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1 Einleitung

Die fortschreitende demographische Entwicklung hin zu einer &lter wer-
denden Gesellschaft fiihrt zu einem wachsenden Interesse nach neuen Er-
kenntnissen der Bio- bzw. Lebenswissenschaften, welche neue Medika-
mente, Therapie-, Analyse- und Diagnostikverfahren hervorbringen. Die
Genomik als ein Teilgebiet der Lebenswissenschaften beschiftigte sich
u.a. beim Humangenomprojekt [1] mit der Entschliisselung des mensch-
lichen Erbguts, um Krankheiten, die genetischen Ursprungs sind, ausfin-
dig zu machen. Mit den aus der Genomik gewonnenen Technolgien und
Erkenntnissen ist man heute in der Lage, Nukleinsduren bzw. Plasmid-
DNA-Molekiile fiir therapeutische Zwecke oder als vorbeugende Mafnah-
me zur Vakzination zu verwenden [2].

Die wesentliche Grundlage fiir ein besseres Verstdndnis der komplexen
biologischen Prozesse und Zusammenhénge auf zellulidrer Ebene (System
Biologie [3]) bilden schnelle und effiziente Analysen (Separation bzw. Auf-
trennung, Aufreinigung, Strukturaufklirung etc.) der Biomolekiile. Die
Suche nach schnelleren und effizienteren Methoden werden die Erkennt-
nisse und das Wissen auf dem Gebiet der Life-Sciences entscheidend mit-
pragen.

Fiir die Entwicklung neuer Analysemethoden ist ein detailliertes und fun-
diertes Wissen iiber die Migration von Biomolekiilen auf molekularer Ebe-
ne notwendig. Die Untersuchung neuer Migrations- und Separationsme-
chanismen von Biomolekiilen, insbesondere der DNA, in Mikrofluidik-
Systemen ist Gegenstand dieser Arbeit. Der Schwerpunkt wird hier-
bei nicht auf die Basenpaar aufgeléste Sequenzierung von kurzen DNA-
Molekiilen gelegt, sondern auf die Separation von langen DNA-Molekiilen,
die mit den Standardmethoden nur schwer zugénglich sind. Fiir die Se-
paration von sehr langen DNA-Molekiilen, wie sie zum Beispiel fiir die
physikalische Kartierung [4 — 6] von DNA-Abschnitten bendtigt wird,
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werden effizientere Separationsmethoden benétigt. Dieses gilt insbeson-
dere fiir die Qualitétskontrolle bei der Produktion von o.g. Plasmid-DNA-
Molekiilen, die bis zu mehrere hundert kbp lang sein kénnen [2, 7] und sich
ebenfalls mit den Standardmethoden nur schwer auftrennen lassen [8, 9].
Die in dieser Arbeit untersuchten Migrations- und Separationsmechanis-
men von DNA-Molekiilen basieren nicht wie bei der Gelelektrophorese auf
den Wechselwirkungen der Biopolymere mit dem Porennetzwerk des Gels,
sondern auf den Wechselwirkungen eines inhomogenen elektrischen Feldes
mit den DNA-Molekiilen in geeignet strukturierten Mikrofluidik-Kanalen.
Mit der Miniaturisierung auf Mikrofluidik-Chips werden also nicht ledig-
lich kiinstliche Porennetzwerke oder Siebe nachgebildet. Vielmehr lassen
sich durch die vielfaltigen Mikrostrukturierungsmoglichkeiten in Verbin-
dung mit variablen elektrischen Feldern Migrationsmechanismen erzie-
len, die vollkommen neue Mdoglichkeiten und Verfahren zur Trennung
und Aufreingung hervorbringen. Beispielsweise wird in Kapitel 4.2.3 ge-
zeigt, dass sich A\- von T'2-DNA-Molekiilen in einem Mikrofluidik-Kanal
mit einfacher Strukturierung trennen lassen. Mit Hilfe von periodischen
Wechselfeldern lassen sich ebenfalls A- von 7'2-DNA sowie Plasmid-DNA
verschiedener Linge voneinander mit Hilfe von dielektrophoretischen Fal-
len separieren (s. Kapitel 4.3.2).

Des Weiteren kann gezeigt werden, dass sich Polymerkugeln mit 2 um
Durchmesser paradoxerweise entgegen einer nicht zu starken statischen
Kraft bewegen (s. Kapitel 4.3.1) und scheinbar das Newton’sche-Gesetz
und den 2. Hauptsatz der Thermodynamik aufer Kraft setzen kdnnen.
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2.1 Stand der Forschung

Die rasant fortschreitende Entwicklung der Bio- und Lebenswissenschaf-
ten in den letzten Jahren war nur mit der Hilfe von schnellen und effi-
zienten Analysemethoden von Biomolekiilen mdoglich. Hierbei stellen die
Separation und Aufreinigung eine wesentliche Rolle dar. Als Standardme-
thoden fiir die Auftrennungen von Biomolekiilen werden die Plattengel-
elektrophorese in Agarose oder Acrylamid und die Kapillarelektropho-
rese mit Gelen oder verdiinnten Polymerlgsungen verwendet [10 — 13].
Mit diesen Methoden lassen sich nur DN A-Molekiile mit einer Lange von
< 40 kbp erfolgreich auftrennen [6]. Dieser auftrennbare Léngenbereich
l&sst sich unter Verwendung von verdiinnten Polymerlésungen in Kapil-
laren und von gepulsten Feldern in der Plattengelelektrophorese in den
Mbp -Bereich erweitern [14]. Als nachteilig erweist sich die fiir die Tren-
nung bendtigte Zeit, die mehrere Stunden bis Tage betragen kann [4, 6,
15 - 17].

Die Kapillargelelektrophorese ist gegeniiber der Plattengelelektrophorese
eine miniaturisierte Methode. Die Idee der Miniaturisierung beschaftigt
die Forscher seit jeher, um wertvolle Probensubstanzen und die bend-
tigte Zeit fiir die Analysen zu reduzieren. Damit einher ging seit 1990
eine explosionsartige Zunahme der Publikationen zu diesem Themenge-
biet [18]. Zeitgleich prigten Manz et al. den Begriff des ,miniaturized
total chemical analysis system® (u-TAS) [19] und zeigten die mdogliche
Steigerung der Leistungsfihigkeit der Analysen durch Skalierung bzw.
Verkleinerung [20].

Die Verkleinerung der Gelelektrophorese fiihrte zu der Herausforderung,
Mikrokanéle mit hochviskosen Gelen zu fiillen. Dies ist zwar technisch
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schwierig, doch konnten mit diesem Verfahren erfolgreich DNA-Molekiile
sequenziert werden [21, 22]. Zudem konnte mit den Methoden aus der
Mikro- und Nanotechnologie bzw. -elektronik erstmals kiinstliche Gele
aus Pfostenstrukturen hergestellt werden [15, 23 — 26]. Diese kiinstli-
chen Gelstrukturen haben gegeniiber natiirlichen Gelen den grofsen Vor-
teil, dass ihre Poren einheitlich grof und geordnet sind [24, 17]. Es
konnte gezeigt werden, dass sich extrem lange DNA-Molekiile in sol-
chen mikro- bzw. nanostrukturierten Pfostenarrays effektiv auftrennen
lassen [15, 17, 26].

Die Nanostrukturierungsverfahren bieten aber die weitergehende Mog-
lichkeit Kanéle herzustellen, die kleiner als die Persistenzlédnge der DNA
sind. Ein Mikrokanal, der sich periodisch auf die Persistenzlinge der DNA
verengt und wieder gréoker wird, wirkt als entropische Falle fiir die DNA.
Der Mechanismus, der bei der entropischen Falle fiir die Lingenabhén-
gigkeit sorgt, ist in den Publikationen [27 — 29, D3| n&her beschrieben.
Fallen die periodischen Verengungen des Mikrokanals in die Grofienord-
nung des Gyrationsradius der DNA, so ist ebenfalls eine ldngenabhéngige
Mobilitdt vorhanden, die aber nicht rein entropischer Natur ist [D1, D35].
Dieser wird in Kapitel 4.2.2 niher erldutert. Die genannten neuen Verfah-
ren zur Auftrennung der DNA nach Lénge mittels Mikrostrukturierung
sind schnell und eignen sich besonders gut fiir lange DNA-Molekiile.
Die Dielektrophorese (s. Kapitel 2.4.2) stellt eine potenzielle Alternati-
ve dar, Biomolekiile schnell und in geringster Menge aufzutrennen. Die
theoretische Idee der dielektrophoretischen Separation von DNA ist seit
langerem bekannt [5, 30, 31], doch es besteht immer noch kein eindeu-
tiges theoretisches Verstiandnis der Polarisierbarkeit von DNA und der
DNA Dielektrophorese [32 — 36]. Zahlreiche Publikationen beschreiben
die Moglichkeit des Fangens und der Aufkonzentrierung mit Hilfe von di-
elektrophoretischen Fallen [32, 37, 38], doch ist bis zu diesem Zeitpunkt
noch iiber keine erfolgreiche experimentelle Auftrennung von DNA be-
richtet worden.
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2.2 Struktur und Funktion von DNA

Die Basis fiir das Leben auf der Erde bildet das DNA-Molekiil
(Deoxyribonucleic Acid) als Trager der Erbinformation. Diese Informati-
on wird als Abfolge einer komplementaren Doppel-Nukleotidsequenz von
Generation zu Generation weitergegeben. Die Bausteine der Nukleotidse-
quenz bestehen aus den vier Nukleotiden Adenosin-, Guanosin-, Cytidin-
und Thymidin-5’-monophosphat. Der Einfachheit halber erfolgt die No-
menklatur der Nukleotide nur nach ihren heterozyklischen Stickstoffbasen
Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin (A,G,C,T) [39]. Die Stickstoffba-
sen der Purin-Derivate (Adenin und Guanin) und der Pyrimidin-Derivate
(Cytosin und Thymin) sind mit dem C-1-Atom der Pentose verkniipft,
wobei der Phosphorsdurerest mit der OH-Gruppe am C-5-Atom verestert
ist. Die Verbindung der 3’-Hydroxylgruppe eines Nukleotids mit der 5'-
Phosphatgruppe eines anderen Nukleotids {iber eine Phosphorsduredi-
esterbindung fiihrt zur Bildung eines Nukleotidstrangs. Zwei Nukleotid-
striange sind, wie in Abb. 2.1 gezeigt, so miteinander verwunden, dass sich
immer nur die zwei komplementiren Basen A-T und G-C gegeniiberste-
hen. A-T Basenpaare bilden dabei zwei und G-C drei Wasserstoffbriicken-
bindungen aus. Die Konformation, die in lebenden Zellen am haufigsten
vorkommt, ist die B-DNA bzw. nach ihren Strukturaufklirern Watson-
Crick benannte Form, die eine rechtsgéingige Helix bildet. Fiir eine Win-
dung werden 10 Basenpaare benétig, was einem Anstieg von 3,4 nm pro
Windung bedeutet. Der Durchmesser der Helix betrdgt 2.37 nm. Durch
Dehydration der B-DNA wird eine Konformationsinderung induziert, die
A-DNA genannt wird [40, 41].

In freier Losung liegt die DNA als Knauel vor. Die theoretische Be-
schreibung des statistischen DNA-Knéuels kann durch Skalierungsge-
setze beschrieben werden. Die gingigen Beschreibungen folgen dem
FJC- (freely-jointed-chain), FRC- (freely-rotating-chain) und dem WLC-
Modell (worm-like-chain) [42], wobei letzteres Modell die DNA theore-
tisch am Besten beschreibt. Der mittlere quadratische End-zu-End Ab-
stand

R? =212 {exp (—5) + - - 1] (2.1)
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ergibt fiir den Fall einer langen Kette, d.h. [, < L
R?~21,L=6-R, (2.2)

mit der Persistenzldnge [, und der Konturldnge L.

Der End-zu-End Abstand bzw. der mittlere Gyrationsradius R, der
DNA skaliert mit Rg x NV, wobei v der sogenannte Flory-Exponent
unter Beachtung des Ausschluss-Volumens und der Dimension d von
v=1/2auf v = ﬁ korrigiert werden muss [42]. Die Persistenzlénge
l, der DNA als geladener Polyelektrolyt! kann in unterschiedlichen
Tonenkonzentrationen und pH-Werten des Puffers verschiedene Werte
annehmen [6, 43]. Die in dem Puffer vorhandenen (Gegen-)Ionen bilden
eine Tonenwolke um das DNA-Molekiil herum und schirmen die DNA-
Ladungen nach aufien hin ab, so dass insgesamt die Elektroneutralitét
erhalten bleibt. Bei geringer Ionenkonzentration des Puffers ist die
Ausdehnung der Tonenwolke grof (hohe Abschirmlinge, s. Kapitel 2.4.2),
wodurch sich die geladenen Nukleotide gegenseitig abstoflen und die
Steifigkeit des Biopolymers zunimmt [6, 43]. Der typische Wert fiir die
Persistenzldnge [, der DNA liegen unter physiologischen Bedingungen
bei ca. 50 nm [44].

Die Gesamtliinge der menschlichen DNA betriigt ca. 3 - 10° Basen-
paare [39] und ergibt aneinandergereiht eine Konturlinge von etwa
L = 0.34 nm/bp -3 -10° bp ~ 1 m, was einem Gyrationsradius nach
Gleichung (2.2) von ca. R, ~ 250 um unter physiologischen Bedingungen
entspricht. Um diesen DNA-Strang bzw. dieses DNA-Kné&uel in einer
geordneten Struktur in den Zellkern einer Zelle zu packen, die wesentlich
kleiner als 250 um ist, wird die DNA, wie in Abb. 2.1 gezeigt, 1,5 mal
um je einen Histonkomplex gewickelt. Die DNA-Histonkomplexe ordnen
sich wiederum zu einer iibergeordneten Struktur einer 30 nm dicken
Chromatinfaser in eines von 23 Chromosomenpaaren beim Menschen [39].

IDie dquivalente theoretische Beschreibung einer geladenen Wand in einer Polyelek-
trolytlosung wird in Kapitel 2.4.2 beschrieben.
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Abbildung 2.1: Aufbau und iibergeordnete Struktur der DNA

Die DNA besteht aus den vier Basen A, C, G und T. Dabei sind die
Basenpaare A-T und G-C jeweils komplementir zueinander und bin-
den iiber zwei bzw. drei Wasserstoffbriickenbindungen aneinander. Zwei
komplementéire Nukleotidstringe winden sich um sich selbst und bil-
den eine DNA-Doppelhelix. In héher entwickelten Organismen bildet
die Doppelhelix mit Histonen Histonkomplexe, die sich wiederum zu
einer ca. 30 nm dicken Chromatinfaser anordnen. Die Chromatinfaser
bildet mit Proteinen eine iibergeordnete Struktur in Form eines soge-
nannten Chromosoms. Die Abbildung ist angepasst an [45].
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2.3 DNA-Detektion

Das Abbe’sche Kriterium besagt, dass mit der klassischen Optik nur Ob-
jekte abgebildet werden konnen, die mindestens halb so grof sind wie die
Wellenldnge A des fiir die Abbildung verwendeten Lichts. Mit physikali-
schen und chemischen Tricks ist es aber moglich, das Abbe’sche Kriterium
indirekt zu umgehen.

Die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen ist die weit verbreitetste Me-
thode fiir die optische Detektion von einzelnen DNA-Molekiilen. Die Klas-
se der DNA-Interkalatoren, wie z.B. Ethidiumbromid und die Cyanine,
eignen sich aufgrund ihrer Erhéhung der Fluoreszenzausbeute im inter-
kalierten bzw. gebundenen Zustand besonders dafiir. Die Cyanine wie
YOYO-1, POPO-1, TOTO-1 etc. nehmen eine besondere Stellung in der
Detektion einzelner DNA-Stringe ein, da die Fluoreszenzausbeute im ge-
bundenen Zustand um einen Faktor von bis zu 3000 zunimmt [46, 47].
Die Bindung an die DNA erfolgt dabei durch Interkalation zwischen den
Basenpaaren der DNA [46 — 48]. Es soll im Folgenden in kurzer Form er-
lautert werden, wie die erhohte Fluoreszenz durch Interkalation zustande
kommt.

Wird ein System in einen Zustand hoherer Energie angeregt, so kann
dieses System nach einer gewissen Zeit wieder zuriick in den Grundzu-
stand relaxieren. Die Abb. 2.2 zeigt das Jablonski-Diagramm eines nicht
ndher spezifizierten Systems bzw. Molekiils. Die Anregung in ein héhe-
res (Rotations- bzw. Vibrations-)Energieniveau kann beispielsweise durch
ein Photon geeigneter Energie erfolgen. Von dort aus kann das angereg-
te System durch Aussenden eines Photons zuriick in den Grundzustand
relaxieren. Eine strahlungslose Relaxation zuriick in den Grundzustand
ist durch sekundére Prozesse, wie z.B. durch Stéfe, Rotationsrelaxation
etc., ebenfalls méglich [40, 49].

Die chemische Zusammensetzung bzw. die Struktur der interkalierten
Form von YOYO-1 ist in Abb. 2.3 gezeigt. Man nimmt an, dass der
Hauptgrund fiir die gesteigerte Fluoreszenzausbeute in der sterischen
Einschrénkung des Quinoline-Rings liegt. In freier Losung kann dieser
Ring rotieren, wodurch iiberschiissige Energie iiber Rotation des Rings
und nachfolgende Stofie mit dem Losungsmittel abgegeben werden kann.
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Die Anregung erfolgt fiir gewéhnlich vom Grundzustand So in ein ho-
heres Niveau. Erfolgt, wie hier beispielsweise gezeigt, die Anregung in
ein héheres Vibrationsniveau v; des Si1 Zustands, so erfolgt zunichst
eine Relaxation in den niedrigsten Si Zustand, bevor das System in
den Grundzustand So des Systems iibergeht. Dieser Prozess wird als
Fluoreszenz bezeichnet. Die quantenmechanisch verbotene und damit
unwahrscheinliche Relaxation vom Triplett- in den Singulett-Zustand
wird als Phosphoreszenz bezeichnet.

Im interkalierten Zustand kann eine Relaxation iiber Rotation nicht er-
folgen [47, 50]. Zusétzlich erfolgt eine Abschirmung von den Lisungs-
mittelmolekiilen. Im Fall von Ethidiumbromid ist beispielsweise bekannt,
dass die Abschirmung von St&fsen mit polaren Losungsmitteln im interka-
lierten Zustand der Hauptgrund fiir die gesteigerte Fluoreszenzausbeute
ist [51].

Fiir die Untersuchung neuer Migrationsmechanismen von DNA-
Molekiilen muss gewéhrleistet werden, dass sich die Migration der DNA
unter dem Einfluss von YOYO-1 nur unwesentlich verdndert. Carlsson
et al. konnten experimentell zeigen, dass sich die Migration kaum &n-
dert [54], obwohl die Persistenzlénge I, als Mass fiir die Steifigkeit des
Molekiils um etwa 30 % zunimmt [55].

Neben der Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen konnte kiirzlich gezeigt
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werden, dass die Erhohung des Kontrastunterschieds durch Ausnutzen
des optischen Dichteunterschieds des DNA-Knéuels und des Mediums
fiir die optische Detektion im Durchfluss verwendet werden kann [56].
Durch den Dichteunterschied kommt es zu einer Laufzeitverzégerung des
Lichts am Objekt. Durch Uberlagerung mit einem Referenzstrahl kommt

| + o |
(CHz)y— N(CH3);— (CHz)3— N(CH3);— (CH2)3

Abbildung 2.3: Chemische Struktur [52, 53] und Interkalation von
YOYO-1 in DNA

Das obere Teilbild zeigt die Bis-Interkalation von YOYO-1 in die DNA
iiber 2 Basen. Die Methylenbriicke ist parallel zur DNA ausgereichtet,
wobei die Ringstrukturen zwischen die Basenpaare der DNA interka-
lieren. Das untere Teilbild zeigt die chemische Struktur von YOYO-1.

es zur Interferenz, wodurch das ,,durchsichtige“ Objekt sichtbar wird.

10
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2.4 Transport- und Migrationsphanomene in
Mikrofluidik-Systemen

Das Verhalten von Strémungen in Réhren kann mit einer charakteristi-
schen Grofe, der dimensionslosen Reynoldszahl

R
Re:&,
n

beschrieben werden. R, p, 7 und v sind der Durchmesser der Réhre, die
Dichte und die Viskositét sowie die Fliefgeschwindigkeit der Fliissigkeit.
Fiir Werte Re < 2300 sind die Stromungen in einer runden Rohre laminar,
wobei sie fiir Re > 2300 turbulent werden [57]. Fiir Mikrofluidik-Systeme
mit Kanalradien von typischerweise 1 um < R < 300 pum und Strémungs-
geschwindigkeiten von v < 1000 um/s ist Re < 1 und die Strémung ist
damit laminar.

Mit der Miniaturisierung der Kanile in den Mikrometermafistab miis-
sen neue Methoden fiir den Transport der Fliissigkeiten entwickelt wer-
den, da eine einfache Skalierung makroskopischer Pumpen ohne Weite-
res nicht moglich ist. Durch die Verkleinerung der Dimensionen steht
ein neues Repertoire an physikalischen Effekten zur Verfiigung, die im
Makroskopischen nicht zur Geltung kommen. Beispielsweise wird in mi-
krofluidischen Kanélen ein Fliissigkeitsstrom induziert, wenn sich auf den
Reservoirs Fliissigkeitstropfen mit unterschiedlichen Kriimmungsradien r
befinden [58, 59]. Die Tropfen mit unterschiedlichen Kriimmungsradien
erzeugen unterschiedliche Innendrucke,

p==1 (2.3)

die durch einen Fliissigkeitsstrom ausgeglichen werden. ~y ist hierbei die
Oberflichenspannung der Fliissigkeit. Die Differenz der Innendrucke kon-
nen aufgrund leicht unterschiedlicher Kriimmungsradien Werte erreichen,
die einer Differenz der Fiillhohe der Reservois von 1 ¢m und mehr ent-
sprechen kénnen [58, 59]. Ein Druckunterschied von AP verursacht dabei

11



2 Theoretische Grundlagen

niherungsweise eine Stromungsgeschwindigkeit von [58]

h? (AP
~— | — 2.4
v 37’(L>7 (2.4)

die von der Linge L und der Querschnittsfliiche h? des Kanals sowie der
dynamischen Viskositét der Fliissigkeit abhéngig ist.

Ein Wassertropfen mit einem Kriimmungsradius von 2 mm erzeugt einen
Druck, der dem Druck einer Wassersiule von 8 mm Hoéhe entspricht und
ca. P = 70 Pa betrégt. Wird eine typische Kanalh6he von h = 9 um sowie
eine Kanalldnge von 11 mm angenommen, so ergibt sich eine druckge-
triebene Geschwindigkeit von v = 180 um/s. Fiir die grobe Abschétzung
sind die Oberflichenspannung und die Viskositit von Wasser angenom-
men worden.

Eine andere Methode zur Erzeugung eines Fliissigkeitstransports ist die
Thermophorese. Bei der Thermophorese wird die lokale Erhitzung einer
Fliissigkeit in einem Mikrokanal mittels eines IR-Lasers realisiert [60].
Neben der lokal thermalen Aufheizung mittels eines IR-Lasers kann eine
Autheizung auch durch ein elektrisches Wechselfeld erzeugt werden [61].
Das mechanische Pumpen einer Fliissigkeit kann durch die periodische
Bewegung einer Membran erzeugt werden. Piezokeramische Membranen
eignen sich hierfiir besonders, da wegen ihrer hohen Betriebsfrequenz st6-
rendes Pulsieren verhindert wird. Peristaltische Pumpen arbeiten eben-
falls mit beweglichen Membranen. Bei diesen wird stofsweise Druckluft
auf einen mit Luft oder Wasser gefiillten Mikrokanal iibertragen, der sich
iiber eine diinne Membran getrennt oberhalb des eigentlichen Mikroka-
nals befindet. Aufgrund der Fiille an mikrofluidischen Pumpensystemen
soll an dieser Stelle auf den Review-Artikel [11] verwiesen werden. Im fol-
genden werden nur die fiir diese Arbeit wichtigen Transportphdnomene
ausfiihrlicher behandelt.

2.4.1 Pervaporationsgetriebener Transport

Die Gasdurchléssigkeit von Polymeren ist ein viel untersuchtes Phéno-
men und gut verstanden. Die Durchléssigkeit fiir Wasser (Pervaporation)
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ist im Fall von Poly(dimethylsiloxan) (PDMS) zwar bekannt, doch der
Einfluss auf Mikrofluidiksysteme ist erst vor kurzem aufgedeckt worden.

Aj j

x=0 dX
Abbildung 2.4: Pervaporationsinduzierte Stromung

Eine Fliissigkeit durchstrémt am Reservoireingang mit einer Geschwin-
digkeit v die Querschnittsfliche A. Die einstromende Fliissigkeitsmenge
pro Zeiteinheit dt entspricht —Ad(dx/dt) = j dx.

Die Abb. 2.4 zeigt einen Mikrokanal mit Querschnittsfliche A. Die Ver-
dampfung (bzw. der Verdampfungsstrom j) entlang des Kanals erzeugt
am Reservoireingang eine Stromung mit der Geschwindigkeit v, die in
Richtung Mitte (x = 0) des Kanals zeigt. Die Verdampfungsmenge j - dx
ist gleich der Menge, die durch den Kanal mit der Querschnittsfliche A
und der Geschwindigkeit dv lauft, d.h. es gilt

—A-dv=j-dz. (2.5)

Die Losung der Differentialgleichung liefert den linearen Zusammen-
hang [62]

v(x) = —%x = —kuz. (2.6)

Die Stromungsgeschwindigkeit nimmt von den beiden Reservoirs zu der
Mitte (z = 0) des Kanals linear und symmetrisch ab.

Diese intuitive Herleitung fiir den pervaporationsgetriebenen Transport
ist ein stark vereinfachtes Modell, bei dem Driicke, Randeffekte etc. ver-
nachlissigt sind. Bei der genauen Herleitung muss die Navier-Stokes-
Gleichung in Verbindung mit der Kontinuitdtsgleichung unter Beachtung
der Randbedingungen gelost werden. Die Ndherung der Losung lautet

_Jx

v(z) = h_p

13
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und wird in der Publikation von Randall und Doyle [63] hergeleitet. Hier-

bei steht J fiir

g _ mDcy

wln %

Dabei ist, D die Diffusionskonstante des Wassers durch das PDMS, ¢( die
maximale Wasserkonzentration im PDMS, w, h die Breite bzw. Hohe des
Kanals, p die Dichte des Wassers und R die Dicke der PDMS-Schicht.
Zusammengefasst ergeben sich durch die Miniaturisierung hohe Werte
fiir das Oberflichen-zu-Volumen Verhéltnis. Dadurch reicht die gering-
ste Durchlissigkeit fiir Wasser aus, um eine merkliche Menge Fliissigkeit
durch das Polymer pervaporieren zu lassen und eine Stromung zu indu-
zieren. Damit die Kontinuitdtsgleichung erfiillt ist, muss also durch die
Pervaporation entweichendes Wasser von den Reservoirs nachgefiihrt wer-
den. Dieses gilt allerdings nur fiir hydrophile Kanaloberflichen. Im Falle
von hydrophoben Kanalwinden kénnte das entweichende Wasser durch
Luft ersetzt werden.

2.4.2 Elektrokinetische Transportphianomene

Neue Transportphidnomene treten auf, wenn zur Verringerung der Dimen-
sionen noch elektrische Felder ins Spiel kommen. Prominente Beispiele
dafiir sind der elektroosmotische Fluss und die Elektrophorese.

Elektroosmotischer Fluss

Der elektroosmotische Fluss (EOF) ist ein elektrohydrodynamischer Ef-
fekt. Die Ursache fiir das Zustandekommen des EQFs liegt in der Bewe-
gung der Gegenionen an der Grenzfliche eines Puffers zur Kanalwand
und soll im Folgenden mit der Debye-Hiickel-Theorie beschrieben wer-
den [64, 65].

Befindet sich die Kanalwand mit einem Puffer in Kontakt, so wird die
Wand in Abhéngigkeit des pH-Werts des Puffers protoniert bzw. deproto-
niert und bildet mit den entsprechenden Ladungen ein Oberflichenpoten-
zial ¥g aus. In dem Puffer befindliche Gegenionen schirmen die Ladungen
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der Wand nach aufen hin ab. Die Abschirmung erfolgt dabei nicht instan-
tan, sondern allmahlich iiber kondensierte und schwach gebundene bzw.
freie Gegenionen. Die Schicht der immobil kondensierten Gegenionen ist
die sogenannte starre bzw. Stern Schicht . Die Dicke dieser Schicht ist
durch die Bjerrum-Linge [66, 67]

e2

B = drepe kT

gegeben, wobei € = ege,. die Dielektrizitdtskonstante des Mediums und
kT die thermische Energie sind. Die schwach gebundenen Gegenionen
bilden nach der starren Schicht die sogenannte diffuse Schicht aus, die
beide zusammen die elektrische Doppelschicht ergeben. Das Oberflachen-
potenzial ¥q fillt innerhalb der Bjerrum-Lénge linear ab, wohingegen es
anschliefend in der diffusen Schicht exponentiell mit

U = g exp(—kr)

abfillt. Die Konzentration der Gegenionen ist gegeniiber den Coionen
an der Wand iiberh6ht und nimmt nach aufen hin ab, sodass sich eine
Gleichgewichtsverteilung beider Ionensorten bei Abstéinden grofer x—*

ausbildet.
Ii_l = <47TlB Z Z,%Ck>
k

wird als die Debye- bzw. Abschirmlinge bezeichnet, die von der Tonenkon-
zentration der Pufferlésung abhéngig ist [65]. An der Grenzflache der star-
ren und diffusen Schicht treten bei Stromungen Scherkrifte auf. Das Po-
tenzial an dieser Grenzfliche wird, wie in Abb. 2.5 gezeigt, als (-Potenzial
bezeichnet [65].

Wird ein elektrisches Feld angelegt, so werden die Majoritédtsladungstra-
ger bzw. die iberschiissigen Gegenionen der diffusen Schicht beschleunigt
und bewirken durch Scherkrifte ein Mitziehen oberflichenferner Schich-
ten. Wie in Abb. 2.6 gezeigt, bildet sich mit der Zeit ein flaches stem-
pelférmiges Profil aus, welches gegeniiber einem hyperbolischen Stro-
mungsprofil den Vorteil bietet, dass sich keine zusétzliche Verbreiterung

1
2
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<V

Abbildung 2.5: Zeta-Potenzial

Der Potenzialverlauf an einer geladenen Wand bzw. eines Polyelektro-
Iyten nimmt in einer Elektrolytlésung mit dem Abstand ab. Innerhalb
der Bjerrumlinge lp sinkt das Potenzial linear, danach erfolgt der Ab-
fall in der diffusen Schicht exponentiell. Innerhalb der Abschirmlinge
k' nimmt die Konzentration der iiberschiissigen Gegenionen ab, bis
sich die Konzentrationen der Gegen- und Coionen ausgleichen.

des Analyts ausbildet. Somit eignet sich der EOF besonders fiir Auf-
trennungszwecke [65, 68, 69]. Der zeitliche Aufbau des elektroosmoti-
schen Flusses vollzieht sich fiir eine Kapillare mit einem Radius von ca.
R = 100 wm innerhalb von wenigen hundert Mikrosekunden [70] bis
hin zu einhundert Millisekunden fiir einen Kanal mit grofferem Radius
R =3,4 mm [71].

Die Mobilitdt des elektroosmotischen Flusses kann durch Lésen der
Navier-Stokes-Gleichung beschrieben werden und ist

€0Er
Lo = — < (2.7)
7

Die Gleichung (2.7) kann auch in Abhéngigkeit der Oberflichenladung o

als
-2 -t
Hrow 47_”7
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electroosmotic flow

Abbildung 2.6: Zeitliche Entwicklung des EOF [72]

(1) Die iiberschiissigen Gegenionen in der Nihe der Wand werden vom
elektrischen Feld beschleunigt. (2+3) Durch Reibung bzw. Impulsiiber-
trag auf die anderen Schichten des laminaren Flusses werden mit der
Zeit wandferne Bereiche der Fliissigkeit mitbewegt. (4) Mit der Zeit
bildet sich ein stempfelférmiges Strémungsprofil aus.

formuliert werden. Je hoher die Oberflichenladung, desto hoher ist die
elektroosmotische Mobilitéit. Andererseits gilt, je hher die Ionenkonzen-
tration, desto kleiner ist =1 und desto kleiner ist die elektroosmotische
Mobilitat.

DNA-Elektrophorese

Als Elektrophorese wird im Allgemeinen die Migration geladener Teil-
chen in einer Lésung unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes bezeich-
net. Die Kraft F, = —¢F, die ein elektrisches Feld E auf eine Ladung
q ausiibt, beschleunigt den Ladungstriiger solange, bis dessen Gleichge-
wichtsgeschwindigkeit v erreicht ist. Die Gleichgewichtsgeschwindigkeit
v entspricht derjenigen Geschwindigkeit, bei der die geschwindigkeitsab-
héngige Reibungskraft F,. = — fv gleich F, ist, d.h.

_ b
o

v (2.8)
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Fiir ein globuldres Teilchen nimmt das Volumen mit V = % zu, d.h.
der Stokes’sche-Reibungskoeffizient f = 6mnr skaliert mit m'/3, wobei m
die Masse ist. Fiir die DNA gilt dieses jedoch nicht, da sie sich wie ein
sogenanntes free-draining-coil verhalt [73] und somit f o« m « N wird.
Damit ergibt sich keine grofienabhingige Mobilitét

HEP.DNA = % = % X % (29)
und damit keine Langenauftrennung fiir die DNA in freier Losung.
Dieser Sachverhalt gilt genaugenommen nur fiir DNA-Molekiile mit einer
Lénge von mehr als ca. 100 Basenpaaren [64, 74, 75]. Unterhalb dieser
Grenze ist der Unterschied in der Mobilitit jedoch zu klein, um effizi-
ente Auftrennungen durchzufithren. Die konstante Mobilitdt aus Glei-
chung (2.9) sagt eine lineare Abhingigkeit der Geschwindigkeit von der
elektrischen Feldstidrke voraus. Bei hoheren Feldstirken kann sich auf-
grund der Relaxationskraft infolge der deformierbaren Ionenwolke um
das Biomolekiil eine Abweichung von der linearen Geschwindigkeit erge-
ben [65]. Insgesamt ergibt sich die apparente Gesamtmobilitat p,,, der
DNA in Verbindung mit dem EOF zu

Mapp = Mror + MEp DNA-

Dielektrophorese

Der Begriff der Dielektrophorese bezieht sich allgemein auf die Wechsel-
wirkung eines elektrischen Dipols mit einem inhomogenen elektrischen
Feld. Dabei kann der Dipol statisch sein oder mittels eines elektrischen
Wechselfelds induziert werden [76, 77]. Der Dipol koppelt an das inhomo-
gene elektrische Feld an und deformiert selbiges. Fiir die dielektrophore-
tische Kraft gilt

—

Foer = (5~ V)E, (2.10)
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wobei p’ das Dipolmoment darstellt [78, 79].

Um eine Abschitzung des Dipolmoments zu erhalten, wird der Dipol der
Einfachheit halber durch eine kleine dielektrische Kugel mit dem Radius
R angenidhert, welche das elektrische Feld aufserhalb von R in gleicher
Weise wie den Dipol deformiert. Innerhalb dieser dielektrischen Kugel
wird das dufsere Feld auf [80]

- 3 .
B - (A) B
&p T 26m

abgeschwiicht. ¢,,/,,, sind dabei die frequenzabhéngigen elektrischen Di-
elektrizitdtskonstanten

Y
Qp/m :€p/m—250—w (211)

des Partikels bzw. des Mediums, wobei o die Leitfihigkeit und ¢, die

relativen Permittivitdtszahlen sind [79, 81, 82].

Die Polarisation innerhalb der dielektrischen Kugel, die sich in einem

Dielektrikum befindet, ist

— —

P = (ép - §m)Ei'
Damit ergibt sich die Polarisation zu
_, E,—E _, .,
S Em CM(w)emF,

wobei CM (w) als Clausius-Mosotti-Factor bezeichnet, wird [80].
Das Dipolmoment p' = 4?’TR3]3 entspricht der Gesamtpolarisation des
Partikels mit Radius R. Damit erhilt man fiir das Dipolmoment

P = 4, CM(w)RE. (2.12)

Das Einsetzen von Gleichung (2.12) in (2.10) ergibt unter Verwendung
der Relation EVE = %VEQ

F.., = 2megemR® - R(CM (w))VE? = a(w)VE?, (2.13)
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wobei a(w) als die oben bereits erwihnte frequenzabhéngige Polarisier-
barkeit des Partikels bezeichnet wird. Die auf ein Teilchen wirkende Ge-
samtkraft [33, 77] F,,, ist

Fiot = fdragHEpEEp + QVEQ. (2.14)

Aufgrund der Nichtlinearitit von ﬁnw ist das Ausnutzen dielektropho-
retischer Kréfte dann mdoglich, wenn #22 klein und die Feldstérke hoch
genug sind [30, 33].

Die obige Herleitung der Polarisierbarkeit gilt genau genommen fiir die
DNA nicht, da die DNA keine ideale dielektrische Kugel ist und sich
zudem im inhomogenen Bereich des elektrischen Feldes stark deformie-
ren kann. Ferner betrachtet die Herleitung die Wechselwirkung des Feldes
mit einem einzigen Dipol, obwohl bekannt ist, dass die gegenseitige Wech-
selwirkung zweier Objekte untereinander das elektrische Feld zusétzlich
beeinflusst [83]. Diese vereinfachte Betrachtung liefert jedoch eine einfa-
che Losung fiir die dielektrophoretische Kraft und ein grobes Verstindnis
fiir die Mechanismen, die bei der Dielektrophorese eine Rolle spielen.
Fiir die in einer Elektrolytlosung vorliegenden Biomolekiile wie z.B. der
DNA ist bekannt, dass diese kein ausgezeichnetes Dipolmoment? besit-
zen [35, 36]. Durch Anlegen eines Wechselfelds kann jedoch durch Po-
larisation des Molekiils ein Dipolmoment induziert werden, wobei a(w)
die frequenzabhéngige Polarisierbarkeit angibt und ein Mafs dafiir ist, wie
schwer oder einfach das Molekiil ein Dipolmoment ausbildet. Die DNA ist
beispielsweise aufgrund ihrer frei beweglichen Co- und Gegenionen sehr
einfach polarisierbar 35, 36].

Das frequenzabhéngige Verhalten von Biomolekiilen wurde oft untersucht
und ist in der Literatur beschrieben [32, 37, 77, 85, 86]. Die Abb. 2.7
zeigt schematisch das typische Antwortverhalten des realen und imagi-
ndren Anteils der komplexen Permittivitit g(w) = &'(w) — ie”(w) von
Biomolekiilen in Abhéngigkeit der Frequenz [87]. Die physikalischen Me-
chanismen fiir das Zustandekommen der a-, 8-, d— und ~-Relaxationen
sollen nun kurz erldutert werden.

2DNA-Molekiile mit einer Linge von ca. 400 — 850 bp, was dem GroRenbereich der
Kuhnlédnge I, = 2, unter entsprechenden Pufferbedingungen entspricht, zeigen
ein kleines permanentes Dipolmoment [36, 84].
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o B\S‘K

v/Hz

Abbildung 2.7: Typisches idealisiertes  dielektrisches  Spek-
trum [87]

Die Abbildung zeigt die typische Antwort des realen und imaginiren
Anteils der Permittivitit eines biologischen Systems in Abbhéngigkeit
der Frequenz. Die Relaxationen «, 3,0 und -y sind fiir die DNA im Text
nédher erldutert.

Fiir die Beschreibung der Relaxationen wird das Riickgrat der DNA als
Isolator mit einer leitenden Schicht aus kondensierten Gegenionen nach
Gleichung (2.11) betrachtet [79, 81, 82]. Ahnlich wie in Kapitel 2.4.2
wird die DNA von einer diffusen Ionenwolke umhiillt. Beim Anlegen ei-
nes elektrischen (Wechsel-)Feldes wird diese durch die Verschiebung der
Gegenionen deformiert und dadurch ein elektrisches Dipolmoment indu-
ziert [81, 88]. Das Dipolmoment ist aufgrund von Trégheitskriften i.d.R.
nicht mit dem Wechselfeld in Phase.

Allgemein spiegeln die verschiedenen Relaxationsprozesse verschiedene
physikalische Prozesse wider, die sich auf unterschiedlichen Zeitskalen
abspielen. Beispielsweise wird die y-Relaxation bei einer Frequenz ober-
halb von 1 GHz durch die Reorientation von teilweise gebundenen di-
polaren HyO-Molekiilen zuriickgefiihrt [35]. Die 8- und J-Relaxationen
bei 2 MHz und 12 MHz sind auf konzentrationsabhéngige Wechselwir-
kungen der DNA-Molekiile untereinander und auf Fluktuationen in der
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Verteilung der gebundenen bzw. kondensierten Gegenionen zuriickzufiih-
ren [35, 89]. Die Relaxation bei 12 MHz wird auch einer Maxwell-Wagner-
Grenzflichenpolarisation aufgrund unterschiedlicher elektrischer Eigen-
schaften des Puffers und des DNA-Riickgrats zugeschrieben [37, 90, 91].
Der niederfrequente Bereich der a-Relaxation unterhalb des 137 kH z-
Bereichs spielt hier fiir das Versténdnis der lingenabhangigen DNA-
Dielektrophorese die entscheidende Rolle [32, 35]. Dieser langsame Re-
laxationsprozess ist trotz der vorhandenen Lé&ngenabhingigkeit und
der starken Ausprigung der Polarisierbarkeit (7.88 - 1073Fm? bei
137 kHz [37]) jedoch noch nicht gut verstanden, da in diesem Bereich
hydrodynamische Effekte, elektroosmotisch induzierte Strémungen um
die DNA-Molekiile und elektrophoretische Bewegung der DN A-Molekiile
die Ergebnisse der dielektrischen Spektroskopie iiberlagern [91]. Dieser
Bereich zeichnet sich durch zwei Effekte aus, die fiir die dielektrophore-
tische Separation der DNA von Bedeutung sind [35, 37].

e i) Die Bewegung der Gegenionen der diffusen Schicht iiber die ge-
samte Grofe des DNA-Molekiils [35, 37] fithrt zu einer Gesamtpo-
larisation (s. Abb. 2.8 a, b)) des Molekiils [92].

e ii) Die Gegenionen der diffusen Schicht kénnen sich entlang
der DNA {iber eine sogenannte Subunit bzw. Untereinheit, die
der Kuhn-Lénge Lj; oder der doppelten Persistenzlinge L, ent-
spricht [35, 37, 89] bewegen. Eine weitere freie Bewegung der Gege-
nionen wird aufgrund einer Potenzialbarriere infolge eines Bruchs
oder einer Unstetigkeit in der Konformation des Molekiils erschwert.
Als Unstetigkeiten in der Konformation werden in der Litera-
tur Biegungen, Knicke und (Uber)Kreuzung von DNA-Abschnitten
(s. Abb. 2.8 ¢, d)) diskutiert, die zu einer Art Potenzialbarriere fith-
ren konnen [37, 89].

Da die Polarisierbarkeit der DNA stark von dem Verhalten der Ionen-
wolke um die DNA abhéngig ist, spielt die Zusammensetzung des Puffers
fiir die Dielektrophorese eine grofie Rolle. So ist bekannt, dass die Pola-
risierbarkeit von DNA bei hohen Tonenkonzentrationen sowie bereits bei
geringen Konzentrationen von multivalenten Gegenionen wie 7.B. Mg?*
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Abbildung 2.8: Modelle zur DNA-Polarisierbarkeit

Ein elektrisches Feld fiihrt zu einer Ladungsverschiebung entlang eines
a) kurzen DNA-Molekiils bzw. zu einer b) gesamten Ladungsverschie-
bung eines DNA-Knéuels. Knicke und Knotenpunkte kennzeichnen so-
genannte Subunits ¢, d) und fiihren infolge dieser Unstetigkeiten zu
einer Art Potenzialbarriere (durch Pfeile gekennzeichnet), die eine freie
Bewegung der Gegenionen behindert und die Polarisierbarkeit a(w) be-
einflussen.

abnimmt [32, 90]. Unter geeigneten Bedingungen impliziert der grofe Fre-
quenzbereich der Polarisierbarkeit fiir DNA, dass eine Manipulation von
DNA mit dielektrophoretischen Fallen bis in den M H z-Bereich méglich
sein sollte. Tatsdchlich konnte dies von mehreren Gruppen gezeigt wer-
den [32, 34, 93].

Insgesamt ist die Dielektrophorese eine leistungsfiahige Methode zur Ma-
nipulation von polarisierbaren Teilchen aller Art [77]. So lassen sich bei-
spielsweise auch andere Biomolekiile wie Zellen [94], Viren [88], Prote-
ine [34, 93] und andere Objekte wie Nanotubes [34, 95] etc. fangen,
verschieben bzw. transportieren und separieren. Weiterhin kénnen mit
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der Dielektrophorese niedrig konzentrierte Probensubstanzen an einem
bestimmten Ort fiir Analysezwecke gezielt aufkonzentriert [96] oder ein-
zelne DNA-Molekiile iiber zwei getrennte Elektrodenstrukturen gespannt
werden [97]. Mit der dielektrophoretischen Levitation lassen sich Objekte
unter geeigneten Bedingungen gezielt so verschieben, dass keine Beriih-
rung mit begrenzenden Wanden stattfindet [79, 98].

2.4.3 Brown’'sche Migrationsphinomene

Die Brown’sche Molekularbewegung bzw. das thermische Rauschen fiihrt
bei vielen Experimenten oft zu einem Verschmieren der Messergebnis-
se. Um den Einfluss dieser Storung zu verringern, werden Experimente
héufig bei tiefen Temparaturen durchgefiihrt. So ist der Gedanke aufge-
kommen, das sonst stérende thermische Rauschen und die verbreiternde
Brown’sche Molekularbewegung technisch auszunutzen [D10].

Wird auf ein ruhendes klassisches System eine statische Kraft F' ausge-
iibt, so erwartet man, dass das System der Kraft folgt. Dieses typische
Antwortverhalten eines Systems auf eine dufsere Kraft ist in der Abb. 2.9
a) gezeigt [99]. Das Gleichrichten der thermischen Bewegung molekularer
Teilchen kann trotz Abwesenheit einer mittleren Kraft zu einem Teil-
chenstrom j (Abb. 2.9 b)) fiihren und wird Ratscheneffekt genannt. Ein
Gleichrichten dieser Brown’schen Bewegung ist nur unter bestimmten Be-
dingungen wie im thermodynamischen Nichtgleichgewichtszustand und
der oOrtlichen oder zeitlichen Asymmetrie des gleichrichtenden Systems
moglich [99].

Ein nicht intuitives Antwortverhalten des Systems entgegen einer du-
feren Kraft wird Absolut Negative Mobilitdt (ANM) genannt [100, 101,
D7, D10]. Das wesentliche Merkmal von ANM ist in Abb. 2.9 ¢) gezeigt.
Trégt man die mittlere Geschwindigkeit der Partikel bzw. den Partikel-
strom j gegen die Kraft auf, so verlduft die Kurve im zeitlichen Mittel
mit einer negativen Steigung durch den Nullpunkt, d.h. die Partikel lau-
fen im zeitlichen Mittel entgegengesetzt einer nicht zu grofsen statischen
Kraft [101, 102]. Experimentell konnte ANM fiir Elektronen von Zeuner
et al. (dort: absolute negative conductance) gezeigt werden [103]. Von der
Realisierung von ANM mit makroskopisch klassischen Teilchen wird im
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Abbildung 2.9: Antwortverhalten verschiedener Systeme auf eine
aukere Kraft [99]

a) Ein System im thermodynamischen Gleichgewicht reagiert auf eine
dufiere Kraft mit einem Strom in Richtung der wirkenden Kraft. b)
Ratscheneffekt: Bei verschwindener Kraft ergibt sich bei der Ratsche
ein von Null verschiedener Strom. c¢) Absolut Negative Mobilitit: Die
Bewegung des Systems erfolgt entgegen der dufseren Kraft. d) Differen-
tielle Negative Mobilitdt: Die Bewegung des Systems erfolgt in Richtung
der Kraft, nimmt aber in einen bestimmten Bereich mit zunehmender
Kraft ab.

Kapitel 4.3.1 und in den Publikationen [D7, D10] berichtet. Entgegen der
Ratsche wird ANM in einem rdumlich sowie zeitlich symmetrischen Sy-
stem realisiert [101]. Die Differentielle Negative Mobilitat (DNM) d) zeigt
eine Abnahme des Partikelstroms j bei zunehmender Kraft F' fiir einen
bestimmten Kraftbereich.
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2 Theoretische Grundlagen
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3 Experimentelle Methoden

Der experimentelle Aufbau und die experimentellen Methoden dieser Ar-
beit werden im Folgenden beschrieben. Dazu gehoren sowohl die Herstel-
lung und Préparation der Mikrofluidikchips als auch die Vorgehensweise
bei den verschiedenen Messungen und deren Auswertung. Zunéchst folgt
eine Herkunftsangabe der verwendeten Chemikalien.

3.1 Chemikalien

Die in der Arbeit verwendeten A- und 7T'2-DNA-Molekiile wurden von
Fluka (Deutschlad) bezogen. Die Plasmid-DNA Proben wurden freundli-
cherweise von der PlasmidFactory (Deutschland) zur Verfiigung gestellt.
Zur Herstellung des Pfuffers wurden Tris-Puffer, Phosphatpuffer,
NaCL und B-Mercaptoethanol von Fluka (Deutschland) sowie ethyle-
nediaminetetraacetic acid (EDTA) von Sigma (Deutschland), YOYO-
1 (1,1’-(4,4,7,7-tetramethyl-4,7-diazaundecamethylene)-bis-4-[3-methyl-
2,3-dihydro-(benzo-1,3-oxazole)-2-methylidene]-quinolinium tetraiodide)
von Molecular Probes (USA) und performance-optimized-polymer-6%
(POP-6) von Applied Biosystems (USA) erworben. Bei dem verwendeten
Wasser handelte es sich um deionisiertes Wasser aus einer Milli-Q Biocel-
Anlage von Millipore (USA).

Fiir die Herstellung des Masterwafers wurden der negative Fotolack
SU-8(50), Verdiinner ~-butyrol acetone, Entwickler propyleneglycolme-
thylether acetate von Microresist (Deutschland) gekauft. Die Si-Wafer
stammten von CrysTec (Deutschland). Die fiir die Reinigung verwende-
ten Losungsmittel wie Isopropanol p.A., Schwefelsdure p.A. H2504, Was-
serstoffperoxid p.A. HaOg kamen von Merck (Deutschland).

Deckgldser von Menzel (Deutschland), Poly(dimethylsiloxane) PDMS
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3 Experimentelle Methoden

(Sylgard 184) von Dow Corning (USA) und Tridecafluoro-1,1,2,2,-
tetrahydrooctyl-1-trichlorsilane (TTTS) von ABCR. (Deutschland) wur-
den fiir die Fabrikation der Mikrofluidik-Chips verwendet.

Die benétigten Chemikalien fiir die Funktionalisierung der Mikrofluidik-
Chips waren Polyethyleneoxy(POE)-polyoxypropylene(POP)-PEOtri-
block copolymers Pluronic F108 (MW ~ 14600, F108) sowie Poly(ethy-
leneoxy)di(triethoxy)-silane MW~ 3400 g/mol (Si-POE,-Si, PEG-
3400) und stammten von BASF (Deutschland) bzw. von Nektar (USA).

3.2 Experimenteller Aufbau

Die Messapparatur (s. Abb. 3.1) besteht aus einem Epifluoreszenzmi-
kroskop (Axiovert200, Zeiss, Deutschland), einer empfindlichen CCD-
Kamera (Imager3LS, LaVision baugleich mit Sensicam, PCO beide
Deutschland), der dazu passenden Videograbberkarte (SensiCam PCI
Interface-Board, PCO, Deutschland), der Software fiir die Bildauswer-
tung (DaVis V.6.2, LaVision, Deutschland), einer motorisierten xy-Stage
(995008, Ludl Electronic Products LEP, USA), zwei PCI-Messkarten
(PCI-6704, DAQ-6036E, National Instruments, USA) sowie einer in Lab-
View 6i (National Instruments, USA) geschriebenen Software zur Geri-
teansteuerung/Datenaufzeichnung und vier Spannungsquellen (3x HCL
14 - 12500 & 1x HCN 14 - 12500, FUG, Deutschland). Fiir die dielek-
trophoretischen Experimente wird zusétzlich ein Hochspannungsverstér-
ker (600H, NanoTechTools, Echandens, Schweiz) benotigt, der ebenfalls
durch ein in LabView geschriebenes Programm angesteuert wird.

Das Mikroskop mit der Kamera ist in Abb. 3.2 schematisch abgebil-
det. Als Lichtquelle dient eine Quecksilber-Kurzbogenlampe (HBO100
(100 W), Zeiss, Deutschland). Der Lichtstrahldurchmesser kann mittels
der Lochblende eingegrenzt werden, bevor der Lichtstrahl durch einen
Anregungsfilter (BP 450 — 490, Zeiss, Deutschland) und den dichroiti-
schen Spiegel (FT 510, Zeiss, Deutschland) durch das Objektiv umgelei-
tet wird. Mit dem motorisierten xy-Tisch kann die Probe justiert werden.
Das Fluoreszenzlicht wird mit dem Objektiv eingefangen und durch den
dichroitischen Spiegel geleitet. Noch vorhandenes Anregungslicht wird
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3.2 Experimenteller Aufbau

Abbildung 3.1: Experimenteller Versuchsaufbau

Die Abbildung zeigt einen Teil der experimentellen Versuchsapparatur.
Zu sehen sind vier Spannungsquellen, das Epifluoreszenzmikroskop, ei-
ne CCD-Kamera und der Computer mit dem LabView Programm fiir
die Kontrolle des Mikrofluidikchips.

durch den Sperrfilter (BP 515 — 565, Zeiss, Deutschland) herausgefiltert.

Anschliefsend wird das Fluoreszenzlicht iiber ein Linsensystem auf die
Kamera bzw. das Okular abgebildet.
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Mikrofluidik-Chip

CCD-Kamera
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Abbildung 3.2: Schematischer Aufbau

Der schematische Aufbau zeigt den wesentlichen Teil des experimentel-
len Versuchsaufbaus in einer 3D-Ansicht im Detail.

3.3 Herstellung von
PDMS-Mikrofluidik-Chips

Die Herstellung und Priparation von PDMS-Mikrofluidik-Chips wurde
bereits in den Arbeiten [104, D1] ausfiihrlich beschrieben. Es sollen hier
daher nur die wesentlichen Schritte angefiihrt werden. Die elektrische
Kontaktierung folgt im Anschluss.

3.3.1 Praparation von PDMS-Mikrofluidik-Chips

Die fiir diese Arbeit verwendete Herstellungsmethode der PDMS-
Mikrofluidik-Chips basiert auf der Kontaktlithographie eines mit SU-8
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3.3 Herstellung von PDMS-Mikrofluidik-Chips

beschichteten Si-Wafers und ist in Abb. 3.3 zusammengefasst. Hierfiir
wird auf einem zuvor mit Caro’scher Saure (H2SOy4 : HoOo im Verhélt-
nis 3 : 1) gereinigtem Si-Wafer der Negativ-Fotolack SU-8 bestimmter
Dicke durch das sogenannte spin-coating-Verfahren aufgebracht. Die ge-
wiinschte Schichtdicke kann hierbei durch die Umdrehungsfrequenz und
die Viskositdt des verwendeten Fotolacks eingestellt werden [104, 105].
In Tabelle 3.1 sind die fiir diese Arbeit verwendeten Prozessparameter
fiir die verschiedenen Fotolackdicken angegeben. Nach dem Spincoaten
erfolgt der sogenannte. prebake (vgl. Tab. 3.1). Anschliefend wird der
so beschichtete Wafer durch eine Chrom-Maske (DeltaMask, NL) mit
der i-Linie einer Hg-Dampdrucklampe (365 nm) belichtet. Durch die Be-
lichtung wird eine sogenannte Lewis-Sdure erzeugt, die eine kationische
Polymerisation des SU-8 induziert. Durch die Polymerisation entsteht
nach dem Ausbacken (post exposure bake) eine dufierst stabile Querver-
netzung des Epoxid-Harzes. In einem Entwicklerbad wird der Wafer von
den nicht belichteten SU-8 Regionen befreit und anschliefend mit Aceton
und Isopropanol gereinigt. Der so einmal hergestellte Masterwafer kann
dabei fiir mehrere Abformungsprozesse wiederverwendet werden.

Fiir den Abformungsprozess wird PDMS genutzt. Der curing agent wird
mit dem prepolymer im Verhéltnis 1:10 nach griindlicher Vermischung
auf den mit TTTS silanisierten Wafer gegossen und fiir 4,5 h bei 85 °C'
ausgebacken. Nach dem Ausbacken wird die PDMS-Schicht von dem Ma-
sterwafer abgezogen und die Reservoirlocher mit Hilfe eines Mikroskops
gestanzt. Mit dem auf dem xy-Tisch des Mikroskops vorhandenen Nonius
lassen sich die Reservoirlocher mit einer Genauigkeit von ca. £100 pum po-
sitionieren. Zum Stanzen wird das Objektiv des Mikroskops durch einen
Stanzer ausgetauscht.

Nach der Reinigung der PDMS-Mikrostruktur und des optional mit
PDMS beschichteten Deckglases' im Ultraschallbad mit Aceton, Etha-
nol und Wasser werden das (mit PDMS beschichtete) Deckglas und die
strukturierte Seite des PDMS in einer selbst konstruierten kapazitiven
Sauerstoff-Plasmaanlage (500 kH z,50 kV') nach [106] fiir 30 s bei einem

"Die Messungen der Kapitel 4.2.2, 4.2.3 und 4.3.1 sind mit nicht beschichteten Deck-
gldsern durchgefiihrt worden. Die Beschichtung erfolgt analog zur Beschichtung
eines Si-Wafers mit SU-8 bei einer Umdrehungsfrequenz von 3000 rpm.
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T

Abbildung 3.3: Zusammenbau des Mikrofluidik-Chips

Der mit dem negativen Fotolack SU-8 beschichtete Wafer (1) wird
durch eine Chrommaske (2) mittels Kontaktlithographie belichtet (Hg,
i-Linie, A = 365 nm). Nach der Entwicklung (3) dienen die belichte-
ten Strukturen als negativer Abdruck (Masterwafer) fiir die PDMS-
Abformung (4). Das Stanzen der Reservoirlocher (5) durch das PDMS
erfolgt nach dem Abziehen von dem Masterwafer. Im letzten Schritt (6)
werden die PDMS-Struktur sowie ein optional mit PDMS beschichtetes
Deckglas nach der Oxidation in einem Sauerstoffplasma irreversibel zu-
sammengebracht. Das Deckglas bildet mit den Strukturen des PDMS
und den Reservoirs einen Mikrofluidik-Chip.
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3.3 Herstellung von PDMS-Mikrofluidik-Chips

SU-8 (X) | Hohe | vsosek soft bake [min] | expos. | post exp. bake [min]
[pm] | [min~—!] | @40/65/90°C | [sek] @40/65/90°C

2 2 2000 3/5/5 10 3/5/20

5 5 2000 3/5/5 18,5 3/5/20

10 10 2000 3/5/5 30 3/5/20

50 1000 5/10/- - -/-/-
200 1000 5/10/15 120 10/60/60

Tabelle 3.1: SU-8 Prozessparameter

In der Tabelle sind die Prozessparameter fiir die Herstellung der Mas-
terwafer unterschiedlicher H6hen angegeben. Das X steht dabei fiir die
SU-8 Formulierung. Fiir die Herstellung der Sittigungsstruktur (letzte
Zeile) wird der Fotolack in einem doppelten Spin-Coating-Verfahren auf
den Silizium-Wafer aufgebracht. Vor der Auftragung der zweiten Foto-
lackschicht erfolgt ein unvollstindiges soft bake. Die Entwicklingszeit
der Masterwafer im Entwicklerbad betragt fiir die Strukturen bis ca.
10 wm zwischen 1 — 2 min. Die Entwicklungszeit fiir die 200pum hohe
Séttigungsstruktur betrigt ca. 30 min.

Sauerstoffdruck von 10~ mbar oxidiert. Beide so behandelten Flichen
werden danach derart aufeinandergelegt, dass durch das Abschliefsen der
strukturierten PDMS Seite mit dem (mit PDMS beschichteten) Glas die
Mikrokanile entstehen. Nach kurzer Zeit hat sich eine irreversible ko-
valente Verbindung zwischen Glas und PDMS gebildet [107, D6], sodass
nach einer Stunde eine optionale Oberflichenmodifikation der Mikrokan&-
le mittels PEG-3400 (im Arbeitspuffer geldst, s.u.) vorgenommen werden
kann. Nach erfolgter Funktionalisierung mit PEG-3400 muss dieses nach
ca. 30 Minuten durch den Arbeitspuffer (10 mM Phosphatpuffer; pH 8, 3;
2 mM NaCl, 1 mM EDTA) mittels Unterdruck einer Wasserstrahlpumpe
ausgetauscht werden. Optional wird dem Puffer eine auf 0,1 %ige POP-6
(v/v) Losung zur Reduktion des EOF hinzugegeben. Weitere Details zu
der Herstellung von PDMS-Mikrofluidikchips sind den Arbeiten [104, D1]
zu entnehmen.
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3 Experimentelle Methoden

3.3.2 ReservoirvergroBerung & Elektrische
Kontaktierung

Die Bewegungen der DNA und pBeads werden durch elektrische Felder
induziert. Die einfache, schnelle und reproduzierbare Kontaktierung ist
in Abb. 3.4 gezeigt. In das Plexiglas sind deckungsgleich zum PDMS-
Mikrochip gréfere Reservoirlocher gebohrt, in welche jeweils ein Pt-
Drahtende (d = 0.4 mm, VWR, Deutschland) eingefasst ist. Uber das
andere Ende der Pt-Drihte wird mittels Miniaturklemmen (MicroKleps,
Conrad Elektronik, Deutschland) der elektrische Kontakt zu den Span-
nungsquellen hergestellt. Aufgrund der guten Adhésionseigenschaften von
PDMS lédsst sich dieses reversibel an Plexiglas anbringen und das Plexi-
glas mit den eingefassten Pt-Elektroden anschliefend wiederverwenden.

(a)

Abbildung 3.4: Elektrische Kontaktierung

Elektrische Kontaktierung mit Hilfe einer Plexiglasstruktur mit ange-
passten Reservoirlochern und Pt-Draht. Die rechte Figur zeigt die ex-
perimentelle Realisierung und die Kontaktierung mit MikroKleps.
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3.4 Messmethoden und
Versuchsdurchfiihrungen

3.4.1 Messung der makroskopischen Pervaporation

Fiir die quantitative Bestimmung der Pervaporation wird die Ver-
dampfungsmenge durch eine PDMS-Membran bekannter Grofie und
Dicke bestimmt. Dazu wird in eine Petrischale ein Loch mit 3 mm
Durchmesser gebohrt, durch das spiter destilliertes Wasser eingefiillt
wird. Als Deckel der Petrischale dient eine PDMS-Membran, die in
einem doppelten Abgussverfahren hergestellt wird. Die erste Lage PDMS
wird dabei fiir eine Stunde in einer groferen Petrischale bei 85 °C' nicht
vollstandig ausgebacken. Anschliefend wird die gleiche Menge PDMS
nochmals hinzugegeben und die Petrischale mit dem Loch so darauf
abgelegt, dass das PDMS den Deckel der Petrischale bildet. Dieses
Konstrukt (s. Abb. 3.5) wird dann bei 85 °C fiir weitere 4 Stunden
ausgebacken. Mit einem Skalpell wird das PDMS um die Petrischale
mit Loch freigeschnitten. Durch das Loch kann nun destilliertes Wasser
eingefiillt und mit mehreren Lagen Tesafilm abgeklebt werden.

4— PDMS-Membran

4— Petrischale

09 ”
g.:.:w&w.ww%%

PAVANAVAVVAVAN A S
RIS

Abbildung 3.5: Petrischale mit PDMS-Membran

Durch das Loch wird die mit der PDMS-Membran abgeschlossene Pe-
trischale mit Wasser gefiillt. Nach dem Abdichten des Einfiill-Lochs
kann das Wasser nur durch die PDMS-Membran ,pervaporieren®. Die
Pervaporationsrate ergibt sich aus der Fldche der PDMS-Membran und
dem Massenverlust infolge von Pervaporation iiber die Zeit.

Die durch eine PDMS-Membran verursachte Verdunstung hat eine
Massenabnahme zur Folge, die mit einer Analysenwaage (CP224S,
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Sartorius, Deutschland) bestimmt werden kann. Aufgrund der geringen
Massenabnahme und der damit verbundenen langen Messzeit, wurde der
staubarme Reinstraum als Messort ausgewéhlt.

Um iiber eine lange Zeit Messungen durchfiihren zu kénnen, wird
die Analysenwaage iiber einen seriellen RS232 — TCP/IP Wandler
(ADAM-4571L Data Gateway, Advantech Co., Ltd., USA) mit einem
Messrechner verbunden, der {iber ein LabView-Programm die Waage
fernsteuert. Das LabView Programm zeichnet dabei iiber einen Zeitraum
von ca. 16,5 h alle 300 Sekunden die Werte auf.

3.4.2 Reduzierung der Pervaporation

Fiir die Reduzierung der Pervaporation werden zwei Strategi-
en untersucht. Zum einen wird der Mikrofluidikkanal mit einer
Polyethylentherephtalat (PET-)Folie als Dampfsperre abdeckt und
zum anderen wird das PDMS mit Hilfe eines zweiten PDMS-Kanals
(s. Abb. 3.6, im Folgenden als Milli-Kanal bezeichnet) geséttigt, wel-
cher mit einer Querschnittsfliche von 4 mm x 200 pm wesentlich grofer
als der Mikrokanal ist und auf den sonst vollstindig autarken Mikroka-
nal aufgesetzt wird. Der Milli-Kanal wird — bis auf den doppelten Be-
schichtungsprozess (s. Tab. 3.1, letzte Zeile) mit der viskoseren SU-8 (50)
Formulierung und einem doppelten soft bake Prozess nach jeweils einem
spin-coating-Vorgang — analog zu der Beschreibung in Kapitel 3.3.1 her-
gestellt.

Fiir die Bestimmung der Zeitkonstanten, bis die Sattigung die Strémungs-
geschwindigkeit in dem Mikrokanal auf den e-ten Teil reduziert hat, wird
die Oberseite des PDMS-Mikrokanals nicht zusétzlich in der Sauerstoff-
Plasmaanlage oxidiert. Fiir das einfachere Befiillen dieses Millikanals wer-
den jedoch fiir alle anderen Messungen zusétzlich die PDMS-Oberflichen
der Mikrochips direkt nach dem Zusammenbau oxidiert.
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Abbildung 3.6: Milli-Kanal zum Sattigen des PDMS

Eine zweite strukturierte PDMS-Schicht bildet mit dem Mikrofluidik-
Chip einen zweiten Kanal. Der zweite (Milli-)Kanal ist 4 mm breit,
ca. 200 um hoch und befindet sich oberhalb des Mikrofluidik-Kanals.
Mikro- und Milli-Kanal haben keinen direkten Kontakt miteinander.
Das Einfiillen von Wasser in den Milli-Kanal séttigt den PDMS-Bereich
des darunter liegenden Mikrokanals mit Wasser.

3.4.3 Bestimmung der DNA
Migrationsgeschwindigkeiten

Fiir die Bestimmung der Migrationsgeschwindigkeiten der DNA werden
zwei verschiedene Methoden verwendet. Die teilweise hohen Geschwin-
digkeiten und insbesondere die unterschiedlichen Konzentrationen der
verwendeten DNA-Lisungen machen eine automatisierte Auswertungs-
methode schwierig. In diesem Fall wurde manuell ausgewertet. Die zwei
Methoden werden im Folgenden kurz vorgestellt:

Manuelle Bestimmung: Die manuelle Bestimmung erfolgt durch Unter-
einanderlegen der Bilderserie und wird nur dann verwendet, wenn
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eine automatische Auswertung nicht mdoglich ist. Fiir die Auswer-
tung wird die Migrationsstrecke durch die dafiir benétigte Zeit ge-
teilt. Der Fehler wird {iber die Gauss’sche Fehlerfortpflanzung unter
Verwendung von At entsprechend der halben Belichtungszeit und
Az = 5 Pixeln ermittelt. Aus einer Bilderserie werden 20 aufeinan-
derfolgende Bilder zur Auswertung herangezogen.

Particle Image Velocimetry: Die Particle Image Velocimetry (PIV) eig-
net sich hervorragend, wenn die mittlere Geschwindigkeit vieler Mo-
lekiile bestimmt werden soll. Die verwendete PIV-Software, DaVis
6.0, nutzt als statistisches Werkzeug die Kreuzkorrelation, um die
wahrscheinlichste Bewegung der Molekiile von zwei aufeinander-
folgenden Bildern zu bestimmen. Fiir die Auswertung werden die
PIV-Daten bzw. Geschwindigkeiten von 20 aufeinanderfolgenden
Bildern bestimmt.

3.4.4 Pinched-Injektion

Das fiir diese Arbeit verwendete Verfahren, um ein definiertes Probenvo-
lumen zu einem definierten Zeitpunkt in einen Mikrokanal zu injizieren,
ist die sogenannte pinched-injection Methode (s. Abb. 3.7) [11, 21, 108].
Im Ersten Schritt kann durch Anlegen geeigneter Spannungen ein Pro-
benvolumen an der Kreuzung eingeengt werden. Durch Umschalten der
Spannungen wird das definierte Probenvolumen injiziert und separiert.
Neben der Pinched-Injection existieren die floating und gated-injection-
Methode, auf die hier nicht weiter eingegangen werden soll.

3.4.5 Absolut Negative Mobilitéit

Die Praparation der Mikrochips fiir die ANM-Messungen erfolgt wie oben
(Kapitel 3.3.1) beschrieben. Die Funktionalisierung des Mikrochips er-
folgt hierbei jedoch nicht mit dem PEG-3400 und POP-6, sondern mit
einer 100 uM F-108 Losung in einem 100 mM Phosphatpuffer bei pH
8, 2. Nach einer Inkubationszeit von 2 —20 Stunden wird die F108 Lsung
durch denselben Puffer ohne F108 ersetzt. Der Austausch erfolgt durch
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a) @3 b) @3
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Abbildung 3.7: Pinched-Injection Methode
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Die Polarititen fiir das Einengen des Probenvolumens a) und der an-
schlieienden Injektion b) gelten nur fiir den Fall, dass die elektropho-
retische der elektroosmotischen Mobilitit iiberwiegt. Der Injektions-
schritt ist auch mit verdnderten Potenzialen und Polarititen an den
Reserveroirs 3 und 4 méglich.

Anlegen eines geringen Vakuums einer Wasserstrahlpumpe. Die elektri-
sche Kontaktierung erfolgt wie in Abbildung 3.4 beschrieben.

Nach der chemischen Oberflichenfunktionalisierung wird eine geeignete
Konzentration einer Partikelemulsion in die Reservoirs gegeben. Die ge-
ladenen Partikel (r = 1 um CML, IDC, USA) werden hydrodynamisch in
den strukturierten Mikrokanal gespiilt. Befinden sich geniigend Partikel
in dem mittleren Bereich, so werden die Reservoirs ausgeglichen, sodass
keine Strémung mehr vorhanden ist. Die Bestimmung der Geschwindig-
keit der uBeads, die fiir die Messung der Absolut Negativen Mobilitdt ver-
wendet werden, erfolgt mit der freien Software ImageJ unter Verwendung
des Tracking-Plugins MT2 (multiple tracker 2). Die von dem Programm
ausgegebenen Positionen und Verschiebungen werden anschliefend in Ge-
schwindigkeiten umgerechnet.

3.4.6 Dielektrophoretische Messungen

Die Priparation und elektrische Kontaktierung des Mikrochips fiir die
dielektrophoretischen Messungen erfolgt wie in Kapitel 3.3.1 und Kapi-
tel 3.3.2 beschrieben. Aufgrund der verhdltnisméfig groffen Dimensionen
bzw. Querschnittsflichen von A = 100x 6 um? des Mikrokanals sind Stro-
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mungen und Konzentrationsdnderungen infolge der Pervaporation nicht
sichtbar. Eine Séttigung des PDMS nach Kapitel 3.4.2 ist daher nicht
notwendig.

Fiir die Messung wird die Losung aus Reservoir 3 (s. Abb. 3.7) gegen eine
DNA-Losung ausgetauscht. Vor der ersten Messung wird der Mikroflui-
dikkanal auf mogliche Strémungen hin kontrolliert. Dafiir wird die DNA
Richtung Kreuzung gepumpt, dort angehalten und die {ibrigen Reser-
voirs mit Puffer so aufgefiillt, bis keine Netto-Strémung mehr erkennbar
ist. Nach dem Ausgleich der Reservoirs kann die Position des Messortes
am Ende des Separationskanals 2 iiber die xy-Stage des Mikroskops ange-
fahren und die Messung gestartet werden. Die Injektion der DNA-Losung
nach der pinched injection Methode (s. Kapitel 3.4.4) und die Aufzeich-
nung der Messdaten werden gleichzeitig gestartet.

Fiir alle dielektrophoretischen Messungen bleibt zunéchst der Detekti-
onsort fix, wobei die Amplitude der sinusférmigen Wechselspannung U,
in einer Rampe nach einer Zeit 7 um jeweils einen diskreten Schritt U,,.
erhoht wird. Fiir die elektrophoretische Migration wird der Wechselspan-
nung eine Gleichspannung Uy {iberlagert. Kurz bevor die DNA-Molekiile
den Detektionspunkt erreichen, wird die Fallenstéirke bzw. die Amplitu-
de des Wechselfeldes auf einen Wert von U = 420 V' gestellt. Anschlie-
fend wird der Schrittmotor der xy-Stage (und damit auch der Detekti-
onspunkt) mit 50 Schritten pro Sekunde (v = 10 pm/s) Richtung Ka-
nalkreuzung gefahren. Das Elektropherogramm wird anschliefsend unter
Verwendung von x = vt ab dem Zeitpunkt, an dem der Schrittmotor
gestartet wurde, in ein sogenanntes Dielektropherogramm umgewandelt.
Das so erhaltene Dielektropherogramm spiegelt die Positionen wider, an
denen verschiedene DNA-Typen gefangen wurden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Der Ergebnisteil gliedert sich in drei Abschnitte. Die Pervaporation bildet
dabei einen einleitenden Abschnitt fiir ein besseres Versténdnis der Ver-
dunstungseffekte, die zu storenden Strémungen und Konzentrationsin-
derungen fiihren. Im Abschnitt 4.2 wird der Einfluss der Kanalgeometrie
auf die Migration diskutiert. Schlieflich werden im letzten Abschnitt neue
Migrations- und Separationsmechanismen in AC-Feldern vorgestellt, die
bisher standardméfig eingesetzte Verfahren zur Aufreinigung und Auf-
trennung ergénzen konnen.

4.1 Pervaporation

Waihrend der Messungen in den Mikrokanélen treten hdufig ungewollt st6-
rende Stromungen auf, die die Messungen stark beeinflussen und daher
eliminiert werden miissen. Im folgenden Abschnitt 4.1.1 wird die Perva-
poration von Wasser durch PDMS-Membranen unterschiedlicher Dicken
und Mischungsverhéltnisse untersucht, um ein Verstidndnis fiir die Gro-
fenordnungen der Evaporations- bzw. Pervaporationsraten zu bekom-
men. Anschliefend werden im Abschnitt 4.1.2 die Einfliisse der durch
die Pervaporation induzierten Fliisse auf die Mikrokanéle untersucht und
anschliefend im Abschnitt 4.1.3 eine Strategie zur Verringerung der Per-
vaporation entwickelt.

4.1.1 Pervaporation durch eine PDMS-Membran

In Kapitel 3.4.1 wurde der Messaufbau und die Herstellung der
Mikrofluidik-Chips bereits erldutert. Da der Reinstraum bei nahezu kon-
stanter Temperatur von 18°C' sowie einem leichten Uberdruck von ca.
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4 Ergebnisse und Diskussion

20 Pa gegeniiber dem Aufendruck gehalten werden kann und kontrol-
lierte Luftstromungen vorherrschen, lassen sich grobe Aussagen zur Gro-
fenordnung der Verdampfungsrate machen. Abb. 4.1 zeigt die Massen-
abnahme einer mit Wasser gefiillten Petrischale iiber einen Zeitraum von
ca. 16.5 h und in Tabelle 4.1 sind die Verdampfungsraten fiir verschiede-
ne PDMS-Dicken und Mischungsverhéltnisse (curing agent : prepolymer)
angegeben.

Pervaporation durch eine PDMS-Membran
d=85mm,; t = 1,4 mm; Mischungsverhaeltnis 1:10
lwlgo T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T
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Abbildung 4.1: Massenverlust aufgrund von Pervaporation

Beispielmessung fiir die Pervaporation durch eine PDMS-Membran und
der damit verbundenen Massenabnahme. Die Steigung bzw. der Abfall
geteilt durch Fliche der PDMS-Membran ergibt die Pervaporationsra-
te, die in Tabelle 4.1 fiir verschiedene Dicken und Mischungsverhéltnisse
angegeben ist.

Vergleicht man die Werte aus Tabelle 4.1 mit der mittleren freien Eva-
porationsrate, so ergibt sich fiir die Pervaporation durch eine PDMS-
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4.1 Pervaporation

Membran gegeniiber der freien Evaporation eine Reduktion der Perva-
porationsrate auf ca. 0,1 — 4 %. Der Vergleich der Pervaporationsraten
mit Liang et al. [109] und Watson et al. [110] zeigt, dass deren Wer-
te um eine Gréfienordnung grofser sind. Dieses kann auf unterschiedliche
PDMS-Formulierungen zuriickgefiihrt werden oder auf Pervaporationsef-
fekte eines Ethanol-Wasser-Gemischs. Wie bereits geschildert, sollen die
vorgestellten Daten nur einen groben Anhaltspunkt fiir die Gréfienord-
nungen der Evaporationsraten geben.

| Mischungsverhéltnis; Dicke d [mm]; | Pervaporationsrate Q [2] |

m2s

typische freie Evaporationsrate

ohne PDMS-Membran* ~ 40
0.75:10; d = 1,4 0,414
1:10; d = 1,4 0,254
1,25:10; d =1,4 0,220
1:10; d =2,1 0,149
1:10; d = 2,8 0,108

Tabelle 4.1: Pervaporationsraten

Die Verdampfungsraten durch PDMS-Membranen unterschiedlicher
Mischungsverhiltnisse (curing agent : prepolymer) und Dicken. Der
Durchmesser der PDMS-Membran betragt jeweils D = 85 mm.

*Die freie Evaporationsrate ist nach Penman [111] von der Temparatur,
Druck, Wind etc... abhéngig

4.1.2 Pervaporationsinduzierte Strémungen in
Mikrofluidik-Kandlen

Die geringen Kanaldimensionen verursachen bei kleinsten Volumen-
stromen in den Kan#len hohe Stromungsgeschwindigkeiten. In PDMS-
Mikrokanélen mit Kanal-Querschnittsfliichen kleiner als ~ 20 x 20 pum?
macht sich eine Stromung bemerkbar, die zwischen zwei Reservoirs sym-
metrisch in Richtung Mitte des PDMS-Mikrokanals linear abnimmt und
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4 Ergebnisse und Diskussion

nicht durch die unterschiedlichen Fiillhéhen und Kriimmungsradien der
Reservoirs bzw. Wassertropfen erklirt werden kann. Da die Stromungs-
geschwindigkeiten sehr hoch sein kénnen (s. Abb. 4.2), kann der Effekt
nicht durch (gerichtete) Diffusion infolge von Konzentrationsunterschie-
den oder unterschiedlicher chemischer Potenziale verursacht werden.
Die Losung des Phinomens liefert der symmetrische Fluss selbst: Die
durch die Pervaporation entweichende Menge Wasser wird aus den Re-
servoirs nachgeliefert und verursacht eine Fliissigkeitsstromung, die umso
grofer ist, je kleiner der Querschnitt ist. Dabei nimmt die Geschwindig-
keit, wie in Kapitel 2.4.1 erlautert, von der Kanalmitte linear zu beiden
Reservoirs hin zu. Dieses Verhalten ist in Abb. 4.2 fiir zwei Mikrokanéle
mit 5 x 5 um? Querschnittsfliche gezeigt. Der Mikrokanal, der mit der
diinneren PDMS-Schicht (d = 14,6 pwm) abgeschlossen ist, zeigt gegen-
iiber dem mit einer dicken PDMS-Schicht (d = 500 pwm) eine deutlich
hohere Stromungsgeschwindigkeit und damit hohere Pervaporationsrate,
was in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis aus dem vorangegangenen
Kapitel 4.1.1 steht.

Berechnet man fiir diese Mikrokanaldimensionen die Pervaporationsraten
Q, wobei die Kanaloberfliche als Verdampfungsfliche betrachtet wird,
so ergeben sich Werte von Qu_seo um =~ 45 mg/m?s und Qu_1ag pm ~
60 mg/m?s, die vergleichbar mit der freien Evaporationsrate an Luft
sind.

Die Abb. 4.3 zeigt die Abhéngigkeit von k = j/A nach Gleichung (2.6)
fiir verschiedene Querschnittsflichen A der Kanéle. Die drei abweichen-
den Werte bei A=! = 0,2/0,27/0.4 sind auf systematische Fehler bei
der Messreihe bzw. der Auswertung zuriickzufithren. Werden diese Werte
vernachléssigt, so ergibt sich eine Abweichungen von der Gleichung (2.6)
7u

v(@) (4.1)

Ab
Der Exponent § = 0,85 4 0, 16 bestétigt innerhalb der Fehlergrenzen die
Messungen von Verneuil [62], die einen Exponenten von fj = 0,85 ermit-
telt haben.

Durch die hohen Stromungsgeschwindigkeiten und kleinen Kanaldimen-
sionen dndert sich auch die Konzentration des Puffers sehr schnell. In
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4.1 Pervaporation

Stroemung in Abhaengigkeit der PDM S-Membrandicke
Querschnittsflaeche des Kanals A = 5x5 pm2
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Abbildung 4.2: Stromungsgeschwindigkeit in Abhéngigkeit von
der Kanalpositon und Dicke der PDMS-Schicht

Die Stromungsgeschwindigkeit ist in Abhangigkeit von der Kanalposi-
ton gezeigt. Deutlich zu erkennen ist die grofere Steigung und damit ho-
here Verdampfungsrate fiir Mikrokanéle mit diinnen PDMS-Schichten.

Abb. 4.4 sind Bilder aus einer Videosequenz dargestellt, die Konzentra-
tionsinderung einer 2 M NaCl Losung in einem 5 x 5 pum? x 30 mm
Mikrokanal dokumentieren. Nach 37 Minuten bildet sich innerhalb von
10 Sekunden ein NaCl-Kristall, der danach stetig weiterwéchst. Das Ein-
setzen der Kristallisation beginnt, wenn die Konzentration in die Satti-
gung geht. Fiir NaCl betrigt dieser Wert unter Normalbedingungen ca.
¢ = 6,1 M [112], d.h. die Konzentration in der Mitte des Mikrokanals
verdreifacht sich nach ca. 37 Minuten. Dieser Umstand verdeutlich, wie
wichtig es ist, die Pervaporation zu verringern.
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Verdunstung
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Abbildung 4.3: Doppelt-logarithmische Darstellung von Gl. (2.6)

Die Messung zeigt eine nicht-lineare Abhingigkeit von k zur inversen
Querschnittsfliche A~" des Mikrofluidik-Kanals.

4.1.3 Reduktion der Pervaporation

Die zunédchst einfachste Methode, die Pervaporation zu verringern
besteht darin, den PDMS-Mikrokanal mit einer Dampfsperre aus
Polyethylenterephtalat (PET) abzudecken. Als Alternative bietet sich die
die Sattigung des PDMS mit Wasser an.

Die einfache Abdeckung des PDMS-Kanals mit PET hat aufgrund der
nicht mit PET bedeckten Seitenflichen nicht den erwiinschten Effekt.
Setzt man diesen Wert in Relation zum Kanalvolumen, so ist klar, dass
eine Séttigung des PDMS durch Pervaporation aus dem Mikrokanal sehr
lange dauern wiirde.
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4.1 Pervaporation

Abbildung 4.4: Kristallisation von NaCl

(1) Anfangs betrigt die Konzentration der NaCl-Losung ~ 2 M und der
Brechungsindex n = 1.352 [112]. (ii) Nach ca. 25 Minuten hat sich die
Konzentration so gedndert, dass sich die Brechungsindizes der NaCl-
Losung und des PDMS (n ~ 1,4 — 1,44 fiir oxidiertes PDMS [113])
angeglichen haben. Dadurch lisst sich der Kanal nicht mehr vom Hin-
tergrund unterscheiden. (iii) Durch weitere Pervaporation iibersteigt
der Brechungsindex der Salzlésung den vom PDMS und der Kanal wird
langsam wieder sichtbar. (iv) Nach ca. 37 Minuten ist die Sittigungs-
konzentration von 6,1 M erreicht und es bildet sich innerhalb von nur
10 Sekunden ein Salzkristall aus (v-viii), der stetig weiterwéchst.

Das Séattigen des PDMS-Mikrokanals mit Wasser ist am aussichtsreichs-
ten, um die Stromung bzw. Pervaporation und Konzentrationsdnderun-
gen des Puffers zu unterdriicken. Dazu wird ein Mikrokanal fiir 24 Stun-
den in ein Wasserbad gelegt, damit das PDMS Wasser aufnehmen kann.
Nach Herausnahme aus dem Wasserbad hat das PDMS eine leichte Trii-
bung angenommen. Die Messung der Stromungsgeschwindigkeit muss
direkt nach dem Befiillen der Reservoirs des linearen Kanals erfolgen.
Die Abb. 4.5 zeigt die Zunahme der Stromungsgeschwindigkeit fiir einen
1,5x 1,5 pm? x 10 mm langen Kanal mit einer d = 500 pm dicken PDMS-
Schicht nach Herausnahme aus dem Wasserbad. Man erkennt deutlich,
dass die Stromung wieder zunimmt und sich nach einer charakteristischen
Zeit einem konstanten Wert annidhert. Die charakteristische Zeit fiir die
Wiederaufnahme der Stromung wird durch anfitten der Messpunkte an
die exponentielle Funktion f(t) = Ap + A; exp(t/7) bestimmt. Die cha-
rakteristische Zeit 7 gibt die Zeit an, in der die (gespiegelte) Kurve auf

47



4 Ergebnisse und Diskussion

den e-ten Teil abgefallen ist.

Die Verwendung einer doppelt so dicken PDMS-Schicht (d = 1 mm)
fithrt fast zu einer Verdopplung der Zeitspanne, bis sich die Stromungs-
geschwindigkeit auf den normalen Wert einstellt (s. Tabelle 4.2). Diese
Methode ist daher nicht geeignet, um die Pervaporation dauerhaft zu
verringern.

Verdunstung & Saettigung
in Abhaengigkeit der Zeit
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Abbildung 4.5: Stromungsgeschwindigkeit in Abhéngigkeit der
Zeit
Wird der Mikrofluidik-Kanal mit dem Milli-Kanal geséttigt, so nimmt
die Geschwindigkeit mit der Zeit exponentiell ab. Die Strémungsge-
schwindigkeit nimmt mit der Zeit zu, wenn der gesittigte PDMS-
Mikrokanal aus einem Wasserbad herausgenommen wird.
Die Verwendung von PET als Dampfsperre wird, wie oben beschrieben,
auch fiir die Séttigung untersucht. Dafiir wird der PDMS-Mikrochip di-
rekt nach der Herausnahme aus dem Wasserbad mit PET abgedeckt und
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4.1 Pervaporation

die Stromungsgeschwindigkeit wird bestimmt. Wie man aus der Tabel-
le 4.2 entnehmen kann, wird die Pervaporation nur verzogert. Insgesamt
ist die charakteristische Zeitkonstante fiir die Wiederherstellung der Stro-
mung auch hier nur von der Dicke der PDMS-Schicht abhéngig und un-
abhéngig von der Kanalgrofe. Der Grund dafiir liegt darin, dass das vom
Kanal in das PDMS iibergehende Wasser schnell genug abtransportiert
wird.

Die Reduktion der Pervaporation durch Séttigung mit Wasser ist vielver-

Querschnittsfliiche A [um?];
Dicke d [mm] Zeit 7 [min]
Verdunstung ohne PET || A =3 x 3; d = 1000 8.44+43
A=1,5x3: d=1000 91+1.6
A=3x3;d=>500 5.1 4 2.0
Verdunstung mit PET A =3x3;d=1000 13.7+24
A=1,5x3; d=1000 15.3+2.8
A=3x3;d=500 7.5+29
Sattigung A =3 x3; 1000 11.2£2.8
A=1,5x3;d=1000 10.2£5.7
A =3x3;d=500 5.6 +2.2
A=1,5x%3:d=>500 5.5+ 0.6

Tabelle 4.2: Zeitdauer fiir die Reduktion und Wiederherstellung
der Strémungen

Die charakteristische Zeitdauer fiir die Wiederherstellung und Re-
duktion der Pervaporation ist von der Dicke der PDMS-Schicht des
Mikrofluidik-Kanals abhingig und unabhingig von der Gréfe des
Mikrofluidik-Kanals. Eine Abdeckung mit PET verlingert die Dauer
bis zum Wiedereinsetzen der vollstindigen Stromungsgeschwindigkeit.

sprechend, jedoch muss der PDMS-Kanal weiterhin mit einem Wasserbad
in Kontakt stehen. Daher wird ein Milli-Kanal (s. Abb. 3.6) verwendet,
um den Mikrochip wahrend der gesamten Messzeit mit Wasser geséttigt
zu halten. Die nahezu vollstindige Reduktion der Pervaporation erfolgt
innerhalb von nur 30 Minuten nach Aufsetzen und Befiillen des Milli-
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Kanals (s. Abb. 4.5). Die Abnahme der Strémungsgeschwindigkeit auf
den e-ten Teil des Anfangswertes wird hier wie oben berechnet und ist in
Tabelle 4.2 angegeben. Auch hier zeigt sich, dass die Sdttigung und Ab-
nahme der Pervaporation fiir diinne PDMS-Microchips schneller vonstat-
ten geht als fiir dicke PDMS-Schichten. Die fiir die Séttigung bendtigte
Zeit, T ist hier ebenfalls von der Kanalgréfte unabhéngig. Die verbleiben-
de Stromungsgeschwindigkeit von weniger als 5 um/s (s. Abbildung 4.5)
kann auf unterschiedliche Fiillhéhen der Reservoirs oder Kriimmungsra-
dien der Reservoirtropfchen zuriickgefiithrt werden.

4.1.4 Einfluss der Pervaporation auf den EOF

Die Reduktion der Pervaporation durch Sittigung des PDMS-
Mikrofluidik-Kanals ist eine einfache Methode und funktioniert recht gut,
doch bei den Messungen zeigte sich ein zunichst nicht erklirbares Pha-
nomen. Die Migrationsrichtung der DNA verlief nicht mehr definiert in
eine Richtung. Besonders nachdem die DNA mit der pinched-injection-
Methode in den Separationkanal injiziert wurde, dominierte mal die elek-
trophoretische, mal die elektroosmotische Richtung. Aufgrund der Be-
schichtung der Mikrokanéle mit PEG-3400 sollte der elektroosmotische
Anteil aber vernachldssighar sein [D6].

Fiir die Anderung der Migrationsrichtung ist der Milli-Kanal bzw. die
durch ihn bedingte Séttigung des PDMS und die dadurch entstehenden
Osmose verantwortlich. Durch die Séttigung des PDMS-Mikrochips mit
Wasser entsteht an der Grenzfliche Mikrokanal-PDMS eine Unstetigkeit
in der Konzentration. Das Wasser aus dem PDMS gelangt nach und nach
in den Kanal und verdiinnt den Puffer von der Kanalwand aus. Dadurch
erhoht sich das (-Potenzial und der EOF setzt wieder ein.

Um dieses Phénomen génzlich zu unterdriicken, muss der EOF komplett
eliminiert werden. Gleichung (2.7) beschreibt, dass der EOF auf zwei Wei-
sen unterdriickt werden kann. Zum einen kann die Pufferkonzentration
soweit erhoht werden, bis das (-Potenzial klein genug ist. Zum anderen
kann die Viskositét 1 des Puffers erh6ht werden. Die erste Methode eignet
sich nicht, da wie oben beschrieben, nach kurzer Zeit die Konzentration
an der Wand wieder verdiinnt werden wiirde. Fiir die Unterdriickung des
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4.1 Pervaporation

EOF wird daher POP-6 hinzugefiigt, welches die Viskositit des Puffers
dauerhaft erhoht.

EOF-M essungen
Phosphat Puffer; pH 8,3; ¢ = 20mM->18mM
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Abbildung 4.6: Bestimmung des EOF mit der Current-
Monitoring-Methode nach Huang [114]

Ohne Beschichtung der Mikrofluidik-Kanalwinde besitzt der EOF
einen hohen Wert. Die Funktionalisierung mit PEG-3400 reduziert den
EOF um ca. 38 %. Die Zugabe von POP-6 reduziert den EOF auf unter
10 % (hier nicht gezeigt: Messintervall 300 — 600 s) des urspriinglichen
Wertes.

Die Abb. 4.6 zeigt die Bestimmung des EOF mit der Current-Monitoring-
Methode nach Huang [114] fiir einen nativen Kanal, fiir einen Kanal mit
PEG-3400 Beschichtung und einen mit PEG-3400 Beschichtung + zusétz-
licher Zugabe von POP-6. Alle Kanéle wurden vor dem Zusammenbau
zunéchst in einem Sauerstoffplasma oxidiert. Die PEG-3400 Beschichtung
reduziert den EOF um 36% von piror = (2,9 £ 0,2) - 10~ 4cm?/Vs auf
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Usor-peaas (1,8 £0,2) - 10~%em? /Vs. Die Hinzugabe von POP-6 unter-
driickt die EOF-Mobilitiit auf unter pzor.pop.s < 0,3 - 10"*cm?/V's und
ist damit vernachléssigbar.

Der Wert fiir die Mobilitit ohne Behandlung ist in sehr guter Uberein-
stimmung zu den von Hellmich et al. berichteten Wert [D6]. Die Mobilitét
nach der PEG-3400 Behandlung weicht zu den Werten von Hellmich et
al. aufgrund der unterschiedlichen Protokolle fiir die Oberflichenfunk-
tionalisierung der PDMS-Mikrokanile ab. Beispielsweise wurde fiir die
Funktionalisierung ein anderer Puffer sowie eine kiirzere Inkubationszeit
vorgenommen. Fiir Details sei auf Kapitel 3.3.1 sowie die Publikation [D6]
verwiesen.

4.2 DNA-Migration in Mikrofluidik-Kandlen

In den nun folgenden Abschnitten wird die DNA-Migration in freier
Losung untersucht. Zunéchst sollen die Ergebnisse der Mobilitdten in
unstrukturierten Mikrofluidik-Kanilen vorgestellt werden. Anschliefsend
wird die DNA-Migration in strukturierten Mikrofluidik-Kanélen bespro-
chen, die trotz der verh&ltnisméfig simplen Strukturierung im Grofien-
bereich des Gyrationsradius der DNA komplexe Migrationsphinomene
hervorbringen.

4.2.1 Mobilitdt in unstrukturierten Mikrofluidik-Kanilen

In Kapitel 2.4.2 wurde das free-draining-coil Verhalten der DNA bereits
erlautert, welches zu der konstanten und ldngenunabhéngigen Mobilitdt
der DNA in freier Losung fiihrt. Diese Betrachtung gilt streng genom-
men nur in unendlich ausgedehnten Kanélen, in denen keine Randeffekte
auftreten. Werden Mikrokanile verwendet, die in der Grofenordnung des
Gyrationsradius der DNA sind, so kénnen zusétzlich Wechselwirkungen
der DNA mit den Wianden auftreten.

In der Abb. 4.7 sind die elektrophoretischen Geschwindigkeiten fiir A-
und T2-DNA in unterschiedlichen Kanaldimensionen in Abhéngigkeit
der Feldstirke gezeigt. Zu erkennen ist, dass die Geschwindigkeiten der
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Geschwindigkeiten in Abhaengigkeit der Kanalgroesse
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Abbildung 4.7: Feldstarkenabhingige Geschwindigkeit von A- und
T2-DNA

Die Geschwindigkeiten der beiden DNA-Sorten unterscheiden sich in
den unterschiedlichen Querschnittsflichen der Kanéle nicht. Die leich-
te Abweichung vom linearen Verhalten wird auf Retardierungseffekte
infolge der deformierten Ionenwolke um die DNA zuriickgefiihrt.
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DNA-Molekiile in diesem Puffersystem (Phosphat-Puffer + POP-6, s. Ka-
pitel 3.3.1) bis ca. 50 V/em linear mit der Feldstérke zunehmen und
danach eine leichte Abweichung vom linearen Verhalten zeigen. In der
Abbildung sind daher die mittleren Mobilitdten bis zu einer Feldstérke
von 50 V/em ausgerechnet und angegeben. Innerhalb der Fehlergren-
zen zeigen beide DNA-Typen in den unterschiedlich grofsen Kanalquer-
schnitten von A = 2 x 2 um? — 40 x 40 um? keinen Unterschied in
der Mobilitdt. Ein absoluter Vergleich der gemessenen Mobilititen mit
den Werten anderer Gruppen ist schwierig, da andere Puffersysteme ver-
wendet werden. Doch bei vergleichbaren Ionenkonzentrationen und pH-
Werten haben Stellwagen in anderen Puffern ebenfalls Werte um die
Hopo = 4,3 —4,9-107% em?/V's gemessen [115].

Das Abflachen der Geschwindigkeit bei hheren Feldstdrken wird hier auf
einen Retardationseffekt zuriickgefiihrt [65]. Eine anschauliche Erklarung
dieses Effekts bedeutet, dass durch das elektrische Feld und die Bewegung
der DNA im Puffer die Ionenwolke um die DNA deformiert wird. Dadurch
wirkt bei hoheren Feldstérken eine zusétzliche retardierende Kraft. Die-
ser Effekt ist nach bestem Wissen bisher fiir DNA nicht in der Literatur
diskutiert worden, doch bestehen durchaus Anzeichen dafiir. Beispiels-
weise haben Kang et al. [56] einen #hnlichen Geschwindigkeitsverlauf in
Abhéngigkeit der Feldstédrke in einem 10 mM Gly-Gly Puffer bei pH 8,2
gemessen, der aber schon bereits bei ca. 20 V/em eine deutliche Verrin-
gerung der Steigung aufweist. Die Abnahme der Mobilitédt bei héheren
Feldstdrken wird von ihnen jedoch nicht diskutiert.

Bei weiterer Verkleinerung der Kanalquerschnitte (< Gyrationsradius der
DNA) ist aber davon auszugehen, dass sich die DNA-Mobilitdten &n-
dern. Erste Ansétze fiir die Untersuchung der DNA-Mobilitdten in kleine-
ren Kanélen wurden beispielsweise von Tegenfeldt et al. [116] unternom-
men, die die mittlere Ausdehnung von DNA-Molekiilen in 100 nm dicken
Kanélen untersuchten. Eine Messung der Mobilititen wurde jedoch nicht
durchgefiihrt. In der Arbeit von Pernodet et al. [117] wird die langen-
abhangige freie DNA-Mobilitét auf einem flachen Si-Wafer gezeigt. Die
lokale Reibungskraft zwischen der Oberfliche und der darauf adsorbier-
ten DNA sorgt dabei fiir eine lingenabhéngige Mobilitit. Insgesamt kann
gesagt werden, dass sich die mittleren DNA-Mobilititen in den untersuch-
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4.2 DNA-Migration in Mikrofluidik-Kanéilen

ten Mikrokanilen mit Querschnittsflichen von A = 2x2um?—40 x 40pm?
innerhalb der Fehlergrenzen nicht unterscheiden.

4.2.2 Bistabile Migrationsmodi in strukturierten
Mikrofluidik-Kanilen

In diesem Abschnitt wird die DNA-Migration in strukturierten
Mikrofluidik-Kanélen untersucht, die auf dem ersten Blick an entropi-
sche Fallen erinnern. Entropische Falle zeichnet sich dadurch aus, dass
der Mikrokanal sich periodisch auf die Persistenzliange der DNA verengt
und wieder grofer wird. Hier fallen die periodischen Verengungen des
Mikrokanals (s. Abb. 4.8) in die Grofenordnung des Gyrationsradius
der DNA. Die Dimensionen aller Kanten des periodischen Kanals sind
dabei gleich grof. Die Abb. 4.8 zeigt die elektrische Feldverteilung in
einer solchen Struktur, die sich aus der Lésung der Poisson-Gleichung
mit den entsprechenden Randbedingungen ergeben. Die Dirichlet-
Randbedingungen beschreibt die Potenziale ¢; an den Elektroden bzw.
Reservoirs, und die Neumann-Randbedingung beschreibt den senkrech-
ten Verlauf der elektischen Feldlinien %‘s = 0 zum Normalenvektor der
isolierenden PDMS Grenzflache.

Die experimentelle Arbeit zu der DNA-Migration in den struktu-
rierten Mikrofluidik-Kanélen wird parallel von der Arbeitsgruppe
Theorie der Kondensierten Materie in Form von molekulardynamischen
(MD-)Simulationen begleitet [D3, D5]. In den MD-Simulationen wird die
DNA als Kugel-Feder-Modell beschrieben, wobei N die Anzahl der Ku-
geln ist. Dabei représentiert jeweils eine Kugel mehrere DNA-Basenpaare
und die Federn zwischen den Kugeln die Bindungen zwischen DNA-
Segmenten [118, 119]. Obwohl bei der Modellierung der MD-Simulationen
keine hydrodynamischen Wechselwirkungen oder Wechselwirkungen mit
den Tonen des Puffers bzw. der (Gegen-)lonenwolke um die DNA
beriicksichtigt werden, bestitigen die Simulationen den Mechanismus fiir
das Zustandekommen der ldngenabhingigen Mobilitdt in entropischen
Fallen. Zusétzlich liefert das vereinfachte Modell sogar einen weiteren
bis dato nicht in Betracht gezogenen diffusiv gesteuerten Effekt [D3] und
damit ein tieferes Versténdnis fiir den entropischen Fallen-Mechanismus.
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Abbildung 4.8: Elektrisches Feld eines strukturierten

Mikrofluidik-Kanals [118]

Die Linge und Ausrichtung der Pfeile geben den Verlauf und die Stirke
des elektrischen Felds in dem strukturierten Mikrokanal wieder. Das
elektrische Feld im unteren, inhomogenen Bereich ist deutlich schwécher

als im oberen Teil.

Der Vergleich der experimentellen und simulierten DNA-Migration ist

in Abb. 4.9 gezeigt. Dabei zeigt der linke Teil der Abbildung 4.9 (a-d)

die angedeutete periodische Strukturierung sowie fluoreszenzmikroskopi-

sche Konformationsschnappschiisse von elektrophoretisch migrierender

T2-DNA in zeitlichen Abstinden von jeweils 40 ms. Dabei strecken
sich zwei T'2-DNA-Molekiile von Box zu Box und kollabieren in den
Boxen zu kompakten Kniueln. Die roten Pfeile markieren ein Molekiil,
das anscheinend nicht von der Strukturierung und dem inhomogenen
elektrischen Feld beeinflusst wird. In rechten Teilbild e) sind Schnapp-
schiisse aus einer MD-Simulationen einer vergleichbar langen Kette
(N = 200 Kugeln) gezeigt. Die Ubereinstimmungen der experimentellen
und theoretischen Migration sind deutlich zu erkennen.

Durch Langzeitbelichtung des CCD-Chips der Kamera lassen sich
,verschmierte* Spuren der DNA-Molekiile aufzeichnen. Bei den MD-
Simulationen erhilt man durch Ubereinanderlegen vieler einzelner
Schnappschiisse ein sogenanntes Monomer-Dichte-Histogramm, wel-
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4.2 DNA-Migration in Mikrofluidik-Kanéilen

Fast state Tﬁ

Abbildung 4.9: Migration in  strukturierten = Mikrofluidik-
Kanélen [118, D5]

(a-d) Die griinen und roten Pfeile kennzeichnen jeweils ein Molekiil in
zeitlichen Abstdnden von 40 ms. (e) Der Vergleich mit den Konfigura-
tionen aus den Simulation zeigen eine exzellente Ubereinstimmung. Die
DNA knéult sich im langsamen Zustand in dem inhomogenen Bereich
und streckt sich iiber die Strukturierung, wihrend sie im homogenen
Teil kniuelformig bleibt.

ches vergleichbar mit der experimentellen Langzeitbelichtung ist. Auf
der linken Seite der Abb. 4.10 sind die experimentell ermittelten
Monomer-Dichte-Histogramme von A-DNA fiir verschiedene Feldstéirken
[a) 43 V/em, b) 86 V/em, ¢) 130 V/em] gezeigt. Die Intensitét der
fluoreszierenden DNA-Molekiile ist dabei invers-proportional zu ihrer
Geschwindigkeit bzw. zur anliegenden Feldstirke. Bei hoherer Feldstérke
ist die verarmte Zone deutlicher zu erkennen.

Die Histogramme der MD-Simulationen (rechte Seite der Abb. 4.10)
zeigen zusitzlich die Verteilung der Monomer-Dichte in Abhéngigkeit
der Linge der Kette. Die Monomer-Dichte-Histogramme zeigen, dass
sich kurze DNA-Molekiile im schnellen, oberen homogenen Bereich des
strukturierten Mikrokanals stabilisieren. Fiir N = 100 und F = 0,5 - Ey
ist eine verarmte Zone schwach zu erkennen, wobei sie fiir N = 200 bei
E = Ej sehr gut sichtbar ist. Lange Ketten bevorzugen schon bereits bei
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4 Ergebnisse und Diskussion

kleinen Feldstirken die untere langsamere Phase. Die Umrechnung der
theoretischen Einheiten in SI-Einheiten ist in [118, D5] angegeben. Fiir
die gezeigten Strukturen sind die wichtigsten Umrechnungsfaktoren in
der Abbildungsunterschrift angegeben.

E=0.02E, E=0.08E, E=05E,

N=S00----

Abbildung 4.10: Bistabile-Migrationsmodi [118]

Linke Seite: Experimentelle Aufnahmen durch Langzeitbelichtung fiir
verschiedende Feldstérken a) 43 V/em b) 86 V/em ¢) 130 V/em. Mit
steigender Feldstirke nimmt die Intensitit infolge kiirzerer Aufent-
halstzeiten ab. Rechte Seite d): Monomer-Dichte-Histogramm fiir ver-
schiedene Parameter und Kettenlingen N. Die Umrechnungsfaktoren
fiir eine 5 pm Struktur sind: \-DNA = 48 5 kbp = 140 Beads, T2-
DNA = 164 kbp = 490 Beads, Eo = 430 V/cm.

Die durch die verarmte Zone getrennten Bereiche entsprechen einer
schnell und langsam migrierenden Phase. Das Zustandekommen der
beiden Phasen bzw. der Mechanismus, der fiir die Stabilisierung sorgt,
soll nun niher erliutert werden. Die Abb. 4.11 zeigt den Ubergang einer
Kette mit N = 500 Beads von der schnellen zur langsamen Phase. Zu-
néchst befindet sich die DNA-Kette im oberen Bereich des strukturierten
Mikrokanals, wo das elektrische Feld homogen ist. Nach einiger Zeit
wandert ein Teil - bzw. eine Schlaufe - der DNA diffusiv getrieben in
den elektrisch inhomogenen Teil der Struktur. Der zuriickgebliebene Teil
der DNA wird in diesem elektrisch schwicheren Feld abgebremst und

98



4.2 DNA-Migration in Mikrofluidik-Kanéilen

iibt auf das gesamte Molekiil eine bremsende Kraft aus. Die wirkende
Kraft ist in dem Kréfteparallelogramm dargestellt und zeigt nach unten.
Dadurch wird die DNA nach und nach auseinandergezogen und in den
strukturierten Bereich hinuntergezogen. Die gestreckte Form bewirkt,
dass sich die Kette entlang der elektrischen Feldlinien bewegt. Kommt
das fithrende Anfangsstiick dabei in den schwachen Teil des inhomogenen
Feldes, so kann dieses nicht mehr rechtzeitig zur nichsten Box wandern
und wird von den nachfolgenden Segmenten eingeholt, wodurch die
Kette zu einem Knéuel kollabiert.

Der zustédndige Mechanismus, der fiir die Stabilisierung der schnellen
Phase sorgt, konnte bisher noch nicht exakt identifiziert werden. Eine
mogliche Erkldrungen ist, dass das Strecken der DNA entropische
Energie kostet [118, D5]. Dies ist insbesondere dann der Fall, wenn das
Molekiil an den Ecken der Strukturierung gestreckt wird. Der Drang
nach der energetisch giinstigeren geknduelten Form induziert einen Drift
zum homogenen Bereich der Struktur. Eine weitere mogliche Erklarung
liefert die Struktur selbst in Verbindung mit der Diffusion. Befindet sich
das Molekiil im engeren Bereich der Struktur, so diffundiert das Molekiil
infolge von Stofen mit der Wand im Mittel in den mittleren Bereich
des Kanals. Diese Erkldrung wiirde einen weiteren verarmten Bereich an
der oberen Kante des Kanals erkldren, der in den Bildern nur schwach
ausgepragt ist.

4.2.3 Elektrophoretische Separation von A\ und 72-DNA

Der vorherige Abschnitt zeigt, dass selbst eine relativ einfache Struktu-
rierung zu einer unerwartet komplexen Migration von DNA fiihren kann.
Die verhiltnismiRig grofe Strukturierung (5 x 5 pm?) des Mikrokanals
(s. Abb. 4.12 unten) fiihrt bei hohen elektrischen Feldern zu bistabilen
Migrationsmodi. Die Moglichkeit, dass ein und dasselbe DNA-Molekiil
zwischen der schnellen und langsamen Phase hin- und herspringen kann,
macht eine elektrophoretische Separation verschieden langer DNA jedoch
schwierig bzw. sogar unmoglich. Die Verkleinerung der Kanalkonstrik-
tionen (s. Abb. 4.12 oben, mitte) in den Bereich des Gyrationsradius
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Abbildung 4.11: Ubergang von der ,schnellen in die ,langsa-

me" Phase [118, D5]

(a) zeigt die Anfangskonformation. (b) Per Diffusion gelangt ein Teil
der DNA unter den Einfluss des inhomogenen Bereichs des elektrischen
Feldes, wodurch es eine in die Strukturierung gerichtete Kraft erfihrt.
(c) Dadurch wird die gesamte DNA abgebremst und streckt sich iiber
die Strukturierung. (d) Im elektrisch inhomogenen und schwachen Teil
der Struktur kann das fiihrende Ende der DNA vom nachfolgenden Rest

+0 cavities

(@

+82 cavities

(b)

+106 cavities

(©)

+117 cavities

(d)

iiberholt werden, sodass die DNA zu einem Knauel kollabiert.

der A- und T2-DNA fiihrt zu einer Unterdriickung des bistabilen Verhal-

tens [104, D5].

Es konnte bereits gezeigt werden, dass in solch strukturierten Mikrokan&-
len, eine lingenabhangige Mobilitdt vorhanden ist (s. Abb. 4.13) [104,
D1]. In dem vorherigen Abschnitt 4.2.1 ist gezeigt worden, dass in nicht
strukturierten Kanélen dhnlicher Grofe keine l&ngenabhingige Mobilitét
vorhanden ist. Durch die Strukturierung wird also eine l&ngenabhingi-
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4.2 DNA-Migration in Mikrofluidik-Kanéilen

Abbildung 4.12: Elektronenmikroskopische =~ Aufnahmen  von
strukturierten Mikrokané&len

Die Abbildung zeigt strukturierte Mikrokanale. Die Gréfse der Struk-
turierungen betragen von oben nach unten 1,5/3/5 um.

ge Mobilitdt induziert. Interessanterweise sind in entropischen Fallen die
Mobilitdten langer DNA-Molekiile hoher als die kurzer Molekiile [27 —
29, D3], wohingegen sich die Mobilitéiten bei den verwendeten Geometri-
en gegenteilig verhalten. Die Abb. 4.13 zeigt die Geschwindigkeit fiir \-
und 72-DNA in Abhéngigkeit der Feldstirke in einem 3 ym und 1,5 pm
(s. Abb. 4.12) strukturierten Mikrokanal. Die Steigung der Kurve ent-
spricht der Mobilitdt und ist fiir die kurze A-DNA (1,6 - 10~ em?/V's)
hoher als die der lingeren T2-DNA (1,1-107* em?/V's) [104, D2].

Die hohere Mobilitét fiir kiirzere Ketten konnte in den MD-Simulationen,
wie in Abb. 4.14 gezeigt, erst bei hoheren Feldstirken verifiziert wer-
den [118, D5]. Die Erklarung liefert Abb. 4.10. Bei kleinen Feldstirken
E = 0,02 Ey wird der strukturierte Mikrokanal von kurzen sowie lan-
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Abbildung 4.13: Mobilitét in strukturierten Mikrokanélen [D1]

Die beiden Figuren zeigen die lingenabhingige Mobilitdt von A-
und T2-DNA in 1,5 um (oben) und 3 pm (unten) strukturierten
Mikrofluidik-Kanélen (s. Abb. 4.12 oben + mitte). Das Inset der lin-
ken Figur zeigt zusitzlich die lingenunabhingige Mobilitit in einem

20 x 20 um? groken Mikrokanal.

62

4 5 ]
Field [V/mm]

7




4.2 DNA-Migration in Mikrofluidik-Kanéilen

gen Ketten gleichermafien eingenommen, wobei die héhere Diffusion der
kurzen Ketten sogar dafiir sorgt, dass auch die Boxen stirker eingenom-
men werden. Dadurch kénnen die kurzen Ketten fiir eine gewisse Zeit in
der Box gefangen werden, wo das elektrische Feld schwécher ist. Wird
die Feldstdrke erhcht, so zeigt sich, dass die langen Ketten sehr schnell
in den inhomogenen und langsameren Zustand {ibergehen, wobei kiirzere
Molekiile nicht so stark in den inhomogenen Bereich wandern.

Length of DNA [kbp] (3 um adaptation)

1 10 )
i ! ..... ii.
0.9F E’/ ‘f i i——i‘i\l_
= Al T2
E . -
2 0.8F : L
5 ] ]
o} ! :
= .._.F = 0.04E, (67 V/cm)
0.7F . @E = 0,005 E0 (8.4Vicm)|
| |
065 "o~ 1000

Number of monomers

Abbildung 4.14: Mobilitdtsumkehr fiir hohe Feldstarken [118, D5]

Bei geringen Feldstirken ist die Mobilitdt wie bei entropischen Fallen
fiir kurze DNA-Molekiile geringer als fiir lange DNA-Molekiile. Bei ho-
hen Feldstirken dreht sich der Trend um [118, D5]. Die quantitativen
Ergebnisse der reduzierten Mobilitdten u/po =~ 0,99 +0,1 fiir A-DNA
und p/po ~= 0,63 £ 0,03 fiir T2-DNA [D1, D5] stimmen mit der Si-
mulation zwar nicht iiberein, doch ist das qualitative Verhalten richtig.

Um zu zeigen, dass sich die ldngenabhéngige Mobilitét fiir die Separation
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einer DNA-Mischung ausnutzen ldsst, miissen die zu trennenden Mole-
kiile von einem definierten Punkt aus gleichzeitig loswandern. Dies wird
ermoglicht durch Anwendung der pinched-injection-Methode wie sie in
Kapitel 3.4.4 beschrieben wurde. Die Injektion mehrerer und einer ein-
zelnen DNA ist in Abb. 4.15 gezeigt. Durch Variation der Injektionspara-
meter und der DNA-Konzentration lasst sich die gewiinschte Anzahl von
Molekiilen in einen Kanal injizieren.

Aysuaju| sousasalon|

0 %

Abbildung 4.15: Injektion eines einzelnen und mehrerer DNA-
Molekiile [D2, D4]

Im oberen Teilbild a) ist die Injektion von mehreren DNA-Molekiilen
gezeigt, wobei das untere Teilbild b) die Injektion eines einzelnen DNA-
Molekiils zeigt. Die Konzentration betragen a) 60 pM bzw. b) 6 pM.

Unter Verwendung der o.g. pinched-injection-Methode ist es inzwischen
gelungen, die ldngenabhingige Mobilitdit von DNA in strukturierten
Mikrokanélen fiir die Separation von DNA auszunutzen [D2, D4]. Die
Abb. 4.16 zeigt die Separation einer 60 pM A/T2-DNA-Mischung nach
30 Sekunden. Die kiirzere A-DNA erreicht den Detektor ca. 2 Sekun-
den vor der ca. um den Faktor 3,4 lidngeren T2-DNA. Die Hohenver-
héltnisse der Fluoreszenz-Peaks entsprechen etwa dem Lingenverhiltnis
der beiden DNA-Sorten und stimmen daher mit den verwendeten DNA-
Konzentrationen gut iiberein.
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Abbildung 4.16: Elektrophoretische Separation von A- und T2-
DNA in freier Losung [D2, D4]

Der Detektionspunkt fiir die Aufzeichnung des Elektropherogramm
liegt 3 mm von der Kreuzung (entspricht 500 Perioden) entfernt. Die
verwendete DNA-Konzentration betridgt 60 pM und die Separations-
feldstirke 50 V//em. Die Kanalhéhe ist 2,7 pum.

4.3 Neue Separationsmechanismen in
AC-Feldern

In diesem letzten Abschnitt sollen neue Migrationsmechanismen vorge-
stellt werden, die auf elektrischen Wechselfeldern und teilweise diffusiven
Prozessen beruhen. Im Kapitel 2.4.3 wurden bereits Brown’sche Migra-
tionsphdnomene wie Ratschen und ANM kurz erldutert. Im folgenden
Kapitel 4.3.1 wird eine Separationsmdglichkeit fiir kolloidale Teilchen,
hier Latexkugeln, vorgestellt. Danach wird im Kapitel 4.3.2 die erstmali-
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ge erfolgreiche dielektrophoretische Separation von DNA demonstriert.

4.3.1 Absolut Negative Mobilitdt

Mit der Mikro- und Nanotechnologie ist man heute erstmals in der Lage,
nicht nur die Eigenschaften der kleinsten Teilchen zu beobachten, son-
dern auch direkt zu beeinflussen bzw. manipulieren. Im Folgenden wird
die experimentelle Realisierung der ANM fiir makroskopische Objekte
(hier: Polystyren-Kugeln) demonstriert. Die symmetrische Mikrostruk-
tur ist in Abb. 4.18 gezeigt und besteht aus alternierend schmalen und
breiten Durchgéngen. Dabei kénnen die Beads mit einen Durchmesser
von 2 um die breiten Bereiche von 3,1 pum durchqueren, wohingegen die-
se an den engen Durchgéngen von 1,7 pum gefangen werden. Ein schmaler
Durchgang steht einem breiten Durchgang einer benachbarten Spalte ge-
geniiber.

Wie bereits in Kapitel 2.4.3 erwéhnt, tritt ANM im Gegensatz zum
Ratscheneffekt in rdumlich und zeitlich symmetrischen Systemen auf.
In Abb. 4.17 ist die Realisierung der zeitlich symmetrischen Kraft dar-
gestellt. Die symmetrisch wechselnde Kraft bzw. anliegende Spannung
Uic(t) mit der Amplitude Uy = +30 V a) wird von einer statischen
Stérung Upc b) iiberlagert. Daraus resultieren eine starke und schwache
Kraftkomponente U £ Uy, die sich jeweils nach der Zeit 7 = 25 Sekun-
den abwechseln. Die Symmetrie der Wechselspannung (bei Upc—o) und
der Strukturierung fiihrt zu keiner bevorzugten Netto-Bewegung. Erst die
Uberlagerung des Wechselfeldes mit der statischen Stérung Uy, fithrt zu
einer gerichteten Teilchenbewegung.

Die Figur a) der Abb. 4.18 zeigt den Fall der langsamen Bewegung
einer Polystyren-Kugel infolge der schwachen Kraft (U, — Uy < 0,
0 < Upc < Upy). Der von der griinen Linie eingegrenzte Bereich gibt
die Region an, in der die elektrischen Feldlinien die Polystyren-Kugel
zu dem schmalen Durchgang fiihren und fangen. Per Diffusion kann die
Kugel aus diesem Bereich entkommen und zur néchsten Spalte wandern.
Der rot markierte Bereich an den Réndern der eingezeichneten Verteilung
deutet die Wahrscheinlichkeit fiir das Entkommen an. Auf dem Riickweg
(Figur b) der Abb. 4.18 wirkt eine stirkere Kraft (Usc + Uy > 0), wo-
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Abbildung 4.17: Realisierung der Kréfte [D8, D10]

a) Die Kraft Uac wechselt nach der Zeit T das Vorzeichen. Im zeitlichen
Mittel ergibt sich eine Netto-Kraft von Null. b) Eine statische Stérung
Upc mit Upe < Uy fiihrt zu einer starken und schwachen Kraft mit
entgegengesetzten Vorzeichen.

durch die Kugel schneller ist und daher weniger Zeit zum Diffundieren
hat. Dadurch ist die Wahrscheinlichkeit geringer, dass die Kugel die Fal-
le umlaufen kann. Insgesamt ergibt sich somit eine Netto-Bewegung in
Richtung der schwachen Kraft. Der untere Teil der Abb. 4.18 zeigt eine
typische Trajektorie als stroboskopische Aufnahme bzw. die Position der
Kugel nach jeweils 100 ms.

Die Abb. 4.19 zeigt die Messpunkte fiir verschiedene Werte von Up mit
0 < Upc < Uy = £30 V. Die experimentellen Messpunkte bestehen da-
bei aus den Messungen von jeweils 40 Kugeln {iber einem Zeitraum von
200 Sekunden. Die durchgezogene Linie zeigt den theoretischen Verlauf
und gibt die experimentellen Messpunkte gut wieder. Fiir die theoreti-
schen Simulationen wurde die Bewegung einer Kugel mit einer stochasti-
schen Dynamik beschrieben, auf die hier nicht weiter eingegangen werden
soll [102, D10].

Da die Antwort des Systems sehr stark von der Diffusionskontante und
damit von der Partikelgrofe abhéngig ist [D10], wird es zukiinftig moglich
sein, diesen Effekt fiir die Separation von unterschiedlich grofien Partikeln
mit unterschiedlicher Diffusionskonstante auszunutzen. Die ANM stellt
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68

Abbildung 4.18: Absolut Negative Mobilitéat [D10]

Die skizzierten Verteilungen zeigen die Trajektorien und Aufenthalts-
wahrscheinlichkeiten der Kugeln fiir den Fall einer a) schwachen und
b) starken Kraft. Im Falle der langsamen Bewegung (a) hat die Kugel
gegeniiber der schnellen Bewegung (b) mehr Zeit, der Falle zu entge-
hen. Dadurch ergibt sich im zeitlichen Mittel insgesamt eine mittlere
Bewegung der Kugel entgegen der statischen Kraft Upc. Im unteren
Teil (c) ist eine typische Trajektorie als stroboskopische Aufnahme ge-
zeigt. Die Verdnderung der Position des Beads entspricht jeweils einem
Zeitsprung von 100 ms.
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Abbildung 4.19: Absolut Negative Mobilitdt in Abhéngigkeit der
statischen Kraft [102, D7, D10]

Die Messpunkte kennzeichnen die experimentell ermittelten Geschwin-
digkeiten der Absolut Negativen Mobilitit. Die durchgezogene Linie ent-
spricht der numerischen Simulation. Das Experiment und die theoreti-
sche Simulation stimmen innerhalb der Fehlergrenzen iiberein.

damit eine neue potenzielle Moglichkeit dar, die sonst stérende Diffusion
fiir die Auftrennung von Biomolekiilen auszunutzen.

4.3.2 Dielektrophoretische Separation von DNA

Fiir die dielektrophoretische Separation von DNA werden dielektropho-
retische Fallen verwendet, die ohne mikrostrukturierte Elektroden aus-
kommen. Anstelle der mikrostrukturierten Elektroden werden elektrisch
isolierende Pfostenstrukturen verwendet, die in dem PDMS-Mikrofluidik-
Kanal integriert sind. Durch die Verwendung von isolierenden Pfosten-
strukturen entféllt der zusétzliche Schritt fiir das Aufdampfen von Elek-
trodenstrukturen.
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Das Antwortverhalten von DNA-Molekiilen auf Feldeigenschaften wie
Frequenz und Amplitude wird seit ldngerem untersucht [31 — 33]. Bis-
her konnte das unterschiedliche Antwortverhalten jedoch noch nicht fiir
eine erfolgreiche Separation von DNA mittels Dielektrophorese verwendet
werden, obwohl theoretische Ansétze existieren [5, 30]. Mit der Abb. 4.20
wird ein Design fiir ein Mikrofluidik-Chip vorgeschlagen, mit der eine di-
elektrophoretische Separation durchgefiihrt werden kann. Die Kanile 1, 2
und 3, 4 sind 100 wm bzw. 90 um breit. Eine detaillierte elektronenmikro-
skopische Ansicht der Strukturierung zeigt Abb. 4.21. Die Strukturierun-
gen bestehen aus 7,4 pum x 2,2 pm grofen isolierenden Pfosten, die 6 um
hoch sind und durch einen vertikalen Abstand von 2,3 pum voneinander
getrennt sind. Der horizontale Spaltenabstand betragt ca. 21,1 um.

B =

1

Abbildung 4.20: Strukturierter Mikrokanal fiir die dielektrophore-
tischen Messungen
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Das Bild besteht aus einer Fotomontage zweier elektronenmikroskopi-
scher Aufnahmen. Die Zu- und Ableitungskanéile sind angedeutet einge-
zeichnet. Die Strukturierung wird nach jeder 20. Strukturspalte durch
eine weggelassene Spalte unterbrochen. Die Kanéle mit den Zahlen 1,2,3
und 4 enden wie in Abb. 3.7 jeweils an unterschiedlichen Reservoirs. Die
Kanile 1,2 und 3,4 sind 100 ym bzw. 90 pm breit.

Die isolierenden Pfostenstrukturen fithren dazu, dass das elektrische Feld
inhomogen wird. Die Berechnung des elektrischen Felds E erfolgt ana-
log zu Kapitel 4.2.2. Um die Kraftverteilung der dielektrophoretischen
Fallen qualitativ zu verstehen, wird VE? fiir die aus dem Experiment
verwendete Struktur berechnet [D12]. Dabei ist das elektrische Wechsel-
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— e

—_pmle
e g —

Abbildung 4.21: Vergrofserung des strukturierten Mikrokanals

Vergroferter Ausschnitt der 6 um hohen Struktur aus Abb. 4.20. Die
Abmafe der Strukturierung und Durchginge sind: a = 2,2 pm; b =
7,4 um; c=2,3 pm; d=21,1 um.

feld parallel zur horizontalen Achse. Der rechte Teil der Abb. 4.22 b)
zeigt schematisch den V E2-Anteil der Kraft fiir eine dielektrophoretische
Falle. An den Ecken der Pfosten befinden sich die Bereiche, an denen das
elektrische Feld am inhomogensten ist. Der linke Teil der Abbildung a)
zeigt eine fluoreszenmikroskopische Aufnahme dielektrophoretisch gefan-
gener A-DNA. Der Vergleich der beiden Bilder zeigt, dass fiir den Fall der
deformierbaren DNA die dielektrophoretische Falle mit den vier Punkten
hochster Kraft genaugenommmen aus zwei dielektrophoretischen Fallen
besteht. Dabei bilden jeweils zwei fokussierende Bereiche parallel zum
elektrischen Feld fiir DNA eine Falle aus.

Im Gegensatz zu iiblichen Elektropherogrammen, die im Durchfluss auf-
genommen werden, werden die DNA-Molekiile bei dieser Methode kom-
plett gefangen. Die Messmethode fiir die dielektrophoretische Separation
ist in Kapitel 3.4.6 bereits beschrieben worden und soll an dieser Stelle
nochmal kurz zusammengefasst werden.

Fiir die Separation wird die DNA-Losung mit der pinched-injektion-
Methode in den Separationskanal einer Kreuzungsstruktur injiziert. Fiir
die elektrophoretische Migration der DNA wird einer Wechselspannung
U,c eine Gleichspannung Uy iiberlagert. Nach der Zeit 7 wird die Am-
plitude der Wechselspannung um jeweils U,,. erhoht, bis das Ende der
Rampe bei U, = U.,q erreicht ist. Danach wird die Amplitude der
Spannung auf 420 V eingestellt und Uy ausgeschaltet, sodass alle DNA-
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4 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 4.22: Dielektrophoretisches Kraftfeld [D12]

Das linke Bild a) zeigt dielektrophoretisch gefangene A\-DNA. Wegen
der Deformierbarkeit der DNA kénnen sie sich symmetrisch um die
Pfosten legen. Die rechte Seite b) der Abbildung zeigt qualitativ die
rdumliche Verteilung der dielektrophoretischen Krifte. Die Pfeile geben
die Richtung der Kraft an, die ein Dipol spiiren wiirde.

Molekiile gefangen werden. Im Anschluss daran fihrt der Schrittmotor
des xy-Tisches mit einer konstanten Geschwindigkeit v den strukturier-
ten Bereich an der CCD-Kamera vorbei. Diese Messmethode hat gegen-
iiber der Durchflussmethode den Vorteil, dass sich wegen der geringeren
Laufstrecken keine zusétzlichen Verbreiterungen der Peaks ergeben.

Die fiir die dielektrophoretische Separation verwendete Mikrostrukturie-
rung wurde urspriinglich fiir Elektropherogramme im Durchfluss opti-
miert, d.h. das o.g. Fehlen jeder 21. Pfostenspalte sollte urspriinglich als
Detektionsfenster dienen. Lauft die CCD-Kamera iiber diesen Bereich, so
bricht das Intensitétssignal infolge von nicht vorhandener DNA ein und
ergibt ein Artefakt. Durch das sogenannte Binning, d.h. Zusammenfas-
sen von mehreren Messpunkten, verliert man zwar einige Informationen,
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doch die Artefakte kdnnen geglittet werden, ohne die Aussagekraft zu
schwéchen. Dem Binning entspricht eine Mittelwertbildung der zusam-
mengefassten Messpunkte.

Auftrennung von \- und 72-DNA

Eine dielektrophoretische Separation von A- und T2-DNA, angedeutet
durch die blauen Gauss-Fits, ist in der Abb. 4.23 gezeigt. Das Inset der
Abb. 4.23 zeigt den Rampenverlauf der Spannung bzw. den Verlauf der
dielektrophoretischen Fallenstirke mit der Zeit. Die Zeitachse kann wie
zuvor bereits erwdhnt ab dem Zeitpunkt, an dem die xy-Stage in Rich-
tung Kanalkreuzung gefahren wird, unter Verwendung von = = vt in
eine Ortsskala umgewandelt werden, wobei v = 10um/s die Geschwin-
digkeit des Schrittmotors der xy-Stage ist. Dadurch ist eine eindeutige
Zuordnung der Position moglich, bei der die verschiedenen DNA-Typen
gefangen werden. Eine eindeutige Zuordnung beziiglich der Feld- bzw.
Fallenstirke zum Zeitpunkt des Fangens ist jedoch nicht moéglich, da die
Geschwindigkeit der DNA nichtlinear von der Fallenstirke abhéngig ist.
Starke Scherkrifte bei der Préparation bzw. beim Pipettieren der T2-
DNA konnen zu Strangbriichen fiihren, die sich durch den stark ver-
rauschten Untergrund der Abb. 4.23 bemerkbar machen. Zusétzlich
bewirkt eine hohe Konzentration von DNA, dass sich mehrere DNA-
Molekiile sehr nahe kommen kénnen und sich miteinander verkniueln.
Dadurch kann sich das Kn&uel aus mehreren DNA-Molekiilen effektiv
wie ein einzelnes langeres Molekiil verhalten, wodurch sich die Polarisier-
barkeit veréndert. Beispielsweise ist es méglich, dass die Polarisierbarkeit
von mehreren A-DNA-Molekiilen in etwa der eines T2-DNA-Molekiils ent-
spricht.

In Abb. 4.24 sind die separat gemessenen Elektropherogramme von A-
und T2-DNA gezeigt. Die lingere T2-DNA ist wie erwartet aufgrund ih-
rer Grofse leichter polarisierbar, wodurch sie gleich nach der Injektion
in den Separationskanal gefangen wird. Die kiirzere A-DNA kann wegen
ihrer geringeren Polarisierbarkeit weiter laufen, bis die Spannungsram-
pe den Wert erreicht, bei der die Kraft ausreichend ist, um auch die
A-DNA 7u fangen. Vergleicht man die Positionen der beiden Peaks der
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Dielektrophoretische Auftrennung von A-T2-DNA
Mischung aus A-DNA (2 uM [bp]) und T2-DNA (1 puM [bp]), O =-12V, v = 60 Hz
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Abbildung 4.23: Dielektrophoretische Separation von A- und 7°2-
DNA

Die Abbildung zeigt die dielektrophoretische Separation von A- und
T2-DNA nach einem 4fach-Binning. Das Inset zeigt die Originalda-
ten. Fiir die Rampe wird die Spannung alle 1 = 3 sek beginnend bei
Usc = Ustare = 150 V um Ui, = 0,6 V inkrementiert bzw. erhoht.
Danach wird die Rampe bei Uxc = U..a = 189 V angehalten bzw. die
Amplituden der Spannung auf U = 420 V eingestellt, Upc ausgeschal-
tet und der strukturierte Bereich mit dem Schrittmotor mit einer Ge-
schwindigkeit von v abgefahren. Die x-Achse des Elektrophoerogramms
wird anschlieflend mittels © = vt in eine Ortsskala umgewandelt und
einem 4x-Binning unterworfen.

Abbildungen 4.23 und 4.24, so sind die Fangpositionen der A-DNA leicht
versetzt. Dieses kann auf einen Alterungseffekt des Mikrofluidikchip zu-
riickgefiihrt werden, da die separaten Messungen der A\- und T2-DNA
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Dielektropherogramm
A-DNA (1 pM [bp]) und T2-DNA (1.7 uM [bp]); O =-12V, v =60 Hz
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Abbildung 4.24: Dielektropherogramme von A- und T2-DNA

Die Separat gemessenen Dielektropherogramme von A- und T2-DNA
erméglichen die Identifizierung der in Abb. 4.23 gezeigten Auftrennung.
Der linke Peak entspricht der T2-DNA und der rechte Peak der A-DNA.

nach griindlicher Reinigung in demselben Kanal durchgefiihrt wurden.
Fiir die A-T2-DNA-Mischung wurde ein neuer Kanal verwendet. Der Ver-
satz des A-Peaks kann zudem durch einen zusétzlichen Spannungsabfall
erzeugt worden sein, der durch die gefangene T2-DNA verursacht wurde.
Ebenfalls konnen kleine Unterschiede in den Fiillhthen der Reservoirs zu
geringen Drifts und damit zu Verschiebungen der Elektropherogramme
fiihren.
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Auftrennung von Plasmid-DNA

Die Auftrennung von DNA-Molekiilen unterschiedlicher Lénge spielt
in den Lebenswissenschaften eine wichtige Rolle. Neben der ,norma-
len DNA spielen Plasmide seit ihrer Entdeckung fiir therapeutische Me-
dikationen oder als vorbeugende Mafsnahme zur Vakzination eine immer
grofere Bedeutung in der Medizin [120]. Bei der Produktion bzw. Kulti-
vierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkolonien (beispielsweise Esche-
richia coli) erhdlt man nicht nur die therapeutisch wirksame Variante
covalently-closed-circle (ccc), sondern auch die weniger und nicht-aktiven
open-circle (oc) und linearen Molekiile. Die drei verschiedenen Konforma-
tionen sind in der Abbildung 4.25 schematisch dargestellt und kdnnen da-
bei nicht nur als Monomere, sondern auch als Multimere vorkommen [9].

Monomere Dimere

linear gﬁzo d@

ca O

cce A @

Abbildung 4.25: Plasmid-DNA Konformationen

Die verschiedenen Plasmid-DNA Konformationen und ihre entspre-
chenden Dimere sind schematisch dargestellt. Hierbei stehen (ccc) fiir
covalently-closed-circle und (oc) fiir open-circle.

In der Abbildung 4.26 ist eine AFM-Aufnahme von Plasmid-DNA ver-
schiedener Konformationen zu sehen. Da nicht alle Konformationen ei-
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ne erfolgreiche Therapie versprechen, muss das Plasmid-DNA-Gemisch
vor der Auslieferung und Anwendung noch aufgetrennt bzw. aufgereinigt
und einer Qualitétskontrolle unterzogen werden. Die Standardmethoden
zur Auftrennung von Plasmid-DNA sind die Platten- und Kapillargel-
elektrophorese. Aufgrund der speziellen Konformationen unterscheiden
sich die Migrationseigenschaften von Plasmid-DNA deutlich von ,norma-
ler* DNA.

2.0 nm

1.0 nm

0.0 nm

Abbildung 4.26: Rasterkraftmikroskopische Aufnahme von DNA

Die rasterkraftmikroskopische Aufnahme zeigt verschiedene Koforma-
tionen von Plasmid-DNA. Oben im Bild befindet sich ein lang gestreck-
tes Molekiil, unten rechts ein (ccc-Monomer) superspiralisiertes DNA-
Molekiil. Die Konformation der DNA-Molekiile links unten (zirkulir)
und dariiber (ccc-Dimer) oben sind nicht eindeutig zu erkennen.

Mischung aus 7 kbp ccc-Monomeren und -Dimeren Die Abb. 4.27
zeigt die Auftrennung einer 7 kbp langen ccc-Monomer (90%) und -Dimer
(10%) Plasmid-DNA bei verschiedenen Parametern. Die durchgezogenen
Linien zeigen jeweils die Fits zweier Gauss-Kurven. Obwohl der untere
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Versuch in einer deutlich kiirzeren Zeit t = Yend—Ustare .+ dqurchgefiihrt

worden ist, kénnen diese zwei Peaks nach dem ﬁayleigh—Kriterium als
aufgelost betrachtet werden. Die zwei kleinen Einbriiche in den linken
Peaks der beiden Versuche deuten darauf hin, dass die CCD-Kamera
iber einen Bereich gefahren ist, in dem die 21. Struktursdule weggelas-
sen wurde. Das Fehlen von DNA in diesem Bereich fiihrt kurzzeitig zu
einem Einbruch im Intensitétssignal.

Dielektrophoretische Auftrennung von Plasmid-DNA
7 kbp ccc-Monomere (90 %) und -Dimere (10 %); 2,5 uM [bp]; O =-12V; v = 60 Hz

[— Upc=120V-240V,1=6V,1=105]

=
— 2,0x10

o
=)

= 1,4x10
® 1,2x10

1%}
2

<

S 1,0x10
= 8,010
£ 6,0x10
T 4,0x10
=

= 2,0x10

U,.=168V-240V,1=6V,1=15s 7 kbp

G-

o

14 kbp

o o

1000 2000 3000
Position [um]

S R N R RN AR RN N AR RS RN RARN AR RRRN AR

o
=)
oy
Q
S

Abbildung 4.27: Auftrennung von 7 kbp und 14 kbp Plasmid-DNA

Die Abbildungen zeigen die nicht optimierte Auftrennung einer 7 kbp
langen ccc-Monomer und ccc-Dimer Plasmid-DNA Probe. Die verbes-
serten Parameter der Spannungsrampe sorgen fiir eine kiirzere Separa-
tionszeit und bessere Auftrennung.

Die Optimierung der Trennparameter filhrt wie in Abb. 4.28 eingesetzt
zu einer Basislinien aufgelosten Trennung. Wesentlich fiir die Auftren-
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nungseffizienz bzw. Auflésung ist nicht die Auftrennungszeit ¢, sondern
die Gesamtwahl der Parameter. Wird das Inkrement U,,. geniigend klein
gewdhlt, so liefe sich die Auflésung prinzipiell durch Erhéhen von 7 be-
liebig steigern. Das Inkrement U,,. muss dabei so gewihlt werden, dass
bei der sukzessiven Erhohung der Spannung bzw. Feldstirke immer nur
jeweils eine weitere DNA-Sorte gefangen wird und die restlichen DNA-
Sorten weiter migrieren kdnnen.

Dielektrophoretische Auftrennung von Plasmid-DNA
7 kbp ccc-Monomere (90 %) und -Dimere (10 %); 2,5 uM [bp]; O =-12V; v = 60 Hz
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Abbildung 4.28: Basislinien aufgeléste Separation von 7 kbp und

14 kbp Plasmid-DNA

Mit optimierten Rampen-Parametern lassen sich die ccc-Monomere
sehr gut von den ccc-Dimeren Basislinien aufgelGst separieren.

Mit den aus den Dielektropherogrammen gewonnenen Intensititen ldsst
sich das Verhéltnis der ccc-Monomere und -Dimere der 7 kbp langen
Plasmid-DNA Probe bestimmen. Das Verhéltnis der beiden Konforma-
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tionen ist vom Hersteller mit 90% ccc-Monomer und 10% cce-Dimer (9:1)
angegeben. Die doppelte Lénge des Dimers gegeniiber dem Monomer
fithrt zu einem Korrekturfaktor von 1/2 fiir die Flache des Dimer-Peaks
und es ergibt sich ein prozentualer Anteil von (12,6 + 2, 7)%. Das so kor-
rigierte Verhéltnis von 1,3 : 8,7 stimmt innerhalb des Fehlers mit den
Herstellerangaben gut iiberein.

Mischung aus 7 kbp ccc-Monomeren und -Dimeren + 21 kbp (linear,
oc, ccc)-Monomeren und -Dimeren Die Hinzugabe von 21 kbp und 42
kbp langer Plasmid-DNA zu den linearen-, oc-, und ccc-Konformationen
fiilhrt, wie in Abb. 4.29 gezeigt, zu einem weiteren Peak. Trotz der ge-
ringeren Spannungsamplitude zu Beginn der Messung wurden alle neu
hinzugegeben langeren Plasmide in einem einzigen Peak gefangen.

Die Ergebnisse der weiteren Verringerung der Anfangsspannungen sind in
Abb. 4.30 gezeigt. Der grofe Rampenbereich und die verkiirzte Zeit pro
Inkrement fiihren zu einer nicht ganz Basislinien aufgelsten Trennung
der 7 kbp und 14 kbp langen ccc-Plasmide. Zusétzlich sind jetzt mehrere
,Peaks bzw. Muster in beiden Elektropherogrammen wiederzuerkennen.
Die benutzte Konzentration der 21 kbp und 42 kbp langen Plasmid-DNA
ist hier zu jedoch gering, um genauere Aussagen zu treffen.

Mischung aus 21 kbp (linear, oc-, ccc)-Monomeren und -Dimeren
Die Separation der 21 kbp und 42 kbp langen Plasmid-DNA mit ihren
drei Konformationen ist in Abb. 4.31 gezeigt. Die verwendete Konzen-
tration ist so eingestellt, dass die Peaks deutlich zu erkennen sind. Die
beiden Messungen wurden mit leicht verdnderten Rampenparametern
durchgefiihrt, um die Positionen, an denen die Plasmide gefangen
werden, zu verschieben. Dadurch kann sichergestellt werden, dass das
Absinken der Fluoreszenz nicht durch o.g. Artefakte hervorgerufen wird.
Die beiden Kurven der Abb. 4.31 sind im Vergleich zur Abb. 4.30 trotz
gleicher Rampenparameter nach links verschoben. Die Erklarung dafiir
ist analog zu Kapitel 4.3.2.

Aus dem letzten Abschnitt ist bekannt, dass die ldngeren Dimere
aufgrund ihres grofseren Gyrationsradius frither gefangen werden als die
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Dielektrophoretische Auftrennung von Plasmid-DNA

7 kbp (ccc-Monomere und -Dimere; 2,0 uM [bp]); O=-12V +
21 kbp (Monomere + Dimere; linear-oc-ccc; 0,2 uM [bp]); v = 60 Hz
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Abbildung 4.29: Separation einer Plasmid-DNA Mischung

Die Probe enthélt 7 kbp und 14 kbp ccc-Plasmide und zusétzlich noch
21 kbp Plasmide in linearer, oc- und ccc-Form als Monomere und Di-
mere. Die mit 21 kbp lingeren Molekiile werden sofort nach der Injek-
tion gefangen. Die einzelnen Konformationen sind nicht voneinander
getrennt.

Monomere. Die Zuordnung der Peaks zu den entsprechenden Plasmiden
ist hier jedoch nicht zwingend, da der Gyrationsradius bei der Plasmid-
DNA nicht nur von der Liange des Molekiils abhéngig ist, sondern auch
von der Konformation. Nach der Juztaposition- Theorie [121, 122] ist der
Gyrationsradius der oc-Konformation eines Molekiils gréfser als die der
linearen und ccc-Form. Es ist daher moglich, dass der Gyrationsradius
des ccc-Dimers kleiner ist als der Gyrationsradius des oc-Monomers
(vgl. Abb. 4.25). Zudem ist die Polarisierbarkeit und letztendlich die auf
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Dielektrophoretische Auftrennung von Plasmid-DNA

7 kbp (ccc-Monomere und -Dimere; 2,0 uM [bp]); O=-12V +
21 kbp (Monomere + Dimere; linear-oc-ccc; 0,2 UM [bp]); v = 60 Hz
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Abbildung 4.30: Separation einer Plasmid-DNA Mischung

Die Spannungsrampe beginnt bei einem niedrigeren Wert. Dadurch wer-
den die 21 kbp langen DNA-Plasmide nicht sofort in den dielektrischen
Fallen gefangen. Wird der Anfangswert der Rampe leicht erhéht, so
werden die Molekiile friiher gefangen und die Peaks wandern im Di-
elektropherogramm nach links.

ein DNA-Molekiil wirkende Kraft nicht nur von der Grofe bzw. Lénge
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Dielektrophoretische Auftrennung von Plasmid-DNA
21 kbp Monomere + Dimere (linear-oc-ccc); 5,0 uM [bp]; O = -12V; v = 60 Hz
1,2x10° T T T T T T T T

ary 6
3 100 F[— U, =108V -240V,1=6V,T=105|

) 5
€ 8,0x10
=

8

5
<. 6,0x10
g

B 4,0x10°
5]

E 2,0x10°
0,0 P

| S
LA T L B B B

ary 6
5 1010 ’ U,c=120V-240V,1=6V,1=10s

) 5
€ 8,0x10
=

8

5
<. 6,0x10
¥

7 4,0x10°
5]

E 2,0x10°

ooVt v v v b v e A L e e
' 1000 2000 3000
Position [pm]

o
B
Q
]

Abbildung 4.31: Separation von 21 kbp langer Plasmide

Die Abbildung zeigt die Separation der Plasmid-DNA-Mischung aus
21 kbp (linear, oc-, ccc)-Monomeren und -Dimeren. Eine genauere Zu-
ordnung der einzelnen Peaks zu den Konformationen ist aufgrund der
unbekannten Probenzusammensetzung nicht méglich — ndheres im
Text.

der DNA abhéngig, sondern auch von der Subunit bzw. Untereinheit
(s. Kapitel 2.4.2). Eine genaue Zuordnung der Peaks zu den Lingen und
Konformationen ist daher nicht mdoglich.

Vergleich mit dem Stand der Forschung

In den vorangegangenen Abschnitten konnte die Dielektrophorese erst-
mals filir die Separation von DNA-Molekiilen erfolgreich gezeigt werden.

83



4 Ergebnisse und Diskussion

Zudem kann insgesamt gefolgert werden, dass die dielektrophoretischen
Auftrennungen sowohl mit verdnderten Parametern als auch die Stabilitét
von Mikrochip zu Mikrochip sehr gut reproduzierbar sind. Die Analyse-
zeit der Messungen setzten sich aus der Separations- und Detektionsszeit
zusammen, wobei die Detektionszeit durch schnelleres Verfahren des xy-
Tisches verkiirzt werden kann. Betrachtet man nur die Separationszeit, so
wurden alle Separationen innerhalb von nur 200 — 225 Sekunden durch-
gefiihrt.
Neben der oben erwihnten langenabhéingigen Polarisierbarkeit und Kraft
spielt ein weiterer Mechanismus (s. Abb. 4.32) fiir die dielektrophoretische
Separation eine wesentliche Rolle. Die theoretischen Grundlagen zu die-
sem Fallenmechanismus gehen auf eine Arbeit von Ajdari und Prost zu-
riick [5]. Das inhomogene elektrische Feld, welches durch die isolierenden
Pfostenstrukturen erzeugt wird, fithrt zu dielektrophoretischen Fallen. In
der Potenzial-Landschaft entspricht die Falle einer Potenzialmulde mit ei-
ner Tiefe von A¢. Das Gefille des Potenzialverlaufs —qFnc = —qUpc/d
(d-Abstand zwischen den Elektroden) entspricht der zusétzlich anliegen-
denen Gleichspannung Upc. Die Erhéhung der Amplitude der Wechsel-
spannung in einer Rampe fiihrt dazu, dass die Potenzialmulden mit der
Zeit, immer tiefer werden. Ist die Potenzialmulde tief genug, so werden
die DNA-Molekiile gefangen und kénnen nur mit Hilfe der zusétzlichen
thermischen Energie kT aus der Potenzialmulde per Diffusion entwei-
chen. Folglich werden kiirzere DNA-Molekiile zusétzlich zur geringeren
Polarisierbarkeit aufgrund ihrer héheren Diffusionskonstante erst bei ho-
heren Fallenstérken gefangen.
Die Dielektrophorese als neue Methode zur Separation von Molekiilen
kann also sowohl Molekiile nach Diffusionskoeffizienten als auch nach Po-
larisierbarkeit trennen. Interessant ist noch die Trennung nach den ver-
schiedenen Konformationen der Plasmid-DNA, die bisher aber nur aus
der Abbildung 4.31 gedeutet werden kann.
Zum Schluss soll die erzielte Auflésung R dieser neuen Separationsme-
thode mit anderen Methoden verglichen werden. Die Auflésung R l4sst
sich mit

To — I

R= st (4.2)
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4.3 Neue Separationsmechanismen in AC-Feldern

Diffusion

hi

Lo
X

Abbildung 4.32: Potenzialverlauf in dem verwendeten Mikro-
fluidik-System mit dielektrophoretischen Fallen

Gezeigt ist der Potenzialverlauf in dem verwendeten Mikrofluidik-
System. Die dielektrophoretischen Fallen entsprechen den Potenzial-
fallen mit einer Tiefe von A¢. Die Spannungsrampe verursacht eine
stiarker werdende Kraft, was durch tiefere Potenzialmulden angedeutet
ist. Nach der Zeit T wird die Spannung wie zuvor beschrieben erhéht.
Das Molekiil benétigt die Energie E > AW de)dF, um nicht in
der Falle gefangen zu werden. Ist E < AW, so kann dass Molekiil mit
zusétzlicher Hilfe der Diffusion bzw. der thermischen Energie kgT der
Falle entgehen.

berechnen. Dabei sind z; und o; die Positionen der Peaks bzw. die
Standardabweichungen der Peakbreiten. Fiir die Separation der \-/T'2-
DNA-Mischung (48,5 kbp bzw. 164 kbp) ergibt sich eine Auflosung von
R = 2,95 bei einer Separationszeit von ca. 200 Sekunden. Dieses ist im
Vergleich zu dem Ergebnis von Minc et al., die von einer Auflésung von
R = 2,16 fiir die Separation einer A\- und T4-DNA-Mischung in einem
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4 Ergebnisse und Diskussion

Array aus magnetischen Kugeln in 150 Sekunden berichten, eine deut-
liche Verbesserung der Auflésung [123]. Han und Craighead konnten ei-
ne DNA-Mischung aus 37,9 kbp und 167 kbp langen DNA-Molekiilen in
entropischen Fallen innerhalb von 15 Minuten separieren [124]. Die er-
reichte Auflésung ist mit R = 1,95 angegeben.

Die Auflésung fiir die 7 kbp und 14 kbp langen ccc-Plasmid-DNA be-
trigt R = 1,93 und ist damit kleiner als bei der Separation der \/7T2-
Mischung. Trotz der geringeren Auflosung ist die Basislinien aufgelGste
Trennung in nur 210 Sekunden bemerkenswert. Plasmid-DNA-Losungen
werden iiblicherweise mit der Kapillargelelektrophorese in Agarose auf-
getrennt [7, 9]. Die dort bendtigte Separationszeit ist mit etwa 20 — 40
Minuten sehr lang.

Der signifikant grofite Vorteil der Dielektrophorese gegeniiber anderen
Methoden ist die Fahigkeit, extrem diinne und kaum nachweisbare Lo-
sungen gezielt aufkonzentrieren zu kénnen. Die Auflésung ldsst sich wie
oben bereits beschrieben (s. Kapitel 4.3.2) fiir die Dielektrophorese durch
Erhohen von 7 quasi beliebig steigern und ist daher nur bedingt aussa-
gekriftig. Die Verringerung des Spaltenabstands zwischen den Pfosten-
struktren und die damit verbundene Erhéhung der Anzahl an dielek-
trophoretischen Fallen wiirde zu einer weiteren Verringerung von ¢ und
damit Erhohung der Auflésung fiihren.
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5 Zusammenfassung &
Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue Separationsmethoden fiir
lange Nukleinsdureketten sowie fiir ein Modellsystem in Form von
Mikro-Kugeln in Mikrofluidik-Kanélen entwickelt. Als Material fiir die
Mikrofluidik-Kanéle ist Poly(dimethylsiloxan) (PDMS) verwendet wor-
den, da sich neben der Biokompatibilitit die Analysesysteme einfach
und kostengiinstig herstellen lassen. Die geringe Permebilitit von PDMS
fiir Wasser fiihrte in den Mikro-Kanilen zu unerwiinschten Stromungen.
Durch Sattigung des PDMS mit Wasser aus einem zweiten Kanal, der
sich oberhalb des eigentlichen Trennkanals befindet, konnte der Effekt
erfolgreich vermindert werden.

Fiir die Untersuchung neuer Separationsmechanismen ist ein detaillier-
tes und fundiertes Verstdndnis der Migrationsmechanismen von grofter
Bedeutung. Die hier entwickelten Mechanismen basieren auf der Mi-
krostrukturierung, die im Gegensatz zur Erzeugung kiinstlicher Gelstruk-
turen oder Sieben mittels Nanostrukturierung einfacher zu handhaben
ist. Es konnte gezeigt werden, dass bereits ein einfaches Strukturierungs-
design, bestehend aus alternierend schmalen und breiten Bereichen, ein
unerwartetes bistabiles Migrationsverhalten fiir DNA hervorbringt. In ei-
nem solchen strukturierten Mikrofluidik-Kanal konnten A- und 72-DNA-
Molekiile durch Anpassung der Kanalgeometrie separiert werden.

Die vielseitigen und variablen Moglichkeiten des Strukturierungdesigns
gestatten in Verbindung mit elektrischen Wechselfeldern die Entwick-
lung neuer und paradoxer Migrationskonzepte. Dazu gehoren die Dielek-
trophorese und die Absolut Negative Mobilitdt. Bei der Dielektrophorese
wird der DNA durch ein alternierendes elektrisches Feld ein Dipolmoment
induziert. Dieser Dipol wechselwirkt mit dem rdumlich inhomogenen elek-
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5 Zusammenfassung & Ausblick

trischen Feld, das mittels einer geeigneten geometrischen Strukturierung
erzeugt wurde. Damit ergibt sich die Moglichkeit, DNA-Molekiile ohne
Hilfe einer mechanischen Vorrichtung energetisch zu fangen. Seit linge-
rem existieren sowohl theoretische Konzepte zur dielektrophoretischen
DNA-Separation wie auch erste experimentelle Anhaltspunkte zur lan-
genabhéngigen DNA-Polarisierbarkeit. Von der Realisierung einer DNA-
Separation mittels Dielektrophorese ist bis zu diesem Zeitpunkt nicht
berichtet worden.

In dieser Arbeit ist es erstmalig gelungen, DNA-Molekiile dielektropho-
retisch zu trennen. Dazu wurde eine Mikrostrukturierung entwickelt,
in der innerhalb von 4 Minuten eine Separation von A und 7T2-DNA
(48,5 kbp bzw. 164 kbp) gelang. Des Weiteren konnten unterschiedlich
lange Plasmid-DNA-Molekiile einer Losung separiert werden, was mit
Standard-Methoden nur schwer zu erreichen ist. Daher ist diese erfolg-
reiche Separation aufgrund der grofen Bedeutung von Plasmid-DNA-
Molekiilen fiir die zukiinftige Verwendung als Biopharmazeutika insbe-
sondere hervorzuheben.

Als Separationsmechanismus wurden die grofenabhingige Polarisierbar-
keit der DNA sowie ein thermisches bzw. diffusives Entkommen der DNA-
Molekiile aus den dielektrophoretischen Fallen diskutiert. Erste Ergebnis-
se zeigen, dass gleich lange Plasmide unterschiedlicher Konformationen
separierbar sind. Die vollstidndige Aufklarung des Separationsmechanis-
mus und der Polarisierbarkeit von DNA bleibt den zukiinftigen Unter-
suchungen vorbehalten. Insgesamt hat sich die Dielektrophorese fiir die
Separation von DNA-Molekiilen als eine einfache und zuverlissige Me-
thode herausgestellt.

Die paradoxe Bewegung eines Teilchens entgegen einer nicht zu starken
duferen Kraft wird als Absolut Negative Mobilitdt bezeichnet. Dieser Ef-
fekt konnte erstmalig fiir makroskopische Objekte (Mikro-Kugeln) de-
monstriert werden. Die ANM zeigt eine sehr starke Abhingigkeit von
der Diffusionskonstante, was den zukiinftigen Einsatz fiir die Separation
von unterschiedlich grofsen Molekiilen mit unterschiedlicher Masse ermdg-
licht.

Zusammenfassend kénnen mit den aus dieser Arbeit hervorgegangenen
Resultaten die Lab-On-A-Chip Technologie um neue vielversprechende
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Ansiitze erweitert werden. Zum einen kénnen durch gezielte Ausnutzung
der Pervaporation neuartige Pumpen konstruiert werden, die ohne exter-
ne Energiequelle auskommen. Zum anderen bietet die Dielektrophorese
das grofse Potenzial, die Standardmethoden fiir die Auftrennung von Nu-
kleinsduren nicht nur zu ergénzen, sondern auch teilweise zu ersetzen.
Neben der schnellen Separierbarkeit ist ihre weitere Stérke die Fahigkeit
geringste Probenmengen fiir einen einfacheren Nachweis aufkonzentrieren
zu kénnen. Mit der Moglichkeit der Fokussierung lassen sich die erziel-
baren Auflésungen fiir die Separationen beliebig steigern. Dieses ist mit
einer geeigneten Strukturierung moglich, in der die separierten Analy-
ten anschliefend einzeln fokussiert werden. Die Erweiterung des ANM
Konzepts fiir die Trennung von Biomolekiilen, insbesondere der DNA,
ldsst sich mit Hilfe von dielektrophoretischen Fallen verwirklichen. Ein
entsprechendes Design fiir die Mikrostrukturierung wird derzeit in der
Arbeitsgruppe diskutiert und erarbeitet.
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