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Titelbild: Nahaufnahme eines Wassertropfens auf einem offenen Deckelsubstrat eines digita-
len Mikrofluidik (DMF) Chips. Der Tropfen benetzt die quadratische, im Vergleich zur Umge-
bung leicht tieferliegende, Flache um die Whispering Gallery Mode Mikrokelch Laser
(WGMML), obgleich alles mit einer dinnen Teflonschicht Uberzogen ist. Zu erkennen sind
daher die ,Ecken” des Tropfens und durch den Linseneffekt die VergréRerung des WGMML
Feldes. Digital nachbearbeitet. Bild: Sebastian von der Ecken (CC-BY-NC-SA 4.0,
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/)









Zusammenfassung

Das Ziel der Arbeit war die Adaptierung eines komplexen Laborprotokolls der synthetischen
Biologie zur Ligation einer TALEN-Bindedomaéne in einem mikrofluidischen System, um zu-
kiinftig eine Automatisierung und somit eine on-Demand Hochdurchsatz-Assemblierung von
TALEN zu ermoglichen. Dazu mussen bis zu 31 FlUssigkeiten individuell in wechselnder Rei-
henfolge gesteuert, mit magnetischen Partikeln gemischt und wieder getrennt werden kon-
nen. Ein groRer Nachteil der gangigen Kanalmikrofluidik ist, dass ihr Aufbau schnell sehr kom-
plex wird, wenn viele FlUssigkeiten frei verwaltet werden sollen.

Digitale Mikrofluidik (DMF) ist eine Technologie im Bereich der Mikrofluidik, bei der einzelne
Tropfen mittels eines elektrischen Feldes diskret gesteuert werden. Der besondere Vorteil der
DMEF-Technologie ist ihre Fahigkeit, Tropfen individuell in einem frei programmierbaren Mik-
rofluidikchip ohne Pumpen, Ventile oder komplizierte Kanalstrukturen steuern zu kénnen. Mit
dem in dieser Arbeit entwickelten DMF-System wurde erstmals die Ligation einer TALEN-
Bindedomane auf einem DMF-Chip erfolgreich umgesetzt.

Das DMF-System sollte nach Erflllung seiner urspringlichen Aufgabe nun durch die Integrati-
on von optischer Sensortechnologie fir die markerfreie Detektion von Biomolekilen einge-
setzt werden. Daher wurde hier ein Multi-Sensor-DMF-Chip mit einem grof3zahligen Feld aus
Whispering Gallery Mode Mikrokelch Lasern (WGMML) entwickelt. Optische Resonatoren
erlaubten hier erstmals die markerfreie Detektion von Biomolekilen in einem DMF-System.

Die DMF-Technologie wird seit ca. zehn Jahren vermehrt in Laboren verwendet. Ein grol3es
Problem besteht darin, dass die DMF-Technologie meist selbst das eigentliche Forschungsob-
jekt in diesen Laboren darstellt und sich schwertut, den Weg zum Endanwender zu finden.

Verschiedene Ideen, Neuerungen und Verbesserungen wurden rund um DMF-Chip und Ver-
suchsstand untersucht. Papier-DMF-Chips bieten einen kostenglinstigen und einfachen Ein-
stieg in die DMF, ,echte” Microwells helfen beim Dosieren unabhangig vom Elektrodende-
sign, eine Zwischenfolie mit eingebetteten Kapillaren ermdglicht leichtere (De-)Assemblierung
und Konnektivitat zu anderen Fluidiksystemen und eine magnetische Linse bietet bessere
Kontrolle von magnetischen Partikeln und Gberdies ein neues Chip-to-World-Interface.
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1 Einleitung

Die synthetische Biologie erschafft biologische Systeme, die in dieser Form in der Natur nicht
existieren. Ein zentrales Thema ist die gezielte Manipulation von DNA. Aktuell angewandte
Verfahren zur Modifikation von DNA sind , Transcription Activator-like Effector Nuclease” (TA-
LEN), Zinkfinger Nukleasen und , Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeats”
CRISPR/Cas9. Cathomen et al. (2008), Boch et al. (2009), Jinek et al. (2012), Gaj et al. (2013)

Das Grundprinzip einer DNA-Editierung via TALEN ist wie folgt: Nuklease kann an jeder belie-
bigen Stelle von DNA einen Doppelstrangbruch erzeugen. Wenn die Nuklease durch ein Ziel-
fihrungssystem, die DNA-Bindedomaéne, an eine bestimmte Position gebracht wird, schneidet
sie die DNA spezifisch. Auf die Weise kann z.B. ein Stiick DNA entfernt werden und anschlie-
Ren auch ein neuer Strang eingesetzt werden. Moscou et al. (2009), Cermak et al. (2011),
Briggs et al. (2012)

Der ,Iterative Capped Assembly” (ICA) Prozess nach Briggs et al. (2012) bietet eine flexible
Plattform zur on-Demand Herstellung von TALEN.

Fir den ICA-Prozess mussen zur Konstruktion der DNA-Bindedomane 31 FlUssigkeiten in
wechselnder Reihenfolge verwaltet werden. Streptavidin beschichtete magnetische Partikel
(Beads) werden mit der wechselnden Auswahl an Flussigkeiten gemischt, inkubiert und wie-
der von diesen getrennt. Dabei werden die FlUssigkeiten und magnetischen Partikel in
MikroreaktionsgefdalRen auf Eis gelagert, mit Pipetten bewegt und dosiert, mit einer Magnet-
bank separiert und einem Vortexmischer gemischt werden.

Auch wenn das Protokoll des Ligationsprozesses iterativ verlauft (Abbildung 1.1), steht diesem
seine grolRe Anzahl an Misch- und Trennschritten gegenlber, die keine Fehler erlauben. Dies
macht die manuelle on-Demand TALEN Herstellung langwierig und fehleranfallig.

Der Ablauf des Protokolls sollte im Rahmen dieser Arbeit hinsichtlich einer mikrofluidischen
Automatisierung analysiert und umgesetzt werden.

Die Gesamtauswahl der 31 FlUssigkeiten variiert nicht und kdonnte mit gdngigen mikrofluidi-
schen Methoden, bei Bedarf auch in gréReren Mengen, hergestellt werden. Die Ligation der
Bindedomaéne, der Schlisselschritt im ICA-Protokoll, unterscheidet sich von allen anderen
Schritten in der Hinsicht, als dass sie zwar iterativ verlauft, aber auch mit der anvisierten Ziel-
DNA variiert. Elution und PCR, gefolgt von der Assemblierung der Bindedoméne an die Nukle-
ase, sowie Verifikation und Transfektion sind technisch betrachtet wiederum lineare Prozesse.
Knippers et al. (2015)

Alle linearen Prozesse konnten mit gangigen mikrofluidischen Methoden automatisiert wer-
den, aber die Ligation der Bindedomane wurde in einem komplexen Kanal-, Pumpen-, Ventil-,
Mischer- und Trennsystem resultieren.
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12 DNA-Repeats
12 Terminator
3 Blocker
T7 Ligase
RL-Puffer
H,0

---- |_> Flissige Bestandteile
—
<_l BW-Puffer
----- I_> FlUssige Bestandteile

1x wiederholen

Wiederholen fur jedes weitere Segment

Abbildung 1.1: Technischer iterativer Ablauf der Ligationsschritte

Zum Anfligen eines (weiteren) Kettenelements an die magnetischen Partikel (Be-
ads) wird immer eine Auswahl von sechs der 31 FlUssigkeiten benotigt. Zwei (Blo-
cker und DNA-Repeat bzw. Terminator) variieren jedes Mal, werden aber immer
mit T7 Ligase, ,Rapid Ligation” Puffer und H,0 gemischt, was das vorherige Mi-
schen und Bereithalten dieser drei moglich macht. Nach dem Inkubieren werden
Flissigkeit und Partikel getrennt und letztere mit ,Binding and Wash“ Puffer (6.
Flissigkeit) mehrmals gewaschen und wiederum getrennt. Diese Sequenz wieder-
holt sich, bis die DNA Bindedomane mit dem Anbinden des Terminators abge-
schlossen wird.



Digitale Mikrofluidik (DMF)

Pipettier-Roboter und Mikrofluidik bieten Ansatze zur Automatisierung. Wahrend ein Roboter
lediglich den die Pipetten bedienenden Menschen nachahmt und ersetzt, aber der Arbeitsab-
lauf prinzipiell derselbe bleibt, bietet die Mikrofluidik zusatzliche systembedingte Vorteile. So
kdnnen z.B. Reaktionsvolumina und somit die Gesamtmenge an FlUssigkeiten drastisch redu-
ziert, oder das grolRere Verhaltnis von Oberflache zu Volumen genutzt werden.

Der groRe Nachteil der normalen, also der Kanal-Mikrofluidik ist, dass ihr Aufbau sehr schnell,
sehr komplex wird, wenn viele FlUssigkeiten selektiv verwaltet werden sollen. Ein normales,
kanalbasiertes Mikrofluidiksystem benoétigt flr jede Flissigkeit mindestens einen Kanal, sowie
Pumpen und Ventile. Jede Verzweigung, jeder Misch- oder Dosierschritt und insbesondere
deren Reihenfolge missen ebenso von vornherein im Design festgelegt sein wie Vorkehrun-
gen gegen Querkontamination.

Die digitale Mikrofluidik (DMF) ist eine Technologie im Bereich der Mikrofluidik, bei der ein-
zelne Tropfen mittels eines elektrischen Feldes diskret gesteuert werden. DMF-Chips bewe-
gen, trennen, dosieren und mischen kleinste Tropfen von Mikro- bis zu Pikolitern mit elektro-
statischen Kraften. Die elektrischen Felder werden Uber eine Elektrodenmatrix erzeugt, die
sich unterhalb einer hydrophoben und elektrisch isolierenden Schicht befinden, auf der sich
die Tropfen bewegen (s. Abbildung 1.2). Mugele et al. (2005), Jebrail et al. (2010), Berthier
(2012)

Der besondere Vorteil der DMF ist ihre Fahigkeit, Tropfen individuell in einem frei program-
mierbaren Mikrofluidikchip ohne Pumpen, Ventile oder komplizierte Kanalstrukturen zu steu-
ern, ohne dass der Ablauf schon im Design festgelegt werden muss.

Die Grundlagen der digitalen Mikrofluidik sowie Aufbau, Funktionen und der Stand der Tech-
nik von DMF-Systemen werden in Kapitel 2 behandelt.

Abbildung 1.2: Ein in dieser Arbeit realisierter DMF-Chip im Testbett

Ein DMF-Chip erméglicht die individuelle und parallele Steuerung von einer gro-
Ren Anzahl von Tropfen durch eine Matrix aus Aktor-Elektroden (silberne Felder).
Dieser DMF-Chip besteht aus einem Boden- und einem Deckelsubstrat, die durch
eine Zwischenfolie mit eingelassenen Kapillaren auf Abstand gehalten werden
und somit ein geschlossenes Volumen bildet. Bild digital nachbearbeitet. Chipde-
sign basierend auf Jebrail et al. (2010)
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Die Fahigkeit zur parallelen Kontrolle diskreter Tropfen und die zusatzliche Moglichkeit, mag-
netische Partikel mit diesen zu mischen und von diesen wieder zu trennen, macht die DMF-
Technik so interessant fur die Handhabung von Analyten und deren Reaktionen in Lab-on-
Chip (LoC) Systemen. Die magnetischen Partikel lassen sich aus einem Tropfen ausfallen und
in einem anderen resuspensieren. Sista (2007), Ng et al. (2012), Choi et al. (2013)

DMF Lab-on-Chip (LoC) Systeme sind eine sehr flexible Option fir die frei programmierbare
Automatisierung von insbesondere kleinerer und mittlerer Probenvolumen verglichen mit
einem Kanal-basierten System. Die digitale Mikrofluidik in einem Mikrofluidikchip entspricht
quasi der Pipette in einem Labor. von der Ecken et al. (2016b)

Basierend auf dem Stand der Technik wird in Kapitel 3 beschrieben, wie der Versuchsstand
aufgebaut wurde, welche Steuerelektronik zum Einsatz kam und wie im Detail die DMF-Chips
konstruiert wurden.

DMF in der synthetischen Biologie

Ein Kanal-basierter Mikrofluidikchip muss speziell designt werden, um eine Funktionsfolge
umzusetzen. Ein DMF-Chip fihrt viele Funktionsfolgen Design-unabhéangig und im einfachsten
Fall per Mausklick aus. Damit bietet die DMF einen einfachen, flexiblen und effektiven Ansatz
fir Labore vom Einsatz frei programmierbarer mikrofluidischer Komponenten zu profitieren.

Verschiedene Arbeiten im Bereich der synthetischen Biologie setzen auf spezielle Vorteile der
DMF gegentber normaler Mikrofluidik. Eine 40-Zyklen Polymerase Kettenreaktionen (PCR)
wurde von Sista et al. (2008) in nur 12 min durchgefihrt, indem sie das grofRe Verhaltnis von
Tropfenoberflache zu Volumen beim Erwarmen und Abkihlen ausnutzten. Hua et al. (2010)
erweiterten diesen Ansatz zu einer parallelen, automatisierten PCR Plattform. Eine ,ultra-
micro-volume DNA ligation” mittels DMF wurde von Liu et al. (2008) durchgefihrt. Shih et al.
(2015) stellten einen Hybrid Chip aus DMF und Kanalmikrofluidik vor, auf dem sie eine Golden
Gate Assemblierung umsetzten und Yehezkel et al. (2016) synthetisierten spezifische DNA auf
einer daflr zweckentfremdeten, kommerziell erhéltlichen DMF Plattform.

Die Ligation einer TALEN Bindedomane auf einem DMF-System wurde bisher nicht versucht.
Dabei bietet die digitale Mikrofluidik einen neuen vielversprechenden Ansatz des mikrofluidi-
schen Handlings und zur Automatisierung der TALEN Synthese basierend auf dem ICA-
Protokoll, da dessen Flissigkeiten kompatibel mit der DMF-Technologie sind.

Mit dem in dieser Arbeit neu entwickelten DMF-Versuchsstand sollte eine Assemblierung ei-
ner DNA-Bindedomane eines TALEN nach dem lterative Capped Assembly (ICA) Protokoll
durchgefiihrt worden. Das Ziel war die Adaptierung des vorhandenen komplexen Protokolls in
ein mikrofluidisches System, um eine Automatisierung und somit eine zuklnftige on-Demand
Hochdurchsatz-Assemblierung von TALEN zu ermoglichen. Die Ligation einer TALEN DNA-
Bindedomaéne auf einem DMF-Chip wird in Kapitel 4 beschrieben.




Integration von Whispering Gallery Mode Sensoren und DMF-Technologie

Vom Chip-in-a-Lab ist es noch ein langer Weg zum Lab-on-Chip (LoC). Ein Schritt in diese Rich-
tung stellt die Integration von neuer Sensorik in die bestehende DMF-Technik dar.

Das DMF-System sollte nach seinem erfolgreichen Einsatz in der synthetischen Biologie nun
durch die Integration von optischer Sensortechnologie eine markerfreie Detektion von Biomo-
lekllen fur die Analytik ermdglichen.

In-situ spektroskopische Analyse in DMF-Systemen wurde basierend auf konventionellen
Lichtquellen und Spektrometern demonstriert, wobei dedizierte optische Fasern das Licht in
das Messsystem und das Fluid Gber physischen Kontakt ein- und auskoppeln. Choi et al.
(2015)

Spektroskopische Messmethoden bendétigen jedoch immer noch eine Markierung der Zielmo-
lekile und sind daher eingeschrankt bei der Detektion einzelner Analyten im zu testenden
Tropfen. Ahnliche Beschriankungen bringen Versuche mit miniaturisierten optischen Bauele-
menten wie lichtemittierenden Dioden (LED) oder Fotodetektoren in direkter Umgebung ei-
ner DMF Zelle mit sich, die zu Absorptions- bzw. Chemolumineszenzmessungen verwendet
wurden. Wenn fir Absorptionsmessungen der Lichteinfall parallel zur Tropfenebene verladuft,
erhéht sich die Weglange betrachtlich und erhéht somit die Sensitivitat im Vergleich zur kon-
ventionellen senkrechten Lichteinkopplung. Luan et al. (2012), Shamsi et al. (2016), Srinivasan
et al. (2004), Wijethunga et al. (2011)

Die Moglichkeit einer markerfreien in-situ Detektion in DMF-Systemen wurde mit Plasmon-
Polarisation (SPR) Sensoren auf dem Deckelsubstrat eines DMF-Systems demonstriert, aber
auch dieser Ansatz ist auf die Detektion eines Analyten pro Tropfenposition (entspricht einer
Aktor-Elektrode) beschrankt. Malic et al. (2010)

Solche und &hnliche integrierte mikrooptische Bauelemente kénnen verwendet werden, um
groRzahlige Felder aus hochempfindlichen Sensoren zu erzeugen, die individuell angespro-
chen eine parallele Detektion einer Vielzahl von Analyten ermoglichen. Obgleich in den letz-
ten Jahren enorme Fortschritte im Bereich der mikrooptischen Biosensoren zu verzeichnen
waren, existieren nur wenige Beispiele, in denen diese auch in DMF-Systeme integriert wur-
den. Cooper (2002), Estevez et al. (2012), Sun et al. (2012)

Einen alternativen Ansatz stellt die Integration von Mikroresonatoren in DMF-Systeme dar.
Diese mikroskopischen Resonatoren bendtigen nur eine sehr kleine Grundflache und es lassen
sich grolRzahlige Sensorfelder in Bereich einer einzelnen Aktor-Elektrode unterbringen, die
somit eine simultane Detektion multipler Analyten in einem einzelnen Tropfen ermaoglichen.
Bisher wurden nur resonatorbasierte Sensoren in DMF-Systemen mit maximal zwolf Sensor
Elementen demonstriert und diese konnten lediglich zur Messung von Brechungsindizes ver-
wendet werden. Arce et al. (2012), Luan et al. (2012), Royal et al. (2013)

Die markerfreie Detektion von Biomolekilen mittels Mikroresonatoren in DMF-Systemen
wurde noch nicht erreicht. Frihere Experimente basierten auf durch Wellenleiter gekoppel-
ten passiven Elementen, die mit Wellenldngen im Infrarotbereich arbeiten, was die Sensitivi-
tat in Wasser nachteilig beeinflusst. Zhu et al. (2008)
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Abbildung 1.3: Nahaufnahme eines Wassertropfens auf einem offenen Deckelsubstrat

Ein Tropfen benetzt ein Sensorfeld, das sich in einem ,echten” Microwell befin-
det. Digital nachbearbeitet: Bild Sebastian von der Ecken (CC-BY-NC-SA 4.0,
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/)

In Kapitel 5 wird ein Multi-Sensor System (s. Abbildung 1.3) prasentiert, das ein groRzahliges
Feld aus Whispering Gallery Mode Mikrokelch Lasern (WGMMIL) in einen digitalen Mikroflu-
idik (DMF) Chip integriert. Die Laser werden aus mit Farbstoff versetzten Polymethylmeth-
acrylat (PMMA) in einem kostenglnstigen Prozess aus Spincoating, maskenbasierter Lithogra-
fie, nasschemischem Atzen und thermischen Reflow hergestellt.

Das Anregen und Auslesen der Sensoren wird mittels einer simplen, zum DMF-Chip berih-
rungslos montierten Optik erreicht, wodurch auch die Adressierung eines groRzahligen Sen-
sorfeldes ermdglicht wird.

Die Funktionsfahigkeit des Systems wird mit der Messung des Brechungsindex des Umge-
bungsvolumens (ein durch die DMF-Technik gesteuerter Tropfen) und durch die Messung
verschiedener Konzentrationen von Streptavidin innerhalb weiterer, DMF-gesteuerter Trop-
fen, welches auf der biotinylierten Oberflache der Mikrosensoren spezifisch bindet, gezeigt.

Optische Resonatoren flir die markerfreie Detektion von Biomolekulen konnten in dieser Ar-
beit zum ersten Mal in einem DMF-System eingesetzt werden. Der Ansatz kann zu einer viel-
seitigen Detektorplattform erweitert werden, die parallel eine weite Menge an klinisch rele-
vanten Biomolekulen analysieren kann. von der Ecken et al. (2017)
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In Kapitel Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. werden verschiedene Ansatze
orgestellt, mit denen im Rahmen dieser Arbeit die DMF-Technik weiterentwickelt wurde.

Die DMF-Technologie wird seit ca. 10 Jahren vermehrt in Laboren verwendet. Ein grof3es
Problem ist, dass die DMF-Technologie meist selbst das eigentliche Forschungsobjekt in den
Laboren von Mikrofluidik Forschungsgruppen darstellt und sich schwertut, den Weg zum
Endanwender zu finden. Es gibt drei Hirden fur neue Forschungsgruppen in der DMF-
Technik: Es wird erstens ein Versuchsstand mit Steuerelektronik, Testbett und moglicherweise
weiteren Komponenten bendtigt. Zweitens gibt es keine kaufbaren DMF-Chips. Und drittens
sind die Experimentkompatibilitat und notwendige Experimentanpassungen unbekannt, was
wiederum ohne einen DMF-Versuchsstand samt DMF-Chips nicht Uberprift werden kann.

Die Entwicklung eines Versuchsstandes wird in Kapitel 3 beschrieben. Eine einfache Elektronik
zur Ansteuerung der Chips kann in kurzer Zeit entwickelt werden, ebenso stehen komplexe
Open Source und kommerzielle Systeme zur Verfligung. Fobel et al. (2013)

Die DMF-Chips selbst sind zum Zeitpunkt dieser Arbeit nicht als kommerzielles Produkt, son-
dern nur als Eigenanfertigung (Materialkosten in der Groflenordnung um 50€ pro Chip), oder
als sehr teure Sonderanfertigung (mehrere 100€ pro Chip) von einem entsprechend ausge-
statteten Labor verfligbar (Samiei et al. (2016)). Eine Umsetzung wie in Abschnitt 6.1 auf Basis
von Papier-Chips und Folientechnik kdnnte hier in Zukunft Abhilfe schaffen. von der Ecken et
al. (2016b)

Um innerhalb eines DMF-Chips ein FlUssigkeitsvolumen definiert zu trennen und somit zu
dosieren, muss das Elektrodendesign schon bei der Herstellung an die notwendigen Tropfen-
volumina angepasst werden, da das abgetrennte Tropfenvolumen direkt abhangig von der
Grundflache der den Tropfen steuernden Aktor-Elektrode ist.

Sowohl flr die Analytik, z.B. die Immunocytochemie nach Ng et al. (2015a), als auch fir Dosie-
rung unabhangig vom Elektroden- und Chipdesign bieten hydrophile Spots auf der Chipober-
flache, hier als ,virtuelles” Microwell bezeichnet, eine einfache technische L&sung.
Barbulovic-Nad et al. (2010), Eydelnant et al. (2012), Shields et al. (2015), Witters et al. (2013)

Das vollstandige Entleeren dieser ,virtuellen” Microwells ist nicht moglich, lediglich der Aus-
tausch des Inhalts mit einem anderen Tropfen. Die hydrophilen Spots in Form von Lochern in
der hydrophoben Schicht sind sehr leicht herzustellen, weisen aber den besagten Nachteil
auf. Eydelnant et al. (2012), Witters et al. (2013)

In von der Ecken et al. (2017) wird beschrieben, wie der Herstellungsprozess von in den DMF-
Chip integrierten Sensoren zu den ,,echten” Microwells fihrte. (s. Abschnitt 6.2 und Kapitel 5)

Eine weitere Schwierigkeit der DMF-Technik ist ihre Integration in vorhandene (mikrofluidi-
sche) Systeme. Das Einbringen und Ausschleusen von Flissigkeiten bendtigt ein Chip-to-
World-Interface. Die Verwendung einer Zwischenfolie mit eingelassenen Kapillaren ermog-
licht den Anschluss automatisierbarer Pumpsysteme und somit ein Chip-to-World-Interface (s.
Abbildung 1.2). Fir zukinftige Automatisierung, einfachere (De-)Assemblierung, Integration
und Konnektivitat wurde eine PDMS Folie mit in diese eingegossenen Kapillaren entwickelt.
Damit kann der Chip schnell und leicht (de-)montiert werden und ermdglicht den Anschluss
von externen Fluidikkomponenten wie Spritzenpumpen Uber die Kapillaren. Abschnitt 6.3
beschreibt, wie sich eine solche Zwischenfolie kostengiinstig und leicht fertigen lasst.
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Das DMF-System wurde aulRerdem mit einer Steuerung fir magnetische Partikel erweitert.
Daflir wurde eine punktfokussierte magnetische Linse auf einem 3-Achsen Tisch zur lateralen
Steuerung (z.B. Input/Output ohne den Chip zu 6ffnen) von magnetischen Partikeln erganzt.

Als weiteres alternatives Chip-to-World-Interface lassen sich mit der magnetischen Linse die
magnetischen Partikel und somit z.B. auf diesen gebundene Endprodukte aus dem Inneren
des DMF-Chips extrahieren. Die Partikel liegen jetzt auf der offenen Flache des Bodensub-
strats an definierter Position und kdnnen manuell per Pipette oder von einem Pipettier-
Roboter aufgenommen werden, wie es in Abschnitt 6.4 gezeigt wird.

Beide Chip-to-World-Interfaces ermoglichen eine flexible Einbindung des hier entwickelten
oder auch anderer DMF-Systeme in gdngige mikrofluidische Labortechnologien.

Als Abschluss dieser Arbeit gibt Kapitel 7 ein Uberblick und Ausblick tiber die realisierten An-
wendungen, die untersuchten Ideen, sowie die entwickelten Neuerungen und Verbesserun-
gen rund um DMF-Chip und Versuchsstand.




2 Grundlagen und Stand der Technik

In diesem Kapitel wird zunéchst ein Uberblick zu den biologischen Grundlagen der syntheti-
schen Biologie und den technischen Grundlagen zur (digitalen) Mikrofluidik und dem aktuel-
len Stand der DMF-Technik beschrieben.

2.1 Iterative Capped Assembly (ICA)

Soll ein DNA-Strang an einer definierten Stelle geschnitten werden, kann dies z.B. mit TALEN
(Transcription Activator-Like Effector Nuclease) erreicht werden. Das TALEN besteht verein-
facht gesagt aus zwei Elementen: Die DNA-Bindedomane bindet an eine spezifische DNA-
Sequenz und leitet die angehangte Nuklease somit an eine definierte Position, damit diese
dort die DNA schneidet. Jede Zielposition der anvisierten DNA bendtigt eine spezifisch kon-
struierte DNA-Bindedomaéne, wahrend die Nuklease unverdndert bleibt.

Die Ligation der Bindedomane, auf die im Folgenden eingegangen wird, sowie die weiteren
Schritte wie Elution, PCR, Assemblierung, Verifikation und Transfektion, die fir die Komplet-
tierung des TALEN benétigt werden, sind Bestandteile des ICA-Prozesses. Die Ligationsschritte
zur Assemblierung sind prinzipiell einfach, weil iterativ, aber gleichwohl zeitaufwendig und,
wenn manuell durchgefihrt, entsprechend fehleranfillig.

Die Ligation der Bindedomadne findet auf einem (ferro-)magnetischen Bead mit Streptavidin-
beschichtung statt. Magnetische Beads lassen sich mit einem Magneten aus einer Flissigkeit
ausfallen und somit von dieser trennen. Dadurch ist es moglich, nacheinander verschiedene
FlUssigkeiten an die Beads zu bringen, ohne dass diese gleichzeitig mit den vorherigen FlUssig-
keiten reagieren kénnen.

Die Ligation beginnt auf den mit Streptavidin funktionalisierten Beads mit dem Initiator, wel-
cher als Startelement der Kette dient und das erste DNA-Repeat Monomer enthalt.

Danach folgt ein iterativer Prozess, bei dem das jeweils ndchste DNA-Repeat Monomer das
folgende Kettenelement bildet. Die Bindeprozesse finden bei Raumtemperatur unter Anwe-
senheit von T7 Ligase und Ligase Aktivierungspuffer statt. Als ndchstes wird der entsprechen-
de zur Ziel-DNA passende DNA-Repeat (s. Abbildung 2.1) gewahlt. Mit T7 Ligase und Ligase
Aktivierungspuffer lagert sich das zweite Element an.

Um zu verhindern, dass ungewollte Ligationen auftreten, wird ein Capping Oligonucleotid, der
sogenannte Blocker, eingesetzt, der daflir sorgt, dass unvollstdndige Ketten aus dem jeweils
vorangegangenen Schritt blockiert werden. Blocker enthalten kein DNA-Repeat Monomer.

Den Abschluss der Kette bildet der Terminator, der wie der Initiator ein DNA-Repeat Mono-
mer beinhaltet. Geblockte Ketten konnen spater nicht weiterverarbeitet werden, da der Blo-
cker sie inkompatibel flir weitere Prozessschritte macht. Ketten mit Terminatoren sind voll-
standig assembliert und kénnen weiter bearbeitet werden.

Der in Abbildung 2.1 schematisch gezeigte ICA-Prozess (Details in Briggs et al. (2012)) assemb-
liert eine DNA-Bindedomédne aus DNA-Repeats, welche Basenpaar-spezifische Ankerpunkte
(rot, gelb, griin, blau) besitzen und in drei Molekile (A, B, C) integriert sind: Die Ligation star-
tet mit dem Initiator (I, enthalt 1. Ankerpunkt), gefolgt von den DNA-Repeats (2. bis n. Anker-
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punkt), und endet mit dem Terminator (letzter Ankerpunkt). Die Blocker blockieren unvoll-
standige Ketten. Die Kettenstlck kénnen sich nur miteinander verbinden, wenn sie entspre-
chend der Reihenfolge ,A, B, C, A, B, C...” (SchlUssel-Schloss-Prinzip) angeordnet sind. Die
Namensgebung der Reihen A, B und C dient dabei nur der einfacheren Ubersicht und prakti-
sche Handhabung.

I]TJ L Initiator Schlissel-Schloss-Prinzip
DNA-Repeat > AP} B'
é é Blocker } B_:I- CP

E;—C Terminator + CP>‘ AP

DNA-Binde-
. domane DNA -
Iterative | ' :
igati Bindedomane +
Ligations- "
@@ schritte & \ uklease
Ry Y T DNA
;\ \ ;
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Abbildung 2.1: Schematischer Ablauf der TALEN Ligation

Die Bindedomane der TALEN setzt sich aus einzelnen DNA-Repeat Monomeren
zusammen. Jedes Monomer passt zu genau einem einzelnen DNA-Segment. Initia-
tor, DNA-Repeat und Blocker beinhalten ein Bindedomanenelement. In einem ite-
rativen Prozess aneinandergereihte Monomere bilden die DNA-Bindedomane.
(Abbildung zur Ligation basiert auf Briggs et al. (2012) BY-NC 3.0 und DNA-Strang
auf gemeinfreiem Werk, public domain)

Damit sich gleiche Kettenelemente aus einem Ligationsschritt nicht untereinander verbinden
kdnnen sind mindestens diese drei Schlissel-Schloss Kombinationen (A, B, C) notwendig. Eine
vollstandige Trennung von Beads und Fluid mit den darin enthaltenen Monomeren des vo-
rangegangenen Schritts ist praktisch nicht moglich. Es kann nur eine ausreichenden Verdiin-
nung erreicht werden. Die Verdinnung wird Gber Waschschritte erreicht. Es ist weniger auf-
wendig, mehr Waschschritte durchzufiihren, als noch weitere Schlissel-Schloss-
Kombinationen zu konstruieren.

Bei den Blockern verhélt es sich anders, denn diese sollen die nichtbesetzten Kontaktpunkte
des letzten Schritts blockieren. Daher blockieren die Blocker aus der Reihe B die unvollstandi-
gen Ketten aus dem letzten C-Schritt.
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Die benotigten Flussigkeiten (s. Tabelle 2.1) und die Beads werden in MikroreaktionsgefalRen
auf Eis gelagert, mit Pipetten bewegt und dosiert, mit einer Magnetbank separiert und einem
Vortexmischer gemischt.

Dies wiederholt sich theoretisch beliebig oft, praktisch aber werden in der Regel Ketten aus
zehn Elementen produziert, die dann spater zu langeren Ketten kombiniert werden kénnen.
Im finalen Ligationsschritt wird kein Blocker mehr benétigt und statt des DNA-Repeat Mono-
mers der Terminator der entsprechen Reihe verwendet. Briggs et al. (2012)

Tabelle 2.1: Liste der 31 Flussigkeiten im ICA-TALEN , Baukasten”
Bindedomanengegenstick Schlssel-Schloss- Anzahl oder
zu DNA-Basen Flemente Kombinationen
A B, C

DNA-Repeats 4 3 12
Blocker 3 3
Terminatoren 4 3 12
Waschpuffer - - 1
Ligase - - 1
Ligaseaktivierungspuffer - - 1
Wasser - - 1
31

Somit benotigt der ICA-Prozess 31 verschiedene Flissigkeiten, die von einem Mikrofluidik
Chip in standig wechselnder Reihenfolge gesteuert werden missen. Der Ablauf des Protokolls
muss hinsichtlich einer mikrofluidischen Automatisierung analysiert werden.

2.2 Flussigkeiten: Oberflachenspannung und Tenside

2.2.1 Oberflachenspannung

Ein Wassertropfen ist stets bestrebt, eine Kugelform einzunehmen, sofern dies nicht durch
die Schwerkraft oder umgebende Materie gestort wird. Daflr verantwortlich ist die Oberfla-
chenspannung des Wassers (s. Abbildung 2.2).

Die Oberflachenspannung entsteht durch die intermolekularen Krafte der Molekile einer
FlUssigkeit. Ein Molekdl im Inneren des Flissigkeitsvolumens erfahrt aufgrund der Bindungen
zu benachbarten Molekilen eine gleichmaRige Kraft in alle Raumrichtungen. Die Summe der
anziehenden Krafte auf ein Molekil an der Oberflache ist jedoch nicht gleich Null. Alle an der
Oberflache liegenden Molekile erfahren eine nach innen gerichtet Kraft, die im statischen
Fall durch eine Normalkraft ausgeglichen wird. Das System (hier: Tropfen) erreicht einen stati-
schen stabilen Zustand (Form), indem sich maximal viele Molekule im Inneren des Volumens
befinden (Kugelform).
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Abbildung 2.2: Ursache der Oberflachenspannung

Die anziehenden und abstoRenden Krafte zwischen den Molekilen einer Flissig-
keit sind im Inneren des Volumens kugelsymmetrisch. Die intermolekularen Kraf-
te auf der Oberflache sind in der Summe ins Innere des Volumens gerichtet. Dar-
aus resultiert die Oberflachenspannung. (Bild: Basierend auf gemeinfreiem Werk,
public domain)

Diese Eigenschaft einer Flissigkeit kann auch allgemeiner Uber die Oberflachenenergie be-
schrieben werden. Die Oberflachenenergie erhoht sich, wenn Molekile aus dem Volumen auf
die Oberflache verschoben werden, also weniger intermolekulare Verbindungen vorhanden
sind. Die Energiedanderung dW ist proportional zur Oberflachenspannung y und der Oberfla-
chenanderung dA:

dwW = y-dA (2.1)

Eine Oberflachenenergie ist somit auch fir Feststoffe definiert. Hiermit kdnnen nun komple-
xere Grenzflachenphdanomene wie das der Benetzung einer Teflonoberflache durch einen
Wassertropfen mit umgebender Luft beschrieben werden. Mortimer (2010), Tipler (1994)
Berthier (2012)

2.2.2 Benetzung und statischer Kontaktwinkel

Oberflachenspannungen sind Grenzflachenspannungen und Oberflachenenergien sind Grenz-
flachenenergien. Zwei Phasen bilden eine Grenzflache, deren Interaktion bertcksichtigt wer-
den muss.

In der Abbildung 2.3 ist schematisch dargestellt, wie die Ubergédnge zwischen den drei Phasen
des Systems Tropfen auf Festkorper mit umgebender Luft verlaufen. Im Gegensatz zu der fir
die weiteren Ausfihrungen gemachten Vereinfachung (vgl. Abbildung 2.4), existieren keine
infinitesimal diinnen Grenzschichten. Auch der Vorlduferfilm (,,precursor film“), der den Fest-
stoff berthrende Rand des Tropfens umgibt, wird im Folgenden vernachlassigt.
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Abbildung 2.3: Die 3-Phasen-Grenze

Die Molekile einer Flussigkeit (blau) bilden zwischen den Molekillen eines Fest-
korpers (grau) und dem Umgebungsmedium (weill) einen Tropfen. Es bildet sich
zur Seite des Tropfens ein Vorlauferfilm auf dem Festkorper.

Die Oberflachenmolekiile eines Wassertropfens an Luft erfahren im Mittel kaum eine Kraft in
Richtung der Luftmolekile, da dort aufgrund der viel geringeren Dichte und somit Anzahl nur
wenige potentielle Bindungspartner vorhanden sind. Somit ist die Oberflachenenergie zwi-
schen Wasser und Luft entsprechend hoch (und vernachlassigbar kleiner als zwischen Wasser
und Vakuum).

Die Dichte eines Feststoffes ist in der Regel sehr hoch, wenn von Nanoschdumen oder mikro-
strukturierten Oberflachen abgesehen wird. Die Oberflachenenergie der Grenzflache Wasser
(f) und Teflon (s) ist demzufolge deutlich geringer, als von Wasser (1) und Luft (g).
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Abbildung 2.4: Kraftegleichgewicht im Triplepunkt der 3-Phasengrenze

Ein Flussigkeitstropfen (1) liegt auf der Oberflache eines Festkdrpers (s) und ist
umgeben von einem Umgebungsmedium (g) wie z.B. Luft.
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Der Feststoff kann im Gegensatz zur FlUssigkeit und zum Gas seine Form nicht dndern. Die
Grenzfliche zwischen Gas und Feststoff sei hier unendlich groR, und deren Anderung kénnen
somit vernachlassigt werden. Die Grenzflachenenergie zwischen FlUssigkeit und Feststoff ist
das geringste erreichbare Energieniveau flr ein FlUssigkeitsmolekil. Jedoch bedeutet eine
VergroRerung der Grenzflache Feststoff-Flissigkeit (kleinstes Energieniveau) automatisch eine
VergroRerung der Grenzflache Flissigkeit-Gas (hohes Energieniveau).

Ein physikalisches System strebt immer den stabilsten Zustand, den Zustand (zumindest lokal)
minimaler Energie an. Im Falle von Flissigkeit, Feststoff und Gas ist dies an der Benetzung zu
beobachten. Ein stabiler (statischer) Zustand ist erreicht, wenn im Triplepunkt Kraftegleich-
gewicht herrscht (s. Abbildung 2.4). Die Benetzung eines Tropfens auf einer Oberflache, der
Gleichgewichtszustand des Systems, kann tber den Kontaktwinkel ® beschrieben werden.

Der Kontaktwinkel lasst sich tber das Kraftepolygon herleiten und aus den Oberflachenener-
gien oder Oberflachenspannungen berechnen.

Z Fi = F(ying) + F(yis) + F(yg—s) + N =0 (2.2)
i

Der statische Kontaktwinkel ®, ergibt sich Uber die Beziehung aus dem Kraftepolygon aus
Abbildung 2.4 nach der Young'schen Gleichung, benannt nach Thomas Young (1805):

Yg-s — Yl-s (2.3)

cos @, =
YI—g

Zur Beschreibung der Vorgange in einem digitalen Mikrofluidikchip im Rahmen der hier vor-
liegenden Arbeit kann ein System angenommen werden, das Wassertropfen auf einer Tef-
lonoberflache im Umgebungsmedium Luft bewegt. Manchmal ist auch sinnvoll, die Luft durch
ein anderes Fluid wie z.B. Silikondl zu ersetzen. Dies reduziert zwar einerseits die Verduns-
tungsrate des Wasser und verbessert dessen Handhabung innerhalb des Chip-Systems, fihrt
aber andererseits auch dazu, dass dessen Herstellung komplizierter wird und es zu Querkon-
tamination kommen kann.

Silikondl und Wasser liegen bei Normalbedingungen beide in der flissigen Phase vor und auch
ihre Dichte ist in derselben GroBenordnung (s. Abbildung 2.5). Dass sich zwischen diesen den-
noch eine stabile Phasengrenze ausbildet, kann nicht allein Gber die Dichte erklart werden.

Wasser ist im Gegensatz zu Silikondl polar. AuBerdem haben (Silikon-)Ole gréRere Molekiile.
Kleine Molekiile haben mehr nahere mogliche Bindungspartner. Das Silikondl besitzt aufgrund
der fehlenden Polaritat und der groRen Molekile eine (sehr) geringe Oberflachenenergie. Die
Polaritat der kleineren Wassermolekile erzeugt untereinander eine starke anziehende Kraft,
nicht jedoch zu den unpolaren Molekilen des Silikonols. Das Wasser hat daher eine hohe
Oberflachenspannung oder Oberflachenenergie.
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Abbildung 2.5:

se® e
*e
L

Einfluss von Silikondl auf die 3-Phasengrenze

Die polaren Wassermolekile (blau) bilden auf dem Feststoff (grau) einen Tropfen,
der sich nicht mit dem unpolaren Umgebungsmedium Silikondl (gelb) vermischt.

Um den Kontaktwinkel einer FlUssigkeit, oder allgemeiner die Grenzflaichenenergie zwischen
FlUssigkeit und einer weiteren festen oder flUssigen Phase, zu beeinflussen, ohne eben diese
zweite Phase durch etwa ein anderes Material zu ersetzen, konnen Tenside verwendet wer-

den.

2.2.3 Tenside

Tenside sind Molekile bestehend einer langeren hydrophoben Kette und einem hydrophilen
Endstlick. Es gibt ionische und nicht-ionische Tenside, wobei sich diese Bezeichnung auf die
hydrophile Endgruppe bezieht (s. Abbildung 2.6).

Abbildung 2.6:

hydrophil hydrophob

Verschiedene Tensidtypen

Die hydrophilen Enden des (ionischen) Tensids befinden wasserseitig der Phasen-
grenze z.B. zwischen Wasser und Ol. Die hydrophoben Abschnitte des Tensids be-
finden sich auf der anderen Seite der Phasengrenze. Bild: Roland (2016)
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Als Beispiel wird ein Poloxamer (Handelsname u.a. Pluronic) gezeigt, dessen chemischer Auf-
bau in Abbildung 2.7 dargestellt ist. Es gibt sie in verschiedenen Langen (Indizes a und b), wo-
bei die Kettenelemente unterschiedliche Eigenschaften besitzen. In der Mitte befindet sich
ein wasserunlosliches hydrophobes Polypropylenoxid, links und rechts davon sitzen wasser-
|6sliche hydrophile Polyethylenoxide. Daraus ergibt sich der amphiphile Charakter des Mole-
kdls.

Das Tensid besitzt die Fahigkeiten, zum einen die Oberflachenspannung einer Flissigkeit stark
zu reduzieren und zum anderen die Dispersion zwischen zwei FlUssigkeiten oder zwischen
Flussigkeit und Feststoff Uberhaupt erst zu ermoglichen (z.B. Spilmittel fir Wasser und Fett).
Mortimer (2010)

Tenside werden in der Biologie eingesetzt, um unspezifische Bindungen zu reduzieren. Un-
spezifische Bindungen sind z.B. die Anlagerung von Streptavidin an einer hydrophoben Tef-
lonoberflache, eine spezifische Bindung ist die Anlagerung des Streptavidins an Biotin auf ei-
ner mit Biotin funktionalisierten Teflonoberflache. (s. Abschnitte 4.3.2 und 5.2.4)

0 0
Ho//\/ ™~ o///\/ T~

CHs;
- —a b —a
hydrophil hydrophob hydrophil
Abbildung 2.7:  Chemische Struktur von Poloxameren

Fur Poloxamere gelten die Indizes a = 2-130 und b = 15-67. Ein unter dem Han-
delsnamen Pluronic erhéltliches Poloxamer wurde im Rahmen dieser Arbeit hau-
fig verwendet. Bild: Ji (2016)

In der digitalen Mikrofluidik wird der Begriff ,Biofouling” als Bezeichnung fir unspezifische
Bindungen im Zusammenhang mit hydrophoben Oberflachen verwendet. Dieser Effekt be-
schreibt eine lokale Abnahme der Hydrophobie. Das Biofouling wirkt sich auf das Verhalten
der Flissigkeiten, speziell die Beweglichkeit von Tropfen in einem digitalen Mikrofluidikchip
aus. Der Einsatz eines geeigneten Tensids reduziert oder unterdriickt diesen Effekt. Berthier
(2012).

In Tabelle 2.2 und Abbildung 2.8 wird eine Verdinnungsreihe von Pluronic 64 in Wasser ge-
zeigt. Der groRRte Effekt (A®@=-20°) auf den Kontaktwinkel tritt zwischen 0-0,02vol% auf, der
Einfluss nimmt logarithmisch ab.

Die Reduzierung der Oberflachenspannung kann, wie spater ersichtlich wird (s. Abschnitte
2.3.4, 2.5, 4.2 und 5.2.4), auch nutzlich sein. Ein Wassertropfen mit hoher Oberflachenspan-
nung (ohne Tensid) bewegt sich zwar sehr schnell in einem DMF-Chip, aber das Trennen und
Mischen von Tropfen mit geringerer Oberflachenspannung (mit Tensid) ist leichter und re-
produzierbarer.
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Flussigkeiten: Oberflachenspannung und Tenside

Diese physikalischen und chemischen Grundlagen sind wichtig fir das Verstdandnis des Ab-
schnitts 2.3.2, flr das Experiment in Kapitel 5 und allgemein den richtigen Einsatz eines Ten-
sids in der digitalen Mikrofluidik, deren technische Grundlagen in den folgenden Abschnitten

erldutert werden.

Tabelle 2.2: Verdinnungsreihe von Pluronic 64 in Wasser
Es wurden die Kontaktwinkel von 5 pl Tropfen gemessen.
0O (Mittelwert) o Konzentration
Grad Grad vol%
o 119,8 1,7 0,00
A0=-20 { 97,8 1,4 0,02
96,3 1,4 0,04
94,2 1,7 0,08
93,2 0,9 0,16
92,1 0,7 0,31
90,9 2,0 0,63
88,9 0,3 1,25
86,7 1,0 2,50
84,3 2,0 5,00
120 _ {
©
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Abbildung 2.8: Grafische Darstellung der Verdinnungsreihe von Pluronic 64 in Wasser.

Der statische Kontaktwinkel ®¢ im Vergleich zur Konzentration von Pluronic 64 in
Wasser auf einer Teflon AF 1600 Oberflache.
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2.3 Wirkprinzipien in der digitalen Mikrofluidik (DMF)

Abbildung 2.9: Ablenkung eines Wasserstrahls durch elektrostatische Kraft

Ein digitaler Mikrofluidikchip bewegt Tropfen mittels eines elektrischen Feldes,
das Prinzip ist vergleichbar mit einem statisch aufgeladenen Ballon, der einen
Wasserstrahl ablenkt.

In der klassischen Betrachtung wurde angenommen, dass die Bewegung eines Tropfens auf
Basis des Elektrobenetzungs-Effekts aus der Kontaktwinkeldnderung und einer dadurch indu-
zierten Kraft durch einen Druckunterschied resultiert. Wird ein ausreichend starkes elektri-
sches Feld nur auf einer Seite des Tropfens angelegt, so wird er sich in die Richtung bewegen
(vgl. Abbildung 2.9). Wirde das Feld Giber das homogen Uber das ganze Tropfenvolumen ver-
teilt sein, dann stellt sich auch hier der Elektrobenetzungs-Effekt ein. Die Kontaktwinkelande-
rung ist jedoch nur ein Nebeneffekt und nicht die treibende Kraft. Berthier (2012), Jones
(2002), Mugele et al. (2005)

In einem DMF-System lassen sich auch FlUssigkeiten mit sehr geringer Oberflachenspannung
bewegen, die keine oder nur eine geringe Kontaktwinkeldanderung zeigen. Genauer betrachtet
setzt sich die elektrostatische Kraft auf ein Fluid innerhalb des DMF-Systems aus zwei Kompo-
nenten zusammen: Elektrobenetzung auf Dielektrika (EWOD, engl. ,electrowetting on die-
lectrics”) und Dielektrophorese (DEP). Fan et al. (2011) geht ndher auf das Thema ein und
benutzt diese Grundlagen um zwei sehr unterschiedliche Flussigkeiten zu bewegen. Ein Was-
sertropfen wird vornehmlich durch die EWOD-Kraft Fewop bewegt und ein Silikondltropfen
durch die DEP-Kraft Fpgp.

Normalerweise wirde ein Silikondl als zweite umgebene Phase statt Luft Anwendung finden,
damit sich Wassertropfen leichter bewegen lassen. Der EWOD-Effekt tritt schon bei geringen
Spannungen zwischen 10V und 300V auf, der DEP-Effekt zeigt sich erst bei vielen 100V oder
einigen 1000V. Daher hat ein normales DMF-System keinen Effekt auf das Silikondl, dieses
jedoch den besagten positiven Effekt auf das DMF-System.
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2.3.1 Dielektrophorese und Elektrobenetzung

Berthier (2012) benennt zwei physikalische Effekte, die flr die Bewegung eines Tropfens in-
nerhalb eines DMF-Systems verantwortlich sein kénnen: der Elektrobenetzungseffekt auf ei-
ner dielektrischen Schicht (EWQOD) und die Flissigkeitsdielektrophorese (,liquid dielectropho-
resis“ LDEP)

EWQOD ist in erster Linie ein Grenzflachenphdanomen zwischen einer Flissigkeit und einer
elektrisch leitfahigen, festen Oberflache. Demgegeniber steht die DEP als ein auf das gesam-
te FlUssigkeitsvolumen wirkender Effekt, der durch ein inhomogenes elektrisches Feld die
FlUussigkeit polarisiert. Berthier (2012), Po-Weng et al. (2006)

®
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Abbildung 2.10:  Tropfenbewegung in einem DMF-Chip

Das elektrische Feld zwischen der rechten Bodenelektrode (schwarz) und der De-
ckelelektrode (schwarz) auf dem Boden- und Deckelglas (blau) lasst einen Was-
sertropfen von der mittleren Elektrode aus nach rechts wandern. Die Elektroden
sind isoliert durch ein Dielektrikum (orange) und die Innenseiten von Boden und
Deckel sind hydrophob beschichtet (gelb).

Der EWOD Effekt resultiert aus elektrostatischen Kraften nahe des Triplepunkts der drei Pha-
sengrenzen am Tropfen. Ein EWOD basiertes DMF-System wird mit Spannungen bis maximal
200-300V betrieben, wobei Gleichstrom oder Wechselstrom bis zu wenigen 10.000Hz ver-
wendet wird. Innerhalb des Tropfens ist das elektrische Feld nahezu null.

LDEP resultiert aus der ponderomotorischen Kraft auf das flissige, dielektrische Medium. Ein
LDEP basiertes DMF-System wird mit Spannungen zwischen 300 und mehreren Tausend Volt
betrieben, wobei Wechselstrom mit Frequenzen zwischen 50 kHz bis 200kHz verwendet wer-
den muss. Das Feld innerhalb des Tropfens kann nicht als Null angenommen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein DMF-System aufgebaut (vgl. Abbildung 2.10), das mit ma-
ximal 300V und maximal 50kHz arbeitet. Fur detaillierte Informationen zum LDEP sei auf
Berthier (2012) verwiesen.
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2.3.2 Aktor-Kraft

Die Bewegung der Tropfen ist entweder das Resultat der elektrostatischen Coulombkraft zwi-
schen Elektrode und Ladungstragern der Tropfenoberflache einer elektrisch leitfahigen Flis-
sigkeit oder zwischen (induzierten) Dipolen des gesamten Tropfenvolumens bei dielektrischen
Flussigkeiten. Abdelgawad et al. (2009)

Die Herleitung der Aktor-Kraft geschieht in diesem Falls (vgl. Berthier (2012) fir andere An-
satze) Uber das Modellsystem eines Plattenkondensators, dessen ,obere Platte” die Grenzfla-
che des Wassertropfens und dessen ,untere Platte” die Elektrode eines DMF-Chips ist. Ein
Dielektrikum trennt Tropfen und Elektrode.

Die Idee ist, dass das System wahrend der Tropfenbewegung eine Anderung der Energie, die
dem Kondensator zugeschrieben werden kann, erfahrt. Die Kapazitat C eines Plattenkonden-
sators errechnet sich nach

Xo
Czso-ar-Ty , (2.4)

wobei g, die Dielektrizitatskonstante des Vakuums, €, die relative Permittivitat des Dielektri-
kums und x - y die Breite und Lange der einfachen Kontaktflache zwischen Bodenplatte und
Deckelplatte (Tropfen und Elektrode) ist.

Es kann vereinfachend angenommen werden, dass der Tropfen wahrend der Bewegung in
etwa die in Abbildung 2.11 gezeigte Form hat, d.h. die Vorschubfront ist linear und hat die
konstante Lange L.

Vorschubfront
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Abbildung 2.11:  Modelldarstellung der Tropfenbewegung in einem digitalen Mikrofluidik System
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Die Aktor-Kraft Fewop bewegt den Wassertropfen in x-Richtung von links auf die mittlere
Elektrode und verdrangt die Luft. Die Kapazitdt des Systems zwischen Deckelelektrode (durch-
sichtig und daher in der Draufsicht nicht zu sehen) und mittlerer Elektrode nimmt zu, bis diese
vollstandig bedeckt ist. Die Elektrode erstreckt sich in x-y-Richtung jeweils Gber die Lange L.
Die Bodenelektroden sind isoliert mit einem Dielektrikum der Dicke d und der relativen Per-
mittivitat €. Damit lasst sich die Kapazitat C Gber das Modellsystem eines Plattenkondensa-
tors angeben. Die Energie im System ist abhangig von elektrischer Spannung und Kapazitat.
Die Energiednderung dW ist dementsprechend abhangig von der Positionsanderung des Trop-
fens in x-Richtung dx.

Die Energie des Modellsystems ergibt sich mit der angelegten Spannung U nach

1
W=§-C-U2 (2.5)

und mit Gleichung 2.4 und y = L erhalt man

Die einzige Veranderliche auf der rechten Seite in Gleichung 2.6 wahrend der Bewegung ist X.
Die Anderung der Energie kann daher beschrieben werden nach

g &+ L-U?

(2.7)
>4 dx .

dw =

Die Energie W lasst sich auch interpretieren als Kraft F mal Weg s
W=F-s (2.8)

und demnach ergibt sich eine Kraft als ein Weg-Differential der Energie

aw

—=F (2.9)
ds
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Es wird die auf Elektrobenetzung (EWOD) basierte Aktor-Kraft Fgwop definiert nach

ce ox.1..0U2
d_W_iEO & x-L-U (2.10)

EWOD* = "32" = Ux 2-d

und erhalten somit

(2.11)

Die Aktor-Kraft, die letztendlich zur Tropfenmanipulation in der digitalen Mikrofluidik einge-
setzt werden kann, ist abhdngig von der Kapazitat C des Systems Tropfen-Elektrode und der
angelegten elektrischen Spannung U. Berthier (2012), Chatterjee et al. (2009), Jones et al.
(2004)

Im folgenden Abschnitt wird kurz auf die Betrachtung eines Elektrobenetzungssystems einge-
gangen, wie es z.B. flr eine Flussiglinse benotigt wird. Dies ist zum technischen Verstandnis
der Funktionsweise eines DMF-Systems sinnvoll.

2.3.3 Die Verbindung zur Young-Lippmann Gleichung

Die Kraft Fgwop ist Uber die Lange L verteilt. L verlauft entlang der 3-Phasengrenze zwischen
dem Tropfen, dem umgebendem Fluid und dem Feststoff. Wird nur ein Punkt auf dieser Linie
betrachtet, kann das System mit der Young’schen Gleichung wie in Abschnitt 2.2.2 Uber einen
Triplepunkt und die daran angreifenden Oberﬂéichenspannungen3 dargestellt werden. Hier
wird jetzt zusatzlich eine Abhangigkeit der elektrischen Spannung mit einbezogen.

Die Abbildung 2.12 zeigt eine vereinfachte schematische Darstellung des Modellsystems der
Elektrobenetzung. Die VergroRerung zeigt das realistische Aussehen des Triplepunkts, aber
fur die folgenden Uberlegungen wird das vereinfachte Modell von oben verwendet, wie es
auch in Abbildung 2.4 zu sehen ist.

Die Oberflachenspannungen y kdnnen wie die Krafte F nach Gleichung 2.2 aus Abschnitt 2.2.2
in Beziehung gesetzt werden. Das Interface zwischen Flussigkeit und Umgebungsmedium y;_g
und zwischen Umgebungsmedium und Feststoff y,_g verandert sich nicht durch die angelegte
Spannung:

—s— Y1—s(U
cos Oy = Ye-s Y Yizs (V) (2.12)
1-g

® Zu beachten: Oberflachenspannung ist definiert als Kraft pro Weg
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Die Krafte im Trippelpunkt resultieren aus den Oberflachenspannungen des Systems im
Grundzustand und dem Elektrobenetzungsanteil zusammen, denn Fgwop kann einfach als
zusatzliche Kraft betrachtet werden, oder als , Elektrobenetzungs-Oberflachenspannung”:

Fewobp

= (2.13)
YEWOD L

Umgebungsmedium

|
—~~
=
o
—
zl

N\ o, \ VFG)
'l'++'l'+'l'++++"_l:.+'++'}' _

4 —
Feststoff i} O F‘)(Yg—s)

‘;’lDetaiIansicht des
Triplepunkts

Dielektrikum | i

‘b L R L

Abbildung 2.12:  Der Elektrobenetzungseffekt auf Dielektrika

Qo ist der Kontaktwinkel des ruhenden Tropfens. Der Elektrobenetzungseffekt in-
duziert den Kontaktwinkel @y in Abhangigkeit der angelegten elektrischen Span-
nung U. Die Fotos zeigen einen Tropfen bei deaktivierter Spannung (90 °, oben)
und bei 200V (60 °, unten).
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Das Kraftegleichgewicht des Systems bei aktivierter Spannung muss sich auch umschreiben
lassen als die Summe der Krafte im statischen System ohne elektrische Spannung plus einer
weiteren Komponente, der Elektrobenetzungskraft oder vielmehr der zugeordneten Elektro-
benetzungs-Oberflachenspannung Yewonp:

Y(U) = ¥(0) + Yewop (2.14)

Relevant sind nur horizontale Komponenten. Umschreiben der Gleichung 2.12 ergibt:

Yi-s(U) = yg_s — c0os Oy * Vg (2.15)

Mit U = 0 ergibt sich fir den statischen Kontaktwinkel ®, die Young’sche Gleichung (2.3)

—s— Y1-s(0
cos @ = Yg-s — V1 s(0) (2.16)
Yl—g
und somit
Y1-s(0) = Yg_s —c0sOg - Vg . (2.17)

Einsetzen von Gleichung 2.15 und 2.17 in Gleichung 2.14 und umformen ergibt

Yg-s — COS Oy - Yi-g = Yg-s — COS O - Yi-¢ + YEwop (2.18)

YEWOD
Yi-g

cos Oy = cosB,y — (2.19)

und schlussendlich ergibt Einsetzen von 2.13 und 2.11 die Young-Lippmann Gleichung

@y = cos @ +Er'£°'U2 (2.20)
cos Oy = cos 0, 2o d .
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2.3.4 Eine technische Interpretation der Young-Lippmann Gleichung
und der Elektrobenetzungskraft

Siebzig Jahre nach Thomas Young (1805), der mit der Young’'schen Gleichung (2.3) den Kon-
taktwinkel beschrieb, veréffentliche Gabriel Lippmann (1875) eine Arbeit Gber Elektrizitat und
Kapillareffekt, die die Grundlage der heutigen digitalen Mikrofluidik bildet. Eine Ubersetzung
aus dem urspringlich Franzosischen ins Englische findet sich in Mugele et al. (2005).

Die Young-Lipmann Gleichung (2.20) ist eine vereinfachte Darstellung eines komplexeren phy-
sikalischen Sachverhalts und kann auf verschiedenen Wegen hergeleitet werden, wie z.B. im
vorherigen Abschnitt Gber die Elektrobenetzungskraft. Berge (1993), Berthier (2012)

Sie beschreibt aber weder den Sattigungseffekt der Kontaktwinkeldnderung, der bei hdheren
elektrischen Spannungen auftritt, noch leitet sich aus ihr ab, weshalb ein elektrisches Feld
auch Tropfen bewegen kann, deren Kontaktwinkel sich nicht dndert.

Unabhédngig von der Herleitung lasst sich an Hand der Interpretation des Modellsystems und
der dazu gehorenden Gleichung sehr anschaulich zeigen, welche physikalischen Einflussgro-
Ren vorliegen. Das hilft dem Anwender, das mikrofluidische System zu optimieren.

Die Anderung des Kontaktwinkels cos @y entspricht einer Energiednderung im System Trop-
fen (Verformung, Polarisierung, Ladungstragerwanderung etc.). Bei sonst konstanten Rand-
bedingungen wird im Folgenden die Auswirkung einer Anderung der einzelnen Variablen be-
schrieben.

Statischer Kontaktwinkel

Abbildung 2.13:  Abhéangigkeiten von Hydrophobie, Kontaktwinkel und Adhdasion

Fotografische und REM-Aufnahmen der Oberflache in verschiedenen VergrofRe-
rungen zeigen etwa 500 nm kleine Polystyrol-Beads. a) Die Tropfen rollen nicht
von der mikrostrukturierten Oberflache (graue Flachen) des Objekttragers. b) Die
Beads erzeugen diese hydrophobe Oberflache. c) Jedoch bleibt ein Tropfen an
groReren Verklumpungen dieser Beads hangen.
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Ein groRRer statischer Kontaktwinkel (engl. auch ,Young’s angle®) @, der FlUssigkeit auf der
Oberflache im neutralen Zustand (keine elektrische Spannung, keine statische Aufladung, kein
Tensid usw.) ermoglicht eine groRere Kontaktwinkeldnderung als ein kleiner ©, bei gleicher
Spannungsanderung.

Die Kraft zwischen Elektrode und Tropfen weist nur eine sehr geringe horizontale Komponen-
te auf. Damit diese ausreicht, um den Tropfen zu bewegen, muss das System Oberflachenbe-
schichtung und Tropfen eine moglichst geringe Adhdsion aufweisen. Diese Eigenschaft geht
meistens mit einem grofRen Kontaktwinkel einher (vgl. Lotusblatt), aber nicht immer umge-
kehrt (vgl. Rosenblatt). Der Rosenblatt Effekt zeichnet sich durch grofRe Kontaktwinkel aber
gleichzeitig hohe Adhéasion aus. (s. Abbildung 2.13 und auch Abschnitt 2.2.3)

Fir eine Elektrobenetzungsanwendung wie einer Flissiglinse (s. Abschnitt 2.4) ist die Ande-
rung des Kontaktwinkels, die daraus folgende Forméanderung und die somit steuerbare
Brennweite der Tropfenlinse. Bei einer Anwendung in der digitalen Mikrofluidik steht die
translatorische Beweglichkeit des Tropfens im Vordergrund.

Permittivitat und Schichtdicke des Dielektrikums

Eine Anderung von g ist nicht méglich und €, ergibt sich aus der Wahl der Materialien zwi-
schen Elektrode und Tropfen.

Fir die hydrophobe Beschichtung ist nur die Oberflache relevant und kann daher beliebig
dinn ausgelegt werden, nicht jedoch die dielektrische Beschichtung. Als hydrophobe Be-
schichtung wird meistens ein Fluorpolymer wie Teflon verwendet, dessen €, mit einem Wert
von etwa 2,1 sehr klein ist. Eine Teflonschicht von 20-100 nm reicht aus, um die hydrophoben
Eigenschaften flachendeckend zu garantieren, und kann problemlos hergestellt werden. Die
dielektrische Schicht hat in der Regel eine Dicke im Mikrometerbereich, wodurch der Einfluss
auf das €, des Gesamtsystems vernachlassigt werden kann.

Teflon ist chemisch inert und bildet eine geschlossene Schicht. Somit ist die Materialwahl fir
das Dielektrikum relativ frei und kann an vorhandene Laborausstattung oder bendétigte Eigen-
schaften wie optische Transparenz oder geringe elektrische Spannungen angepasst werden.

Die zweite wichtige Eigenschaft des dielektrischen Materials ist seine elektrische Durch-
schlagsfestigkeit. Wird das Material zu diinn aufgetragen, dann zerstort die elektrische Span-
nung die Schicht und somit den Chip.

Je groller €, ist, desto weniger Spannung ist notwendig, um die zur Tropfenbewegung not-
wendige elektrische Feldstarke zu erreichen. Je dinner die dielektrische Schicht ist, desto
weniger Spannung ist notwendig, um die zur Tropfenbewegung notwendige elektrische Feld-
starke zu erreichen.

Bei sehr langem Kontakt (Tage oder moglicherweise auch nur Stunden) zwischen FlUssigkeit
und der sehr dinnen hydrophilen Oberflache muss jedoch auch mit einer (chemischen)
Wechselwirkung zwischen Flissigkeit und Dielektrikum gerechnet werden.

Phasengrenze Tropfen und umgebendes Fluid

Die Phasengrenze zwischen Tropfen und Fillermedium, sei es Luft, Vakuum oder eine weite-
re, mit dem Tropfen nicht mischbare, flissige Phase (z.B. Wassertropfen in Silikondl), geht in
die Formel durch y;_g ein (s. auch Abschnitt 2.2.3).
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Im Falle des ruhenden Tropfens bei Elektrobenetzungsanwendungen ist die Verdnderung der
Phasengrenze zwischen Tropfen und Umgebungsmedium im Rahmen der Young-Lippmann-
Gleichung im Grunde nur eine weitere Moglichkeit, den Kontaktwinkel ®9 zu beeinflussen.
Technische Relevanz hat das Umgebungsmedium, wenn es darum geht, den Tropfen als zu-
sammenhangendes Volumen zu stabilisieren, z.B. wenn die Flissiglinse geschuttelt wird. Und
im Falle eines Elektrobenetzungsdisplays, ist nicht der Wassertropfen gefarbt, sondern das
Umgebungsmedium Ol.

Der technisch einfachste Aufbau eines digitalen Mikrofluidik Chips benutzt als Umgebungs-
medium Luft, da hier u.a. auf aufwendige Dichtungen oder Bondprozesse zum Halten des nie-
derviskosen Umgebungsmediums verzichtet werden kann. Fir die experimentelle Anwendung
ist zu berUcksichtigen, dass eine zweite fllssige Phase leichter zu Querkontamination fihrt als
Tropfen, die sich im Umgebungsmedium Luft befinden.

Auch wenn es wesentlich leichter ist, einen Wassertropfen in einem silikondlgefillten Chip zu
bewegen, so sollte der Aufwand nur betrieben werden, wenn die Tropfenbewegung anders
nicht moglich ist. Griinde kénnen etwa eine limitierte elektrische Spannung oder eine sonst zu
hohe Adhasion zwischen Tropfen und Chipoberflache sein.

Grenzen des Modells: Sattigungseffekt

Die Young-Lippmann Gleichung beschreibt die Kontaktwinkelanderung nur flr einen gewissen
Bereich der elektrischen Feldstdrke. Bei groReren Spannungen und somit Feldstarken tritt ein
Sattigungseffekt ein (vgl. Abbildung 2.14).

Berthier (2012) bespricht verschiedene mdgliche Theorien zur Beschreibung des Effektes.
Dabei werden u.a. Faktoren wie Ladungsiberhdhung (engl. ,chargetrapping”), lokale Verrin-
gerung der Oberflachenspannung und ein variabler elektrischer Widerstand innerhalb der
FlUssigkeit thematisiert. Ali et al. (2015) hingegen beschreibt den Sattigungseffekt mit der
AbstoRung von Ladungen an den Grenzflachen des Tropfens.

Besonders an spitzen Ecken und scharfen Kanten wie der 3-Phasengrenze von Tropfen, Die-
lektrikum und Umgebungsmedium entstehen starke elektrische Felder (vgl. Feldiberhéhung
an Elektroden in der Hochspannungstechnik). In Papathanasiou et al. (2005) wird beschrie-
ben, dass der Sattigungseffekt eintritt, wenn die lokale elektrische Feldstarke die Durch-
schlagsfestigkeit des dielektrischen Materials Ubersteigt. Die theoretischen Voraussagen und
Rechenmodelle wiirden zu den experimentellen Ergebnissen passen.

Darauf aufbauend haben Drygiannakis et al. (2009) den EWOD Effekt basierend auf Gleichun-
gen der hydrostatischen Kapillaritdt simuliert, um verlassliche Vorhersagen des Kontaktwin-
kels nahe des Sattigungsbereiches in Abhdngigkeit der angelegten elektrischen Spannung ma-
chen zu kdnnen.

Auch wenn der dielektrische Durchbruch und der Sattigungseffekt nicht direkt miteinander
zusammenhangen, muss jedoch insbesondere der grundlegende Effekt der Feldliberh6hung
beachtet werden, wenn etwa sehr diinne Dielektrika fir die DMF-Chips vorgesehen sein soll-
ten. Der Sattigungseffekt an sich ist flr ein DMF-System nicht direkt relevant, da es weniger
auf die Tropfenverformung, als auf die Tropfentranslation ankommt.

Die Tropfenbewegung kann eher durch eine minimal adhésive Oberflache (Abrollwinkel) ver-
bessert werden, als durch einen grofien statischen Kontaktwinkel 0.
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Abbildung 2.14:  Abhéangigkeit von Kontaktwinkel und elektrischer Spannung

Die Young-Lippmann Gleichung sagt einen parabelférmigen Verlauf voraus. In der
Realitat tritt eine asymptotisch verlaufende Sattigung auf. Nach Berthier (2012)

2.3.5 Hysterese, Abrollwinkel und minimale Aktor-Spannung

Ein Tropfen wird Uber zwei Kontaktwinkel beschrieben: der statische und der dynamische.
Der statische Kontaktwinkel liegt vor, wenn ein unbewegter Tropfen auf einer Oberflache
ruht. Angenommen, es lagen keinerlei Spannungen, Reibungskrafte oder Adhéasionskrafte mit
Ausnahme der Oberflachenspannungen vor, dann wirde jeder Tropfen sofort eine Form ent-
sprechend seines statischen Kontaktwinkels einnehmen.

Realistisch betrachtet muss ein Tropfen jedoch erst mit einer Pipette abgesetzt werden oder
durch Kondensation entstehen, was auch einer Fluidbewegung und somit natirlich eine, dy-
namischen Prozess entspricht. Dabei ist zu erkennen, dass der dynamische Kontaktwinkel
eines Tropfens eine Hysterese beschreibt, die durch einen Fortschreitwinkel und einen Rick-
zugswinkel begrenzt ist.

Wird das Tropfenvolumen erhoht, so muss sich auch seine Kontaktflache zum Feststoff ver-
groRern und dementsprechend wandert die 3-Phasengrenze weiter in Richtung Umgebungs-
medium. Dies geschieht jedoch nicht sofort, sondern erst mit Erreichen des Fortschreitewin-
kels. Zuvor sind Spannungen und Krafte im Tropfen nicht grol8 genug, um die Adhé&sionskrafte
zu Uberwinden (vgl. Haftreibung und Rollreibung in der Mechanik).

Ahnlich verhélt es sich mit dem Riickzugswinkel. Wird der Tropfen abgepumpt, so verkleinert
sich der Kontaktwinkel bis zum Erreichen des Rickzugswinkels, bevor sich die Grundflache
verringert.

Eben diese Hysterese ldsst sich auch bei einem eine schiefe Ebene hinabrollenden Tropfen
beobachten: Der talseitige Kontaktwinkel entspricht dem Fortschreitewinkel und der bergsei-
tige Kontaktwinkel entspricht dem Rickzugswinkel. Und schlussendlich ist der eine Ebene
hinabrollende Tropfen direkt vergleichbar mit einem innerhalb eines DMF-Systems bewegten
Tropfen. Dessen Kontaktwinkel zeigt eine Hysterese zwischen steigender bzw. sinkender aber
im Moment der Messung gleicher Spannung (s. Abbildung 2.15).




Wirkprinzipien in der digitalen Mikrofluidik (DMF)
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Abbildung 2.15:  Die Hysterese des Kontaktwinkels

Stark vereinfachte Darstellung der Hysterese des Young-Lippmann Kontaktwinkels
Uber einer angelegten elektrischen Spannung U. Der Kontaktwinkel bei zuneh-
mender Spannung ist nicht gleich dem bei sinkender, aber gleicher Spannung.
Nach Berthier (2012)

Berthier (2012) fasst fur die zur Tropfenbewegung in einem DMF-System vereinfachend zu-
sammen, dass eine groRe (elektrische) Kapazitdt C des Systems, eine geringe Oberflachen-
spannung y des Tropfens, eine mdglichst hydrophobe Oberflache und somit ein groRer stati-
scher Kontaktwinkel ®, und eine kleine Hysterese a die bendtigte elektrische Spannung U
minimieren:

(2.21)
Umin ~ 2

Mit dieser Gleichung (2.21) und der technischen Interpretation der Young-Lippmann Glei-
chung (s. Abschnitt 2.3.4) konnen die Prinzipien des Aufbaus eines DMF-Chips verstanden
werden.

Wie jedes technische Element sollte auch der DMF-Chip mdéglichst einfach hinsichtlich Mate-
rial, Herstellungsmethoden und Kosten gehalten werden, aber dennoch die notwendigen
Leistungen wie Aktor-Kraft und Funktionalitdt erbringen.
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2.4 Digitale Mikrofluidik und Elektrobenetzung

Haufig werden die Begriffe ,Elektrobenetzung” und ,Digitale Mikrofluidik” bzw. ,electrowet-
ting” und , digital microfluidics” nicht differenziert oder falsch verwendet. So soll der folgende
Abschnitt helfen, um die Unterschiede zu verstehen.

Eine sehr umfassende Abhandlung Uber die Grundlagen der digitalen Mikrofluidik von der
Oberflachenspannung bis hin zur Simulation des Sattigungseffekts der Elektrobenetzung fin-
det sich im Buch ,Micro-Drops and Digital Microfluidics“ von Jean Berthier (2012). Er be-
schreibt ausfihrlich Uber die Details der zugrundeliegenden physikalischen Wirkprinzipien, die
zum Verstdandnis der Elektrobenetzung und zur Konstruktion eines digitalen Mikrofluidikchips
benotigt werden.

Elektrobenetzung

Bei der Elektrobenetzung steht die Verformung des Tropfens im Vordergrund, um einen se-
kundaren Effekt zu erzielen. Bei der Flissiglinse von Varioptic4 dandert sich die Brennweite (s.
Abbildung 2.16), bei dem Elektrobenetzungsdisplay von Liquavista legt sich ein gefarbter
Tropfen Uber einen Bildschirmpixel und @ndert dessen Farbe. Wird das E-Feld deaktiviert, fal-
len diese Systeme in ihren Ausgangszustand zurlck. Fur diese Anwendungen wird meist eine
FlUssigkeit mit hoher Oberflachenspannung bendtigt. Die Elektrobenetzung ist sowohl der
grundlegende physikalische Effekt als auch der Namensgeber dieser Anwendungen.

fu

Abbildung 2.16:  Flussiglinse basierend auf dem Electrowetting-Effekt

Ein Tropfen als eine verformbare optische Linse, deren Brennweite f mit einer
elektrischen Spannung U reguliert werden kann. Diese Linsensysteme é&ndern
elektrisch die Benetzung des Tropfens auf einer Oberflache. Bild Mitte: Mit
freundlicher Genehmigung der Firma Varioptic.

Digitale Mikrofluidik

In der digitalen Mikrofluidik hingegen steht die Translation (und auch Manipulationen wie
Trennen und Mischen) der Tropfen im Vordergrund. Sei es, um wie mit einer Pipette in einem
normalen Labor zwei Chemikalien zu dosieren und zu mischen, oder um einen Wassertropfen
innerhalb eines Mikrofluidikchips zu einem Sensor zu bewegen.

Die Translation wird immer mittels eines Gradienten im elektrischen Feld, aber mittels unter-
schiedlicher elektromechanischer Effekte erreicht: Fir Flissigkeiten mit hoher Oberflachen-

¢ Varioptic, Batiment Tony Garnier, 24 rue Jean Baldassini, 69007 Lyon, Frankreich. http://www.varioptic.com/
Dezember 2016
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spannung (z.B. Wasser) ist der Elektrobenetzungseffekt (EWOD) verantwortlich, flr Flissigkei-
ten mit niedriger Oberflachenspannung (z.B. Silikondl, Ethanol) der Dielektrophorese-Effekt
(DEP). Wird das E-Feld deaktiviert, bleiben die Tropfen auf ihrer neuen Position.

Die Anwendungen sowohl unter dem Begriff der Elektrobenetzung als auch der Digitalen Mik-
rofluidik haben gemein, dass beide durch ein elektrisches Feld eine Kraft auf einen Tropfen
auslben. Jedoch DMF-Chips (Abbildung 2.17) als Elektrobenetzungs-Chips zu bezeichnen,
kann falsch interpretiert werden.

I/

Abbildung 2.17:  Beispiele fir DMF-Chips

a) Deckel und Boden aus ITO beschichtetem Glas (von der Ecken und Bartels
Mikrotechnik) b) OpenDrop ist ein offenes System basierend auf einem Leiter-
platte. Mit freundlicher Genehmigung von Urs Gaudenz (Gaudilabs (2016)) c-e)
Verschiedene Bodensubstrate aus dieser Arbeit, Chrom und Gold auf Glas. f)
DMF-Chip zur TALEN Synthese und g) mit integrierten Sensoren, Elektrodendesign
basiert auf Jebrail et al. (2010).
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2.4.1 Prinzip des DMF-Chip Aufbaus

Die digitale Mikrofluidik (DMF) ermoglicht die diskrete Steuerung kleinster Tropfchen mit Vo-
lumina bis hinunter zu Nano- oder Pikolitern mittels elektrostatischer Krafte auf einem mikro-
fluidischen Chip. Es gibt zwei Hauptarten, in die DMF-Chips unterteilt werden kénnen: offene
und geschlossene digitale Mikrofluidik (s. Abbildung 2.18). Berthier (2012)

Der offene Aufbau besitzt kein Deckelsubstrat, d.h. der Tropfen liegt frei auf der Oberflache
des Bodensubstrats und bildet die typische Tropfenform aus. Bei dem offenen Aufbau wird
das E-Feld zwischen zwei Aktor-Elektroden aufgebaut oder zwischen einer Aktor-Elektrode
und einem Draht, der parallel zum Bodensubtrat verlauft - dhnlich dem Deckelsubstrat. In
jedem Fall ist dieses E-Feld inhomogen.

Die elektrische Feldstarke und somit die Aktor-Kraft Fewop ist beim Chip Typ aus Abbildung
2.18a gering im Vergleich zu den anderen Typen bei gleicher Spannung U. Tropfenmanipulati-
onen lassen sich hier nur erschwert durchfihren. Berthier (2012)

/ / . @—~ S @—~ - @J i

Abbildung 2.18:  Vier unterschiedliche DMF-Chip Typen

a) Offener Chip ohne gegentberliegende Gegenelektrode. Die Aktor-Kraft Fgwop
bei gleicher Spannung U ist dementsprechend klein. b) Offener Chip mit Draht als
Gegenelektrode und groRerer Kraft. c¢) Gedeckeltes System mit einer flachigen
Gegenelektrode. d) Elektrodenmatrix auf Boden und Deckel ermoglicht auch In-
terferenz von E-Feldern.
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Bei gleicher elektrischer Spannung (und Materialien) kann bei dem geschlossenen Aufbau ein
starkeres Feld erzeugt werden, als bei einem offenen Aufbau. AulRerdem ldsst sich so ein ab-
gedichtetes Volumen erzeugen, um z.B. Kontamination der Fluide oder auch der Umgebung
zu vermeiden, oder um die Verdunstung zu reduzieren. Andererseits erlaubt der offene Auf-
bau einen direkten Zugriff auf die Fluide und somit ein einfaches Interface zwischen DMF-
Technik und etwa Pipettier-Robotern.

Der geschlossene Aufbau ldsst sich beliebig komplex erweitern. Es ist z.B. moglich, sowohl
Boden als auch Deckel mit einer Elektrodenmatrix aus individuell beschaltbaren Elektroden zu
entwerfen. Werden drei Potentiale (U, -Us, Erde) verwendet, so lassen sich Interferenzeffekte
nutzen (vgl. Abschnitt 3.3.3). Ob dies sinnvoll oder notwendig ist, muss jedoch fir jeden An-
wendungsfall entschieden werden.

Der geldufigste Aufbau (s. Abbildung 2.18c und Abbildung 2.19) besteht aus einem Bodensub-
strat mit einer Matrix aus Elektroden, die individuell angesteuert werden kdnnen, und einem
Deckelsubstrat, das eine transparente Gegenelektrode aufweist.

2.4.2 Der geschlossene DMF-Chip

Bei einem geschlossenen Aufbau befindet sich der Tropfen in einem in guter Ndherung ho-
mogenen E-Feld, induziert durch die Aktor-Elektrode im Boden und die Gegenelektrode im
Deckel. Dabei kann die Gegenelektrode im Deckel sowohl den gesamten Fluidikbereich Uber-
decken (s. Abbildung 2.18c), wodurch das Deckelsubstrat sehr einfach gehalten ist und Platz
zur Integration zusatzlicher Funktionen bietet (vgl. Kapitel 5), als auch eine Matrix aus einzeln
ansteuerbaren Elektroden aufweisen (s. Abbildung 2.18d).

Ein Dielektrikum isoliert die Elektroden des Bodensubstrats. Ein hydrophobes, chemisch iner-
tes Material auf Boden- und Deckelsubstrat bildet jeweils die oberste Schicht. Boden und De-
ckel werden planparallel durch einen Spacer auf Abstand gehalten und dieser Zwischenraum
bildet die Fluidikkammer.

Dieses System lasst sich mit verschiedenen Komponenten erweitern (s. Abschnitt 2.6). Das
Material der Elektroden ist relativ frei wahlbar und kann in der Regel nach den zur Verfigung
stehenden Fertigungsverfahren ausgewahlt werden. Auf die Herstellungsmethoden fir Elekt-
roden, Dielektrika und hydrophobe Schichten wird kurz in den Abschnitten 2.6 und 3.3 einge-
gangen.

Entscheidend fir die Wahl der Dielektrika ist das Verstandnis ihrer Eigenschaften, Bedeutung
und Problematiken innerhalb eines DMF-Chips.
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Schematische Aufbau eines geschlossenen DMF-Chips

Ein DMF-Chip in Draufsicht (oben, Elektrodendesign nach Jebrail et al. (2010))
und Seitenansicht (unten). Das gangigste DMF-System besteht aus einer Elektro-
denmatrix (individuell mit elektrischer Spannung ansteuerbar) auf dem Boden

und einer einzigen groRen Deckelelektrode (Erde).

2.4.3 Dielektrische Materialien

Die wichtigste Anforderung® an die dielektrische Schicht ist die absolute Pinholefreiheit.
Schon der kleinste Defekt wie ein Staubpartikel zerstort die Isolierung, es kommt zur Elektro-
lyse, zur Zerstorung der Probe, der Elektroden und somit des gesamten Chip Experiments.

Eine dickere Beschichtung von 5-20 um erhoht zwar deutlich die zur Tropfenbewegung beno-
tigte elektrische Spannung, ebenso steigt aber auch die Wahrscheinlichkeit, keinerlei Pinholes
zu produzieren. GrolRere Staubpartikel und Schaden lassen sich leicht erkennen und kleinere
durch Waschprozesse zuverlassig entfernen. Partikel im Bereich von 1-2um stéren eine

> The key is no pinholes - the thicker the dielectric is, the better your chances of this. (persénliche Mitteilung von

Aaron Wheeler, 22.09.2014)
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5-20 um starke Schicht kaum. Zusatzlich sollte die Schichtdicke einen gewissen Sicherheitsfak-
tor hinsichtlich der Durchschlagsfestigkeit aufweisen.

Bei sehr kleinen DMF-Chips bzw. Elektroden, etwa fir Pikoliter Tropfen auf 20 um Elektroden
wie in Lin et al. (2012), muss unter viel strengeren Produktionsbedingungen gearbeitet wer-
den, sodass sich Dinnschichten aus ONO (SiO,-SiyN,-SiOy), SiO, oder Si\N, gut integrieren las-
sen. Bei gdangigen DMF-Chips, die fur ein normales (Mikrofluidik-)Labor gedacht und leichter
herzustellen sind, kdnnen 5-15 um dicke Dielektrika wie beispielsweise Folien aus PET (Roll-to-
Roll oder Laminieren), dauerhafte Beschichtungen aus SU-8 (Spincoating), wieder entfernbare
Schichten aus Cyanoethyl Pullulan (Spincoating) oder stabiles, biokompatibles Parylen (CVD)
verwendet werden. Chen et al. (2014), Kumarand et al. (2012), Lee et al. (2011)

Die Tabelle 2.3 gibt einen Uberblick tiber eine kleine Auswahl an Dielektrika und einiger rele-
vanter Eigenschaften (vgl. Abschnitte 2.3.4 und 2.4.2), die im Rahmen dieser Arbeit verwen-
det wurden.

Entscheidend sind, wie zuvor beschrieben, die (relative) Permittivitdt & und die Durchschlags-
festigkeit Epp. Die relative Permittivitat, geht nach Gleichung 2.11 linear in die Aktor-Kraft ein.
Die Durchschlagsfestigkeit geht indirekt in die Formel ein.

Es wird die Eignung Q definiert, die Durchschlagsfestigkeit und Permittivitat ins Verhaltnis
setzt und auf das von Teflon normiert ist:

EBD €r,Teflon

(2.22)

Q:

& EBD,Teﬂon

Tabelle 2.3: Auswahl dielektrischer Materialien
Zur besseren Vergleichbarkeit der Eignung Q, ist diese auf Teflon normiert. Der
untere Bereich der Tabelle gibt einen Uberblick (iber die benétigte Schichtdicke d
in Abhdngigkeit von U und Egp.

Materialien | Teflon| Kapton | Ta,0s | Parylen-c | CEP | ONO | SU-8 | PET

€r 2,1 3,4 24 3,1 18 4,9 3,2 3,4

Egp / [kV/mm] 300 200 625 185 80 850 110 300

Q 1 2,4 35,7 1,4 3,4 9,9 0,8 2,4

Spannung U | minimale Schichtdicke dmin in Abhangigkeit der angelegten Spannung
V nm

15 50 75 24 81 188 18 136 50

30 100 150 48 162 375 35 273 100

60 200 300 96 324 750 71 545 200

100 333 500 160 541 1250 118 909 333

150 500 750 240 811 1875 176| 1364 500

200 667 1000 320 1081 2500 235| 1818 667

300 1000 1500 480 1622 3750 353 2727 1000

500 1667 2500 800 2703 6250 588 | 4545| 1667

700 2333 3500 1120 3784 8750 824 | 6364| 2333

1000 3333 5000 1600 5405| 12500| 1176| 9091| 3333
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Wird ein mehrschichtiger (di) Aufbau von Dielektrika (&i) verwendet, wie es in der Regel im-
mer der Fall ist (Berthier (2012)), da Teflon zuséatzlich zum eigentlichen Dielektrikum als hyd-
rophobe Schicht hinzukommt, kann die spezifische Kapazitat des Gesamtsystems berechnet
werden nach

€
c=_ 0 _ (2.23)

= I
2i=1,r1$_il

Gangige DMF-Chips, wie sie auch im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, haben spezifi-
sche Kapazitaten in der GroRenordnung um c~2-107-[F-m™]. Berthier (2012)

Es ergeben sich fir die Auswahl des oder der Materialien die zwei Fragen: Wie dinn muss das
Dielektrikum bei seiner gegebenen Permittivitdt ausgelegt werden, damit bei gegebener
elektrischer Spannung eine ausreichende Aktor-Kraft erzielt werden kann? Wie dick muss und
kann dieses Dielektrikum entsprechend seiner Durchschlagsfestigkeit ausgelegt werden, da-
mit seine Stabilitdt gewahrleistet bleibt?

Die Werte fir die minimal notwendige Schichtdicke des Dielektrikums dmin sind nur theoreti-
sche Richtwerte, um eine Vorstellung der benétigten GroSenordnung zu bekommen. Sollte
ein extrem kleines DMF-System angestrebt sein, dann beschreiben Drygiannakis et al. (2009)
z.B. den Zusammenhang zwischen Durchschlagsfestigkeit, Chargetrapping und Sattigungsef-
fekt. Als praktischen Hinweis sei hier erwahnt, dass eine Verdoppelung von dmin eine sichere
Grundlage bildet.

Aber in der Regel ist es nicht wichtig, einen DMF-Chip im Grenzbereich eines Dielektrikums zu
betreiben, um eine zuverlassige Tropfenbewegung zur ermoglichen.

2.5 Grundlegende Tropfenmanipulationen

Im Folgenden werden einfache Funktionen von Beladung eines Reservoirs, Uber Tropfenmi-
schung auf der Matrix bis hin zum Raumen der Matrix in ein Abfallreservoir anhand des
Chipdesigns 10R4xDMF (s. Abschnitt 3.3.1) gezeigt, das fir die meisten Anwendungen und
Abbildungen dieser Arbeit verwendet wurde. Diese Funktionen lassen sich mit jedem norma-
len DMF-Chip durchfihren.

Mit Hilfe zusatzlicher Komponenten, wie z.B. einem Magneten zum Trennen von Tropfen und
magnetischen Partikeln, oder Kapillaren zum automatisierten Entnahme eines fertigen Pro-
dukts, kann das System erweitert werden (s. Kapitel Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefun-
den werden.).

Jede Elektrode entspricht einer eindeutigen (digitalen) Tropfenposition und einem von ihrer
Flache abhangigen definierten Tropfenvolumen (s. Abbildung 2.20a). Ein ausreichend groRes
FlUssigkeitsvolumen wird immer alle aktivierten Elektroden benetzen (Abbildung 2.20b Tren-
nen).

Werden nun die Matrixelektroden in bestimmter Reihenfolge angesteuert, kbnnen die elek-
trostatischen Krafte Tropfen bewegen, trennen, zusammenfihren und mischen. Die Elektro-
den Ubernehmen verschiedene Aufgaben. Sie sind Uber Leiterbahnen mit den Kontaktpads
verbunden, welche zum Einkoppeln der elektrischen Spannung dienen.
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Abbildung 2.20:  Basisoperationen: Bewegen, Trennen und Mischen

Verschiedene Aufgaben benoétigen verschiedene Elektrodendesigns. Reservoir-
elektroden sollen eine moglichst groe Fluidmenge vorhalten und im Zusammen-
spiel mit den angrenzenden Elektroden ein prazises Dispensen ermoglichen. Auf
den Matrixelektroden lassen sich Tropfen bewegen, Trennen und Mischen.

Die Matrixelektroden bilden die Reaktionskammer, in der kleine Tropfen diskret bewegt und
gemischt werden kénnen. Die Reservoirelektroden haben eine deutlich groRRere Flache, um
einen groRen Tropfen vorzuhalten, von dem bei Bedarf kleinere abgetrennt werden kénnen.
Das Tropfenvolumen der fur die Reaktionskammer abgetrennten Tropfen ist abhangig von der
zur Trennung verwendeten Elektrodenflache(n).

Der Tropfen wird sich der Elektrodenkontur soweit anpassen, bis sich ein Gleichgewicht zwi-
schen der aus der Oberflachenspannung resultierenden Kraft und der Elektrobenetzungskraft
eingestellt hat. Je groRer der Tropfen, desto eher nimmt er die Form der unterliegenden
Elektrode an (vgl. Reservoir und Matrix Tropfen in Abbildung 2.20a). Dieses Verhalten kann
z.B. zu Problemen fihren, wenn die Zuleitungen zu grol sind. Der Tropfen wird auch einen
Teil der Flache der Zuleitung benetzen und somit ein ungewollt groReres Volumen beim Dis-
pensen erhalten oder sein Schwerpunkt nach einer Bewegung an einer falschen Position zur
Ruhe kommen.

2.5.1 Elektrodendesign

Wie schon in Abbildung 2.19 zu sehen ist, haben die Elektroden unterschiedliche Formen.
Genau genommen besteht die Elektrode aus Kontaktpad, Zuleitung und der eigentlichen Ak-
tor-Flache. Die Kontaktpads spielen im Folgenden keine Rolle, da sie im Gegensatz zu den
Zuleitungen und Aktor-Flachen nicht an oder im Fluidikbereich zu finden sind.
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Diese Arbeit behandelt ausschlielllich DMF-Chips, deren Elektroden auf einer Ebene mit den
Zuleitungen und Kontaktpads liegen. Mehrschichtige Systeme mit den vorhandenen Mitteln
lithografisch herzustellen ware zu aufwendig gewesen. Alternativen wie Leiterplatten hatten
nicht die notwendige Préazision erreicht.

1

®

Abbildung 2.21: Tropfenbewegung Uber Elektrodenzwischenrdume hinweg

a) Tropfentransport zwischen den Elektroden 1, 2 und 3. b) Kleine Tropfen Uber-
lappen ggf. nicht auf die ndchsten Elektroden 1 und 3. c-d) Eine Interdigitalstruk-
tur ermoglicht auch kleinere Tropfen zu transportieren.

Befindet sich wie in Abbildung 2.21a zu sehen ein Tropfen mittig auf der Elektrode 2, wird er
problemlos auf die Elektroden 1 oder 3 bewegt werden koénnen. Ist das Tropfenvolumen je-
doch zu klein oder ist der Tropfen schlecht positioniert (Abbildung 2.21b), dann befindet er
sich moglicherweise nicht nahe genug an Elektrode 1 oder 3. Die Anwesenheit eines weiteren
Storfaktors wie einer Zuleitung zwischen Elektrode 2 und 3 Zuleitung behindert die Tropfen-
bewegung noch mehr. Wird die Elektrode 3 aktiviert, so wirde dieser Tropfen aufgrund der
quasi nicht vorhandenen Wechselwirkung mit dem elektrischen Feld von 3 auf seiner Position
2 verharren.

Um dem Problem technisch zu begegnen, kann z.B. eine Interdigitalstruktur (s. Abbildung
2.21c und d) verwendet werden. Jetzt kann der Tropfen bewegt werden. Hierbei muss jedoch
wieder beachtet werden, dass im Falle eines kleinen Verhéltnisses von Oberflaichenspannung
und Volumen der Tropfen die Tropfenkontur eine nur schwer kalkulierbare Form annimmt.

Weitere Informationen zum Elektrodendesign kbnnen u.a. in Berthier (2012), Nikapitiya et al.
(2014), Samiei et al. (2015) und Guan et al. (2016) nachgeschlagen werden.

Fir ein flexibel ausgelegtes DMF-System wie im Rahmen dieser Arbeit (ElektrodengréRen von
ca. 5mm? und Tropfenvolumen von 0,5-5ul) gentigt in der Regel ein einfaches rechteckiges
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oder quadratisches Elektrodendesign. Die damit moglichen grundlegenden Tropfenmanipula-
tionen werden im Folgenden gezeigt.

2.5.2 Beladung und Dispensen

Zum Reservoir beladen wird in Abbildung 2.22 an der Kante des Deckelsubstrats ein roter
Tropfen auf der Reservoirelektrode des Bodensubstrats abgesetzt. Je nach Kontaktwinkel und
Oberflachenspannung kann der Tropfen selbstdndig (komplett, teilweise oder gar nicht) in
den Spalt flieRen (s. roter und griner Tropfen Abbildung 2.22a). Sobald die Reservoirelektro-
de aktiviert wird, wandert der Tropfen bei ausreichender elektrischer Spannung in den Spalt
zwischen Boden und Deckel (Abbildung 2.22b und c). Ist der Tropfen vollstandig im Spalt, so
wird er dort unabhangig davon verweilen, ob die Elektrode aktiviert bleibt (roter Tropfen Ab-
bildung 2.22c) oder nicht (griner Tropfen Abbildung 2.22c). Alternativen zur (automatisier-
ten) Beladung und Entleerung der Reservoire stellen etwa Mikropumpen und Kapillaren dar,
oder ganzlich andersartige Systeme wie in Shah et al. (2013). Dort wird ein Reservoir mit einer
undefinierten Flissigkeitsmenge gefillt und anschlielend geleert, wobei eine Elektrode eine
definierte Menge im DMF-Chip zurickhalt.

Abbildung 2.22:  Beflllung der Reservoire

a-c) Zeitliche Abfolge. Ein Tropfen wird an dem Spalt zwischen Deckel und Boden
abgesetzt und durch das elektrische Feld in den Chip gezogen.

Wenn nicht die gesamte Menge aus einem Reservoir benotigt wird, was in aller Regel der Fall
ist, dann muss ein definiertes Volumen aus diesem entnommen werden. Das bedeutet meist
das Dispensen, also die asymmetrische Trennung aus dem Reservoir (s. Abbildung 2.23).

Die abtrennbaren Volumina sind vereinfacht betrachtet diskret, da sie in erster Linie von der
Elektrodenflache und dem Spalt zwischen Boden und Deckel abhangen. Abweichungen ent-
stehen etwa durch unterschiedliche Abrisspunkte oder Oberflachenspannungen der Flissig-
keiten. Dies muss bei der Entwicklung eines Protokolls, bei dem es auf absolute Prazision der
Volumina ankommt, berlcksichtigt werden.
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Abbildung 2.23:  Dispensen aus einem Reservoir

a-c) Zeitliche Abfolge. Das Dispensen aus einem Reservoir bedeutet eine definier-
te asymmetrische Trennung des Fluidvolumens.

Auch hier lasst sich mit entsprechendem Aufwand mehr Prazision erreichen: Der Abrisspunkt
ist besser kontrollierbar, wenn nach Banerjee et al. (2012) das elektrische Feld langsam ge-
senkt wird, oder nach Nikapitiya et al. (2014) ein speziell angepasstes Elektrodendesign ge-
wahlt wird.

Eine ganzlich andere elegante Alternative zum Dispensen bieten die ,virtuellen” Microwells
aus Eydelnant et al. (2012) und die ,,echten” Microwells (s. Abschnitt 6.1).

2.5.3 Mischen

Der nachste Schritt nach dem Dispensen verschiedener Reagenzien ist, abgesehen vom trivia-
len Bewegen, das Zusammenfihren und das Vermischen zweier Tropfen.

Beim Zusammenfihren und Mischen auf der Matrix in Abbildung 2.24 ist deutlich das Ver-
schwimmen der Grenze zwischen Rot und Griin zu beobachten. Nach nur einem Umlauf ist
ein (nahezu) vollstandig durchmischter Tropfen zu sehen. Die Bilder wurden in einem zeitli-
chen Abstand von ca. 1s aufgenommen. Der Prozess lasst sich jedoch nahezu beliebig schnell
umsetzen, sofern die Schaltung der Elektronik (z.B. USB-Antwortzeit, Relaismechanik) und die
Tropfenbeweglichkeit (siehe Abschnitt 2.5.6) eine entsprechende Geschwindigkeit zulassen.
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Abbildung 2.24:  Mischen zweier Tropfen

a-b) Nach dem Zusammenflihren reicht aufgrund der kleinen Kontaktflache die
Diffusion allein nicht zum Mischen aus. c-d) Auch eine einfache lineare Bewegung
ist auch nicht immer ausreichend, vor allem, wenn diese parallel zur Kontaktlinie
verlauft. e-l) Ein haufiger Wechsel der Richtung um 90 Grad ist effektiv (vgl.
schematische Darstellung).

Eine andere Moglichkeit der aktiven Tropfenmischung kann z.B. nach Hong et al. (2012) Uber
extern angeregte Resonanz, oder (ber einen von auBen bewegten , Rihrfischchenschwarm”
aus magnetischen Partikeln (s. Abschnitt 6.4) erreicht werden.

2.5.4 Tropfentrennung auf der Matrix

Wird nach der Durchmischung nur ein Teil fir den ndchsten Prozessschritt bendtigt, so kann
auf der Matrix ein Tropfen in bestimmten Verhaltnissen aufgeteilt werden. Zur Vereinfachung
sei angenommen, dass die Tropfenvolumina hier und in den folgenden Abbildungen ein gan-
zes Vielfaches des kleinstmoglichen noch bewegbaren Tropfenvolumens Vg entsprechen.

Fir die symmetrische Tropfentrennung (s. Abbildung 2.25) auf der Matrix im Verhaltnis 1:1
wird ein Tropfen des Volumens 2-Vy mittig auf drei in einer Linie angeordneten Elektroden
bewegt. Danach wird er Uber die drei Elektroden gestreckt und die mittlere Elektrode deakti-
viert (Abbildung 2.25c, Hantelform mit mittigem Abrisspunkt). Je nach FlUssigkeit reicht dies
noch nicht zur Trennung. Zur Unterstitzung kann jeweils eine weitere Elektrode links oder
rechts neben den duReren Elektroden aktiviert werden, wodurch sich auch asymmetrisch
Trennen ldsst (s. Abbildung 2.26 und Abbildung 2.27). Auch eine diagonale Trennung kann
sinnvoll sein, wenn es Volumen und FlUssigkeitseigenschaften erfordern.

41




2 Grundlagen und Stand der Technik

Abbildung 2.25:  Symmetrische Tropfentrennung auf der Elektrodenmatrix

a-d) Zeitliche Abfolge. Der Tropfen wird Uber drei Elektroden gestreckt (a-c) und
durch Deaktivierung der mittleren Elektrode getrennt (d).

..

Abbildung 2.26:  Assymmetrische Tropfentrennung auf der Matrix im Verhaltnis 1:2

..

Abbildung 2.27:  Assymmetrische Tropfentrennung auf der Matrix im Verhaltnis 1:3

2.5.5 Ausschleusen

Der einfachste Fall der Entnahme ist die Entsorgung von einer nicht mehr benétigten FlUssig-
keit. Dafiir werden die Tropfen in ein Reservoir bewegt und bei Uberfiillung z.B. mittels eines
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Vlies abgesogen (s. Abbildung 2.28). Ebenso wie bei der Reservoirbeladung kann die FlUssig-
keit auch hier unter entsprechendem Aufwand extrahiert werden (Kapillaren, Pumpen).

Abbildung 2.28:  Ausschleusen: Fluidoutput in ein Reservoir

a-c) Ein Tropfen wird in ein Reservoir bewegt. Das fertige Produkt kann nun mit-
tels Pipette oder Kapillare entnommen werden. d) Abfallprodukte konnen z.B. mit
einem Saugvlies aufgenommen werden.

Je nach Versuchsprotokoll verbleibt ein Zwischenprodukt (Tropfen) im Chip, oder kann als
Endprodukt entnommen werden. Die einfachste Methode ist, den Chip zu 6ffnen und den
Tropfen abzupipettieren. Dies ist nur bei nicht dauerhaft gebondeten Chips moglich.

Dauerhaft gebondete Chips sind notwendig, wenn etwa Silikondl als zweite flUssige Phase
statt Luft verwendet wird. Soll der Chip weitervewendet werden, dann kénnte das Endpro-
dukt wieder Uber eine Kapillare entnommen werden. Solche Anséatze sollten wenn moglich
vermieden werden, damit die Anwendung der Technologie entsprechend einfach bleibt.

2.5.6 Charakterisierung von Flussigkeiten in DMF-Systemen

Beweglichkeit

Wie in Berthier (2012) und in Abschnitt 2.2.3 beschrieben, erfillen Tenside in Biologie und
Chemie viele Funktionen. Unter anderem kénnen sie die Emulsion etwa von Ol und Wasser in
eine Losung umwandeln, unspezifische Bindungen reduzieren (Biofouling), oder auch die Ad-
hasion von Flussigkeiten an festen Oberflachen reduzieren. Besonders die letzten beiden Bei-
spiele sind fur die digitale Mikrofluidik relevant.

Beispielsweise flhrt eine Beimengung von Pluronic 64 in eine Losung von Streptavidin in PBS
dazu, dass der Tropfen Uberhaupt beweglich bleibt. Ohne das Tensid wirde das Biofouling
sofort dazu flhren, dass die Oberflache hydrophil wird und die Adhdsion zu PBS nicht mehr
durch die Elektrobenetzungskraft FEwop Uberwunden werden kann.

Ein reiner Wassertropfen erreicht eine héhere Maximalgeschwindigkeit als ein mit unter-
schiedlichen Tensiden versetzter Tropfen bei gleicher elektrischer Feldstarke (s. Abbildung
2.29). Jedoch ist durch das Tensid die Haftung und somit die zum Start der Tropfenbewegung
minimal notwendige elektrische Feldstdrke geringer. Detaillierte Informationen finden sich in
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Berthier (2012), der auf viele Aspekte wie Tropfenkinetik, alternative Modelle zur Beschrei-
bung der Tropfenbewegung und auch deren Berechnung und Simulation eingeht.

4 Sattigung
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E Hyperbolisches
2 Profil
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2 | Schwellenwert e —  mit Tensid

Angelegte elektrische Spannung

Abbildung 2.29: Tropfengeschwindigkeit in Abhangigkeit der elektrischen Spannung

Eine FlUssigkeit mit Tensid (gestrichelte Linie) und ohne Tensid (durchgezogene
Linie). Der Schwellenwert fir die einsetzende Tropfenbewegung ist niedriger bei
Tensideinsatz, aber ebenso die maximal erreichbare Tropfengeschwindigkeit. Ab-
bildung nach Berthier (2012)

Vergleichbarkeit

Um eine gute Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen DMF-Chips oder verschiedenen Flis-
sigkeiten (Optimieren der Tropfenbeweglichkeit) zu haben, ist es sinnvoll, eine Referenzmes-
sung mit Wasser bei sonst gleichen Bedingungen (Zeit, Atmosphéare, DMF-Chip) durchzufih-
ren.

Die Kurven in den Diagrammen der Abbildung 2.30 zeigen die Messwerte der Kapazitdt zwi-
schen Boden und Deckelelektrode (vgl. Abschnitt 2.3.3) in Abhangigkeit der Zeit einer einzel-
nen Tropfenbewegung (1. bis 50. Bewegung).

Die Endposition des Tropfens ist erreicht, wenn die Kurve C(t) ihr Plateau erreicht. Die Hohe
des Plateaus ist im Gegensatz zur Maximalgeschwindigkeit sehr stabil, aber der Beginn des
Plateaus ist im Grunde willkirlich zu setzen, da sich die Kurve diesem asymptotisch nahert.

Die Tropfenbeweglichkeit kdnnte durch die Maximalgeschwindigkeit des Tropfens oder durch
die Zeit, die zum Erreichen der ndchsten Position notwendig ist, also seiner durchschnittlichen
Geschwindigkeit, charakterisiert werden.
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Die Geschwindigkeit ist die zeitliche Ableitung der Kurve C(t) aus der Kapazitdtsmessung Uber
der Zeit, die Messwerte sind diskret und somit ist die Berechnung der Geschwindigkeit sensi-
bel gegenlber Fluktuationen. Jedoch ist sie auch ein eindeutiger Wert, das (lokale) Maximum
der Ableitung.

Anstatt Chips tber einen empfindlichen oder nicht eindeutig festzulegenden Wert zu verglei-
chen, ist ein Diagramm mit der Gegenuberstellung der Bewegungskurven aus wiederholten
Versuchen vorzuziehen (Abbildung 2.30 a bis c).

Abbildung 2.30a zeigt den Verlauf der Kurve von C(t) einer Pufferldsung. Ein stetiger Verlauf
der Kurven der Messwerte der jeweiligen Bewegung bedeutet, dass sich die FlUssigkeit gut
bewegen lasst. Die relativ gleichbleibende Form und GroRe der Kurven untereinander bedeu-
tet, dass die Beweglichkeit stabil bleibt. Die FlUssigkeit ist im betrachteten Zeitraum fur die
DMF geeignet.

Abbildung 2.30b zeigt dieselbe FlUssigkeit, der jedoch ein Tensid (z.B. ein Polysorbat) beige-
mischt wurde. Ein stetiger Verlauf der Kurven der Messwerte der Bewegungen (1. bis 5.) be-
deutet, dass sich die Flssigkeit gut bewegen lasst. Die starke Abweichung in Form und GroRe
der spateren Kurven (25. bis 50.) bedeutet, dass die Beweglichkeit abnimmt. Das Tensid fuhrt
zu einer Verschlechterung ist in dieser Konzentration und flr diese im betrachteten Zeitraum
gesehen fir die DMF ungeeignet.

Abbildung 2.30c zeigt die Flussigkeit aus Abbildung 2.30a, der jetzt das anderes Tensid (z.B.
ein Poloxamer) beigemischt wurde. Ein stetiger Verlauf der Kurven der Messwerte der Bewe-
gungen (1. bis 50.) bedeutet, dass sich die FlUssigkeit gut bewegen lasst. Die relativ gleichblei-
bende Form und GroRe der Kurven untereinander bedeutet, dass die Beweglichkeit stabil
bleibt. Das Tensid ist in dieser Konzentration und flr diese Flissigkeit im betrachteten Zeit-
raum flr die DMF geeignet.
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Abbildung 2.30:

Zeit

Auswahl des richtigen Tensids

Eine Pufferlosung (a) bewegt sich sehr schnell und zeigt keine Tendenz zum Bio-
fouling. Wird ein Tensid bendétigt ist die richtige Wahl basierend auf chemischen,
biologischen und nicht zuletzt technischen Grinden entscheidend. b) Die Ver-
minderung der Tropfenbeweglichkeit bedeutet, dass ein Tensid ungeeignet ist. c)
Die konstant gute Tropfenbeweglichkeit wird durch ein geeignetes Tensid er-

reicht.
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Bewegbarkeit verschiedener Flissigkeiten

Wenn ein Experiment oder Protokoll flir ein DMF-System entworfen wird, ist es sinnvoll zuvor
zu wissen, welche Flissigkeiten Uberhaupt DMF-geeignet sind. Fir Personen aus DMF-
fachfremden Gebieten wie Biologie oder Chemie stellen die nachfolgenden Tabellen eine
grolRe Hilfe dar. Die Daten in Tabelle 2.4 wurden von Chatterjee et al. (2006) gemessen (°)
bzw. (*) aus Sekundarquellen zusammengetragen. Sie beinhaltet in dieser Spaltenreihenfolge
die Namen der FlUssigkeiten, deren relative Permittivitat, elektrische Leitfdahigkeit, Oberfla-
chenspannung, Kontaktwinkelanderung und Bewegbarkeit.

Tabelle 2.4: Bewegbarkeit verschiedener Flissigkeiten

(+) bewegbar bzw. (-) nicht bewegbar unter ,normalen“ DMF-Bedingungen (nur
EWOD-Effekt). Ubernommen und libersetzt aus Chatterjee et al. (2006).

Flissigkeit &’ K* y? AB° Bew.
S/m mN/m Grad
Formamid 111,0 3,5-10° 57| 16,1+0,4 | +
Wasser 80,1| 8,7 10" 72| 30,0+0,0°| +
Ameisenséure 51,1 7,0-10° 37| 263+2,0°| +
Dimethylsulfoxid 47,2 3,0-107 43| 153+0,3"| +
Dimethylformamid (DMF) 38,3 3,2-10” 37 69+2,0 | +
Acetonitril 36,6 1,9 -10° 29| 9,8+0,6 | +
Methanol 33,0/ 1,7-10% 22| 98+1,07| +
Ethanol 253 7,4-107 22| 105+0,7°| +
Aceton 21,0 50-107 23| 64+027| +
Piperidin 4,3 1,0-107 29| 89+0,6 | +
1-Pentanol 15,1 8,0-107 25| 12,8+0,8"| +
1-Hexanol 13,0 1,6-10” 26| 146+0,7 | +
Dichlormethan 8,9 1,0 - 10”7 27 3,7+ 0,6* +
Dibrommethan 78| 2,6-10% 39| 73+1,07| +
Tetrahydrofuran 75| 50-10% 26| 4,9+09°| +
m-Dichlorobenzen 5,0 35 0,1+ 0,1* +
Chloroform 4,8 7,0-10°% 27 0,5+ 0,4* +
65% Toluol, 35% 1-hexanol | 3,7 | 3,0-10% 28*|  6,1+3,0 | +
70% Toluol, 30% 1-hexanol 3,4* 28* 0,3+ 0,3* +
4-Methyl-3-heptanol 3,3 25| 0,103 +
75% Toluol, 25% 1-hexanol | 3,1 28*%|  0,0+02°| +
4.7 mM TBATFB in Toluol 23| 18-107 28*| 56+0,6 | +
80% Toluol, 20% 1-hexanol | 2,9° 28%|  0,1+0,3"| -
4-Methyl-4-heptanol 2,9 25| 0,2+02| -
Toluol 2,4 | 80-10" 28| 02+04"| -
Tetrachlormethan 2,2 4,0 - 107° 26 1,0+ 0,0* -
Cyclohexan 20/ 7,0-10 25| 0,2+05 | -
Decan 1,8 23| 05+0,6 | -
p-Dichlorobenzen in Toluol 1,5* -
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Hier ist bemerkenswert, dass trotz kaum vorhandener Kontaktwinkelanderung u.a. Chloro-
form bewegt werden kann und andere Flissigkeiten wie Cyclohexan hingegen nicht.

Die Tabelle 2.5 aus Dubois et al. (2006) zeigt eine Liste der Bewegbarkeit ionischer Flissigkei-
ten bei Raumtemperatur im Vergleich zu Wasser innerhalb eines DMF-Systems. Es handelt
sich hier um ein offenes DMF-System mit Elektroden von 800 x 800 um?. Die Tabelle beinhal-
tet in dieser Spaltenreihenfolge die Namen der FlUssigkeiten, deren Oberflachenspannung,
statischen Kontaktwinkel und Kontaktwinkelbereich in Abhangigkeit der minimalen und ma-
ximalen Spannung, bei der die Tropfen bewegbar waren.

Nicht nur flr das spdtere Experiment selbst, sondern auch fir die Herstellung der DMF-Chips
ist es relevant zu wissen, in welchem Bereich die notwendigen FlUssigkeiten bewegbar sind
und wie dementsprechend der DMF-Chip ausgelegt werden muss (z.B. Schichtdicke des Die-
lektrikum und Spannungsversorgung).

Tabelle 2.5: Bewegbarkeit ionischer Flussigkeiten

Ubernommen und Ubersetzt aus Dubois et al. (2006).

FlUssigkeit Y ®o Ou Umin Umax
mN/m Grad Grad V Vv

[tmba][NTf,] 34,5 77,0 30-45 18 48
[bmin][BF4] 46,3 94,2 40-45 22 58
[bmin][PFg] 43,6 94,8 30-40 26 58
[bomin][NTf,] 33,9 76,5 30-35 18 53
[teba][NTf;] - 76,5 30-32 18 48
[emin][NTf;] - 81,1 35-40 23 58
[CsH19BrN][NTf,] - 85,7 30-35 27 48
[C7H16NO,][NTF] - 89,5 31-36 30 58
[CosHs4][OTH] - 79,5 30-35 22 53
[CeH1gNO][NTH;] - 89,1 30-35 28 58
[CoH17NO,][NTH,] 37,4 85,1 28-30 21 63
[C10H20NO3][NTH;] 39,4 86,6 33-40 22 58
destilliertes Wasser 72,5 110,0 85-90 40 63
NH4HCO3 25mM

+0,05% Tween 20 65,7 98,0 50-55 23 65
NH4HCO3 25 mM

+ 1% Tween 20 38,0 81,0 - 20 -
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2.6 Herstellungsmethoden fir DMF-Chips

Das Bodensubstrat eines normalen DMF-Chips besteht in der Regel aus vier Komponenten:
LeitstUtzstruktur, Elektroden, Dielektrikum und hydrophobe Beschichtung. Im Prinzip kom-
men die Flissigkeiten im Chip nur mit der obersten, der hydrophoben Beschichtung in Kon-
takt, weswegen fir alles andere eine relativ flexible Materialauswahl getroffen werden kann.
Alle Materialien und Herstellungsprozesse missen nattrlich miteinander kompatibel sein.

Ein Stoff kann aus der Gas- oder Plasmaphase z.B. Uber CVD, Sputtern und Elektronenstrahl-
verdampfung abgeschieden, als Flussigkeit durch (Inkjet-)Druck, Spincoating, Dipcoating und
Spraycoating aufgetragen, oder als Feststoff geklebt und laminiert werden. Mittels Spin-
coating werden etwa Polymere sowohl als Resist fir die Lithografie temporar aufgetragen, als
auch dauerhaft als Dielektrikum verwendet.

Ein stabiles, elektrisch isolierendes Substrat bildet die Leitstltzstruktur. Hier eignet sich Glas
in besonderer Weise. Es ist chemisch inert, biokompatibel, durchsichtig und kann mit einer
glatten Oberflache hergestellt werden. Alternativ konnen auch diverse Kunststoffe oder Silizi-
umwafer geeignet sein, wenn es die Herstellung oder die sonstigen Randbedingungen wie z.B.
Kosten oder physikalische Eigenschaften verlangen.

In erster Linie ist das Substrat aber nur der mechanische Trdger flr die elektrisch leitende
Schicht, aus der die Elektrodenstrukturen erzeugt werden, und muss lediglich fir alle folgen-
den Prozessschritte geeignet sein. Wird die Elektrodenstruktur lithografisch hergestellt, dann
muss das Substrat stabil gegentber allen Lésemitteln der Waschschritte und Siuren der Atz-
prozesse sein.

Materialien

Gangige Elektrodenmaterialien sind Gold, Chrom, Silber, ITO oder Kupfer. Diese missen auf
das Basissubtrat aufgebracht werden. Fir Goldelektroden auf Glas wird in der Regel Haftver-
mittler (z.B. Chrom) benoétigt, aber es kdnnten dann auch direkt Chromelektroden verwendet
werden. Sputtern, CVD und Elektronenstrahlverdampfer sind Techniken zum Erzeugen din-
ner Schichten (wenige Nanometer bis mehrere Mikrometer) aus diesen Materialien.

Diese Techniken wurden in dieser Arbeit nicht verwendet. Fir die per Lithografieprozess
strukturierten Elektroden wurden zwar in der Regel Chrom-beschichtete Glaswafer verwen-
det, welche von einer externen Quelle bezogen wurden.

Inkjetdruck und Papier-Chips

Eine interessante Entwicklung, die in den letzten Jahren zunehmend beliebter wurde, ist Pa-
pier-basierte (digitale) Mikrofluidik. Dabei wird die Elektrodenstruktur per Inkjetdruck erzeugt
(s. Abschnitt 6.1). Dazu muss die leitfdhige Tinte (z.B. durch Zusatz von Silberpartikeln) auf
dem Material haften und ein gutes Druckbild erzeugen kénnen. Papier als Material ist kosten-
glnstig, hat aber nur eine geringe mechanische Stabilitat verglichen mit Glas oder Kunststoff.
Diesem Nachteil kann z.B. durch spateres Aufkleben auf ein festes Substrat begegnet werden.

Leiterplatten

Die grofte Chance zur glnstigen, individuellen Massenfertigung bietet die Leiterplattenin-
dustrie. Hier lassen sich auch mehrlagige Leiterbahnen und somit groRe Felder von Aktor-
Elektroden realisieren. Ein Problem stellt jedoch die kostenglinstige Produktion von entspre-
chend feinstrukturierten Elektroden dar.
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Flr eine gute Tropfensteuerung sollten die Zwischenrdume der Elektroden etwa 30um bis
héchstens 50 um breit sein. Das ist technisch an sich kein Problem, da mit Lithografie gearbei-
tet werden kann. Jedoch handelt es sich dabei immer noch um Spezialanfertigungen, die nicht
den gangigen StrukturgrofRen der Massenfertigung der Leiterplattentechnik entsprechen,
welche eher bei 100 um liegen. Somit bleibt abzuwarten, ob sich in diesem Bereich in Zukunft
kommerzielle Zulieferer positionieren kénnen oder wollen.

Laser

Das direkte Schreiben mit Lasern ist flr ein Einzelstlck die schnellste Methode, aber bereits
der zweite oder dritte Chip wirde den Zeitvorteil verlieren. Anstatt die Elektrodenstruktur des
Chips direkt per Laser zu schreiben, kann ebenso eine Maske fiur die Lithografie geschrieben
werden. Kommerziell verfigbare Drucktechniken zur Maskenherstellung enden bei Struktur-
grolBen um 10um, einfach zugangliche Druckerldsungen enden bei StrukturgréfRen von etwa
50 um.

Lithografie

Die am weitesten verbreitete Technik zur Herstellung der Elektrodenstruktur von DMF-Chips,
bleibt immer noch die Lithografie, einem der Standardherstellungsprozesse der Mikrosystem-
technik. Lithografie weist eine hohe Prazision und Reproduzierbarkeit auf. Strukturgréfen bis
in den einstelligen Mikrometerbereich sind problemlos moglich. Mit Elektronenstrahlschrei-
bern lassen sich auch Strukturen im Nanometerbereich realisieren, die jedoch fur die digitale
Mikrofluidik nicht von Relevanz sind.

Die Herstellungstechniken sollen hier nicht ndher erldutert werden, aber es finden sich alle
notwendigen Parameter zur Reproduktion der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Pro-
zesse (s. z.B. Abschnitte 3.3, 4.1, 5.2). Fir Details zu den Grundlagen der verwendeten Her-
stellungstechniken sei auf entsprechende Fachliteratur wie z.B. Mohr et al. (2005) verwiesen.

Elektrodenherstellung

mittels Lithografie
Entwickeln

Belichten und Atzen Dielektrikum Teflon Vereinzeln
(1 Wafer) (Tauchbad) (Tauchbad)  (Tauchbad) (1 Wafer)

\ 4 \ -

LU

Abbildung 2.31:  Skalierbarkeit verschiedener Herstellungsschritte eines DMF-Chips

Wéhrend die Belichtung bei der lithografischen Herstellung und das abschlieRen-
de Vereinzeln mit einzelnen Wafern erfolgen mussen, kdnnen die tUbrigen Schrit-
te im Batchbetrieb erfolgen.
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2.7 Stand der DMF-Technik und Ansatzpunkte zur
Weiterentwicklung

Die Digitale Mikrofluidik bietet zunachst einmal nur Fluidhandling innerhalb eines
Lab-on-Chip-Systems. Um die Moglichkeiten dieses ,,Mini-Labors” zu erweitern, werden im
Folgenden vorhandene Methoden zum Handling einer festen Phase im Reaktionssystem, zum
Elektroden-unabhangigen Dispensen, zur Erweiterung zu einem DMF-UTAS System und der
Anwendungen im Bereich der synthetischen Biologie vorgestellt.

2.7.1 Magnetische Partikel

Protokolle aus Chemie- und Biologielaboren verwenden neben Pipetten und Mikroreaktions-
gefallen auch magnetische Partikel (Beads), welche sich aus den verwendeten Flissigkeiten
mittels Magnetfeld ausfdllen lassen (Long et al. (2009)). Auf deren Oberflache kédnnen sich
Bestandteile der Losungen anlagern, um diese aus einer Flissigkeit zu extrahieren und in eine
andere zu Ubertragen, oder um auf der Partikeloberflache selbst eine Reaktion zu initiieren.

Auch innerhalb eines DMF-Chips lassen sich fir Reaktionen an festen Oberflachen magneti-
sche Partikeln verwenden, die anschliefend mittels Magnetfeld (Fg) aus einem Tropfen aus-
gefdllt und auf dem Boden fixiert werden, wahrend der Tropfen mittels des elektrischen Fel-
des (Fewop) wegbewegt wird (s. Abbildung 2.32). AnschlieBend kdnnen die Partikel von einem
weiteren Tropfen aufgesammelt und resuspensiert werden. Damit eroffnet sich die Moglich-
keit, nicht nur flissige, sondern auch feste Phasen in dem DMF-System zu steuern und das
lediglich unter Zuhilfenahme eines einfachen Permanentmagneten.

Bisher wurden entweder Magnete oder eine langliche magnetische Linse nach Choi et al.
(2013) zur Magnetfeldverstarkung verwendet und an einer festen Position unter einem DMF-
Chip positioniert.

DMF-Chips sind sehr flexibel in der Steuerung von FlUssigkeiten. Das sollte in dhnlicher Weise
auch auf die Steuerung von magnetischen Partikeln Ubertragen werden. Daher wird in Ab-
schnitt 6.4 ein neues System zur Steuerung magnetischer Partikel in DMF-Chips vorgestellt.

Fewop

Abbildung 2.32:  Magnet und DMF-Chip trennen magnetisierbare Partikel und Tropfen




2 Grundlagen und Stand der Technik

2.7.2 Passives Dispensen: (Virtuelle) Wells

Eine Alternative zu den Partikeln als Reaktionsflache sind speziell beschichtete Flachen
(,Spots”) auf der ansonsten hydrophoben Chipoberflache (s. Abbildung 2.33). Auf diesen lasst
sich wie auf den Partikeln Oberflachenchemie betreiben. Ng et al. (2015a)

Diese Spots sind im Gegensatz zu den Partikeln unbeweglich. Daflr bietet sich aber ihr Einsatz
als ,virtuelle” Microwells nach Eydelnant et al. (2012) an. Dies sind Locher in der hydropho-
ben Schicht, deren Grundfldche etwa die GroRenordnung der Elektroden besitzt. Wird ein
Tropfen an diesen Spot herangefiihrt, wird er diesen umgehend benetzen.

Abbildung 2.33:  Prinzip des hydrophilen Spots als ,virtuelles” Microwell

Locher in der hydrophoben Schicht (gelb) bilden hydrophile Spots. Die elektrosta-
tischen Krafte des DMF-Systems reichen nicht aus, um die Flissigkeit aus dem
hydrophilen Spot zu ziehen. Jedoch kann das Uberschissige Volumen abgetrennt
werden. Damit ergibt sich eine Methode zur Dosierung unabhangig der Elektro-
dengroRe.

Auch wenn das Microwell nicht von Flissigkeit befreit werden kann, von Verdunstung einmal
abgesehen, so kann diese sehr wohl ausgetauscht werden. Angenommen ein weiterer, min-
destens gleichgroRer Tropfen wird von der einen Seite zu dem auf dem Spot festgesetzten
ersten Tropfen geflhrt. Die Tropfen werden sich zu einem groRReren verbinden. Jetzt wird auf
der anderen Seite eine Elektrode aktiviert.

Der Tropfen wird sich insgesamt Richtung der aktivierten Elektrode bewegen, weil es energe-
tisch keinen Unterschied macht, ob nun die urspriingliche Flissigkeit des ersten oder zweiten
Tropfens den Spot benetzt, wohl aber, ob die Elektrode benetzt ist. Wird versucht, den Trop-
fen weiter zu bewegen, wird ein Teil des Volumens abreilRen und weiterwandern (urspringli-
che Flussigkeit auf dem hydrophilen Spot), wohingegen der andere Teil (der spater hinzuge-
flgte Tropfen) auf dem hydrophilen Spot verbleibt. Das Fluid Uber dem Spot wurde somit
ausgetauscht. Barbulovic-Nad et al. (2010), Eydelnant et al. (2012), Witters et al. (2013)

Eine andere Form von ,echten” Microwells wird in von der Ecken et al. (2017) vorgeschlagen
(Kapitel 5 und Abschnitt 6.1). Die Spots sind nicht mehr hydrophile Bereiche auf der Oberfla-
che, sondern zylindrische Locher gleicher Grundflache innerhalb des Substrats mit einer Tiefe
der GroRRenordnung von 5-20 um.

In Kapitel 5 und Abschnitt 6.1 werden die ,echten” Microwells und ihre Vorteile gegeniber
den ,virtuellen” Microwells beschrieben: Die Flissigkeit kann vollstdndig entfernt werden; die
Oberflachenbeschichtung ist durchgdngig und erméglicht so z.B. eine ganzlich inerte, bio-
kompatible Oberflache.
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2.7.3 Sensorik

Falls einfache Laboraufgaben im Submikroliterbereich auf einem DMF-Chip durchzufihren
sind, bietet eine Mikroskopkamera die einfachste Moglichkeit die Tropfen innerhalb des DMF-
Systems optisch zu verfolgen.

Eine indirekte Methode ist durch die Messung der elektrischen Kapazitat zwischen Boden-
und Deckelelektrode gegeben. Ein Tropfen erhoht die Kapazitdt um bis zu mehreren GréRen-
ordnungen im Vergleich zu Luft. Damit lassen sich die Tropfenpositionen bestimmen und de-
ren Volumen und Bewegung Gberwachen. Integrierte Sensoren bieten weitaus mehr Méglich-
keiten.

Werden zusatzlich frei liegende und mit den Tropfen in elektrischem Kontakt stehende Elekt-
roden in den Chip integriert, so lassen sich direkt elektrische Leitfahigkeit, Strome und Span-
nungen messen. Dryden et al. (2013) verwendet diese zur Voltametrie.

Ceyssens et al. (2013) und Choi et al. (2015) benutzten optische Fasern innerhalb der DMF-
Reaktionskammer flr Transmissions- oder spektroskopische Messungen. Wahrend hier ledig-
lich einzelne Polymer- oder Glasfasern in das freie Volumen der Reaktionskammer gelegt
werden, ist die Integration eines Dunnfilmfotodetektors deutlich komplizierter. Luan et al.
(2012)

Wird wie in diesem Fall der DMF-Chip oder Teile des selbigen modifiziert bzw. der Sensor di-
rekt auf diesen hergestellt, so findet dies in der Regel auf dem Deckelsubstrat statt. Dessen
grundlegender Aufbau ist im Vergleich zum Bodensubstrat weitaus einfacher und dadurch
auch die Integration weiterer Komponenten. So verwenden auch Arce et al. (2012) in das De-
ckelsubstrat integrierte siliziumbasierte nanophotonische Mikroringresonatoren fiir Label-
freie Detektion von Biomolekulen.

Wahrend die beiden letzten Beispiele Anschlisse bzw. Punkte zum Ein- und Auskoppeln der
Lichtsignale bendtigen, wurde in dieser Arbeit ein Multisensor-Chip entwickelt, der Whispe-
ring Gallery Mode Mikrokelch Laser (WGMML) und digitale Mikrofluidik vereint. In Kapitel 5
wird beschrieben, wie das neue System eine markerfreie Detektion von Biomolekilen bei
gleichzeitig deutlich vereinfachter Integration der Sensoren ermdglicht, welche dartber hin-
aus keinen physischen Kontakt zum externen Analysesystem benotigen. Die WGMML werden
von aullerhalb des DMF-Chips angeregt werden und ihr emittiertes Licht wiederum auRerhalb
detektiert. (s. Abbildung 2.34) von der Ecken et al. (2017)

WGMML als
Sensor

Abbildung 2.34: Integration von Sensoren in einen DMF-Chip

Im Deckelsubstrat sind Whispering Gallery Mode Mikrokelch Laser (WGMML) als
Sensoren integriert. Die WGMML koénnen kleinste Molekilkonzentrationen mes-
sen und die DMF bewegt kleinste Flissigkeitsmengen.
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2.7.4 Stand der Technik

Die digitale Mikrofluidik (DMF) bietet einen attraktiven Ansatz flr rekonfigurierbare Lab-on-
Chip-Systeme, die mittels elektrostatischer Krafte einzelne Tropfen unabhangig voneinander
auf einem Feld von Elektroden steuern. Neben den grundlegenden Manipulationen wie Be-
wegen, Trennen/Dosieren, Zusammenfihren und Mischen, sind chemische und physikalische
Analysen in-situ von entscheidender Bedeutung fir die Durchfihrung kontrollierter Reaktio-
nen in solchen Systemen. Abdelgawad et al. (2008), Fair (2007), Ng et al. (2012)

Hierzu konnen integrierte mikrooptische Bauelemente verwendet werden, um grol3zahlige
Felder aus hochempfindlichen Sensoren zu erzeugen, die individuell angesprochen eine paral-
lele Detektion einer Vielzahl von Analyten ermdglichen. Obgleich in den letzten Jahren Fort-
schritte im Bereich der mikrooptischen Biosensoren zu verzeichnen waren, existieren nur we-
nige Beispiele, in denen diese auch in DMF-Systeme integriert wurden. Cooper (2002),
Estevez et al. (2012), Sun et al. (2012)

In-situ spektroskopische Analyse in DMF-Systemen wurde basierend auf konventionellen
Lichtquellen und Spektrometern demonstriert, wobei dedizierte optische Fasern das Licht in
das Messsystem und das Fluid Uber physischen Kontakt ein- und auskoppeln. Choi et al.
(2015)

Wenn fur Absorptionsmessungen der Lichteinfall parallel zur Tropfenebene verlauft, erhéht
sich die Weglange betrachtlich und erhoéht somit die Sensitivitat im Vergleich zur konventio-
nellen senkrechten Lichteinkopplung. Srinivasan et al. (2004), Wijethunga et al. (2011)

Spektroskopische Messmethoden bendtigen jedoch immer noch eine Markierung der Zielmo-
lektle und sind daher eingeschrankt bei der Detektion einzelner Analyten im zu testenden
Tropfen. Ahnliche Beschrankungen bringen Versuche mit miniaturisierten optischen Bauele-
menten wie lichtemittierenden Dioden (LED) oder Fotodetektoren in direkter Umgebung ei-
ner DMF-Zelle mit sich, die zu Absorptions- bzw. Chemolumineszenzmessungen verwendet
wurden. Luan et al. (2012), Shamsi et al. (2016), Srinivasan et al. (2004)

Die Moglichkeit einer markerfreien in-situ Detektion in DMF-Systemen wurde mit Plasmon-
Polarisation (SPR) Sensoren auf dem Deckelsubstrat eines DMF-Systems demonstriert, aber
auch dieser Ansatz ist auf die Detektion eines Analyten pro DMF-Zelle beschrankt. Malic et al.
(2010)

Einen alternativen Ansatz stellt die Integration von Mikroresonatoren in DMF-Systeme dar.
Diese mikroskopischen Resonatoren bendtigen nur eine sehr kleine Grundflache und es lassen
sich grolRzahlige Sensorarrays in Bereich eines einzelnen Elektrodenfeldes unterbringen, die
somit eine simultane Detektion multipler Analyten in einem einzelnen Tropfen ermdoglichen.
Bisher wurden nur Resonator-basierte Sensoren in DMF-Systemen mit maximal zwolf Elemen-
ten demonstriert und diese konnten lediglich zur Messung von Brechungsindizes verwendet
werden. Arce et al. (2012), Luan et al. (2012), Royal et al. (2013)

Eine markerfreie Detektion von Biomolekilen mittels Mikroresonatoren in DMF-Systemen
wurde noch nicht erreicht. AuRerdem basierten friihere Experimente auf durch Wellenleiter
gekoppelten passiven Elementen, die mit Wellenldngen im Infrarotbereich arbeiten, was die
Sensitivitat in Wasser nachteilig beeinflusst. Zhu et al. (2008)
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2.7.5 Anwendungsmoglichkeiten der DMF

Ein wichtiger Prozess in der synthetischen Biologie ist die Polymerase-Kettenreaktion (PCR,
,polymerase chain reaction), die zur in-vitro Vervielfdltigung von Erbsubstanz bendétigt wird.
Dabei wird das Fluid, das die Erbsubstanz und die Reaktanzen enthilt, iterativ erwdrmt und
gekuhlt. Im Unterschied zu einem kugelférmigen Tropfen oder einem vollen Mikroreaktions-
gefal3, ist das Oberflache-zu-Volumen Verhaltnis eines flachen Tropfens im DMF-Chip signifi-
kant groRer. Damit kann dieser deutlich effizienter und schneller erwarmt und gekihlt wer-
den.

Diesen Vorteil der DMF gegentber normaler Mikrofluidik bzw. einem normalen Labor fir eine
PCR machten sich Chang et al. (2006) zu Nutze. Verfeinert wurde diese Arbeit von Sista et al.
(2008), die eine 40-Zyklen Echtzeit-PCR in 12 min realisieren konnten, der normalerweise 1h
oder langer dauert. Sie integrierten Heiz- und Kihlzonen in ihr DMF-System. Hua et al. (2010)
entwickelten daraus eine Plattform zur automatisierten PCR und parallelen Probendetektion.

Weitere Arbeiten im Themenfeld der DNA und DMF beschreiben die Durchfliihrung einer pa-
rallelen ,ultra-micro DNA ligation” auf einem DMF-Chip. Liu et al. (2008) zeigen hingegen ein
Proof of Concept einer DNA-Sequenzierung in Pikolitertropfen. Yehezkel et al. (2016) verwen-
deten eine kommerziell erhaltliche und zur DNA-Sequenzierung entwickelte DMF-Plattform®,
um diese zur Zell-freien Klonierung von DNA-Bibliotheken zu zweckentfremden.

Bisher wurde jedoch kein mikrofluidisches System zur on-Demand Konstruktion von TALEN
(Briggs et al. (2012), Cermak et al. (2011) oder CRISPR/Cas (Jinek et al. (2012)) verwendet,
welches als Grundlage flr ein spéateres integriertes, automatisiertes Gesamtsystem zum DNA-
Editing (s. Abbildung 2.35) dienen kénnte.

In Kapitel 3.3.6 wird ein DMF-Chip und ein System (s. Abschnitt 6.4) zur Kontrolle von magne-
tischen Partikeln verwendet. Basierend auf einem Protokoll nach Briggs et al. (2012) wurde
damit erstmals die Bindedomane eines TALEN auf einem DMF-System mikrofluidisch herge-
stellt und somit eine Moglichkeit zur Automatisierung bei gleichzeitig reduziertem Probenvo-
lumen prdsentiert.

Abbildung 2.35:  TALEN zur Editierung eines DNA-Strangs

Das ,Zielsuchsystem” TALE mit Nuklease bindet spezifisch an und schneidet die
DNA, um z.B. die Integration eines kunstlichen DNA-Sticks zu ermoglichen. (Ba-
sierend auf gemeinfreiem Werk, public domain)

® NeoPrep Library Prep System http://www.illumina.com/systems/neoprep-library-system.html| Dezember 2016
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3 Entwicklung von Versuchsstand und DMF-Chips
basierend auf dem Stand der Technik

Chipinterface
(optisch, elektrisch, |
mechanisc g

-85 0

Steuer-
elektronik

Abbildung 3.1: Ubersicht des Versuchsstands

Der realisierte DMF-Versuchsstand besteht aus drei Hauptgruppen: 1. Chipinter-
face, 2. Steuerelektronik, Spannungsquelle, PC und Software, 3. DMF-Chip

Der in dieser Arbeit verwendete Versuchsstand besteht im Wesentlichen aus den folgenden
Komponenten: DMF-Chip, Chipinterface, Steuerelektronik und Spannungsquelle, PC und
Software. Die verschiedenen Komponenten des Versuchsstands aus Abbildung 3.1 wurden
zum Teil neu entwickelt, auf bestehender Technologie aufgebaut oder aus freien Quellen
Ubernommen.

Jedes an Mikrofluidik interessierte Labor kann prinzipiell digitale Mikrofluidik einsetzen. Der
Vorteil gegentber Kanalmikrofluidik ist die diskrete und direkte Kontrolle der Flissigkeiten.
Mit kaufbaren DMF-Chips kdnnte eine Forschungsgruppe sehr leicht in die DMF-Technik ein-
steigen, weil sie sich nur um Experimentdesign und nicht mehr Uber Herstellung von Hard-
ware Gedanken machen misste.




Chipinterface

DMF sollte als ein Tool gesehen werden, wie eine Pipette, aber mit der Mdglichkeit, auch im
Nano- oder sogar Pikoliterbereich, Flissigkeiten zu dosieren und manipulieren. DMF-Technik
erfreute sich in den letzten zehn Jahren steigender Beliebtheit, hat aber, bis auf wenige Aus-
nahmen, nicht den Sprung vom Testobjekt zur breiten Anwendung geschafft.

Auch sind bisher keine kommerziellen Anbieter bekannt, die solche einfachen und kosten-
gunstigen DMF-Chips anbieten. Zur erwahnen ware lediglich die Firma Illumina, die mit Neo-
Prep’ ein kommerzielles, fiir Labore konzipiertes, integriertes DMF-System anbieten, das ei-
nen sehr spezialisierten und daher nicht fir allgemeine Anwendungen geeigneten DMF-Chip
beinhaltet. AuRerdem liegen diese integrierten Chips in einem Preisbereich zwischen 400€
und 900%€. Riegel (2015)

Flr erste orientierende Versuche ist kein komplexes, automatisiertes Relaissystem zur An-
steuerung der Elektrodenmatrix notwendig; dieses konnte aber leicht in Form des Open
Source Projektes ,,DropBot” (Fobel et al. (2013)) beschafft werden.

3.1 Chipinterface

Das Chipinterface vereint ein Testbett zur elektrischen und mechanischen Kontaktierung, eine
Kamera als optische Schnittstelle und Vorrichtungen zur Positionierung der Komponenten
und des DMF-Chips.

Kamera

Mikroskopoptik

Federkontaktstift-
interface

Chip Auflage Anschlage

Abbildung 3.2: Chipinterface

Das Chipinterface, bestehend aus Mikroskopkamera mit XYZ-Traverse, verstellba-
rem mechanischen Klemminterface zur Positionierung, Fixierung und elektrischen
Kontaktierung der DMF-Chips, aufgebaut aus flexibel erweiterbaren Aluminium-
profilen.

’ http://www.illumina.com/systems/neoprep-library-system.html November 2016
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Das Interface wurde so konstruiert, dass es verschiedene Chipgréfen und Formen von Objekt-
tragergrolRe bis hin zu 6Zoll Wafern aufnehmen kann (s. Abbildung 3.2). Die weiRen Flachen
sind in der Ebene verstellbare Auflagen aus Teflon fir die DMF-Chips. Zwei Metallkammern
bieten eindeutige Anschlage flr die Platzierung der Chips. Links und rechts sitzen zwei Halte-
rungen fir Leiterplatten mit je 60 Federkontaktstiften zur elektrischen Kontaktierung der Kon-
taktpads. Doll (2015)

Der Aufbau ist modular, sodass auch neue Komponenten integriert werden kénnen (z.B. die
Steuerung einer magnetischen Linse in Abschnitt 6.4).

3.2 Steuerelektronik, Spannungsquelle, PC und Software

Die Steuerelektronik dient zur Ansteuerung und Spannungsversorgung der Elektroden des
DMF-Chips. Um die Elektroden flexibel und parallel zu beschalten, muss die Elektronik ent-
sprechend viele Kanale bieten (32 fir einfache und >100 fir komplexere DMF-Chips). Zu-
nachst wurde die einfache, aber robuste IMT DMF Box gebaut.

3.2.1IMT DMF Box

Die Peripherie der IMT DMF Box besteht aus einem Funktionsgenerator, einem optionalen
Oszilloskop und einem leistungsstarkeren Hochspanungsverstarker, als dem in der Box unter-
gebrachten Verstarker (Falco Systems WMA-02 fur Spannungen bis +175V). Verbaut in der
Box darlber hinaus ist ein Relaissystem (vier Achtfach-Relaiskarten ausgelegt fir 230V AC),
das Uber eine PC-Software gesteuert 32 einzelnen Kanéle verwalten kann. Segadlo (2015)

Das mechanische und elektrische Interface zwischen DMF-Chip und Steuerelektronik ist ein
Leiterplattensockel (engl. ,,card edge connector”), der den DMF-Chip kontaktiert und mecha-
nisch arretiert, wodurch er schnell und leicht zu wechseln ist. Jedoch benétigt dieser An-
schlusstyp DMF-Chips mit aulRen liegenden, einreihigen Kontaktpads (vgl. Abschnitt 3.3.1), das
bei groler Elektrodenzahl unweigerlich zu Platzproblemen fihren wird. Fir eine groRere
Elektrodenanzahl wurde der DropBot (Fobel et al. (2013)) eingesetzt. (s. Abbildung 3.3)

DMF-Chip in
Steckverbinder

Abbildung 3.3: 32-Kanal Steuerelektronik mit kompaktem Chipinterface

a) Die IMT DMF Box ist aufgebaut aus vier kostengiinstigen Relaiskarten mit je
acht (mechanischen) Relais. b) Ein Leiterplattensockel dient als Interface.




Steuerelektronik, Spannungsquelle, PC und Software

3.2.2 DropBot

Der ,DropBot” bis Version 2.0 (Abbildung 3.4b) und die Software ,MicroDrop“ (Abbildung 3.1)
bis zur Version 1.0 (Fobel et al. (2013)) stehen als Open Source zur Verfligung, ebenso wie die
CAD-Dateien fir ein z.B. per 3D-Druck herstellbares Chip-Interface (Abbildung 3.4b).

Der Arduino-basierte DropBot besitzt in seiner Standardausfihrung 120 individuell Uber die
Software MicroDrop ansteuerbare Kanale. Die Elektronik ist auf maximal 300V ausgelegt. Als
Feedback dient die Messung der Kapazitat zwischen Erde (in der Regel die Deckelelektrode)
und der jeweils angesteuerten Bodenelektrode der Chips. Damit lassen sich Tropfenbewe-
gungen verfolgen. Mit der Einbindung einer zu MicroDrop kompatiblen Webcam ist eine di-
rekte Kontrolle der Tropfenbewegungen per Mausklick moglich. Diese kénnen als Protokol-
labldufe aufgezeichnet und spater automatisch ausgefihrt werden. Doll (2015)

Weitere Details zu DropBot, MicroDrop und Open Source Hardware fir die (digitale) Mikroflu-
idik konnen etwa Fobel et al. (2013), den Webseiten der Wheeler Microfluidic Laboratories®
oder denen der Gaudi Labs’ entnommen werden.

LED-Bank
Federkontaktstifte

L—(Papier) DMF-Chip

Abbildung 3.4: DropBot und kompaktes Chipinterface

a) DropBot und b) kompaktes, Uber Federkontaktstifte elektrisch kontaktierendes
Chip-Interface nach Fobel et al. (2013), links geschlossen, rechts gedffnet.

® November 2016 DropBot kommerziell —http://www.sci-bots.com/ und DropBot Open Source

http://microfluidics.utoronto.ca/trac/dropbot/wiki/BuildInstructions
° November 2016: OpenDrop http://www.gaudi.ch/GaudiLabs/?page_id=392
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3.3 Entwicklung der DMF-Chips

Ein DMF-Chip besteht in der Regel aus einem Bodensubstrat, das die Elektrodenmatrix bein-
haltet und einem Deckelsubstrat, das nur eine grofRe (durchsichte) Gegenelektrode besitzt (s.
Abschnitt 2.4).

Das Bodensubstrat des Chips besteht aus mindestens vier Schichten: Basissubstrat aus z.B.
Glas fur die mechanische Stabilitat, Elektrodenstruktur z.B. aus Chrom fir die elektrischen
Felder zu Tropfensteuerung, dielektrische Schicht (z.B. Parylen) zur Isolierung und Teflon als
hydrophobe, chemisch inerte und biokompatible oberste Schicht.

Das Deckelsubstrat ist in der Regel ein mit ITO und Teflon beschichtetes Glas. ITO-Glas ist ein
Standardprodukt und lasst sich auch mit hydrophoben Schichten (Teflon) leicht in groRen
Stlickzahlen herstellen. Aufgrund des einfachen Aufbaus des Deckels, wird dieser in der Regel
fir Modifikationen am Chip verwendet, z.B. zur Integration von Sensoren (s. Kapitel 5) oder
hydrophiler Spots (s. Abschnitt 6.1). Hingegen wird das aufwendig produzierte Bodensubstrat
oft in seiner Standardform belassen.

Das Material fur Basissubstrat, Elektroden und Dielektrikum ist relativ flexibel wahlbar und
ldsst sich somit an eigene Herstellungsprozesse anpassen. Das Erzeugen einer Chromschicht
kann ebenso als Volumenprozess gefahren werden, wie das Aufbringen von Dielektrikum oder
hydrophober Schicht (CVD, Dipcoating, Spraycoating, Sputtern etc.).

Die Elektrodenstrukturierung stellt sowohl den Flaschenhals in der Prozessfolge als auch den
grolBten Kostenfaktor dar. Bei einer IMT-internen Kostenanalyse wurde geschatzt, dass in ei-
nem Reinraum mit entsprechender Ausstattung (Spincoater, Hotplate, Lithografie System,
Personal, Chemikalien) und unter der BerUcksichtigung der DMF-Chip spezifischen Material-
kosten und Lithografiemaske, die Kosten fiir einen Chip bei 500 Euro liegen, bzw. in Kleinstse-
rie produziert jeder weitere Chip bei 200 Euro kostet. Riegel (2015)

Kleinstserie bedeutet hier, dass eine Anzahl von 5-10 DMF-Chips den normalen Arbeitsablauf
im Reinraum nicht unterbricht, Personal und Geratschaften nicht langfristig bindet und nur
irrelevante Mengen der vorhandenen Chemikalien (z.B. Resistlack) verwendet werden. Die
Eigenversorgung mit DMF-Chips ist somit gut mdglich, wenngleich auch nicht kosteneffizient.
GroBere Produktionsmengen, wie etwa fir den Verkauf oder die Versorgung von anderen
Instituten, sollten nicht auf Lithografie aufbauen.

Standardisiert hergestellte DMF-Chips als Produkt waren derzeit eindeutig fir die Forschung
gedacht, aber mit der Vision, dass dadurch mehr Forschung und somit der Sprung der DMF-
Technologie in die Industrie ermoglicht wird, das wiederum z.B. neuartige Point-of-Care-
Testing-Systeme ermoglichen kénnte.

Sehr vielversprechend sind Versuche, DMF-Chips in Roll-to-Roll-Prozessen herzustellen oder
zumindest die Elektrodenstruktur mit Drucktechnik herzustellen. Die Drucktechnik bietet die
technische Moglichkeit zur Losung des Herstellungsproblems und somit eine kostengiinstige
einfache Versorgung von Forschungsgruppen weltweit mit DMF-Chips und schlussendlich die
Verbreitung der DMF-Technik. Die prinzipielle Machbarkeit wurde in Cooney et al. (2006),
Fobel et al. (2014) und Dixon et al. (2016) gezeigt. Entsprechende Versuche fanden auch im
Rahmen dieser Arbeit statt.

Die Herstellung der meisten der folgenden Elektrodenstrukturen wurde hier mittels Lithogra-
fie realisiert, da das notige Knowhow sowie die Technik am IMT zur Verfiigung standen.
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3.3.1 Auswahl der Methode zur Elektrodenstrukturierung

Wird sich mit der Entwicklung der digitalen Mikrofluidik im Zeitraum Uber die letzten zehn
Jahre auseinander gesetzt und das Design der DMF-Chips verschiedener Gruppen weltweit
verglichen, so ist oft eine Ahnlichkeit zum Design der DMF-Chips aus Jebrail et al. (2010) zu
sehen. Das hat einen ganz einfachen Grund: Fur ein Experiment werden in der Regel immer
mehrere Fluidreservoire und eine Misch- und Operationsmatrix aus Elektroden benétigt (vgl.
10R4xDMF in Abbildung 3.9). Das Bewegen, Trennen, Mischen, Reagieren, Separieren etc.
findet auf einer Art zentralen Schachbrettmuster statt, dessen Elektroden elektrisch kontak-
tiert werden missen. Daher ergibt sich meist ein auf den ersten Blick gleich aussehendes De-
sign.

Im Folgenden werden verschiedene Ansatze zur Elektrodenherstellung mittels Drucktechnik,
Laser-Strukturierung und Lithografie beschrieben. Schlussendlich fiel die Wahl auf die Litho-
grafie. Damit lassen sich, mit im Vergleich zwar langen Iterationszyklen vom Maskendesign bis
zum fertigen DMF-Chip, daflir aber mit hoher Prazision, Strukturen auch im einstelligen Mik-
rometerbereich erzeugen.

Drucken

Die Anforderungen an die Herstellung sind im Besonderen die minimalen StrukturgrofRen. So
sollten Zwischenrdaume zwischen den Elektroden fir DMF-Chip Layouts wie dem 10R4xDMF
(ausgelegt auf 0,5-2 ul Tropfen) in Abbildung 3.9 etwa 20um erreichen, oder weniger, wenn
die DMF-Chips herunterskaliert werden sollen. An dieser Stelle stoRt die Drucktechnik an ihre
Grenzen und es ist noch erhebliche Entwicklungsarbeit zu leisten, bevor eine Produktion von
Strukturen unter 50-80 um moglich erzielt werden kann.

DMF-Chips kénnten im grollen Malistab als Rolle-zu-Rolle Druckprozess hergestellt werden.
Das Basissubtrat liegt als Meterware vor, darauf folgt das Drucken der Elektrodenstruktur,
anschliefend ein Tauchbad, ein Rollbeschichter, ein Spriihbeschichter oder eine laminierte
Folie als dielektrische Schicht und abschlielfend ein Tauchbad oder Sprihbeschichter fir die
hydrophobe Schicht. Danach folgt die Vereinzelung.

Alternativ kénnte auch direkt nach dem Druck vereinzelt werden und ein Dielektrikum per
CVD-Verfahren beschichtet werden. Solange es sich wie beim CVD um einen Volumenprozess
handelt und nicht um einen schlechter skalierbaren, seriellen Prozess wie Spincoating, lasst
sich auch ein hoher Durchsatz effizient erreichen.

Die erfolgreichen Versuche mit der Drucktechnik werden in Abschnitt 6.1 besprochen. Die
Vorteile sind die Skalierbarkeit, ebenso wie die Moglichkeit zum Rapid-Prototyping. Die La-
serstrukturierung bietet eine interessante Alternative im Rapid-Prototyping-Bereich.

Laser-Strukturierung

Um eine ITO-Schicht zu strukturieren, bieten sich zwei Moglichkeiten an. Die Strukturen las-
sen sich lithografisch (Resistlack, Belichtung, Atzen) oder das direkte Abtragen mit einem La-
ser erzeugen. Die lithografische Methode rentiert sich erst ab einer gewissen Stlickzahl, fir
Einzelstlicke und Versuchsreihen mit wechselnden Designs eignen sich Rapid-Prototyping-
Methoden wie die Laser-Ablation weit mehr.
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Abbildung 3.5:

Abbildung 3.6:

A2 Bladiiiy

Laser-Ablation mit Femtosekunden-Laser

Die hellgrauen Bereiche links und rechts sind eine 150 nm dinne Schicht aus ITO
auf einem Glassubstrat, dem dunkelgrauer Bereich in der Mitte. Es lieRen sich
Grdaben von ca. 3 um Breite herstellen, wobei eine zahnféormige Struktur zu er-
kennen ist. Der tatsachlich von ITO befreite Bereich ist etwa 2 um breit. Die Pa-
rameter: Energiedichte 0,3 J/cm?, Wellenlange 550 nm, Pulsiberlappung 86 %.

Glas

Siliziumnitrid
305nm

IMTIKIT S_13_097 A008.tif

WD=105mm EHT- 500KV Dal
Mag~ 1500 K X Signal A = SE2 Til

Laserstrukturiertes (Fa. Lasermicronics) ITO mit Siliziumnitrid (Fa. iX-factory)

a) schematische Seitenansicht und b) REM: Glas mit laserstrukturierter ITO
Schicht (150 nm) und anschlieBender Siliziumnitrid Beschichtung (300 nm). Mittig
zu erkennen ist eine Wulst am Rand des Grabens (links), in dem das ITO vom Glas
entfernt wurde. Auf der rechten Seite ist die ITO Schicht unterhalb des Silizium-
nitrids noch vorhanden.
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Flr Versuche stand ein Lasersystem des Lichttechnischen Instituts (LTI) am KIT zur Verflgung.
Die Bearbeitungsparameter und Messergebnisse sind in der Bildunterschrift von Abbildung
3.5 gelistet, das eine REM Aufnahme einer ITO Schicht auf Glas (Delta Technologies, Limited)
zeigt. Entlang einer Linie wurde die ITO Schicht vollstandig mit dem Laser abgetragen (Laser-
Ablation), ohne dass es am Rand zur Bildung einer Wulst aus aufgeschmolzenem Material
kam. Dieser Probe wird anschlieBend eine andere Probe (ITO Schicht laserstrukturiert von
Lasermicronics, Garbsen) gegenibergestellt.

Der wesentliche Unterschied der Proben vom LTI im Vergleich zu den Proben von Lasermicro-
nics ist, dass die Seiten der Graben nicht erhaben sind. Diese seitliche Erhéhung Ubertrug sich
auch in die 300nm dielektrische Schicht aus Siliziumnitrid (iX-factory, neuer Name Micronit,
Dortmund). Moglicherweise wurde hier ein schwacherer Laser mit erhohter Pulsdauer ver-
wendet, der zu einem Aufweichen des umliegenden Materials flhrte, anstatt zu einem reinen
Abtragen zu flhren. (s. Abbildung 3.6)

Diese Erhohung von hdchstens wenigen 100 nm sollte jedoch auch bei Elektroden in der Gro-
Renordnung von unter 100um nicht ins Gewicht fallen. In den Experimenten dieser Arbeit
haben sich erst Erhdhungen im Mikrometerbereich als relevant erwiesen, die meist auf Ver-
unreinigungen, Blasen, Beschadigungen oder auch Riickstdnde (vgl. Microwells in Abschnitt
6.2.1) wahrend des Herstellungsprozess zurtckzufihren sind.

Eine Laserstrukturierung lasst sich schnell umsetzen, sobald die Systemparameter einmal ein-
gestellt sind. Die Herstellung eines oder zweier Chips mag sich lohnen, aber schon ab dem
dritten Chip ist es effizienter, einen Lithografieprozess zu verwenden, da hierbei nur einmal
eine Maske geschrieben werden muss. Die darauffolgenden Belichtungsschritte bearbeiten
die gesamte Chipflache in einem Schritt, wahrend der Laser beim direkten Schreiben (oder
beim Erstellen einer Maske) ein langwieriger Prozess ist, in dem die Flache Zeile fir Zeile be-
arbeitet wird.

Mit Ausnahme der gedruckten Papier-DMF-Chips (Abschnitt 6.1) und eines extern hergestell-
ten DMF-Chips mit alternativen Elektrodenstrukturen (Abschnitt 3.3.3) wurden alle DMF-chips
lithografisch hergestellt. Details zu den Prozessparametern finden sich in Anhang A.

3.3.2 Verwendete Elektrodenstrukturen

In diesem Abschnitt werden sieben DMF-Chip Designs vorgestellt, die im Rahmen dieser Ar-
beit entwickelt wurden. Die Erkldrungen sollen dabei helfen, ein Verstandnis fir die verschie-
denen Designs zu entwickeln, damit in nachfolgende Arbeiten leichter fillt, eigene Designs flr
DMF-Chips zu entwerfen,

MFT1

Der MFT1-Chip (s. Abbildung 3.7) bietet ein sehr einfaches Design, dessen ElektrodengroRen
sich an Abstdnden der Microwells géngiger Mikrotiterplatten (z.B. 2,25mm) orientieren.
Hiermit kann die Beweglichkeit von Fluiden getestet werden. Pro Chip stehen zehn getrennte
Bereiche zur Verfligung, so dass sich die Messungen nicht gegenseitig storen, da jedes Mal
eine frische Oberflache verwendet werden kann.

Das Design ist nur dazu gedacht, einen Tropfen linear zu bewegen und die Moéglichkeit zum
Dosieren aus einem Reservoir zu testen. Jede der zehn Elektrodenreihen besteht aus sieben
Elektroden. Die Reihen sind auf ihrer jeweiligen Seite untereinander parallel geschaltet, um
die Kontaktanzahl zu reduzieren. Mit dem rautenférmigen Waste-Reservoir in der Mitte erge-
ben sich insgesamt 15 unabhangige Kontakte.
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Abbildung 3.7: MFT1 Elektrodendesign

Zwei mal finf untereinander kontaktierte Reihen mit je sieben Elektroden inklu-
sive Reservoir. Die Elektroden wurden lithografisch hergestellt, ein 4 Zoll Glas-
wafer mit 100 nm Gold auf 10 nm Chrom war die Basis. Als Dielektrikum wurde
eine 4,2 um Schicht aus mr-L 5005 verwendet. Die hydrophobe Schicht aus Teflon
AF 1600 ist zwischen 20-100 nm dinn.

Das Elektrodendesign ist einschichtig, d.h. alle Leiterbahnen, Aktor-Flachen und Kontaktpads
liegen auf derselben Ebene. Die geringe Anzahl an Kontakten ermdglicht die Verbindung Uber
einen Leiterplattensockel und somit einen schnell wechselbaren Chip bei robuster Kontaktie-
rung. Der Nachteil ist die geringe Flexibilitdt des Elektrodendesigns, da auller Bewegen und
Dosieren keine Fluidoperationen durchgefiihrt werden kénnen.

Im nachsten Schritt sollte ein flexibles Elektrodendesign entworfen werden, das alle Fluidope-
rationen ermoglicht, aber gleichzeitig nur wenige Kontakte hat.

4R32ch

Der 4R32ch-Chip (s. Abbildung 3.8) besitzt 32 Kontakte, wovon zwolf zu den vier Reservoiren
und weitere 20 zu der zweireihigen Matrix fihren. Er ist zum Testen der grundlegenden Flu-
idmanipulationen Dosieren, Bewegen, Mischen und Trennen gedacht und kann wie der MFT1
Uber einen Leiterplattensockel kontaktiert werden. Im Gegensatz zum MFT1 besitzt der
4R32ch eine Elektrodenmatrix, weshalb er fir (einfache) Protokolle verwendet werden kann.

Auch hier ist das Elektrodendesign einschichtig. Ebenso sind alle Elektroden im Fluidsystem
direkt mit einer Leiterbahn zu erreichen, ohne dass diese zwischen anderen Elektroden hin-
durchgelegt werden muss, oder ein mehrlagiges System benétigen.

Um einen flexiblen DMF-Chip zu entwerfen, bedarf es deutlich mehr Elektroden. Das flihrt zu
der Problematik, dass eine lineare Kontaktierung Uber den Leiterplattensockel den Chip zu
grolR werden lieBe. Hier ist bereits zu sehen, dass die Kontaktpads bezogen auf die Kante des
Chips mehr Platz benétigen, als das Fluidsystem. Der Pitch betragt 2,54 mm, konnte aber auf
1,27 mm reduziert werden, da es sich um in der Elektronik géngige GroRen handelt. Jedoch
steigt mit kleineren Abstanden die notwendige Genauigkeit der Kontaktierung und erschwert
manuelles Loten oder Kleben.
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Abbildung 3.8: 4R32ch Elektrodendesign

32 Elektroden bilden vier Reservoir und eine zweireihige Elektrodenmatrix. 4 Zoll
1 mm Glaswafer, 100 nm Gold auf 10 nm Chrom. Dielektrikum 4,2 um mr-L 5005,
hydrophobe Schicht 20-100 nm Teflon AF 1600.

10R4xDMF

Der 10R4xDMF-Chip besitzt 98 Kontakte (zehn Reservoiren mit je zwei Dosierelektroden und
eine 4x17 Matrix), ist fir die DropBot-Steuerelektronik und ein mechanisches und elektrisches
Interface ausgelegt, das im Rahmen einer am IMT durchgefiihrten Diplomarbeit (Doll (2015))
entwickelt wurde (s. Abbildung 3.9). Das Design ist angelehnt an Jebrail et al. (2010).
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Abbildung 3.9: 10R4xDMF Elektrodendesign

Das (achsensymmetrische, s. links) Elektrodenlayout 10R4xDMF wurde in dieser
Arbeit am haufigsten verwendet. Es basiert auf Jebrail et al. (2010).

Wiederum liegt ein einschichtiges Elektrodendesign vor. Alle Elektroden im Fluidsystem sind
mit jeweils einer eigenen Leiterbahn kontaktiert. Aber fur die 4x17 Matrix mussten die Leiter-
bahnen zwischen duleren, aber direkt aneinander angrenzenden Elektroden geflihrt werden
(s. Abbildung 3.10). Dies hat einen negativen Effekt auf die Tropfenbeweglichkeit.

Hier gibt es verschiedene Ldsungsansdtze. Es kann das Elektrodendesign optimiert werden
oder es kann ein mehrlagiges Substrat gewahlt werden. Auf Details zum Design von Elektro-
den und (zwischenliegenden) Leiterbahnen wurde in Abschnitt 2.5.1 eingegangen.
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Abbildung 3.10:  Eine Zuleitung zwischen Elektroden

Eine Zuleitung zwischen zwei Elektroden vergréRert deren Abstand. Der Tropfen
Uberlappt jedoch auch noch die Nachbarelektrode (griner Pfeil). Der Tropfen
bleibt bewegbar.

Wirde eine Erhdhung von vier auf sechs Reihen angestrebt werden (s. Abbildung 3.11), so
mussten zwei Zuleitungen zwischen jeder der Elektroden der dulReren Reihe hindurchgefihrt
werden. Mit einfachen, maskenbasierten lithografischen Methoden lassen sich problemlos
Strukturen von 10um herstellen. Mit einem Elektronenstrahlschreiber sind deutlich kleinere
Strukturen méglich, aber der Aufwand ist weitaus hoher. Auch sollte bedacht werden, dass
bei sinkendem Abstand (<10um) zwischen den Elektroden die Gefahr eines dielektrischen
Durchbruchs zwischen diesen steigt.

Zwei Zuleitungen und drei Freirdume lagen zwischen zwei dulReren Elektroden, d.h. es muss
ein Abstand von mindestens 50 um von einem Tropfen Gberwunden werden. Die Elektroden
der inneren Reihen konnen dichter aneinander liegen und sind somit auch groRRer. Eine sinus-
formige Kontur, der auch die Zuleitungen und deren Freirdaume folgen, lasst einen Tropfen
leichter auf die benachbarten Elektroden Uberlappen und somit auch bewegen.

Jedoch muss die Frage gestellt werden, ob sechs Reihen den Mehraufwand wert sind. Drei
Reihen reichen aus, um Tropfen ohne Beriihrung aneinander vorbeizubewegen, aber verlan-
gen auch zwischen den Elektroden liegende Zuleitungen. Vier Reihen stellen keinen Mehr-
aufwand zu drei Reihen dar. Sechs Reihen bieten mehr Platz, um auch grofRere Tropfen (anei-
nander vorbei) zu bewegen, oder mehrere Tropfen gleichzeitig. Aber sie er6ffnen nicht unbe-
dingt eine grundlegend neue Moglichkeit, wie es zwischen zwei und drei Reihen der Fall ist.

Insgesamt stellt eine Vier-Reihen-Matrix einen guten Kompromiss zwischen einfacher Herstel-
lung, Anforderungen an die Prazision, Flexibilitat der Tropfenbewegung und deren Beweglich-
keit dar. Zehn Reservoire passen zur Breite und Anzahl der moglichen Elektroden und ihrer
Kontaktpads. Ein Pitch von 2,25 mm fiir die Matrixelektroden entspricht den Abstanden der
Wells einer Mikrotiterplatte mit 1536 Wells, ein 2,54 mm Pitch fur die Kontaktpads entspricht
einem gangigen Mal} von elektronischen Bauteilen und 120 unabhangige Kontakte liefert der
DropBot Elektronik, daraus leitete sich die ungefahre Flache ab.
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Abbildung 3.11: Zwei Zuleitungen zwischen Elektroden

Zwei Zuleitungen zwischen zwei Elektroden erhdht deren Abstand der dufReren
Reihe noch weiter, auch im Vergleich zur zweiten Reihe. Der Tropfen befindet
sich nun nicht mehr nahe genug an der nachsten Elektrode (roter Pfeil), daher
kann diese nicht gentgend Kraft auf diesen austben. Der Tropfen bleibt hangen.

Auf einen 4 Zoll Wafer wiirde maximal ein Chip passen; auf einem 6Zoll Wafer konnten zwei
Chips untergebracht werden. Daraus ergab sich das Design des 10R4xDMF, dessen Ahnlichkeit
zur Jebrail et al. (2010) unverkennbar ist, aber eben auch eine logische und optimierte Losung
darstellt. Dieses Design bietet viele Freiheiten bei angemessenem Herstellungsaufwand.

NMR1

Der NMR1 Chip bietet zwolf Elektrodenfelder bei zehn Kontakten. Um Platz bei der Kontaktie-
rung zu sparen, wurden zweimal jeweils zwei Elektroden verbunden. Bei diesem Vorgehen ist
darauf zu achten, dass nur Aktor-Flachen verbunden werden, deren gleichzeitige Betatigung
keinen negativen Einfluss auf die Tropfensteuerung hat.

=

Abbildung 3.12: NMR1 Elektrodendesign

Der NMR1 hat nur 10 Kontakte, aber 12 Elektrodenfelder.
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Die Chipbreite ist so ausgelegt, dass sie in ein vorhandenes NMR-System passt. Durch die seit-
lichen Kontaktpads kdnnen nicht magnetisierbare IC Anschlussstifte zur Kontaktierung verlo-
tet oder verklebt werden.

MFT-DIY

Der MFT-DIY-Chip (,do it yourself”, Abbildung 3.13) besitzt eine zweireihige Matrix mit vier
Reservoiren und davon unabhangig zusatzlich vier einzelne Rundwege mit jeweils neun Elekt-
roden fur Tropfenbeweglichkeitsversuche (s. Abschnitt 2.5.6).

Das Design hat zwei Besonderheiten: Zum einen entspricht die Anordnung der Kontaktpads
denen der zugeordneten Elektroden in Form und Reihenfolge, wodurch sie leicht manuell zu
bedienen sind. Steht keine programmierbare Steuerelektronik zur Verfligung, so lassen sich
beispielsweise zwei Messspitzen zweckentfremden, um eine elektrische Spannung an den
Kontaktpads einzukoppeln. AuBerdem haben die Kontaktpads ein Raster von 2,54mm und
sind geeignet flr ein Federkontaktstiftinterface.

Zum anderen ist das Design, also der Verlauf aller Konturen, rechtwinklig, was es deutlich
leichter macht, diese Strukturen auf Inkjet-Druckern mit leitfahiger Tinte zu produzieren. Je
nach Auflésung des Drucksystem kann das SpaltmaR zwischen den Elektroden angepasst
werden.

ass mnn wn

Abbildung 3.13:  MFT-DIY Elektrodendesign

Ein fir Inkjetdruck optimiertes Design eines DMF-Chips. Ein Spaltmaf von 100 pm
zwischen den Elektroden ist in der Regel gut zu drucken, aber die Zuverlassigkeit
der Tropfenbewegung kann bei einem zu geringen Abstand zwischen Boden und
Deckel nachlassen. Rechte Winkel sorgen flr prazisere Ergebnisse beim Druck, da
der Transfer der Kontur der CAD-Datei zum gedruckten Pixel leichter ist.

Zugunsten von geringeren Anforderungen an die Herstellungsparameter wird auf eine vier-
reihige Matrix verzichtet. Dies schrankt die Mdglichkeiten im Vergleich zum 10R4xDMF ein.
Der entscheidende Punkt ist, ein einfaches, praktisches, leicht selbst zu adaptierendes Design
zu bieten, das nicht so abhangig vom Versuchsstand oder Herstellungsverfahren ist.

MET-DIY2

Eine geringe Druckauflésung bedingt entsprechend groRe Abstdnde zwischen den Elektroden
(hier z.B. 100 um). Das fuhrt dazu, dass sich Tropfen manchmal nicht ausreichend nahe der
Nachbarelektroden befinden, was seine Bewegung behindert oder verhindert.

68
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Fir den MFT-DIY2 (s. Abbildung 3.14) wurde der MFT-DIY um rechteckige Wellenkonturen
zwischen den Elektroden erweitert. Diese sind auch bei einer groberen Auflésung leichter
druckbar, als bespielsweise die Sinuswellenkonturen des NMR1 Designs. Diese Strukturen

sorgen fUr eine bessere Uberlappung von Tropfen und Nachbarelektrode. (vgl. Abschnitt
2.5.1)
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Abbildung 3.14: MFT-DIY2 Elektrodendesign

Der MFT-DIY2 entspricht dem Design vom MFT-DIY, besitzt aber zusatzlich eine
rechteckige Wellenkontur zwischen den Elektroden.

Die Elektroden der Reservoire und die zum Dosieren bendtigten Elektroden sind symmetrisch
ausgelegt. Dies beglnstigt eine prazisere Tropfengenerierung durch die verlasslichere
Position des Abrisspunktes.

MFT-S

Die drei Elektroden des MFT-S weisen ein Spaltmal von 20 um auf. Nach jeweils drei Elektro-
den ,schlangelt” sich eine Zuleitung zwischen zwei Elektroden durch den Rundweg. Diese
besitzt eine Breite von 20um, ebenso wie die Zwischenrdume. Durch das Design ergeben sich
effektiv 12 Felder. Der damit nun zu Gberwindende Spalt ist 60 um breit. Durch eine sinusahn-
liche Kontur mit einer Amplitude von 500 um wird die Uberlappung der Tropfen auf die an-
grenzenden Elektroden unterstitzt. (s. Abschnitt 3.3.3 und Yang et al. (2008))

Lediglich drei Kontakte (plus Erde auf dem Deckel) reichen fiir eine eindeutige Bewegung aus.
Es handelt sich um einen minimalistischen Test Chip, auf dem neue Flissigkeiten bei gleich-
bleibenden Chipmaterialien, oder bekannte Flissigkeiten (z.B. destilliertes Wasser) bei Varia-
tion der Chipmaterialien einfach getestet und optimiert werden konnen.

Manche Flissigkeiten fihren z.B. zu unverziglichem Biofouling, obwohl sie theoretisch sehr
gut zu bewegen sind. Bei PBS mit darin geldstem Streptavidin kann die Zugabe von einem
Tensid (in dem Fall Pluronic 64) das Biofouling komplett verhindern und dariber hinaus auch
die Beweglichkeit verbessern (vgl. Abschnitt 5.3.2).

Im nachsten Abschnitt wird genauer auf die zugrundeliegende Designidee dieses Layouts ein-
gegangen.
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Abbildung 3.15:  MFT-S Elektrodendesign

Das Design des MFT-S besitzt einen Rundweg aus 12 Elektroden, um Versuche zur
Tropfenbeweglichkeit durchfihren zu kénnen.

3.3.3 Alternative Elektrodenstrukturen

Ein DMF-Chip besitzt eine Vielzahl von Elektroden. Die Ansteuerung von Elektroden kann
entweder individuell erfolgen (z.B. DMF Layout 10R4xDMF in Abschnitt 3.3.1), wenn gendi-
gend Platz flr eine komplexe Kontaktierung vorhanden ist, oder es kdnnen Elektroden unter-
einander verbunden werden (z.B. DMF Layout MFT1), um Flache einzusparen und die Chip-
kontaktierung einfacher zu gestalten.

Spielen Preis und Aufwand keine Rolle, dann ist es immer besser, die Elektroden individuell zu
kontaktieren, um maximal mogliche Funktionsfreiheit zu erhalten. Sollen jedoch kostenglins-
tige Chip hergestellt werden (z.B. gedruckte Papier-Chips wie in Abschnitt 6.1), so wird es e-
her auf eine zweidimensionale, also einschichtige Anordnung von Elektroden, Kontaktpads
und Zuleitungen hinauslaufen. Dies fUhrt bei steigendem Bedarf von Elektroden zu einem
Anwachsen an notwendigen Kontakten am Interface von DMF-Chip zu Elektronik und auch zu
einer wachsenden Anzahl an Zuleitungen. Je mehr Fluide auf dem Chip verwaltet werden
mussen, desto mehr und ggf. langere Transportwege sind notwendig.

Diesem Problem kann begegnet werden, indem die Kontaktierung mehrschichtig verlauft (z.B.
Leiterplatten), oder indem die Kontaktierung der Elektroden intelligent zusammengefasst
wird. Die folgenden Designvorschldge sind fir eine einschichtige Elektroden- und Zuleitungs-
struktur gedacht.

Interferenz zwischen Boden- und Deckelelektroden

Fir die meisten DMF-Anwendungen ist ein geschlossenes System vorzuziehen. Wie bereits
beschrieben (s. Abschnitt 2.4), ist das Elektrodenmaterial des Deckelsubstrats normalerweise
unstrukturiert. Jedoch lassen sich durch geschickte Uberlappung und Ansteuerung von De-
ckel- und Bodenstrukturen nutzliche Effekte erzielen. Das Elektrodenlayout in Abbildung 3.16
kommt mit je zwei Elektroden auf Boden und Deckel aus, um theoretisch beliebig lange und
auch kreuzende (s. Abbildung 3.18) Transportweg zu ermoglichen.

Die Ansteuerung zwischen Boden- und Deckelelektroden besitzt drei Zustande: U(t), -U(t) und
Erde. Die Elektrodenfelder sind etwa doppelt so lang wie breit (Abbildung 3.16a). Deckel und
Boden werden so versetzt, dass sie die Anordnung auf dem Boden wie in Abbildung 3.16 b
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und c ,quadratisch” Gberlappen. Die Quadrate bilden ,virtuelle” Elektroden, d.h. es lassen
sich individuelle elektrische Feldstarken einstellen. Jedes Quadrat entspricht einer moglichen
Tropfenposition.

Werden diese Elektroden mit den Potential aus Abbildung 3.16d angesteuert, so lasst sich
jeweils ein Tropfen innerhalb von jeweils 4 Feldern eindeutig positionieren. Einzig das Quad-
rat mit Null-Feld legt keine eindeutige FlieRrichtung fir den Tropfen fest. Wird die Beschal-
tung von Boden und Deckel gemalR Abbildung 3.17 verandert, lassen sich ein oder mehrere
Tropfen auf diesem Transport wegbewegen.

a  Elektrodenlayout von Deckel bzw. Boden

I N A N R I

b 3D Ansicht Boden und Deckel

Deckelelektroden |

Z

Bodenelektroden

C Draufsicht von Boden und Deckel Uberlagert
d Seitenansicht Deckelelektroden
1/2 1 1/2 0 ‘ 1/2 1 ‘ 1/2 ‘

) i Bodenelektroden

relative E-Feldstarke
|
B
Erde 1 1/2
B o
Abbildung 3.16: Interferenz zwischen Boden- und Deckelelektroden

Verschiedene Ansichten sich Gberlappender Elektrodenstrukturen auf Boden und
Deckel. Die drei Potentiale (0, %, 1) der Elektroden positionieren einen Tropfen
eindeutig innerhalb von vier Feldern
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Abbildung 3.17: Beschaltungszustdande fir Boden- und Deckelelektroden

a-d) Die Abfolge der verschiedenen Beschaltungszustiande der Elektroden zum
Bewegen eines Tropfens: Erde =weil}, U(t) =rot, -U(t) =grin)

Abbildung 3.18:  Schaltskizze flr Zuleitungen und Elektroden

Auch als Kreuzungsanordnung lassen sich Zuleitungen so verlegen, dass nur zwei
Kontakte bendtigt werden.

Bisher wurde nur eine lineare Anordnung beschrieben, aber auch eine kreuzende Anordnung
ist mit zwei Kontakten moglich (s. Abbildung 3.18). In Abbildung 3.19werden Elektrodenstruk-
turen und deren Beschaltung (Farben nach Abbildung 3.16d) auf Deckel (1.Zeile) und Boden
(2.Zeile) von sich kreuzenden Wegen gezeigt. Die relative Feldstdrke (3. Zeile) zeigt das Ergeb-
nis der Uberlappung von Boden und Deckel. Die Veranderung der Beschaltungszustande von
Spalte eins bis vier lasst erkennen, dass ein Bewegen von Tropfen ermdoglicht wird. Die Ein-
schréankung ist jedoch, dass nur in eine Richtung bewegt werden kann, weil bei der Umkehr
der Reihenfolge der Beschaltungszustdnde keine eindeutige Bewegungsrichtung am Kreu-
zungspunkt moglich ist.

Mit Elektrodenanordnungen dieser Art auf Boden und Deckel lassen sich sehr viele Kontakte
am Interface zwischen DMF-Chip und Elektronik einsparen. von der Ecken et al. (2016a)
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Abbildung 3.19: Beschaltungszustande fir Boden- und Deckelelektroden bei Kreuzanordnung

Beschaltungszustande far Tropfentransport an Kreuzungen. Transport ist nur in
eine Richtung moglich. Flr beliebige Transportrichtung missen alle Arme zusatz-
lich eine unabhdngig angesteuerte Elektrode erhalten. Der Tropfen bewegt sich
immer zur groBten Feldstarke hin (0..%..1).
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Transportwege mit drei Bodenelektroden

Wie im vorherigen Abschnitt dient das folgende Elektrodenlayout dazu, Kontakte und Flache
einzusparen, wenn lange Transportwege notwendig sind. Das ndchste Elektrodenlayout
kommt mit drei Kontakten auf dem Boden aus und benétigt nur die normale Gegenelektrode
auf dem Deckel. von der Ecken et al. (2016a), Yang et al. (2008)

Abbildung 3.20: Iteratives Element einer Elektrodenanordnung

Diese Anordnung lasst sich beliebig oft aneinander reihen, um einen langen
Transportweg mit nur drei elektrischen Kontakten zu erzeugen.

Die Abbildung 3.20 zeigt ein Elektrodendesign mit drei elektrisch voneinander isolierten Elekt-
roden und 1 (grin), 2 (orange) und 3 (blau) und den jeweiligen Zuleitungen derselben Farbe.
Die in der Grafik gezeigte Anordnung ldsst sich beliebig oft aneinander reihen. Die Flachen 2
und 3 bestehen aus einer langen Zuleitung (oberhalb bzw. unterhalb verlaufend) und davon
abgehend seriell angeordnet die hier quadratischen Elektroden in der Mitte. Bei 1 verhilt es
sich etwas anders. Hier sind Zuleitung und Elektrode in Reihe. Daher entspricht das grine
Elektrodenquadrat ebenfalls einer Zuleitung fir spater angereihte Elektrodenflachen.

Abbildung 3.21:  Ein Tropfen passiert die den Transportweg kreuzende Zuleitung

Das Design wurde auf einem Bodensubstrat mit ITO-Schicht umgesetzt. Daher
sind die Strukturen im Gegensatz zu Chromelektroden nur schwer zu erkennen.
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Befindet sich wie in Abbildung 3.20 ein Tropfen auf Elektrode 2, dann bewirkt das Aktivieren
von Elektrode 3 (2 und 1 deaktiviert) ein Wandern des Tropfens nach 3. Wird jetzt Elektrode 1
aktiviert und direkt oder kurze Zeit spater 3 deaktiviert (2 ist weiterhin deaktiviert), so wan-
dert der Tropfen zu 1. Bewegen von links nach rechts erfolgt demnach durch das Aktivie-
rungsmuster , 1-2-3-1-2-3...“, Bewegen in die Gegenrichtung entsprechend umgekehrt.

Das Design wurde auf einem ITO Glas Chip erfolgreich getestet, wobei eine Elektrodenkontur
entsprechend Abschnitt 2.5.1 ergdnzt wurde. (s. Abbildung 3.21). von der Ecken et al. (2016a)

Anwendungsmoglichkeiten

Die gezeigten Elektroden- und Zuleitungsdesigns ermdglichen es, quasi beliebig lange FlUssig-
keitstransportwege auf DMF-Chips mit nur vier Kontakten zu konstruieren. Dies bietet Vortei-
le bei der Unterbringung von Zuleitungen und Elektroden auf einer Ebene. Dadurch kénnen
viele verschiedene Flissigkeiten, wie sie z.B. in Kapitel 3.3.6 benétigt werden, leicht auf einem
DMEF-Chip transportiert werden. Auch wird der Produktionsaufwand des Chips verringert und
somit die Kosten, da mit einschichtigen elektrischen Strukturen auf den Substraten gearbeitet
werden kann und nur wenige Kontakte im Interface bendtigt werden. Dabei ist Bewegen in
beide Richtungen maglich. Die Tropfen sind eindeutig positioniert, im Gegensatz zu etwa dem
Elektrodendesign in Yasuda et al. (2010).

Im Rahmen der Arbeiten zur TALEN-Synthese (s. Kapitel 4), wird eine Mikrofluidikplattform
bendtigt, die 31 verschiedene Fllissigkeiten nacheinander, aber in je nach Programm wech-
selnder Reihenfolge in eine Reaktionskammer transportieren muss. Den Grofsteil des DMF-
Chips werden somit Reservoire und Transportkandle bilden. Die Reaktionskammer kann mit
wenigen Elektroden realisiert werden. Jedes Reservoir benétigt einen gewissen Platz, dieser
macht wiederum langere Transportwege unumganglich. Aullerdem sollten nicht alle Flissig-
keiten Uber ein und denselben Transportweg geleitet werden, da es sonst leichter zu Quer-
kontaminationen kommen kann. Soll der Chip nicht nur aus Transportwegen und Kontaktpins
bestehen, so ist ein optimiertes Transportsystem durch geschicktes Elektrodendesign sinnvoll.

3.3.4 Verwendete Dielektrika

Viele gangige Polymere wie PET oder auch als Resist verwendete Polymere wie SU-8 haben
eine Permittivitdt von ca. 3-4. Teflon liegt mit einer Permittivitdt von 2,1 relativ gesehen deut-
lich darunter.

Mit entsprechendem Aufwand wie Gasphasenabscheidung, lassen sich die Materialien mit
hoherer Durchschlagsfestigkeit oder Permittivitat wie Parylen-C, Siliziumoxid-Siliziumnitrid-
Siliziumoxid (ONO) oder Tantalpentoxid (Ta,0s) in hoher Qualitdt auftragen. Mit Spincoating
und somit wesentlich einfacher kdnnen Teflon, SU-8 und Cyanoethyl Pullulan (CEP) verarbei-
tet werden.

Das zur Verfiigung stehende Teflon in Lésung ermdglicht Schichten bis etwa 1 um. Eine Anlage
flr Parylen-C bis maximal 300 nm Schichtdicke ware am IMT vorhanden gewesen. Beides er-
reicht jedoch keine ausreichende Durchschlagsfestigkeit.

Bei Folienmaterialien wie PET muss beachtet werden, dass auch die 10-80um breiten Zwi-
schenrdume der Elektroden z.B. mit Klebstoff ausgefiillt werden missen, da Luft eine Durch-
schlagsfestigkeit von nur 1V/um hat.

Wird die Durchschlagsfestigkeit der Materialen auf das Verhaltnis von Durchschlagsfestigkeit
und Permittivitat von Teflon normiert (vgl. Gleichung 2.22 in Abschnitt 2.4.3), so ist zu erken-
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nen, dass der Resist SU-8 schlechte Werte fir Durchschlagsfestigkeit und Permittivitat auf-
weist. Jedoch kann SU-8 in quasi beliebigen Schichtdicken von 1-100 um verarbeitet werden
und auch Technik sowie Knowhow standen am IMT zur Verflgung. CEP ist ein vielverspre-
chendes Material, aber es gab am IMT bisher keine praktische Erfahrung. Daher wurde SU-8
als sicherster Ansatz flr die Produktion der DMF-Chips ausgewahlt.

SU-8

SU-8 ist ein Negativ-Resist der Firma MicroChem Corp. Die Firma micro resist technology
GmbH stellt u.a. SU-8 dhnliche Resiste her, von denen die Typen mr-L 5005 und mr-X 10 im
Rahmen dieser Arbeit als Dielektrika eingesetzt wurden.

Der mr-L 5005 wurde fir 4,2 um dinne Schichten verwendet, wahrend mr-X 10 flr Schichtdi-
cken zwischen 7 und 10 um geeigneter ist. Die dielektrischen Eigenschaften wurden nicht ge-
messen, aber sollen sich laut Herstellerangabe nicht von anderen SU-8 Resisten unterschei-
den (s. Tabelle 2.3).

Die 4,2um dicke mr-L 5005 Schicht wird auf dem Spincoater bei 3000rpm fir 60s mit
1500rpm/s erzeugt. Darauf wird der Chip bei 95 °C fir 10 min gebacken, abgekuhlt und nach
einer Ruhezeit von wenigen Minuten mit 1000 mJ UV-Licht flutbelichtet. Der mr-L 5005 wurde
nur zu Schichten von 4,2 um verarbeitet, da friih auf den Resist mr-X 10 gewechselt wurde.

Eine Dielektrikumsschicht aus mr-X 10 wird bei gleichen Bedingungen hergestellt, jedoch
wurden die Schichtdicken entsprechend der Spinkurve angepasst. Mit diesem Resist kdnnen
prazise Schichtdicken von 4-15um hergestellt werden.
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Abbildung 3.22:  Spinkurve von mr-X MP 10

Der Resist mr-X MP 10 eignet sich fir Schichtdicken von 5-15um. Die Spinkurve
kann beschrieben werden als d = (1,8-10'6+O,02-R'1’02)-[m].
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Cyanoethyl Pullulan

Cyanoethyl Pullulan (CEP) hat eine flr ein Polymer ungewohnlich hohe relative Permittivitat
von 15-20. Es wurden verschiedene Losungsmittel getestet, da Dimethylformamid (DMF™),
das in praktisch allen Veroffentlichungen (z.B. Chen et al. (2014), Dixon et al. (2016), Xu et al.
(2013)) genannt wurde, sehr giftig ist und nicht im vorhandenen Reinraum verwendet werden
durfte. Propylencarbonat11 erwies sich als ein exzellentes alternatives Losungsmittel zu Dime-
thylformamid*?. Es besitzt einen geringeren Dampfdruck und ist auRerdem gesundheitlich
relativ unbedenklich. Es lieRen sich Losungen von bis zu 30wt% herstellen und diese auch
mittels Spincoating zu grol¥flachig homogenen Schichten verarbeiten.

Die Spincoating Versuche zeigen stabile und prazise Spinkurven. Der geringe Dampfdruck
fahrt zu kaum relevanter Verdunstung, weshalb die Schichtdicke reziprok zur Drehgeschwin-
digkeit angenommen werden kann (s. Abbildung A.1 und Abbildung 3.23).

Auch gleichméRige Schichtdicken wurden auf den rechteckigen 50 mmx80mm Testsubstra-
ten gemessen. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus insgesamt drei
Messwerten von drei Messpunkten P1 bis P3. P1 liegt mittig auf dem Substrat und somit auf
der Achse des Spincoaters. P2 liegt auf halber Strecke zwischen Substratmitte und der Mitte
der kurzen Kante. P3 liegt 10 mm entfernt von der kurzer Kante auf der Geraden durch P1 und
P2.

Erste Versuche mit 1,5um CEP auf den DMF-Chips waren nur bedingt erfolgreich. Die beno-
tigte Spannung zum Bewegen eines Wassertropfens fiel im Vergleich zu 4,2 um mr-L 5005 von
120V auf unter 40V ab, was ein sehr gutes Ergebnis ist und dem erwarteten GroRenbereich
entspricht. Allerdings zeigten sich innerhalb kirzester Zeit Durchbriche.

Verschiedene Griinde kénnten daflr verantwortlich sein: mechanische Belastung im Testbett,
Zersetzung der Schicht durch verwendete Fluide (Wasser, aber auch TALEN Synthese Fluide),
(Zer-)Storungen beim Beschichten mit Teflon oder allgemein hohe Fehlerraten (Pinholes,
Luftblasen, Partikel) bei der Produktion.

Eine Messung mit dem Weillichtinterferometer an einem durchgebrannten DMF-Chip zeigte
eine sehr aufgeraute Oberflache mit Graben von vielen 100nm (vgl. Schichtdicke 1500nm),
wobei eine frische Probe hochstens eine Rauheit R; von 5nm aufweist.

Um dem Problem direkt zu begegnen, wurden dickere Schichten von 5-10um CEP erzeugt.
Daflr eignet sich eine 30wt% Losung, die jedoch grenzwertig hinsichtlich der Loslichkeit ist.
Zudem gestaltet sich wiederum das Filtern vor dem Spincoating als sehr schwer. Eine zu ge-
ringe PorengrofRe lasst die extrem viskose Losung nicht hindurch, hingegen ist die Filterwir-
kung grolRer Poren moglicherweise nicht mehr ausreichend, weshalb Staubpartikel teilweise
in der Schicht verbleiben kénnen.

Auch wenn die DMF-Chips mit einer 10 um CEP Schicht innerhalb 1h Betrieb noch Ausfallra-
ten (dielektrischer Durchbruch) von tGber 50% hatten, so blieben die Gbrigen 50% stabil und
konnten erfolgreich in den Experimenten zur Integration von Whispering Gallery Mode
Mikrokelch Lasern (WGMML) eingesetzt werden (s. Kapitel 5).

YUum Verwirrung zu vermeiden, wurde entschieden, weder die Chemikalie noch ihre Abklrzung zu verwenden.
" Propylencarbonat: Dampfdruck 4 Pa bei RT, verursacht schwere Augenreizung.

2 Dimethylformamid: Dampfdruck 377 Pa bei RT, fortpflanzungsgefahrdend, leicht- bzw. hoch-entziindlich, ver-
ursacht schwere Augenreizung, gefahrlich beim Einatmen.
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Abbildung 3.23:  Spinkurve von 30 wt% CEP in Propylencarbonat

30wt% CEP in Propylencarbonat eignet sich fur Schichtdicken von 3-15um. Die
Spinkurve kann beschrieben werden als d = 29,53-R'1‘04-[m].

3.3.5 Hydrophobe Beschichtung

Teflon eignet sich zwar nicht besonders als Dielektrikum, bietet sich aber als hervorragende
hydrophobe Beschichtung an, da es sich leicht auf alle gangigen Dielektrika aufbringen ldsst.

Alle hydrophoben Beschichtungen im Rahmen dieser Arbeit wurden mit Teflon AF 1600 von
DuPont hergestellt. Das Teflon wird in Konzentrationen zwischen 0,5-3wt% in Fluorinert
FC-40 gelost. Damit lassen sich Schichten zwischen 20nm und wenigen 100nm herstellen.
Hohere Konzentrationen von Uber 3wt% bis zu 10wt% lassen sich ansetzen, aber nicht zu
einer homogenen, grol¥flachigen Beschichtung verarbeiten.

Eine 1wt% Losung bildet bei 1000 rpm fir 60s mit 150rpm/s nach dem Verdunsten des Lo-
sungsmittels eine etwa 80-100nm dinne und groRflachig homogene Schicht (s. Abbildung
3.24). Das FC-40 verdunstet sichtbar schon wéahrend des Spinvorgangs, es besitzt einen
Dampfdruck 287 Pa. Daher ist es schwer, einen Kurvenverlauf flr die Funktion der Schichtdi-
cke in Abhdngigkeit der Drehgeschwindigkeit vorauszusagen.

Nach dem Spincoating sollte das Teflon Uber die Glasiibergangstemperatur erhitzt werden,
damit ein Reflow Prozess einsetzt. Teflon AF 1600 hat eine Glasiibergangstemperatur von
160°C. Daher wurden die meisten DMF-Chips auf einer Hotplate bei 165-170°C fir 10 min
gebacken.
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Abbildung 3.24:  Spinkurve von 1 wt% Teflon AF 1600 in Fluorinert FC-40

1wt% Teflon AF 1600 in Fluorinert FC-40 eignet sich fir Schichtdicken von
20-100 nm. Schichtdicken unterhalb von 50 nm sind schlecht reproduzierbar. Die
Spinkurve kann beschrieben werden als d = (9,55+61323~R'1’02) -10’9-[m].

Eine Ausnahme bildeten Versuche mit PET-Folie auf bedruckten DMF-Chips aus Papier. Tem-
peraturen ab 100-150°C erzeugten zu starke innere Spannungen in der Folie und fihrten zum
Verziehen und Verbiegen der Papier-Chips.

Prinzipiell 1dsst sich auch eine Teflonschicht ohne Reflow einsetzen, aber die Erfahrung zeigt,
dass nach langerer Zeit (Stunden bis Tage) die Hydrophobie abnimmt und es so zur Verringe-
rung der Tropfenbeweglichkeit kommen kann. Kurzfristig stellt das jedoch kein Problem dar
(vgl. Tabelle 3.1).

In Abbildung 3.25 ist eine REM-Aufnahme eines Glassubstrats (gewdhnlicher Objekttrager) zu
sehen, auf dem sich eine Teflonschicht von etwa 100 nm befindet. Die Schicht wurde mit ei-
ner Skalpelklinge zerkratzt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Teflonschicht komplett
durchschnitten wurde und das Glas nicht beschadigt wird. Dies wurde mit Rasterkraftmikro-
skop (AFM) und WeiRlichtinterferometer (WLI) zuvor Gberpruft. Die Skalpellklingen beschadi-
gen nicht die Glasoberflache.

Messungen mit dem Weilllichtinterferometer haben gezeigt, dass Teflon eine extrem glatte
Oberflache bildet, die der Qualitat der unterliegenden Glasoberflache entspricht. Das Teflon
verhdlt sich wie eine hauchdinne Folie, die sich mechanisch von der Glasoberflache 16sen
|asst. Die Filamente an den Réndern der Kratzer lassen erkennen, dass das Teflon nicht ein-
fach eingeschnitten wurde, sondern auch weggedriickt, teils abgerissen, oder wie oben links
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zu sehen adhnlich einer leicht adhdsiven Folie vom Glas abgezogen wurde. Die Teflonoberfla-
che Ubersteht problemlos die Berlihrung mit Fingern oder Laborhandschuhen. Erst starke
Scherkrafte beim Wischen mit einem Labortuch oder das leichte Beriihren mit spitzen und
harten Gegenstanden (Skalpell) zerstoren die Oberflache.

Tabelle 3.1: Kontaktwinkel eines 3 pul Wassertropfens auf verschieden Teflonoberflachen

Kontaktwinkel wenige Stunden nach dem Spincoating. Kontaktwinkelmessungen
sind sehr empfindlich und sind nicht ohne weiteres mit Messungen anderer Quel-
len (Personen, Gerate) vergleichbar.

Statisch | Vorrickwinkel | Rickzugswinkel

Grad Grad Grad
An Luft getrocknet, Raumtemperatur 121,7 124,8 114,3
Heizplatte 30s 170°C 122,1 125,4 115,7
Heizplatte 600s 170°C 122,3 124,0 114,5

Daher lasst sich die Oberflache mit Aceton, Isopropanol, Wasser und Druckluft sehr gut und
zerstorungsfrei reinigen. Das Teflon kann mit einem Labortuch leicht entfernt werden, wenn
das Dielektrikum entsprechend stabil ist. SU-8 stellt kein Problem dar, ebenso leicht lasst sich
eine PET-Folie vom Teflon befreien. Das CEP bildete eine weichere Schicht, die leicht zerkratzt
werden kann. Aber dafir |dsst sich CEP auch vollstandig entfernen (Aceton als Losemittel) und
leicht neu auftragen.

Bei genauerer Betrachtung lassen sich mehrere Rechtecke in der Teflonoberflache am oberen
Rand der REM-Aufnahme in Abbildung 3.25 erkennen. Diese entsprechen den Bereichen, in
welchen zuvor von dieser REM-Aufnahme bereits andere Aufnahmen angefertigt wurden. Bei
den Rechtecken handelt es sich nicht um optische Effekte, sondern stellten sich als physikali-
sche vorhandene Vertiefungen im Teflon heraus. Weitere Informationen zur Strukturierung
von Teflon mit Elektronenstrahlen kbnnen Karre et al. (2009), Khan et al. (2008) und Shaali et
al. (2015) entnommen werden.

Abbildung 3.25: REM-Aufnahme einer mit Skalpell angekratzten Teflonschicht auf Objekttrager

Die schwach sichtbaren Rechtecke (Pfeile) sind durch vorherige REM-Aufnahmen
entstandene Vertiefungen in der Teflonschicht.
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3.3.6 Prafung der Schichtdicken

Die REM-Aufnahme (s. Abbildung 3.26) zeigt die vier Schichten eines DMF-Chips. Zuoberst
befindet sich die hydrophobe Beschichtung aus Teflon. Darunter liegt das Dielektrikum aus
mr-L 5005. Diesem folgte die elektrisch leitfahige Schicht aus Chrom. Das Basissubstrat be-
steht aus Glas. Die Chromschicht kann als hell leuchtende Linie zwischen Glas (unterste
Schicht) und Dielektrikum (dickste, sich vom Glas deutlich absetzende Schicht) erkannt wer-
den. In der linken unteren Ecke fehlt ein dreieckiges Stlick der Dielektrikumsschicht, darunter
kommt (sehr hell) die Chromschicht zum Vorschein. Die Teflonschicht erscheint als filigrane,
ausgefranste Folie Gber der Dielektrikumsschicht.

Die Teflonschicht ist mit den zu erwartenden 20-100nm um ein bis zwei GroBenordnung klei-
ner als die Dielektrikumsschicht. Die Dielektrikumsschicht (hier mr-L 5005) hat laut Spin-Kurve
eine Starke von 4,2um, bei den Parametern Geschwindigkeit 3000rpm, Beschleunigung
1500rpm/s und Zeit 60s. Unter Bertcksichtigung des Winkels der REM Aufnahmen stimmt
die GroRenordnung (3-5um). Die Chrom-Schicht ist laut Hersteller 200nm dick. Auch diese
Angabe erscheint durch den Vergleich der Dielektrikumsschicht richtig.

Diese Aufnahme bestatigt die auch mit anderen Methoden wie Weililichtinterferometer, Pro-
filometer und Ellipsometer zuvor ermittelten GréfSen (-ordnungen) der Materialschichten.

e Chrom
(Schichtdicke =50-500 nm)

Glas
(Schichtdicke =1 mm

i ; WD=84mm EHT= 150kV Date :24 Jun2016  Stage atZ=22.120 mm 10 pm
’ /B Broken DMF Chip vdE 001.tif Mag= 500X Signal A=SE2 Tilt Corrn. = Off Stage at T= 35.0°

Abbildung 3.26: REM-Aufnahme der Bruchkante eines DMF-Chips zeigt dessen Schichtdicken

Der Chip besteht aus 1 mm Glas als mechanisch stabiles Basissubstrat, einer
Chromschicht (200 nm laut Hersteller), einer dielektrischen Schicht aus mr-L 5005
(4,2 um) und einer Teflonschicht von 50-100 nm (Messewerte schwanken je nach
Gerat: Weilllichtinterferometer, Profilometer und Ellipsometer). Der Bildaus-
schnitt hat eine horizontale Ausdehnung von ca. 200 um.
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Bindedomane auf der DMF-Plattform

Der verwendete DMF-Chip hat das Elektrodenlayout 10R4xDMF (s. Abschnitt 3.3.1 und Abbil-
dung 4.1), bestehend aus 98 Elektroden. Davon sind 68 Matrixelektroden (2,23x2,23 mm? mit
2,25mm Pitch), zehn Reservoirelektroden mit je zwei Dosierelektroden. Das Grunddesign ba-
siert auf Jebrail et al. (2010).

Nicht alle Flissigkeiten waren - obgleich mit DMF handhabbar - von vornherein fiir DMF ge-
eignet. Wasser stellt die Referenz dar und liel8 sich unter allen im Rahmen dieser Arbeit ver-
wendeten Flissigkeiten am schnellsten und stabilsten bewegen. DNA-Repeat-, Terminator-
und Blocker-Losungen besitzen die gleiche Beweglichkeit wie Wasser. Der ,Rapid Ligation” RL-
Puffer besitzt eine schlechtere, aber stabile Beweglichkeit. Der ,Binding-and-Wash“ BW-
Puffer war in seiner urspriinglichen Zusammensetzung ungeeignet. Ligase ist ganzlich unbe-
weglich auf den verwendeten DMF-Chips.

Sechs Proben wurden, wie im Ablaufdiagramm (vgl. Abbildung 1.1 und Abbildung 4.7h) sche-
matisch gezeigt und in Abschnitt 2.1 bereits beschrieben, hergestellt und werden im Folgen-
den beschrieben. Vier der Proben wurden auf dem DMF-Chip erzeugt (Probe ,,DMF{“ bis
,DMF;“ mit Pluronic 64), wahrend die Probe ,,Mp” mit Pluronic 64 und die Probe ,M:” mit
Tween 20 als Referenz auf konventionelle Weise manuell hergestellt wurden. Die zur Trop-
fenmanipulation auf dem DMF-Chip verwendeten Spannungen lagen zwischen 100V und
200V bei einer Frequenz von 10kHz (s. Abbildung 4.7). Die Ergebnisse der Gelelektrophore-
seprifung als Nachweis der erfolgreichen Ligation werden im Abschnitt 4.3.3 gezeigt.

4.1 Der verwendete DMF-Chip

Das Bodensubstrat wurde auf einem 1mm Borofloat Wafer mit einer 200nm PVD Chrom-
schicht (Active Business Company GmbH) hergestellt. Das Chrom wurde lithografisch struktu-
riert (UV Maske von Compugraphics Jena GmbH, Resistlack AZ1505 und Chromium Etchant
N°1 vom MicroChemicals GmbH). Die Kontaktpads wurden mit selbstklebender Kaptonfolie
abgedeckt. Die dielektrische Schicht wurde aus mr-L 5005 (dhnlich SU-8, micro resist techno-
logy GmbH) mittels Spincoating (4,2 um: 3000 rpm, 1500 rpm/s, 60's) aufgebracht. Die Kapton-
folie wurde entfernt und der Resistlack bei 95°C Uber 10 min ausgehartet und anschlielRend
flutbelichtet. Mit einer neuen Kaptonfolie wurden die Kontaktpads abgeklebt und die hydro-
phobe Schicht aus 1 wt% Teflon AF 1600 (DuPont) in Fluorinert FC-40 (Sigma-Aldrich) via
Spincoating (1000 rpm, 150rpm/s, 60s) erzeugt und auf einer Heizplatte ausgehartet (165 °C,
10min).

Das Deckelsubstrat besteht aus einem einseitig mit ITO-beschichteten Glasstreifen (Delta
Technologies, Limited), der die gleiche hydrophobe Beschichtung wie das Bodensubstrat er-
halt. Zusatzlich wurden auch die Seiten in Teflonlosung getaucht, um die Beflllung von der
Seite zu optimieren. Ohne diese Seitenbeschichtung kann es passieren, dass die elektrostati-
schen Krafte nicht ausreichen, um den Tropfen vollends zwischen Boden und Deckel zu zie-
hen, da dieser an den hydrophilen Seiten des Deckels hdngen bleibt (s. Abschnitt 2.5).
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Abbildung 4.1: Funktionalitdt und Aufbau des DMF-Chips zur Umsetzung des ICA-Protokolls

Das Chipdesign basiert auf Jebrail et al. (2010). Neben der standardmaRigen
Tropfenbewegung muss auch ein externes System zur Kontrolle der magnetischen
Beads implementiert sein.

Der Abstandhalter und das Chip Bonding werden mit doppelseitigem Klebeband (Scotchtape
von 3M, hier 130um) realisiert, das eine einfache und wieder trennbare Verbindung mit defi-
niertem Abstand zwischen Deckel- und Bodensubstrat erzeugt.

4.2 Optimierung der Tropfenbeweglichkeit

Das Tensid Tween 20 aus dem originalen ICA-Protokoll wurde durch Pluronic 64 ersetzt. Es
war anzunehmen®, dass der Austausch des Tensids hinsichtlich der Ligation keine Probleme
verursachen sollte. Die Ergebnisse zeigten (Abbildung 4.7 und Abbildung 4.7) keine negativen
Auswirkungen auf den Erfolg der Ligationen mit Tween 20 und Pluronic 64, aber es konnte
eine grolRe Verbesserung der Tropfenbeweglichkeit erzielt werden.

Ein Tropfen wurde 50 Mal Uber vier Elektroden hin und wieder zurlick bewegt. Die Kapazitat
einer Elektrode ist Gber die Zeit in den Graphen in den folgenden Abbildungen (Abbildung 4.2
bis Abbildung 4.5) aufgetragen. Zu sehen ist die 1., 2., 5., 25. und 50. Messung bzw. Uberque-
rung einer Elektrode in gleicher Richtung. Die sich erhéhende Zeit zum vollstdandigen Bede-
cken der Elektrode ist ein Indikator des Biofoulings (s. Abschnitte 2.2.3 und 2.5.6). Als Refe-
renz wird hier eine Messung mit destilliertem Wasser auf demselben Chip abgebildet (kein
Biofouling, ca. 70ms fur 2,25mm). Geringfligige Zunahmen der Geschwindigkeit lassen sich
auf die Verdunstung der Tropfen zurlickfihren.

" Der Autor von Briggs et al. (2012) duRerte sich auf Anfrage, dass das Tensid Tween 20 nur der Reduzierung
unspezifischer Bindungen wahrend des Ligationsprozesses dient. Dies entspricht dem Biofouling in der DMF.
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Flr jede Bewegung zwischen zwei Elektroden wurde eine Wartezeit von 1s gesetzt und die
,Feedback Results” wurden in der DropBot Software aktiviert. Das bedeutet, dass, auch wenn
die Bewegung an sich schneller ablauft, insgesamt von der Aktivierung der Elektrode bis zur
Deaktivierung 1s gewartet wird. Und es bedeutet ferner, dass, sollte die Bewegung ldnger als
1s dauern, die Software auf die Beendigung der Bewegung wartet, bevor die Elektrode deak-
tiviert wird. Die Beendigung der Bewegung errechnet die Software aus der Kapazitdtsande-
rung, die abhangig von der vom Tropfen bedeckten Elektrodenfldche bzw. dem darliber von
ihm ausgefullten Volumen ist.

50 Wiederholungen mit je 6 Bewegungen ergeben eine Gesamtzeit von mindestens 5min.
Diese Gesamtzeit ist nicht willkirlich gewahlt. Es wurde vorher gemessen, dass die Bewe-
gungszeit des BW-Puffers bis zu knapp Uber 1s anwachsen kann. Daher wurde 1s gewahlt,
um besonders zu Anfang gentgend Sicherheit fiir eine unterbrechungsfreie Messung zu ha-
ben. Fur eine Messung mit reinem Wasser, oder Wasser mit geringer Zugabe von Tensid (z.B.
0,05vol% Pluronic 64) dirfte eine Gesamtzeit von 500 ms ausreichend sein.

Der fiur die Messungen der Tropfenbeweglichkeit verwendete DMF-Chip hat das Layout
10R4xDMF. Die dielektrische Schicht bestand aus 9 um mr-X 10 Resistlack und die hydropho-
be Schicht aus 100nm Teflon AF 1600. Der Abstand zwischen Boden und Deckel betrug
130 um.

Um eine Vergleichbarkeit zu anderen DMF-Chips oder FlUssigkeiten zu haben, ist es sinnvaoll,
eine Referenzmessung mit Wasser (Abbildung 4.2) bei sonst gleichen Bedingungen durchzu-
fihren. Und um eine Aussage der Wirkung der Tenside auf die Tropfenkinetik zu erhalten,
wurde ein BW-Puffer* ohne Tensid zum Vergleich herangezogen (Abbildung 4.3).

Die BW-Puffer mit Tween 20 (Abbildung 4.4) bzw. Pluronic 64 (Abbildung 4.5) sind 0,5-fach
konzentrierte BW-Puffer, der Tensid-freie Puffer (Abbildung 4.3) ist zweifach konzentriert. Die
Tropfengrofe war 1,1 ul und diese wurden mit einer Wechselspannung von 160V und 10kHz
bewegt.

Die urspringlich 500 ms lange Bewegungszeit fir 2,25 mm, gemessen auf derselben Elektro-
de, verdoppelte sich nach 50 Wiederholungen bei der Verwendung von Tween 20 (Abbildung
4.4). Mit Pluronic 64 trat nicht nur kein relevantes Biofouling mehr auf (100 ms zusatzlich bei
anfanglichen 250ms), sondern es verkirzte sich auch die Gesamtzeit der Bewegungen mit
Pluronic 64 (250-350ms auf 2,25 mm) im Vergleich zu Tween 20 (500-1000ms auf 2,25 mm).

In Abbildung 4.6 sind die Bewegungskurven der jeweils 2. Bewegung der vier verglichenen
FlUssigkeiten gegenlbergestellt. Ein Tensid reduziert deutlich die Bewegungsgeschwindigkeit
(Erreichen des Plateaus), wie es nach Abschnitt 2.2.3 zu erwarten war. Es ist interessant zu
sehen, wie entscheidend die Wahl des richtigen Tensids und ggf. dessen Konzentration ist.

Der 0,5xBW-Puffer (2xBW-Puffer und Wasser im Verhaltnis 1:3 gemischt) mit Tween 20 be-
wegt sich deutlich langsamer, als der reine Puffer, der sich wiederum gleich dem reinen Was-
ser verhalt. Das Pluronic 64 zeigt insgesamt das bessere Ergebnis in Form einer besseren Be-
weglichkeit Uber die Zeit und auch einer héheren Geschwindigkeit und somit auf lange Sicht
moglicherweise relevant verkiirzten Versuchszeit.

1 Bedeutung von 0,5x und 2x konzentriert: 0,5x-konzentriert = 1 Teil 2xBW-konzentriert + 3 Teile Wasser
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Abbildung 4.2: Tropfenbeweglichkeitsmessung von H,0 als Referenz

160V Aktuationsspannung, 10kHz Wechselstromfrequenz, 1,5ul Tropfenvolu-
men, 2,25 mm Bewegungsdistanz bzw. Pitchabstand der Elektroden, 130 um Ab-
stand zwischen Boden und Deckel, 9 um mr-X 10 als Dielektrikum und 100 nm Tef-
lon AF 1600 als hydrophobe Beschichtung. Die 2. Bewegung hatte eine mittlere
Geschwindigkeit von 38 (£4)mm/s.
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Abbildung 4.3: Tropfenbeweglichkeitsmessung von 2xBW-Puffer

160V, 10kHz, 1,5ul, 2,25 mm, 130 um, 9 um mr-X 10, 100 nm Teflon AF 1600. Der
2xPuffer bewegt sich genauso gut wie reines Wasser. Die 2. Bewegung hatte eine
mittlere Geschwindigkeit von 38 (#4)mm/s.
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Abbildung 4.4: Tropfenbeweglichkeitsmessung von 0,5xBW-Puffer mit 0,05 vol% Tween 20

160V, 10kHz, 1,5 ul, 2,25 mm, 130 um, 9 um mr-X 10, 100 nm Teflon AF 1600. Die
2. Bewegung hatte eine mittlere Geschwindigkeit von 6,4 (#0,6)mm/s. Die 50.
Bewegung hatte eine mittlere Geschwindigkeit von 2,3 (£0,2)mm/s. Tween 20 ist
hier nicht geeignet als Tensid in DMF-Chips.
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Abbildung 4.5: Tropfenbeweglichkeitsmessung von 0,5x BW-Puffer mit 0,05vol% Pluronic 64

160V, 10kHz, 1,5 ul, 2,25 mm, 130um, 9um mr-X 10, 100 nm Teflon AF 1600. Die
2. Bewegung hatte eine mittlere Geschwindigkeit von 10 (*1)mm/s. Die 50. Be-
wegung hatte eine mittlere Geschwindigkeit von 8 (x1)mm/s. Der Puffer in Ver-
bindung mit Pluronic 64 zeigt nur eine geringfligige Verschlechterung der Trop-
fenbeweglichkeit. Pluronic 64 ist aus Sicht der DMF ein besserer Ersatz fir
Tween 20.
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Abbildung 4.6: Vergleich der Tropfenbeweglichkeit

Die zuvor getesteten Flussigkeiten werden anhand ihrer 2. Bewegung verglichen.
Der Einsatz eines Tensids reduziert wie zu erwarten die Geschwindigkeit der
Tropfenbewegung, aber kann daflr Stabilitdt hinsichtlich der Beweglichkeit bie-
ten.

Der 0,5xBW Puffer sowie der 2xBW Puffer mit der originalen Zusammensetzung (2x kon-
zentriert: 1M NaCl, 10mM Tris-HCl pH 8,0, 1mM EDTA, 0,2vol% Tween 20) blieb manchmal
auf der Chipoberflache hangen und zeigte immer eine abnehmende Tropfenbeweglichkeit auf
von ihm bereits einmal passierten Elektroden. Das fiir DMF ungeeignete Verhalten konnte auf
das Tensid Tween 20 zurickgefiihrt werden. Durch dessen Austausch mit Pluronic 64 konnte
seine Beweglichkeit ausreichend verbessert werden.

RL-Puffer (,Rapid Ligation Puffer”: 132mM Tris-HCI, 20mM MgCI2, 2mM DTT, 2mM ATP,
15% PEG 6000 pH7,6) war langsam aber konstant bewegbar. T7 Ligase hingegen konnte nicht
bewegt werden. Basierend auf dem ICA-Protokoll kénnen Ligase mit Wasser und RL-Puffer
zuvor vermischt werden, aber missen dann binnen einer Stunde verwendet werden. Das Er-
gebnis ist der gut bewegliche , Ligase Mix“, fir den keine Optimierung notwendig war.

4.3 Ligation der Bindedomane im DMF-Chip

Flr jede der sechs Proben wurden die Flissigkeiten wie folgt vorbereitet: Von 5 ul Suspension
bestehend aus Puffer und Streptavidin beschichteten magnetische Partikeln M-270 von der
Firma Life Technologies wurden die Partikel abgetrennt.

Es wurden ein 0,5xBW-Puffer und 2xBW-Puffer mit Tween 20 und 0,5xBW-Puffer und ein
2xBW Puffer mit Pluronic 64 hergestellt. Die BW-Puffer wurden bei Raumtemperatur aufbe-
wahrt. Die Partikel wurden zwei Mal in 50ul zweifach konzentriertem BW-Puffer (,,2xBW-
Puffer”: 1M NaCl, 10mM Tris-HCI pH8&,0, 1mM EDTA, 0,2vol% Pluronic 64) gewaschen und
anschliefend in 5 ul 2xBW-Puffer resuspensiert.
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Um das erste Kettenelement, das im Initiator enthalten ist, auf der mit Streptavidin beschich-
teten Oberflache anzukoppeln, wurden 5 ul einer 10 uM Lésung von Initiator-Oligonukleotiden
beigeflgt, auf einem Vortexmischer fiir 30min gemischt. Die Partikel wurden wieder ausge-
fallt und zweimal in 0,5xBW Puffer, der einem 2xBW-Puffer verdinnt in Wasser im Verhaltnis
1:3 entspricht, gewaschen und in einem Mikroreaktionsgefald in 0,5xBW Puffer resuspensiert.
Das Mikroreaktionsgefall mitsamt Inhalt wird anschliefend auf Eis gelagert.

Der benotigte Ligase Mix besteht aus 10 Teilen RL Puffer, einem Teil T7 Ligase und funf Teilen
H->O und wurde ebenso Eis gelagert wie die DNA-Repeats, die Blocker und die Terminatoren.

4.3.1 DMF-Proben mit Pluronic 64

Der Arbeitsablauf, der in Kapitel 1 beschrieben wurde, kann auf einem DMF-Chip nach den
Schritten a bis g entsprechend der Abbildung 4.7 a bis g durchgeflhrt werden.

Der folgende Abschnitt beschreibt das praktische Experiment auf dem DMF-Chip und nimmt
zur Verdeutlichung Bezug auf die Abbildung 4.7 a bis g. Die Tropfen wurden entsprechend des
Diagramms der Protokollschritte (vgl. Abbildung 4.7h mit Abbildung 1.1) nachtraglich digital
eingefarbt. Es wurden insgesamt vier Proben (DMF;, DMF,, DMF; und DMF4) nach demselben
Vorgehen hergestellt, wie es im Folgenden protokolliert ist.

Schritt a: Die vorbereiteten Beads (schwarze Punkte bzw. Schemen) wurden in 5pul BW-
Puffer resuspensiert und auf dem DMF-Chip dosiert (roter Tropfen, teilweise zu sehen in a,
vollstandig in f bis g). Ein 1ul Tropfen (gelb), bestehend aus einer 1:1 Mischung aus DNA-
Repeat A und H,0, um das Mischungsverhaltnis zum Ligase Mix bei fehlender Blocker Losung
einzuhalten, wurde auf dem Chip dosiert. 4 ul des Ligase Mix (blauer Tropfen) aus T7 Ligase,
RL-Puffer und H,0 werden auf dem Chip dosiert.

Schritt b: Die magnetischen Partikel werden mit Hilfe der magnetischen Linse ausgefallt und
vom BW Puffer getrennt. Der Ligase Mix (blau) wird mit dem Tropfen (gelb) aus DNA-Repeats
und Wasser in einem 5 ul Tropfen (griin) vereint und gemischt.

Schritt ¢ und d: Die magnetischen Partikel werden vom dem 5ul Tropfen (grin) aufge-
nommen, durch eine Kreisbewegung des Tropfens gleichmaRig in diesem verteilt und die Sus-
pension anschliefend fur 2 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Schritt e: Die magnetischen Partikel (schwarz) und der Tropfen (griin) werden getrennt, wo-
bei aber signifikante Rickstande (<0,1 ul) der Flissigkeit an den Partikel haften bleiben.

Schritt f und g: Die Partikel mit den flissigen Ruckstanden (schwarz, griin) werden mit ei-
nem 5ul Tropfen BW-Puffer (rot) aufgenommen, vermischt und anschlielend wieder abge-
trennt; dieser Waschschritt wurde zweimal durchgefihrt, um die Konzentration der Rlck-
stande (grin) hinreichend zu reduzieren. Ein weiterer Tropfen aus 5 pl BW-Puffer (rot) nimmt
die Partikel auf. Die Suspension aus Partikel und BW-Puffer bildet die Basis flir den nachsten
lterationsschritt (a“ bis g‘).




Ligation der Bindedoméne im DMF-Chip

Abbildung 4.7:
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Ablauf der ICA-Ligation auf dem DMF-Chip

Die Tropfen (a bis g) wurden digital eingefarbt um der Illustration der Protokoll-
schritte (h) zu entsprechen, das auf Abbildung 1.1 basiert. Alle Flissigkeiten in-
klusive der magnetischen Partikel waren bewegbar und die iterative Ligation nach
Briggs et al. (2012) konnte auf einem DMF-Chip erfolgreich durchgefiihrt werden.
Die dielektrische Schicht bestand im Gegensatz zu den Tropfenbeweglichkeits-
messungen aus 4,2 um mr-L 5005.
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Schritt a‘: Die vorbereiteten Beads (schwarze Punkte bzw. Schemen) wurden in 5ul BW-
Puffer resuspensiert und auf dem DMF-Chip dosiert (roter Tropfen, teilweise zu sehen in a,
vollstandig in f bis g). Ein 1 ul Tropfen (gelb), bestehend aus einer 1:1 Mischung aus Termina-
tor B und Blocker B wurde auf dem Chip dosiert. 4l des Ligase Mix (blauer Tropfen) aus T7
Ligase, RL-Puffer und H,0 werden auf dem Chip dosiert. (Abbildung 4.7a)

Schritt b‘: Die magnetischen Partikel werden mit Hilfe der magnetischen Linse ausgefallt
und vom BW Puffer getrennt. Der Ligase Mix (blau) wird mit dem Tropfen (gelb) aus Termina-
toren B und Blockern B in einem 5 ul Tropfen (grin) vereint und gemischt.

Schritt ¢’ und d‘: Die magnetischen Partikel werden vom dem 5 ul Tropfen (griin) aufge-
nommen, durch eine Kreisbewegung des Tropfens gleichmaliig in diesem verteilt und die Sus-
pension anschliefend fir 2 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Schritt e’: Die magnetischen Partikel (schwarz) und der Tropfen (griin) werden getrennt,
wobei aber signifikante Ruckstande (<0,1 ul) der Flussigkeit an den Partikel haften verbleiben.

Schritt f* und g‘: Die Partikel mit den flissigen Rickstanden (schwarz, griin) werden mit
einem 5ul Tropfen BW-Puffer (rot) aufgenommen und vermischt und anschlielend wieder
abgetrennt; dieser Waschschritt wurde zweimal durchgefihrt, um die Konzentration der
Rickstande (grin) hinreichend zu reduzieren. Ein weiterer Tropfen aus 5pl BW-Puffer (rot)
nimmt die Partikel auf. Dieser Tropfen stellt das Endprodukt der Reaktion auf dem DMF-Chip
dar. Dessen Deckelsubstrat wurde entfernt und der Tropfen mit einer Pipette aufgenommen.

4.3.2 Manuelle Referenzproben mit Tween 20 und Pluronic 64

Die manuellen Referenzproben (Mp und M), also nicht auf einem DMF-Chip durchgefihrten
Ligationen, erfiillen zwei Aufgaben. Zum einen sollen sie den Vergleich zwischen dem im Ori-
ginalprotokoll aufgefihrten Tween 20 (Probe M1) und dem aufgrund der besseren Tropfen-
beweglichkeit alternativen Tensid Pluronic 64 (Probe M5) aus den Vorversuchen ermoglichen.
Und zum anderen sollen die Ergebnisse der DMF-Proben mit diesen manuellen hergestellten
Proben verglichen werden kdnnen.

Die manuellen Proben Mp und My wurden nach dem gleichen Ablauf hergestellt, wie die DMF-
Proben, allerdings klassisch mit Pipetten, MikroreaktionsgefaRen und Magnet-Rack und mit
doppelten Fluidvolumina (10 pul), entsprechend dem Originalprotokoll: 5 ul RL-Puffer, 0,5ul T7
Ligase, insgesamt 2 ul der entsprechenden Blocker und DNA-Repeats bzw. 2 ul der Terminato-
ren, 2,5 ul H,0.

Die assemblierten MolekUlketten aus allen sechs Proben sollten eine Lange von drei Mono-
meren (300bp s. Abbildung 4.8) aufweisen (Initiator, DNA-Repeat und Terminator). Um dies
zu Uberprifen, wird eine Gelelektrophorese bendtigt, die der Elution und PCR vorrangeht.

4.3.3 Vergleich der Proben

Die Beads einer jeden der sechs Proben wurden jeweils zwei Mal in 50 pl H,O in Mikroreakti-
onsgefallen gewaschen (mit Magneten ausféllen und FlUssigkeit abpipettieren) und anschlie-
Rend in 0,01vol% Tween 20 in H,0 resuspensiert. Die sechs Suspensionen wurden fir 3 min
auf 95°C gehalten, um die Molekilketten zu eluieren.
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DNA Mass Base Pairs
(ng/5ul)
I
2 1§:888
22 3:883
20 4,000
140 3,000
35 2,500
35 2,000
90 1,500
50 1,000
40 900
40 800
35 700
30 600
90 500
40 400

40

1.5% TAE Agarose Gel

DMF, DMF, DMF, DMF, M, M,

o |

b

Abbildung 4.8: Ergebnis der Gelelektrophorese

Vergleich der manuellen Proben My (das originale Tensid Tween 20) und My
(Pluronic 64) mit den vier DMF-Proben. Die gleiche Masse der sechs Proben zeigt,
dass die Ligation der Bindedomdne auch auf einem DMF-Chip moglich ist und
dass Pluronic 64 einen vorteilhaften Ersatz fir Tween 20 darstellt, um eine Ver-
besserung der Fluidbeweglichkeit zu erzielen.

Die PCR der sechs Proben wurde bei 98 °C fir 2 min initialisiert. Es folgten 28 Wiederholungen
eines Zyklus bestehend aus jeweils drei zeitlich festgelegten Temperaturniveaus: 95°C fir
20s, dann 60°C fur 30s, dann 72 °C fiir 4s.

Nach der PCR wurden die TALEs in ein 1,5% TAE (TRIS-Acetat-EDTA) Agarose Gel gegeben
(Abbildung 4.8). Die Massen der DMF-Proben (DMF1_4) und die der manuellen Proben (Mp und
M+) erwiesen sich als gleich. Daraus lasst sich auf eine erfolgreiche Ligation schlieBen und
zeigt die Machbarkeit einer Automatisierung der TALEN-Synthese auf DMF-Chips.



5 Integration von Whispering Gallery Mode
Mikrokelch Lasern in digitale Mikrofluidik-Chips

In diesem Projekt wird die Integration eines grofzahligen optischen Sensorarrays in eine ein-
zelne Funktionszelle eines DMF-Systems demonstriert. Es wurden Whispering Gallery Mode
Mikrokelch Laser (WGMML) in Felder von 10x10 Elementen hergestellt. Ein Feld hat eine
Grundflache von 1,9x1,9 mm?. Die WGMML (s. Abbildung 5.1) kénnen leicht in groRer Anzahl
hergestellt werden, indem ein Prozess aus kostengiinstigem Spincoating, maskenbasierter
optischer Lithografie, nasschemischem Atzen und thermischem Reflow nach Wienhold et al.
(2015) verwendet wird. Der hier gezeigte Sensorchip beinhaltet 50 dieser Sensorarrays und
besitzt folglich eine Gesamtzahl von 5.000 integrieren Sensoren. von der Ecken et al. (2017)

Das Anregen und Auslesen (s. Abbildung 5.1a) der WGMML wird Uber eine einfache, frei im
Raum befindliche Optik erreicht, die eine effiziente und parallele Adressierung auch grof3zah-
liger Felder ermoglicht. Die WGMML arbeiten im sichtbaren Spektrum des Lichts und eignen
sich hervorragend fiir Messungen in wassriger Umgebung.

Die Funktionsfahigkeit des Systems wird sowohl fir die Brechungsindexmessung im Tropfen-
volumen von Glycerolldsungen als auch fir die markerfreie Detektion von Streptavidin mittels
einer biotinylierten Resonatoroberflaiche demonstriert.

5.1 Synergie von WGMML und DMF

Die markerfreie Detektion mittels WGMML, die erste kennzeichnende Technologie des inte-
grierten Systems, basiert auf der Interaktion des evaneszenten Feldes der optischen Moden
mit dem umgebenden Medium. Veranderungen in der Zusammensetzung und die optischen
Eigenschaften des Umgebungsmediums flihren zur Verschiebung der Resonanzwellenlangen
des Mikroresonators, welche mit einer entsprechend prazisen Apparatur ausgelesen werden
kann. Hervorgerufen wird die Phasenverschiebung des Wellenlangenspektrums entweder
durch die Bindung von Molekilen auf Oberflache der WGMML, oder durch eine Verdanderung
des Brechungsindex des umgebenden Volumens (Vollmer et al. (2008)). Die Phasenverschie-
bung wird durch die Messung der Transferfunktion des WGMML detektiert. Die Detektions-
grenze eines WGMML-Sensors hangt von der Linienbreite der Resonanz im Frequenzspekt-
rum ab, wobei schmale Linienbreiten notwendig sind, um eine niedrige Detektionsgrenze zu
erreichen. Foreman et al. (2015), Luchansky et al. (2011)

Die hier verwendeten WGMML sind durch einen Sockel vom Substrat getrennt, wodurch der
thermische Reflow und somit ein hoher Qualitatsfaktor ermoglicht wird. Grossmann et al.
(2010), Wienhold et al. (2015)

Die Ein- und Auskopplung von Licht in passive optische Elemente via evaneszenter Kopplung
wird durch abgeschragte optisch leitende Fasern erreicht. Die akkurate Herstellung einer ab-
geschragten Faser ist ein schwieriger Prozess und deren Positionierung verlangt eine hohe
Prazision. Zudem wird die Stabilitat der Faser durch das Bewegen der FlUssigkeit beeinflusst
(Su et al. (2016)). Daher ist diese Methode ungeeignet fir die Massenproduktion, fir die In-
tegration in Fluidiksysteme und fir die parallele Mehrkanaldetektion.
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Um diese Defizite zu Uberwinden, werden mit Laserfarbstoff dotierte Resonatoren verwen-
det, die kontaktlose Anregung und kontaktloses Auslesen ermoglichen (Abbildung 5.1a).
Grossmann et al. (2010)

Aufgrund des hohen Qualitatsfaktors der Resonatoren weisen WGMML eine niedrige Laser-
schwelle auf, wodurch eine Anregung durch Dioden-Laser moglich ist (Wienhold et al. (2015)).
Des Weiteren ist die Linienbreite der Intensitdtspeaks des Laser-Spektrums schmaler als die
der Resonanz-Linienbreite der passiven Gegenstlicke (Coldren et al. (2012)). Diese Bauele-
mente kdnnen in groRzahligen Feldern und mit geringeren Kosten als vergleichbare Silizium-
basierte Elemente hergestellt werden. Wienhold et al. (2015)

Anregung ‘ Emission

Y
— o )"

Steuer- / / [ A

elektronik

Glas
ITO
WGMML
Teflon AF
CEP

72— Chrom
Glas

Abbildung 5.1: Funktionalitat und Aufbau des DMF-Chips mit integrierten WGMML

a) Querschnitt durch den digitalen Mikrofluidik Chip mit integrierten Whispering
Gallery Mode Mikrokelch Laser (WGMML). b) Eine VergroRerung des DMF-Chips
im Sensorfeld. (Bilder: Wondimu und von der Ecken) c¢) REM-Aufnahme eines
WGMML. Seine Hohe betragt etwa 8 um. Wienhold et al. (2015)

Der zweite kennzeichnende Technologieteil des integrierten Systems ist ein digitaler Mikroflu-
idik-Chip. Die DMF-Technik ermoglicht das Steuern von Tropfen mit Volumen bis in den Pikoli-
terbereich (Lin et al. (2012)), wobei géngige Systeme wie dieses flr den Bereich um einen
Mikroliter ausgelegt sind. Fiir Messungen an solch kleinen Volumina eignen sich WGMMIL, da
ihr Detektionssignal nicht vom Probenvolumen abhangt (White et al. (2008)).

Abbildung 5.1 zeigt ein seitliches Schnittbild des integrierten Systems. Es besteht aus einem
Deckel- und einem Bodensubstrat. Das Deckelsubstrat ist ein einseitig mit ITO-beschichtetes
Glas. Darauf wurden die WGMML, wie in Abbildung 5.2 gezeigt, hergestellt. Glas und ITO sind
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optisch transparent und ermoglichen das berthrungslose Pumpen der Laser und das Auslesen
ihrer Signale. Auf dem Bodensubstrat befindet sich die Elektrodenmatrix der Aktor-
Elektroden, die lokal begrenzte elektrische Felder mit der Gegenelektrode im Deckel erzeugt,
die elektrostatische Krafte zur Tropfenmanipulation induzieren. Die Elektroden auf dem Bo-
den sind durch ein Dielektrikum elektrisch isoliert. Durch hydrophobe Beschichtungen auf
Boden und Deckel reduzieren sich die Adhasionskrafte zwischen Tropfen und Oberflache so-
weit, dass die horizontale Komponente der elektrostatischen Krafte (s. Abschnitt 2.3.2) die
Bewegung der Tropfen ermdglicht.

Die Produktion der WGMML auf ein Deckelsubstrat des DMF-Systems erfolgt Gber einen line-
aren Produktionsprozess und ist somit einfach in jeden gangigen DMF-Chip zu integrieren.

5.2 Der integrierte DMF-Chip

Der integrierte Chip besteht aus einem Deckelsubstrat, auf welchem sich die Whispering Gal-
lery Mode Mikrokelch Laser (WGMML) innerhalb von Microwells (s. Abschnitt 6.1) befinden,
und einem Bodensubstrat mit den Aktor-Elektroden zur FlUssigkeitssteuerung.

5.2.1 Deckelsubstrat

Das Sensorfeld aus WGMML auf dem Deckelsubstrat wurde nach der Methode aus Wienhold
et al. (2015) hergestellt, die dies auf im Prinzip beliebigen Oberflaichen ermoglicht (s. Ausblick
Kapitel 7). In Abbildung 5.2a sind die Herstellungsschritte aufgezeigt.

Das Grundsubstrat, ein einseitig mit ITO beschichteter 75mmx37,5mm Glas-Chip (Delta
Technologies LTD), wird mit Isopropanol und destilliertem Wasser gereinigt. Die erste Be-
schichtung besteht aus 3um Polymethylglutarimide (PMGI), ein Liftoff Photoresist (Micro-
Chem Corp.), das mittels Spincoating aufgetragen wird. Darlber folgt eine Beschichtung aus
1,2 um PMMA (MicroChem Corp.), dem der Laser-Farbstoff Pyrromethene 597 (Radiant Dyes
Laser & Accessories GmbH) zugesetzt ist. Die Probe wird mit tiefem UV-Licht (DUV) der Dosis
4000mJ/cm? belichtet. Methylisobutylketon und Isopropanol im Mischungsverhaltnis 1:1
entwickelt das PMMA, wodurch sich die PMMA-Scheiben auf der PMGI-Schicht ausbilden.
Darauf folgend wird das PMGI selektiv mit 101A Developer (MicroChem Corp.) geatzt, wobei
die PMMA-Plattchen als Maske dienen und 10um unteratzt werden. Die PMMA-Plattchen
liegen dadurch frei auf Sockeln aus PMGI.

Die hydrophobe Beschichtung des Deckelsubstrats besteht aus einer geschlossenen, also auch
die Sensorfelder bedeckenden 100nm dinnen Teflon AF 1600 (DuPont) Schicht (Abbildung
5.2c). Daflir wird eine Losung aus 1wt% Teflon AF 1600 in FC-40 (VWR) mittels Spincoating
(1000rpm, 150rpm/s, 60s) aufgetragen und bei 125°C fir 10min gebacken. Dabei verdunstet
das Losungsmittel FC-40 und ein Reflow-Prozess der Resonatoren setzt ein, wodurch deren
Kontur und Oberflache eine hohe Qualitdt erzielen. Weder optisch noch unter dem REM las-
sen sich Unebenheiten erkennen (Abbildung 5.2d). AulRerdem induzieren interne Spannungen
die Verformung der Pldttchen zu Kelchen, indem sich deren Rdnder nach oben biegen
(Abbildung 5.2a i bis v).

Das Teflon AF 1600 hat eine Glaslbergangstemperatur von 160 °C, weshalb es hier nicht zu
einem Reflow kommt. Durch den fehlenden Reflow des Teflons kann sich dessen Hydrophobie
mit der Zeit (mehrere Stunden bis wenige Tage) verringern, was sich jedoch im Rahmen die-
ses Experimentes nicht relevant bemerkbar macht.
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Sensor Feld in

PMMA Microwell Reservoir Aktor-
a PMGI Elektroden Elektroden Kontaktpads
Glas —— E ¢
ITO el oo _
i) Spincoating £
ii) Deep-UV Belichtung = :
Boden-
¢ Deckel- substrat
iii) Entwickeln von PMMA substrat

iv) Nassatzen von PMGI

v) Thermischer Reflow
Abbildung 5.2: Herstellung der WGMML auf dem Deckelsubstrat

a) Das WGMML-Feld wird durch optische Lithografie auf dem Deckelsubstrat er-
zeugt. b) Deckelsubstrat: Jedes Quadrat enthéalt ein Feld von 10x10 WGMML. Die
rote Umrandung ist die PMMA-Beschichtung. Uber die roten Bereiche kdnnen
Tropfen ungehindert bewegt werden, auch wenn diese zuséatzliche Schicht eine
Erhohung der bendtigten elektrischen Spannung bedingt. ¢c) Obere Ansicht des
Laser Feldes mit einem Wassertropfen. d) REM-Bild eines einzelnen WGMML von
oben. e) Bodensubstrat: Die Aktuationselektroden (rot) und die Reservoirelektro-
den (grin) sind Uber Zuleitungen mit den Kontaktpads (weiR) verbunden. DMF-
Chip Design 10R4xDMF s. Abschnitt 3.3.1 und Jebrail et al. (2010). f) Das Dec-
kelsubtrat wurde mit einem 190 um dicken doppelseitigen Klebeband mit dem
Bodensubstrat verbunden. (Bilder: Wondimu und von der Ecken)

Eine weitere Eigenschaft der Sensorfelder rihrt durch eine Randiberhéhung her, die ebenso
wie die Wolbung der WGMML gebildet wird (Abbildung 5.2a i bis v). Diese Randiberhdhung
bildet eine Barriere und formt zusammen mit der Vertiefung um die WGMML einen Microwell
(s. Abschnitt 6.1). Die Barriere erlaubt einerseits eine effiziente Bewegung der Tropfen um die
Sensorfelder herum und andererseits eine Mdoglichkeit zum Dosieren von Flissigkeit unab-
hangig von der Elektrodengrofie. Im Vergleich zu den ,virtuellen” Microwells aus Eydelnant et
al. (2012), die aus einem hydrophilen Spot - also einem Loch im Teflon - bestehen, sind die
,echten” Microwells geometrisch geformt und kdénnen, wie im Experiment geschehen, mit
Teflon beschichtet werden.
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Abbildung 5.3: Deckelsubstrat mit WGMML-Feldern

Glas als mechanisch stabile Basis mit der durchsichtigen ITO Schicht als Gegen-
elektrode, den pinkfarbenen grofRflachigen Rickstdnden der Herstellung der
ebenfalls pinkfarbenen, 8um groRen WGMML, die in den durchsichtigen Quadra-
ten hier nicht zu sehen sind. Die Quadrate sind die ,echten” Microwells (s. Ab-
schnitt 6.1): etwa 8um tiefe Vertiefungen mit etwa 2 mm Kantenldnge und 100
Stiick der erhabenen WGMML. Uber allem liegt noch eine Schicht aus Teflon AF
als hydrophobe Schicht. (Bild: Wondimu und von der Ecken)

Die an dieser Stelle des Experiments als Nebenprodukt entstandenen Microwells, sowie ihre
zufallig entdeckten fur die die digitale Mikrofluidik praktischen Eigenschaften, werden in Ab-
schnitt 6.1 beschrieben.

5.2.2 Oberflachenfunktionalisierung

Die Oberflache wurde fir 2h mit 1,4mM biotinyliertem BSA (Bovine Serum Albumin) inku-
biert und mit 1% BS in PBS (phosphatgepufferte Salzlésung) fir 20 min geblockt, um unspezi-
fische Bindungen zu unterbinden. Um die Oberfldchenfunktionalisierung zu Uberprifen, wur-
de die Oberflache fir 30 min Cy3-markiertem Streptavidin ausgesetzt. Zur Kontrolle wurde ein
zweites Substrat mit Teflon beschichtet und derselben Prozedur, jedoch ohne die Biotinylie-
rung, unterzogen (s. Tabelle 5.1).

,1fach” verdiinntes PBS vermischt mit 0,2 vol% des Tensids Pluronic 64 (VWR) wurde als Puf-
ferlosung und als Basis aller Analyten eingesetzt. Die Verwendung des Tensids verbessert die
Tropfenbeweglichkeit und verringert unspezifische Bindung auf DMF-Chips (s. Abschnitte
2.2.3 und 5.3.2). Die Streptavidinkonzentration flr Beweglichkeitsversuche und zur Kontakt-
winkelmessung betrug 30 pg/ml.

Die Mikroskopaufnahmen in Abbildung 5.4 zeigen Fluoreszenzbilder, wobei die rote Flache
die Streptavidinbeschichtung anzeigt, die der Biotinfunktionalisierung entspricht. Dies beweist
die erfolgreiche Funktionalisierung der Oberflache durch das verwendete Protokoll.
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Tabelle 5.1: Name, Funktionalisierung und Fluoreszenzmarker der drei Proben.
Probenbezeichnung Funktionalisierung Fluoreszenzmarker
Funktionalisiert BSA-Biotin Cy3 Streptavidin
Kontrolle 1 - Cy3 Streptavidin
Kontrolle 2 - -

nicht funktionali-
siert

nicht funktionali-

siert

zuvor mit Biotin
funktionalisiert

1,2

L
[ ] Kontrolle 1

[]

Funktionalisiert .

0,8 Kontrolle 2

0,6

0,4

Normierte Intensitat

0,2

FH

0,0

Abbildung 5.4: Funktionalisierung der Teflon-beschichteten Oberflache

Mittels Fluoreszenzmikroskopie verifiziert. a) Ausschnitt der teilweise funktiona-
lisierten Probe emittiert in diesem Bereich rotes Licht. b) Die Kontrollprobe zeigt
keine Emission. c) Die normierten Intensitdaten der Proben nebeneinander aufge-
tragen (Bild: Wondimu und von der Ecken)
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5.2.3 Bodensubstrat

Als Basis fur das Bodensubstrat dient ein 1 mm dicker Borofloat-Wafer mit einer 200nm PVD-
Chromschicht (Active Business Company GmbH). Die Aktor-Elektroden (2,23x2,23 mm? mit
2,25mm Pitch, Abbildung 3.9, Abschnitt 3.3.1, Jebrail et al. (2010)) wurden via UV-Lithografie
hergestellt. Die Substrate wurden mit AZ1505 (Microchemicals GmBH) beschichtet und per
UV-Lithografie belichtet. Nach der Entwicklung wurden die Elektrodenstrukturen mit Chromi-
um Etchant N°1 (MicroChemicals GmbH) geatzt.

Das Bodensubstrat wurde anschlieRend mit 7 um Cyanoethyl Pullulan (CEP) als Dielektrikum
beschichtet (s. Abschnitt 3.3.4 und Chen et al. (2014)), wobei die Kontaktpads mit Kaptonfolie
abgeklebt wurden. Eine 30 wt%-ige Losung aus Cyanoresin-S (Biddle Sawyer Corp.) in Propy-
lencarbonat (VWR International GmbH) wurde dafir mittels Spincoater aufgebracht (Vorver-
teilen: 500rpm, 100rpm/s, 30s. Finale Schichtdicke: 3100 rpm, 1000rpm/s, 60s). Die Kapton-
folie wurde entfernt und die frische CEP-Schicht wurde flr 30s ruhen gelassen und danach
Uber Nacht bei 100°C gehartet.

Die hydrophobe Beschichtung des Bodensubstrats erfolgte wie es auch im Abschnitt 5.2.1
zum Deckelsubstrat beschrieben wurde.

5.2.4 Inspektion der WGMML

Im Unterschied zum normalen Herstellungsprozess (Wienhold et al. (2015)) der WGMML
wurde hier zuerst das Teflon aufgetragen und erst dann der Reflow durchgefihrt, der den
WGMML ihre Form und somit physikalischen Eigenschaften verleiht.

Daher wurde die Struktur der Chipoberflache und die erfolgreiche Herstellung der WGMML
mit einem WeiRlichtinterferometer (WLI) geprift. Mit einem WLI |asst sich ein Hohenprofil
mit Genauigkeiten im Nanometerbereich messen, wobei sich auch groRe Flachen von mehre-
ren Quadratzentimetern in verhaltnismalig kurzer Zeit - verglichen mit einem REM - vermes-
sen lassen.

Die Abbildung 5.5a zeigt ein Hohenprofil eines WGMML (vgl. Abbildung 5.5b) und der umge-
benden Flache (ca. 100x200um2) in Farbdarstellung. Darin liegt eine horizontale und eine
vertikale Messlinie, deren Hohenprofil in Abbildung 5.5c und Abbildung 5.5d aufgetragen ist.
Das Hohenprofil gemittelt im roten Bereich (R) reprasentiert das Nulllevel und die Mittelung
Uber den griinen Bereich das Messlevel (M).

Der Mikrokelch (reprédsentativ fir das gesamte Sensorfeld) hat eine Plateauhthe von ca.
5,2um und eine Randhohe von ca. 6,4 um bezogen auf den Boden. Das entspricht auch den
Werten der Messung der Randiberhohung der AulRenkontur der Microwells (s. Abschnitt 6.1).

Die Unebenheiten im Untergrund (,Flecken” auf der blauen Flache) liegen unter 100 nm. Die
Korona um den Mikrokelch ist ebenso auf den REM Bildern zu erkennen, wobei die Riffelung
auf optisch bedingte Messfehler hindeutet.
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Abbildung 5.5: WLI -Messung eines WGMML

a) WLI-Aufnahme eines WGMML, Farbdarstellung des Hoéhenprofils. b) REM-
Aufnahme eines WGMML. c-d) Schnittprofil entlang der Linien durch die flachige
Darstellung. (Bild: Wondimu und von der Ecken)
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5.3 Optimierung der Tropfenbeweglichkeit

Zur Charakterisierung der Chips und zur Optimierung der Tropfenbeweglichkeit wurden die
fur das Experiment notwendigen Flissigkeiten und verschiedenen moglichen Tenside (z.B.
Poloxamer, Polysorbate, Octoxinol) unter identischen Bedingungen (u.a. Spannung, Frequenz,
Tropfenvolumen) auf dem gleichen Chip (vor allem Elektrodenlayout und dielektrische
Schicht) verglichen. Als Referenz diente wiederum destilliertes Wasser. Das Deckelsubstrat
war ein Standard ITO Glas mit Teflonschicht.

Die Tropfenbeweglichkeit kann wie erwahnt (s. Abschnitt 2.5.6) durch die Maximalgeschwin-
digkeit des Tropfens oder durch die Zeit, die zum Erreichen der ndchsten Position notwendig
ist, also seiner durchschnittlichen Geschwindigkeit, charakterisiert werden. Die Geschwindig-
keit ist die Ableitung der Kurve C(t) aus der Kapazitatsmessung Uber die Zeit, ergo ist die Ge-
schwindigkeit sensibel gegenltber Fluktuationen. Jedoch ist sie auch als (lokales) Maximum
ein eindeutiger Wert. Die Endposition des Tropfens ist erreicht, wenn die Kurve C(t) ihr Pla-
teau erreicht. Die Hohe des Plateaus ist im Gegensatz zur Maximalgeschwindigkeit sehr stabil,
aber der Beginn des Plateaus ist im Grunde willklrlich zu setzen, da sich die Kurve diesem
asymptotisch nahert. Anstatt Chips Gber einen empfindlichen oder einen willkirlich definier-
ten Wert zu vergleichen, ist ein Diagramm mit der Gegenlberstellung der Bewegungskurven
aus wiederholten Versuchen vorzuziehen.

5.3.1 Referenzmessung zur Chip Charakterisierung

Zur Charakterisierung des verwendeten DMF-Chips wurde ein Wassertropfen von 1,5 ul Gber
vier Aktor-Elektroden 50 Mal hin und wieder zurlck bewegt. Das Diagramm in Abbildung 5.6
zeigt die 1., 2., 5., 25. und 50. Bewegung in derselben Richtung eines Wassertropfens auf eine
der vier Elektroden herauf. Der Messwert ist die Kapazitat dieser Elektrode, die dem Grad der
Benetzung der Elektrodenflache bzw. vielmehr dem Fillen des Volumens zwischen Aktor-
Elektrode und Deckelelektrode mit Wasser entspricht, und wird Uber der Zeit aufgetragen.
Das Erreichen des Plateaus zeigt an, dass die Bewegung abgeschlossen ist.

Der zu messende Tropfen wurde neben der Elektrode abgesetzt, die auch zur 1. Bewegung
aktiviert wird. Daher kann der Verlauf fur die Bewertung ignoriert werden. Aufschlussreich
wird es ab der 2. Bewegung auf diese Elektrode. Hier scheint es, dass die Tropfenbeweglich-
keit mit der Zeit ein wenig zunimmt und die bendtigte Zeit zur vollstandigen Benetzung der
Elektrode mit der Zeit sinkt. Dieses Verhalten lasst sich leicht durch die Graphen ,,2.” bis ,50.
erklaren. Die Gesamtzeit der 50 Wiederholungen betragt etwa 10min und ein Teil (etwa
5-10% bei normalen Laborbedingungen, 20-25 °C und 40-60 % relativer Luftfeuchte) des Trop-
fens verdunstet in dieser Zeit, was auch den realistischen Arbeitsbedingungen dieses DMF-
Systems im spateren Einsatz mit den WGMML entspricht.

Es zeigte sich auch, dass fir jede praktische Messung der Tropfenbeweglichkeit und somit bei
der Bewertung der Tropfenbeweglichkeit zu beachten ist, dass schon geringe Fehler in der
Parallelitat zwischen Deckel und Boden zu verfélschten Ergebnissen flihren. Ebenso kénnen
Unebenheiten der Schichten zu Storungen fihren.

Das gesamte System besitzt viele unbestimmte Fehlerquellen. Beispiele dafiir sind z.B. unter-
schiedliche Elektroden- und Zuleitungsformen auf dem Chip, Ungenauigkeiten der Kontaktie-
rung und der Kabelldangen oder unbekannte Einflisse innerhalb der Elektronik wie defekte
Relais oder parasitare Strome.
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Abbildung 5.6: Tropfenbeweglichkeitsmessung von H,0 als Referenz

65V, 1kHz, 1,5ul, 2,25mm, 190 um, 7 um CEP, 100 nm Teflon AF 1600. 3 ul Trop-
fen Kontaktwinkel @9 = 121 (+1)°. Die 2. Bewegung hatte eine mittlere Geschwin-
digkeit von 23 (£2)mm/s.

Flr eine prazisere, quantitative Messung konnte mit einer geschlossenen Kammer und 100 %
relativer Luftfeuchtigkeit gemessen werden. Der Aufwand einer solchen Vermessung macht
nur Sinn, um die Qualitat in groReren Batches zu gewahrleisten. Die hier durchgefihrten Mes-
sungen dienten in erster Linie der Verbesserung der Beweglichkeit der Tropfen und nicht der
exakten quantitativen Charakterisierung der DMF-Chip-Produktion.

Bei der ersten (Elektro-)Benetzung wird sich die Oberflache und somit die Tropfenbeweglich-
keit im Vergleich zu allen folgenden am starksten verdandern. Es konnen z.B. wasserlosliche
Verunreinigungen auf der Oberflache vorhanden sein, die danach folgende Bewegungen nicht
mehr beeinflussen. Oder es konnen, wie im nachsten Abschnitt beschrieben, Molekile im
Tropfen auf der Teflonoberflache adsorbieren und das Biofouling starten. Luk et al. (2012),
Vergauwe et al. (2011)

5.3.2 Biofouling durch Streptavidin

Der vorherige Versuch wurde mit einem PBS-Tropfen von 1,5ul wiederholt, der neben der
zuerst aktivierten Elektrode abgesetzt wurde (s. Abbildung A.2). Die Tropfenbeweglichkeit
nimmt mit der Zeit zu, was auch hier wieder auf Verdunstungseffekte zurtickzufihren ist. Ins-
gesamt bewegt sich der PBS-Tropfen schneller als der Wassertropfen. PBS verhalt sich wie
destilliertes Wasser aus dem vorherigen Versuch. Kapazitat, Geschwindigkeit, Verdunstungs-
effekte und Beweglichkeit bei der ersten (Elektro-)Benetzung sind im Prinzip gleich.

Als nachstes wurde ein PBS Tropfen mit der spater vorgesehenen Maximalkonzentration des
Streptavidins von 30pug/ml untersucht (s. Abbildung 5.7). Wie zuvor wurde ein Tropfen von
1,5ul neben der zuerst zu aktivierenden Elektrode abgesetzt und versucht zu bewegen. Es
war eine einzelne Bewegung auf diese Elektrode mdglich, jedoch war es nicht mehr méoglich,
den Tropfen von dort weg zu bewegen.
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Abbildung 5.7: Tropfenbeweglichkeitsmessung von PBS mit 30ug/ml Streptavidin

65V, 1kHz, 1,5ul, 2,25mm, 190 um, 7 um CEP, 100 nm Teflon AF 1600. Die 1. Be-
wegung hatte eine mittlere Geschwindigkeit von 3,2 (+0,3)mm/s. Verglichen mit
reinem PBS bereits eine deutliche Verschlechterung.

Die Kurve der 1. Bewegung (s. Abbildung 5.7) zeigt die Tropfenbewegung auf eine freie, un-
benutzte Elektrode. Sobald die Elektrode ,Elektro-benetzt” wurde, setzte sofort das Biofou-
ling ein. Das Streptavidin setzte sich auf der Oberflache ab und die Hydrophobie soweit herab,
dass der DMF-Chip nicht mehr zum Bewegen des Tropfens im Stande war.

Seine Startposition konnte der Tropfen problemlos verlassen, obwohl er auf dieser mehrere
Minuten verweilt hat, bevor die Messung gestartet wurde. Von dieser bewegte sich der Trop-
fen sich jedoch nicht mehr vollstandig weg. Es ist anzunehmen, dass das elektrische Feld zu
einer beschleunigten Adsorption des Streptavidin auf der Chipoberflache, also zum Biofouling,
flhrte.

PBS mit 30 ug/ml Streptavidin ist prinzipiell mit DMF kompatibel (,1. Bewegung” Abbildung
5.7), jedoch in dieser Form ungeeignet (,2. Bewegung” Abbildung 5.7). Mit Hilfe eines Tensids
sollte darauf folgend die Tropfenbeweglichkeit verbessert werden.

5.3.3 Tenside zur Optimierung der Tropfenbeweglichkeit

Es wurden zwei Tenside getestet, um die Tropfenbeweglichkeit von PBS mit Streptavidin
(30pg/ml) zu verbessern bzw. Uberhaupt erst herzustellen. Gezeigt werden die Ergebnisse
von Pluronic 64 (Sigma-Aldrich Co.) und F,CH(CF;)sCH,OH (2,2,3,3,4,4,5,5-Octafluoro-1-
pentanol, CAS Nummer 355-80-6). Die Messungen der Tenside in reinem PBS ermoglichen
eine Aussage Uber ihre (ggf. negative) Wirkung und die Messungen in Verbindung mit Strep-
tavidin eine Aussage Uber ihr Potential zur Verbesserung der Tropfenbeweglichkeit.

Der Tropfen aus PBS mit 0,2vol% Pluronic 64 (Abbildung A.3) bewegt sich langsamer als rei-
nes PBS (Abbildung A.2) und der Tropfen mit 0,1vol% F,CH(CF,)sCH,0OH deutlich schneller
(Abbildung A.4). Die Kontaktwinkel ®¢ auf dem Chip liegen bei 121° fir PBS und Wasser, bei
92° fur PBS mit Pluronic 64 und bei 107 ° fiir PBS mit F,CH(CF,)3CH,0H. Das Streptavidin hat
keinen Einfluss auf den Kontaktwinkel eines ruhenden Tropfens (Tabelle 5.2).
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Tabelle 5.2: Ubersicht der Proben zur Tensidbewertung
Der Hauptbestandteil der Proben im spateren Experiment ist PBS. Darin geldst ist
Streptavidin, welches im spateren Verlauf von den WGMML detektiert werden
soll. Fur den Betrieb des DMF-Chips muss eine ausreichende Tropfenbeweglich-
keit garantiert werden. Wasser dient als Vergleich der Tropfenbeweglichkeit zum
PBS. Zwei Tenside werden hinsichtlich einer Verbesserung der Tropfenbeweglich-
keit untersucht.
Fluid Streptavidin Tensid Konzentration| @ Fehler
3ul Tropfen ug/ml vol% Grad | (+/-)°
Wasser - - - 121 1
- Pluronic 64 0,2 93 1
PBS - - - 121 1
- Pluronic 64 0,2 92 1
- F,CH(CF,)sCH,0OH 0,1 107 1
30 - - 121 1
30 Pluronic 64 0,2 93 1
30 F,CH(CF,)sCH,0OH 0,1 107 1
9E-11 - vyw YW, WVvw.  W.v v
8E-11 -
7E-11 -
L 6E-11 ~
~
:E 5E-11 ~
o 4E-11 -
o
~ 3E-11 - + 1. Bewegung & 2. Bewegung
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Abbildung 5.8: Tropfenbeweglichkeitsmessung von PBS mit 30 ug/ml Streptavidin und 0,2 vol%

Pluronic 64

65V, 1kHz, 1,5ul, 2,25 mm, 190 um, 7 um CEP, 100 nm Teflon AF 1600. Kontakt-
winkel 3 ul Tropfen ©®¢ = 121 (1) °. Die Tropfenbeweglichkeit ist nur geringflgig
langsamer im Vergleich zu PBS mit Pluronic ohne Streptavidin. Pluronic 64 in ei-
ner Konzentration von 0,2 vol% zeigt ein gutes Ergebnis und wurde daher spater
fir das eigentliche Experiment eingesetzt. Die 2. Bewegung hatte eine mittlere
Geschwindigkeit von 15 (+2) mm/s.
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Das F,CH(CF;)3CH,0H zeigt keine ausreichende Wirkung (Abbildung A.5) gegen das Biofouling.
Hingegen ist die Tropfenbeweglichkeit von PBS mit 30 ug/ml Streptavidin und 0,2vol% Pluro-
nic 64 (Abbildung 5.8) dquivalent zu der von PBS mit 0,2 vol% Pluronic 64 (Abbildung A.3). Die
Beweglichkeit stabilisiert sich nach den ersten Bewegungen. Daher fiel die Wahl auf Pluronic
64.

5.3.4 Der Einfluss von Pluronic 64

Es wurden Kontaktwinkelmessungen auf einem mit Teflon beschichteten und mit WGMML-
Feldern versehendem Deckelsubstrat durchgefthrt, um den Einfluss von Pluronic 64 auf die
PBS-, Streptavidin-, BSA- und Biotin-Biofoulingeffekte zu untersuchen, welche zu einer ab-
nehmenden Tropfenbeweglichkeit fihrten.

Abbildung 5.9 und Tabelle A.1 zeigen die zusammengefassten Messergebnisse. Ein Tropfen
destilliertes Wasser (3 ul) auf einer planen, unmodifizierten Teflonoberflache (Spot 1-4) weist
einen Kontaktwinkel von etwa 121 ° auf. Auf einer mit Biotin und BSA funktionalisierten Ober-
flache (Spot 5-8) liegt der Kontaktwinkel des gleichen Tropfens bei etwa 105°.

Die acht Spots wurden anschlieBend auf unterschiedliche Weise weiterbehandelt (s. Tabelle
5.3). Daflir wurden die Oberflachen unterschiedlich lange mit zwei Lésungen (PBS mit Strep-
tavidin) behandelt, wobei die eine zusatzlich 0,1vol% Pluronic 64 enthielt. Danach erfolgte
wieder eine Kontaktwinkelmessung mit destilliertem Wasser bei gleichen Bedingungen wie
zuvor.

Die Messergebnisse auf Spot 1 zeigen, dass Pluronic die unspezifischen Bindungen zwischen
Streptavidin und Teflon unterdriickt. Es liegt kein verringerter Kontaktwinkel und somit kein
Biofouling vor. Die Spots 2 bis 4 zeigen hingegen ein mit der Inkubationszeit steigendes Bio-
fouling, wobei sich hier kein Pluronic in der Losung befand. Eine Bewegung von Tropfen Uber
solche Spots hinweg war auf dem DMF-Chip nicht moglich.

a b
L M vor Behandlung J 140+ B vor Behandlung
140 B Nach Behandlung - L Nach Behandlung
© = -
_‘3 120 5 120_ _
9100 = 100} H
~ 9]
—_— Y4 r 1
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1 2 3 4 5 6 7 8
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Abbildung 5.9: Kontaktwinkel von 3 ul Tropfen aus destilliertem Wasser

Auf unmodifizierten (a) und mit Biotin und BSA funktionalisierten (b) Spots eines
Deckelsubstrats. (Bild: Wondimu und von der Ecken)
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Tabelle 5.3: Oberflachenbehandlungen vor der zweiten Kontaktwinkelmessung
Spot Behandlungszeit verwendete Losung
lund5 20min | PBS + 30 ug/ml Streptavidin + 0,1vol% Pluronic 64
2und 6 1min | PBS + 30 ug/ml Streptavidin
3und? 5min | PBS + 30 ug/ml Streptavidin
4und 8 20min | PBS + 30 ug/ml Streptavidin

In den Beweglichkeitstests der Streptavidinlésung (ohne Pluronic 64) war es moglich, einen
Tropfen von seiner Startelektrode wegzubewegen, auf welcher das elektrische Feld zuvor nie
aktiviert war. Der relevante Punkt ist, dass der Tropfen auf der nachsten Elektrode hangen
blieb, auf welcher das elektrische Feld aktiviert wurde, um den Tropfen zu bewegen.

Die benétigte Zeit, um einen Tropfen auf seiner Startposition mittels Pipette abzusetzen, den
DMF-Chip zu schlieRen und die Messung zu starten, liegt bei etwa 30-60s. Dieser Wartezeit
wird mit der einminttigen Behandlung auf den Spots 2 und 6 Rechnung getragen.

Die Beobachtung fihrt zu einem interessanten Ergebnis: Der ,self“-Biofouling Effekt des
Streptavidins in der/den ersten Minute/n ist nicht ausreichend, dass ein Tropfen hangen
bleibt, da er wie in Abbildung 5.7 zu sehen von seiner Startposition wegbewegt werden konn-
te. Hingegen scheint das elektrische Feld den Biofouling Effekt drastisch zu beschleunigen,
sodass der Tropfen zwar auf die Nachbarelektrode bewegt, jedoch nicht mehr Uber diese
hinweg bewegt werden kann, mit der er lediglich 1-2s in Kontakt war.

Auf den funktionalisierten Spots 6 bis 8 reduzierte die Behandlung mit der PBS-Streptavidin-
l6sung (ohne Pluronic 64) den Kontaktwinkel weiter. Jedoch erzielte die Behandlung des Spots
Nummer 5 mit der Pluronic enthaltenen Losung eine Erhohung des Kontaktwinkels auf 115°.
Die Ursache dafir ist nicht vollstandig klar. Jedoch ergibt sich hieraus ein vorteilhafter Effekt
fur die Tropfenbeweglichkeit.

5.4 Messaufbau

Das integrierte System wurde durch Messungen der Tropfenbeweglichkeit, der Brechungsin-
dexsensitivitat und der spezifischen Bindung von Streptavidin an der biotinylierten Oberflache
der WGMML charakterisiert. Der Versuchsstand beinhaltet dariber hinaus ein System zur
Anregung der WGMML und zur Aufzeichnung der emittierten Spektren dieser sowie ein Sys-
tem zur Tropfensteuerung (s. Abbildung 5.10a).

Der integrierte Chip wurde auf einer translatorischen Halterung montiert, um die WGMML in
den Strahl des Pumplasers zu bewegen und auszurichten. Die WGMML wurden mittels eines
frequenzverdoppelten gepulsten Nd:YLF-Lasers (CL523, Crystalaser) bei einer Wellenlange
von 523 nm durch ein 20-fach Objektiv angeregt und ihr Emissionsspektrum durch das Dec-
kelsubstrat hindurch aufgezeichnet.

Die Emissionen der WGMML wurden zu einem Spektrometer (Shamrock 500i, Andor, Aufl6-
sung ca. 10um) geleitet, das mit einem Czerny-Turner Monochromator und einer via Peltier-
Element geklihlten CCD-Kamera (CCD 2) ausgestattet ist. Ein Teil des emittierten Lichts wurde
Uber einen Splitter in eine andere CCD-Kamera (CCD 1) gefiihrt, um eine optische Kontrolle
der Ausrichtung von WGMML und Pump Laser zu ermoglichen.
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Abbildung 5.10: Messaufbau des WGMML Versuchs

a) Die WGMML werden mittels eines grinen Lasers durch das Deckelsubstrat hin-
durch angeregt. lhre zu Rot hin verschobene Emission wird mit derselben Optik
aufgenommen und zu einem Monochromator zur Spektralanalyse geleitet. Weder
Ein- noch Auskopplung des Signals bendtigt ein physisch kontaktiertes Interface
(Bild: Wondimu und von der Ecken) b) REM Bild eines einzelnen WGMML aus
Wienhold et al. (2015).

5.5 Bestimmung des Brechungsindex

Das Experiment zur Bestimmung des Brechungsindex ist notwendig, um die Sensitivitat der
WGMML des integrierten Chips fir den Brechungsindex des umgebenden Mediums zu ermit-
teln. AuBerdem verifiziert der Versuch die Funktionalitdt des Tropfenaustauschs auf den Sen-
sorfeldern. Daflr wurden Losungen mit unterschiedlichen Brechungsindizes Rln von 1,3324
bis 1,3352 aus destilliertem Wasser und Glycerol angemischt. Es wurden abwechselnd Trop-
fen dieser Losungen, in aufsteigender Reihenfolge ihrer Brechungsindizes, und destillierten
Wassers, als Nulllinie der Messung der Spektralverschiebung durch die Tropfen mit hohem
Brechungsindex, in die Microwells (s. Abschnitt 6.1) bewegt.

In den meisten Fallen ist die Empfindlichkeit (S) eines Biosensors Uber die des physischen Sen-
sors definiert. Im vorliegendem Setup ist dies die Verschiebung der Resonanz-Wellenldnge um
eine Einheit der Veranderung des Brechungsindex (RIU, engl. ,Refractive Index Unit“). Bildlich
gesprochen handelt es sich um Position und Verschiebung von Peaks im Emissionsspektrum.

Die Messungen des Gesamtsystems weisen die Standardabweichung o auf. Die Erfassungs-
grenze (DL) (engl. ,Detection Limit“) bezeichnet die kleinste noch messbare Verschiebung
dieser Peaks und errechnet sich nach:

DL=3"-

2] e
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Abbildung 5.11:
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AR / (10°-RIU)

Brechungsindex und Empfindlichkeit

a) Verschiedene Tropfen mit steigendem Brechungsindex RI, wurden abwech-
selnd mit Wassertropfen auf den Sensor bewegt. RI1<RI2<RI3<RI4<RI5. b) Die
Empfindlichkeit gegenliber dem Brechungsindex des Messaufbaus betragt 29,21
nm/RIU. (Bild: Wondimu und von der Ecken)
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Die Erfassungsgrenze DL ist abhangig von den verwendeten Systemkomponenten. Den
grundlegendsten Einfluss auf die Erfassungsgrenze hat die Auflésung des Spektrometers. Der
far das Tracking der Peaks angewandte Algorithmus stellt den nachsten wichtigen Einflussfak-
tor dar. Darlber hinaus tragen Schwankungen allgemeiner Umgebungsbedingungen wie
Temperatur oder systembedingter Ungenauigkeiten wie der Pumplaserleistung zur Messun-
genauigkeit bei.

Die Verschiebung der Peaks im Spektrum der WGMML bei deren Kontakt mit unterschiedli-
chen Tropfen ist proportional zur Differenz der Brechungsindizes (Abbildung 5.11a). Die rela-
tive Verschiebung des Spektrums aufgetragen gegen die Verdanderung des Brechungsindex
wurde mit Wasser als Referenzldsung gemessen und zeigt ein lineares Verhalten (Abbildung
5.11b). Die Messung mit den WGMML zeigt eine Brechungsindexempfindlichkeit von
29nm/RIU. Nach Gleichung 5.1 ergibt sich fir das System eine Erfassungsgrenze von
4,7-10”RIU.

5.6 Markerfreie Detektion von Streptavidin

Die gezielte Detektion von (Bio-)Molekilen in einem Analyten hdngt von der Funktionalisie-
rung der WGMML-Oberflache mit einer an das Zielmolekil spezifisch bindenden Beschichtung
(Sonde) ab. In Falle des zu detektierenden Streptavidins fallt die Wahl auf Biotin, deren Bin-
dung untereinander eine der starksten bekannten nichtkovalenten Bindungen in der Biologie
darstellt. Zu diesem Zweck wurde die Resonatoroberflache mit biotinyliertem BSA funktionali-
siert. Das BSA wird von der unpolaren Teflonoberflache adsorbiert und verankert das Biotin
somit auf den WGMML. Darauf wiederum kann das Streptavidin andocken.

Tropfen mit unterschiedlichen Konzentrationen von Streptavidin wurden zum funktionalisier-
ten WGMML-Sensorfeld geflihrt. Die Bindung des Streptavidins an die WGMML wurde mit
dem Spektrografen aufgezeichnet (Abbildung 5.12a). Als Machbarkeitsnachweis wurde ein
Tropfen der hochsten Streptavidinkonzentration (30 ug/ml) auf dem DMF-Chip auf 15 pg/ml
verdinnt und wahrenddessen gemessen.

Der abweichende (langsamer ansteigende) Verlauf der 15ug/ml Kurve in Abbildung 5.12a
(grun) rihrt von der unvollstandigen Vermischung des 30 ug/ml Tropfens mit dem reinen PBS-
Tropfen und bildet die fortschreitende Verdlinnung durch Diffusion ab. Dies ist jedoch un-
problematisch, da sich der Verlauf der Kurve dem der anderen anpasst, woraus geschlossen
werden kann, dass es zur vollstdndigen Durchmischung kam. Ebenso wird dies durch die Lage
des zugehorigen Messwertes auf der Ausgleichsgeraden in Abbildung 5.12b bestatigt.

Das Sensorfeedback zeigt nach weniger als 10 min eine Sattigung und jede weitere Verschie-
bung des Signals ldsst sich auf unspezifische Absorption zurtckfihren. Der stabile Verlauf der
Verschiebung des Sensorsignals wurde benutzt, um eine Kalibrierungskurve der spektralen
Empfindlichkeit aufzunehmen. Nach der Korrektur der unspezifischen Absorption konnte eine
Empfindlichkeit des Systems von 3,54 pm/(ug/ml) ermittelt werden.

Unter Bericksichtigung des Konzentrationskurvenverlaufs ergibt sich eine Erfassungsgrenze,
also eine minimal detektierbare absolute Menge, des Systems von 380 ng/ml fur Streptavidin.
Das bedeutet fur eine TropfengréRe von 5 ul eine Erfassungsgrenze von 1,9 ng Streptavidin im
DMF-WGMML-System. Das System von Bog et al. (2015) hat zwar eine Erfassungsgrenze von
nur 134 ng/ml und somit hohere Empfindlichkeit. Da im konventionellen mikrofluidischen
WGMML-System mindestens ein 1ml zur Messung benoétigt wird, liegt aufgrund des
200fachen Volumens die absolute Erfassungsgrenze von 134 ng deutlich hoher.
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Detektion der Streptavidinkonzentration

a) Verschiedene Konzentrationen von Streptavidin in PBS wurden auf dem inte-
grierten Chip gemessen. Die 15 ug/ml Kurve zeigt zu Anfang langsamere Absorp-
tion durch Diffusionseffekte aufgrund von unvollstandiger Durchmischung. b) Die
Empfindlichkeit von 3,54 pm/(ug/ml) ergibt sich nach Korrektur der Kurven bzgl.
unspezifischer Absorption. (Bild: Wondimu und von der Ecken)
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6 Weiterentwicklungen der DMF-Technik

Verschiedene Ideen, Neuerungen und Verbesserungen wurden rund um DMF-Chip und den
Versuchsstand untersucht. Papier-Chips bieten einen kostengtinstigen und einfachen Einstieg
in die DMF, die echten Microwells helfen beim Dosieren unabhangig vom Elektrodendesign,
die Zwischenfolie ermdglicht leichtere (De-)Assemblierung und Konnektivitat zu anderen Flu-
idiksystemen und die magnetische Linse bietet eine bessere Kontrolle von magnetischen Par-
tikeln.

6.1 Papier-Chips
Die DMF-Chips selbst sind zum Zeitpunkt dieser Arbeit nicht als kommerzielles Produkt, son-
dern nur als Eigenanfertigung (Materialkosten in der GrofRenordnung um 50€ pro Chip), oder
als sehr teure Sonderanfertigung (mehrere 100€ pro Chip) von einem entsprechend ausge-
statteten Labor verflgbar. Riegel (2015), Samiei et al. (2016)

Auf Papier gedruckte Elektroden als Basis und eine Folie als Dielektrikum bieten eine kosten-
glnstige Alternative. Die Ideen aus diesem Abschnitt zur Lésung der Problematik wurden in
von der Ecken et al. (2016b) vorgestellt.

6.1.1 Konzept

Der Grundgedanke, eine einfache Méglichkeit zu bieten, um die DMF-Technologie auszupro-
bieren, besteht darin, auf Papier oder Folie gedruckte oder mittels PCB-Technik hergestellte
Elektrodenstrukturen zu verwenden. Beide Methoden sind sehr schnell umzusetzen. Insbe-
sondere der Ansatz per Drucktechnik ist interessant, da es moglich ist, Tintenstrahldrucker
mit z.B. Silbertinte zu betreiben. (s. Abbildung 6.1)

Bei der Wahl des Dielektrikums, sollte nach Moglichkeit ohne teures Laborequipment gear-
beitet werden kdonnen. Geratschaften wie Sputter-Anlagen, CVD-Prozesse, Vakuumofen usw.
hat nicht jedes Labor. Eine diinne PET-Folie von 10 um Starke ist sehr glinstig, leicht zu bear-
beiten (z.B. Schere), reiRfest, dielektrisch stabil und als qualitativ sehr hochwertige Massen-
ware kommerziell verfligbar. Diese Folie kann mit einem niederviskosen Klebstoff mit dem
Elektrodenmaterial verklebt werden. Alternativ kann direkt auf die PET-Folie gedruckt wer-
den, welche dann wiederum mit einem stabilen Substrat verklebt werden konnte. Dixon et al.
(2016), Fobel et al. (2014), Yang et al. (2009)

Teflon AF, Cytop oder Fluoropel sind kommerziell erhaltliche hydrophobe Beschichtungen.
Wahrend Teflon AF und Cytop nach dem Beschichten (Dip- oder Spincoating) zur besseren
Oberflachenqualitdt einem Reflowprozess unterzogen werden sollten, ist dies bei FluoroPel
nicht unbedingt nétig. Der Reflow flr erstere erfordert das Aufheizen Uber die Glasiber-
gangstemperatur, was bei Teflon AF 1600 eine Temperatur von lber 160 °C bedeutet. Darun-
ter leiden sowohl Papier-Chip als auch die (PET-)Folie.

Einerseits verliert das Teflon ohne den Reflow nach ein paar Stunden an Qualitdt, wodurch die
Hydrophobie abnimmt. Andererseits ist dies nicht besonders relevant, da es hier um einfache
Einwegchips handelt, die dartber hinaus auch nur zum Ausprobieren der Technologie dienen
sollen.
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Papier-Chips

Abbildung 6.1: Einfach zu fertigende DMF-Chips aus Papier und PET-Folie

Die Motivation fir diese DMF-Chips war, dass sie extrem einfach zu fertigen sind.
Das bedeutet, dass keinerlei mikrotechnisches Laborequipment noétig sein darf.
a) Benotigt werden auf Papier oder Folie gedruckte Elektrodenstrukturen (z.B. ein
mit leitfahiger Tinte leicht zu modifizierender Drucker). Eine etwa 10 um dinne
PET-Folie und dunnflissiger Klebstoff. Und Fluoropel oder Teflon AF als hydro-
phobe Schicht. b) Das Ergebnis sind funktionierende DMF-Chips, die in kleinen
Mengen in klrzester Zeit (wenige Minuten) gefertigt werden kénnen und so ei-
nen einfachen Versuch in der digitalen Mikrofluidik durchzufihren. von der Ecken
et al. (2016b)

6.1.2 Umsetzung und Funktionstest

Die Elektrodenstruktur wurde in Kooperation mit dem Holst Centre in Eindhoven als eine ca.
20 um dicke Schicht mit Silbertinte auf ein Lumi Silk Papier auf einem PixDro LP50 Drucker mit
einem Konica Minolta Druckkopf (KM512SH) gedruckt.

Die dielektrische Schicht war eine 12 um PET Folie (Mitsubishi Polyester Film) mit einer Durch-
schlagsfestigkeit von 4,5kV. Verklebt wurden Folie und Papier mit einem UV-hartenden Kleb-
stoff (DELO-PHOTOBOND PB437). Das Deckelsubstrat (ITO-Glas, Delta Technologies) und des
Bodensubstrats wurden mit 100nm 1wt% Teflon AF 1600 (DuPont) beschichtet (1000 rpm,
150rpm/s, 605s) und bei Raumtemperatur getrocknet. Angesteuert wurden die fertigen DMF-
Chips mit dem DropBot und dem HV-Verstarker Trek PZD700A-1-H-CE (Acal BFi). von der
Ecken et al. (2016b)

Die Funktionstests zeigten bei keinem der Chips einen dielektrischen Durchbruch, die Stabili-
tat der PET-Folien ist wie erwartet sehr hoch. Die Beweglichkeit der Tropfen ist nur durch-
schnittlich, was auf Unebenheiten der Papier-Chips, daraus resultierend eine Keilbildung zwi-
schen den Substraten und auch den fehlenden Reflow des Teflons zuriickzufiihren ist, aber
die Beweglichkeit ist stabil. (s. Abbildung 6.2)
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Abbildung 6.2: Tropfenbeweglichkeitsmessung von Wasser auf Papier-Chip

150V Aktor-Spannung, 1kHz Wechselstromfrequenz, 1ul Tropfenvolumen,
2,45 mm Bewegungsdistanz bzw. Pitch der Elektroden, 190 um Abstand zwischen
Boden und Deckel, 12 um PET als Dielektrikum und 100 nm Teflon AF 1600 als
hydrophobe Beschichtung. Die Bewegung hat eine mittlere Geschwindigkeit von
3,3 (20,3) mm/s.

Ein Tropfen von 1l Wasser konnte mit einer Aktor-Spannung von unter 100V bewegt wer-
den, eine zuverlassige Bewegung fand zwischen 120V und 150V statt. Fir mogliche biologi-
sche Anwendungen wurden der 2xRL-Puffer und der ,,Easy Vector” eines pGEM-T Easy Vector
System (Promega) auf dem Chip bewegt. Fir die Verwendung dieses Systems wird auch Liga-
se, Wasser und eine PCR Probe benotigt. Ligase alleine ist nicht, aber mit Wasser gemischt
bewegbar (s. Abschnitt 4.2). Ein PCR-Produkt wird in einer Pufferldsung aufbewahrt, die in der
Regel auch mit DMF kompatibel ist oder entsprechend angepasst werden kann. Die System-
komponenten konnten mit Spannungen zwischen 120V und 180V bewegt, getrennt und ge-
mischt werden.

6.2 Echte Microwells

Um innerhalb eines DMF-Chips ein FlUssigkeitsvolumen definiert zu trennen und somit zu
dosieren, muss das Elektrodendesign schon bei der Herstellung an die notwendigen Tropfen-
volumina angepasst werden, da das abgetrennte Tropfenvolumen direkt abhangig von der
Grundflache der Elektrode ist (s. Abschnitte 2.3, 2.7.2 und 2.5). Eine beliebige Anderung der
Dosierung ist auf einem DMF-Chip nicht moglich, zumindest nicht wahrend des Betriebs. Und
eine Veranderung des Elektrodendesigns bedeutet eine Anderung an einem der ersten Her-
stellungsschritte eines DMF-Chips.

Flr das Dosierungsproblem wurde in den letzten Jahren haufig ein hydrophiler Spot, oder
auch ,virtuelles” Microwell (s. Abschnitt 2.7.2), verwendet, d.h. in der hydrophoben Schicht
wird ein Loch gelassen. Wenn nun ein Tropfen an diesen hydrophilen Spot herangefiihrt wird,
wird er diesen benetzen. Die Haftung zwischen Tropfen und Spot ist so grof, dass die elektro-
statischen Krafte (Fewop S. Abschnitt 2.3.2) diesen nicht mehr wegbewegen kdonnen bzw. es
eher zu einem ZerreilSen des Tropfen kommt, als dass er sich von dem hydrophilen Spot |6st.
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Echte Microwells

Das vollstandige Entleeren eines ,virtuellen” Microwells ist nicht moglich, lediglich der Aus-
tausch mit einem anderen Tropfen. Eydelnant et al. (2012), Witters et al. (2013)

Die hydrophilen Spots in Form von Léchern in der hydrophoben Schicht sind sehr leicht her-
zustellen, weisen aber den besagten Nachteil auf. Die andere Mdglichkeit, Fluidvolumina zu
dosieren ware eine Anpassung der Elektrodenstruktur. Daflr mUsste aber das deutlich kom-
plizierter herzustellende Bodensubstrat gedndert werden. Eine Elektrodenflache entspricht
dem kleinesten dosierbaren Tropfen.

Das Prinzip dieser ,virtuellen” Microwells wurde im Grundlagenkapitel in Abschnitt 2.7.2 er-
kldrt. Hier wird das Thema wieder aufgegriffen und um die im Rahmen der Veroffentlichung
von der Ecken et al. (2017), beschrieben in Kapitel 5, verwendete Herstellungstechnik erwei-
tert, die unbeabsichtigter Weise zu den ,,echten Microwells” fihrte.

6.2.1 Microwells als Nebenprodukt der WGMML-Herstellung

PMMA
a; PMGI b Bodd
o Glas BEcke- _substrat
i) Spincoating substrat o

ii) Deep-UV Belichtung

iii) Entwickeln von PMMA €

iv) Nassatzen von PMGI

‘ Sensor Feld

Sensorfeld = ,,echtes” Microwell

v) Reflow erzeugt Randliiberhohung

Abbildung 6.3: Herstellung der Microwells durch den WGMML-Prozess

a) Das WGMML-Feld wird durch optische Lithografie auf dem Deckelsubstrat er-
zeugt. b) Deckelsubstrat: Jedes Quadrat von 1,9mmx1,9mmx6um enthalt ein
Feld von 10x10 WGMML (Durchmesser und Hohe ca. 10 um). Die rote Umrandung
ist die PMMA-Beschichtung. Jebrail et al. (2010) c) Das Deckelsubstrat mit Was-
sertropfen in Kugel- und ,Rechteck-“Form. d) Nachbearbeitete Nahaufnahme ei-
nes Sensorfeldes mit kugelférmigen Tropfen. (Bild: Wondimu und von der Ecken)
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6 Weiterentwicklungen der DMF-Technik

Die Herstellung des Deckelsubstrats, das die Microwells enthalt, wird im Detail in Kapitel 5
beschrieben. An dieser Stelle wird nur ein Ausschnitt (s. Abbildung 6.3) gezeigt, der zum Ver-
standnis erforderlich ist. Die Microwells beinhalten zwar 100 WGMML-Sensoren, diese
machen aber weniger als 10% des Volumens aus (vgl. Abbildung 6.3a i bis v mit Abbildung
6.3d).

6.2.2 Unerwartetes Verhalten der WGMML-Felder

Beim Betrieb der Chips im Rahmen der Experimente zum Biosensing (Kapitel 5) zeigten sich
vier interessante Effekte. Erstens wichen die Tropfen einerseits den quadratischen Feldern
der WGMML aus (vgl. Abbildung 6.3 ¢ bis d und Abbildung 6.4), als seien dies hydrophobere
Bereiche im Vergleich zur Umgebung. Zweitens wirkten diese Bereiche andererseits, sobald
das quadratische Feld durch das Anlegen einer hoheren Spannung doch benetzt wurde, wie
hydrophile Spots (s. Abbildung 6.5). Zum dritten konnten Tropfen mit Hilfe der Spots getrennt
werden, und es blieb ein der Spotgrolie entsprechendes Volumen zurtick (Abbildung 6.6). Und
viertens wurde beobachtet, dass Tropfen bei 120V wieder aus dem WGMML-Feld herausge-
zogen werden konnten.

Die Lichtbedingungen und somit die Bildqualitat wahrend des eigentlichen Experiments wa-
ren sehr schlecht. AuRerdem wurde kein Livevideo aufgezeichnet, da nur die Auswahl zwi-
schen hinterlegtem Livebild (extrem vereinfachte Bedienung) oder Aufzeichnung (fir das ei-
gentliche WGMML-Experiment kein relevantes Messergebnis) bestand.

3 pDrop = 2

File Tools View Help

Arduino DMF Controller v2.1 (Firmware: 1.0.21, S/N 4294967295)
120 channels, Voltage: 49.0 V
Force: 167 uN/mm (.. =14.0 pF/mm?)
Device: SvdE [modified]
Protocol: None [modified]
Experiment: 826
| Realtime mode
Notes:

Lo | ¢ J D[ » ] o]

Step:1/l  Repetition: 1/1

Id Duration Voltage Frequency Feedback enabled
1 100 500 10000 5|

Abbildung 6.4: Hydrophober Barriere-Effekt der leeren Microwells

Der Screenshot zeigt die DropBot Software MicroDrop mit im Steuerfenster hin-
terlegtem Livevideo. Hier ist zu sehen, wie ein mit 50V bewegter Tropfen eher
eine Kreuzform annimmt, als sich in die hier dunklen Quadrate (WGM ML-Felder
vgl. Abbildung 6.3 c bis d) hinein zu begeben. Die Spots haben hier hydrophoben
Charakter relativ zur Umgebung.
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Abbildung 6.5: Hydrophiles Verhalten der gefillten Microwells

Wird der Tropfen mit 90V angesteuert, so benetzt er auch die WGMML-Felder.
Die Quadrate erscheinen aufgrund gednderter Licht- und Kamerabedingungen
kleiner als in der vorherigen Abbildung, der Chip ist jedoch derselbe. Interessan-
terweise haben die Spots jetzt einen hydrophilen Charakter relativ zur Umge-

bung.

% pDrop

File Tools View Help
Arduino DMF Controller v2.1 (Firmware: 1.0.21, S/N 4294967295)
120 channels, Voltage: 88.5 V

Force: 55.0 pN/mm (c =14.0 pF/mm?)

Device: SvdE

Protocol: test123 [modified]

Experiment: 831
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Abbildung 6.6: Definierte Tropfentrennung (Dispensen) durch Microwells

Nur sehr schwer zu erkennen ist (unten) ein rechteckiger Tropfen, von dem ein
grolRerer Tropfen bei 90V abgetrennt wurde (oben links), bevor dieser ins Abfall-
reservoir (oben rechts) bewegt wurde.
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6.2.3 Untersuchung und Analyse

Um dieses Verhalten genauer abzubilden, wurde das Setup nachgestellt und unter besseren
Lichtbedingungen aufgenommen. Abbildung 6.7a zeigt ein Foto eines Ausschnitts des DMF-
Chips. Abbildung 6.7b ist eine REM-Aufnahme der Ecke eines Microwells. Darin eingezeichnet
ist eine Linie (X1-X2) zu sehen, deren Hohenprofile mit einem AFM ermittelt wurde und in
Abbildung 6.7c dargestellt ist. Eine 5um hohe Polymerschicht mit der 1 um hohen Randuber-
hohung umgibt die Felder der WGMML auf dem Deckelsubstrat und bildet die ca.
1,9mmx1,9mmx6pum grollen Microwells. Eine Kontaktwinkelmessung zeigte (Ergebnisse in
Abschnitt 5.2.2 Tabelle 5.1), dass die Hydrophobie der Oberflache innerhalb wie auRerhalb
der Microwells im Rahmen der Messungenauigkeit identisch ist. von der Ecken et al. (2017)
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Abbildung 6.7: Analyse der Geometrie der Microwells

a) Draufsicht auf den DMF-Chip, WGMML-Feldern (weife Quadrate) und den Po-
lymerresten der WGMML-Herstellung (rosa Bereich) auf dem Deckelsubstrat. Ein
groRer Tropfen (1) auRerhalb und ein kleiner, sich der Microwell-Form anpassen-
der Tropfen (2). b) zeigt eine REM-Aufnahme der Ecke eines Microwells und c)
den mittels AFM gemessenen Verlauf des Hohenprofils Gber die Kante eines
Microwells hinweg (X1 - X2) Bild: Wondimu und von der Ecken
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Eine zusatzliche Randliberhdhung von 1um ist zu erkennen (Abbildung 6.7c), die durch den
thermischen Reflowprozess entsteht. Somit bildet sich eine passive Barriere von 1um von
aullen und 6 um von innen betrachtet.

Nach von der Ecken et al. (2017) verhalt und erklart sich das Verhalten des Systems wie folgt:
Um diese Barriere mit einem Tropfen zu Gberwinden, muss eine bestimmte elektrische Span-
nung Uberschritten werden, die hoher ist als die fir die normale Bewegung auf dem DMF-
Chip. Diese erhdhte Spannung ist notwendig, um die Energie flr die zusatzliche Verformung
(durch die Engstelle der Randiberh6hung hindurch) bereitzustellen.

Abbildung 6.8: Mogliche Erklarung der hydrophoben/hydrophilen Effekte

a) Die Randuberhéhung um das Quadrat herum wirkt wie eine Barriere. Der Trop-
fen kann nicht ohne weiteres in den Spot eindringen (Energiepotential muss
Uberwunden werden, in Form von Verformungsenergie bzw. Oberflachenenergie).
Der Tropfen kann leicht um die Spots gefihrt werden (50-70V). b) Um den Trop-
fen hineinzubewegen, wird eine héhere Spannung (90 V) bendtigt. Wenn sich der
Tropfen oder ein Teil von ihm im Spot befindet, dann hat der Tropfen in diesem
Bereich ein geringeres Verhéltnis von Oberflache zu Volumen, seine Verfor-
mungsenergie ist lokal minimal. c) Wird versucht, den Tropfen wegzubewegen
(Spannung auf benachbarte Elektroden 90 V), so wird ein Teil (groRer Tropfen im
Bild) abreifen und wie im Falle der ,hydrophilen Spots” ein definiertes Volumen
zuriicklassen (kleiner Tropfen im Bild). Soll auch dieser Resttropfen wieder her-
ausbewegt werden, so wird eine noch hohere Spannung (120V) benétigt. Bild:
Wondimu und von der Ecken
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Das Verhaltnis von Oberflache zu Volumen und somit die absolute Oberflachenenergie des
Tropfens steigen solange, bis er den hochsten Punkt der Barriere passiert. Sobald der Tropfen
die Barriere und den Wall Gberwunden und das Microwell gefiillt hat, erreicht das Verhaltnis
von Oberfldche zu Volumen und die absolute Oberflachenenergie ein lokales Minimum.

Die Microwells in Verbindung mit der umgebenden Flache und der Randiberhdhungen er-
leichtern die kontrollierte Tropfenbewegung und verhindern unbeabsichtigten Kontakt zwi-
schen Tropfen und Sensorfeldinnerem. Die Flache auRerhalb der Sensorfelder dient quasi als
,UmgehungsstralRe”, die Tropfen um die Sensorfelder herumfihrt. Eine Spannung von 50V
bis 70V ist ausreichend, um die Tropfen auf den Umgebungsflachen zu bewegen.

Jedoch ist es auch moglich, die Tropfen in die Sensorfelder zu bewegen, sobald die diesen
unterliegende Elektrode mit héherer Spannung (90V +10V) angesteuert wird. Diese zusatzli-
che Spannung ist notwendig zur Uberwindung der Barriere, die durch den thermischen Re-
flowprozess wahrend der WGMML-Fabrikation erzeugt wurde, und der damit verbundenen
zusatzlichen Verformung und Oberflachenvergroerung des Tropfens.

Sobald der Tropfen das Microwell bedeckt, verhalt sich diese Flache wie ein hydrophiler Spot.
Der Tropfen bleibt eher in der Form und auf der Position innerhalb des Microwells als von der
normalen Aktor-Spannung von in diesem Fall 70V wegbewegt zu werden. Wenn der Tropfen
groBer als ca. 2 Elektrodenfelder ist, dann kann er gesplittet und der abgetrennte Teil weg-
bewegt werden. Ein definiertes Volumen bleibt innerhalb des Microwells zurick.

Ein Tropfen innerhalb des Microwells hat ein geringeres Oberflache zu Volumen Verhaltnis als
aullerhalb, was in einer hoheren absoluten Oberflachenenergie resultiert. Wahrscheinlich ist
dadurch die noch hoéhere Spannung (Uber 120V) notwendig, um den Tropfen aus dem
Microwell hinauszuziehen. von der Ecken et al. (2017)

6.2.4 Vergleich von ,,echten” und ,virtuellen” Microwells

Das ,virtuelle” Microwell nach Eydelnant et al. (2012) und Witters et al. (2013) ist ein durch-
gehendes Loch mit einem Durchmesser in der GroRenordnung um 0,5-4mm in der etwa
100nm hydrophoben Teflonschicht. Diese Microwells haben die Aufgaben, erstens eine Do-
sierung von Flissigkeitsmengen unabhangig der Elektrodengrofle zu ermoglichen und zwei-
tens einen Spot fir das Einbringen eines Feststoffes etwa zur Funktionalisierung zu bieten.

Wenn nun ein Tropfen an diesen hydrophilen Spot herangefiihrt wird, wird er diesen benet-
zen. Die Haftung zwischen Tropfen und Spot ist so grof, dass die elektrostatischen Krafte die-
sen nicht mehr wegbewegen konnen. Die einzige Mdglichkeit besteht im Austausch des Trop-
fens, d.h. ein anderer Tropfen wird hingefiihrt und schiebt den vorhandenen weg. Aber es
bleibt immer ein gleichgroRRer Rest des neuen Tropfens dort hangen.

Die ,,echten” Microwells sind Locher mit Randlberhdhung mit Durchmessern in der GroRen-
ordnung um 0,5-4mm und einer Tiefe im Bereich von 5-10 um, letztere also zwei bis drei Gré-
Renordnungen mehr im Vergleich zum ,virtuellen” Microwell. Teflon ist als hydrophobe,
chemisch inerte und biokompatible Beschichtung sehr geeignet fiir Chemie und Biologie - es
sei denn, es misste z.B. mit fluorinerten Losemitteln gearbeitet werden. Die Microwells sind
komplett mit Teflon beschichtet. Es kdnnen hier auch erhabene Strukturen wie z.B. WGMML
platziert werden und bei Bedarf kann die Oberflache auch immer noch funktionalisiert wer-
den. von der Ecken et al. (2017)
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Auf diese dhnliche, je nach Anwendung vorteilhafte Losung sind von der Ecken et al. (2017)
gestolRen, die sowohl Eigenschaften eines hydrophilen Spots besitzt (leichte Dosierung), als
auch noch die Moglichkeit bietet, den Tropfen wieder herauszuziehen (héhere, aber fur den
DMF-Chip unproblematische, elektrische Spannung notwendig) und dazu noch eine Barriere
in beide Richtungen bietet, die praktischer Weise eine zusatzliche Sicherheit bei der Kontrolle
der Tropfenbewegung bedeutet. Und der Tropfen auch wieder herausbewegt werden.

Das besondere an der DMF ist bekanntlich die Freiheit, Tropfen diskret und unabhangig steu-
ern zu konnen. Die ,echten” Microwells erlauben eventuell diese Freiheit, die bei den ,virtu-
ellen” Microwells nicht gegeben ist, zuklinftig dazu zu gewinnen.

6.3 Zwischenfolie mit integrierten Kapillaren

Der nachste Abschnitt beschreibt die Vorteile eine ebenso einfachen und kostenglinstigen
PDMS-Folie, deren besonderes Merkmal - eingegossene Glaskapillaren - eine Verbindung zwi-
schen DMF-Chip und normaler Mikrofluidik bietet.

Die Idee war, ein kleines integriertes, aber auch leicht (de-)montierbares und somit wieder-
verwendbares Chipsystem zu entwerfen. Bei manuellem Betrieb wird ein Fluid an der Seite
eines Chips positioniert und durch das elektrisches Feld unter den Deckel gezogen. Fir eine
automatische Beflllung missten Zuleitungen in den Chip gelegt werden. Diese missten je-
doch auch leicht zu positionieren sein. Weiterhin kann es sinnvoll sein, den Chip abdichten zu
kédnnen, wenn z.B. ein Flllermedium verwendet werden soll, oder der Fluidikbereich gegen
Luftaustausch und somit Verdunstung geschiitzt werden muss.

6.3.1 Konzept

Normalerweise sind DMF-Chips permanent verklebt oder es wird leicht zu 16sendes doppel-
seitiges Klebeband verwendet. Eine PDMS-Abstandsfolie mit eingegossenen Kapillaren, einge-
klemmt zwischen Boden und Deckel, ermoglicht eine leichtere Chip (De-)Montage und exter-
ne FlUssigkeitseinleitung. Eine Kapillare mit einem AuRendurchmesser von 100-150 um passt
in diesem Fall zu dem Boden-Deckel-Abstand von 150-250um. Der hier vorgestellte Ansatz
ermoglicht eine luftdichte, geklemmte Verbindung zwischen Chipteilen und Folie. Zusatzlich
bieten die Kapillaren eine schnelle Verbindung mit z.B. Spritzenpumpen. Die Dichtigkeit wird
jedoch fur Fullermedien (s. Abschnitt 2.3.4) niedriger Oberflachenspannung wie Silikondl nicht
ausreichen, da diese unverzlglich durch jeden Spalt nach auRRen flieRen wirden. Hier kann
nur ein dichtes und daher kaum leicht wieder zu I6sendes Bondverfahren Abhilfe schaffen.

Die Positionierung der Kapillaren zueinander und zu den Reservoirelektroden innerhalb des
Chips wird durch das definierte EingieSen der Kapillaren in der Gussform erreicht. Die Kapilla-
ren aullerhalb der Folie hdangen frei und kdnnen somit leicht um Hindernisse wie Federkon-
taktstifte herumgefihrt werden.

6.3.2 Umsetzung

Die Gussform wurde nach der schematischen Darstellung in Abbildung 6.9 aus leicht zu bear-
beitendem PMMA hergestellt. Eine hohere Prazision und Langlebigkeit kann etwa durch Mes-
sing- oder Aluminiumformwerkzeuge erreicht werden, sind aber fir den Laborversuch nicht
notwendig gewesen.
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6 Weiterentwicklungen der DMF-Technik

Nach dem Befillen mit flissigem PDMS wird eine (z.B. PET-) Folie aufgelegt gelegt und dann
mit einer Platte verpresst. Uberschiissiges PDMS flieRt seitlich heraus und wird in den Uber-
ldufen (s.Abbildung 6.9) aufgefangen. Das Aushdrten kann bei Raumtemperatur Uber Nacht
auf dem Labortisch oder innerhalb weniger Stunden im Ofen stattfinden.

Abbildung 6.9: 3D-CAD der PMMA-Gussform fiir die PDMS-Folie

Die Folie wird im blauen Bereich geformt und die griinen Bereiche sind Uberldu-
fe. Die Kapillaren werden durch dinne Nuten in Position gehalten.

Abbildung 6.10:  Zwischenfolie aus PDMS mit Glaskapillaren

a) Eine Folie mit eingelassenen Kapillaren soll das prazise Einbringen eines Fluids
in den Chip ermoglichen. b) Sie soll sowohl als Dichtung als auch als Abstandshal-
ter (Spacer) zwischen Boden und Deckel dienen. c-d) Die Kapillaren sind innerhalb
des Chips durch die Folie fixiert, aber auBRerhalb kénnen sie frei verlegt werden,
z.B. um Kontaktpins herum oder durch das Gehéduse eines Testbetts. An den En-
den kénnen Dosiernadeln ein Interface zu Spritzenpumpen bieten.
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Zwischenfolie mit integrierten Kapillaren

Die Kapillaren kénnen dabei nicht mit PDMS volllaufen, weil sie im spateren DMF-Fluidik-
bereich erst nach dem Ausharten des PDMS zugeschnitten werden. Die dufleren Enden ragen
Uber die Form hinweg und sind daher auch geschitzt.

Die fertige Folie wird aus der Form entfernt, die Kapillaren in der Mitte und an den Seiten
werden zugeschnitten (Abbildung 6.10a) und mit Dosiernadeln verklebt (Abbildung 6.10b).
Die Kapillaren sind so ausgelegt, dass sie frei zwischen Hindernissen wie den Federkontaktstif-
ten des elektronischen DMF-Chip Interfaces verlegt werden kénnen. Die runden Stiftkdpfe
dricken die Kapillaren von selbst zur Seite, ohne dass die Kapillaren von Hand um die Stifte
herumgefihrt werden missen.
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Abbildung 6.11:  Oberflachenanalyse der Zwischenfolie

a) Die Folie muss nur einmal positioniert werden, um eine beliebige Anzahl von
Kapillaren an ihre Zielposition zu bringen und zu halten. b) WLI -Aufnahme eines
20mm x 20 mm Ausschnitts der Folie im Bereich einer Kapillare.
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Zur Abdichtung des Fluidikbereichs und zur Vermeidung einer Keilbildung, die die Tropfenkon-
trolle sehr erschweren wirde, ist eine moglichst flache und planparallele Oberflache zu be-
vorzugen. Die Messung hat gezeigt, dass auf die Kapillaren-freie Flache bezogen maximal eine
Erhéhung um 5% zu erwarten ist.

In Abbildung 6.11 ist ein Ausschnitt einer fertigen Folie zu sehen, die mit einem WLI auf ihre
Oberflachenbeschaffenheit hin untersucht wurde. Die Kapillare von etwa 150um Aullen-
durchmesser wurde in der 200um dinnen Folie verarbeitet. Es konnten Ausbeulungen von
etwa bis zu 10 um (max. =5% der Folienstarke) gemessen werden.

6.4 Steuerung magnetischer Partikel in DMF-Systemen

Long et al. (2009) geben eine Ubersicht tiber die Méglichkeiten, Tropfen mit magnetischen
Partikeln zu steuern. Ng et al. (2012) zeigen die Verwendung magnetischer Partikel fir Immu-
noassays in DMF-Chips und Choi et al. (2013) beschreiben eine unbewegliche magnetische
Linse, die magnetische Partikel nur an einer festgelegten Linie sammeln und festhalten bzw.
freigeben kann (Ein/Aus).

Die Pramisse, ein flexibles DMF-System zu entwickeln, brachte die Idee, eine in XYZ-Richtung
bewegliche magnetische Linse zu implementieren. Zum einen ware diese Linse unabhangig
vom spateren Elektrodendesign eines DMF-Chips, zum anderen kénnten alle Positionen eines
Chips angefahren werden. Und ein weiterer Vorteil ware die Mdglichkeit, magnetische Parti-
kel nicht nur zusammenzuziehen, sondern auf eine Kraft parallel zur Chipflache auszulben,
um die Partikel direkt zu steuern.

6.4.1 Magnetische Linse

Magnetische Partikel und Tropfen sollen auf einem Chip getrennt werden (s. Abbildung 6.12).
Damit vornehmlich nur ein einzelner Tropfen bzw. vielmehr die Beads eines bestimmten
Tropfens ein starkes B-Feld erfahren, sollte dieses fokussiert werden.

B | | o| | c 1| d

Abbildung 6.12: Demonstration der Funktion der magnetischen Linse

a-c) Das B-Feld der magnetischen Linse konzentriert die magnetischen Partikel
(schwarz) in einem kleinen Punkt innerhalb des Tropfens (rot), indem die Linse
senkrecht auf den Chip zu bewegt wird. d) Der Tropfen wird durch das E-Feld der
aktivierten Elektroden wegbewegt. e) Die flUssige Phase wurde nahezu vollstdn-
dig von der festen Phase getrennt.

Daflir eignet sich eine magnetische Linse, wie sie von Choi et al. (2013) vorgeschlagen wurde.
Das urspriingliche Design sieht vor, dass magnetische Partikel senkrecht auf eine entlang ei-
ner komplette Elektrodenreihe verlaufenden geraden Linie fokussiert werden. Damit lassen
sich viele Tropfen parallel verarbeiten.
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5,50
4,77
4,03
3,30
2,57
1,83

1,10

0,00

Abbildung 6.13:  Simulation verschiedener Linsendesigns

a) Ein dinner Doppelsteg fuhrt den magnetischen Fluss zur Spitze. b) Es ist effek-
tiver fur die Fuhrung des magnetischen Flusses, wenn mehr Material am Steg
vorhanden ist. c) Das Magnetfeld lieRe sich weiter verstarken, wenn die Basis
verbreitert wird und zwei Magnete aufnimmt.

Doppelsteg

Magnet

Positionierstift

Eisen-,Kerne” der
magnetischen Linse

Abbildung 6.14:  Foto der magnetischen Linse

Die Wahl fiel auf die Version aus Abbildung 6.13b. Der Eisen-,Kern” der magneti-
schen Linse wurde aus dem Baustahl S235 hergestellt. Die Positionierstifte sind
aus nicht magnetisierbarem Messing.
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Das dort entwickelte Design wurde verkleinert und angepasst, damit nicht entlang einer Linie,
sondern nach Méglichkeit nur in einem kleinen Bereich um eine Elektrode herum ein relevan-
tes Magnetfeld induziert wird. Zuvor wurden verschiedene Designideen fir die Form des
Eisen-,Kerns” simuliert. Eine Auswahl wird in Abbildung 6.13 gezeigt. Die spater gefertigte
Linse ist in Abbildung 6.14 abgebildet.

6.4.2 Aufbau des XYZ-Tisches

Es wurde ein XYZ-Tisch auf Basis eines dlteren Systems von Voigt et al. (2014) weiterentwi-
ckelt. Die Ansteuerung erfolgt Gber einen Arduino und ist dadurch kompatibel zu einer Viel-
zahl von Plattformen wie z.B. dem ebenfalls Arduino-gesteuerten DropBot (s. Abschnitt 3.2.2).
Aufbau und Umsetzung des XYZ-Tisches konnen Abbildung 6.15, Abbildung 6.16 und im Detail
Ohmer (2016) enthommen werden.

[ c \ magnetische Linse

DMF-Chip

XYZ-Tisch

Abbildung 6.15: Schema der Integration der Erweiterung in den Versuchsstand

a) Seitenansicht des Testbetts (schwarz wei) und des neu hinzugekommenen XYZ
Tisches. b) Die magnetische Linse und ihre Abmessungen in mm (Jonas Ohmer
2016) und c) ihre Positionierung im Versuchsstand.
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Abbildung 6.16: Integration der magnetischen Linse und des XYZ-Tisches in den Versuchsstand

a) Der XYZ-Tisch angeschlossen und gesteuert von einen Arduino. b) Integration
des neuen Systems in den Versuchsstand aus DropBot und Testbett.

6.4.3 Ein neuer Freiheitsgrad: Steuerung magnetischer Partikel

DMF-Chips bewegen Tropfen auf einer Oberflache. Bisher wurden in diesen Tropfen enthal-
tene magnetische Partikel nur ausgefallt, indem ein Magnet die Partikel festhalt und ein E-
Feld den Tropfen wegbewegt. Mittels einer magnetischen Linse (Choi et al. (2013)) lassen sich
die Partikel effektiver sammeln.

Das hier vorgestellte System bringt einen neuen Freiheitsgrad fiir den DMF-Chip, indem jetzt
auch magnetische Partikel aktiv gesteuert werden kdnnen, so wie es der DMF-Chip bereits
mit Tropfen zu tun im Stande ist.

Mit dem neu entwickelten System aus XYZ-Tisch und magnetischer Linse lassen sich jetzt die
magnetischen Partikel innerhalb eines Tropfens als Ganzes bewegen. Eine praktische Anwen-
dung ergibt sich daraus, dass manchmal Tropfen irreversibel festsitzen, etwa durch Biofouling
(s. Abschnitt 2.2.3) oder einen dielektrischen Durchbruch (s. Abschnitt 2.4.3).

Wenn die Partikel aus dem festsitzenden Tropfen gerettet werden sollen, dann kann ein zwei-
ter Tropfen neben dem festhangenden platziert und mit diesem verbunden werden. Mit Hilfe
der Linse lassen sich die Partikel sammeln und in den neuen Tropfen hinldberziehen. Das ge-
meinsame Tropfenvolumen ware nun grold genug, um den Tropfen zu splitten und damit sind
die Partikel wieder frei. Abbildung 6.17 zeigt einen lang gezogenen Tropfen (rote gestrichelte
Linie). Der rechte Bereich sei der urspringliche festsitzende Tropfen, der linke sei ein ,Ret-
tungstropfen”. Durch den dinnen Mittelbereich werden die Partikel mit der magnetischen
Linse hindurchgezogen. AnschlieRend werden die Tropfen getrennt.
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Abbildung 6.17:  Bewegen der Partikel mit Hilfe der magnetischen Linse

a-d) Wenn z.B. der blaue Tropfen (digital nachbearbeitet) auf einem Chip han-
genbleibt, sei es durch Biofouling oder dielektrischen Durchbruch, so kann der re-
levante Inhalt in Form der magnetischen Partikeln aus diesem befreit werden. Die
Linse sammelt die Partikel und fuhrt diese durch diesen (lUbertrieben lang gezo-
genen) Tropfen von rechts nach links, heraus aus der problematischen Zone.

Eine andere Moglichkeit durch die bewegliche Linse ware der Einsatz von magnetischen Parti-
keln als Ruhrfischchen(-schwarm). Zwei zueinander gebrachte Tropfen lieRen sich nun auch
effektiv mischen, ohne dass dazu die Elektroden aktiviert werden missen. Dies kdnnte not-
wendig sein, wenn die Reaktion kein elektrisches Feld erfahren darf, oder wenn der resultie-
rende Tropfen (gewollt oder ungewollt: vgl. Abschnitt Gber Biofouling von Streptavidin in Ab-
schnitt 5.3.2) nicht mehr bewegbar ist. Dies wurde jedoch nicht weiter verfolgt.

6.4.4 Ein weiterer Freiheitsgrad: Ausschleusen der Partikel

Eine wichtige und sehr praktische Funktion, die durch das System ermoglicht wird, ist das
Hinausfihren von magnetischen Partikeln und einer geringen FlUssigkeitsmenge aus dem
Chip, ohne dass das Deckelsubstrat entfernt werden muss. Dies konnte den Chip beschadigen,
unabhangig davon wurde es jeden Fall zu einer Unterbrechung des Experiments fuhren. Das
gewdinschte Produkt kdnnte einerseits die Flissigkeit selber sein, oder z.B. eine Proteinkette,
die sich auf den Beads befindet. Ohmer (2016)

Abbildung 6.18 zeigt das Funktionsprinzip. Mit der magnetischen Linse kann ein Tropfen mit
den konzentrierten magnetischen Partikeln aus dem Chip herausgezogen und aullerhalb des
Chips an eine beliebige, definierte Position gefahren werden. Dort kdnnte ein Pipettier-
Roboter das Produkt aufnehmen. Somit ergibt sich eine neue, einfache und sehr flexible
Schnittstelle zwischen (automatisierter) digitaler Mikrofluidik und klassischen (automatischen)
Pipettier-Systemen.
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Abbildung 6.18:  Ausschleusen der Partikel mit der magnetischen Linse

a-b) Die magnetische Linse konzentriert die Beads und wird anschlieRend parallel
zum Chip Richtung der Kante des Deckelsubstrats gefuhrt. c) Die magnetischen
Partikel werden aus dem Spalt hinausgezogen. d) Die Suspension kann nun mit
einer Pipette aufgenommen werden, ohne dass das Experiment unterbrochen
oder der Chip geoffnet werden musste.

Das Hinausfihren des Produktes lieRe sich auch mit einer diinnen Kapillare - angeschlossen
an eine Pipette oder Spritzenpumpe - erzielen, die bei Bedarf in den Spalt zwischen Deckel
und Boden eingefiihrt wird. Das Handling wére jedoch umstdndlicher als bei einem flexiblen,
programmierbaren und automatisierbaren Pipettier-Roboter. Auch kénnte die hydrophobe
Oberflache Kratzer bekommen, die die Bewegung der Tropfen hemmt oder verhindern.

In Abschnitt 6.3 wurde ein dhnlicher Ansatz vorgestellt, bei dem Kapillaren aber dauerhaft im
Chip platziert werden, und so ein Interface z.B. fir Spritzenpumpen geschaffen wird. Das dort
gezeigte System ist unabhangig vom Vorhandensein magnetischer Partikel.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel der Arbeit war die Adaptierung eines komplexen Laborprotokolls der synthetischen
Biologie zur Ligation einer TALEN-Bindedomaéne in einem mikrofluidischen System, um zu-
kiinftig eine Automatisierung und somit eine on-Demand Hochdurchsatz-Assemblierung von
TALEN zu ermoglichen. Ein groRRer Nachteil der gangigen Kanalmikrofluidik ist, dass ihr Aufbau
schnell sehr komplex wird, wenn viele FlUssigkeiten frei verwaltet werden sollen. Der beson-
dere Vorteil der DMF-Technologie ist ihre Fahigkeit, Tropfen individuell in einem frei pro-
grammierbaren Mikrofluidikchip ohne Pumpen, Ventile oder komplizierte Kanalstrukturen
steuern zu kénnen.

Mikrofluidische Umsetzung eines Biosynthese-Protokolls

Ein DMF-Chip System bietet die idealen Voraussetzungen, ein komplexes Protokoll wie den
ICA-Ligationsprozess mikrofluidisch umzusetzen und zu automatisieren. Alle 31 FlUssigkeiten
des ICA-Protokolls kdnnen in einem beliebigen Ablauf gesteuert werden. Durch die Verwen-
dung des Tensids Pluronic 64 anstatt Tween 20 konnte das sogenannte Biofouling unterbun-
den und die Tropfenbeweglichkeit signifikant verbessert werden, ohne die Ligation negativ zu
beeinflussen. Es wurde eine DNA-Bindedomane aus drei Elementen assembliert, um die Kom-
patibilitat des ICA-Protokolls mit der DMF-Technologie nachzuweisen.

Die erfolgreiche DNA-Assemblierung durch das ICA-Protokoll auf einem DMF-Chip wurde hier
gezeigt. In Kombination mit u.a. PCR auf DMF-Chips (Shih et al. (2015), Sista et al. (2008),
Yehezkel et al. (2016)) konnte in Zukunft ein vollstandig automatisiertes, DMF-basiertes Sys-
tem z.B. eine DNA-Editierung ermoglichen.

Dies ist ein gutes Beispiel fir die vielfaltigen Moglichkeiten der DMF-Technologie. Sub-ul Do-
sierung mittels Pipetten ist unhandlich. Das ICA-Protokoll wurde nicht fir die DMF-Tech-
nologie entwickelt, aber es war leicht zu adaptieren und profitiert von dessen Potential: grole
Anzahl von FlUssigkeiten, mischen und trennen von FlUssigkeit und Feststoffen (magnetischen
Partikel), kleinste Volumen und frei programmierbare Fluidverwaltung. Dies hadtte ansonsten
in einem extrem komplexen Kanalmikrofluidik-System resultiert.

Hier wurde die DMF-Technologie verwendet, um ein komplexes Protokoll aus der syntheti-
schen Biologie in einem mikrofluidischen System zu automatisieren, dessen Umsetzung in
einem klassischen mikrofluidischen System einen enormen technischen Aufwand verursacht
hatte. Berthier (2012)

Die DMF-Proben wurden mit einem im Vergleich zum Originalprotokoll um 50 % reduzierten
Volumen erstellt. Das auf dem hier verwendeten DMF-Chip kleinste gut kontrollierbare Volu-
men ist etwa 0,5 ul (100 um Spalththe und 5 mm? Elektrodenflache).

Eine weitere Miniaturisierung konnte technisch durch kleinere Elektroden und Microwells
(vgl. Abschnitt 6.1) umgesetzt werden, aber es ware nur fir ein vollstandig integriertes, au-
tomatisches System sinnvoll. Darauf wurde aber aufgrund des zeitlichen Rahmens des Pro-
jekts verzichtet, sodass die Ressourcen fir neue Ideen zur Verwendung der DMF-Technologie
eingesetzt werden konnten.
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Integration von Sensoren in digitale Mikrofluidik Chips

In diesem Projekt konnte die erstmalige Herstellung und Integration von WGMML-Sensor-
feldern in ein DMF-System prdsentieren werden. Zusatzlich wurde die Integration von ,ech-
ten” Microwells in ein DMF-System zum passiven Dosieren von Tropfen innerhalb der Sen-
sorfelder gezeigt. Das System wird als ein Modell zur Messung von Biomolekilen genutzt.
Dazu wurde ein Lab-ob-Chip (LoC) zum Biosensing entwickelt, das digitale Mikrofluidik (DMF)
und Whispering Gallery Mode Mikrokelch Laser (WGMML) in einem Chip integriert. Die
WGMML-Felder zur Analyse wurden auf dem Deckelsubstrat des DMF-Chips hergestellt, wah-
rend das Bodensubstrat die Elektroden zur Tropfenbewegung bereitstellt. Von der Ecken et al.
(2017) sind der Meinung, dass dieses Konzept eine gleichzeitige Messung vielfaltiger Biomole-
kile bei minimalen Probenmengen innerhalb eines automatisierten Lab-on-Chip Systems er-
moglicht.

Die Microwells (s. Abschnitt 6.1), in denen sich die Sensorfelder befinden, zeigen praktische
Eigenschaften, die die Tropfenmanipulation unterstitzen. Die Randiberhdhung dieser Felder
dient als hydrophobe Barriere und verhindert damit einerseits die ungewollte Benetzung der
Sensorfelder. Andererseits zeigt die Vertiefung der Felder in Zusammenhang mit der umge-
benden Randiberhdhung ein hydrophiles Verhalten, sobald der Tropfen im Inneren liegt. Die-
se ,,echten” Microwells haben im Gegensatz zu hydrophilen Spots (,virtuelle” Microwells) den
Vorteil, dass sich der Tropfen auch wieder durch die Aktor-Elektroden - mit héherer aber wei-
terhin praktikabler Spannung beschaltet - hinausbewegen lasst.

Die Empfindlichkeit zur Messung des Brechungsindex mit diesem System betragt 29 nm/RIU.
Basierend auf der Empfindlichkeit und dem Stérsignallevel errechnet sich die Erfassungsgren-
ze des Systems zu 4,7-10°RIU. Den Funktionsnachweis des integrierten Chips lieferte die
Messung von unterschiedlichen Streptavidinkonzentrationen innerhalb der Tropfen, indem
auf den Mikrokelchlasern immobilisiertes Biotin mit dem Streptavidin eine spezifische Bin-
dung einging. Die Oberflache wurde dafiir zuvor mit biotinyliertem BSA funktionalisiert. Das
System besitzt eine Empfindlichkeit von 3,54 pm/(ug/ml) fir Streptavidin.

Die Funktionsfahigkeit des Systems wird sowohl fir die Brechungsindexmessung im Tropfen-
volumen von Glycerolldsungen als auch flr die markerfreie Detektion von Streptavidin mittels
einer biotinylierten Resonatoroberflache demonstriert. Erstmals wurden optische Resonato-
ren flr die markerfreie Detektion von Biomolekilen in DMF-Systemen eingesetzt. Diese Me-
thode kann zu einer vielseitigen Biosensorplattform erweitert werden, die die geblndelte
Detektion einer groflen Bandbreite klinisch relevanter Biomolekile in einem einzigen mikro-
fluidischen System vereint. Wiegele et al. (2014)

Verschiedene Elemente des Systems konnen zukiinftig verbessert werden, um eine portable,
zuverldssige Point-of-Care Diagnostik, wie sie insbesondere in der Medizin benétigt wird, zu
realisieren. Dixon et al. (2016), Ng et al. (2015b)

Die Reaktionszeit der Sensoren konnte weiter reduziert werden, indem die Tropfen wahrend
der Messung aktiv gemischt werden (Wildgen et al. (2015)). Die parallele Messung unter-
schiedlicher Analyten kann durch lokal differenzierte Funktionalisierung etwa durch ,polymer
pen lithography” (Wiegele et al. (2014)) erreicht werden.

Der Einfluss von umgebungsbedingten Storsignalen auf die Messung kann durch eine korre-
lierte Vergleichsmessung mit einem zweiten, nicht funktionalisierten, sondern passivierten
WGMML reduziert werden. Bog et al. (2015), Wienhold et al. (2015)
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Eine neue und interessante Idee ist, die WGMML auf (Klebe-)Folien zu produzieren. Die
WGMML werden grolflachig hergestellt, funktionalisiert, danach oder auch zuvor in kleinere
Felder vereinzelt und anschliefRend als Folienstlck einfach aufgeklebt.

Sind die Folien hinreichend dinn, lieRen sie sich leicht in bestehende mikrofluidische Systeme
integrieren. So wirde z.B. eine 10 um dicke Folie in einem DMF-System wie diesem problem-
los zwischen Deckel- und Bodensubstrat (100-200 um) passen, ohne die Tropfenbewegung
relevant zu stéren. Ebenso bestlinde die Mdglichkeit, die Folie selbst als Dielektrikum einzu-
setzen, und somit einige Arbeitsschritte bei der Herstellung einzusparen.

Ein Versuch zeigte bereits, dass es problemlos moglich ist, den Prozess auf einer 7,5 um Kap-
tonfolie umzusetzen und die Felder zu vereinzeln.

Die praktische Handhabung dieser vereinzelten, extrem kleinen und diinnen Folienstlcke (z.B.
2mmx2mmx20um) ist jedoch eine groRe Herausforderung. Es ist kaum maglich, diese me-
chanisch und durch direkte Berihrung auf eine Oberflaiche zu dricken. Dies wirde die
WGMML zerstoren.

Eine Moglichkeit zur Losung des Problems konnte sein, die Folien auf der Zieloberflache abzu-
legen und nur punktuell zu fixieren. Das flachige Andricken geschieht in diesem Fall Uber
Druckluft. Alternativ ware auch ein wohldosierter Spot von niederviskosem Klebstoff moglich,
der das Folienstick tGber Kapillarkraft flach zieht und fixiert.

Vorteile ,echter” Microwells im DMF-Chip

Die ,echten” Microwells in DMF-Chips entstanden unbeabsichtigt, auch waren sie fur die
Durchfiihrung des WGMML-Experiments in Kapitel 5, obgleich praktisch, nicht notwendig.
Eine genaue Untersuchung und Weiterfihrung der Idee fand im Rahmen dieser Arbeit nicht
statt. Es folgen Vorschlage und Ideen zur Fertigung und zum Design.

Wenn die Microwells so produziert werden wie im urspringlichen Fall (s. Abschnitte 5.2 und
6.2) als Nebenprodukt der WGMMIL, dann befinden sich die Strukturen Gber der ITO Schicht.
Aber die ITO-Schicht ist die notwendige Gegenelektrode zur Elektrodenmatrix auf dem Boden.
Von Nachteil ist, dass eine hdhere Spannung bendétigt wird (s. Abschnitte 2.3.2 bis 2.3.4).
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Abbildung 7.1: Notwendige Designdanderungen zur Abformung und Beschichtung

a) Unteréatzte Strukturen konnen nur schwer beschichtet und abgeformt werden.
b) Entformbare Substrate kdnnen per Spritzguss hergestellt werden. Jedoch bie-
tet Glas den Vorteil, dass es z.B. weitaus temperaturbestandiger und auch bio-
kompatibler ist. AuRerdem ist fir ein DMF System eine Gegenelektrode direkt un-
ter dem Teflon besser. (Bild: Wondimu und von der Ecken)
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Steuerung magnetischer Partikel in DMF-Systemen

Das DMF-System kann fur geringere Aktor-Spannungen ausgelegt werden, indem der Fabrika-
tionsprozess aus der Microwell-Herstellung entsprechend optimiert wird. Die Microwells kén-
nen in einem Schritt direkt in das Deckelsubstrat integriert werden, wenn etwa die Rapid-
Prototyping Methode fiir Glas von Kotz et al. (2016), oder HeiBpragen bei Kunststoffen ange-
wendet wird. Im Gegensatz zu den unteratzten Strukturen der WGMML-Herstellung aus Ab-
bildung 6.3 konnte eine runde und stetige Barriere, die diese Herstellungsmethoden verlan-
gen, auch der Tropfenbeweglichkeit zutradglich sein. Die Abscheidung von ITO auf der Oberfla-
che wirde die Aktor-Spannung im Gegensatz zum WGMML DMF-Chip signifikant herabsetzen
(s. Abschnitte 2.3.2 bis 2.3.4), auf welchem das ITO sich unterhalb der Polymerschichten be-
findet, die schlechte dielektrische Eigenschaften besitzen. von der Ecken et al. (2017)

Die Struktur in Abbildung 7.1a mit ITO geschlossen zu beschichten ist problematisch, weil ver-
schiedene Bereiche unterdtzt sind. Besser ist eine stetige, oder zumindest nach oben offene
Form wie in Abbildung 7.1b. So wird die Oberflache kompatibler zu diversen Beschichtungs-
verfahren (s. Abschnitt 2.4), wie der Inkjet-Technik zum direkten Drucken von Elektroden-
strukturen. AuRerdem kann ein solch geformtes Substrat leichter reproduziert werden, weil
eine Entformbarkeit fir Prageprozesse gegeben ist.

In Abbildung 7.2a ist Positionierung von Bodensubstrat mit Elektrodenmatrix und Deckelsub-
strat mit Microwells dargestellt. Die GroRen sind willkurlich gewahlt, die Seiten der quadrati-
schen Elektroden haben die Lange L und die der quadratischen Microwells die Ldnge 0,5-L.
Damit diese geringe, also kleiner als eine Elektrodenflache, Fluidmenge aus dem Microwell
entfernt werden kann, sollte dessen Flache an eine Nachbarelektrode angrenzen oder ganz
leicht Gberlagern. Damit kann deren E-Feld eine ausreichende Kraft auf den Tropfen auslben
(Abbildung 7.2 d und e).

Wenn der grolle Tropfen weggefihrt wird, von dem eine kleine definierte Menge im
Microwell zurlckbleiben soll, dann ist zum Zeitpunkt des Abreillens keine dem Microwell be-
nachbarte Elektrode aktiviert (Abbildung 7.2d und c), da sonst auch das Microwell geleert
werden kénnte. Zum AbreifRen zwischen Haupt- und Microwell-Tropfen fihrt die Haltekraft
zwischen Microwell und Microwell-Tropfen und die elektrostatische Kraft zwischen weiter
entfernter Elektrode und Haupt-Tropfen.

Ein weiterer Effekt, der genutzt werden konnte, um den Tropfen wahrend des AbreiRens im
Microwell zu halten, lasst sich aus der Beschreibung der Elektrobenetzungskraft Fewop
ableiten. Aus Gleichung 2.11 aus Abschnitt 2.3.2 lasst sich erkennen, dass die EWOD-Kraft auf
einen Tropfen proportional zur Lange L der Vorschubfront ist. Die Lange der Vorschubfront
lasst sich flUr den Haupttropfen einfach verdoppeln, indem senkrecht zur Zugrichtung zwei
Elektroden aktiviert werden (s. Abbildung 7.3). Die elektrische Spannung muss jetzt so
eingestellt werden, dass einerseits die Haltekraft einer einzelnen Elektrode allein nicht
ausreicht, um einen Tropfen beim AbreilRen (Fabriss) festzuhalten, dies aber andererseits im
Bereich des Microwells sehr wohl moglich ist. Auf den kleinen Tropfen wirkt eine Kombination
aus Fegwon(0,5-L) und der Kraft Fy, die der Tropfen aufgrund der VergroRerung seiner
Oberflache (resultierend aus der Oberflachenspannung) dem Verlassen des Microwells
entgegensetzt. Auf den Haupttropfen wirkt die Kraft Fewon(2-L).
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Boden Deckel a b
Breite = LL |
oftll off
[ _I—J
L | off Roft [ off
Breite = E | off off
| off off
d e f g h
off || off J J
o . off )
off || off offll off
Abbildung 7.2: Uberlegungen zur Microwell-Integration
Hellblau = Glas, Grau = Bodenelektroden (on/off), Gelb = Microwells und Dunkel-
blau = Tropfen. Boden und Deckel werden so positioniert, dass das kleine
Microwell (Breite = 0,5-L) in der Ecke einer Elektrode (Breite = L, ebenso wie
grolRes Microwell) liegt und an drei weitere angrenzt. Die Bildfolge zeigt, wie eine
Fluidmenge (blau) kleiner als durch bloRe Elektrodenverwendung abgespalten
werden konnte im Microwell (b-d), aus diesem entfernt (e) und anschlieBend von
einem anderen Tropfen (rot) aufgenommen und vermischt (lila) werden kdénnte
(f-h), ohne dass ein Restvolumen wie bei ,virtuellen” Microwells zuriickbleibt.
a b
oft Il o O off
off Roff Il off off off
off off
oft off on ff on
Abbildung 7.3: Zugkraft und Haltekraft am Tropfen im Microwell
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Moglichkeit zu Erhohung der Haltekraft F, im Microwell bzw. der Zugkraft am
Tropfen Fewop. FEwop greift nur an der Tropfenfront an. a) Zwei hintereinander-
liegende Elektroden erhohen nicht Fewop. b) Zwei parallel angeordnete aktivierte
Elektroden verdoppeln Fewop. Verlduft die Tropfenkontur entlang des Microwells,
addieren sich hier die Fy und Fewob.



Steuerung magnetischer Partikel in DMF-Systemen

Es kommt zur Tropfentrennung, wenn gilt:

Fewop(L) < Fapriss und (7.1)

Fewop (0,5 L) + Fy > Fapriss < Fewop (2 - L)

Chip-to-World Interfaces

Eine andere Moglichkeit der Dosierung konnte das Einbringen eines definierten Volumens in
die DMF-Chips darstellen. Dies und eine vereinfachte Konnektivitat kann eine mit Kapillaren
erweiterte Zwischenfolie bieten. Die hier gezeigte PDMS-Folie mit ihren eingegossenen Kapil-
laren bietet einen einfachen, kostengiinstigen und somit einwegtauglichen Ansatz fur ein Flu-
idikinterface zwischen DMF-Chip und umgebenden Fluidikkomponenten und -geraten.

Die Folie funktioniert zuverlassig und auch der Einsatz innerhalb der Chips gestaltet sich sehr
leicht. Es mlssen zuklnftig aber noch Optimierungen bei der Herstellung vorgenommen wer-
den, um eine wirklich plane und planparallele PDMS-Folie zu erhalten.

Die Erhéhung der PDMS-Folie um die Kapillaren herum kénnte aufgrund der PET-Folie wah-
rend der Herstellung entstehen, weil diese oben auflag und durch die Schwerkraft durchhing
und somit das PDMS verdrdngt haben kdnnte (s. Abbildung 7.4a). Die PET-Folie vereinfacht
das Entformen. Eine Losung konnte sein, die geklemmten Formeinsdatze umzudrehen, sodass
die PET-Folie unten flach aufliegt (s. Abbildung 7.4b). Eine alternative Methode zur Herstel-
lung konnte das HeiBpragen mit Polymerfolien und gleichzeitige Einpressen der Glaskapillaren
darstellen.

Einen weiteren Freiheitsgrad zusatzlich zur Steuerung von Tropfen innerhalb eines DMF-Chips
und andererseits ein weiteres Chip-to-World-Interface ergibt sich aus der Moglichkeit, mag-
netische Partikel innerhalb der Flissigkeiten aktiv zu steuern und auch aus dem Chip auszu-
schleusen.

Choi et al. (2013) beschreiben eine unbewegliche magnetische Linse, die magnetische Partikel
nur an einer festgelegten Linie sammeln und festhalten bzw. freigeben kann (Ein/Aus). Diese
magnetische Linse wurde angepasst, mit einer Punktfokussierung relevant verandert und auf
einem prazise ansteuerbaren XYZ-Tisch platziert. Das System ermdglicht neue Freiheitsgrade
flir die Ansteuerung von Fluidik und magnetischen Partikeln in DMF-Chips und die Integration
dieser in gangige Technik.

Durch die Punktfokussierung kénnen Tropfen an beliebiger Stelle angesteuert werden. Eine
gesteuerte Bewegung der Tropfen durch die magnetische Kraft auf die enthaltenen Partikel
ist jetzt ebenso moglich, wie das Extrahieren von Partikeln aus dem Tropfen. Dieser neue An-
satz erlaubt den Einsatz unabhangig vom Chip Design.

Wenn magnetische Partikel eingesetzt werden, dann findet die entscheidende (bio-)chemi-
sche Reaktion in der Regel immer auf deren Oberfliche statt und daher sind meistens die
Partikel fir den weiteren Arbeitsablauf von Bedeutung und nicht die Tropfen. Das Ausschleu-
sen dieser gestaltet sich mit der neuen punktfokussierten magnetischen Linse sehr einfach
und ermdglicht das Abpipettieren der Partikel, ohne den DMF-Chip 6ffnen zu mussen.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Abbildung 7.4: Uberlegungen zur Verbesserung der Folienqualitat

a) Unebenheiten um die Kapillaren kénnten eine Folge der verwendeten PET-
Folie sein. b) Wenn die zum Entformen notige PET-Folie unten liegt, sollte sich
eine bessere plane Oberflache erreichen lassen.

Ein integriertes System im Format einer Mikrotiterplatte mit Fluidikinterface, elektrischem
Klemminterface, magnetischer Linse und einem Einweg-Chip ist mdglich, wenn die Z-Achse
eingespart werden kénnte und dennoch die neuen Funktionen erhalten blieben.

Die hier gezeigte magnetische Linse muss etwa 4-5cm von einem Tropfen entfernt sein, um
zu verhindern, dass sich die darin enthaltenen magnetischen Partikel sichtbar an den B-
Feldlinien orientieren. Die Z-Achse entspricht dem Ein/Aus des Magnetfeldes und erfordert
einen entsprechend groRen Bauraum. Denkbar ware hier der Einsatz eines Elektromagneten.
Dadurch konnte die Z-Achse eingespart werden und das System viel flacher gestaltet werden.

Anstatt eines Elektromagneten konnte auch ein Permanentmagnet eingesetzt werden. Dieser
kdme ohne Z-Achse aus, wenn er schnell genug in X-Y Richtung bewegt wird. Die Zeit der
Wechselwirkung auf Tropfen auf dem Weg zum Zielpunkt muss dann so gering sein, dass de-
ren magnetische Partikel nicht relevant beeinflusst werden.

Zugang zur DMF-Technik

Die digitale Mikrofluidik ermoglicht das einfache, frei programmierbare Handling von Tropfen,
ahnlich wie eine Pipette in einem normalen Labor. Wenn eine Arbeitsgruppe keinerlei DMF-
Equipment besitzt, dann steht sie insbesondere vor dem Problem der Chipherstellung. Die
Flussigkeiten fir ein Experiment kdnnen als gegeben angesehen werden.

Eine Elektronik zur Ansteuerung der Chips kann von einem Elektroniker in klrzester Zeit ge-
baut werden (s. Abschnitt 3.2), ebenso stehen Open Source und kommerzielle Systeme zur
Verfiigung®™ zur Verfiigung. Der OpenDrop besitzt zwar eine Elektrodenmatrix, allerdings feh-
len die dielektrische Schicht und die hydrophobe Beschichtung. Fobel et al. (2013)

Sollte eine Forschungsgruppe sich entscheiden, die DMF-Technik in ihr Labor dauerhaft zu
integrieren, dann ist es an diesem Punkt ratsam, in die eigene Produktion oder einen produ-
zierenden Partner zu investieren. Das Problem fir neue Forschungsgruppen besteht darin,
dass diese Chips nicht als Standardprodukte erhéltlich sind. Samiei et al. (2016)

> November 2016: OpenDrop http://www.gaudi.ch/GaudiLabs/?page_id=392 und
DropBot kommerziell http://www.sci-bots.com/ und
DropBot Open Source http://microfluidics.utoronto.ca/trac/dropbot/wiki/Buildinstructions
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Wadhrend bei der Anschaffung eines DropBot und sonstiger Hardware wie PC und Hochspan-
nungsverstarker der zeitliche und kostenmaRige Rahmen Uberschaubar ist (wenige Wochen,
2.000-10.000€), mussen fur die DMF-Chips erst noch Forschungs- und Entwicklungskosten
und -aufwand einkalkuliert werden.

Bei Eigenanfertigung sollten Materialkosten in der GréBenordnung um 50€ pro Chip kalkuliert
werden, alternativ konnten die DMF-Chips als teure Sonderanfertigung (mehrere 100€ pro
Chip) von einem entsprechend ausgestatteten Institut oder Firma bezogen werden.

Bisher wurde von lithografischen Herstellungsmethoden ausgegangen, weil diese durch die
Verwendung fir die DMF-Technik in den letzten zehn Jahren entsprechend erprobt sind.

Drucktechniken und Folienlaminierung sind leicht skalierbar: von Rolle-zu-Rolle-Herstellung
bis hin zu Kleinstserien. Die Materialkosten fir eine Massenproduktion des Papier-basierten,
checkkartengrolRen Bodensubstrats belaufen sich auf unter 0,05 €. Wenn Verschnitt und pro-
zessbedingte Verluste wie z.B. wahrend des Spincoatings mit einbezogen werden, dann sind
2€ eine realistische Kalkulation bei einer Eigenproduktion. Die Materialkosten des verwende-
ten Deckelsubstrats sind hoher, aber es kann wiederverwendet werden (anfangliche Kosten
ca. 5€, selbststandiges Recycling ca. 2€ pro Deckelsubstrat). Alterativ bieten sich mit PEDOT
oder ITO beschichtete stabile Folien als kostengiinstiges Einweg-Deckelsubstrat an.

Die Druck- und Folientechnik, wie in von der Ecken et al. (2016b) und Abschnitt 6.1 vorge-
stellt, oder alternativ die Leiterplattentechnik, brachten massive Zeit- und Kostenersparnisse
und ermoglichen somit die standardisierte Massenherstellung von DMF-Chips. Mit dem Pa-
pier-DMF-Chip konnte beispielsweise eine mogliche Kombination von flexiblem Elektroden-
layout, einfacher Produktion, geringen Kosten und zuverladssiger Funktion realisiert werden.

Dadurch ergibt sich ein glinstiger und einfacher Zugang zur DMF-Technik fir neue interessier-
te Forschungsgruppen auch ohne eigene Fertigungsstrecke (u.a. Reinraum, etc.). Die Verbrei-
tung der Nutzung der DMF in der Wissenschaft wird dadurch unterstitzt und ermdglicht die
Weiterentwicklung der DMF-Technologie. Dies fuhrt letzten Endes zur Nutzbarmachung fir
andere Anwendungsbereiche, wie z.B. Point-of-Care-Testing, bei denen es auf Zeit- und Kos-
tenersparnis sowie reduzierte Proben- und Analysemengen bei gleichzeitiger Automatisier-
barkeit ankommt.

Zuklnftige sollten Laborprotokolle speziell fir die DMF-Technologie entwickelt werden, an-
statt sie nur zu adaptieren. Aber daflir muss die DMF-Technologie einfacher zuganglich wer-
den und darf nicht nur den ,digital microfluidic natives” zur Verfigung stehen und muss leicht
zu bedienen sein.

Verlassliche, kostenglinstige DMF-Chips wie massenproduzierte Papier-Chips, kleine Verbes-
serungen wie die ,virtuellen” oder ,echten” Microwells, einfache und flexible Chip-to-World-
Interfaces, Open Source Hard- und Software wie ,Dropbot” und ,Microdrop®, Integration und
Synergie zwischen Technologien wie DMF und WGMMIL, sowie der weltweite freie Zugriff auf
wissenschaftliche Publikationen bringen uns diesem Ziel naher.
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A.Anhang

Abbildungen und Tabellen

Schichtdicke d / (10®m)

Abbildung A.1:

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Umdrehungen R / (60-s )

Spinkurve von 20 wt% CEP in Propylencarbonat

Diese Konzentration eignet sich fir Schichtdicken von 1-3 um. Die Spinkurve kann
beschrieben werden als d = 5,78~R'1‘00-[m].
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Abbildung A.2: Tropfenbeweglichkeitsmessung von PBS

65V, 1kHz, 1,5ul, 2,25 mm, 190 um, 7 um CEP, Teflon AF 1600. Kontaktwinkel 3 ul
Tropfen ©¢ = 121 (+1)°. Die Tropfenbeweglichkeit von PBS ist sehr gut und zeigt
keine Anzeichen von Biofouling. Die 2. Bewegung hatte eine mittlere Geschwin-
digkeit von 22 (£2)mm/s.

9E-11 ~
8E-11 -
7E-11 -~
6E-11 -
5E-11 -
4E-11 -~
3E-11 -~
2E-11 -~

itat / F

Kapaz

+ 1. Bewegung @ 2. Bewegung
® 5. Bewegung W 25. Bewegung
1e-11 l A 50. Bewegung

O T T 1

0 0,1 ) 0,2 0,3
Zeit /s

Abbildung A.3: Tropfenbeweglichkeitsmessung von PBS mit 0,2vol% Pluronic 64

65V, 1kHz, 1,5ul, 2,25 mm, 190 um, 7 um CEP, Teflon AF 1600. Kontaktwinkel 3 ul
Tropfen ©p = 92 (+1)°. Der Tropfen bewegt sich etwa 60% langsamer als reines
PBS, allerdings bleibt die Beweglichkeit relativ konstant. Die 2. Bewegung hatte
eine mittlere Geschwindigkeit von 13 (x1)mm/s.
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Abbildung A.4: Tropfenbeweglichkeitsmessung von PBS mit 0,1vol% F,CH(CF,)3CH,0OH
65V, 1kHz, 1,5ul, 2,25mm, 190 um, 7 um CEP, Teflon AF 1600. Kontaktwinkel 3 pl
Tropfen @ = 107 (£1)°. Die Tropfengeschwindigkeit ist hoher als die des reinen
PBS. Die Verbesserung der Tropfenbeweglichkeit ist auf Verdunstungseffekte zu-
rickzufihren. Insgesamt ist die Beweglichkeit deutlich gesteigert im Vergleich
zum mit Pluronic 64 versetzten PBS und auch zum reinen PBS. Die 2. Bewegung
hatte eine mittlere Geschwindigkeit von 32,1 (£3,2)mm/s.
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Abbildung A.5: Tropfenbeweglichkeitsmessung von PBS mit 30 pg/ml Streptavidin und 0,1vol%
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F,CH(CF;,)3CH,0H

65V, 1kHz, 1,5ul, 2,25 mm, 190 um, 7 um CEP, Teflon AF 1600. Kontaktwinkel 3 pul
Tropfen ®g = 107 (¥1)°. Zwischen der 1. und der 2. Uberquerung der Messelekt-
rode ist eine kurze Verbesserung der Tropfenbeweglichkeit zu erkennen. Diese
nimmt jedoch mit der 5. Uberquerung so stark ab, dass der Tropfen nach der
6. Uberquerung hingen blieb. Dieses Tensid eignet sich nicht zur Kompensation
des Biofoulings. Die 2. Bewegung hatte eine mittlere Geschwindigkeit von
2,5 (x0,3)mm/s.
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Komponenten des Versuchsstands

Der Versuchsstand kombiniert die optische Observation, elektrische Konnektivitat fir DMF-
Chips und die Kontrolle magnetischer Partikel: Pike F-100C Kamera (Allied Vision Technologies
GmbH,) mit dem Objektiv Fusion (Qioptiq, Inc., Fairport, USA), Hochspannungsverstarker Trek
PZD700A-1-H-CE (Acal BFi Germany GmbH) und der ,DropBot v2“ nach Fobel et al. (2013). Die
Aktor-Elektroden des DMF-Chips wurden durch das DropBot System und die Software Micro-
Drop gesteuert (Fobel et al. (2013)). Die DropBot Elektronik wurde Uber ein Federkontaktstift-
interface mit den Kontaktpads des integrierten Chips verbunden. Eine Webcam (Microsoft
LifeCam Studio) diente zur optischen Kontrolle der Tropfenbewegungen. MicroDrop besitzt
eine Live-View Funktion zur Integration des Webcam Videostreams des integrierten Chips,
wodurch ein einfaches Mensch-Maschine-Interface zur Tropfensteuerung durch den DropBot
geboten wird. Ein Hochspannungsverstarker (Trek PZD700A, Trek Inc.) verstarkte die Signale
des Frequenzgenerators des DropBot.

Magnetische Partikel wurden mit der magnetischen Linse auf einem 3-Achsen Tisch kontrol-
liert, deren Design eine Anpassung und Optimierung aus Choi et al. (2013) darstellt. Das ver-
besserte Design ermoglicht ein kompakteres, punktfokussiertes Magnetfeld, das magnetische
Partikel nur im ndaheren Bereich um eine Elektrode herum signifikant beeinflusst. Dies ermog-
licht, die magnetischen Partikel nicht nur auszufillen und festzuhalten, um sie von der Flis-
sigkeit zu trennen, sondern auch eine aktiv gesteuerte Bewegung innerhalb eines Tropfens
oder die ,Rettung” aus einem festsitzenden Tropfen.

Flr zuklnftige Automatisierung, einfachere (De-)Assemblierung, Integration und Konnektivi-
tat wurde eine 200 um PDMS Folie mit in diese eingegossenen 150 um Kapillaren (Glas oder
Kunststoff) entwickelt.

Die Verwendung der Zwischenfolie mit Kapillaren ermoglicht den Anschluss automatisierbarer
Pumpsysteme und somit ein Chip-to-World Interface. Alternativ ermoglicht der Einsatz der
magnetischen Linse die Extraktion der magnetischen Partikel und somit der darauf gebunde-
nen Endprodukte aus dem Inneren des Chips. Die Partikel liegen auf der offenen Flache des
Bodensubstrats an definierter Position und konnen manuell per Pipette oder von einem Pi-
pettier-Roboter aufgenommen werden. Beides ermdglicht eine flexible Einbindung des DMF-
Systems in gangige Labortechnologien.

Um das Biofouling wahrend der Tropfenbewegung zu reduzieren (Sarvothaman et al. (2015))
und damit die Tropfenbeweglichkeit zu optimieren und zu stabilisieren, wurde Pluronic 64
eingesetzt.

Alternative hydrophobe Beschichtungen

Neben Teflon AF gibt es andere Alternativen. Teflon AF, CYTOP und Fluoropel sind Produkte
fur den Laboreinsatz und immer vorzuziehen. Aber auch im KFZ Bereich erhéltliche Produkte
flir Windschutzscheiben und Helmvisiere kénnen fir anfangliche Versuche eingesetzt werden,
da selbst die kleinsten Gebinde der erstgenannten Produkte mehrere 100€ bis 1000€ kosten.
Zu bemerken sei, dass Fluoropel auch ohne Reflow bzw. bei im Vergleich geringeren Tempe-
raturen eine langer stabile Hydrophobie besitzt.
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Laserstrukturierung von Elektroden in ITO

Flr Versuche stand ein Lasersystem des Lichttechnischen Instituts (LTI) am KIT zur Verfligung,
dessen Beschreibung, technische Daten und Parameter zur Verfiigung gestellt und hier direkt
Ubernommen wurden: Es handelt sich um ein ,Ultrafast amplifier laser system (LIBRA)“. Der
Laser basiert auf dem Prinzip der ,Chirped Pulse Amplification” (CPA). Er setzt sich zusammen
aus einem Seedlaser (Ti:Sapphir Modenkopplung bei A=800nm) und einem Pumplaser (Q-
Switch bei A=527nm), einem Pulsaufweiter, einem regenerativen Verstarker und einem Kom-
pressor. Die Charakteristika des Austrittsstrahles: Pulsdauer 90fs, Pulsrate 5kHz, mittlere Leis-
tung 3,6 mW, Pulsenergie 0,72 mlJ, Pulsspitzenleistung 8 GW, Wellenlange 800 nm. Details zur
Funktionsweise des Systems kénnen unter dem Begriff ,Chirped Pulse Amplification” z.B. in
Strickland et al. (1985) nachgeschlagen werden.

Lithografische Strukturierung von Elektroden in Chrom

Alle DMF-Chips, deren Elektrodenstrukturen im Rahmen dieser Arbeit mittels Lithografie
strukturiert wurden, sind auf Basis von 1 mm starken 4 Zoll bzw. 6 Zoll mit 200nm Chrom (CVD
Prozess) beschichteten Glaswafern hergestellt worden.

Der erste Schritt ist die Reinigung der Chromoberflache zur Vorbereitung der Beschichtungen
fur den Lithografieprozess. Der Wafer wird mit zuerst mit Aceton und dann mit Isopropanol
gereinigt. Die Rickstdnde werden mit destilliertem Wasser entfernt und der Wafer mit Stick-
stoff getrocknet. Der Resistlack wird mittels Spincoating aufgetragen. Daflir wird der gereinig-
te Wafer auf dem Spincoater platziert und nochmals mit Stickstoff von Staubpartikeln befreit.
Der Resistlack AZ 1505 ist ein Positiv-Resist und wurde von der Firma MicroChemicals GmbH
bezogen. Eine 1,5um Schicht ergeben die Spincoating-Parameter 500rpm, 1500 rpm/s und
60s. AnschlieRend wird der Wafer fir 5 min bei 95 °C auf einer Heizplatte gebacken.

Nach einer Ruhezeit von wenigen Minuten und dem AbkUhlen auf Raumtemperatur wird die
Resistschicht belichtet. Die Lithografiemasken (7 bzw. 5Zoll Maske bei 6 bzw. 4Zoll Wafer)
werden im Mask Aligner positioniert und der Resist belichtet. Anschliefend wird der Resist fur
30s in einem Sprihentwickler mit einer Mischung aus AZ400K von MicroChemicals GmbH und
Wasser im Mischverhaltnis von 1:4 entwickelt. Auf die Entwicklung folgt ein Post-Bake Schritt,
um stabilere Resiststrukturen beim folgenden Nassdtzen zu erzeugen. Dafilr wird der Wafer
2min bei 110°C gebacken. Nach einer Ruhezeit von wenigen Minuten und dem Abkuhlen auf
Raumtemperatur wird die Chromschicht mit ,Chrom Etch N° 1“ von MicroChemicals GmbH
flr ca. 3min nassgeétzt. Der erste Wafer bendtigt etwa 3 min, der dritte oder vierte Wafer
bendétigt etwa 3,5min. Dies sind nur Richtwerte und die Atzzeit sollte fir jeden Wafer ange-
passt werden.

Nach dem Waschen in destilliertes Wasser und Trocknen mit Stickstoff wird eine weitere
Schicht aus AZ1505 wie zuvor beschrieben aufgetragen. Diese dient als Schutz gegen Bescha-
digungen durch Kratzer beim anschlieBenden Vereinzeln. Nach dem Vereinzeln wird der ge-
samte Resistlack mit AZ400K von MicroChemicals GmbH abgewaschen und die Chips werden
mit destilliertem Wasser gewaschen.
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D.Abklrzungen und Symbole

Abkiirzung Bedeutung
UTAS Mikro totales Analysesystem und Name einer Konferenz
0,5x bzw. 2x 0,5-fach bzw. 2-fach konzentriert
AFM Atomic force microscope, Rasterkraftmikroskop
Bew. Bewegbarkeit (einer FlUssigkeit durch den EWOD-Effekt)
BSA Bovines Serumalbumin
BW Puffer Binding and wash Puffer
CC Creative Commons
CCD Charge-coupled Device,
Sensor zur elektronischen Bildaufnahme
CEP Cyanoethyl Pullulan
CPA Chirped pulse amplification

CRISPR/Cas9

CvD, PECVD

DEP
DIY
DMF
DMF
DNA
DUV
EDTA
E-Feld
EW
EWOD

ICA
IMT
ITO
KIT

LASER
LDEP

LED

LoC

mr-L, mr-X
Nd:YLF
NMR

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Re-
peats

(Plasma-enhanced) Chemical vapour deposition,
(Plasmaunterstitzte) Chemische Gasphasenabscheidung
Dielektrophorese

Do it yourself

Digital microfluidics, Digitale Mikrofluidik
Dimethylformamid

Desoxyribonukleinsaure

Deep-UV, tiefes UV Licht
Ethylendiamintetraessigsaure

Elektrisches Feld

Electrowetting, Elektrobenetzung

Electrowetting on dielectrics,

Elektrobenetzung auf Dielektrika

Gas, gasformig, Gas

Iterative capped assembly

Institut fir Mikrostrukturtechnik

Indium tin oxide, Indiumzinnoxid

Karlsruher Institut fir Technologie

Liquid, flassig, Flssigkeit

Light amplification by stimulated emission of radiation
Liquid dielectrophoresis, Flissigkeitsdielektrophorese
Licht emittierende Diode

Lab on Chip, Labor auf einem Chip

Name eines Negativ Photoresists (dhnlich SU-8)

Laser, Neodym in Yttrium-Lithium-Fluorid Kristall
Nuclear Magnetic Resonance, Kernspinresonanz
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Abkiirzung

Bedeutung

ONO

Siliziumoxid-Siliziumnitrid-Siliziumoxid

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung
PC personal computer, personlicher Rechner
PCB Printed circuit board, Leiterplatte
PCR Polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion
PDMS Polydimethylsiloxan
PEDOT Poly-3,4-ethylendioxythiophen, ein leitfahiges Polymer
PET Polyethylenterephthalat
PMGI Polymethylglutarimide
PMMA Polymethylmethacrylat
REM Rasterelektronenmikroskop
RI Refractive index, Brechungsindex
RIU Refractive index units,
Einheit fir Veranderung des Brechungsindex
RL Puffer Rapid ligation Puffer
S Solid, fest, Feststoff
SU-8 Name eines Negativ-Photoresists
TALEN Transcription activator-like effector nuclease,
transkriptions-aktivator-artige Effektornuklease
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
uv Ultraviolett
vol% Konzentration in Volumenprozent der Ausgangsstoffe
WGMML Whispering Gallery Mode Mikrokelch Laser
WLI Weillichtinterferometer
wt% Konzentration in Gewichtsprozent
Index Bedeutung
a Anzahl, allgemeiner Index
Abriss Teilen eines Tropfens
b Anzahl, allgemeiner Index
EWOD Electrowetting on dielectrics,
Elektrobenetzung auf Dielektrika
g-s Phasengrenze Umgebungsmedium-Feststoff
i Zahlindex
l-g Phasengrenze Flissigkeit-Umgebungsmedium (oft Gas)
l-s Phasengrenze FlUssigkeit-Feststoff
min Minimal, Minimum (absolut oder lokal)
n Zahlindex
P Pluronic 64 (zur differenzierten Probenbezeichnung)
T Tween 20 (zur differenzierten Probenbezeichnung)
X, X Raumrichtung
y,Y Raumrichtung
z,Z Raumrichtung
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D Abkirzungen und Symbole

Formelzeichen Einheit Bedeutung

griechische Symbole

o4 Grad Hysteresewinkel

A® Grad Winkeldifferenz

€0 A-sVim™? Elektrische Feldkonstante =8,85-1-12 AsvVim?

&r - Relative Permittivitat

Y N-m™ Oberflachenspannung

K Sm™? Elektrische Leitfahigkeit

(C) Grad Kontaktwinkel

0o Grad Statischer Kontaktwinkel, "Young's Angle"

Ou Grad Kontaktwinkel in Abhangigkeit elektrischer Spannung U

lateinische Symbole

A m? Flache

C F Kapazitat

C F-m™ Spezifische Kapazitat

C(®) F Kapazitat in Abhangigkeit der Zeit

d m (Schicht-) Dicke

DL - Detection Limit, Erfassungsgrenze, dimensionslose RIU

Esp v:m™? Durchschlagsfestigkeit

F N Kraft

fo m Brennweite, keine elektrische Spannung

Fabriss N Kraft zum Teilen eines Tropfens

Fg N Magnetfeldkraft

Fewop N Elektrobenetzungskraft, Aktuator-Kraft eines DMF-Chips
auf einen Tropfen

Fy N Gegenkraft induziert durch eine Oberflachenvergrolie-
rung eines Tropfens

fu m Brennweite in Abhadngigkeit der elektrischen Spannung

L m Lange, Elektrodenbreite /-lange

N N Normalkraft

Q - Eignung als Dielektrikum

R - Umdrehungen pro Minute (rounds per minute, rpm)

S m Weg, Strecke

S m Empfindlichkeit (pro dimensionslose RIU)

o n.a Standardabweichung

U V Elektrische Spannung

Uy, U(Y) % Elektrische Spannung mit Zeitabhangigkeit

\Y% m’ Volumen

A\ J Energie

X, X - Raumrichtung

y, Y - Raumrichtung

z, 7 - Raumrichtung
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