamelle
primare Zellwand

sekundare Zellwand

\(@ow( eVakuoIe y
el -

V=

Mittellamelle -
primare Zellwand

Abbildung 2.1: Verbindungsstruktur zwischen den Pflanzenzellen (verdndert nach [18])

Die einzelne Zelle innerhalb der Zellwand, die als Protoplast bezeichnet wird,
besteht aus zwei Hauptbestandteilen, dem Zellkern und dem Cytoplasma. Das
Cytoplasma enthdlt membranabgegrenzte Zellorgane (Organellen wie die

Platiden, die Vakuole und die Mitochondrien), Membransysteme (endoplas-
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matisches Reticulum und Golgi-Apparat) und membranlose Plasmastrukturen
(Ribosomen, Actinfilamente und Mikrotubuli). Im Vergleich zu der tierischen
Zelle enthélt die Pflanzenzelle die Vakuole und Chloroplasten. Die Vakuole,
die bis zu 90 Prozent des Volumens einer Pflanzenzelle einnehmen kann, ist
von einer Membran, dem Tonoplast, umgeben und mit Wasser und geldsten
Stoffen wie z.B. anorganischen Ionen (N a’, Ca’, K, CI'), Zucker und organi-
schen Sduren (Apfel—, Zitronen-, Oxal-, und Aminoséure) gefiillt. Die Vaku-
ole libernimmt viele wichtige Funktionen wie z.B. Stoffwechsel, Entgiftung,
Abbau von Makromolekiilen und Ablagerung der Farbstoffe. In Abbildung
2.2 sind die Struktur und die Bestandteile einer Pflanzenzelle dargestellt.
Diese Bestandteile iibernechmen unterschiedliche Aufgaben wie z.B. die

Photosynthese oder die Speicherung von Farb- oder Reservestoffen [17, 18].

glattes endaplasmatisches Vakuole Chloroplast Peroxisom
Retikulum

Nugleolus
~——— Mittellamelle

Interzellulare

Mitgchondricn

Plasmodesmos

- Lellwande

raues
: { benachbarter Zellen

endoplasmatisches ©
Retikulum

Ribesom

Mittellamelle
zwischen Zellen

2elbwrand
Plasma-
membran

Abbildung 2.2:  Struktur und Bestandteile der Pflanzenzelle (Verdndert nach [18])
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2.2 Struktur der Zellmembran und Membranproteine

Die Plasmamembran, die den intrazelluldren Raum (Cytoplasma) der Zelle
umschlieft und vom extrazelluldiren Raum trennt, besteht aus einer Phospho-
lipid-Doppelschicht und aus daran eingelagerten Proteinen. Die Phospholipide
werden mit einem wasserliebenden (hydrophilen) Teil und einem wasserab-
stoBenden (hydrophoben) Teil zusammengesetzt. Der hydrophile Teil wird als
Kopf und der hydrophobe Teil als Schwénze betrachtet [17, 18, 19]. Der
hydrophile Teil enthélt eine Phosphatgruppe, die mit Cholin und Glycerin
verbunden ist, und der hydrophobe Teil, der zwei Fettsdure- bzw. Kohlen-
wasserstoffketten besitzt, ist liber Esterbindung mit Glycerin verkniipft [20].
Abbildung 2.3 zeigt die schematische Darstellung der Struktur eines Phospho-

lipidmolekiils.
o Rewg, T A o)
£ (]“HG Choline A
% :6 ........................................... ( .‘
= Pef e Phosphate
3 e
;;' ?Hz i ‘Imi H Glycerol

C=0 c=0

@ .
Fatty acids
I
(]
<7

Abbildung 2.3:  Struktur eines Phospholipidmolekiils [21]

Hydrophilic
head

Hydrophobic tails

Hydrophobic
tails

Die 6-10 nm dicke Phospholipid-Doppelschicht ist quasi fliissig, d.h., die
Phospholipidmolekiile sind beweglich und biegsam [17, 19]. Aufgrund dieser
Beweglichkeit und Flexibilitdt wird ein Modell der Plasmamembran von

Singer und Nicholson entwickelt, das als Fliissig-Mosaik-Modell bezeichnet

11



2. Physiologische und biologische Grundlagen

wird [18, 19]. Abbildung 2.4 zeigt das Schema des Modells der Membranstru-
ktur nach Singer und Nicholson.

ZellauReres - Zuckerseitenketten

Phospholipid
Kopf*
.Schwanz®

Lipiddoppelschicht
(,Bilayer®)
Proteine — %

Zellinneres
(Cytoplasma)

Abbildung 2.4:  Membranstruktur nach Singer und Nicholson (Fliissig-Mosaik-Modell)
(verandert nach [18])

Die Proteine sind in diese Phospholipid-Doppelschicht eingelagert und
werden in Abhdngigkeit von ihrer integrierten Form in periphere Proteine und
integrale Proteine unterteilt. Periphere Proteine kénnen wegen fehlender
hydrophober Anteile die gesamte Membranschicht nicht durchdringen, sond-
ern lagern sich an Innen- oder AufBenseite der Lipid-Doppelschicht an. Dar-
tiber hinaus verbinden sie sich hdufig mit anderen Membranproteinen. Andere
Proteine, die sowohl den hydrophoben als auch den hydrophilen Anteil besi-
tzen und daher die gesamte Membranschicht durchdringen, werden als integ-
rale Proteine bezeichnet [17, 19, 22]. Abbildung 2.5 veranschaulicht die peri-

pheren und integralen Proteine mit integrierter Membranschicht.
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periphere Membranproteine integrale Membranproteine

Abbildung 2.5:  Periphere (links) und integrale (rechts) Proteine (verdndert nach [22])

Die peripheren Proteine iibernehmen keine Aufgabe fiir den Membran-
transport. Die physiologisch wichtige Aufgaben wie z.B. die Transport- und
Rezeptorfunktion iibernehmenden Proteine sind integrale Proteine, auch
Transmembranproteine genannt. Diese Transmembranproteine werden in
Abhéngigkeit von ihrer Transfunktionsart als Carrier, als Kanile (Ionenkanile
und Wasserkanile) und als Pumpe klassifiziert [17, 23]. Abbildung 2.6 zeigt

drei Transmembranproteine in Abhingigkeit von ihrer Transportart.

gelostes Teilchen

| Carrierprotein Kanalprotein Pumpe
1]
.
i
13
[ ] ‘  heel
'
'
1 Lipiddoppelschicht v
\ ATP ADP +P,
Carrier- Kanal- O
freie Diffusion vermittelte vermittelte
‘ Diffusion Diffusion | | |
passiver Transport aktiver Transport

Abbildung 2.6: Drei Transmembranproteine in Abhéngigkeit von ihrer Transportart
(veréndert nach [17])
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Der durch einen elektrochemischen Gradienten stattfindende Transport wird
als passiver Transport (auch ,erleichterte Diffusion®) bezeichnet. Dieser
Transport wird sowohl vom Konzentrationsgradienten als auch vom elektri-
schen Gradienten eines geladenen Teilchens getrieben. Zu dieser Gruppe
gehoren Carrier und Kanéle. Ein Carrier-Protein transportiert geldste Mole-
kiile mit Hilfe von Konformationsinderungen, wihrend ein Kanalprotein
bestimmte Ionen wie z.B. Na” oder K™ mit Hilfe des gedffneten oder geschlo-
ssenen Kanalzustandes transportiert. Der Schaltmechanismus (engl. Gating
mechanism) der Kanile bzw. das Offnen und SchlieBen der Kanile wird
durch einen externen Stimulus wie z.B. durch das Anlegen eines elektrischen
Feldes an die Zelle oder durch die Bedingungen innerhalb der Zelle gesteuert
[2, 17].

Der nicht durch Gradienten, sondern durch Energie angetriebene Transport
wird aktiver Transport genannt und dieser Prozess wird durch eine ,,Pumpe*
vermittelt. Beim aktiven Transport werden geldste Stoffe gegen ihren elektro-
chemischen Gradienten unter Aufwand von Energie transportiert [2, 17].

Die in dieser Arbeit untersuchte und wichtige Bedeutung habende Transmem-
branfunktion ist der passive Transport durch Ionenkanile. Im folgenden Kapi-
tel 2.3 werden die Struktur und das Funktionsprinzip der Ionenkanile noch

naher beschrieben.

2.3 Struktur und Funktionsprinzip der Ionenkaniile

Die vielfiltige Art der Ionenkanile ist durch zwei wichtige Kriterien, ndmlich
durch Ionenselektivitdt und Regulierung, voneinander unterschieden. Die
hochselektive Eigenschaft der Ionenkanéle bezeichnet man als Ionenselek-
tivitdt. Die Ionenkandle ermdglichen den Durchtritt von nur einer Ionenart in
Abhéngigkeit vom Durchmesser und der Form des Kanals. Dies bedeutet,

. . . . PR
dass durch Ionenkanile nur bestimmte anorganische Ionen wie z.B. K, Ca’,
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Na’ und CI transportiert werden konnen. Das zweite wichtige Unterschei-
dungskriterium ist die Regulation der lonenkanéle. Der Schaltmechanismus
(Offnen und SchlieBen des Kanals) der Ionenkanile wird durch unterschied-

liche Stimulationen gesteuert [2, 24]:

1. spannungsregulierte Kanéle (durch das Membranpotential gesteuert),
2. ligandenregulierte Kanile (durch die Assoziation des Liganden gesteuert),

3. stress- oder druckaktivierte Kanile (durch mechanische Kraft gesteuert).

Abbildung 2.7 zeigt die unterschiedlichen Schaltmechanismen der Ionen-
kanile durch verschiedene Stimulationsarten.

(A) Spannungs- (B) Liganden- (C) Druckaktiviert
reguliert reguliert

N A PP J .
—] ]
]

,,,,, e

Geschlossen

Offen

]
]

Abbildung 2.7:  Unterschiedlicher Schaltmechanismus der lonenkandle durch verschie-
dene Stimulationsarten: Spannungsregulierte (A), ligandenregulierte (B)
und stress- oder druckaktivierte (C) lonenkanéle (verdndert nach [2])

Die in dieser Arbeit untersuchten Ionenkanile sind spannungsabhingige K'-
Kanile (K,) bzw. KORC (K" outward rectifying conductance), da diese
Ionenkanidle weitgehend bekannte elektrophysiologische Eigenschaften und

Schaltmechanismen besitzen und daher die aus der Patch-Clamp-Technik
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gemessenen Ergebnisse als Referenz- und Zielwert fiir die aus der mikro-
fluidischen Plattform resultierenden Messergebnisse genutzt werden konnen.

Der K'-Kanal besteht aus vier identischen a-Untereinheiten, die jeweils sechs
hydrophobe Transmembrandominen (S1-S6) enthalten Die Zusammen-
lagerung der einzelnen Untereinheiten bildet ein in der Mitte eine Pore bzw.
einen lonenkanal besitzendes Homotetramer. Auf der Eintrittsseite der K'-
Tonen vom extrazelluliren Bereich befindet sich der Selektivitdtsfilter, der
eine Glycin-Tyrosin-Glycin-Sequenz bildet und wobei die Wasserhiille der
eintretenden K'-Ionen durch den Carbonylsauerstoff des Glycin ersetzt wird.
Diese eintretende K -Ionen strémen durch das Kanaltor, das sich auf der
intrazelluldren Seite befindet und durch die geladenen S4-Segmente bei der
Spannungsidnderung gedffnet wird, ins Zellinnere hinein [2, 24, 25].
Abbildung 2.8 zeigt die spannungsabhingige K -Ionenkanalstruktur und den

Schaltmechanismus bei einer Spannungsénderung.
A. Rontgenstruktur einer Pore B. Selektivitatsfilter

o

1 H
1 1 H
¥ Z&_ Gy TyrGly-
[+] E Sequenz
(, -
() Kaliumionen
-

4»0 L
C. Formanderung des Kanalproteins durch Spannungssensoren

Spannungs-
,0880\ Seneoren

Selektivitatsfilter

S5 Helix

innen-

i

a-Untereinheit 4mal a-Untereinheit

N«
Abbildung 2.8:  Spannungsabhingige K'-Ionenkanalstruktur (A, B) (verindert nach [26])

und Schaltmechanismus bei einer Spannungsdnderung (C) (verdndert
nach [24])
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Durch die Offnung der Ionenkanile kénnen bis zu 10° Ionen pro Sekunde
hindurchstromen. Diese Geschwindigkeit ist viel schneller als die Transport-
geschwindigkeit bei Carrier-Protein und anndhernd so hoch wie die freie

Diffusion von Teilchen im Wasser [2, 23].

2.4 Ionenfluss durch Potentialdifferenz

Die elektrische Membranspannung bzw. das Membranpotential ist der
wichtigste Begriff, um die Transportmechanismen der Ionen durch Ionen-
kandle zu verstehen. Durch die lonenverteilung auf beiden Seiten der Zell-
membran entsteht eine Spannungsdifferenz zwischen der inter- und extrazell-
uléren Seite. Diese elektrische Potentialdifferenz zwischen beiden Membran-
seiten wird als Membranpotential bezeichnet.

Wie bereits in Kapitel 2.2 erwéhnt, wird der lonentransport durch lonenkanéle
als passiver Transport bezeichnet, der durch einen elektrochemischen Gradi-
enten oder einen Konzentrationsgradienten angetrieben wird. Die Triebkraft,
die auf den Ionenfluss durch die Ionenkanile wirkt, kann man daher mit der
chemischen Triebkraft, die auf Konzentrationsgradienten zuriickgefiihrt wird,
und der elektrischen Triebkraft, die auf der elektrischen Potentialdifferenz
beruht, vergleichen. Diese elektrochemische Potentialdifferenz (= chemische
Energiedifferenz + elektrische Energiedifferenz) kann mit der nachstehenden

Formel berechnet werden [24]:

A,u)=R-T~ln[[))§]];+zx-F-(‘Ifi—‘{””) @.1)
mit

A, : Elektrochemische Potentialdifferenz [ J - mol™ ]

R : Universelle Gaskonstante [ J-mol™ - K™ ]

T : Absolute Temperatur [ K |

F : Faraday-Konstante [ J-mol™ -V ]
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z, : Wertigkeit des lons X [-]
v : Elektrisches Potential [mV ]
[X] : Konzentration des lons X [mol-1" ]

Index i : Innen

Index a : Aullen.

Im Gleichgewichtzustand sind chemische und elektrische Triebkraft exakt
gleich grol und entgegengesetzt gerichtet. Dadurch sind beide Treibkréfte
miteinander ausgeglichen und der ein- und auswirts gerichtete Ionentransport
findet nicht mehr statt. Das Membranpotential unter diesem Gleichgewicht-
zustand bezeichnet man als Ruhepotential. Entsprechend betrigt der Wert fiir

die elektrochemische Potentialdifferenz Null: Az, =0. Von Gleichung 2.1

kann man die vereinfachte Formel fiir das Ruhepotential herleiten [2, 24]:

[X]

RT-Int—=itz -F-(¥,-¥,)=0. (2.2)

[x],

Damit ergibt sich die Nernst-Gleichung fiir das Ruhepotential £ :

E,=—R-T-In [[j;]] : (2.3)

Bildet man die Differenz zwischen Membranpotential E, und Ruhepotential
E_ kann man die Transportrichtung der Ionen durch die Ionenkanile erkenn-

en:
AE=E, -E,. (2.4)

Dabei wird AE als Potentialdifferenz zwischen Membranpotential £, und
Ruhepotential E, bezeichnet. Abbildung 2.9 stellt unterschiedliche Zustéinde

des Ionenflusses der K'-Ionen unter dem Potentialunterschied zwischen
Membran- und Ruhepotential dar. Wie in Abbildung 2.9 gezeigt, erreicht der

Ionentransport den Gleichgewichtszustand, wenn das Membranpotential E,

gleich hoch wie das Ruhepotential E, ist (£, = E,). Im Gegensatz dazu fiihrt
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der Unterschied zwischen beiden Potentialen zur Ein- oder Ausstromung der
K'-Ionen. Wenn die Potentialdifferenz zwischen Membranpotential und
Ruhepotential groBer als Null ist (d. h. E,, > E,), sind die K" -Tonen auswirts
gerichtet. Im Gegensatz dazu sind die K'-Tonen einwirts gerichtet, wenn die

Potentialdifferenz kleiner als Null ist (d. h. E,, < E)).

innen auBen
AE = E, — E,
K] KT E.= -61-logl120/4
120 mmoal/I 4 mmol/| E)( = 90 mV

En=-90 mV
AE= 0

v

K'-Ausstrom = K'-Einstrom

innen aulben innen aulien

[K'] K]

K] K1
120 mmol/l 4 mmol/|

120 mmol/| 4 mmol/I

En= -70 mV En= -100 mV
AE= 20 mV AE= -10 mV
v v
K*-Ausstrom K*-Einstrom

Abbildung 2.9:  Unterschiedliche Zustinde des Ionenflusses unter dem Potentialunter-
schied zwischen Membran- und Ruhepotential (verdndert nach [24])
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2.5 Messung der Aktivitiit der lonenkaniile mit Hilfe der
Patch-Clamp-Technik

Die bekannteste konventionelle Messtechnik fiir die elektrische Aktivitat und
Leitfahigkeit der Ionenkanéle ist die Patch-Clamp-Technik. Die Patch-Camp-
Technik wurde von E. Neher und B. Sakmann im Jahr 1976 entwickelt, wofiir
sie 1991 den Nobelpreis fiir Medizin erhielten. Diese Technik ermoglicht die
Untersuchung der Tonenkanéle hinsichtlich ihrer Leitfahigkeit, Schaltkinetik
und Regulation [1, 23, 27].

Bei der Patch-Clamp-Technik wird zunéchst eine feine Glaspipette mit einem
Spitzendurchmesser von 0,3—3 um mit der Zellmembran eines Protoplasten in
Kontakt gebracht. Durch Anlegen eines Unterdrucks bzw. Ansaugen entsteht
ein sehr hoher elektrischer Abdichtwiderstand (im Bereich von 1-100 GQ)
zwischen Glaspipette und Zellmembran. Die Grenzschicht zwischen Glaspi-
pette und Zellmembran, wo der GQ-Abdichtwiderstand entsteht, isoliert die
Membranoberfldche innerhalb der Pipettenoffnung elektrisch von der Auflen-
seite des Kontaktbereiches. Dadurch kann der durch Ionenkanile stattfinden-
de Stromfluss bei der angelegten Spannung, die mit Hilfe der beiden in der
Pipetten- und der Badlosung eingetauchten Elektroden erzeugt wird, geme-
ssen werden [2, 23, 24, 27]. Abbildung 2.10 zeigt die schematische Darstell-
ung der Patch-Clamp-Messung und eine mikroskopische Aufnahme einer mit

einer Glaspipette kontaktierten Pflanzenzelle.
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A Operationsverstérker

Elektrode
Glaspipeﬁe\.
; 5 Plpettenlosung

Badlésung

Abbildung 2.10: Schematische Darstellung der Patch-Clamp-Messung (A) [22] und mik-
roskopische Aufnahme der mit einer Glaspipette kontaktierten Pflanzen-
zelle bei der Patch-Clamp-Messung (B)

Bei der Patch-Clamp-Technik kénnen die Messungen je nach Untersuchungs-
ziel mit unterschiedlichen Konfigurationen durchgefiihrt werden. Einzelne
Konfigurationen sind in Abbildung 2.11 dargestellt. Wie bereits oben besch-
rieben, kann durch den leichten Unterdruck eine ,,On-Cell“-Konfiguration
erzeugt werden. Mit Hilfe dieser Konfiguration kann man zwar die Transme-
mbranstrome iiber die gesamte Zelloberfliche der intakten Protoplasten
messen, welches das Ziel dieser Arbeit ist (siche Kap. 1.2), aber die Signal-
starke ist so schwach, dass man keine ausfiihrliche Informationen bekommt.
Als Alternative kann man die ,,Whole-Cell”-Konfiguration (Abb. 2.11 B)
verwenden, um die Transmembranstrome {iber die gesamte Zelloberflache zu
messen. Ausgehend von der ,,On-Cell“-Konfiguration kann durch weiteren
negativen Druck die ,,Whole-Cell”-Konfiguration erzeugt werden. Bei dieser
Konfiguration wird die Zelloberfliche durchbrochen und die intrazelluldre
Losung und die Pipettenlosung bilden einen kontinuierlichen Zustand. Mit
Hilfe dieser Konfiguration kann man ausfiihrliche Informationen der Trans-

membranstrome tiber die gesamte Zelloberflache bzw. der Gesamtleitfahig-
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keit der Protoplasten bekommen. Der Nachteil liegt darin, dass die lokale
Zelloberflache durch den weiteren Unterdruck verletzt wird und daher die
Untersuchung der Zelle im intakten Zustand nicht durchgefiihrt werden kann.
Durch diese invasive Erzeugung des Untersuchungszustandes kann sich die
Zelle physiologisch anders als intakte Zellen verhalten. Dariiber hinaus
erfordert die Durchfithrung der Untersuchung mit dieser Technik einen
erfahrenen und geschickten Experimentator und die Daten kénnen nur mit

einem sehr hohen zeitlichen, personellen und technischen Aufwand erhoben

L. L
T . |

Whole-Cell || ==————=3|| Outside-Out

werden.

Abbildung 2.11: Einzelne Konfigurationen bei Patch-Clamp-Technik (verdndert nach
(28])

Neben der Strommessung iiber die gesamte Zelloberfliche kann man die
Messung der Einzelkanalstrome mit anderen Konfigurationen durchfiihren.
Bei der ,,0On-Cell“-Konfiguration kann man durch Abziehen der Pipette ein
kleines Membranstiick von der Zelle entfernen (,,Inside-Out“-Konfiguration,
Abb. 2.11 C). Bei dieser Konfiguration ist die urspriingliche Zytosolseite der

Membran zur Badldsung hin orientiert. Dadurch ist es moglich den Einfluss
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der auf der Zytosolseite applizierten Losemittel auf die Einzelkanalaktivitdt
zu untersuchen. Dariiber hinaus kann man bei der ,,Whole-Cell”-Konfigu-
ration durch Abziehen der Pipette eine ,,Outside-Out“-Konfiguration erzeugen
(Abb. 2.11 D). Nach dem Abziehen des Membranstiickes werden die beiden
abgerissenen Rinder spontan zusammen verbunden und dadurch ist die
urspriingliche extrazelluldre Seite zur Badlosung orientiert. Diese Konfigura-
tion ermdglicht die Untersuchung des Einflusses der auf der extrazelluldren
Seite applizierten Losemittel auf Einzelkanalaktivitit [2, 24]. Mit den oben
genannten beiden Einzelkanalmessungen kann man zwar die Aktivitit des
einzelnen lonenkanals bei der angelegten Spannung untersuchen, aber in
dieser Konfiguration werden sehr schwache Signale gemessen [29]. Die
Untersuchung des Verhaltens einer ganzen Zelle bei der variierten Spann-

ungsgrofle, das das Ziel dieser Arbeit ist, ist nicht moglich.

2.6 Spannungssensitiver Fluoreszenzfarbstoff ANNINE-6

Bei Anlegen einer Spannung im Zeitraum von Millisekunden an die Zelle
wird die Membranspannung verdndert, wodurch der Ionenfluss (Ein- oder
Ausstrom) durch die Ionenkanile stattfindet (siche Kap. 2.4 und 2.5). Der
Ionenfluss hat eine Umverteilung der Ladungen an der Zellmembran bzw.
eine Anderung des Membranpotentials zur Folge.

Um diese Membranpotentialinderung zu messen, wird in dieser Arbeit der
Fluoreszenzfarbstoff ANNINE-6 (ANellated hemicyaNINE) verwendet.
ANNINE-6 ist ein spannungssensitiver Fluoreszenzfarbstoff, der innerhalb
von Pikosekunden auf eine Anderung der Membranspannung reagiert. Die
Membranspannungsdnderung fithrt zur Umverteilung der Ladungen inner-
halb des Farbstoffmolekiils. Die Farbstoffmolekiile konnen durch den phos-
pholipiddhnlichen Aufbau in umgekehrter Ladungsorientierung zwischen die

Phospholopidmolekiile der dueren Schicht einer Phospholipid-Doppelschicht
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eingelagert werden [7, 30, 31]. Abbildung 2.12 zeigt eine schematische Dar-
stellung der Einlagerung des Farbstoffmolekiils in die Zellmembran (A) und

die Molekiilstruktur von ANNINE-6 (B).

A B
Lipi'd loppelschicht
ANNINE-S -
W, o ANNINE-6
—w e j—\
- -
£3 £ A Ve UoUoN
T RS L~ A MM
Phospholipid L » S0,

Abbildung 2.12: Einlagerung von ANNINE-6 in Lipiddoppelschicht (A) [29] und die Mo-
lekiilstruktur (B) [32]

Ist die angelegte Spannung kleiner als Ruhepotential, wird die Membran
hyperpolarisiert. Bei dieser Hyperpolarisation wird die Membranspannung zu
negativen Werten hin verschoben und dies fiihrt zu einer Intensititszunahme.
Wird die Membran durch eine angelegte Spannung, die hoéher als das
Ruhepotential ist, depolarisiert, wird die Membranspannung zu positiven

Werten verschoben und damit wird die Intensitét erniedrigt [7, 30].
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In diesem Abschnitt werden zunichst stromungstechnische Grundlagen
erldutert, die flir das Verstdndnis des Stromungsverhaltens im entwickelten
mikrofluidischen Testsystem wichtig sind. Dariiber hinaus werden mikrotech-
nische Fertigungsverfahren dargestellt, die in dieser Arbeit fiir die Herstellung
der einzelnen Teile des mikrofluidischen Testsystems verwendet wurden. Am
Ende dieses Kapitels werden optische Untersuchungsmethoden fiir das Verst-
dndnis der fluoreszenzoptischen Untersuchung der Zelle im Testsystem und
der Uberpriifungsmethode der mikrotechnisch gefertigten Teile kurz darge-

stellt.

3.1 Mikrofluidik

Mikrofluidik bezieht sich auf Methoden und Systeme fiir die Manipulation
und Kontrolle der fluidischen Strdmung im pm-Bereich [33]. Die Kenntnisse
auf dem Gebiet von Stromungstechnik und Mikrosystemtechnik ermdglichen
Flissigkeiten oder Gase im pm-Bereich zu behandeln. Durch die erheblichen
Fortschritte der Mikrofluidik in den letzten Jahren wurden die Einsatzbereiche
dieser Technik erweitert. Insbesondere ist der Bedarf an die Entwicklung von
mikrofluidischen Komponenten in den biomedizinischen Bereichen aufgrund
ihres Anwendungspotentials und ihrer vielféltigen Vorteile wie z.B. Portabil-
itdt, Reduzierung der Reagenzmenge, geringer Herstellungskosten sowie der
Verkiirzung der Diagnosedauer in den vergangenen Jahren stetig zunehmend.

Mikrofluidikchips konnen im Allgemeinen auf Polymerbasis gefertigt
werden, weil die Polymere biokompatible und optisch geeignete Eigenschaft-
en flir medizinische und biologische Untersuchungen besitzen. Die polymer-
basierend gefertigten mikrofluidischen Systeme enthalten in Abhéngigkeit

von ihren Aufgaben unterschiedliche Komponenten wie z.B. Pumpen,
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Ventile, Kanéle, Filter, Mischer und elektrische sowie optische Kompo-
nenten. Derartige Mikrofluidikchips werden als Lab-on-a-Chip (LoC), Micro
Total Analysis Systems (LTAS) oder Biomedical Microelectromechanical

Systems (BioMEMS) bezeichnet [34, 35].

3.2 Stromungstechnische Grundlagen

3.2.1 Fluidische Kennzahlen

Das unterschiedliche Stromungsverhalten im fluidischen System kann durch
dimensionslose Kennzahlen charakterisiert werden. Die dimensionslosen
Kennzahlen werden durch das Verhéltnis zwischen den verschiedenen physi-
kalischen Grofen wie z.B. Trigheitskraft, Reibungskraft, Diffusionskoeffi-
zient und Viskositit bestimmt [36]. Die fiir diese Arbeit relevanten dimen-

sionslosen Kennzahlen sind die Reynolds-Zahl Re und Peclet-Zahl Pe.

Reynolds-Zahl

Die Reynolds-Zahl Re wird durch das Verhéltnis zwischen Tréagheits- und
Reibungskraft bestimmt und spielt als Entscheidungskriterium zwischen der
laminaren und turbulenten Stromung eine wichtige Rolle. Bei einer relativ
groflen Reibungskraft wird die Reynolds-Zahl entsprechend kleiner. Diese
Strémung ist dann stabil und laminar. Im Gegensatz dazu bedeutet eine grof3e

Reynolds-Zahl instabile und turbulente Strémung:

Re=— Traghelltskraft _p0 -D, _D -D, ) (3.1
viskose Reibungskraft u v

Dabei sind p die Fluiddichte, ? die mittlere Stromungsgeschwindigkeit, D,
der hydraulische Durchmesser und x# die dynamische Viskositit. Die kinema-
tische Viskositdt v =/ p ist durch das Verhiltnis zwischen der Fluiddichte p

und der dynamischen Viskositit x bestimmt.

26



3. Technische Grundlagen

Da in dieser Arbeit mikrofluidische Kandle mit rechteckigem Querschnitt
verwendet werden, ist es bedeutend, die physikalischen GréB3en wie z.B. den

hydraulischen Durchmesser D,und die Stromungsgeschwindigkeit D ent-

sprechend einer Stromung in einem rechteckigen Kanal zu definieren. Bei
einer Stromung in einem rechteckigen Kanal ist der hydraulische Durch-

messer D, =4-4,/U durch den Zusammenhang zwischen dem Kanalquer-
schnitt 4, und dem Umfangs des Kanals U gegeben.

Die Reynolds-Zahl, die als Grenzwert zwischen einer laminaren und einer
turbulenten Strémung verwendet wird, ist in der Mikrofluidik meist kleiner
als die kritische Reynolds-Zahl von 2300. Daher kann die Strémung im
mikrofluidischen System als eine laminare Stromung angenommen werden

[36, 37, 38].

Peclet-Zahl

Die Peclet-Zahl Pe wird durch das Verhiltnis zwischen Konvektion und
Diffusion bestimmt und beschreibt den Stofftransportprozess in einem
fluidischen System. Ein Stofftransportprozess, der von den Konzentrations-
gradienten verursacht wird, nennt man Diffusion. Die Konvektion ist ein von
der Stromung verursachter Transportprozess [36]. Mithilfe der Peclet-Zahl
wird das Verhiltnis von Konvektion zu Diffusion in einem in dieser Arbeit
erforderlichen Losungsaustauschteil nachwiesen (siche Kap. 1.2). Die mathe-
matische Beschreibung des Stofftransportprozesses wird im nachfolgenden

Abschnitt erortert:

ezwzv‘L(.h . (3'2)
Diffusion D

Dabei sind v die mittlere Stromungsgeschwindigkeit, L, die charakteristi-

sche Léange des Transportprozesses und D der Diffusionskoeffizient.
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3.2.2 Stromungsprofile

Die Stromung in einem Kanal bildet unterschiedliche Stromungsprofile in
Abhingigkeit vom Kanalquerschnitt. In diesem Abschnitt werden zwei Stro-
mungsprofile, die in dieser Arbeit relevant sind, dargestellt, ndmlich die
Rohrstromung mit Kreisquerschnitt und die Kanalstrémung mit Rechteck-
querschnitt. FEine laminare stationdre Stromung eines inkompressiblen
Mediums wird als Hagen-Poiseuille-Stromung beschrieben. Die mathema-
tische Gleichung der Stromungsprofile wird aus der Navier-Stokes-Gleichung

hergeleitet.

Hagen-Poiseuille-Rohrstromung mit Kreisquerschnitt
Die Navier-Stokes-Gleichung in Zylinderkoordinaten kann wie folgt beschrie-

ben werden [38]:

e (3.3)

2 9y .2,
Jt ds ds r or

v v ap 1 0 ( BDJ dz
+v.—=-ZL 4y :
or

Dabei sind s die Stromfadenkoordinate, » die Radialkoordinate, v die Strom-
ungsgeschwindigkeit, ¢ die Zeit, g die Erdbeschleunigung und : die Orts-
koordinate in Schwerkraftrichtung. Die Stromung wird als eine stationér (
dv/at=0) und inkompressibel (dv/ds=0) angenommen. Die inkompressible
Stromung bedeutet sowohl keine Anderung des Strédmungsprofils in s-
Richtung als auch keine Anderung der Druckgradienten in s-Richtung
(1/p)-0p/ds=K, wobei K eine Konstante ist. Wird die Strémung als eine
horizontale zwei-dimensionale Stromung betrachtet, liefert dies dz=0 [38,
39]. Aus diesen Voraussetzungen wird die Navier-Stokes-Gleichung in Zylin-

derkoordinaten folglich beschrieben:

L9 [r.alj:L.i{’:K. (3.4)

roor
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Durch Integration von (Gl. 3.4)

jd(r-i—f):jK~rdr (3.5)

erhélt man folgende Gleichung

A _K ik (3.6)
dr 2
Diese Gleichung 3.6 ergibt durch nochmalige Integration
K K,
J'dl)zj.?»rdr+j7dr (3.7

folgende Gleichung fiir das Geschwindigkeitsprofil der Rohrstrémung
K .
v(r):Z-r +K, -Inr+kK,. (3.8)

Mit den Randbedingungen

dov

v(r=R)=0, —
r ) dr

=0 (3.9)

r=0

werden die beiden Integrationskonstanten kX, =0 und X, =-K -R*/4 bestimmt.

Die Hagen-Poiseuille-Stromung mit Kreisquerschnitt lautet damit:

)= Ii ‘ip.{l_i]_ (3.10)

Abbildung 3.1 =zeigt das Geschwindigkeitsprofil der Hagen-Poiseuille-

= [0 [

= s

Rohrstrémung.

Abbildung 3.1:  Geschwindigkeitsprofil der Hagen-Poiseuille-Rohrstrémung (verandert
nach [38])
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Hagen-Poiseuille-Kanalstromung mit Rechteckquerschnitt
Im Vergleich zur Rohrstromung wird die Navier-Stokes-Gleichung der Kanal-
stromung mit Rechteckquerschnitt mit der Stromfadenkoordinate s und der

dazu senkrechten Koordinate » wie folgt beschrieben [38]:

v dv_ 1 dp, v dz

O, pev__ro, 90 ,%& 3.11
ot v Js P Bs+v on® & ds ( )
Mit den oben genannten Voraussetzungen

v v 1 op dz

==0, =0, —%_g, = =0 3.12
a1 Js b ds &% (3.12)

erhdlt man die Navier-Stokes-Gleichung der Kanalstromung mit Rechteck-

querschnitt wie folgt in der vereinfachten Form:

Pv_1 op_p (3.13)

Diese Gleichung 3.13 ergibt durch zweimalige Integration folgende

Gleichung
U(n)z%-K-n2+K1-n+K2. (3.14)

Mit den zwei Randbedingungen
v(n=+H)=0 (3.15)
werden die Integrationskonstanten X, =0 und X,=-1/2-K-H’ bestimmt und

schlieBlich wird das Geschwindigkeitsprofil der Hagen-Poiseuille-Kanal-

stromung mit Rechteckquerschnitt wie folgt beschrieben:

__# [,
v =-g (1 J (3.16)

Abbildung 3.2 zeigt das Geschwindigkeitsprofils der Hagen-Poiseuille-

Kanalstrémung.
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ﬁL
27H.

s

Abbildung 3.2:  Geschwindigkeitsprofil der Hagen-Poiseuille-Kanalstromung (verandert
nach [38])

3.2.3 Stofftransport: Diffusion und Konvektion

Bei der in dieser Arbeit entwickelten mikrofluidischen Plattform wird die
Zelle in einer konischen Kanalstruktur fixiert. Anschlieend soll in Zellndhe
d.h. im Kanalstiick vor und hinter der Zelle das Losungsmittel ausgetauscht
werden konnen. Bei diesem Bereich finden zwei wichtige Austauschvorginge
statt: Der eine Vorgang ist die Diffusion und der andere die Konvektion.
Diffusionsmechanismen werden grundsitzlich aufgrund des Konzentrations-
gradienten verursacht. Beim Losungsaustausch findet die Diffusion so lange
statt, bis keine Konzentrationsunterschiede zwischen den beiden Medien
bestehen. Die Diffusion wird durch die Fickschen Gesetze beschrieben [40].

Das 1. und 2. Ficksche Gesetz lauten in der allgemeinen Form:

®,=-D-Vc (1. Ficksches Gesetz), (3.18)
% =D-V (2. Ficksches Gesetz), (3.19)
.o [0 d). e .
mit V=| —,—,— | im dreidimensionalen Fall.
ox dy oz

Dabei sind &, die Flussdichte durch Diffusion, ¢ die Konzentration und V

der Nabla-Operator. Dariiber hinaus kann man die durchschnittliche Diffu-

sionszeit 7, iiber eine Diffusionsldnge / wie folgt definieren:
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S i (3.20)

Wie in Gleichung 3.20 erkannt, nimmt die Diffusionsdauer in der zweiten
Ordnung mit der Diffusionslange zu [37].

Neben dem Diffusionsvorgang findet beim Losungsaustausch der Konvek-
tionsvorgang statt. Die Konvektion ist ein durch eine erzwungene Kraft her-
vorgerufener Stofftransportvorgang und wird durch folgende Gleichung

beschrieben:
&, =0-c. (3.2

Dabei sind &, die Flussdichte durch Konvektion und & der Geschwindig-
keitsvektor. Daher wird die gesamte Flussdichte @, beim Losungsaustausch,

der durch kombinierte Austauschvorgidnge von Diffusion und Konvektion

stattfindet, wie folgt formuliert [38]:

& =0, +D =-D-Ve+b-c. (3.22)

ge

33 Mikrofertigungstechnik

In diesem Abschnitt werden die fiir diese Arbeit relevanten Fertigungs- und
Replikationstechniken Mikrofrdsen, Erosion, Laserschneiden und Heil3-
pragen zur Herstellung der mikrostrukturierten Bauteile und der fiir den
Systemaufbau zusétzlich bendtigten Bauteile beschrieben. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde die Friasbearbeitung zur Herstellung der polymerbasierten mik-
rofluidischen Strukturen, der Abformwerkzeuge und der Halterungen aus
PMMA und Aluminium verwendet. Die Mikrofunkenerosion kam zum
Abtrennen der Elektrodenstiicke aus der Silberplatte, die fiir das Anlegen

eines elektrischen Feldes in System eingesetzt wird, zum FEinsatz. Die
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Lasermikrobearbeitung wurde im Rahmen dieser Arbeit zum Schneiden der

diinnen Polymertrennfolien und der diinnen Silikonfolien verwendet.

3.3.1 Mikrofrisen

Mikrofrésen ist aufgrund seiner vielfaltigen Strukturierungsmoéglichkeiten und
der Schnelligkeit der Komplettbearbeitung die fiir die Herstellung komplexer
drei-dimensionaler mikrostrukturierter Geometrien am meisten verwendete
kostengiinstige Fertigungstechnik. Bei der Frasbearbeitung wird ein eingespa-

nntes Werkstiick durch den rotierten Fréiser abgetragen [41]. In Abbildung 3.3

werden unterschiedliche Arten der Frasbearbeitung schematisch dargestellt.

Abbildung 3.3:  Unterschiedliche Arten der Friasbearbeitung (A: Formfrdsen, B: Planfri-
sen, C: Profilfriasen, @: Schnittbewegung, @: Vorschub, ©: Zustellung)
(verdandert nach [41])

Wie in Abbildung 3.3 dargestellt, gibt es unterschiedliche Arten der Fris-
bearbeitung: Form-, Plan- und Profilfrasen. Diese drei unterschiedlichen Fris-
bearbeitungen verwenden gleiche Bearbeitungsvorgéinge. Zum Beginn der
Frasbearbeitung wird der Friser in vertikale Richtung bewegt und dadurch
kann man den Friaser mit dem zu frisenden Werkstiick in Kontakt bringen
(Nullpunktdefinieren) (Abb. 3.3, ©). Nach dem Nullpunktdefinieren des
Frésers wird das Werkstiick durch Drehen des Frésers in Abhédngigkeit von
der Zustellungstiefe abgetragen (Abb. 3.3, @). Beim Frisen wird die abgetra-
gene Stelle durch die Werkstiickbewegung (Abb. 3.3, @) definiert. Im Rah-

men dieser Arbeit wurden insbesondere Plan- und Profilfrdsen fiir die Herste-
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llung der mikrofluidischen Plattform verwendet. Das Planfrdsen wurde zur
Reduzierung der Materialplatte und dadurch zur Herstellung einer gleichméaf-
igen Oberflachen und Plattendicke verwendet und das Profilfrdsen kam zur
Herstellung der komplexen drei-dimensionalen mikrostrukturierten Geomet-
rien zum Einsatz. Im Folgenden sind die Vorteile der Frisbearbeitung auf-

gelistet:

e vielfdltige drei-dimensionale Strukturierungsmdglichkeiten,

e kostengiinstige Herstellung von Prototypenwerkstiicken oder Kleinserien,

e grofle bearbeitbare Werkstoffvielfalt,

e Schnelligkeit der Komplettbearbeitung,

e Kombinationsmdglichkeit mit Replikationstechniken fiir die Massen-

fertigung.

Trotz dieser Vorteile konnen bei der Frisbearbeitung Grate, unerwiinschte
Rillen oder Frésspuren auf der Werkstiickoberfldche entstehen, da das Werk-
stiick durch die Bewegung der rotierten Friser abgetragen wird und daher der
Friser bei der Frasbearbeitung nicht stindig in Kontakt mit dem Werkstiick
steht [41]. Diese durch die Friasbearbeitung entstehenden Frisspuren und
Grate konnen durch die Auswahl des Fraswerkzeugs oder der Frisstrategie
sowie durch eine Nachpolierung reduziert werden. Die REM-Bilder in
Abbildung 3.4 veranschaulichen die durch die Frisbearbeitung entstehenden
Frasspuren und Grate von Mikrobauteilen. Das Funktionsprinzip und die

Grundlagen der REM-Aufnahme werden im Abschnitt 3.5 erdrtert.
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Abbildung 3.4: REM-Bilder der durch die Frisbearbeitung entstehenden Frasspuren und
Grate von Mikrobauteilen (rote Markierung: Grate, gelbe Markierung:
Frésspuren)

Die Genauigkeit der Strukturen hdngt von verschiedenen Faktoren wie z.B.
Material des Werkstiicks, Fraswerkzeug, Schnittgeschwindigkeit, Zustell-
vorgang und Maschinengenauigkeit ab. Die Prézision und Reproduzierbarkeit
des Zustellvorgangs und die Strukturqualitdt der bearbeiteten Bauteile sind
stark von der Erfahrung des Maschienenbedieners abhéngig. Durch die pré-
zise Mikrofrdsbearbeitung konnen komplex strukturierte Mikrobauteile mit
Oberflachen in optischer Qualitdt in hoher Genauigkeit bzw. mit einer Rauig-
keit im Bereich weniger Nanometer und mit Formtoleranzen im Submikro-

meterbereich gefertigt werden [42].

3.3.2 Mikrofunkenerosion (REDM)

Mikrofunkenerosion (engl.: Micro Electro Discharge Machining, ptEDM)
wird in der Mikrosystemtechnik fiir die Mikrostrukturierung elektrisch
leitender Werkstiicke, die mechanisch nicht oder schwierig bearbeitbar sind,
verwendet [34]. Bei der Mikrofunkenerosion wird ein elektrisch leitendes
Werkstiick durch die elektrische Entladung (Funken), die beim Anlegen einer
elektrischen Spannung bei geniigend kleinem Abstand zwischen Werkstiick-

und Werkzeugelektrode entsteht, abgetragen. Die Abtragung durch Mikrofun-
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kenerosion erfolgt in drei Phasen, der Aufbau-, Entlade- und Abbauphase [34,
43, 44, 45]. Die Funkenerosion kommt meistens in zwei unterschiedlichen
Arten, der Draht- und Senkerosion, zum Einsatz. Die Drahterosion wird meist
zum funkenerosiven Schneiden des Werkstiicks verwendet, wobei ein Draht
als Werkzeugelektrode benutzt wird. Die Senkerosion wird zum Abtragen des
Werkstiicks fiir die Herstellung der komplexen drei-dimensionalen Geometri-
en verwendet. Daher wird bei der Senkerosion eine negativ strukturierte Elek-
trode des zu abtragenden Werkstiicks als Werkzeugelektrode benutzt. Im Rah-
men dieser Arbeit wurde insbesondere die Drahterosion zum Abtrennen der
Elektrodenstiicke aus einer Silberplatte verwendet. Diese Vorginge werden

schematisch in Abbildung 3.5 dargestellt.

Anode Anode Anode Anode
(Werkzeugelektrode) | | (Werkzeugelektrode) | | (Werkzeugelektrode) | | (Werkzeugelektrode)
Dielek- .,
trikum  *

[ . .
L] . - .

. . .

Kathode Kathode Kathode Kathode
(Werkstiickelektrode) | | (Werkstlickelektrode) | | (Werkstlickelektrode) | | (Werkstiickelektrode)
Anfangsphase Aufbauphase Entladephase Abbauphase

Abbildung 3.5:  Abtragungsvorgidnge der Mikrofunkenerosion (verdndert nach [34])

Bei der Aufbauphase sind die Werkstiick- und Werkzeugelektrode durch ein
fliissiges Dielektrikum elektrisch voneinander isoliert und beim Anlegen einer
Gleichspannung durch einen Generator wird die hochste elektrische Feld-
stirke am engsten Spalt zwischen beiden Elektroden erzeugt. Bei Ubersteigen
der Durchschlagfestigkeit des Dielektrikums durch die angelegte Spannung
bildet sich ein Entladekanal. Darin werden Elektronen an der Kathode her-
ausgelost, die sich im Dielektrikum durch den Einfluss des elektrischen
Feldes auf die Anode zu bewegen. Die durch StoBionisation der Elektroden

mit neutralen Teilchen im Dielektrikum entstehenden Ionen bilden einen
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Plasmakanal [34, 46, 47, 48, 49, 50]. Bei der anschlieBenden Entladephase
findet die Umwandlung von elektrischer Energie in thermische Energie statt.
Durch diese Energieumwandlung wird das Werkstiick bis {iber den Siede-
punkt erhitzt und schlieBlich geschmolzen und verdampft [41, 51]. Bei der
letzten Phase, der Abbauphase, bricht der Plasmakanal durch Abschalten der
Spannung zusammen und das aufgeschmolzene und verdampfte Abtragma-
terial aus Werkstiick- und Werkzeugelektrode wird weggespiilt [41, 51, 52,
53].

Zwar ermdglicht es die Mikrofunkenerosion, mechanisch nicht oder schwierig
bearbeitbare elektrisch leitende Materialien mit hoher geometrischer Genauig-
keit zu strukturieren, aber die Oberflache des abgetragenen Werkstiicks weist
eine hohe Rauigkeit auf, da die Werkstiickoberfldche bei der Bearbeitung
aufgeschmolzen wird. Deshalb ist dieses Fertigungsverfahren nur dann geeig-
net, wenn keine hohe Oberflichenqualitit erforderlich ist. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde die Mikrofunkenerosion zum Abtrennen der Elektrodenstiicke
aus der Silberplatte verwendet, die fiir das Anlegen eines elektrischen Feldes

im System eingesetzt werden.

3.3.3 Lasermikrobearbeitung

Die Lasertechnik kommt in der Mikrosystemtechnik fiir viele verschiedene
Anwendungen wie z.B. Laserschweiflen, Laserschneiden und Laserstruktur-
ierung zum Einsatz. In Abhéngigkeit von den Anwendungsfeldern werden
unterschiedliche Lasertypen verwendet. Die am héufigsten verwendeten
Lasertypen fiir die Mikrobearbeitung sind CO,-Laser, Kupferdampf-Laser,
Excimer-Laser und Nd:YAG-Laser. Die Laserbearbeitung bietet in einigen
Fillen Fertigungsmoglichkeiten, die bei anderen Fertigungstechniken schwie-
rig oder nicht erreichbar sind. Im Folgenden sind die zahlreichen Vorteile der

Laserbearbeitung aufgelistet [41]:
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e hohe Prézision und Genauigkeit,

e hohe Bearbeitungsgeschwindigkeit,

e berithrungslose Bearbeitung,

e breites Bearbeitungsspektrum an bearbeitbaren Materialien,

e vielfiltige Strukturierungsmdglichkeit.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Laserbearbeitung zum Schneiden diinner
Kunststofffolien verwendet, da die Laserbearbeitung ein beriihrungsloses
Kunststoffschneiden in hoher Genauigkeit ermoglicht. Durch die geeignete
Auswahl vom Lasertyp und durch zahlreiche Parameterstudien kénnen opti-
male Bearbeitungsergebnisse erzielt werden. Die Laserschneidbearbeitung in
dieser Arbeit wurde mit einem Nd:YAG-Laser (Neodym-dotierter Yttrium-
Aluminium-Granat) am Institut fiir Produktionstechnik (wbk) im Karlsruher
Institut fiir Technologie (KIT) durchgefiihrt. Zum Laserschneiden kommt die
Lasermikrobearbeitungsanlage microPULSE ps355 der Firma 3D-Micromac
AG mit dem programmierbaren CNC-Steuerungssystem Aerotech Automation
3200 der Firma Aerotech AG zum Einsatz. In Abbildung 3.6 wird die in
dieser Arbeit zum Laserschneiden verwendete Lasermikrobearbeitungsanlage

dargestellt.

Abbildung 3.6: Lasermikrobearbeitungsanlage microPULSE ps355 der 3D-Micromac AG
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Das Kunststoffschneiden durch Laserstrahlung wird von verschiedenen
physikalischen Grofen wie z.B. der Intensitdt und der Pulsdauer des Laser-
lichtes sowie der Kunststoffeigenschaften beeinflusst. Das eingestrahlte
Laserlicht wird vom Werkstiick absorbiert und die Absorption des Laserlichts
wird durch den Intensititsunterschied zwischen Anfangs- und Endintensitit,
die aus dem Lambert-Beer-Gesetz erhalten wird, beschrieben (absorbierte

Energie = 1,-1) [40]:
I=1,-¢%. (3.23)

Dabei sind / die Intensitdt, 7, die Anfangsintensitét des Laserlichts, o der

Absorptionskoeffizient und 4 die Werkstiickdicke. Die Intensitdt des einge-
strahlten Laserlichts nimmt im Werkstiick exponentiell ab und wegen dieses
absorbierten Laserlichts wird die Stelle im Werkstiick, wo das Laserlicht
fokussiert wird, erhitzt und verdampft. Dadurch kann man die definierte

Struktur vom Werkstiick abtrennen.

3.3.4 Heiflpriigen

HeiBpriagen ist eine Kunststoffabformungstechnik, bei der ein thermoplasti-
scher Kunststoff iiber seine Glasiibergangstemperatur erhitzt und durch Prége-
krifte umgeformt wird. Der HeiBBprdgevorgang besteht aus folgenden vier

Schritten:

1. Erwédrmung des Werkstiicks auf die Umformtemperatur,

2. isotherme Umformung durch Prigen,

3. Abkiihlen des Werkstiicks auf die Entformtemperatur,

4. Entformen des Werkstiicks durch die Offnungsbewegung der Prige-

maschine.
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Bei der Erwdarmungsphase werden die Heizplatten der Heiprigemaschine
unter Vakuum auf Umformtemperatur, die oberhalb der Glasiibergangstempe-
ratur des Kunststoffs liegt, erwdrmt. Durch die Erwdrmung wird der Kunst-
stoff, der auf die von der unteren Heizplatte miterwdrmte Entformplatte gelegt
wird, auf diese Temperatur erhitzt. Bei dieser Temperatur befindet sich der
Kunststoff im forménderungs- oder flieBfdhigen Zustand und anschliefend
wird der erwdrmte Kunststoff durch die Pragekraft umgeformt. Ist die vorein-
gestellte maximale Pragekraft erreicht, werden die Kraft und die Temperatur
unter Vakuum konstant gehalten, um die Formeinsatzstruktur mit dem Kunst-
stoff vollstdndig zu befiillen. Nach der Umformungsphase werden die Heiz-
platten und der Formeinsatz auf Entformtemperatur, die unterhalb der Glas-
iibergangstemperatur des Kunststoffs liegt, abgekiihlt und bei Erreichen dieser
Temperatur wird durch den Offnungsvorgang der HeiBpragemaschine das
gepriagte Werkstiick aus dem Formeinsatz entformt [34, 54]. Zu diesem
Zweck hat die Entformplatte eine angeraute Oberfliche. In Abbildung 3.7

wird der Prozessablauf des Heiflpragevorgangs schematisch dargestellt.

Formeinsatz

. Heizplatte

A
Aufheizen auf Pragen
Umformtemperatur weggesteuert
== S AT
1
Pragen Kihlen auf
kraftgesteuert Entformtemperatur

: )

Entformen

Abbildung 3.7:  Schematischer Prozessablauf des Heif3pragevorgangs (verdndert nach
[54D)
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Um optimale Ergebnisse aus dem HeiBpragen zu erzielen, miissen neben den
Material- und Priageprozessparametern wie Umformtemperatur, Prégekraft,
Pragegeschwindigkeit, Nachdruckzeit, Entformtemperatur und Entformgesch-
windigkeit vielfaltige EinflussgroBen wie z.B. Geometrie, Anordnung, Oberf-
lachenrauigkeit der Mikrostrukturen auf dem Formeinsatz, Materialeigen-
schaften des Formeinsatzes und Maschinengenauigkeit beriicksichtigt werden

[54].

34 Verbindungstechnik

Im folgenden Abschnitt werden die fiir diese Arbeit relevanten Verbindungs-
techniken zum Zusammenbau der unterschiedlichen Komponenten erldutert.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Thermobonden zum Zusammenbau
zweier oder mehrerer Kunststoffteile, die einen moglichst geringen Untersch-
ied der Glaslibergangstemperatur besitzen, und das Klebeverfahren zum
Zusammenfiigen der Bauteile in den Féllen, in denen Thermobonden nicht

moglich ist, verwendet.

3.4.1 Thermobonden

Beim thermischen Bonden bzw. Thermobonden werden zwei oder mehrere
Fiigepartner unter Verwendung einer beheizbaren Presse stoffschliissig zusa-
mmengefligt. Zum stoffschliissigen Zusammenfiigen der beiden Kunststoffe
werden die Fiigeteile auf oberhalb der Glasiibergangstemperatur beheizt und
unter hohem Druck gepresst. Die verchromten Messingplatten werden auf-
grund ihrer guten Wiarmeleitfihigkeit und ausreichenden Festigkeit als Hilfs-
mittel verwendet, um Unebenheiten der Heizplatte auszugleichen und dadurch
eine unterschiedliche Temperatur- und Druckverteilung auf die Bauteile

wihrend des Bondprozesses zu vermeiden. Dariiber hinaus kann mit Hilfe
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einer diinnen Silikonmatte, die zwischen der unteren Heiz- und Messingplatte
liegt, eine bessere Temperatur- und Druckverteilung auf die Bauteile erzielt
werden.

Zu Beginn des thermischen Bondens werden die obere und untere Heizplatte
der Bondmaschine auf eine Temperatur oberhalb der Glasiibergangstempera-
tur des Kunststoffs vorgewdrmt. Nach dem Erreichen dieser Temperatur
werden die zwischen den beiden Messingplatten aufgelegten Bauteile auf die
Heizplatte angebracht. Die in die erwdrmten Heizplatten eingeschobenen
Messingplatten und Kunststoffteile werden ausreichend lang aufgeheizt, bis
sie auf diese Temperatur erwarmt werden. Anschlieend werden die Bauteile
unter der konstanten Temperatur mit dem voreingestellten Pressdruck gepre-
sst. Auf diese Weise werden die Bauteile stoffschliissig miteinander verbun-
den. In Abbildung 3.8 wird das Prinzip des Bondprozesses schematisch dar-

gestellt.

Obere Heizplatte verchromte Messingplatte

+— Chipteile

Untere Heizplatte Silikonfolie

Abbildung 3.8: Schematischer Aufbau beim Thermobonden

Das optimale Bonden der Bauteile wird durch die geeignete Einstellung der

drei Parameter Bondtemperatur 7,, Kolbenkraft F, und Haltezeit ¢, ermdgli-
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cht. Die Kolbenkraft wird durch die Kontaktfliche der beiden Bauteile und
den Bonddruck wie folgt berechnet:

Fo =P, A,. (3.24)

Dabei ist 4, die Kontaktfliche der zu bondenden beiden Bauteile und P, der

Bonddruck. Der Bonddruck betrigt erfahrungsméBig 3,357 N/mm? [55, 56].
Dieser Bonddruck ist der eigentliche Solldruckwert wiahrend des Bondproze-
ssverlaufs. Um diesen Wert bei der in dieser Arbeit verwendeten Bondmasch-
ine der Firma Robert Biirkle GmbH einzustellen, lassen sich dieser Bond-
druck in die Kolbenkraft mit Hilfe der obigen Formel 3.24 umrechnen. Fiir
die Biirkle-Bondmaschine existiert eine Tabelle (Anhang 1), die die Bezie-

hung zwischen der berechneten Kolbenkraft 7, und Kolbendruck P, defi-

niert. Durch diese Tabelle kann man den Kolbendruck entsprechend der um-
gerechneten Kolbenkraft bestimmen und bei der Bondmaschine einstellen.
Die weiteren Parameter wie die Bondtemperatur und die Haltezeit ergibt sich

aus den in Vorversuchen gewonnenen Erfahrungen.

3.4.2 Klebeverfahren

Zum Zusammenfiigen zweier oder mehrerer Materialien, die unterschiedliche
thermische Eigenschaften und Materialeigenschaften besitzen, wurde in dieser
Arbeit das UV-Kleben verwendet. Beim UV-Kleben wird der fliissige
Klebstoff nach der Verteilung im Fiigebereich durch ultraviolettes Licht aus-
gehirtet. Die Vorteile dieser Technik liegen darin, dass iiber einen langen
Zeitraum eine genaue Justierung der Fiigeteile und etwaige Korrekturen mog-
lich sind, bevor der Klebstoff mittels UV-Licht in kurzer Zeit ausgehirtet
werden kann [57]. Der in dieser Arbeit verwendete Klebstoff ist photo-
initiiertes polymerisierendes Thiol-ene Typ NOA (Norland Optical Adhesive)
der Firma Norland Products (Bezugsquelle: Firma Edmund Optics GmbH).
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Dieser Klebstoff kann aufgrund seiner vielféltigen vorteilhaften Eigenschaf-
ten wie z.B. seiner guten Biokompatibilitét, der geringen Autofluoreszenz und
der guten Transparenz nicht nur als Klebstoff sondern auch als GieBmaterial
zum Einsatz kommen [58, 59]. Das allgemeine Reaktionsprinzip von Thiol-

ene wird in Abbildung 3.9 dargestellt [60, 61].

RSH + Fotoinitator ——» RS + andere Produkte
RS
N .
RS- + — Y
R’ R’

RS RS, H

o - k(‘l - \ <

— + RS—H Emm— RS- + -

R’ R’

Abbildung 3.9:  Reaktionsprinzip der photoinitiiert polymerisierenden Thiol-ene (veran-
dert nach [60])

Dabei sind &, die Propagationskonstante, k, die Ketteniibertragungskons-

tante (engl. chain transfer constant). Die Photopolymerisation der Thiol-ene
basiert auf der Zugabe einer thiol-funktionellen Gruppe (—-SH) an einer ene-
funktionelle Gruppe (—-C=C-). Durch die Belichtung entstehen die Thiyl-
radikale (RS-), die sich von Thiol ableiten. Die Reaktion verlauft sequentiell
iiber die Ausbreitung eines Thiylradikals durch eine ene-funktionellen
Gruppe. Das daraus entstehende Produkt regeneriert das Thiylradikal durch
eine Ketteniibertragung eines Wasserstoffes aus dem Thiol. Diese aufeinan-
derfolgenden Ausbreitungs- und Ketteniibertragungsmechanismen sind die

Basis fiir die Photopolymerisation der Thiol-ene [62].
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3.5 Optische Untersuchungsmethoden

3.5.1 Rasterelektronenmikroskop (REM)

Als Rasterelektronenmikroskopie (engl. Scanning Electron Microscopy, SEM)
wird eine elektronenmikroskopische Untersuchungsmethode zur drei-dimens-
ionalen Abbildung von Oberflichen bezeichnet. Bei REM wird ein gebiindel-
ter Elektronenstrahl durch die elektromagnetischen Ablenkspulen auf die zu
untersuchenden Objekte gefiihrt. Zur Ableitung des auf die Oberfldche der zu
untersuchenden Objekte gefiihrten Elektronenstrahls ldsst sich die Oberfliche
durch leitfahige Metalle wie z.B. Gold beschichten und wird mit Primérelekt-
ronen abgerastert. Die aus der Wechselwirkung mit der Probenoberfldche
resultierende Emission von Sekundirelektronen (SE) und Riickstreuelektro-
nen (RE) werden in unterschiedlichen Detektorsystemen aufgefangen und auf
dem Schirm einer Kathodenstrahlréhre synchron zur Abbildung zusammenge-
setzt [63, 64]. Das Auflosungsvermodgen des REM ist etwa 40 mal hoher als
das des Lichtmikroskops, da bei der REM-Untersuchung beschleunigte Elekt-
ronen verwendet werden. Dies ermdglicht die Beobachtung bei Vergroferun-
gen unterhalb 1000-fach beliebige rdumliche Strukturen. Daher ist das REM
besonders gut geeignet fiir die Untersuchung der Oberfliche [64, 65]. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden REM-Aufnahmen fiir die Uberpriifung der
Oberflachenqualitdt der gefertigten Chipteile verwendet, wobei Frésspuren,
Gratbildungen und Rauigkeit des Chipteils nach der Friasbearbeitung beoba-
chtet und Korrekturmafinahmen erkannt werden kénnen. In Abbildung 3.10

wird die Prinzipskizze des Rasterelektronenmikroskops dargestellt.
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Elektronenquelle

Kondensorlinse

Strahlenablenkung

Abtaststrahl-
generator

Objektivlinse

Elektronen aus
der Probe

Video-
bildschirm

Probe

Detektor

Abbildung 3.10:  Prinzipskizze des Rasterelektronenmikroskops (verdndert nach [2])

3.5.2 Fluoreszenzmikroskopie

Das Funktionsprinzip eines Fluoreszenzmikroskops ist dhnlich wie das eines
gewohnlichen Lichtmikroskops. Der Unterschied ist, dass das Fluoreszenz-
mikroskop zusétzlich zwei Filtersysteme enthilt, die nur bestimmte Wellen-
langen passieren lassen. Mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops kann man die
mit einem fluoreszierenden Farbstoff (ANNINE-6, Kap. 2.6) gefirbte Probe
im schwarzen Hintergrund bzw. im maximalen Bildkontrast betrachten. Dar-
iiber hinaus ist auch die Messung der von der Probe emittierten Fluores-
zenzintensitdt moglich [2, 66, 67]. Da im Rahmen dieser Arbeit die Pflanzen-
zelle, die sich im mikrofluidischen Kanal befindet, mit dem Fluoreszenz-
mikroskop betrachtet werden soll, sollte das Chipmaterial moglichst geringe

Autofluoreszenz aufweisen und moglichst transparent sein. Dadurch kann
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3. Technische Grundlagen

eine optimale Messung mit dem Fluoreszenzmikroskop erfolgen. In dieser
Arbeit kommt ein Axiovert 200M der Firma Carl Zeiss AG als Mikroskop mit
einer Lamda DG-4 plus Lichtquelle der Firma Sutter Instrument Company

zum Finsatz. In Abbildung 3.11 ist der Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops

2
=

schematisch dargestellt.

Okular —|_

-

@

Licht- ::; - N\{ Strahlteiler
v

Quelle‘::>

@

Objektivlinse
Objekt

Abbildung 3.11:  Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops (verdndert nach [2])

Wie in Abbildung 3.11 zu erkennen, wird das Licht, das aus der Lichtquelle
ausgesendet wird, durch einen Bandpassfilter (1) geleitet, den nur die Wellen-
langen, die auch den Fluoreszenzfarbstoff anregen kdnnen, passieren konnen.
Alle anderen Wellenlédngen werden zuriickgehalten. Das gefilterte Licht errei-
cht die mit dem fluoreszierenden Farbstoff markierte Pflanzenzelle und regt
diesen an. Durch die Anregung der gefarbten Zelle emittiert die Zelle Fluores-
zenzlicht einer anderen Wellenldnge, das durch das zweite Emissionsfilter (2)

geleitet wird, so dass nur die mit der Fluoreszenzwellenlédnge des verwende-
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ten Farbstoffs libereinstimmenden Signale den Filter passieren konnen [2, 28,
66]. Abbildung 3.12 zeigt das in dieser Arbeit verwendete Fluoreszenzmik-

roskop.

LAMBDA DG-4

Abbildung 3.12:  Fluoreszenzmikroskop (links) und Lichtquelle (rechts)
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4 Konzept fiir das NIMEP-System und

Vorbereitung der Zellenanalyse

Dieser Abschnitt beschreibt das Strukturkonzept und die Idee der nicht-
invasiven mikrofluidischen Plattform, mit der die herkdmmliche Patch-
Clamp-Messung ersetzt werden kann. Dazu werden in diesem Abschnitt der
Herstellungsprozess der einzelnen Teilkomponenten und deren Integration in

den gesamten Systemaufbau dargestellt.

4.1 Konzept und Idee

Um die Patch-Clamp-Messung in einer mikrofluidischen Plattform zu ermo-

glichen, soll das gesamte mikrofluidische System mehrere Aufgaben erfiillen:

e Antransport der Zellen,

e Vorsortierung der Zellen,

e Fixierung einer Zelle,

e Losungsmittelaustausch der Zellsuspension,

e Transparenter Aufbau zur mikroskopischen Uberwachung,

e Material mit geringer Autofluoreszenz fiir fluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen,

e Durchfiihrung von elektrophysiologischen Messungen.

Zum Ermoglichen dieser Funktionen besteht der mikrofluidische Gesamt-
aufbau aus drei Hauptkomponenten, dem Zellsortiersystem, dem Zellfixier-
system und dem Medienaustauschsystem. In Abbildung 4.1 wird die Funktion
der mikrofluidischen Plattform schematisch dargestellt. Im unteren Bereich
befindet sich das Zellsortiersystem, dessen Herz ein Kreuzstiick darstellt. Die
Zelllosung flieBt von rechts nach links durch den hier horizontal dargestellten

Kanal des Kreuzstiicks. In der Mitte vom Kreuzstiick konnen einzelne Zellen
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mikroskopisch beobachtet und eine gewiinschte Zelle durch ein von unten

eingeleitetes Losemittel in den vertikal verlaufenden Kanal nach oben abge-

lenkt werden. Von dort aus gelangt die Zelle in das Zellfixierteilsystem und

wird dort in einem konischen Kanal fixiert. Die vor und hinter dem Konus-

kanal angeordneten Medienaustauschsysteme erlauben es, nach der Fixierung

der Zelle die in der Néhe der Zelle befindlichen Wirkstoffe beidseitig durch

neu zugefiihrte Losemittel auszutauschen. AnschlieBend wird durch zwei El-

ektroden ein elektrisches Feld an die Zelle angelegt und der durch das externe

Feld erzeugte transzelluldre Summenstrom durch elektrophysiologische Stan-

dard-Messtechnik erfasst.
Lasemittel A (Waste)
- -
Loésemittel C (Waste)

Zellfixiersystem —————————>

j;:‘%[i

(L >

Elektrode
Losemltte\ A Waste)
Lnsemlttel B (Waste)

Lésungsmittel C

Kleben

Losungsmltte\ B

Medienaustauschsystem

HPLC-Ruckschlagventil

Zellen (Waste)

i Losemittel A (Waste)

|

<z

Zellsortiersystem

- Losemittel A

Ze\lenzufuhr

-
Losemittel A

Abbildung 4.1:  Schematische Darstellung der Funktion der mikrofluidischen Plattform
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Wie in der obigen Abbildung zu erkennen, kdonnen das Zellsortier- und
Medienaustauschsystem mit Hilfe von HPLC-Bauteilen und das Zellfixier-
system und die beiden Medienaustauschsysteme mit Hilfe des Klebens mit-
einander verbunden werden. In diesem Konzept kann die Flussrichtung von
Zelle und Losemittel durch HPLC-Riickschlagventile kontrolliert werden.
Dies bedeutet, dass mit Hilfe des Riickschlagventils, das sich im unteren
Bereich vom Kreuzstiick befindet, und der bei der Zellzufuhr mit Blind-
stopfen geschlossenen Anschliisse vom Medienaustauschteil die Zelllosung
nur durch den horizontalen Kanal fliet. Bei der Zellsortierung fliet die
Zelllosung nur durch den vertikalen Kanal mit Hilfe des Riickschlagventils,
das sich im rechten Bereich vom Kreuzstiick befindet, und des bei der Zufuhr
von Druck tiber den unteren Anschluss mit Blindstopfen geschlossenen Riick-
schlagventils, das sich im linken Bereich vom Kreuzstiick befindet. Auf3er-
dem wird beim Medienaustausch mit Hilfe des sich zwischen Medienaus-
tauschteil und Zellsortierteil befindenden Riickschlagventils verhindert, dass
der Wirkstoff in den unteren Bereich d.h. ins Zellsortiersystem fliefit. Zur
Realisierung dieser Idee werden im folgenden Abschnitt einzelne Teilkompo-

nenten prototypisch aufgebaut und charakterisiert.

4.2 Erprobung der einzelnen Komponenten

4.2.1 Herstellung des Zellsortierteils

Als erster Schritt zur Herstellung des Zellsortierteils wird in der IMT-
Werkstatt ein Kreuzstiick fiir die Zellsortierung aus PMMA gefertigt. Mit
diesem prototypischen Kreuzstiick kann die prinzipielle Funktionstiichtigkeit
des Kreuzkanals fiir die Zellsortierung tiberpriift werden und dadurch kann
die Struktur und das Herstellungsverfahren des Kreuzkanals weiter charakter-

isiert und optimiert werden. Fiir die direkte Verbindung zwischen dem Kreuz-
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stiick und den HPLC-Bauteilen wird die Dicke des Kreuzstiicks so ausge-
wihlt, dass die Gewinde entsprechend der Gewindedurchmesser des HPLC-
Anschlussbauteils UNF 1/4* 28 G direkt ins Kreuzstiick eingebaut werden
kann. Zur Herstellung des Kreuzkanals wird das Kreuzstiick direkt gebohrt.

Die Konstruktionszeichnung des Kreuzstiicks wird in Abbildung 4.2 darge-

stellt.
ﬂ " h - r 9,0
270 gEs

~ FJ&O

¥ 4 x Gewinde UNF 1/4" 28 G

10,0 S\

I 2 0,60
~ 27,0 —

Abbildung 4.2:  Kreuzstiick aus PMMA mit gebohrten Kanédlen

Bei der Fertigung stellte sich heraus, dass mit dem 0,6 mm durchmessenden
Bohrer allenfalls 10 mm lange Bohrungen gemacht werden konnen, so dass
bei einer vorgesehenen Linge der gekreuzten Kandle von 12 mm diese von
allen 4 Seiten des Kreuzstiicks aus gebohrt werden miissen. Diese Methode
hat allerdings den Nachteil, dass sich die Bohrungen nicht ausreichend exakt
positionieren lassen, wodurch im Kreuzungsbereich ein Versatz auftritt.
AuBerdem kann man beim Bohren keine glatte Kanaloberflache herstellen.
Dadurch kann die Zelle beim Transport verletzt werden und es ergibt sich

eine Sichtbehinderung bei den mikroskopischen Untersuchungen der sich im
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Kanal befindenden Zelle. In Abbildung 4.3 sind das gefertigte Kreuzstiick und
der Versatz in der Mitte des Kreuzkanals dargestellt. Des Weiteren sind Triib-

ungen der Seitenwand des gebohrten Bereiches erkennbar.

Versatz in der Mitte des Kreuzkanals

Gewinde UNF 1/4" 28 G fir HPLC-Anschluss

Abbildung 4.3:  Gefertigtes Kreuzstiick und Versatz in der Mitte des Kreuzkanals

Um den Versatz in der Mitte des Kreuzkanals zu vermeiden und die Oberfla-
che der Kanalinnenwinde zu verbessern, werden die Kanéle als zwei Hélften
mit rechteckigem Querschnitt durch Frasbearbeitung hergestellt und dann die
beiden Hailften mittels thermischen Bondens miteinander verbunden. Die
Fréasbearbeitung soll spater durch ein entsprechendes Replikationsverfahren
wie SpritzgieBen oder Heillpragen ersetzt werden. Da die Gewinde fiir die
HPLC-Verschraubungen nun nicht mehr in das Bauteil integriert werden
konnen, wird ein anderes fluidisches Anschlusskonzept verwendet. Die Kont-
aktierung erfolgt nun von oben mit Hilfe von Hohlschrauben und einer Dicht-
scheibe. Die Gewinde fiir diese Verschraubungen werden in eine zusétzliche
Halterung verlegt, die das gesamte mikrofluidische Bauteil fixiert. Abbildung

4.4 zeigt den Querschnitt des fluidischen Anschlusses.
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Hohlschraube

Schlauch
Dichtscheibe Karal

Obere Halterung

Abbildung 4.4:  Querschnitt des fluidischen Anschlusses

4.2.2 Herstellung des Zellfixierteils durch Replikationstechnik

Um ein Zellfixiersystem mit konischem Kanal, das optisch transparent sein
soll, zu fertigen, ist eine Fertigungsmoglichkeit, diesen aus Polymeren iiber
Replikationsverfahren, wie beispielsweise das Heilpragen oder Gieverfah-
ren, herzustellen. Das Werkzeug, der so genannte Formeinsatz, muss dabei

zwei wichtige Anforderungen erfiillen:

e Der Formeinsatz muss moglichst glatte Seitenwinde aufweisen, damit die
Zelle sich optimal an die Zellwand anschmiegen kann und somit die
Leckstrome reduzieren werden kénnen.

e Der Formeinsatz der konischen Kanalstruktur soll ein moglichst hohes
Aspektverhiltnis aufweisen, damit unterschiedliche grofie Zellen in einem

gewissen Spielraum fixiert werden konnen.

4.2.2.1 HeiBBprigen

Das Abformwerkzeug wird so konzipiert, dass ein auswechselbarer Messing-
stift im Zentrum des Formeinsatzes angeordnet ist, der {iber einen Bund auf
der Riickseite des Formeinsatzes positioniert und fixiert werden kann. Der

Formeinsatz und der Stift in Messing wurden von der Firma I-SYS Mikro-
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und Feinwerktechnik GmbH gefertigt (Anhang 2). Der Vorteil bei dieser
Ausfithrung des Formeinsatzes ist, dass bei einem defekten Stift dieser sehr
schnell ersetzt werden kann, ohne den Formeinsatz komplett auszutauschen.
Der Messingstift weist an der Spitze einen Durchmesser von 50 pm auf, der
sich auf einer Lange von 4 mm auf 400 um erweitert. Abbildung 4.5 zeigt den
Stift und den Formeinsatz mit zentraler Bohrung zur Aufnahme des Einsatz-
Stiftes und Abbildung 4.6 zeigt REM-Aufnahmen des oberen Endes eines
gefertigten Einsatz-Stiftes sowie eine Detailaufnahme der Seitenwand. Mess-
ungen ergaben einen typischen Spitzendurchmesser von knapp tiber 50 pm.
Die durch die Bearbeitung entstandene Seitenwandrauigkeit liegt die unter

1 pm.
Stiftabmessungen:

0,40
a0 00 13,0

14,0

Abbildung 4.5:  Formeinsatzkonzept mit zentraler Bohrung zur Aufnahme des Einsatz-
Stiftes
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Abbildung 4.6: REM-Aufnahmen von einem gefertigten Einsatz-Stift

Zusitzlich wird durch die IMT-Werkstatt eine 4 mm hohe Blende hergestellt,
die auf der Entformplatte montiert werden kann und die Aufgabe hat, beim
HeiBpragen das weich gewordene Polymer in Position zu halten, damit der
ndtige Abformdruck erzeugt werden kann (siche Abb. 4.7). Gleichzeitig begr-
enzt sie durch ihren zentralen quadratischen Ausschnitt mit 15 mm Kanten-
lange den Materialverbrauch. Zusitzlich wird durch einen Hinterschnitt er-
reicht, dass das abgeformte Werkstiick auf der Entformplattenseite fixiert

wird.

Abbildung 4.7:  Blende mit zentraler 15 x 15 mm? grofer Offnung
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Mit diesem Formwerkzeug wurden erste Abformversuche in Polycarbonat
(PC) durchgefiihrt. Um den sehr diinnen Messingstift nicht zu stark zu be-
lasten, wurden fiir diese Abformungen 4 mm starke PC-Pléttchen verwendet,
die eine zentrale Bohrung mit einem Durchmesser von 1 mm hatten. So
konnte der Stift beriihrungsfrei ins Polymer eingetaucht werden. Erst dann
wird das PC auf die Abformungstemperatur erhitzt, so dass es von allen
Seiten an den Stift heran flieBen kann. Bereits beim ersten Abformversuch
wies die Spitze des konischen Kanals eine leichte Deformation auf (siche
Abb. 4.8, links). Die zweite Abformung fiihrte zu einem dhnlichen Ergebnis,
wihrend bei der dritten Abformung die Spitze stark verbogen wurde (siche
Abb. 4.8, rechts).

- -

Abbildung 4.8: Mikroskopaufnahmen der abgeformten konischen Strukturen (links: 1.
Abformung; rechts: 3. Abformung)

Um dieses auftretende Verbiegungsproblem zu analysieren, wird die Bieg-
ungsgleichung der kegelformigen Struktur abgeleitet und die Abhingigkeit
der Verbiegung von den unterschiedlichen Parametern numerisch berechnet
und analysiert. AnschlieBend werden die daraus resultierenden Ergebnisse mit
Simulationsergebnissen verglichen. Im Folgenden wird die Verbiegung der
kegelformigen Struktur schematisch dargestellt (siche Abb. 4.9). Die Bieg-

ungsgleichung lautet im vorliegenden Fall:
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2
21 -[(2-a—3-b)-x3+3-b-l-xz]+w

= .4
3.7 E-b*[(a=b)-x+b-1] 37 E-r’ @1

y

Dabei sind F die Differenzkraft der Polymerschmelze, / die Lénge des Stifts,
E der Elastizitdtsmodul, a der Radius der Stiftspitze, » der Radius der Stift-
basis, » der mittlere Radius des Stifts und # die Querkontraktionszahl. Da
das HeiBlpragen bei einer Temperatur oberhalb von Glasiibergangstemperatur
des Polymers durchgefiihrt wird (siche Abschn. 3.3.4), soll der Elastizitéts-

modul entsprechend dieser Temperatur in die obige Gleichung eingesetzt

werden.
y
F
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Abbildung 4.9: Biegung der einseitig eingespannten kegelformigen Struktur

Die Temperaturabhdngigkeit vom Elastizitdtsmodul wird durch folgende
Gleichung beschrieben:

E(T)=E(0K)- (1 -05- TTJ 4.2)

m

Dabei ist T die Bearbeitungstemperatur und 7, die Schmelztemperatur des

verwendeten Materials. Mit obigen Gleichungen wird die Verbiegung unter-
schiedlicher Werkzeugmaterialien in Abhéngigkeit von der Stiftlinge und der
Differenzkraft der Polymerschmelze berechnet. Dadurch kdnnen das geeig-

nete Werkzeugmaterial und dessen Lange fiir das HeiB3pridgen ausgewihlt
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werden, wobei eine Verbiegung des Stifts moglichst vermieden werden sollte.
Um die Verbiegung von Messing- und Stahlstiften miteinander zu verglei-
chen, wird der jeweilige Elastizitdtsmodul bei der gewahlten Umformtemper-

atur von PC von 230 °C wie folgt berechnet:

T stessing =910 °C=1183K,
| (4.3)
T, =1536°C =1809 K,

m,Stahl

E g (0 K) = 11413411 N/ mnt?,

(4.4)
Ey,, (0 K) =228505.27 N/mm’,

Eyjong (230°C =503 K) =114134,11- [1 -05- %} =89869,757 N/ mm?,

4.5
Eq (230 °C =503 K) = 228505,27 - (1 -05- %} =1967736,84 N/ mm’. “
Neben dem unterschiedlichen Elastizitdtsmodul soll die Stiftlinge fiir die
Berechnung beriicksichtigt werden. Um die Spitzendurchmesser des Stifts
und die urspriinglich geplante Steigung beizubehalten, wird der Basisdurch-
messer des Stifts abhdngig von der Stiftlinge gedndert. In Tabelle 4.1 sind die
entsprechenden Basisdurchmesser in Abhingigkeit von der Stiftlinge aufge-

fiihrt.

Stiftlange in mm 4 3,5 3 2,5 2
Basisdurchmesser in pm 400 365 320 275 230
Tabelle 4.1: ~ Basisdurchmesser in Abhdngigkeit von der Stiftlinge

Durch das Einsetzen der oben berechneten Parameter in die Gleichung 4.1
kann man die Verbiegung der Messing- und Stahlstifte in Abhédngigkeit von
der Stiftlinge und der Differenzkraft berechnen. Die daraus resultierenden

Verbiegungen sind in den nachfolgenden Abbildungen grafisch dargestellt.
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Biegung des Messingstifts

03

i [—F=on

i |——r=03n

——F=035N
F=04N z

——F=045N '._él
| ——F=05N " o .

i i
2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 100,00 0

Biegung in mm

02

01

0

Stiftlange in mm

Abbildung 4.10: Grafische Darstellung der Verbiegung des Messingstifts

Biegung des Stahlstifts

Biegung in mm
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Abbildung 4.11: Grafische Darstellung der Verbiegung des Stahlstifts

Aus den obigen Ergebnissen kann man erkennen, dass die Verbiegung des
Stifts wegen seines hohen Aspektverhéltnisses und seiner duktilen Eigen-
schaft nicht vollstindig vermieden werden kann. Dies bedeutet, dass das
Aspektverhiltnis reduziert und ein noch hérteres Werkzeugmaterial verwen-
det werden soll. AuBerdem kann man durch die Wahl einer alternativen Rep-
likationstechnik, mit der die Abformung bei niedrigeren Temperaturen durch-
gefiihrt und die auf den Stift wirkende Belastung reduziert werden kann, die

Herstellung der konischen Kanalstruktur optimieren.
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Aus diesem Grund wird Hartmetall als ein alternatives Abformwerkzeug-
material ausgewdhlt, da es ein sproderes und hérteres Material ist und sein
Elastizitatsmodul mehr als 2-fach groBer als der von Stahl ist. Dies bedeutet,
dass der Hartmetallstift im Vergleich zum Messing- und Stahlstift bei der
Abformung kaum verbogen wird. Allerdings besteht beim Hartmetallstift eine
erhohte Bruchgefahr. Zwei unterschiedliche Hartmetallstifte wurden am
Institut fiir Mikroverfahrenstechnik (IMVT) in Karlsruher Institut fiir
Technologie (KIT) in Campus Nord gefertigt. Da das Hartmetall nicht durch
Frisen bearbeitet werden kann, wurde der Stift mit Hilfe eines Schleifverfah-
rens gefertigt. Der erste Stift weist an der Spitze einen Durchmesser von
50 um auf, der sich auf einer Ladnge von 4 mm auf 400 pm erweitert. Der
zweite Stift besitzt eine auf 2 mm reduzierte Stiftlinge und hat einen auf

225 um reduzierten Basisdurchmesser.

4.2.2.2 Gieliverfahren

Als alternative Abformungstechnologie wurde ein GieBBverfahren ausgewéhlt.
Durch das Gieverfahren kann man die Differenzkraft der Polymerschmelze
reduzieren und mittels eines anderen Polymers wie z.B. Thiol-ene oder PDMS
kann die Abformung bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden. Durch die
Abformung bei Raumtemperatur wird eine Reduzierung des Elastizitdtsmo-
duls vermieden (siche Gl. 4.4 und 4.5) und die Schrumpfung des Polymers
minimiert. Durch diese Anderung des Herstellungskonzeptes und Anwendung
des alternativen Werkstoffes ist es moglich, in moglichst geringen Belastun-
gszustand die Abformung durchzufithren. Da die Messingstifte vielfaltige
Vorteile bzw. relativ gute Oberflichenqualitit nach der Fertigung besitzen so-
wie leicht und kostengiinstig herstellbar sind, wird weiter gepriift, ob die Her-
stellung der konischen Kanalstruktur nicht nur mit einem Hartmetallstift,

sondern auch mit einem Messingstift moglich ist.
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Fiir das GieBverfahren stehen jeweils Messing- und Hartmetallstifte mit der
unterschiedlichen Lange von 2 mm und 4 mm zur Verfiigung. Der Messing-
stift wurde von der Firma I-SYS durch Frésbearbeitung und der Hartmetall-
stift vom IMVT durch Schleifverfahren (Anhang 3 und 4) hergestellt. Die
nachfolgenden Abbildungen zeigen REM-Aufnahmen der Spitze und eine
vergroferte Darstellung der Seitenwand der gefertigten beiden Stifttypen.

Abbildung 4.12: REM-Aufnahmen eines Messingstifts
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Abbildung 4.13: REM-Aufnahmen eines Hartmetallstifts

Messungen ergeben bei beiden Stiften eine gute Oberflichenqualitit. Aufg-
rund der Frésbearbeitung entstehen Seitenwandrillen beim Messingstift. Die
Tiefe der Rillen liegt deutlich unter 1 pm. Im Vergleich zum Messingstift be-
sitzt der gefertigte Hartmetallstift eine dhnlich gute Oberflachenqualitét.

Fir das GieBverfahren wird ein neuer Entwurf der Abformplatte und der
zusitzlichen Stiitzstruktur angefertigt. Im Folgenden wird der gesamte Proze-

ssablauf des Gieverfahrens schematisch dargestellt.
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Abbildung 4.14: Schematischer Prozessablauf des Gievorgangs

Die untere Blende besitzt eine quadratische Offnung in der Mitte wie die

bisherige Stiitzblende, um das Polymer beim GieBvorgang in Position zu

halten und den Materialverbrauch zu begrenzen und einen Hinterschnitt, um

das abgeformte Werkstiick auf der Entformplattenseite zu fixieren. Da Verki-

ppungen oder horizontale Bewegungen des Werkzeugs bei der Entnahme des

fertigten Bauteils zur Verbiegung des Stifts fiihren kann, soll der Entformvor-

gang mit Hilfe einer Hebelpresse durchgefiihrt werden. Dazu werden die bei-
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den Blenden iiber Stiitzsdulen miteinander verschraubt und die obere Blende
wird mit dem Stempel der Hebelpresse verbunden.

Fiir das GieBverfahren wird Thiol-ene von der Firma Norland Products als ein
alternatives Material ausgewihlt, da dieses Material vielféltige Vorteile wie
gute Biokompatibilitit, geringe Autofluoreszenz und gute Transparenz bietet
(siche Abschn. 3.4.2). Nach dem Zusammenbau des gesamten GieBwerkzeugs
wird Thiol-ene langsam in die Mitte der unteren Blende gegossen und durch
UV-Strahlung ausgehirtet. Nach vollstdndiger Aushdrtung wird das gefertigte
Werkstiick mit der unteren Blende durch Hochziehen der Hebelpresse von der
Formplatte entformt. In Abbildung 4.15 werden die verwendeten Gerite

dargestellt, Abbildung 4.16 zeigt den Prozessablauf des GieB3verfahrens.

o Obere Blende flr Anschluss
Stiitzsaule mit Hebelpresse Fisteipressa

Formplatte Blende mit UV-Lampe
mit Stift Hinterschnitt

Abbildung 4.15: Montiertes GieBBwerkzeug (links) und Arbeitsplatz fiir den GieBprozess
(rechts)
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3) Entformen 4) Werkstlick

Abbildung 4.16: Prozessablauf eines Gievorgangs

Um den fiir das GieBBverfahren am besten geeigneten Typ von Thiol-ene aus-
zuwihlen, werden die beiden Thiol-ene-Typen NOA 61 und 63 bei GieBver-
suchen verwendet und miteinander verglichen. Diese beiden Materialien
besitzen unterschiedliche Viskositdt. Die Viskositit vom NOA 61 betrigt
300 mPa's, die von NOA 63 2500 mPa-s. Da sich keine Dichtung an der
Kontaktstelle zwischen dem Formeinsatz und der unteren Blende befindet,
kann bei niedriger Viskositit des Klebstoffs dieser in die Spalte einflieBen,
wobei die dabei entweichende Luft meist Blasen im Bauteil entstehen lésst.
AuBerdem sollten die UV-Strahlungsdauer und der Abstand zwischen dem
punktférmigen Austritt des Lichtleiters der UV-Entladungslampe DELOLUX
04 der Firma DELO Industrie Klebstoffe und der oberen Seite des Klebstofts
fiir die optimale Aushértung bestimmt werden. Da der Klebstoff von der
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oberen Seite aus ausgehértet wird, kann die oberste Schicht verbrannt werden,
wenn der Klebstoff zu lange Zeit bestrahlt wird. Durch zahlreiche Experim-
ente wurde NOA 63 ausgewahlt und die optimalen Parameter wie z.B. Aus-
hartungsdauer (ca. 40 min) und Abstand zwischen dem UV-Strahler und der
oberen Seite des Klebstoffs (ca. 10 cm) bestimmt. Nach der Materialauswahl

wurden Gieversuche mit unterschiedlichen Stiften durchgefiihrt. Im Folgen-

den werden mikroskopische Aufnahmen der konischen Kanalstruktur darge-

stellt.

Abbildung 4.17: Mikroskopische Aufnahmen der mit einem Messingstift hergestellten ko-
nischen Kanalstruktur (Stiftlangen: links: 2 mm, rechts: 4 mm)

Abbildung 4.18: Mikroskopische Aufnahmen der mit einem Hartmetallstift hergestellten
konischen Kanalstruktur (Stiftlingen: links: 2 mm, rechts: 4 mm)
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Wie in Abbildung 4.17 und Abbildung 4.18 erkennbar ist, tritt beim GieBver-
fahren weder bei der Verwendung eines Messingstifts noch bei einem Hart-
metallstift ein Biegungsproblem auf. Zur Vermeidung des Risikos einer Ver-
biegung wihrend der Befiillung des Formwerkzeugs sollen kiinftig Hartme-
tallstifte fiir die Herstellung der konischen Kanalstruktur verwendet werden.
AuBerdem soll die 2 mm lange Kanalstruktur flir besseren und einfacheren

Losungsmittelaustausch verwendet werden.

4.2.3 Herstellung eines integrierten Ventilsystems

Die Riickschlagventile, die sich zwischen Zellsortier- und Medienaustausch-
teil befinden, konnen zur Verletzung der Zelle beim Transport fiihren. Auf3er-
dem verldngern sie wegen der zusétzlichen Schlduche die Transportstrecke
und damit auch den Zeitbedarf fiir das Experiment. Um diese Nachteile zu
vermeiden, wird ein alternatives Ventilsystem entwickelt, das ins System inte-
griert werden kann. Damit kann man sogar alle Teilsysteme mit den beiden
Medienaustauschsystemen in einer Strukturplatte integrieren.

Das neue Ventilsystem wird so konzipiert, dass durch die Verformung einer
Silikonfolie der Kanal komplett abgeschlossen und wieder gedffnet werden

kann. In Abbildung 4.19 wird das Konzept dieses Silikonventils dargestellt.

Schlauch Hohlschraube Schlauch Hohlschraube

Halterung

Dichtung ) Druck

=Y —

Kanaldeckel
Kanalstruktur Kanalstruktur

Halterung

Silikonfolie —]

Abbildung 4.19: Konzept des Silikonventils (links: ge6ffnet, rechts: geschlossen)
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Die durch Frasbearbeitung hergestellte rechteckige Kanalstruktur wird unter-
halb der Silikonfolie zu einer Halbkugel erweitert, um durch eine hydrau-
lische Verformung der Silikonfolie ein komplettes VerschlieBen des Kanals
zu ermdglichen. Da der Innendurchmesser der gewihlten HPLC-Schlduche
500 um betrégt, ist die maximale Tiefe der Halbkugel 250 um. Die Folie soll
unter dem Kanaldeckel positioniert werden, um unerwiinschte Verformungen,
die wegen der Dicke des Kanaldeckels verursacht werden, zu vermeiden. Zur
Positionierung und Fixierung der Folie wird ein Absatz, dessen Tiefe ca.
70 % von Dicke der Silikonfolie betragt, unter dem Kanaldeckel eingebaut.

Zur Uberpriifung der Funktionalitit des Silikonventils wird eine Simulation in
Abhingigkeit von den Foliendicken (130 um und 180 pm) durchgefiihrt.
Entsprechend der Foliendicke dndert sich der Betriebsdruck, der zum Errei-
chen der maximalen Tiefe der Halbkugel benétigt wird. Fiir die 130 um dicke
Folie wird ein Betriebsdruck von ca. 0,4 MPa benétigt, wéhrend die 180 pm
dicke Folie einen Druck von ca. 0,65 MPa erfordert. Abbildung 4.20 veran-
schaulicht die Ergebnisse der Simulation in Abhéngigkeit der Foliendicke.
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Abbildung 4.20: Ventilsimulation in Abhingigkeit der Foliendicke (oben: 130 pm, unten:
180 pm)
Da die Silikonfolien beim thermischen Bondprozess fiir das Zusammenfiigen
von Kanalstrukturplatte und Kanaldeckelplatte hoch geheizt werden, sollen
sie eine hohe Wiarmebestindigkeit besitzen. Aus diesem Grund werden damp-
fsterilisierbare Folien von der Firma Spiggle & Theis Medizintechnik GmbH
erworben. Diese Folie wird entsprechend der konzipierten Geometrie mit dem
am Institut fiir Produktionstechnik (wbk) des KIT verfiigbaren Nd:YAG-
Laser geschnitten, da das Laserschneiden ein prizises Schneiden unterschie-
dlicher Kunststoffe in hoher Genauigkeit ermoglicht. Zum Laserschneiden
kommt die Lasermikrobearbeitungsanlage microPULSE ps355 der Firma 3D-
Micromac AG zum Einsatz (siehe Kap. 3.3.3). Fiir die Uberpriifung der
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Funktionstiichtigkeit des Silikonventils wird ein Prototyp hergestellt. Der
gefertigte Prototyp wird in den nachfolgenden Abbildungen dargestellt.

Abbildung 4.21: Darstellung der Halterung zur fluidischen Kontaktierung (links) und geb-
ondeter Prototyp (rechts)

Abbildung 4.22: Zusammengebauter Prototyp

Da dieser Prototyp spéter ins System integriert werden soll, wird seine Struk-
tur wie z.B. Kanalbreite, Kanalldnge und Kanaltiefe so konstruiert, dass das
Experiment unter den gleichen Betriebsbedingungen, die spiter fiir das Sys-
tem vorausgesetzt werden, durchgefiihrt werden kann. Die Kanalbreite und
die Kanaltiefe betragen jeweils 200 um und die gesamte Kanalldnge betrdgt
30 mm. Wie bereits oben beschrieben, ist der Halbkugeldurchmesser 500 um.
Zur Visualisierung der Funktionstiichtigkeit des Ventils wird ein blauer Farb-
stoff in den Kanal zugefiihrt und das Ventil mit dem Kreuzkanal, der beim

ersten Konzept aus PMMA hergestellt wurde, verbunden. In Abbildung 4.23
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wird ein Schaltbild fiir den Versuch der Ventilfunktion schematisch darge-

stellt. Das obere Schaltbild zeigt einen geschlossenen Zustand und das untere

Bild einen offenen Zustand. Abbildung 4.24 zeigt die Ergebnisse des geschlo-

ssenen Vorgangs (oben) und des offenen Vorgangs (unten) des Silikonventils.

Emgang Silikonventil Ausgang
Ausgang
[
I
- O O
Silikonventil Ausgang

Elngang l>

Ausgang

Abbildung 4.23: Schaltbild fiir den Versuch der Ventilfunktion (blau: Farbstofffluss, rot:

kein Farbstofffluss)
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L

Abbildung 4.24: Stromungsverlauf bei geschlossenem (oben) bzw. gedffnetem Silikon-
ventil (unten)

Zu Beginn des Versuchs wird die Silikonfolie durch hydraulischen Druck, der
mit Hilfe einer Spritzenpumpe (PHD Ultra™ Syringe Pump der Firma Harv-
ard Apparatus) erzeugt wird, verformt und durch diese Verformung der Sili-
konfolie wird der Kanal vollstindig geschlossen. Beim geschlossenen Zust-
and flie3t der blaue Farbstoff nur vom linken Kanal in den unteren Kanal, wie
man in Abbildung 4.24 erkennen kann, wéihrend der blaue Farbstoff bei ge-
offnetem Ventil in alle Richtungen flieit. Da der Prototyp des Silikonventils
richtig funktioniert, kann man dieses Ventil fiir die Integration der beiden

Komponente bzw. Zellsortier- und Losungsmittelaustauschsystem einsetzen.
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4.24 Fazit

In Kapitel 4.2 wurden ein Kreuzkanalstiick fiir die Zellsortierung, eine
konische Kanalstruktur fiir die Zellfixierung und Silikonventile zum Ver-
dndern der FlieBrichtung hergestellt. Bei der Herstellung des Kreuzkanals

traten folgende Probleme auf:

e Grofle Bauteildicke wegen der Gewinde, die direkt ins Bauteil eingebaut
werden,

e Beschrinkung von Bohrungsdurchmesser und Kanalldnge,

e Versatz der Kanile im Kreuzbereich,

e Keine saubere Kanaloberfldche,

e Ungeeignete Fertigungsmethode flir Massenproduktion.

Um diese Probleme zu vermeiden und damit das Zellsortiersystem zu
optimieren, wurde als alternatives Herstellungsverfahren die direkte Frisbe-
arbeitung ausgewihlt. Die Kandle wurden als zwei Hélften mit rechteckigem
Querschnitt durch Fréisbearbeitung hergestellt und dann die beiden Hilften
mittels thermischen Bonden miteinander verbunden. AuBlerdem wurde zur
Reduzierung der Bauteildicke ein modifiziertes Anschlusskonzept verwendet,
damit die Kontaktierung des Anschlusses mit dem gefrdsten Chipteil von
oben mit Hilfe von Hohlschrauben und einer Dichtscheibe erfolgen kann. Die
Gewinde fiir diese Verschraubungen werden in eine zusétzliche Halterung
verlegt, die das gesamte mikrofluidische Bauteil fixiert.

Bei der Herstellung der konischen Kanalstruktur traten folgende Probleme

auf:

e Hohe Anforderungen an die Nachbearbeitung, um das endgiiltige Endmaf}
zu erreichen,
e Lange Herstellungsdauer,

e Schwierigkeit bei der Integration mit anderen Komponenten,
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e Hohe Anforderungen an die Fertigung,

e Ungeeignete Fertigungsmethode fiir Massenproduktion.

Zwar konnte man die beim HeiBpragen aufgetretenen Verbiegungsprobleme
durch das alternative Gie3verfahren vermeiden, aber auch das GieBverfahren
weist einige Nachteile auf: Beim Befiillen der Form wird die obere Offnung
des konischen Kanals durch das Giefmaterial geschlossen und muss durch
eine Nachbearbeitung wie z.B. Frasbearbeitung wieder gedffnet werden (siche
Abb. 4.25, links). Dariiber hinaus soll die Dicke der Seitenwand reduziert
werden, da die Zelle, die sich in dieser konischen Kanalstruktur befindet,
seitlich beobachtet werden soll (siche Abb. 4.25, rechts). Dieses Nachbearbei-

tungsproblem wird in folgenden Abbildungen schematisch dargestellt.

Abbildung 4.25: Nachbearbeitung des durch Gieverfahren hergestellten Bauteils

Das durch das Giellverfahren hergestellte Bauteil stellt nicht nur eine hohe
Anforderung an die Nachbearbeitung nach seiner Herstellung, es bestehen
auch Schwierigkeiten bei der Integration mit anderen Komponenten wie dem
Medienaustauschteil. Daher soll im zu entwickelnden Konzept die prézise
Integrationsmdglichkeit des Bauteils mit anderen Komponenten gesucht
werden.

Zum Erreichen eines moglichst hohen Integrationsgrades wurde ein Silikon-
ventilsystem entwickelt. Mit Hilfe dieser Silikonventile kann man die Verwe-
ndung des Riickschlagventils vermeiden und alle Teilsysteme mit den beiden

Medienaustauschsystemen in einer Strukturplatte integrieren. Durch das Exp-

75



4. Konzept fiir das NIMEP-System und Vorbereitung der Zellenanalyse

eriment mit Farbstoff konnte man nachweisen, dass durch diese Verformung
der Silikonfolie der Kanal vollstdndig geschlossen und gedffnet werden kann.
Aus diesem Grund wird das Silikonventilsystem zum Integration der einzel-
nen Teilsysteme weiter verwendet werden. Dariiber hinaus kann mit Hilfe der
Silikonventile und deren z.B. pneumatische Ansteuerung eine Automati-
sierung der Schaltvorginge einfacher ermoglicht werden. Dies bietet spiter
die Moglichkeit, einzelne Schritte der experimentellen Untersuchungen zu

automatisieren.

4.3 Vorbereitung der Zellanalyse

Eine wichtige Aufgabe in der Startphase bestand in der Etablierung der
Anzucht der in dieser Arbeit vorgesehenen Modellorganismen und in der
Optimierung der Kulturbedingungen. Diese Etablierung der Modellorganis-
men wurde von der AG Wegner am Institut fiir Hochleistungsimpuls- und

Mikrowellentechnik (IHM) im KIT bearbeitet [68].

4.3.1 Modellorganismen

Bei der Auslegung des Testsystems wurde davon ausgegangen, dass grof3e
pflanzliche Zellen mit einen Durchmesser von bis zu 100 pm untersucht
werden sollen. Entsprechend wurde der Spitzendurchmesser des Konusteils
auf 50 um festgelegt. Dariiber hinaus soll mit dem ausgewihlten Zelltyp die
fluoreszenzoptische Membranpotentialmessung moglich sein, die wesentliche
Voraussetzung fiir die Anwendung der NIMEP-Technik (Nicht-invasive
mikrofluidische Plattform fiir Elektrophysiologie) ist (siehe Kap. 1.2), und es
sollten Referenzmessungen mit der etablierten Patch-Clamp-Technik vor-

liegen.
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Die oben genannten Kriterien erfiillten Protoplasten, die aus den Tabak-
zelllinien Nicotiana tabacum Bright Yellow 2 (BY-2) sowie Nicotiana taba-
cum Virginia Bright Italian 0 (VBI-0) gewonnen werden. Die Zellkulturlinien
wurden sowohl als Platten- als auch als Suspensionskultur etabliert. Diese
beiden Tabakkulturen sind physiologisch gut charakterisiert, weisen einen
kurzen Zellzyklus auf und bei ihnen fehlt die storende Autofluoreszenz des

Chlorophylls [30].

4.3.2 Herstellung von Protoplasten

Zur Gewinnung sphérischer Einzelzellen wurden die ausgewihlten Modell-
organismen durch enzymatischen Abbau der Zellwand protoplastiert. Die fiir
die Protoplastierung verwendeten Enzyme wurden von Duchefa Biochemie
B.V. und die verwendeten Chemikalien sowie Néhrmedien von der Firma
Roth GmbH bezogen. Die Osmolaritit der Losungen wurde mit Hilfe eines
Osmometers VAPRO 5520 der Firma Wescor Inc. bestimmt und mit Mannitol

auf den erwiinschten Wert eingestellt [30].

Protoplastierung der Tabakzelllinie

Die Methode der Protoplastierung und die Zusammensetzung von Protoplast-
ierlosung und Ndhrmedien wurden aus der Dissertation von Flickinger (2010)
[30] und aus der Masterarbeit von Schonwélder (2012) [28] entnommen. In
Tabelle 4.2 sind die Zusammensetzungen der Protoplastierlésung und der

Waschlosung aufgefiihrt.
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Protoplastierlosung Waschlosung
Menge
Inhaltsstoff Menge Inhaltsstoff
c m

Cellulase 30 mg CaCl,*2H,0 50 mM 0,735 g
Marcerozym 15 mg NaAcetat 10 mM 0,082 g

Pektinase 3mg Mannitol 0,25 M 455¢g

BSA 15 mg
Waschlosung 3ml
Tabelle 4.2:  Zusammensetzung der Protoplastierlosung und Waschlosung; Gewichts-

angaben bezogen auf 100 ml (c: Konzentration der zugesetzten Lésung, m:
Einwaage der Losung) (verdndert nach [28])

In dieser Arbeit wurde die Waschlosung 1:1 mit Wasser verdiinnt, um die
Osmolaritiat herabzusetzen. Dadurch kann man noch gréBlere Protoplasten
isolieren. Mit Hilfe dieser Losung wurde die Protoplastierung der in Abschnitt
4.3.1 genannten Modellorganismen durchgefiihrt. Zunédchst wurde die
Zellkultur in die Protoplastierlosung iiberfilhrt und suspendiert. Die in der
Protoplastierlosung suspendierte Zellkultur wurde fiir 3 Stunden im Brut-
schrank im Dunkeln bei 25 °C inkubiert. Nach dem enzymatischen Abbau der
Zellwénde wurde das Enzym-Protoplasten-Gemisch in ein 15 ml Falcontube
iiberfiihrt und 5 min lang bei 100-g (g: Erdbeschleunigung = 9,81 m/s®) abze-
ntrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und die Protopla-
sten wurden vorsichtig durch leichtes Schwenken resuspendiert. AnschlieBend
wurden den resuspendierten Protoplasten 5 ml Waschlosung zugegeben und
erneut 5 min lang bei 100-g abzentrifugiert. Nach der Protoplastierung
erfolgte die Aufreinigung der Protoplasten mit Hilfe eines diskontinuierlichen

Saccharose-Mannitol-Gradienten [28, 30].
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Diskontinuierlicher Saccharose-Mannitol-Gradient zur Aufreinigung der
Protoplasten

Die Protoplasten wurden vorsichtig in 5 ml Albach-Lésung I resuspendiert
und mit 5 ml Albach-Losung II {iberschichtet. AbschlieBend wurde mit 2 ml
Albach-Losung III iiberschichtet. Das Protokoll der Albach-Losungen aus der
Dissertation von Flickinger [30] wurde in dieser Arbeit modifiziert, um bei
geringeren Osmolarititen arbeiten zu konnen und so groBere Protoplasten zu
isolieren. In der folgenden Tabelle sind die Zusammensetzungen der in dieser

Arbeit verwendeten Albach-Losungen aufgefiihrt.

Menge Menge Menge
Inhaltsstoff
c m c m @© m
MES 2,9 mM 0,565 g 2,9 mM 0,565 g 0,175 mM 3,5mg
Saccharose 125 mM 4277 ¢ 82,4 mM 9,72 ¢ 163 mM 297¢g
KCl1 029mM | 2,32mg | 029mM | 2,32 mg 0,35 mM 2,32 mg

CaCL*2H,0 | 029mM | 435mg | 029mM | 435mg 0,35 mM 4,35 mg

Mannitol 53,1 mM 333¢g

MgCL*6H,0 | 0,29 mM 6,1 mg 0,29 mM 6,1 mg 0,35 mM 6,1 mg

Ficoll 400" 175¢ 14,65 g 7,66 g

Tabelle 4.3:  Modifizierte Zusammensetzung der Albach-Losung I/ 11/ III ( Fa. Roth,
Art. Nr. CN 90.3); Gewichtsangaben bezogen auf 100 ml (c: Konzentra-
tion der zugesetzten Losung, m: Einwaage) (verdndert nach [28])

Die Zentrifugation erfolgte mit einer Kiihlzentrifuge 10 min lang bei 100-g
und 4 °C. Zur deutlichen Trennung der einzelnen Phasen wurde ein Aussch-
wingrotor bei der Zentrifugation verwendet. Nach der Zentrifugation befan-
den sich die aufgereinigten Protoplasten zwischen Albach-Losung I und II1,
die unteren beiden Bénder bilden defekte Protoplasten und andere Teilchen

(siche Abb. 4.26). Mit Hilfe einer abgeschnittenen Pipettenspitze wurden die
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aufgereinigten Protoplasten aufgenommen und in ein neues 15 ml Falcon-

Rohrchen tiberfiihrt [69].

Abbildung 4.26: Protoplastenband zwischen Albach-Losung 11 und 111 [28]

SchlieBlich wurde 5 ml ,,W5“-Losung zur Abtrennung der Protoplasten zu
diesen abgenommenen Protoplasten zupipettiert und 5 min lang bei 100-g und
4 °C abzentrifugiert. Die nach der Zentrifugation erhaltenen Protoplasten
wurden in 1 ml 16 mS-Puffer (elektrische Leitfahigkeit 16 mS/cm bei 20 °C)
resuspendiert [28]. In Tabelle 4.4 ist die Zusammensetzung der ,,W5“-Losung

und der 16 mS-Puffer aufgefiihrt.

»W5“-Losung 16 mS-Puffer
Menge Menge
Inhaltsstoff Inhaltsstoff
@ m @ m

NaCl 154 mM 09¢g KCl 125 mM 094 ¢g
CaCl,*2H,0 125 mM 1.85¢g CaCl,*2H,0 5 mM 0,074 g
KC1 5 mM 0,037 g MgCL*6H,0 5 mM 0,102 g
Glucose 5 mM 0,1g Sorbit 150 mM 2,74 ¢
TRIS 1 mM 0,013 g TRIS 1 mM 0,013 g

Tabelle 4.4: Zusammensetzung der ,,W5“-Losung und des 16 mS-Puffer; Gewichts-
angaben bezogen auf 100 ml (c: Konzentration der zugesetzten Losung, m:
Einwaage) (verdndert nach [28])
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Aus beiden Tabakzelllinien Nicotiana tabacum Bright Yellow 2 (BY-2) sowie
Nicotiana tabacum Virginia Bright Italian 0 (VBI-0) wurden erfolgreich Pro-
toplasten isoliert. Nach der Isolierung wurde der Durchmesser der Proto-
plasten vermessen. Der Durchmesser der Zelllinie VBI-0 lag zwischen 70 um
und 110 pm und bei der Zelllinie BY-2 zwischen 30 pm und 50 um [68]. In
Folgenden werden mikroskopische Aufnahmen von Zellen und den entspre-

chenden Protoplasten dargestellt.

BY-2 VBI-0

Abbildung 4.27: Zellkulturen (Bildmitte) und die Protoplasten (Bilder rechts und links)
der Modellorganismen [28]

Wie in Abbildung 4.27 zu erkennen, kann man nach enzymatischem Abbau
der Zellwand eine sphérische Einzelzelle gewinnen. Diese gewonnene Zelle
kann durch den spannungsabhidngigen Membranfarbstoff ANNINE-6 gefirbt
und mit Hilfe dieses Farbstoffs eine fluoreszenzoptische Membranpotential-
messung durchgefiihrt werden.

Die Wahl fiir den Einsatz der Zelle in NIMEP-Technik fiel auf die Tabak-
Zellkulturlinie Virginia Bright Italian 0 (VBI-0). Die genannte Zelllinie wurde
insbesondere wegen der Grofe der aus diesen Zellen gewonnen Protoplasten

ausgewdhlt.

4.3.3 Anfirben der Protoplasten mit ANNINE-6

Die durch den enzymatischen Abbau der Zellwand und durch die Aufreinig-
ung gewonnenen Protoplasten wurden mit dem spannungsabhéngigen Farb-

stoff ANNINE-6 gefarbt. Wie im Kapitel 2.6 beschrieben, kann man mit dies-
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em Farbstoff die spannungsabhidngige Fluoreszenzintensitdt messen. Der
Féarbungsprozess wurde aus der Dissertation von Flickinger (2010) [30] und
aus der Masterarbeit von Schonwélder (2012) [28] entnommen.

Zur Farbung der Protoplasten wurden 10 pl ANNINE-6-Stammldsung zu
300 pl der aufgereinigten Protoplastensuspension zupipettiert und vorsichtig
resuspendiert. Diese mit ANNINE-6 gemischte Protoplastensuspension wurde
fiir 7 min auf Eis im Dunkeln inkubiert. Zum Waschen wurden die Protopla-
sten bei 100-g fir 5 min bei Raumtemperatur abzentrifugiert und nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen. Zum Schluss wurde das
Protoplastenpellet in 300 ul 16 mS-Puffer resuspendiert. Dieser Waschschritt
wurde einmal wiederholt. Die Lagerung der gefirbten Protoplasten erfolgte
im Kiihlschrank im Dunkeln [28, 30]. In Abbildung 4.28 werden die Fluores-
zenzbilder der mit ANNINE-6 gefarbten Protoplasten dargestellt. Da nur die
Zelloberflache geféarbt und die Zelle im Mikroskop von unten betrachtet wird,

erscheint die Intensitdt am seitlichen Rand der Zelle stérker.

g im
Nicotiana tabacum Nicotiana tabacum
Bright Yellow 2 Virginia Bright Italian 0
(BY-2) (VBI-0)

Abbildung 4.28: Fluoreszenzbilder der mit ANNINE-6 gefarbten Protoplasten [30]

4.3.4 Membranpotentialmessung der Protoplasten

Fiir die fluoreszenzoptische Messung wurde die am Institut fiir Hochleist-

ungsimpuls- und Mikrowellentechnik (IHM) vorhandene Patch-Clamp-Appa-
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ratur verwendet und um eine Fluoreszenzlichtquelle (siche Kap. 3.5.2), die die
Fluoreszenzanregung einzelner Zellen im Zeitfenster einiger Millisekunden
erlaubt, und um eine CCD-Kamera ergédnzt. Diese Messeinrichtung ermdgli-
cht ein ratiometrisches Verfahren zur Messung des Membranpotentials an
pflanzlichen Zellen. Zur Messung des Membranpotentials wurden die mit
dem spannungsabhingigen Membranfarbstoff ANNINE-6 gefirbten Zellen
nacheinander mit zwei verschiedenen Wellenldngen (390 und 475 nm) ange-
regt. Die Wellenldngen wurden dabei so ausgewdhlt, dass bei der einen Well-
enldnge die Fluoreszenzintensitit moglichst stark spannungsabhéngig und bei
der anderen moglichst spannungsunabhéngig ist. Durch Bildung des Quotien-
ten der spannungsabhingigen und der —unabhéngigen Intensititswerte kann
man die spannungssensitive Fluoreszenzemission norminieren, so dass das
Ergebnis unabhingig ist von anderen Faktoren wie z.B. von der Farbstoff-
konzentration in der Zellmembran, die von Fiarbung zu Féarbung und Zelle zu
Zelle stark variieren kann oder vom Ausbleich-Effekt. Auf diese Weise kon-
nen aus den Fluoreszenzmessungen auf absolute Membranpotentiale geschlo-
ssen werden [70].

Um den Einfluss der Wellenldngen auf die Spannungsabhingigkeit der Fluo-
reszenzintensitit zu messen, wurden einem Protoplasten der fiir diese Arbeit
ausgewihlten Tabak-Zellkulturlinie Virginia Bright Italian 0 (VBI-0) (siche
Abschn. 4.3.2) in der Whole-Cell-Konfiguration der Patch-Clamp-Technik
(siche Kap. 2.5) verschiedene Membranspannungen aufgeprigt; gleichzeitig
wurde der Farbstoff nacheinander mit gleich langen Lichtpulsen der Wellen-
langen 390 nm und 475 nm angeregt. Die dadurch gemessene Fluoreszenz-
intensitdt war bei 475 nm stark spannungsabhingig, wéhrend sie bei 390 nm
eine sehr geringe Spannungsabhingigkeit aufwies. Die Wellenlinge von
390 nm wird daher als Referenzwellenldange eingesetzt [70]. Abbildung 4.29
zeigt die Ergebnisse der Messung der Fluoreszenzintensitit der mit ANNINE-
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6 gefarbten Protoplasten der Zelllinie VBI-0 bei Anregungswellenléngen von

390 nm (30 ms) und 475 nm (60 ms).

85-
80} " . = .
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60} o
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Abbildung 4.29: Messung der Fluoreszenzintensitit der mit ANNINE-6 gefirbten
Protoplasten der Zelllinie VBI-0 bei Anregungswellenlédngen von 390 nm

(30 ms, ®) und 475 nm (60 ms, B) sowie die Zusammensetzung der
Losung in Pipette und Bad (oben rechts) [70]

Um den Einfluss der Belichtungszeit auf die ratiometrische Spannungs-
messung zu untersuchen, wurde die Belichtungszeit bei beiden Wellenléngen
verdoppelt. Abbildung 4.30 zeigt die Fluoreszenzintensitdt in Abhingigkeit
von der Belichtungszeit. Wie in dieser Abbildung zu erkennen, nimmt die
Intensitétsstirke mit steigender Belichtungszeit erheblich zu, der Intensitéts-
quotient dndert sich aber nicht [70]. Aus diesen Ergebnissen kann man fol-
gern, dass die absolute Belichtungszeit keinen Einfluss auf die relative Fluor-
eszenzintensitit fiir die mit ANNINE-6 gefarbten VBI-Protoplasten hat und
das Membranpotential fluoreszenzoptisch mit ausreichender Prézision geme-

ssen werden kann.
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Abbildung 4.30: Vergleich der Fluoreszenzintensitdt in Abhingigkeit von der Belichtun-

gszeit (verdndert nach [70])

In Abbildung 4.31 werden die Kalibrierungskurven der mit ANNINE-6

gefarbten VBI-0-Protoplasten und die Standardabweichung dargestellt. Bei

den Messungen der VBI-0-Protoplasten konnte man zwei Fraktionen erhalten,

die sich insbesondere hinsichtlich des Achsenabschnitts der Kalibiergraden

deutlich unterscheiden. Die Kalibrierungsgleichungen sind in der Abbildung

aufgefiihrt. Mit Hilfe dieser Kalibrierkurven kann eine fluoreszenzoptische

Messung des Membranpotentials ermdglicht werden, die eine wesentliche

technische Voraussetzung fiir den Einsatz der NIMEP-Technik ist [71].
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Abbildung 4.31: Kalibrierungskurven und Standardabweichung von unterschiedlichen
VBI-0-Protoplasten [28]
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experimentelle Ergebnisse

5.1 Aufbau des NIMEP-Gesamtsystems

Nachdem im vorangegangenen Kapitel die einzelnen Komponenten des
NIMEP-Systems vorgestellt und getestet wurden, wird in diesem Kapitel ein
Konzept vorgestellt, das alle Komponenten des Gesamtsystems vereint.
Abschlieend erfolgt eine weitere Optimierung, die es erlauben wiirde, das
Gesamtsystem einschlie8lich des Konuskanals mit Hilfe eines Replikations-

verfahrens wie Spritzgieen oder HeiB3pragen herzustellen.

5.1.1 Konzept fiir das Gesamtsystem

Wie im Kapitel 4.2.1 beschrieben, kommt fiir die Herstellung der Kanal-
strukturen das Friasverfahren zum Einsatz, um den Versatz in der Mitte des
Kreuzkanals zu vermeiden und die Oberfliche der Kanalinnenwand zu
verbessern. Durch die Frisbearbeitung werden die Kanile als zwei Halften
mit rechteckigem Querschnitt hergestellt und die Bauteildicke kann vermin-
dert werden. Aufgrund der Reduzierung der Bauteildicke kann eine bessere
mikroskopische Beobachtung der sich in der Kanalstruktur befindenden
Zelle(n) ermoglicht werden. Da die Gewinde fiir die HPLC-Verschraubung
durch die Reduzierung der Bauteildicke nicht mehr ins Bauteil integriert
werden konnen, wird ein neues Anschlusssystem mit Hilfe einer Halterung,
die mit Verschraubung befestigt werden kann, entwickelt (siche Abb. 4.4 im
Kap. 4.2.1). Vor der Friasbearbeitung wird ein geeigneter Werkstoff ausge-
wihlt. Aufgrund ihrer hervorragenden Biokompatibilitdt, die in zahlreichen
biomedizinischen Studien nachgewiesen wurde, konzentrierten sich die

Testmessungen fiir die Auswahl des Werkstoffes auf Polystyrol (PS; Norfl-
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ex”, Nordenham, Deutschland) und Cyclic Olefin Copolymer (COC; Topas®,
Hochst, Deutschland). Ein wichtiges Kriterium bei der Auswahl des Werk-
stoffes ist eine mdglichst geringe Eigenfluoreszenz des Materials im relevan-
ten Wellenldngenbereich (ca. 400 bis 750 nm), weil der Werkstoff die fluores-
zenzmikroskopischen Untersuchungen nicht durch seine Eigenfluoreszenz
beeintrachtigen soll. Fiir die Testmessung wurden Folien mit einer Stirke von
50 um (PS) und 200-700 um (COC) verwendet. Beide Werkstoffe erwiesen
keine Autofluoreszenz im relevanten Wellenldngenbereich zwischen 400-
750 nm. COC hat die etwas besseren optischen Eigenschaften bzgl. des Bre-
chungsindexes und wird daher fiir die Herstellung der Kanalplatten bevorzugt
ausgewdhlt. Im Folgenden werden das gednderte zweidimensionale Konzept

und das zusammengebaute Gesamtsystem schematisch dargestellt.

VA— —— = Losemittel C (Waste)
G e —--—--»= Lisemittel A (Waste)
dsemittel C —— & o—
Losemittel A (Waste) = — — ——Konische Struktur
=1 1
—-y0 - —- — Lésemittel B
Losemittel B (Waste) = — — o— 1
Losemittel A (Waste) <4 — —
™\ Silikonventil
|
-«— — Zellenzufuhr
Zellen (Waste) a— — o & o - — — Lasemittel A
Losemittel A (Waste) == — — = = Druck
Q
O
A Ls 4
@ Silikenventil
Druck | Losemittel A

Abbildung 5.1:  Zweidimensionale Darstellung des Gesamtsystems
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Abbildung 5.2: Dreidimensionale Darstellung des gednderten Konzepts und des zusamm-
engebauten Systems

Abbildung 5.1 zeigt eine zweidimensionale Darstellung des NIMEP-Gesamt-
systems. Es besteht aus drei Einzelkomponenten, dem erweiterten Zellsortier-
system, das neben dem Kreuzkanal zur Zellsortierung auch ein Medienaustau-
schsystem zum Wechseln des Losemittels im Zulauf des Konuskanals enthlt,
dem Konusteil zur Zellfixierung und dem Auslaufsystem, das ein zweites Me-
dienaustauschsystem zum Wechseln des Losemittels an der Konuskanalspitze
enthdlt. Alle drei Einzelkomponenten werden mittels Klebeverfahren mitein-
ander verbunden und dann, wie in Abbildung 5.2 dargestellt, in einer Halter-
ung platziert, an die die elektrischen und fluidischen Verbindungen angesch-
lossen werden konnen.

Die Vorteile dieses weiterentwickelten Konzepts werden im Folgenden auf-

gelistet:

e Wegfall der HPLC-Schlauchverbindungen durch Integration aller Teil-
komponenten auf einer gemeinsamen Basisplatte,
e Kurze Transportstrecken der Zellen und damit auch verkiirzter Zeitbedarf

zur Durchfiihrung der Experimente,
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e Vermeidung einer moglichen Zellverletzung durch Wegfall der Riick-
schlagventile,

e Bessere Moglichkeit fiir die kontinuierliche mikroskopische Beobachtung
der Zelle in der Kanalstruktur,

e Miniaturisierung des Gesamtsystems,

e Verbesserte optische Qualitit der Kanaloberfldchen.

5.1.2 Entwicklung des Zellfixier- und Medienaustauschsystems

In diesem Konzept wird ein Medienaustauschsystem entwickelt und durch die
Simulation des Medienaustauschprozesses dessen Struktur weiter optimiert.
Mit Hilfe dieses Systems kann man die umgebenen Losemittel der in der
konischen Kanalstruktur gefangenen Zelle beiderseitig austauschen. Zu
diesem Zweck werden die Kanile beiderseits der konischen Kanalstruktur
jeweils zweigeteilt, so dass neues Losungsmittel zu- und altes Losungsmittel
abgefiihrt werden kann. Dazu wird eine Trennwand in Form einer diinnen
Kunststofffolie eingesetzt. Diese Trennwand unterteilt den vorhandenen Kan-
al in einen oberen Zufuhr- und unteren Abfuhrkanal und soll die gleichen
thermischen Eigenschaften wie die Kanalplatte besitzen, da sie fiir den Zusa-
mmenbau mit beiden Kanalplatten thermisch gebondet werden soll. Daher
wird COC fiir das Material der Trennfolie ausgewihlt, da COC aufgrund der
vorteilhaften optischen und biokompatiblen Eigenschaften fiir die Herstellung
der Kanalplatte bereits ausgewéhlt wurde. Die Funktionsweise des Medien-
austauschsystems ist in Abbildung 5.3 dargestellt, Abbildung 5.4 zeigt den

Zusammenbau der beiden Kanalplatten mit der diinnen Trennwand.
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Unterer Abfuhrkanal Trennwand

Abbildung 5.3: Funktionsweise des Medienaustauschsystems (Seitenansicht)

Obere Zufuhrkanalplatte

Trennblatt

Untere Abfuhrkanalplatte

Abbildung 5.4: Zusammenbau der beiden Kanalplatten mit der diinnen Trennwand

Die minimale Wandstérke der Trennwand aus COC ist ca. 80 um, da noch
diinnere Folien im Markt nicht vorhanden sind und die Reduzierung der
Dicke mit Hilfe von Ultrafrdsen oder mit anderen mechanischen Bearbeitun-
gen schwierig ist. Da diese Trennfolie aulerdem nur beim Typ von COC
6013S-04 verfligbar ist, wird fiir auch die Herstellung der Kanalplatte COC
6013 ausgewaihlt und die Trennfolie entsprechend der konzipierten Geometrie

mit Hilfe eines Nd:YAG-Laser am Institut fiir Produktionstechnik (wbk)
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geschnitten. In Tabelle 5.1 werden die mechanischen und thermischen Eigen-

schaften von COC 6013 zusammengefasst.

Mechanische Eigenschaften Thermische Eigenschaften
Elastizitdtsmodul Zugfestigkeit Wirmeform- Linearer Wérmeaus-
bestiandigkeit dehnungskoeffizient
2900 MPa 63 MPa 130 °C 0,610

Tabelle 5.1: ~ Mechanische und thermische Eigenschaft von COC 6013

Fiir die Auswahl einer fiir den Medienaustausch besser geeigneten Geometrie
wird die Simulation mit unterschiedlichen Varianten durchgefiihrt. Durch die
Simulation kann man eine optimierte Konstruktion fiir den Losungsmittel-
austausch bestimmen. Die nachfolgenden Abbildungen veranschaulichen

zwel Varianten fur die konische Kanalstruktur.

Trennfolie 2 mm Trennfolie
cecepeahy
\‘ e i
/ [ Iy v

[ ] [

’ \
o "0’ N L o

e i

Nachgearbeiteter Bereich flr den besseren
Medienaustausch

Abbildung 5.5:  Erste Variante fiir den Medienaustausch (gelbe Pfeile: Zellbewegungs-
richtung, blaue Pfeile: MedienflieBrichtung fiir den Ldsungsmittelaus-

tausch)
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Aufgrund der 80 pm dicken Trennfolie muss die Gesamtkanalh6he von Zu-
und Abfuhrkanalh6he vergroBert werden, weshalb auch der Konuskanal am
Ubergang aufgeweitet werden muss. In der ersten Variante erfolgt dies durch
VergroBerung der Steigung des hinteren Konusteils (sieche Abb. 5.5, Anhang
5), in der zweiten Variante wird der Konuskanal verkiirzt und im hinteren
Bereich durch einen zylindrischen Kanal ersetzt (siche Abb. 5.6 und Abb. 5.7,
Anhang 6 und 7).

i 1 mm -
Trennfolie |« 3.8 MM Trennfalie
-------b--.____-
‘~§ l-“---- e
/l % ' y
’ H
' [}

[
\/

e e ﬁ

-t L — i

Nachgearbeiteter Bereich fir den besseren
Medienaustausch
Abbildung 5.6: Zweite Variante fiir den Medienaustausch (gelbe Pfeile: Zellbewegungs-

richtung, blaue Pfeile: MedienflieSrichtung fiir den Losungsmittelaus-
tausch)
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Klebkammer Trennblattstelle

Bohrung fiir Justierstift

Zusatzliche konische Kanalstruktur

Abbildung 5.7:  Dreidimensionale Darstellung der zweiten Variante

Wie in Abbildung 5.6 zu erkennen, wird bei der zweiten Variante die Trenn-
folie 0,8 mm in den Konusbereich hineingeschoben, da der Durchmesser der
zum Experiment relevanten Zelle maximal ca. 100 um ist und daher ein aus-
reichender Eintrittspalt (> 100 um) zwischen der Trennfolie und dem Eintritt-
sbereich eingebaut werden soll. Dariiber hinaus wird in der Basis des Konus-
teils eine zusétzliche Bohrung zum Ermdglichen des Zelleintritts vom Zellsor-
tiersystem in die konische Kanalstruktur eingebaut (Anhang 6 und 7). In die-
ser Variante kann man die Diffusionsstrecke im Vergleich zur ersten Variante
von 1 mm auf 0,2 mm verkiirzen und dadurch in kurzer Zeit die Medien aus-
tauschen.

Bei der zweiten Variante ergibt sich das Problem, dass bei einer Dicke der
Trennfolie von 80 pm und einer nétigen Tiefe von 800 um ein derartiger
Spalt wegen des groBBen Aspektverhiltnisses nicht direkt in das Bauteil gefrist
werden kann. Stattdessen soll versucht werden, die Struktur aus zwei Halften,
die direkt in COC gefriast werden, zusammenzufiigen. Ein passgenaues Zusa-
mmenfiigen der Halbschalen ist ein wichtiges Kriterium, um einen Versatz
zwischen den Halbschalen, insbesondere im Bereich des konischen Kanal-
elementes, zu vermeiden. Die zweiteilig gefertigten Konusteile sollen daher

durch eine Justierstruktur wie z.B. durch zwei prizise Justierstifte und exakt
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reziprok positionierte Bohrungen auf dem Gegenstiick zusammengefiigt
werden. Diese zweiteilig gefertigten Konusteile bieten die Moglichkeit,
kiinftig zusammen mit den anderen Teilkomponenten wie dem Zellsortiersys-
tem und dem Medienaustauschsystem durch Fréisbearbeitung in einer Platte
direkt gefertigt werden zu konnen. Dies ermoglicht die Herstellung eines
Formeinsatzes, so dass eine Abformungstechnik fiir die Massenproduktion
verwendet werden kann. In den folgenden Abbildungen werden die Simula-
tionsergebnisse fiir den Zelleintrittsbereich der beiden Varianten und fiir die

andere Seite der konischen Kanalstruktur dargestellt.

1s a7

as ~-" 1535

Abbildung 5.8: Simulationsergebnis fiir den Zelleintrittsbereich der ersten Variante
(1 mm Diffusionsstrecke)
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Abbildung 5.9: Simulationsergebnis fiir den Zelleintrittsbereich der zweiten Variante
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Abbildung 5.10: Simulationsergebnis an der Spitze der konischen Kanalstruktur
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In dieser Simulation wird eine beim Experiment relevante Glukose-Losung
angenommen, die im Wasser einen Diffusionskoeffizient von 0,7-10” m%/s
und eine Konzentration von 30 mol/m’ besitzt. Aus den obigen Ergebnissen
kann man erkennen, dass man mit der zweiten Geometrie die kompletten
Losemittel in 536 s (ca. 9 min) im elektrophysiologisch akzeptablen Konzent-
rationstoleranzbereich bzw. + 5 % Konzentrationsunterschied der eingesetzten
Losemittel-Konzentration (min.: 28,5 mol/m’ und max.: 31.5 mol/m’) aus-
tauschen kann. In der ersten Variante dauert der komplette Medienaustausch
1535 s (ca. 26 min). Aufgrund der kiirzeren Diffusionsstrecke von 434 pm im
Vergleich zum Zelleintrittsbereich dauert der Medienaustausch auf der and-

eren Seite der konischen Kanalstruktur nur 114 s.

5.1.3 Herstellung des Systems

Die nachfolgenden Abbildungen veranschaulichen den Aufbau des Zellsort-
iersystems (Abb. 5.11 und Abb. 5.12; Anhang 8 und 9), das das Zellsortier-
system und das Medienaustauschsystem am Eingang der konischen Kanalst-
ruktur enthélt. Durch das Schlieen des mit der Nummer 2 gekennzeichneten
Silikonventils kann man das Medienaustausch- und Zellsortiersystem
voneinander trennen und so den Durchfluss der Losemittel in die Richtung

des Kreuzkanals verhindern.
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Medienabfuhr l

O—1——0

Abbildung 5.11: Unterteil des erweiterten Zellsortiersystems mit Abfuhrkanal (1: Kreuz-
kanal fiir Zellsortierung, 2: Halbkugelformige Kanalstruktur fiir Silikon-
ventil)

Medienzufuhr ]

- |

]
©

Abbildung 5.12: Oberteil des erweiterten Zellsortiersystems mit Zufuhrkanal (1: Position
fir Trennwand, 2: Kreisformige Vertiefung fiir Silikonfolie)

An der kreisformigen Vertiefung (Abb. 5.12, Position 2) kann man die
Silikonfolie positionieren, wobei die Tiefe dieses Absatzes ca. 70 % (91 pum)
der Dicke der Silikonfolie betrdgt und der Durchmesser dieser Vertiefung um
50 pm groBer ist als der Durchmesser der Silikonfolie. Dadurch kann sich die

Silikonfolie beim Zusammenfiigen beider Kanalplatten seitlich dehnen und
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der Randbereich der Vertiefungsstelle wird vollstindig abgedichtet. Das Aus-
laufsystem auf der Spitze der konischen Kanalstruktur wird ohne Silikon-
ventile konstruiert. Folgende Abbildungen veranschaulichen die untere Ab-
fuhrkanalplatte (Anhang 10), die obere Zufuhrkanalplatte (Anhang 11) des

Auslaufsystems.

l Medienabfuhr

Abbildung 5.13: Untere Abfuhrkanalplatte des Auslaufsystems (1: Position fiir Trenn-
wand)

Medienzufuhr

Abbildung 5.14: Obere Zufuhrkanalplatte des Auslaufsystems (1: Position fiir Trenn-
wand)

Bei den Unterteilen des erweiterten Zellsortiersystems (Abb. 5.11) und des
Auslaufsystems (Abb. 5.13) wird eine Hilfsstruktur fiir die Positionierung des

Zellfixierteils vorgesehen. Mit diesen Hilfsstrukturen kann das Zellfixierteil

in seitliche Richtung korrekt positioniert werden, wihrend die Einhaltung der
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korrekten Hohe mit Hilfe der Trennfolien sichergestellt werden kann, da sich
die Trennfolien zwischen dem Zellfixierteil und Zellsortierteil in der gleichen
Ebene befinden. Die aus der Fertigung hervorgerufenen Toleranzen und eine
daraus resultierende mogliche Verschiebung des Mittelpunktes kann mit Hilfe
der erweiterten konischen Struktur im Einlaufbereich sowie der zusitzlichen
konischen Struktur am Auslauf des urspriinglichen Konusteils kompensiert
werden. Abbildung 5.15 zeigt die Positionierung des Zellfixierteils mit and-

eren Teilkomponenten.

Auslaufsystem

L] |
; N

Konusteil — i Hilfsstruktur

[

Zellsortiersystem

Abbildung 5.15: Positionierung des Zellfixierteils mit anderen Teilkomponenten

Fiir den Zusammenbau der gebondeten Chipteile und der Schlduche wird die
im Abschnitt 5.1.1 dargestellte Halterung verwendet. Da die Zelle im Bereich
von Zellsortier- und Zellfixierteilen mikroskopisch beobachtet werden soll
und das verwendete Mikroskop nur eine kurze Fokusldnge besitzt, muss das
Objektiv vom Mikroskop dicht genug an die zu beobachtende Zelle herange-
fahren werden kénnen. Deshalb wurde in der unteren Halterung eine Offnung
konstruiert, durch die das Mikroskopobjektiv herangefahren werden kann, um

mit einem ausreichend kleinen Arbeitsabstand die Zelle, die sich im Kanal
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befindet, mikroskopisch zu beobachten. AuBerdem wurde eine zusitzliche
Offnung in der oberen Halterung konzipiert, um eine mogliche Autofluores-
zenz des Halterungsmaterials (PMMA) und daraus resultierende Messfehler
zu vermeiden. Da der Durchmesser vom Objektiv 12,11 mm und die Hohe
3 mm ist, wird 13 mm breite Offnung und 4 mm dicke Halterung konzipiert.
Dadurch kann man mit dem Arbeitsabstand von ca. 2 mm die Zelle beobach-
ten. Abbildung 5.16 und Abbildung 5.17 zeigen die obere (Anhang 12) und
untere Halterung (Anhang 13).

Abbildung 5.17: Obere Halterung mit 2 Offnungen (2) zur Vermeidung von Autofluores-
zenz im Beleuchtungsstrahlengang (1: Hilfsstruktur zur Positionierung
der Chipplatte)
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In Abbildung 5.18 wird die Messsituation im Zusammenhang von Halterung

und Objektiv vom Mikroskop schematisch dargestellt.

X f Obere Halterung

Offnung fiir Objektiv Chipteile

Untere Halterung

Abbildung 5.18: Messsituation im Zusammenhang von Halterung und Objektiv vom Mik-
roskop

AuBerdem wird die obere Halterung so gestaltet, dass die Elektrode mit Hilfe
in der Halterung eingelassenen Federkontaktstiften von der Firma Fixtest
GmbH kontaktiert werden kdnnen. Als Elektrode wurden wie beim kommer-
ziellen Patch-Clamp-Experiment mit Chlorid beschichtete Silberelektroden
verwendet (5.1). Ag/AgCl-Elektroden werden wegen der Stabilitdt des Halb-

zellenpotentials bevorzugt.

Oxidation : 2Ag+2HCI — 2AgCl+2H"+ 2e”
Reduktion: 2H'+2e” — H, (5.1)

Gesamt: 2Ag+2HCI —» 2AgCI+H,

Die Ag/AgCl-Elektroden werden durch pEDM (siehe Kap. 3.3.2) rechteckig
geschnitten und durch Klebverfahren an der oberen Chipplatte befestigt. Die
Kontaktierung der eingeklebten Elektrode erfolgt mit Hilfe eines Federkonta-
ktstifts, der in einer abgestuften Bohrung, die sich in der oberen Halterung
befindet, eingelassen ist (siche Abb. 5.19). Mit Hilfe dieser abgestuften Bohr-
ung wird die Feder des Kontaktstifts bei Zusammenbau beider Halterungen
zusammengedriickt und aufgrund der Ausdehnungskraft der Feder wird der

Stift mit konstanter Kraft auf die Elektrode gepresst.
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Federkontaktstift —

Obere Halterung

Z

v A

7 5

Elektrode Chipteil A—,—,—V

\

“\[ ]

Untere Halterung

Abbildung 5.19: Kontaktprinzip zwischen dem Federkontaktstift und der im oberen Chip-
teil geklebten Elektrode

Die neu konzipierten Zellsortier- und Medienaustauschteile werden von der

Firma I-SYS durch Friasbearbeitung gefertigt. Dariiber hinaus werden die Ko-

nuskanile aus zwei Hilften, die direkt in COC gefrast werden, von der Firma

I-SYS mit Hilfe eines Kugelfrdsers mit 50 pm Durchmesser gefertigt. Die

nachfolgenden Abbildungen zeigen REM-Bilder zur Untersuchung der Struk-

turqualitdt der gefertigten Chipteile.

Abbildung 5.20: REM-Bilder vom Kreuzkanalbereich der gefertigten Chipteile
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Da die einzelnen Zellen, die sich im Kanalbereich befinden, im spéteren
Experiment mikroskopisch beobachtet werden sollen, ist es wichtig, Frés-
spuren im Kanalbodenbereich zu vermeiden. Aus diesem Grund werden die
gefertigten einzelnen Chipteile mit Hilfe eines Poliertuchs und mit Polierpaste
von der Firma Leco nachpoliert. Die REM-Aufnahmen in Abbildung 5.20
zeigen, dass nach dem Nachpolieren keine Friasspuren im Kanalbodenbereich
zu erkennen sind und die bei der Friasbearbeitung an der Kanalecke entsteh-
ende Gratbildung beseitigt wurde. Zwar wird durch das Polieren eine leichte
Verrundung an den Kanten verursacht, die aber keinen negativen Einfluss auf
den Zellfluss und die Zellsortierung hat.

Da eine Verrundung an den Kanten der Konushélften allerdings beim Zusam-
menfiigen beider Hélften einen Spalt verursachen kann, der zu einer unzurei-
chenden Abdichtung der Zelle im Konuskanal fithren wiirde, wurden die kon-
ischen Bauteile nach der Frésbearbeitung nicht nachpoliert. Die nachfolg-
enden Abbildungen zeigen die REM-Bilder der gefertigten konischen Bau-
teile. Wie in Abbildung 5.21 und Abbildung 5.22 zu erkennen, sind einige
Staub- und Fréspartikeln an den Oberflachen sowie Gratbildung an den
Kanten vorhanden. Diese Partikeln konnen aber durch das Ausblasen mit
Stickstoff vor der Montage und nach dem Zusammenbau beider Chipteile mit
Fliissigkeit ausgespiilt werden. AuBerdem kann man in den REM-Bildern
Frasspuren erkennen. Diese Spuren kdnnten bei der Herstellung eines Form-
einsatzes fiir die spitere Massenproduktion durch die Wahl eines noch hért-
eren Materials vermieden werden. Der Einfluss dieser Spuren wird durch das

Experiment mit Zellen untersucht werden.
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Abbildung 5.21: REM-Bilder vom Oberteil des Konusteils mit Trennfolienstelle und Boh-
rung fiir den Justierstift
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Abbildung 5.22: REM-Bilder vom Unterteil des Konusteils mit Klebkanal und Justierstift
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Diese beiden Hilften des Konuskanals werden mit Hilfe der Justierstifte und
Bohrungen zunéchst aufeinander positioniert, dann wird UV-Klebstoff in die
Klebkammern eingefiillt. Der Klebstoff wird aufgrund der Kapillarkraft in
den kompletten Klebbereich bzw. in die Ndhe von der konischen Kanal-
struktur verteilt und anschlieBend durch UV-Licht ausgehdrtet. Aus diesem
Grund kann man die aus Graten resultierende Undichtigkeit vermeiden.

Die einzelnen Chipteile fiir das Zellsortier- und Medienaustauschsystem
werden durch thermisches Bonden mit allen Komponenten einschlielich mit
der durch Laser geschnittenen Silikonfolien und Trennfolien sowie mit den
Elektroden zusammengefiigt. Aufgrund der unterschiedlich groen Bond-
flaichen muss der Kolbendruck entsprechend angepasst werden, alle anderen
Bondparameter sind fiir Zellsortier- und Austauschteil gleich. Wie in Absch-
nitt 3.4.1 beschrieben, kann man den Kolbendruck entsprechend der durch
Kontaktflache der zu bondenden beiden Bauteile und Bonddruck umgerech-
neten Kolbenkraft bestimmen und bei der Bondmaschine einstellen. Fiir das
thermische Bonden der Chipteile wird eine optimale Bondtemperatur von
130 °C und eine Haltezeit von 23 min bestimmt. Die Bondparameter sind in

folgende Tabelle 5.2 aufgefiihrt.

Bondtemperatur Haltezeit Kolbenkraft Kolbendruck
Zellsortiersystem 130 °C 23 min 15,7 kN 1,9 bar
Auslaufsystem 130 °C 23 min 42 kN 0,5 bar

Tabelle 5.2:  Bondparameter der Chipteile

Die mit diesen Parametern zusammengefiigten einzelnen Chipteile werden
durch Klebverfahren (siche Kap. 3.4.2) mit dem konischen Bauteil zusamm-
engefiigt. Der Klebstoff wird im Spalt zwischen den Bauteilen aufgrund der
Kapillarkraft verteilt und nach der kompletten Verteilung im Fiigebereich

durch ultraviolettes Licht ausgehértet.
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Im Folgenden wird das zusammengebaute Testsystem, das in diesem Kapitel

entwickelt wird, dargestellt.

Justierstift Konusteil

Federkontaktstift

Trennfolie
R —

Elektrode Schlduche

Silikonventil Hohlschrauben

Schrauben

Halterung (PMMA)

Abbildung 5.23: Zusammengebautes Testsystem

Beim Zusammenbau der gebondeten Chipteile mit dem durch Gief3verfahren
hergestellten Konusteil ergibt sich eine kleine Verkippung des Konuskanals
gegen die Seitenwand des Einlasses, die aus der Unebenheit der Justierplatte
des GieBwerkzeugs und auch der Toleranz beim Einbau in die Hebelpresse
resultiert. AuBerdem wird die Oberfliche des gegossenen Materials (Thiol-
ene) bei der Nachbearbeitung durch Frésen fiir die zusitzlichen Aufweitungen
der konischen Kanalstruktur angeschmolzen. Man kann daher durch Frésbe-
arbeitung keine ausreichend transparenten und glatten Oberflachen erzeugen,
die eine wichtige Voraussetzung fiir biologische Experimente sind. Dariiber
hinaus, wie schon im Abschnitt 5.1.2 beschrieben, ergibt sich bei dieser Vari-
ante das Problem, dass bei einer Dicke der Trennfolie von 80 pm und einer
notigen Tiefe von 800 um ein derartiger Spalt wegen des groBen Aspekt-
verhéltnisses nicht direkt in das Bauteil gefrdst werden kann. Wegen dieser
Nachteile und dem aufwendigen Herstellungsprozess, der fiir die Massenpro-
duktion nicht geeignet ist, wird diese Variante fiir die weitere Entwicklung
und Optimierung nicht mehr beriicksichtigt. In der folgenden Abbildung wird
das Verkippungsproblem beim Zusammenbau des gegossenen Konusbauteils

mit anderen Teilkomponenten dargestellt.
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Abbildung 5.24: Verkippungsproblem beim Zusammenbau des gegossenen Konusbauteils
mit anderen Teilkomponenten

5.1.4 Uberpriifung der Funktionstiichtigkeit

Nach dem Zusammenbau des Testsystems wird seine Funktionstiichtigkeit
mit Polystyrol (PS)-Partikeln (Durchmesser: 99,57 pm) von der Firma Micro-
particles GmbH iiberpriift. Da die PS-Partikeln in der Transportfliissigkeit
durch die Kanalstruktur transportiert werden sollen, sollte die Dichte der
Partikeln und Transportfliissigkeit moglichst gleich sein. Dadurch kann man
nicht nur das Absinken oder Aufschwimmen der Partikeln im Kanalbereich,
sondern auch das Anhaften an der Kanalwand vermeiden. Da die Dichte der
PS-Partikeln 1,05 g/cm’ betrigt, wird eine Losung von Glycerin in Wasser als
Transportfliissigkeit ausgewahlt. Diese Losung besitzt bei Raumtemperatur
einen dhnlichen Dichtebereich wie die PS-Partikeln. Dabei kann die Dichte
einfach durch Wahl der Glycerinkonzentration eingestellt werden. In Tabelle
5.3 ist die Dichte der Losung in Abhingigkeit des Anteils von Glycerin im
Wasser aufgelistet. Um eine Dichte von ca. 1,05 g/cm’ einzustellen, wird ein
Volumenanteil von 21 % Glycerin mit einem Volumenanteil von 79 %

Wasser gemischt.
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Glycerin in % Dichte in g/cm’
15°C 15,5°C 20 °C 25°C 30°C
21 1,05100 1,05090 1,04950 1,04780 1,04600
22 1,05365 1,05350 1,05205 1,05035 1,04850
Tabelle 5.3:  Dichte des gemischten Losungsmittels in Abhéngigkeit des Anteils von

Glycerin und Wasser [72]

Vor dem Versuch mit diesen Partikeln werden zunéchst die Luftblasen in
Kanélen und Schlduchen durch ldngeres Spiilen mit Wasser entfernt. Aufg-
rund der engen Kanalgeometrie muss zum Transport der Fliissigkeiten ein
hoherer Druck aufgebaut werden. Enthaltene Luftblasen sind starker kompri-
mierbar als die Fliissigkeit selbst und expandieren bei Druckentlastung
wieder, was einen unerwiinschten Volumenstrom auslésen kann, der zu
ungezielten Bewegungen der Zelle fiihrt. Fiir die Férderung der Flissigkeit im
Kanalbereich und fiir die Ansteuerung der Ventile kommt eine Spritzen-
pumpe, die auch beim Versuch mit dem Ventilprototyp verwendet wurde,
zum Einsatz. Zur Ventilsteuerung werden die Schlduche, die an der sich auf
der oberen Seite der Silikonfolie befindenden Bohrung angeschlossen sind,
mit Wasser befiillt und dann wird jeweils das der halbkugelférmigen
Kanalstruktur entsprechende Volumen (ca. 0,06 pl) mit Hilfe der Spritzen-
pumpe zugefiihrt.

Beim Vorversuch mit den Partikeln traten einige Probleme auf. Die
Spritzenpumpe benétigt eine endliche Zeit, bis das bendtigte Volumen
gefordert wird. Dadurch entsteht ein Zeitunterschied beim Offnungs- und
SchlieBvorgang zwischen zwei Ventilen beim gefertigten Testsystem. Diese
Ansprechzeit und der Zeitunterschied machen es schwierig, die Zelle in einer
bestimmten Position zu halten. AuBlerdem ergibt sich ein Problem mit dem
Totvolumen des Ventils, da beim SchlieBen das Volumen, das der halb-
kugelformige Bereich unterhalb der Silikonfolie einnimmt, verdringt wird.

Das Volumen in der Mitte des Kreuzkanals des gefertigten Chipteils betragt
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ca. 0,008 pl (Kanalbreite 1 x Kanalbreite 2 x Kanaltiefe = (0,2 mm)®), wih-
rend das Volumen des gebohrten Kreuzstiicks ca. 0,226 pl (Bohrungs-
durchmesser 600 pm) ist. AuBBerdem werden beim gefertigten Testsystem
zwei Ventile (Volumenédnderung durch die Verformung der zwei Ventile:
0,066 pl) fiir die Steuerung der Losemittelrichtung verwendet, wéihrend beim
Versuch mit Ventilprototyp nur ein Ventil (Volumenidnderung durch Ventil-
verformung: 0,033 pl) verwendet wurde. Aus diesem Grund hat beim gefert-
igten Testsystem die Volumenédnderung, die durch die Ventilverformung
verursacht wird, einen groferen Einfluss auf die Zellpositionierung in der
Mitte des Kreuzkanals als beim gebohrten Prototyp.

Aus diesen Griinden ist die Integration des Silikonventils ins Chipteil flir die
prazise Positionierung der Zelle im Gegensatz zur Fliissigkeitsteuerung nicht
geeignet, weshalb fiir das Experiment mit PS-Partikeln das Silikonventil
durch ein alternatives handsteuerbares Drosselventil aulerhalb des Chipteils
ersetzt wird, dessen Totvolumen vernachldssigbar ist. Damit kann man die
Zelle prézise in der Mitte des Kreuzkanals positionieren.

Das Partikelverhalten in der kompletten Teststruktur wird mit Hilfe der am
Mikroskop montierten Kamera aufgezeichnet. Eine Bildsequenz zum Trans-
port einer PS-Partikel zur Mitte des Kreuzkanals ist in Abbildung 5.25 dar-
gestellt. Die genaue Positionierung der Partikel wird in Abbildung 5.26
gezeigt.
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Abbildung 5.25: Partikeltransport zum Kreuzungspunkt des Zellsortiersystems (roter Pfeil
zeigt die Position der Partikel)

Bei der Steuerung der Zellbewegung mit Hilfe der Spritzenpumpe macht sich
der sogenannte ,,Stick-Slip-Effekt bemerkbar: Da die Haftreibung der
Spritzenkolben hoher ist als die Gleitreibung erfolgt keine kontinuierliche
Kolbenbewegung, sondern der Kolben und damit auch der generierte Volum-
enstrom bleibt immer wieder stehen um sich nach einiger Zeit wieder ruck-
artig weiterzubewegen. Eine exakte Positionierung der Zelle in der Mitte des
Kreuzkanals ist damit nicht moglich. Hierzu kommt, dass wegen des im Sys-
tem aufgebauten Drucks unter Umstinden auch noch ein Nachlaufen der
Fliissigkeit nach dem eigentlichen Stopp der Pumpe auftritt. Aus diesem
Grund wird die horizontale Zellbewegung durch Betitigung einer Spritze per
Hand durchgefiihrt, da man hier durch kombiniertes Driicken/Ziehen des
Spritzenkolbens besser auf die Zellbewegung reagieren und daraus viel

feinfiihliger die Zelle manipulieren kann, wéihrend die Spritzenpumpe nur den
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vorgegebenen Weg fihrt und die Richtung des Kolbens bei Spritzenpumpe

nicht rechtzeitig gedndert werden kann.

Abbildung 5.26: Positionierung der Partikel in der Mitte des Kreuzkanals

Wie in Abbildung 5.26 zu erkennen, kann man durch die Verwendung des
Drosselventils und durch die Handsteuerung des Spritzenkolbens die Zell-
position in der Mitte des Kreuzkanals fein kontrollieren, d.h., man kann die
Partikel durch kombiniertes Driicken/Ziehen des Spritzenkolbens innerhalb
des Kreuzungsbereiches bewegen und einschlieBend in der Mitte des Kreuz-
kanal halten. Zunichst flieBen die Partikeln mit der Fliissigkeit nur in eine
Richtung (von rechts nach links) und ihre Bewegung in der Mitte des
Kreuzkanals kann man per Hand durch kombinierte Bewegung vom
Driicken/Ziehen kontrollieren. Zum weiteren Transport der Partikeln sollen
zweil Ventile, die sich auf der oberen und unteren Seite befinden, gedffnet

werden. Bei diesem Ventilzustand konnen die Partikeln mit Hilfe der Spritz-
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enpumpe durch die weitere Zufuhr der Losemittel von der unteren Seite nach
oben zum konischen Teil transportiert und dort fixiert werden. Abbildung
5.27 zeigt die in der konischen Kanalstruktur fixierte Partikel. Diese kann

man durch die Losemittelzufuhr von der anderen Konusseite her wieder

entfernen und andere Partikeln in diesen Bereich hineinbringen.

Abbildung 5.27: Fixierte Partikel in der konischen Kanalstruktur

Die Versuche mit den PS-Partikeln zeigen, dass diese sich nur dann leicht in
den Kanalstrukturen bewegen lassen, wenn Dichte der Partikeln und Dichte
der Transportfliissigkeit einander angeglichen sind. Andernfalls besteht die
Gefahr, dass die Partikeln absinken oder aufschwimmen und sich an der
Kanalwand festsetzten. Dies gilt insbesondere fiir den langsamen Transport
mittels Spritzenpumpe. Auch der zweite Flissigkeitskreislauf (hier zum Tran-
sport der Partikel in die vertikale Richtung) sollte eine angepasste Dichte
besitzen um den Transport der in der Mitte des Kreuzkanals positionierten
Partikel zu ermoglichen. Bei der Handsteuerung des Partikeltransports sind
diese Probleme weniger stark ausgeprégt und die Dichten von Fliissigkeit und
Partikel diirfen etwas mehr voneinander abweichen.

Neben den Versuchen mit den PS-Partikeln wurden mit den Protoplasten der
fiir diese Arbeit ausgewihlten Tabak-Zellkulturlinie Virginia Bright Italian 0
(VBI-0) weitere Experimente durchgefiihrt. Um die Grofe der Protoplasten

und ihren intakten Zustand beizubehalten, wurde eine 50 mM KCIl-Losung
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mit 1 mM CaCl,-Zusatz als Transportmedium verwendet. Der pH-Wert wurde
auf ca. 7 eingestellt und die Osmolaritdt mit Mannitol auf 250 mosmol/kg.

Der Transport und die Positionierung der Zelle wurden wie beim Experiment
mit den PS-Partikeln per Hand durch kombinierte Bewegung vom Drii-
cken/Ziehen kontrolliert. Nach der Positionierung der Zelle in der Mitte des
Kreuzkanals wurde die gewiinschte Zelle durch ein von untern eingeleitetes
Losemittel in den vertikal verlaufenden Kanal nach oben abgelenkt und von
dort aus wurde die Zelle in den konischen Kanal transportiert und fixiert. Bei
der Fixierung der Zelle im Konusbereich wurde die Zelle durch einen leichten
Uberdruck an die Konuswand angedriickt, wobei eine geringe Deformation
der Zelle stattfand. Durch diese Deformation wurde die Zelle fast vollstindig
an die Innenwand des Konuskanals gepresst, wodurch der weitere Medien-
durchfluss blockiert und die elektrische Leitfahigkeit herabgesetzt wurde.

Beim Experiment wurde beobachtet, dass sich die Zellen aufgrund des
Innendrucks, der nach dem Stoppen der Spritzenpumpe noch in der Fliissig-
keit bleibt, so stark deformieren konnen, dass sie die Engstelle an der Spitze
des Konuskanals passieren konnen. Dieses Problem ist abhingig von der
Zellengrofle und dem Zellzustand. Um diese Probleme zu vermeiden, soll der
Spitzendurchmesser des Konuskanals weiter reduziert werden. Der Radius
des kleinsten verfiigbaren Frasers betrdgt 10 um. Mit diesem Friser kann der
Spitzendurchmesser im Konusbereich weiter reduziert werden und dadurch
kann die Schwierigkeit der Zellfixierung bzw. Durchdringung der Zelle im
Spitzenbereich vermieden werden. AuBBerdem wurden beim Experiment Leck-
strome beobachtet. Diese Leckstrome wurden durch den Spalt bei der Ver-
bindungsstelle zwischen den beiden Hélften des konischen Chipteils und
durch die Frasspuren an der Oberfliche des gefertigten konischen Chipteils
verursacht. Daraus resultiert ein instabiler Abdichtwiderstand. Dies bedeutet,
dass der durch das Anpressen der Zelle an die Innenwand des Konuskanals

erzeugte Abdichtwiderstand keine konstanten Werte zeigt, sondern in
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Abhiéngigkeit vom Abdichtzustand variiert. In Abbildung 5.28 wird der Spalt

bei der Verbindungsstelle zwischen den beiden Halften der konischen Chip-

teils dargestellt (rote Markierung: Spalt bei der Verbindungsstelle).

Abbildung 5.28: Spalt bei der Verbindungsstelle zwischen den beiden Hélften der koni-
schen Chipteils

Dieser Spalt entsteht durch die bei der Frasbearbeitung verursachte Kanten-
verrundung. Da bei der Friasbearbeitung diese Kantenverrundung nicht ver-
mieden werden kann und dieser Spalt beim Kleben nicht vollstindig aus-
gefiillt wird, wurde alternativ das thermische Bonden fiir die Verbindung
beider Bauteile ausgewidhlt. Beim thermischen Bonden werden beide Bauteile
bei hoher Temperatur nahe der Glasiibergangstemperatur durch einen hohen
Druck gepresst, wodurch eine kleine Umformung der Kantenverrundung in
der Verbindungsstelle ermoglicht werden kann. Abbildung 5.29 vergleicht
den Querschnitt der Verbindungsstelle beider Chipteile im Konusbereich nach

der Verbindung mit Hilfe des Klebens und des thermischen Bondens.

116



5. Konzept fiir das NIMEP-Gesamtsystem und experimentelle Ergebnisse

Kleben Thermobonden

Abbildung 5.29: Querschnitt der Verbindungsstelle beider Chipteile im Konusbereich
(links: Kleben, rechts: Thermobonden)

Wie in Abbildung 5.29 zu erkennen, kann man durch das thermische Bonden
den Spalt, der durch die Kantenrundung verursacht wird, beseitigen, wodurch
sich die Zelle besser an die Innenwand des Konuskanals anschmiegen kann.
Der dunkle Fleck im rechten Bild ist eine Fraspartikel, die durch Ausblasen
mit Stickstoff oder mit Hilfe von Fliissigkeit ausgespiilt werden kann. Bei der
Friasbearbeitung entstehen Friasspuren am Kanalwandbereich. Diese Frés-
spuren werden durch die unterschiedlichen Frisstrategien bei der Frisbe-
arbeitung verursacht. Abbildung 5.30 zeigt Beispiele fiir die beiden untersch-

iedlichen Frisspuren.

Abbildung 5.30: Unterschiedliche Frasspuren im Konusbereich

Die linken Friasspuren werden durch die gradlinige Bewegung des Frisers in

horizontaler Vorschubrichtung und die rechten Frasspuren durch die parabo-
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lische Bewegung des Fridsers in vertikaler Vorschubrichtung verursacht. Die
rechten Frasspuren fiihrten zu einer starken Oberflichenunebenheit und zu
Schwankungen des Abdichtwiderstandes bei der Fixierung der Zelle im
Konusbereich, da die Zelle je nach ihrer Verformungsstirke die nicht glatte
Kanalinnenwand unterschiedlich abdichtet. Um diese Frasspuren zu besei-
tigen und daher eine noch glattere Oberflache im Konusbereich zu erzeugen,
soll die geeignete Frésstrategie fiir die Abdichtung der Zelle ausgewéhlt
werden oder das Chipteil aus einem noch hérteren Material wie z.B. Alu-
minium, das fiir die Herstellung eines metallischen Formeinsatzes durch gal-
vanisches Umkopierung geeignet ist, durch Frisbearbeitung hergestellt
werden. Dadurch kann man einen Formeinsatz, der eine saubere und glatte
Oberfliche besitzt, herstellen und mit diesem Formeinsatz kann man dann

grofe Stiickzahlen der Chipteile durch Heif3priagen oder Spritzguss herstellen.

5.1.5 Fazit des Aufbaus des NIMEP-Gesamtsystems

Im neu entwickelten Konzept wurden einzelne Teilkomponenten durch Frés-
bearbeitung gefertigt. Beim Zusammenbau des Chipteils und bei der Uber-

priifung seiner Funktionstiichtigkeit traten folgende Probleme auf:

o Aufwendige Arbeit beim Zusammenbau des konischen Bauteils mit
anderen Teilkomponenten,

e zu groBBes Totvolumen der Ventile, das die Zellpositionierung in der Mitte
des Kreuzkanals negativ beeinflusst,

e Entstehung von Frisspuren im Konusbereich in Abhéngigkeit von der
Frésstrategie,

e Entstehung eines Spaltes bei der Verbindungsstelle zwischen den beiden

Halften der konischen Chipteils,
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e Leckstrome nach der Fixierung der Zelle im Konusbereich aufgrund des
Spaltes und der vorhandenen Frésspuren,

e Durchdringung des Konuskanals durch starke Verformung der Zelle.

Wie in Abbildung 5.30 zu erkennen, wurde die geeignete Frésstrategie
ausgewdhlt, um die Frasspuren im Konusbereich zu beseitigen. Zur Vermei-
dung des Spaltes bei der Verbindungsstelle zwischen den beiden Hélften der
konischen Chipteils sollen die gefertigten Chipteile nicht durch Kleben, son-
dern durch thermisches Bonden zusammengefiigt werden (sieche Abb. 5.29).
Durch die Vermeidung des Spaltes und der Frasspuren kann man die Leck-
strome im Konusbereich reduzieren, weil die Zelle sich besser an die konische
Kanalinnenwand anschmiegen und man dadurch einen hohen Abdicht-
widerstand erhalten kann. AuBlerdem wurde das Silikonventil im Testsystem
durch ein handsteuerbares Drosselventil ersetzt, da die ins Testsystem inte-
grierten Silikonventile durch ihre Volumenédnderung bei der Verformung die
prézise Zellpositionierung in der Mitte des Kreuzkanals negativ beeinflussen.

Beim Experiment mit den Pflanzenzellen konnte man erkennen, dass sich
manche Zellen im Spitzenbereich so stark verformen, dass sie den Konus-
kanal durchdringen kénnen. Um dieses Problem zu vermeiden, soll der Spitz-
endurchmesser des Konuskanals weiter reduziert werden, was auch die Unter-

suchung von Zellen mit noch kleinerem Durchmesser ermdglichen kdnnte.

5.2 Optimierung des NIMEP-Gesamtsystems

5.2.1 Verbesserungen am vorgestellten Gesamtsystem

Da sich bei der Erprobung des Gesamtsystems die aus zwei Halbschalen
hergestellten Konuskanile bewdhrt haben, deren Zusammenbau mit den
anderen Teilkomponenten aber schwierig war, soll der Konuskanal in diesem

Kapitel unmittelbar in den 2-schaligen Gesamtausbau integriert werden.
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Desweiteren hat sich gezeigt, dass die Silikonventile aufgrund ihres zu groflen
Totvolumens ungeeignet sind, weshalb auf sie verzichtet wird, wodurch der
gesamte Aufbau kompakter gestaltet werden kann. SchlieBlich soll noch ver-
sucht werden, zur Vermeidung der Durchdringung der Zelle den Spitzen-
durchmesser des Konuskanals weiter zu reduzieren. Durch diese Reduzierung
kann man nicht nur die Durchdringung der Zelle im Spitzenbereich der
konischen Kanalstruktur vermeiden, sondern auch einen ausreichenden Ab-
dichtwiderstandsbereich erreichen. Da die Fréasspuren einen groflen Einfluss
auf die Fixierung mit einem hohen Abdichtwiderstand in der konischen Ka-
nalstruktur besitzen, soll fiir die Herstellung der konischen Kanalstruktur eine
geeignete Frisstrategie ausgewihlt werden. Im Folgenden werden die Ander-

ungen, die im zweiten Konzept eingesetzt werden, aufgelistet:

e Reduzierung des Spitzendurchmessers der konischen Kanalstruktur,
e Auswahl der geeigneten Frésstrategie,

e Wegfall der integrierten Silikonventile,

e Kopplung der einzelnen Teilkomponenten,

e Miniaturisierung des gesamten Testsystems.

5.2.2 Herstellung des kompletten Testsystems

Wie im obigen Abschnitt beschrieben, wurden bei diesem Konzept die einzel-
nen Teilkomponenten gekoppelt und durch Frisbearbeitung in einem Chipteil
gefertigt. Zur Miniaturisierung des gesamten Testsystems und zur Verkiirzung
der Experimentdauer wurde die Lénge der einzelnen Kanéle des Zellsortier-
systems jeweils um 11 bis 15 mm verkiirzt. Diese Anderung war durch den
Wegfall der integrierten Silikonventile moglich (Anhang 14 und 15).
Abbildung 5.31 zeigt eine schematische Darstellung des neu entwickelten und

miniaturisierten Testsystems.
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Schlauch

Schraube
Hohlschraube
Dichtung

Abbildung 5.31: Schematische Darstellung des neu entwickelten und miniaturisierten
Testsystems

Fiir den Anschluss der Schlduche an die Chipteile wird das bisherige Konzept
der in der oberen Halterung integrierten HPLC-Hohlschrauben verwendet. Da
die Zelle im Bereich von Sortier- und Zellfixierteil mikroskopisch beobachtet
werden soll, muss die obere und untere Halterung einen freigegebenen Berei-
ch bzw. Offnung besitzen. Da nach dem Zusammenbau des Chipteils mit der
Halterung das zusammenmontierte Testsystem in den Justiertisch des Mikro-
skops integriert werden soll, wurde die untere Halterung entsprechend dem
Mal3 des Justiertisches angepasst. Die obere Halterung aus PMMA und die
untere Halterung aus Aluminium wurden entsprechend dieser Verkleinerung
in der IMT-Werkstatt gefertigt (Anhang 16 und 17).

Zur Reduzierung des Spitzendurchmessers der konischen Kanalstruktur
kommt ein Friser mit einem Radius von 10 um (siche Abb. 5.32) von der
Firma NS TOOL CO., LTD. zum Einsatz, dessen die technische Daten in
Tabelle 5.4 dargestellt sind. Mit Hilfe dieses Frisers kann man den Spitzen-
durchmesser weiter bis auf 20 um reduzieren und so einen Durchtritt der
Zelle im Spitzenbereich vermeiden. Im Folgenden wird der Friser mit einem

Radius von 10 pm von der Firma NS TOOL CO., LTD. dargestellt.

121



S. Konzept fiir das NIMEP-Gesamtsystem und experimentelle Ergebnisse

Code Radius (R) Durch- Schnitt- Ubergangs- Schaft- Gesamt-
Nummer messer (D) lange (1) winkel (y) | durchmesser (d) | lange (L)
01- 0,01 mm 0,02 mm 0,02 mm 15° 4 mm 45 mm
00003-
Tabelle 5.4: Technische Daten des verwendeten Frésers (verdndert nach [73])

D
|
@5 oms

Abbildung 5.32: Verwendeter Fraser mit einem Radius von 10 pum (verdndert nach [73])

Auflerdem konnten durch die Auswahl der geeigneten Frésstrategie die
Frasspuren vermieden werden und dadurch eine glatte und saubere Ober-
flache hergestellt werden. Abbildung 5.33 zeigt die mikroskopische Aufna-
hme des reduzierten Spitzendurchmessers der konischen Kanalstruktur und

die glatte Oberflache durch die Auswahl der geeigneten Frisstrategie.

Neue Version \
reduzierter Durchmesser

‘ _— Frasspuren \

Abbildung 5.33: Mikroskopische Aufnahme des reduzierten Spitzendurchmessers der ko-
nischen Kanalstruktur mit der glatten Oberflache durch die Auswahl der
geeigneten Frésstrategie

Alte Version
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Nach der Fertigung des neu konzipierten Testsystems werden zur Uberpriif-
ung der Strukturqualitit die Teile im REM untersucht. Da die einzelnen
Zellen, die durch den Kanal geleitet werden, im Experiment mikroskopisch
beobachtet werden sollen, wie im Kapitel 5.1.3 beschrieben, wurden die ge-
fertigten Chipteile vor der REM-Aufnahmen mit dem Poliertuch und mit
Polierpaste nachpoliert. In den folgenden Abbildungen werden die REM-
Bilder der gefertigten Chipteile dargestellt. Wie in Abbildung 5.36 zu erkenn-

en, wird bei diesem Konzept eine zusitzliche Stufe im Kreuzkanalbereich

konzipiert, um einen Zelltransport in diese Richtung zu erschweren.

A

Abbildung 5.34: REM-Bilder vom oberen Chipteil

123



5. Konzept fiir das NIMEP-Gesamtsystem und experimentelle Ergebnisse

Abbildung 5.35: REM-Bilder vom Spitzenbereich des Konuskanals

Abbildung 5.36: REM-Bilder vom unteren Chipteil

124



5. Konzept fiir das NIMEP-Gesamtsystem und experimentelle Ergebnisse

Zur Uberpriifung der Funktionstiichtigkeit des Medienaustausches im Kon-
usbereich beim neuen Konzept wurde eine drei-dimensionale Medienaustau-
schsimulation wie im Kapitel 5.1.2 durchgefiihrt. Aufgrund der Verringerung
des Durchmessers der Konusspitze ist die Steigung des Konuskanals bei der
neuen Version steiler als bei der bisherigen Version, da Konusldnge und Ein-
trittsoffnung beibehalten werden sollen. Die nachfolgenden Abbildungen ver-

anschaulichen den Steigungsunterschied der beiden Versionen.

Trennfolie

Abbildung 5.37: Bisheriger Zustand fiir den Medienaustausch

Trennfolie

Verringerung des Durchmessers der
Konusspitze

Abbildung 5.38: Neuer Zustand fiir den Medienaustausch (1: vor der Zellverformung,
2: nach der Zellverformung)
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Da die Steigung der konischen Kanalstruktur steiler wird, wird die Zelle in
der Ndhe vom Zelleintrittsbereich fixiert, wenn sich die Zelle im Konusbe-
reich nicht verformt. Wie im Experiment mit dem ersten Konzept zu erkenn-
en, wird die Zelle im Konusbereich stark verformt und im Spitzenbereich der
konischen Kanalstruktur fixiert. Aus diesem Grund wird die Simulation vor
(siche Abb. 5.38, 1) und nach der Verformung der Zelle (siche Abb. 5.38, 2)
durchgefiihrt. Fiir die Durchfiihrung der Simulation wurden gleiche Beding-
ungen wie bei der Simulation im Kapitel 5.1.2 angenommen. In den nachfolg-
enden Abbildungen werden die Simulationsergebnisse fiir den Zelleintritts-

bereich und die Auslaufseite der konischen Kanalstruktur vor und nach der

Zellverformung bei der Zellfixierung dargestellt.

1s

Abbildung 5.39: Simulationsergebnis fiir den Zelleintrittsbereich vor der Zellverformung

w3 Surtace: Concentration imotm’

4s

g

126




5. Konzept fiir das NIMEP-Gesamtsystem und experimentelle Ergebnisse

iy o 4s

507 sustace: Concentraton (maim’
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Abbildung 5.41: Simulationsergebnis fiir die Auslaufseite vor der Zellverformung
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4s

Abbildung 5.42: Simulationsergebnis fiir die Auslaufseite nach der Zellverformung

Aus den obigen Simulationsergebnissen kann man erkennen, dass der
Medienaustausch im Zelleintrittsbereich nach der Verformung der Zelle lang-
er als der Austausch vor der Verformung ist, da die Zelle sich nach der Ver-
formung im Spitzenbereich der konischen Kanalstruktur befindet. Entspre-
chend verkiirzt sich die Austauschdauer auf der Auslaufseite nach der Verfor-
mung der Zelle.

Mit der neuen Version des Zelleintrittsbereiches kann man die Losemittel vor
der Zellverformung in 241 s (ca. 4 min) komplett austauschen und nach der
Zellverformung in 507 s (ca. 9 min). Die komplette Medienaustauschdauer
auf der anderen Seite der konischen Kanalstruktur bzw. auf der Auslaufseite
ist nach der Zellverformung (3 s) viel kiirzer als vor der Zellverformung
(1148 s), da die Diffusionsstrecke nach der Zellverformung viel kiirzer als vor
der Zellverformung ist. In Tabelle 5.5 sind die Ergebnisse des beidseitigen

Medienaustausches aufgelistet.
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Zelleintrittsbereich Auslaufbereich Gesamtdauer
Vor der Verformung 241s 1148 s 1389 s (ca. 23 min)
Nach der Verformung 507 s 3s 510 s (ca. 9 min)
Tabelle 5.5:  Ergebnisse der maximalen Dauer des beidseitigen Medienaustausches

5.2.3 Aufbau und Herstellung des optimierten NIMEP-

Gesamtsystems

Nach der Fertigung der Chipteile und Uberpriifung ihrer Strukturqualitit
werden beide Chipteile durch thermisches Bonden zusammengefiigt. Fiir das
thermische Bonden der beiden Chipteile wurden neue Bondparameter berech-
net, da die zu bondende Fliache beim neu gefertigten Chipteil kleiner als beim
ersten Chipteil ist. Die Bondtemperatur und die Haltezeit werden beibehalten,
da die Chipteile aus dem gleichen Material gefertigt wurden. Die Kolbenkraft
wird durch Kontaktfldche der zu bondenden beiden Bauteile und durch Bond-
druck berechnet und der Kolbendruck entsprechend der Kolbenkraft bei der
Bondmaschine eingestellt. In der folgenden Tabelle sind die Bondparameter

fiir den neu gefertigten Chipteil aufgefiihrt.

Bondtemperatur Haltezeit Kolbenkraft Kolbendruck

130 °C 23 min 10,4 kN 1,3 bar

Tabelle 5.6:  Bondparameter der neu gefertigten Chipteile

Da der Spitzendurchmesser auf 20 pm reduziert wird, miissen das Ober- und
Unterteil mit einer moglichst engen Toleranz zusammengefiigt werden. Daher
wurden vier Justierstifte mit einer engen H6-Passung integriert um mithilfe
dieser engen Passung beide Chipteile genau zusammenfiigen zu kénnen.

Beim Bonden wurden Ag/AgCl Elektroden auf beiden Seiten der konischen

Kanalstruktur integriert. Die Kontaktierung erfolgt spiter mit Hilfe von
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Federkontaktstiften, die ihrerseits mit Krokodilklemmen elektrisch kontaktiert
werden konnen. In Abbildung 5.43 wird der neu zusammenbaute Chip im

Vergleich zur alten Version dargestellt.

Konusteil
Justierstift

Silikonventil
Trennfolie

Elektrode

Abbildung 5.43: Vergleich der gebondeten Chipteile (links: neu, rechts: alt)

Da bei diesem Konzept einzelne Teilkomponenten gekoppelt wurden und
daher alle mikrofluidischen Kanalstrukturen sich in einem Chipteil befinden,
kann man darauf verzichten, die einzelnen Teile mittels Klebverfahren mitein-
ander zu verbinden. Dies erleichtert nicht nur den Aufbau, sondern das ther-
misch gebondete Testsystem ist noch stabiler als das geklebte Testsystem.
Dieses gebondete Chipteil wurde schlielich mit der oberen und unteren Hal-
terung zusammengebaut und in den Justiertisch des Mikroskops eingesetzt

(siche Abb. 5.44).
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Abbildung 5.44: Komplettes Testsystem im Justiertisch des Messmikroskops

Nach Einsetzen des Testsystems in den Justiertisch des Mikroskops wurde
das Testsystem mit der als Transportmedium verwendeten KCI-Losung (sieche
Abschn. 5.1.4) befiillt. Nach der Befiillung des Testsystems und anschlie3-
endem Spiilen zur Beseitigung von Luftblasen wurde der Referenzwiderstand
gemessen und dieser mit dem theoretischen Wert verglichen. Diesen theoret-

ischen Widerstandswert kann man mit der folgenden Gleichung berechnen:
81

RRef:p‘ZA_" (5.2)
i=1 i

Dabei sind R, , der Referenzwiderstand, p der spezifische Widerstand, / die

”
Kanallinge und 4 die Querschnittsfliche. Bei einem spezifischen Widerstand
des Transportmediums von 1,65 Q-m bei Raumtemperatur ergibt sich ein
theoretischer Referenzwiderstand von 2,35 MQ. Zur Messung des Referenz-
widerstandes wurde ein Spannungspuls von £5 mV und 5 ms Dauer angelegt
(siehe rote Kurve in Abb. 5.45) und der resultierende Strom gemessen (siche
schwarze Kurve in Abb. 5.45). Durch die gemessene Stromstirke von ca.
2 nA beim angelegten Spannungspuls von 5 mV ergibt sich ein Referenz-
widerstand von 2,47 MQ. Abbildung 5.45 zeigt das Messdiagramm zur

Bestimmung des Referenzwiderstandes.
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SN WO SN °P R S S S S S
: i ‘ Spannung

Abbildung 5.45: Diagramm zur Referenzwiderstandsmessung (bei einem angelegten Spa-
nnungspuls von 5 mV flief3t ein Strom von ca. 2 nA)

Der gemessene Wert weicht vom theoretischen Referenzwiderstand von
2,35 MQ ab. Diese Abweichung liegt vermutlich daran, dass beim Bond-
prozess fiir den Zusammenbau der oberen und unteren Chipteile wegen des
relativ hohen Drucks und der hohen Bondtemperatur der Kanalquerschnitt

etwas enger wird.

5.2.4 Experiment mit den Protoplasten

Nach der Entwicklung des neuen mikrofluidischen Testsystems wurden Expe-
rimente mit Tabak-Protoplasten des Typs VBI-0 durchgefiihrt, die wie im
Kapitel 2.6 und 4.3.3 beschrieben zur Messung des Membranpotentials nach
ihrer Fixierung im Konuskanal mit dem Farbstoff ANNINE-6 dotiert waren.
Wie in den bisherigen Experimenten (Kap. 5.1.4) wurden die Protoplasten mit
Hilfe des Transportsmediums durch den horizontalen Kanal des Zellsortier-
systems geleitet und in der Mitte des Kreuzkanals mikroskopisch tiberpriift.

AnschlieBend wurde ein geeigneter Protoplast durch ein von unten einge-
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leitetes Losemittel in den vertikal verlaufenden Kanal in Richtung Konus-
kanal gespiilt und im Konuskanal fixiert. In Abbildung 5.46 wird ein gesam-
tes Schaltbild fiir das Experiment dargestellt. Eine Bildsequenz zum Transport
und zur genauen Positionierung eines Protoplasten zur Mitte des Kreuzkanals

im neuen Testsystem wird in Abbildung 5.47 dargestellt.

Drosselventil Elektrode

Losemittel A (Waste) ,—l—‘

Losemlttel C (Waste) ;J

Trennfolie

D Losemittel C

Konuskanal —»

Losemittel B
Losemittel A (Waste)
Losemittel B (Waste) Zeilenzufuhr

Lbsem|tte A-

Elektrode

i Spritzenpumpe

‘,,,},91'95!%5?1,,,5' I
 Lbsemittel A (Waste) ' hesemirtel A

Abbildung 5.46: Gesamtes Schaltbild fiir das Experiment
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Abbildung 5.47: Auswahl eines Protoplasten im Kreuzkanalbereich

Die Aufnahmen wurden in alphabetischer Reihenfolge gemacht. Der Proto-
plast wird zur besseren Erkennung mit einem blauen gestrichelten Kreis
markiert und der rote Pfeil gibt die Richtung an, in die der Protoplast zur
konischen Struktur bewegt werden muss. Wie in Abbildung 5.47 zu erkennen,
kann man den Protoplast im neu entwickelten mikrofluidischen Testsystem
zur Mitte des Kreuzkanals transportieren und dort seine Position prézis halten.
Zum weiteren Transport des Protoplasten miissen zwei Ventile, die sich am
oberen und unteren Ende des vertikal verlaufenden Kanals befinden, gedffnet
werden. Bei diesem Ventilzustand kann der Protoplast durch die weitere
Zufuhr von Transportldsemittel von der unteren Seite nach oben in Richtung

des Konuskanals transportiert und dort fixiert werden. Abbildung 5.48 zeigt
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den in der konischen Kanalstruktur fixierte Protoplasten und ihre Ver-

formung.

.;’::

Abbildung 5.48: Fixierter Protoplast und seine Verformung in der konischen Kanalstruktur
(rote Pfeile: Position des Protoplasten)

Wie in der obigen Abbildung zu erkennen, wurde der Protoplast durch den
leichten Uberdruck und den Innendruck, der nach dem Stoppen der Spritzen-
pumpe noch in der Fliissigkeit bleibt, in der konischen Kanalstruktur verformt
und so bis zum Spitzenbereich verschoben. Dadurch konnte sich der Proto-
plast beim Fixieren besser an die Innenwand des konischen Kanals ansch-
miegen und dabei einen Abdichtwiderstand erreichen, der mit ca. 20 bis
30 MQ etwa 10-mal hoher als der Referenzwiderstand ist (siche Abschn.
5.2.3).

In der nachfolgenden Abbildung 5.49 wird das Diagramm zur Bestimmung
des Abdichtwiderstandes dargestellt. Zur Messung des Abdichtwiderstandes
wurde wie bei der Messung des Referenzwiderstandes ein Spannungspuls von
+5 mV und 5 ms Dauer angelegt (siche rote Kurve in Abb. 5.49) und der
resultierende Strom gemessen (siehe schwarze Kurve in Abb. 5.49). Der
Abdichtwiderstandswert von 23,3 MQ wurde durch die gemessene Strom-
stirke von ca. 0,2 nA beim angelegten Spannungspuls von 5 mV berechnet.
Diese Werte représentieren die Summe aus dem Membranwiderstand des Pro-
toplasten und dem extrazelluldren Widerstand. Dieser hohe Abdichtwider-

standswert, der die grundsitzliche Voraussetzung fiir die weiteren Experi-
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mente darstellt, konnte sowohl durch die Reduzierung des Spitzendurch-
messers der konischen Kanalstruktur ermoglicht werden, als auch durch die
Optimierung der Frésstrategie zur Vermeidung von Friasspuren und der
Bondparameter beim thermischen Bonden zur Verminderung des Spaltes

zwischen den beiden Chipteilen.

Sbandungl

Abbildung 5.49: Diagramm der Abdichtwiderstandsmessung (bei einem angelegten Span-
nungspuls von 5 mV fliefit ein Strom von ca. 0,2 nA)

Nach der Fixierung des Protoplasten kann man mit Hilfe des spannungs-
sensitiven Farbstoffes ANNINE-6 beim angelegten Spannungspuls die Fluo-
reszenzintensitit messen. Zur Messung der Anderung der Membranspannung
wird liber den Protoplasten eine definierte Spannung mit Hilfe des Patch-
Clamp-Verstirkers angelegt und entsprechend der entgegensetzten Polarisa-
tion der Membran in den zwei Hemisphédren des Protoplasten werden zwei
reprasentative Membranbereiche ausgewdhlt (siche gelbe Markierungen in
Abb. 5.50). Diese zwei Stellen entsprechen der Pipetten- und Badseite bei der

Patch-Clamp-Technik. An zwei Positionen werden Fluoreszenzintensititen
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bei 390 nm und 475 nm fiir eine Serie von Spannungspulsen, die iiber die Pro-
toplasten angelegt werden, ausgewertet und gemdl der Eichkurve in
Abbildung 4.31 im Kapitel 4.3.4 in Membranspannungen umgerechnet.

Die Auswertung erfolgte mit der aktuellen etablierten Messsoftware Patch-
master mit Imaging Funktion der Firma HEKA Elektronik Dr. Schulze
GmbH. Dieses Programm erlaubt die Darstellung der Intensitdtswerte eines
ausgewdhlten Membranbereiches. Abbildung 5.50 zeigt das lichtmikrosko-
pische Bild (links) und das entsprechende Fluoreszenzbild (rechts) des im

konischen Bereich fixierten Protoplasten.

Badseite

l

Protoplast > '

f

Pipettenseite

Abbildung 5.50: Lichtmikroskopisches Bild (links) und Fluoreszenzbild (rechts) des in der
konischen Kanalstruktur fixierten Protoplasten

Mit Hilfe des spannungssensitiven Farbstoffes ANNINE-6 konnte man zwar
die fluoreszenzoptischen Bilder des Protoplasten aufnehmen, aber die Fluo-
reszenzintensitdten nicht auswerten und dadurch keine optimalen Strom-
Spannungskurven darstellen. Hierfiir sind weitere Optimierungsarbeiten erfor-
derlich. Trotz des um den Faktor 10 erhohten Abdichtwiderstandes (siche
Seite 135) ist die Abdichtung der Zellmembran mit der Wand der konischen
Kanalstruktur fiir die Messung von Strom-Spannungskurven nicht ausreich-
end, da ein hoher Anteil des Gesamtstromes extrazelluldr abfliefit. Dieser

extrazelluldr abflieBende Strom trégt nicht zur Polarisierung der Zellmembran
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bei, wodurch man keine ausreichenden Intensititswerte, die sich durch die
Polarisierung der Zellmembran ergeben, aufzeichnen konnte. Ein schwaches
Membransignal fiihrt zu einer starken Streuung der Messwerte und die daraus
errechneten Membranpotentiale sind stark fehlerbehaftet. Eine verbesserte
Abdichtung zwischen Kanalwand und Membran kann z.B. durch eine
geeignete Oberflaichenbehandlung der Kanalwand erzeugt werden. AuBBerdem
konnte eine Optimierung des Féarbeprotokolls oder auch eine verldngerte Be-

lichtungszeit Abhilfe schaffen.

5.2.5 Fazit der Optimierung des NIMEP-Gesamtsystems

Mit der Optimierung des Gesamtsystems wurden die im vorherigen Konzept
aufgetretenen Probleme (siehe Abschn. 5.1.5) korrigiert. Durch die Reduzier-
ung des Spitzendurchmessers der konischen Kanalstruktur auf 20 pm konnte
man den Durchtritt des Protoplasten im Konusbereich vermeiden und durch
die Auswahl einer geeigneten Frésstrategie eine glatte Oberfléache der Innen-
wand der konischen Kanalstruktur erhalten. Mit diesen beiden Anderungen
konnte sich die Zelle gut an die Innenwand der konischen Kanalstruktur
anschmiegen und dadurch ein Abdichtwiderstand im MQ-Bereich erreicht
werden. AuBBerdem konnte durch die Kopplung der im ersten Konzept separat
hergestellten Teilkomponenten der Montageaufwand beim Zusammenbau der
einzelnen Teilkomponenten vermieden und durch den Wegfall der integrier-
ten Silikonventile das Testsystem weiter miniaturisiert werden.

Durch die Optimierung des im ersten Konzept etablierten mikrofluidischen
Testsystems konnte man die einzelnen Protoplasten im intakten Zellzustand
sortieren und transportieren. Aulerdem konnten die fluoreszenzoptischen
Messungen der Protoplasten mit Hilfe des spannungssensitiven Farbstoffes
ANNINE-6 durchgefiihrt werden. Durch die Messung konnte man zwar fluo-

reszenzoptische Bilder der Protoplasten aufnehmen, aber die Fluoreszenz-
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intensititen nicht auswerten, da die Intensitdtssignale zu schwach waren.

Dieses Problem ergibt sich aus folgenden Griinden:

e Trotzdem sich die Zelle gut an die Innenwand des Konuskanals ansch-
miegt, ist die Abdichtung der Zellmembran entlang der Wand der koni-
schen Kanalstruktur immer noch unzureichend,

e Aus der unzureichenden Abdichtung resultiert ein extrazelluldr abfliel3-
ender Strom,

e Unzureichende Fiarbung der Protoplasten und kurze Belichtungszeit.

Um die Patch-Clamp-Technik durch die NIMEP Technik zu ersetzen, sollen
in Zukunft die oben genannten Probleme noch gelost und das Testsystem
weiter optimiert werden. Die noch zu optimierenden und weiterzuentwickeln-

den Aufgaben sind in Folgenden aufgelistet:

e Geeignete Oberflichenbehandlung der Kanalwand zur verbesserten Ab-
dichtung,

e Optimierung des Farbeprotokolls und eine verlangerte Belichtungszeit,

e Weiterentwicklung fiir die Automatisierung der Zellmanipulierung und

der fluoreszenzoptischen Messungen.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer nicht-invasiven mikrofluidischen
Plattform zur elektrophysiologischen Untersuchung von Pflanzenzellen bzw.
Protoplasten, die die konventionelle Patch-Clamp-Technik vereinfachen kann.
Zu diesem Zweck wurde ein mikrofluidisches Testsystem entwickelt, das

folgende Aufgaben erfiillen soll:

e Antransport der Zellen,

e Vorsortierung der Zellen unter mikroskopischer Uberwachung,

e Fixierung einer Zelle,

e Losungsmittelaustausch der Zellsuspension,

¢ Durchfithrung von elektrophysiologischen Messungen an mit dem spann-
ungssensitiven Farbstoff ANNINE-6 gefarbten Zellen mittels Fluores-

zenzmikroskop.

Eine wichtige Aufgabe in der Startphase war die Etablierung der Modellorga-
nismen. Diese wurde von der AG Wegner am Institut fiir Hochspannungs-
impuls- und Mikrowellentechnik (IHM) im KIT bearbeitet. Die Wahl fiel
insbesondere wegen der Grofle der aus diesen Zellen durch den enzymati-
schen Abbau der Zellwand gewonnenen Protoplasten auf die Tabak-Zellkultu-
rlinie Virginia Bright Italian 0 (VBI-0). Bei der Auslegung des Testsystems
wurde davon ausgegangen, dass die zu untersuchenden Protoplasten einen
Durchmesser von bis zu 100 um haben. Die Protoplasten wurden mit dem
spannungssensitiven Membranfarbstoff ANNINE-6 gefédrbt, mit dessen Hilfe
man die spannungsabhéngigen Intensititswerte beim angelegten Spannungs-
puls messen und dadurch eine Kalibrierungskurve generieren konnte. Anhand
dieser Kalibrierkurve konnen diesen Intensititswerten Membranpotential-
werte zugewiesen werden. Durch diese Messung konnte man nachweisen,

dass man in Abhingigkeit vom angelegten Spannungspuls eine Anderung der
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Membranspannung gegeniiber dem Ruhepotential und entsprechend dieser
Anderung der Membranspannung transzellulére Strom messen kann.

Zur Erfiillung der oben genannten Aufgabenstellungen wurde eine mikro-
fluidische Plattform entwickelt, die aus folgenden Einzelteilkomponenten
besteht: ein Kreuzkanal zur Auswahl der einzelnen Zelle, ein Konuskanal zur
Zellfixierung und Medienaustauschsysteme zum Wechsel des Losemittels vor
und hinter der fixierten Zelle.

Die Zelllosung flieBt von rechts nach links durch den horizontalen Kanal des
Kreuzkanals. In der Mitte des Kreuzkanals konnen einzelne Zellen mikro-
skopisch beobachtet und eine gewiinschte Zelle durch ein von unten einge-
leitetes Losemittel in den vertikal verlaufenden Kanal nach oben abgelenkt
werden. Von dort aus gelangt die Zelle in den Konuskanal und wird dort
fixiert. Nach der Fixierung der Zelle kdnnen durch das beidseitig eingefiihrte
Losemittel die in der Nahe der Zelle befindlichen Wirkstoffe beidseitig ausge-
tauscht werden. AnschlieBend wird durch zwei Elektroden ein elektrisches
Feld an die Zelle angelegt und der durch das externe Feld erzeugte trans-
zelluldre Summenstrom durch elektrophysiologische Standard-Messtechnik
erfasst.

Aufgrund seiner Transparenz, seiner hervorragenden Biokompatibilitdt, die in
zahlreichen biomedizinischen Studien nachgewiesen wurde, und seiner
geringen Eigenfluoreszenz Cyclic Olefin Copolymer (COC) ausgewahlt.

Als erster Schritt wurden die einzelnen Teilkomponenten prototypisch ent-
wickelt und ihre Funktionstiichtigkeit liberpriift. Auf Basis dieser Unter-
suchungen wurden die einzelnen Teilkomponenten sowohl in ihrer Funktion
als auch ihrem technischen Aufbau optimiert und damit ein erstes Gesamt-
system konzipiert, das aus drei Einzelkomponenten besteht, dem erweiterten
Zellsortiersystem, das neben einem Kreuzkanal zur Zellsortierung auch ein
Medienaustauschsystem zu Wechseln des Losemittels im Zulauf des Konus-

kanals enthélt, dem Konusteil zur Zellfixierung und dem Auslaufsystem, das
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ein zweites Medienaustauschsystem zum Wechseln des Losemittels an der
Konuskanalspitze enthélt.

Zur Herstellung des Zellsortierteils wurden die Kandle durch direkte Frés-
bearbeitung von entsprechenden COC-Platten als zwei Hélften mit recht-
eckigem Querschnitt hergestellt und dann mittels thermischen Bonden mit-
einander verbunden.

Zur Zellfixierung wurde eine konische Kanalstruktur konzipiert, fiir die drei
unterschiedliche Fertigungsmoglichkeiten erprobt wurden: Heiprigen, ein
GieBverfahren und die direkte Friasbearbeitung. Das Heiflpriagen schied aus,
da aufgrund des sehr kleinen Durchmessers der Konusspitze von 50 um kein
ausreichend stabiles Abformwerkzeug hergestellt werden konnte, das GieB3-
verfahren erforderte eine umfangreiche Nachbearbeitung. Der Aufbau aus
zwei Halbschalen, die durch direkte Frisbearbeitung gefertigt wurden, ist am
aussichtsreichsten, da sich herausstellte, dass der Zusammenbau des separat
hergestellten Konusteils mit anderen Teilkomponenten schwierig war, der aus
den Halbschalen bestehende Konuskanal aber in das Gesamtsystem unmittel-
bar integriert werden konnte.

Fiir die Auswabhl einer fiir den Medienaustausch besser geeigneten Geometrie
wurde eine Simulation mit unterschiedlichen Varianten durchgefiihrt und die
Dauer des beidseitigen Losemittelaustausches bestimmt. Durch die Simula-
tion konnte man eine optimierte Konstruktion fiir den Lésungsmittelaustausch
in Form einer dreischichtigen mikrofluidischen Kanalstruktur bestimmen.

In Hinblick auf eine spitere Automatisierung wurde ein Silikonventilsystem
konzipiert, das mit Hilfe einer pneumatischen Ansteuerung eine Silikonfolie
so verformt, dass einzelne Kanalabschnitte komplett geschlossen und wieder
ge6ffnet werden konnen. Dazu wurde die rechteckige Kanalstruktur unterhalb
der Silikonfolie zu einer Halbkugel erweitert, die von der ausgelenkten Sili-

konfolie vollstdndig abgedichtet werden kann.
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Nach der Herstellung der Einzelkomponenten und der Uberpriifung ihrer
Funktionstiichtigkeit wurden die gefertigten Einzelkomponenten mittels Kle-
beverfahren miteinander verbunden und dann in einer Halterung platziert, an
die die elektrischen und fluidischen Verbindungen angeschlossen werden
konnen. Die fluidische Kontaktierung erfolgt mittels Standard-HPLC-Baut-
eilen. Dazu werden Hohlschrauben in die Halterung geschraubt und mit Hilfe
einer Dichtscheibe auf die Offnung des mikrofluidischen Testsystems
gepresst.

Ein erster Funktionstest mit Polystyrol (PS)-Partikeln konnte nachweisen,
dass man im Testsystem einzelne Partikel sortieren und fixieren kann und die
fixierte Partikel fiir weitere Anwendungen vom Konusbereich wieder entneh-
men kann.

Anschlielend erfolgten Experimente mit Protoplasten, mit deren Hilfe die
mikrofluidische Plattform weiter optimiert wurde:

Da die Protoplasten sich stark verformten und so den Konuskanal durch-
dringen konnten, wurde der Durchmesser der Konusspitzen auf 20 um redu-
ziert, um den Protoplasten zuverldssig in der konischen Kanalstruktur fixieren
und seine MindestgroBe reduzieren zu konnen. Dariiber hinaus konnte man
durch die Auswahl einer geeigneten Frésstrategie eine glatte Oberfliche der
Innenwand der konischen Kanalstruktur erhalten, so dass sich die Zelle gut an
die Innenwand des Konuskanals anschmiegen kann, wodurch ein Abdicht-
widerstand im MQ-Bereich erreicht wurde. Die Experimente zeigten auch,
dass die Protoplasten in der entwickelten mikrofluidischen Plattform nicht
beschidigt werden. Daher konnte man den intakten Protoplasten nach seiner
Fixierung wieder aus dem Konusbereich herausspiilen und kénnte ihn dann
weiteren Untersuchungen zufithren, was bei der herkémmlichen Patch-
Clamp-Technik wegen des invasiven Messverfahrens nicht mdglich ist.

Da die ins erste Testsystem integrierten Silikonventile durch ihre Volumen-

dnderung bei der Verformung die prizise Zellpositionierung in der Mitte des
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Kreuzkanals negativ beeinflussten, wurden die Silikonventile im Testsystem
durch handsteuerbare Drosselventile auBlerhalb des Chipteils ersetzt, deren
Totvolumen vernachldssigbar sind. Durch den Wegfall der integrierten Silik-
onventile konnte man und gleichzeitig den gesamten Aufbau kompakter
gestalten.

Um den Aufwand beim Zusammenbau der Teilkomponenten zu vermeiden,
wurden alle Teilkomponenten einschlieBlich des Konuskanals auf einer
gemeinsamen Chipplatte durch Fréasbearbeitung gefertigt und anschlieBend
die beiden Halbschalen durch thermisches Bonden miteinander verbunden.
Fiir eine kiinftige Massenproduktion konnten die beiden Halbschalen des
kompakten Gesamtsystems auch durch Abformung hergestellt werden.

Nach der obigen Optimierung der in dieser Arbeit entwickelten mikroflui-
dischen Plattform wurden weitere Experimente mit Protoplasten durch-
gefiihrt und die zeigten, dass man in dieser Plattform einen einzelnen Proto-
plasten auswihlen und anschliefend in der konischen Kanalstruktur fixieren
kann. Nach erfolgter Fixierung der zuvor mit ANNINE-6 gefarbten Proto-
plasten konnten bei angelegtem elektrischem Feld fluoreszenzoptische Bilder
der Membranpotentialverteilung an der Oberfliche des Protoplasten aufge-
nommen werden. Leider waren bei den ersten Experimenten die Intensitéts-
signale zu schwach, so dass die Fluoreszenzintensititen nicht auswertet
werden konnten. Um diese Probleme zu vermeiden und die mikrofluidische
Plattform dadurch zukiinftig in der pharmakologischen Forschung und
Diagnostik als Alternative zur Patch-Clamp-Technik einsetzen zu konnen,
muss das System noch in folgenden Bereichen weiterentwickelt und optimiert

werden:

e Optimierung des Farbeprotokolls und eine verldngerte Belichtungszeit,
e Geeignete Oberflichenbehandlung der Kanalwand zur verbesserten Ab-

dichtung,
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e Weiterentwicklung fiir die Automatisierung der Zellsortierung und der

fluoreszenzoptischen Messungen.

Zur Weiterentwicklung des im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Test-
systems soll in der Zukunft die Oberflichenqualitdt der Kanalwand zur ver-
besserten Abdichtung verbessert werden. Dadurch kann bei der Fixierung der
Zelle in der konischen Kanalstruktur noch hoherer Abdichtwiderstand im
GQ-Bereich erreicht werden. Dies konnte durch eine geeignete Oberflichen-
behandlung der Innenwand der konischen Kanalstruktur oder durch die wie-
tere Reduzierung des Spitzendurchmessers erfolgt werden. Dariiber hinaus
sollen das geeignete Féarbeprotokoll und die optimale Belichtungszeit fiir das
in dieser Arbeit entwickelte Testsystem etabliert und optimiert werden. Da-
durch koénnte man noch stirkere Intensitdtssignale aufzeichnen, durch die die
physiologisch bedeutenden Ergebnisse bewertet werden konnen.

Zur Automatisierung der Zellsortierung im Testsystem soll in der Zukunft ein
neues Ventilsystem ins System integriert werden, das das bisherige hand-
steuerbare Ventil ersetzten kann und bei der Steuerung eine mdglichst geringe
Volumenénderung verursacht, um eine prizise Zellmanipulierung zu ermdg-
lichen.

AuBlerdem soll ein mikrostrukturiertes Abformwerkzeug bzw. ein metall-
ischer Formeinsatz fiir die zukiinftige Massenproduktion hergestellt werden.
Dies kann durch die galvanische Replikation des durch Friasbearbeitung gefer-

tigten Testsystems ermdglicht werden.
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Anhang 1: Drucktabelle fiir Thermobonden

Drucktabelle

bar N bar N bar N bar N

0 0 1,2 9651 2,4 19302 3,6 28953
0,2 1609 1,4 11259 2,6 20910 3,8 30561
0,4 3217 1,6 12868 2,8 22519 4,0 32170
0,6 4825 1,8 14476 3,0 24127 4,2 33778
0,8 6434 2,0 16085 3,2 25736 4,4 35387
1,0 8042 2,2 17693 34 27344 4,6 36995
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Anhang 2: Formplatte NIMEP
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Anhang 3: Stift mit der Linge von 2 mm
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Anhang 4: Stift mit der Linge von 4 mm
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Anhang 5: Konuskanal mit dem aufgeweiteten Ubergang
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Anhang 6: Untere Halbschale des Konusteils
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Anhang 7: Obere Halbschale des Konusteils
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Unterteil des erweiterten Zellsortiersystems

Anhang 8
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Anhang 9: Oberteil des erweiterten Zellsortiersystems
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Anhang 10: Untere Abfuhrkanalplatte
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Anhang 11: Obere Zufuhrkanalplatte
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Anhang 13: Untere Halterung aus PMMA
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