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1 Einleitung

Seit der weitestgehenden Entschliisselung des Genoms gilt das Interesse der Lebenswis-
senschaften der Proteomik. Speziell die Proteinanalytik spielt dabei eine entscheidene
Rolle. Die Erforschung dieses Gebiets erfordert Analysetechniken, die schnelle Informa-
tionen reproduzierbar, kostengiinstig und mit geringem Verbrauch an Probensubstan-
zen liefern [1]. Miniaturisierte Analyseeinheiten, auch unter dem Namen p-TAS (micro
total analysis system) bekannt, erfiillen diese Anforderungen [2]. Hierunter versteht man
Mikrochip-Systeme, auf denen Injektion, Analysebereich und Detektion integriert sind.
Aus der Miniaturisierung ergeben sich kurze Analysezeiten und die Verwendung geringer
Probenmengen. Zusétzlich tragen diese Aspekte neben der giinstigen Herstellung aus
Polymermaterialien zur Kostenersparnis bei. Die Entwicklung der Analysesysteme be-
gann bereits 1975 mit der Realisierung eines auf einem Siliziumwafer integrierten Gaschro-
matographen von Terry et al. [3]. Dieser Veroffentlichung wurde jedoch lange Zeit keine
Beachtung geschinkt. Erst 1990, mit den Veroffentlichungen von Manz et al. [4, 5], setz-
te die rasante Entwicklung auf diesem Gebiet ein. Die h&ufigste in solchen Systemen
integrierte Analysetechnik stellt die Kapillarelektrophorese dar, da elektrokinetische Ef-
fekte Transportmechanismen und die Kontrolle des Fliissigkeitsflusses ermdglichen [6].
Die erste Auftrennung auf einem Glasschip gelang Manz et al. 1992 mit der Trennung
von Fluorescein und Calcein innerhalb von 5min [7, 8]. Seitdem ist von vielen Auftren-
nungen in Mikrochips berichtet worden, dazu gehoren die Trennungen von Farbstoffen
[9-11] sowie fluoreszenzmarkierten Aminoséuren [11-13]. 1997 zeigten Colyer et al. [14]
eine Trennung von menschlichen Serumproteinen auf einem Chip, wobei die Fluores-
zenzmarkierung der Proteine nach der Auftrennung durchgefiihrt worden war.

In dieser Arbeit wurde der Aufbau der Fluoreszenzdetektion fiir ein Mikrokanalsystem
aus Polydimethylsiloxan realisiert sowie die Einfliisse von Puffersystemen und verschie-
denen Oberflichenbehandlungen der Mikrokanéle untersucht. Fiir die Optimierung der
Mikrochip-Elektrophorese wurden die Injektions- und Separationsspannungen an die
jeweiligen Systeme angepaft. Mit den so optimierten Parametern wurde eine Auftren-
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nung von Farbstoffen und fluoreszenzmarkierten Proteinen durchgefiihrt. Ein weiteres

Ziel dieser Arbeit beinhaltete die Detektion geringster Konzentrationen elektrokinetisch

injizierter Farbstoffe.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Elektrophorese

Unter Elektrophorese versteht man die Bewegung von lonen einer Elektrolytlosung in
einem elektrischen Feld. Die Migrationsrichtung der Teilchen ist abhédngig vom Vorzei-
chen ihrer Ladung. Die positiven Ionen bewegen sich beim Anlegen einer Spannung zur
Kathode, die negativen zur Anode. Unterschiedliche Nettoladungen und Gré8en bewir-
ken eine unterschiedliche Beweglichkeit der Ionen, so dafl eine Auftrennung der Ionen
unterschiedlicher Mobilitdt im elektrischen Feld ermdglicht wird.

Im elektrischen Feld erfihrt ein Ion eine beschleunigende Kraft F; entlang der Feldlinien:

— —

Fo = zeE (2.1)

z = Valenz des Ions

= Elementarladung

B e
Il

elektrische Feldstirke
Dieser Kraft entgegengesetzt wirkt die Reibungskraft F. auf das Ton.
F. = —fi,, (2.2)
f = Reibungskoeffizient
Uep = elektrophoretische Geschwindigkeit

Im Fall eines sphérischen Teilchens kann der Reibungskoeffizient durch f = 67nr ersetzt
werden (Stokes Gesetz), so daf sich fiir die Reibungskraft der folgende Ausdruck ergibt:

F. = 6mrni,, (2.3)
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n = Viskositéit

r = Stokes’scher Radius

Im Gleichgewicht bewegt sich das Teilchen mit der konstanten elektrophoretischen Ge-

schwindigkeit ), :
zelb
7. = 2.4
Vep 6mrn ( )

Normiert man die elektrophoretische Geschwindigkeit auf das elektrische Feld, so erhélt
man als Ausdruck fiir die Mobilitat fi, :

P
Hep = —= (2.5)
]
ze
= 2.6
6mrn (26)

Ein Zusammenhang zwischen der elektrophoretischen Mobilitdt und der Masse m ergibt

sich, wenn man den Stokes’schen Radius mit r = &322 ersetzt:
) 4pm

ze 4pm . .
Pep = 61 ( y 3—m> mit p = Dichte (2.7)

Die elektrophoretische Mobilitét ist eine charakteristische Gréfe fiir das betreffende Ion,
da sie von der Ladung des Teilchens und der Grofle abhéingt. Auch die Eigenschaften des
Trennmediums (Viskositét, pH-Wert, Konzentration, ...) beeinflussen die Beweglichkeit.
Zum Beispiel bewirkt die Wahl des pH-Wertes bei Proteinen eine Anderung der Netto-
ladung des Teilchens (siehe Kapitel 2.6).

Die Abbildung 2.1 veranschaulicht exemplarisch die Migration von Ionen im elektrischen
Feld. Fiir die Beschreibung der Teilchenbewegung ist vereinfacht angenommen worden,
daB es zu keiner Wechselwirkung zwischen den geladenen Teilchen und den lonen des
Elektrolyts kommt.
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b) =

—

E

Abbildung 2.1: Trennung durch Elektrophorese

Die negativen Ionen werden unter dem Einflufl eines elektrischen Feldes E zur An-
ode hin beschleunigt, die positiven zur Kathode. Aufgrund ihrer geringeren Masse
besitzen die kleineren Ionen eine héhere elektrophoretische Geschwindigkeit als die

grofieren.

2.2 Elektroosmotischer FluB3

Die von einem elektrischen Feld hervorgerufene Bewegung von Elektrolyten relativ zur
geladenen Oberfléiche bezeichnet man als elektroosmotischen Fluf (EOF). Dieses Phéno-
men ist in der Kapillar- und Mikrochip-Elektrophorese von grofler Bedeutung, seitdem
Jorgenson et al. 1981 den Nutzen des EOFs als Transportméglichkeit einer Ldsung,
d.h., ohne die Verwendung von Pumpen und Ventilen, demonstrierten [15-17]. In den
Anfingen der Kapillarelektrophorese hatte man sich noch bemiiht, den elektroosmoti-
schen Flufl zu unterbinden, da man in ihm den Grund fiir schlechtere Auflésung sah
[18].

Die Grofle und Richtung des resultierenden EOF's hingt vom Mikrochip Material bzw.
der Oberfliche sowie der Zusammensetzung der Elektrolytlosung ab. Die in dieser Ar-
beit verwendeten Mikrochips werden aus Polydimethylsiloxan und Glas hergestellt (siehe
Kapitel 2.3). Fiir beide Materialien kommt es bei Kontakt mit einer Elektrolytlosung zu
einer Tonisation der Silanolgruppen an der Oberfliche. Abhéngig vom pH-Wert der Elek-
trolytlsung ergeben sich positiv geladene SiOH;", neutrale SiO H oder negativ geladene
S107-Gruppen an der Kanalinnenwand des Mikrochips. Ab einem pH-Wert gréfier als 2
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liegt eine negative Oberflichenladung vor [18]. Die Ionen der Elektrolytlosung werden
elektrostatisch von dieser geladenen Oberfliche angezogen. Es bildet sich eine elektro-
chemische Doppelschicht aus. Abbildung 2.2 zeigt die Ladungsverteilung im Bereich der
Innenseite des Kanals. Die dargestellte Doppelschicht setzt sich nach dem Stern-Modell

@ @ o
e ® @
S @ o ©
c ® ©® ®
v ® &) ®
@ @
@ e P
@ @ @
Potential y 4 =
Oteml\;‘o ip b .
¢
7140 7141 Abst'jand von der Kanalwand ;(
Abbildung 2.2: Stern-Modell der Doppelschicht an einer geladenen
Grenzflache

Die durch Dissoziation der Silanolgruppen entstandenen negativen Oberflichenla-
dungen an der Mikrochipwand bewirken das Ausbilden einer Doppelschicht. Diese
Doppelschicht unterteilt sich in eine starre (a) und diffuse Schicht (b). In der starren
Schicht ergibt sich ein linearer Potentialabfall, in der diffusen ein exponentieller.

aus einer starren und einer diffusen Schicht zusammen. Die starre Schicht (a), direkt
an der Oberfliche, besteht aus den adsorbierten positiven Ionen der Elektrolytlosung,
die die negative Oberflichenladung auf der Losungsseite teilweise neutralisieren. Der re-
sultierende Potentialabfall ist linear. Die Dicke der Schicht liegt in der Gréflenordnung
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der adsorbierten Ionen. An die starre Schicht schliefit sich die diffuse Schicht (b) an. In
ihr kénnen sich die positiven Gegenionen thermisch bewegen. Das elektrische Potential
direkt an der Grenzfliche zwischen starrer Schicht und diffuser Schicht bezeichnet man
als (-Potential. Innerhalb der diffusen Schicht fillt das Potential exponentiell ab. Die
Doppelschicht besitzt abhéingig vom Elektrolyten und dessen Konzentration eine Breite
von wenigen nm (z.B. 3.04nm fiir eine 10mM symmetrische Losung [1Z7:1Z7]) [19].
Der Bereich (c¢) auflerhalb der Doppelschicht der Elektrolytlosung ist beinahe potenti-
alfrei.

Legt man ein elektrisches Feld parallel zur geladenen Oberfliche an, so bewegen sich die
positiven Ionen der diffusen Doppelschicht entlang der Feldlinien. Durch Impulsiiber-
tragungen in der laminar stromenden Fliissigkeit ergibt sich ein Flufl der gesamten
Lésung in Richtung der Kathode. Die Geschwindigkeit ¥,,; dieses Flusses ist proportio-
nal zur elektrischen Feldstirke E:

77eof = NeofE (28)

Die elektroosmotische Mobilitdt 1.,s ergibt sich als Proportionalitétsfaktor, fiir den sich
folgende Beziehung aufstellen 1a8t (Herleitung dieses Ausdruckes im Anhang A.1):
¢

Meof = — 2.9
= (2.9)

Die elektroosmotische Mobilitdt pe,; héngt demnach vom (-Potential, der Dielektri-
zitatskonstante ¢ und der Viskositdt n der Losung ab. Verdnderungen des pH-Wertes
und der Ionenkonzentration der Losung beeinflussen das (-Potential und somit auch die
elektroosmotische Mobilitét.

Eine Erhohung des pH-Wertes der Elektrolytlosung 148t die Anzahl der dissoziierten
Silanolmolekiile auf der Oberfliche ansteigen. Die Nettoladung vergrofert sich und in-
folgedessen das (-Potential. Verwendet man eine hohe Ionenkonzentration, so verringert
sich das (-Potential, da eine gréflere Anzahl von Gegenionen zum Ausgleich der negati-
ven Oberflichenladung zur Verfiigung steht.

Neben dem Fliissigkeitstransport hat der EOF den Vorteil, dafl er ein stempelformi-
ges Geschwindigkeitsprofil aufweist, da die elektroosmotische Geschwindigkeit bis auf
den Bereich der diffusen Schicht iiber den gesamten Querschnitt des Mikrokanals kon-
stant ist. Die mathemathische Formulierung dieses Zusammenhanges ist detaillierter im
Anhang A.1 dargestellt. Abbildung 2.3 zeigt das stempelférmige Profil des EOFs im
Vergleich zum parabelférmigen Profil des hydrodynamischen Flusses. Der Vorteil des
stempelférmigen Profils liegt in der geringen Dispersion der Probe. Die Gruppe um
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Abbildung 2.3:  Vergleich zweier verschiedener Stromungsprofile
(a) parabelférmiges Flufiprofil des hydrodynamischen Flusses; (b) stempelformiges

FluBprofil des elektroosmotischen Flusses

Locascio bestéitigte diese Aussage durch Visualisierung des elektroosmotischen und hy-

drodynamischen Flufiprofils mit ,,gecageten* Fluoreszenzfarbstoffen [20, 21].

Aufgrund der essentiellen Rolle des elektroosmotischen Flusses in der Mikrochip-Elektro-
phorese ist es wichtig, die elektroosmotische Mobilitdt von Pufferlésungen messen zu
konnen. Dazu existieren verschiedene Moglichkeiten, die im Folgenden kurz skizziert
werden.

Im Fall der Neutralmarker Methode basiert die Ermittlung von p.,r auf der Messung der
Migrationszeit eines ungeladenen Molekiils (Aceton, Benzol). Jenes wandert im elektri-
schen Feld auf Grund seiner Neutralitit direkt mit der elektroosmotischen Geschwindig-
keit. Ein Problem dieser Methode liegt in der mo6glichen Adsorption des Neutralmarkers
[22]. Langsame Mobilititen lassen sich durch eine Kombination der Neutralmarker Me-
thode mit einer druckgetriebenen Mobilisierung messen [23].

Bei einer anderen Methode wird der durch den elektroosmotischen Flufl verursachte
Fliissigkeitsmengenunterschied in einem der Pufferreservoirs mit Hilfe einer Waage re-
gistriert und dariiber die Mobilitdt bestimmt [24]. Der Nachteil dieser Methode liegt in
dem fiir die technische Umsetzung erforderlichen Aufwand.

Die in dieser Arbeit verwendete Methode von Huang et al. [25] beruht auf der Aufnah-
me der Stromkennlinie, wihrend eine Pufferlosung elektroosmotisch durch den Kanal
gepumpt, wird.

Zunidchst wird ein Mikrokanal per Kapillarkraft mit einer Pufferlésung der Konzen-
tration ¢q gefiillt. Anschlieflend wird eine Spannung an die Reservoirs angelegt und die
Stromkennlinie aufgenommen. Diese entspricht einer Horizontalen, da bei gleicher Ionen-
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konzentration (cp) im Kanal beim Anlegen einer Spannung der Strom konstant bleibt.
In Reservoir 1 wird nun die Pufferlosung gegen eine schwicher konzentrierte Losung
c1 = 0,9 ¢y ausgetauscht. Aufgrund der negativen Ladung der Mikrokanalwéande fiihrt
eine positive Spannung an Reservoir 1 zu einem elektroosmotischen Flufl Richtung Re-
servoir 2. Die schwicher konzentrierte Pufferlosung migriert daher unter Einflul des
elektrischen Feldes in den Kanal hinein und verdringt die hoher konzentrierte. Die Folge
ist eine Anderung des Gesamtwiderstands des Kanals. Dieses spiegelt sich im zeitlichen
Verlauf der Stromstérke als Abfall wieder (sieche Abb. 2.4). Ist der gesamte Kanal mit

der niedrigeren Pufferlésung c; gefiillt, bleibt die Stromstérke konstant.

] Pot 2
DRy
I A TTTTTTmmmmTmmmmTTT
CO>C1
c1
tO t1 t

Abbildung 2.4:  Schematische Darstellung der Stromkennlinien Methode

Bei gleicher Ionenkonzentration (cy) der Pufferlésung im Kanal bleibt beim Anlegen
einer Spannung der Strom konstant. Tauscht man in Reservoir 1 die Ionenkonzen-
tration gegen eine geringer konzentriertere ¢ aus, so sinkt der Strom, bis die Puf-
ferfliissigkeit elektroosmotisch das andere Reservoir erreicht hat. Die Stromstérke

bleibt dann unverdndert.

Das Zeitintervall At = t; — ¢, gibt die Zeit an, die bend6tigt wird, den gesamten Kanal
mit der Pufferlésung der Konzentration ¢; elektroosmotisch zu fiillen. Da die Lénge Lg
des Kanals und die angelegte Spannung U bekannt sind, kann die elektroosmotische
Mobilitét fieo; mit Hilfe der Beziehungen jieor = veor/E und ve,y = Lg /At bestimmt

werden zu:

2, U
_ it B = — 2.1
Heof UMt mit Tr (2.10)
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Ein Vergleich der Neutralmarker Methode mit der Stromkennlinien-Methode zeigt, dafl
es keine signifikanten Unterschiede gibt [25]. Aufgrund ihrer einfachen Ausfiihrung hat
sich letztere Methode speziell in der Mikrochip-Elektrophorese etabliert und wird von
vielen Gruppen verwendet [26-28].

2.3 Mikrochipherstellung

Fiir die Herstellung von Mikrochips sind zu Beginn Glas und Quarz als Material verwen-
det worden, da ein Grofiteil der Erfahrungen aus der Mikroelektronikindustrie beziiglich
Photolithographie und Atzen auf diese Materialien iibertragen werden konnten [8, 29].
Neben den optischen Eigenschaften dieser Mikrochips, die die Nutzung der Laser-indu-
zierten Fluoreszenz als Detektionsmethode erméglichen, konnten auch die aus der Ka-
pillarelektrophorese gewonnenen Kenntnisse zu den Oberflicheneigenschaften weitest-
gehend iibernommen werden [30]. Als nachteilig erwiesen sich die hohen Herstellungs-
kosten [30, 31]. Alternativ nutzt man daher auch Polymermaterialien zur Herstellung
von Mikrochips. Der Vorteil liegt in den geringen Fertigungskosten, die eine einmali-
ge Verwendung sowie die Massenproduktion ermoglichen [30, 31]. Fiir die Herstellung
existieren mittlerweile verschiedene Methoden: Laserablation [26], Spritzguf$ [32], Reli-
efprdgen [33] und Abformen [34, 35].

Bei der Laserablation werden die Mikrostrukturen in den Polymermaterialien durch lei-
stungsstarke Laser erzeugt, allerdings ist dieses Verfahren sehr kostspielig [26, 31]. Die
anderen drei Methoden unterscheiden sich nur in der Herstellungsart der Kopien vom
Master, der nach den herkémmlichen Photolithographie Methoden angefertigt wird [31].
Bei der Spritzgu-Methode wird das Polymer geschmolzen und in einer Kammer ge-
gen den Master gespritzt [31]. Im Fall des Reliefprigens werden das Polymer und der
prigende Master erhitzt und dann zusammengefiigt [31]. Fiir die Abform-Methode wird
das Polymer iiber den Master gegossen und ausgehirtet. Letztere ist die am einfach-
sten durchfiihrbare Methode, erfordert aber Herstellungszeiten im Bereich von Stunden,
wihrend die Spritzgufl-Methode und das Reliefprigen im Sekunden- bzw. Minuten-
Bereich liegen [31].

In dieser Arbeit ist die Abform-Methode verwendet worden. Als Polymer erweist sich
das Polydimethylsiloxan (PDMS) aufgrund seiner Eigenschaften als attraktives Ma-
terial fiir diese Zwecke [35-41]. Neben der chemischen Stabilitit (Temperaturbereich:
—55° bis 200°) und der einfachen Handhabung ist PDMS optisch transparent bis in
den UV-Bereich [6, 40]. PDMS ist dariiber hinaus chemisch inert, nicht toxisch und

10
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kostengiinstig, was den Einsatz in diesem Gebiet begiinstigt [6, 40].

PDMS besteht aus einem Siloxan-Oligomer und dem Vernetzer, welche nach Polymerisa-
tion das Elastomer bilden. Der Herstellungsprozefl der Mikrostrukturen ist schematisch
in Abbildung 2.5 dargestellt. In Teilbild (a) ist der Silizium-Masterwafer, der das inver-
tierte Relief der herzustellenden Mikrostruktur aufweist, zu sehen. Im néchsten Prozef3-
schritt (b) wird die PDMS-Mischung iiber den Wafer gegossen. Nach der Aushirtung
erfolgt die Ablosung des PDMS vom Masterwafer. Abbildungsausschnitt (c) zeigt die
abgeformte Mikrostruktur. Anschlielend werden Reservoirlécher am Ende eines jeden
Kanals in das PDMS gestanzt (d). Als Deckplatte zur VerschlieBung der Kanalstruktur
dienen Substrate wie Glas- bzw. Quarzobjekttriiger und PDMS (e). Uber die Reser-
voirlocher erfolgt die Fliissigkeitszufuhr zu den Kanilen sowie die elektrische Kontak-
tierung. Permanente Versieglung des Substrats mit dem PDMS wird durch Behandlung
mit reaktivem Sauerstoff erreicht. Fiir die Behandlung werden PDMS und Substrat UV-
Licht ausgesetzt. Dabei oxidieren die durch UV-Licht erzeugten Sauerstoffradikale die
-OSi(CHj3)20-Gruppen an der Oberfliiche des PDMS zu Silanolgruppen. Im Fall von
PDMS und Glas als Deckplattenmaterial geht man davon aus, dal beim Zusammenfiigen
kovalente Si-O-Si-Bindungen die irreversible Versiegelung zwischen den beiden Bestand-
teilen verursachen [35]. Zusétzlich reinigt die Behandlung die Oberfléchen.

Ohne Verwendung von reaktivem Sauerstoff konnen PDMS und Substrat wieder vonein-
ander getrennt werden, was die wiederholte Nutzung der Mikrostruktur ermdoglicht [35].
Der Nachteil besteht darin, dafl hdufig Lecks zwischen Substrat und PDMS auftreten.
Der enorme Vorteil der Sauerstoffbehandlung von PDMS ist die Bildung einer hydrophi-
len Oberfliche, welche das einfache Fiillen der Kanile mit Fliissigkeit ermoglicht. Des
weiteren tragen die durch Oxidation entstandenen Silanolgruppen zu einer Verstirkung
des elektroosmotischen Flusses bei (Kapitel 2.2) [27].

Diese Eigenschaften und die kostengiinstige Herstellung der PDMS Kanalsysteme férdern
die Etablierung von PDMS gegeniiber Glas als Material [9, 27, 34, 35]. Neben dem
Einsatz von PDMS in der Mikrochip-Elektrophorese wird das Elastomer auch zur Her-
stellung von Mikrofluidik-Netzwerken (uF N) eingesetzt [41]. Eine weitere Anwendung
findet PDMS in der Softlithographie, z.B. beim Mikrokontakt-Drucken (uCP) [42] oder
beim Mikroformen in Kapillaren (MIMIC) [43].

11
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Abbildung 2.5:  Einzelne Prozefischritte der Mikrokanalherstellung

(a) Silizium-Wafer mit dem invertierten Relief; (b) mit PDMS iibergossene Mikro-
kanalvorlage; (c) vom Master abgeformte PDMS Mikrokanalstruktur; (d) PDMS
Mikrokanalsystem mit den gestanzten Reservoirléchern; (e) PDMS Mikrochip, be-
stehend aus dem PDMS Mikrokanal und dem Glasobjekttrager
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2.4 Mikrochip-Elektrophorese

Bei der Mikrochip-Elektrophorese handelt es sich um eine hiufig verwendete Trennme-
thode [10, 44], da sie neben ihrer leichten Handhabung das Potential zur Weiterent-
wicklung in Richtung miniaturisierter chemischer Analyseeinheiten (u-7TAS) aufweist
[2, 6, 8, 31]. Die Trennmethode basiert auf den unterschiedlichen Mobilitdten der zu
untersuchenden Analyten.

Fiir die Mikrochip-Elektrophorese wird die Mikrostruktur mit einer einheitlichen Elek-
trolytlosung gefiillt. Diese gewihrleistet den Stromtransport in den Kanélen. Unter dem
Einflu} eines elektrischen Feldes tritt in den Mikrokanilen neben der Migration der
Ionen eine Bewegung der fliissigen Phase auf. In der Regel iiberwiegt der elektroosmo-
tische Effekt den elektrophoretischen, so dafy die Trennung von neutralen Teilchen und
Ionen unterschiedlicher Ladung ermdoglicht wird. Die effektive Gesamtgeschwindigkeit
¥ der Analyt-Ionen ergibt sich somit aus der Summe der elektrophoretischen %, und

elektroosmotischen Geschwindigkeit v,:

U = Veof T Uep

= (,ueof + MCP)E (2'11)

In Abbildung 2.6 ist dieser Zusammenhang dargestellt. Aufgrund der negativen Ober-
flachenladungen der Mikrokanalwénde bewirkt das Anlegen einer Spannung einen elek-
troosmotischen Flufl Richtung Kathode. Kationen werden daher zuerst vom Detektor
registriert, da sich ihre elektrophoretischen und elektroosmotischen Geschwindigkeits-
komponenten positiv iiberlagern. Danach gelangen die ungeladen Teilchen, die sich mit
der elektroosmotischen Geschwindigkeit fortbewegen, zum Detektor. Die Anionen wer-
den zuletzt detektiert, da der elektrophoretische Geschwindigkeitsvektor entgegen dem
elektroosmotischen Vektor zeigt.

13



2 Theoretische Grundlagen

" X
e
l Detektor
- = .
? -« - 7 Veof . —»?
4+ e = Veot + ep_ -
= .‘ Veof

Abbildung 2.6: Auftrennung der Analytprobe in einzelne Migrationszonen

Bewegung der Ionen und Neutralteilchen im elektrischen Feld aufgrund der Elektro-

phorese und Elektroosmose

2.4.1 Injektionsmethoden

Viele Parameter der herkommlichen Kapillarelektrophorese konnen trotz der Skalierung
auf Mikrochipformat iibernommen werden. Dies trifft allerdings nicht fiir die Injektion
zu. Auf Mikrochips wird die Injektion durch ein Kreuzungs-Design erzielt. Ein Kanal
fungiert dabei als Zulieferer der Probenfliissigkeit in den Kreuzungsbereich, wihrend
entlang des anderen die Trennung nach den verschiedenen Mobilitdten erfolgt. Das
Kreuzungs-Design bietet dabei den Vorteil, eine definierte Probenmenge injizieren zu
kénnen [9, 45]. Abbildung 2.7 zeigt ein solches Mikrochip-Layout.

Der Mikrochip-Elektrophorese Vorgang ist im einfachsten Fall in zwei Schritte unter-
teilt: die Injektion (a) und die Trennung (b). Im Injektionsschritt wird die Probe durch
eine angelegte Spannung aus Reservoir 3 bis iiber den Kreuzungsbereich hinaus in das
Reservoir 4 hineingepumpt. Dieser Vorgang erstreckt sich iiblicherweise iiber wenige
Sekunden. Ein elektrisches Feld entlang des Trennkanals ermoglicht die Injektion des
Kreuzungsvolumens in den Kanal 2 (Trennungsphase). Diese einfache Injektionsmetho-
de wurde in den ersten Mikrochip-Systemen verwendet [12, 13].

Nach kurzer Zeit wurde sie jedoch durch die heute haufig benutzte pinched Methode
abgelost [46-49]. Der Vorteil der pinched Methode liegt in der Realisierung definier-
ter Probenvolumina im Kreuzungsbereich [9, 44]. Dieses wird durch das Anlegen einer
zusétzlichen Spannung an den Reservoirs 1 und 2 im Injektionsvorgang (a) erreicht.
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()4

Abbildung 2.7:  links: Schema eines Mikrochip-Layouts, rechts: eine

Rasterelektronenmikroskopie-Aufnahme der Kreuzung

Ublicherweise dauert ein solcher Vorgang einige Sekunden (ca. 30s), kann aber auch
beliebig verléngert werden. Abbildung 2.8 zeigt schematisch die Injektion nach der pin-
ched Methode. Im Trennvorgang (b) wird eine Spannung an Reservoir 1 angelegt, die

Injektion Trennung
3@ Analyt 3@

1 l 2 1 T 2
= — ® = O—=

Puffer l

T Puffer

Lo 4

Abbildung 2.8:  Schematische Darstellung der pinched Methode

Zur Einengung des Probenvolumens im Kreuzungsbereich werden zusétzlich zur
Spannung an Reservoir 3 noch Spannungen an 1 und 2 angelegt. Im Trennungs-
schritt fiihrt ein elektrisches Feld entlang des Trennungskanals zu einer Injektion
des Kreuzungsvolumens in Kanal 2. Die Potentiale an Reservoir 3 und 4 verhindern
das Nachlaufen der Probe in den Trennkanal. Die Pfeile stellen die FluBrichtung dar.

dazu fiihrt, dafl das Injektionsvolumen im Kreuzungsbereich in den Separationskanal 2
injiziert wird. Die Potentiale an Reservoir 3 und 4 verhindern das Nachlaufen der Pro-
benfliissigkeit aus Kanal 3 und 4 in den Trennungskanal [27, 50].
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Neben der erwahnten Methode kann auch die floating Methode zur Injektion verwendet
werden [9, 44, 51, 52]. Im Unterschied zur pinched Methode wird bei dieser Methode im
Pumpvorgang kein Potential an die Reservoirs 1 und 2 gelegt. Die Analytlosung fliefit
daher ungehindert in die Kanile 1 und 2, sieche Abb. 2.9. Die Injektionszeit betréigt iibli-
cherweise nur wenige Sekunden (< 10s). Der Trennvorgang dieser Injektionsmethode ist

dquivalent zur pinched Methode.

Injektion Trennung
3 @ Analyt 3@

1l 21‘[ 2
Crem s O = O=

Puffer l

T Puffer

L.4Q1j 4@

Abbildung 2.9: Schematische Darstellung der floating Methode

Im Injektionsschritt wird nur Spannung an Reservoir 3 angelegt. Die Probenfliissig-
keit fliefit daher auch in die Kanéle 1 und 2. Der Trennvorgang ist identisch mit dem
der pinched Methode. Die Pfteile stellen die FluBrichtung dar.

Durch die Einengung der Probenfliissigkeit auf den Kreuzungsbereich garantiert die
pinched Methode zum einen eine hohe Reproduzierbarkeit und zum anderen ein kleines
Probenvolumen, was sich positiv auf die Effizienz der Messung auswirkt (siehe Kapi-
tel 2.4.2; Gleichung (2.20)). Dariiberhinaus ermdglicht sie aufgrund der variablen In-
jektionszeit die Untersuchung zweier Analyten mit groflem Mobilitdtsunterschied. Als
Nachteil erweist sich die dadurch entstehende Verlingerung der gesamten Analysezeit
(= Injektions- und Trennungszeit). Des weiteren wird fiir diese Methode nur ein gerin-
ges Fluoreszenzsignal durch die Injektion des kleinen Probenvolumens erreicht. Bei der
floating Methode erhilt man dagegen ein hoheres Signal, was aber mit einem Verlust
der Auflésung einhergeht. Aufgrund der kurzen Injektionszeiten ist die Analysezeit in
diesem Fall gering [9, 44].
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2.4.2 Effizienz des elektrophoretischen Systems

Die Integration der Kapillarelektrophorese auf Mikrochips hat zu einer Verbesserung der
Trenneffizienz gefiihrt. Fiir eine Quantifizierung dieser Aussage ist es erforderlich, Krite-
rien zu definieren, die die Effizienz des Mikrochip-Elektrophorese Systems darlegen. Bei
der Wahl dieser Kriterien bedient man sich einiger Konzepte aus der Chromatographie
[18].
Ein Ma8 fiir die Effizienz des elektrophoretischen Systems gibt die theoretische Platten-
zahl N an. Sie ist definiert als: \

n=1ip (2.12)

o

wobei Lp die Linge vom Injektions- bis zum Detektionspunkt darstellt. Die Effizienz
der Messung wird durch mehrere Faktoren beeinflufit, die zu einer Verbreiterung der
Signale fithren. Diese Verbreiterung der gaufformigen Signale wird durch die Varianz
02 beschrieben.

Effekte wie Diffusion, Injektion und Léinge des Detektorfensters gehen in die Vergriofie-
rung der Signalbreite ein, so daf§ sich o2 ergibt als:

0’% = Uc2iiff + aian + Uﬁet (213)
Der Term o2 s beschreibt den Beitrag der molekularen Diffusion zur Gesamtvarianz.
Der Ausdruck fiir o3;;; lautet (Einstein-Gleichung) [18]:

0Girs = 2Dt (2.14)

mit D = Diffusionskoeffizient und ¢ = Migrationszeit vom Zeitpunkt der Injektion in
den Separationskanal bis zur Detektion.

Die Varianz o},; hingt von der Linge l;,,; des in die Kreuzung injizierten Probenvolu-
mens ab, da der Probenbereich eine endliche Linge besitzt [19]. Zusétzlich ergibt sich
innerhalb der Injektionszeit ¢;,; durch Diffusion ein Beitrag zur Vergréfierung des Pro-

benvolumens: \

2

Der Beitrag der Linge l4; des Detektionsvolumens zur Varianz lautet [19]:

l2
oot = 1o (2.16)

2

i und 07, wird angenommen, da88 Injektions- und Detektionsvolu-

In beiden Fillen, o
men jeweils ein rechteckiges Profil besitzen.
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Insgesamt ergibt sich fiir die theoretische Plattenzahl N der nachfolgende Ausdruck
[11, 44, 45, 53]:

N2 B
o7
L}
Ugiff + O-Z'an + O-Set
L}
2Dt + 12,;/12 + 2Dt + 13,/12
L}

_ 2.17

2D(t + tinj) + (ZZQn] + lﬁet)/l2 ( )

Diese fiir die theoretische Plattenzahl N gewonnene Gleichung kann noch weiter umge-
formt werden. Fiir die Migrationszeit ¢ gilt:

Lp
t=— 2.18
- (218)

Die Variable v beschreibt die Geschwindigkeit des Probenvolumens, d.h., die Uberlage-
rung aus elektrophoretischer v,, und elektroosmotischer Geschwindigkeit ve,r. Mit den
Beziehungen v = uE und E = U/L ergibt sich fiir ¢:

_ LpLg
==

3 mit /4 = flep + Heof (2'19)

mit Ly = Lénge des Trennungskanals und U = an den Trennungskanal angelegte Span-

nung. Fiir die theoretische Plattenzahl N erhilt man so:

LpL -1
N=1I2%. [QD ( ZUK + tz’nj) + (lfm- + lﬁet) /12] (2.20)

Eine Erh6éhung der Spannung U fiihrt zu einem Anstieg der theoretischen Plattenzahl
N und damit zu einer verbesserten Effizienz des Systems. Durch die Miniaturisierung,
d.h. Kanalgroflen im pm-Bereich, ist es, bei Ausschlufl von Signalverbeiterung durch
Joulesche Wirme, moglich, hohe Spannungen zu verwenden und damit die Effizienz zu
steigern [10]. Wie bereits bei den Injektionsmethoden erwiihnt, wirkt sich eine kurze
Lénge [;; des Injektionsvolumens positiv auf die theoretische Plattenzahl aus. Eine
Erhohung der elektroosmotischen Mobilitét peor = p — ptep ist nur begrenzt forderlich,
da die Auflésung dadurch limitiert wird [19].

Experimentell kann die theoretische Plattenzahl durch die folgende Beziehung ermittelt

werden:

N = 5.54 (%)2 (2.21)
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2.4 Mikrochip-Elektrophorese

mit w = Halbwertsbreite des Signals [15, 18].

Alternativ zur theoretischen Plattenzahl N wird oftmals die Plattenhohe H verwendet:

Lp
H=— 2.22
L (222)

Die Qualitét einer Trennung wird mittels der Auflésung R bestimmt. Die Auflosung ist
ein Maf} dafiir, ob sich zwei dhnlich bewegende Analyten ¢ und j soweit voneinander

trennen lassen, daf sich keine Uberschneidung der Signale ergibt:

(2.23)

mit z; ; = Position der Signalmitten und b; ; = Breite des Signals an der Basislinie.
Ersetzt man z;; durch z;; = v; ;1 = p; £t und nimmt die Beziehung b; ; = 40, ; als
Zusammenhang zwischen Breite und Varianz an, so ergibt sich fiir die Auflésung der

Ausdruck:
(ki — 1)) BVt

= 5vaDi+ )

Dabei ist die Verbreiterung des Signals nur durch molekulare Diffusion hervorgerufen

mit f;; = Wijep + Mijeof (2.24)

worden, d.h. 02 = 2D; ;t. Untersucht man zwei Analyten vergleichbarer Diffusionsko-
effizienten und Mobilitéten, so kann man den Diffusionskoeffizienten D;; durch einen

mittleren Diffusionskoeffizienten D,, ersetzen. Fiir die Auflésung R erhélt man dann:

(ki — 1) EVE
4v/2Dy,

Ausschlieffilich ausgehend von molekularer Diffusion als Ursache fiir die Verbreiterung,

R= (2.25)

kann fiir die theoretische Plattenzahl N der folgende Ausdruck formuliert werden:
L L
9diff
L it L t Et
- e 1 = =
2Dt " D= Umb = ftm
pm Bt
2D

(2.26)

wobei v, bzw. u,, eine mittlere Geschwindigkeit bzw. mittlere Mobilitidt beschreiben.
Formt man letzteren zu einem Ausdruck fiir den mittleren Diffusionskoeffizienten D,,
um und ersetzt D,, in Gleichung (2.25), so ergibt sich fiir die Auflésung R:

1 (ki — ) 1/2
=—-—>=N 2.27
R=7 o (2.27)
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Bei ausschlieflicher Beriicksichtigung der molekularen Diffusion reduziert sich der Aus-
druck (2.20) fiir die theoretische Plattenzahl N auf N = (5—5%) Substituiert man

diesen Ausdruck in Gleichung (2.27), so erhélt man fiir die Auflésung R:

L (i — P
= : VLpU 2.28
=3 ( 2D, L b (2.28)

i+ g

mit i, = (u; + p;)/2. Die Mobilitdten p;, p1j, fm, der Diffusionskoeffizient D,, sowie
die Kanallinge Lk sind Konstanten, so daf§ aus Gleichung (2.28) folgt, daf§ eine hohere
Spannung U sowie eine groflere Entfernung Lp zu einer verbesserten Auflésung fiihren.
Eine zu starke Erh6hung der Mobilitdt hingegen verringert die Auflésung, da die Zeit

fiir eine rdumliche Trennung der Analyten zu kurz wird [19].

2.5 Fluoreszenz

Fiir die Detektion wird die durch Licht einer bestimmten Wellenlénge induzierte Emis-
sion betrachtet. Abbildung 2.10 zeigt das Jablonski-Diagramm, welches die Relaxations-
prozesse aus einem elektronisch angeregten Zustand veranschaulicht.

IC >
'3 — Energietransfer
S, v :
\ISCA
Q _—
Al F|lll 1C ET}I
Chem

o

Abbildung 2.10: Darstellung des Jablonski-Diagramms

Im Diagramm sind die verschiedenen Relaxationsprozesse aus einem elektronischen
angeregten Zustand gezeigt: A: Absorption, F: Fluoreszenz, P: Phosphoreszenz, IC:
innere Umwandlung, Q: Quenchen, Chem: Chemische Reaktionen, ISC: Interkombi-

nation.

Vor seiner Anregung befindet sich das Molekiil im Schwingungsgrundzustand Sy (v = 0),
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2.5 Fluoreszenz

der mit zwei Elektronen mit antiparallelem Spin besetzt ist. Durch die Absorption eines
Photons wird es in einen der Schwingungszustinde v’ des ersten angeregten elektroni-
schen Zustandes S; (oder hoher liegendere S;, ¢ > 2) angehoben, wobei der Absorptions-
prozef im Mittel nur 1071 s dauert. Die Auswahl der Schwingungszustinde folgt dem
Franck-Condon Prinzip. Aus diesen Zusténden gelangt das angeregte Molekiil innerhalb
von Picosekunden durch Stofle mit anderen Teilchen in das Schwingungsgrundniveau
des ersten angeregten Zustandes S; (innere Umwandlung, engl. Internal Conversion).
Von dort aus kehrt es unter Emission eines Photons in die Schwingungsniveaus des elek-
tronischen Grundzustandes S, zuriick, wobei die Besetzung der Schwingungszustinde
abhéngig vom Franck-Condon Faktor unterschiedlich wahrscheinlich ist. Fiir die in die-
ser Arbeit verwendeten Fluorophore Fluorescein und Fluoresceinisothiocyanat (FITC)
liegt die Fluoreszenzlebensdauer im ns-Bereich [54]. Das emittierte Photon besitzt eine
groflere Wellenlénge als das absorbierte, was zu einer Rotverschiebung der Emissionslinie
fithrt (Stokes-Shift). Neben der Aussendung eines Photons existieren noch weitere Re-
laxationsprozesse wie die innere Umwandlung (IC), die Energieiibertragung auf andere
Molekiile durch Sté8e (Quenchen), der Energietransfer zwischen Molekiilen (Forster-
Transfer) und chemische Reaktionen. In manchen Féillen kommt es zu einem strah-
lungslosen Ubergang aus dem angeregten Singulettzustand S; in Schwingungsniveaus
des metastabilen Triplettzustandes 7; (Interkombination, engl. Intersystem Crossing).
Dieser Vorgang geht mit einer Spinumkehr des angeregten Elektrons einher. Durch eine
erneute Spinumkehr gelangt das Molekiil unter Emission eines Photons in den Grund-
zustand Sy. Diesen Vorgang bezeichnet man als Phosphoreszenz [54, 55].

Die Méglichkeit der Anregung von Farbstoffen wie Fluorescein und FITC im UV/VIS
Bereich basiert auf der Existenz aromatischer Ringstrukturen. Abbildung 2.11 zeigt

die chemische Struktur von Fluorescein und FITC. Die Molekiilorbitale von aromati-

Fluorescein

Abbildung 2.11:  Strukturformel von Fluorescein und FITC
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schen Ringsystemen erhilt man durch Linearkombination der beteiligten Atomorbitale.
Es resultieren o- und 7-Bindungen. Die o-Bindungen bestehen aus sp?-Molekiilorbital-
bindungen, wihrend die 7-Bindungen eine Uberlappung der p,-Wellenfunktionen der
C-Atome darstellen. Die elektronische Ladung der m-Orbitale konzentriert sich oberhalb
und unterhalb der o-Bindungsebene. Im Gegensatz zu den zwischen den Atomen loka-
lisierten o-Elektronen besitzen die m-Elektronen eine hohe Beweglichkeit, die sich iiber
das gesamte aromatische Ringsystem erstreckt (Delokalisierung). Der geringe Energieab-
stand zwischen 7-Grundzustand (HOMO) und dem ersten angeregten Zustand (LUMO)
ermoglicht eine Anregung durch sichtbare und UV-Strahlung. Durch Bindungen weite-
rer Atom- und Molekiilgruppen éndert sich die elektronische Struktur des Rings und
damit auch das Absorptions- und Emissionsverhalten [54, 56].

Die Quanteneffizienz eines Fluoreszenz-Farbstoffs ist definiert als das Verhéltnis aus der
Anzahl der emittierten Photonen Ig zu der Anzahl der absorbierten 14:

=F (2.29)

Fiir FITC und Fluorescein ergibt sich eine Quanteneffizienz von 0.3 — 0.85 [54].

2.5.1 Laser-induzierte Fluoreszenz

Die Verwendung geringer Probenvolumina zur Analyse ist aufgrund der Ersparnis von
Material und Kosten von groflem Interesse. Mit der Miniaturisierung der Analyse-
Systeme hat man dieses Ziel weitestgehend erreicht. Typischerweise werden Probenmen-
gen im Bereich nL bis pL verwendet, wobei die Konzentration von M bis fM reichen.
Zur Detektion der geringen Anzahl von Molekiilen benétigt man eine empfindliche Me-
thode. Die Laser-induzierte Fluoreszenz (LIF) erfiillt diese Forderung nach Sensitivitit.
Zusitzlich ermoglicht die Fokussierung des Lasers auf den Kanalbereich von einigen um
die durch den Detektor hervorgerufene Verbreiterung des Signals zu minimieren [57].
Des weiteren verlangt die Nutzung keine weitere Modifizierung des Chip Systems. Die
LIF wird daher von vielen Gruppen als Detektionsmethode verwendet [7, 10, 58|.

2.6 Proteine

Proteine erfiillen eine Vielzahl von Funktionen wie z.B. enzymatische Katalyse, Immu-
nabwehr oder Transport in biologischen Systemen. Daher ist die Analyse von Proteinen

zum Versténdnis dieser Prozesse von groflem Interesse.
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2.6 Proteine

Die Primérstruktur der Proteine besteht aus einer Kette von Aminoséduren. Eine Ami-
nosaure ist eine Carbonsiure mit einer Aminogruppe sowie einem Rest R am a-C-Atom.
Es existieren 22 natiirliche Aminosiuren, deren Reste sich in ihrer Grofle, Gestalt, La-
dung und chemischen Reaktivitdt unterscheiden. In Lésung liegen die Aminogruppe
bzw. die Carboxylgruppe der Aminosiure abhéingig vom pH-Wert ionisiert vor. Bei sau-
rem pH-Wert ist die Aminogruppe in den iiberwiegenden Fillen protoniert (NH;),
wihrend in einer alkalischen Losung die Carboxylgruppe dissoziert ist (COO™). Als
dipolares Ion oder Zwitterion liegen Aminosduren bei neutralem pH-Wert vor, da in

diesem Fall beide Gruppen ionisiert sind (Abb. 2.12). Neben diesen beiden Gruppen

N|H3+ N|H3+ N|H2
H— (lj—COOH = H— Cl—COO'? H— (lj—coo'

R R R
iiberwiegende iiberwiegende iiberwiegende
Form bei saurem pH Form bei pH 7 Form bei basischem pH

Abbildung 2.12:  Ladungszustand einer Aminosdure in Abhéngigkeit vom
pH-Wert

héngt der Nettoladungszustand einer Aminoséiure bei einem bestimmten pH-Wert auch
von dem lonisationsverhalten und -grad der Seitenkette ab. Lysin und Arginin haben
z. B. basische Seitenketten, d.h., bei neutralem pH-Wert sind sie positiv geladen. Saure
Seitenketten besitzen die Aminosduren Asparaginsiure (Asp) und Glutaminsgure (Glu).
Ihr Ladungszustand bei neutralem pH-Wert ist negativ.

Durch Kondensation der Aminogruppe einer Aminosiure mit der Carboxylgruppe ei-
ner anderen entsteht unter Wasserabspaltung eine Peptidbindung. Eine Kette von iiber
Peptidbindungen verkniipften Aminoséuren bezeichnet man als Peptid (N < 100) oder
Protein (N> 100). N beschreibt hier die Anzahl der Aminosiuren. Die Nettoladung von
Proteinen hingt demnach von den Seitenketten der Aminosiduren sowie den endsténdi-
gen a-Aminogruppen und -Carboxylgruppen ab. Die Abhingigkeit des Ladungszustan-
des vom pH-Wert, auch als amphoteres Verhalten bezeichnet, ist charakteristisch fiir
ein Protein. Der isoelektrische Punkt (pI) gibt den Zustand eines Proteins an, an dem
sich positive und negative Ladungen kompensieren. Abbildung 2.13 zeigt zwei Proteine A
und B, deren pl-Werte verschieden sind. Der Unterschied im pI-Wert resultiert aus einer
unterschiedlichen Aminosdurezusammensetzung.Protein A besitzt einen pI-Wert < 6, so
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f
Nettoladung

pH

Abbildung 2.13:  Nettoladung zweier Proteine A und B [59]

Der isoelektrische Punkt liegt fiir Protein A bei pI=5, fiir Protein B bei ungefihr
plI=8. Fiir pH-Werte kleiner als der pl-Wert zeigen die Proteine ein kationisches

Verhalten, wihrend sie fiir gréBere Werte ein anionisches Verhalten aufweisen.

daB} bei neutralem pH-Wert die negativ geladenen Aminosiureseitengruppen iiberwie-
gen. Solche Proteine bezeichnet man als saure Proteine. Bei pI-Werten > 8 spricht man
von basischen Proteinen. Verringert man den pH-Wert der Lésung, in dem sich die Pro-
teine befinden, auf Werte kleiner als der pI-Wert, so sind die Proteine positiv geladen.
Fiir pH-Werte grofler als der pI-Wert besitzen die Proteine eine negative Nettoladung.
Neben dem pH-Wert der Aminosidure-Ketten gibt es aber noch weitere Faktoren wie
z.B. die Tertidrstruktur oder die Seitenketten-Phosphorylierung, die die Ladung eines

Proteins beeinflussen konnnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Die in dieser Arbeit verwendeten Farbstoffe Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und Fluo-
rescein sowie FITC-Avidin wurden von Sigma-Aldrich (Deutschland) bezogen. Das mit
FITC markierte Immunoglubolin G (IgG) wurde von Dianova (Deutschland) erhalten.
Von Fluka (Schweiz) wurde das Rinderserum (engl. Bovine Serum Albumine, BSA) er-
worben.

Zur Herstellung des TRIS-Puffers wurde Tris(hydroxymethyl)aminomethan von Fluka
und Salzséure von Novartis (Schweiz) verwendet. Die fiir den Phosphatpuffer benotig-
ten Chemikalien Kaliumdihydrogenphosphat und Natronlauge wurden von J. T. Baker
(Holland) bzw. Novartis erstanden.

Bei dem verwendeten Wasser handelte es sich um Reinst-Wasser von Milli-Q (Millipo-
re,USA). Das zur Reinigung benutzte Ethanol stammte von Roth (Deutschland).

Fiir die elektrophoretischen Messungen wurden als Ausgangslésungen 100uM Farb-
stofflésungen (Fluorescein bzw. FITC) im jeweiligen Puffersystem (10mM Phosphatpuf-
fer pH 7 oder 10mM TRIS-Puffer pH 8.2) hergestellt. Im Fall von FITC-IgG
(3.5mol FITC pro 1mol IgG) wurde eine Ausgangslosung von 10 M in 10mM Phos-
phatpuffer angesetzt. Die Herstellung der Ausgangslosung fiir Avidin (3.2mol FITC
pro 1mol Avidin) erfolgte entsprechend. Fiir die jeweiligen Messungen wurden die Aus-
gangslosungen in das verwendete Puffersystem umgepuffert und die erforderlichen Kon-
zentrationen durch Verdiinnung erzielt. Fiir die Beschichtung der Kanile wurden 50 mg
BSA auf 1ml des jeweiligen Puffersystems gelost. Zur Vermeidung von Verstopfungen
der Kanéle mit Verunreinigungen sind alle Lésungen mit sterilen Filtern (Porengrofie:
0,22 um; Millipore) gefiltert worden.
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3 Material und Methoden

3.2 Fluoreszenzdetektion

Abbildung 3.1 stellt den schematischen Aufbau des Anregungs- und LIF-Detektions-
systems, welches auf einem invertierten Mikroskop (Axiovert 100, Zeiss, Deutschland)
realisiert wurde, dar. Fiir den Argon-Ionenlaser' (161C-010, Spectra Physics, Deutsch-
land) bzw. die Quecksilberdampflampe (HBO 50 W, Zeiss) als Anregungslichtquelle wird
die Auflichteinheit des Axiovert 100 verwendet. Alternativ wird bei Gebrauch des Argon-
Tonenlasers? von LaVision (532-MA-A01, Deutschland) ein Linsensystem, welches aus
einer Zerstreuungs- und Sammellinse (Quarz Linsen: plankonkav f = -50 mm und plan-
konvex f = 50mm, Thorlabs, USA) besteht, benutzt. Die Kombination aus dem als
Teleobjektiv fungierenden Linsensystem und dem Objektiv (LD Achroplan 20x Korr,
Zeiss) verringert den Laserpunktdurchmesser auf die Gréfie des Mikrokanals (50 yum). Im
Fall des Argon-Ionenlasers (Spectra Physics) und der Quecksilberdampflampe 148t sich
das durch das Objektiv auf den Mikochip fallende Anregungslicht durch eine Feldblen-
de, integriert in der Auflichteinheit, auf die Mafle des Mikrokanals verkleinern. Vor dem
Objektiv befinden sich noch ein Anregungsfilter (BP 450-490nm, Zeiss), der nur den
Wellenldngenbereich 450-490nm transmittiert, und ein das Anregungslicht umlenken-
der dichroitischer Spiegel. Der x-y-Tisch ermdéglicht die manuelle Auswahl eines beliebi-
gen Punktes der Mikrokanalstruktur als Detektionsfenster. Die emittierte Fluoreszenz
wird durch das Objektiv gesammelt und fillt durch den dichroitischen Spiegel (FT 510,
Zeiss), der das anregende Laserlicht blockiert, sowie einem Emissionsfilter (LP 520nm,
Zeiss) auf den Photomultiplier (H6240, Hamamatsu, Japan). Die Tubuslinse dient der
Fokussierung der Fluoreszenz auf den Detektor, wihrend die Lochblende (200 ym) den
Streulichtanteil am Untergrundsignal verringert. Zur Optimierung der Fluoreszenzaus-
beute wird der Photomultiplier (PM) mittels x-y-Verstellschrauben ausgerichtet. Der
Strahlteiler vor dem Okular bietet die Moglichkeit der Beobachtung und der Kontrolle
des Vorganges mit einer Kamera (CCD-DMK 3002-IR, The Imaging Source, Deutsch-
land oder Imager3, LaVision) oder dem Auge. Uber die Platinelektroden erfolgt die
Spannungsversorgung des Mikrokanalsystems.

Die Detektion der Photonen wird mit einem Photomultiplier und einer externen Pho-
tonenzihleinheit (C3866, Hamamatsu) durchgefiihrt. Jeweils zehn Pulse werden in der
Ziahleinheit zusammengefaflt. Die Erfassung der Daten erfolgt mittels eines Labview
Programmes (National Instruments, USA). Dieses zihlt die Pulse, welche die externe
Photonenzéhleinheit wihrend eines variablen Zeitfensters liefert. Die in der Zahleinheit

1488 nm, 2-20mW
2457-514nm, 25-500 nm
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3.2 Fluoreszenzdetektion

Elektroden Kamer
Mikrochip B amera
x T |/ ul
< ‘}/ AT — Okular
‘ A )
| |
H
Objektiv 1
|
— |
Auflichteinheit/ dichroitischer 100/100
Lichtquelle Linsensystem Strahlteiler
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Abbildung 3.1: Schematischer Aufbau des Anregungs-und Detektions-

systems

Das Anregungslicht gelangt iiber den dichroitischen Spiegel und das Objektiv in den
PDMS Mikrochip. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgt mittels eines Photomulti-
pliers (genauere Details im Text).
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3 Material und Methoden

entstandene Zusammenfassung der Pulse wird durch eine Multiplikation mit 10 korri-
giert.
In Abbildung 3.2 ist der experimentelle Aufbau des gesamten Mefisystems gezeigt. Auf

Abbildung 3.2: Experimenteller Gesamtaufbau

Die Fluoreszenzdetektionseinheit sowie der iiber Spiegel eingekoppelte Argon-
Ionenlaser befinden sich auf dem passiv gedampften Tisch. Die Mikrofluidiksteue-

rung und die Datenerfassung sind vorne links gezeigt.

der linken Seite ist die Mikrofluidiksteuerung und Datenerfassung zu sehen. Eine de-
tailliertere Erlduterung dazu erfolgt in Kapitel 3.4.1. Auf dem passiv geddmpften Tisch
befinden sich die Fluoreszenzdetektionseinheit sowie der Argon-lonenlaser, der iiber zwei
Spiegel (Modell 5108, [v] New Focus, USA) eingekoppelt wird.

3.3 Prédparation des Mikrochips

Zur Herstellung der fiir die Messungen verwendeten Mikrochips werden die im Grund-
lagenteil (Kapitel 2.3, Abbildung 2.5) erlduterten Schritte durchgefiihrt.

Zunichst wird das Siloxan-Oligomer mit dem Katalysator im Verhéltnis 10:1 gemischt.
Die Mischung wird dann iiber den Silizium-Wafer gegossen. Nach 2 Stunden ist das
Elastomer bei 60° ausgehértet und kann vom Masterwafer abgeldst werden. Die Mikro-
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3.3 Préaparation des Mikrochips

kanile haben eine Breite von 50 um und eine Tiefe von 6.5 pum. Das Abformen sowie
das Stanzen der Reservoirlécher mit einem 2mm-Stanzer geschieht zur Vermeidung von
Verschmutzung im Reinraum. Die PDMS Mikrostruktur wird dann mit Wassser abge-
spiilt und mit Stickstoff trocken geblasen. Die als Deckplatte dienenden Glasobjekttriger
(76x26 mm, Menzel, Deutschland) werden zunéchst mit Ethanol und Wasser gesdubert
und anschlieend mit einem staubfreien Tuch abgerieben. Im Ultraschallbad erfolgt nun
fiir jeweils drei Minuten die abschliefende Reinigung in Ethanol und Wasser. Danach
wird der Objekttriger ebenfalls mit Stickstoff trocken geblasen. Zur permanenten Ver-
siegelung der PDMS Struktur mit dem Glasobjekttriger werden beide Komponenten
fiir drei Minuten im UV-Ozon-Reiniger (Modell 42-220, Jelight Company Inc., Kanada)
behandelt. Im Anschlufl daran werden beide sofort zusammengefiigt. Danach werden
einige uL Pufferlésung in eines der Reservoirs gegeben, wonach sich die Kanile per Ka-
pillarkraft fiillen. Ein umgehendes Fiillen der Kanéle mit der Pufferlosung gewéhrleistet
den Erhalt der Hydrophilie des oxidierten PDMS [27, 35, 38, 41]. Erfolgt kein unmit-
telbares Fiillen per Kapillarkraft, ist einer der Kanile verstopft oder nicht ausreichend
geschlossen.

Zur Vermeidung der unspezifischen Proteinadsorption an die Oberfliche des Mikro-
chips werden die Kanile mit BSA behandelt. Die BSA-Losung wird nach der UV-Ozon-
Behandlung anstelle des Puffers in die Kanile gefiillt. Nach einer Einwirkzeit von einer
Viertelstunde wird die BSA-Lésung durch Anlegen von Unterdruck bzw. durch elektro-
kinetisches Pumpen aus den Kanilen entfernt. Anschlielend werden die Mikrokanile
mit einer Pufferlosung gefiillt.

Abbildung 3.3 zeigt einen fertigen Mikrochip, der zur Visualisierung der Mikrometer
groflen Kanile mit Eosin gefiillt ist.

| em

——

Abbildung 3.3:  Ein mit Eosin gefiillter PDMS Mikrochip auf einem Glas-
objekttrager
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3 Material und Methoden

3.4 Mikrofluidiksteuerung

3.4.1 Hochspannungssteuerung

Die Spannungsversorgung des Mikrochips erfolgt durch Hochspannungsverstiarker (HCN
14-12500 und HCN 7E-12500, FUG, Deutschland), welche Spannungen im Bereich von
0-12.5kV liefern. Die in der hiesigen Elektronikwerkstatt angefertigte Relaisschaltung
ermoglicht die Regelung dieser Versorgung. Wie in Abb. 3.4, Ausschnitt (a) gezeigt
wird, ist jeder Hochspannungsverstirker mit je einer Relaiseinheit, bestehend aus zwei
Hochspannungs-Reedrelais (3392-5272-6, Giinther GmbH, Deutschland), gekoppelt. In

(a) (b)

HV 1 HV 1
Relais A . Relais A
} }/M'
Relais B Relais B
|
PE 1 PE 1

Abbildung 3.4: Darstellung der beiden Relaiseinstellungen

a) keine Spannungsversorgung b) Spannungsversorgung der Platinelektroden (PE);
HV: Hochspannungsverstéirker

Stellung (a) ist Relais B geschlossen, so daf§ die Platinelektroden (PE) geerdet sind. Fiir
die Spannungsversorgung wird 1 ms nach dem Impuls fiir den Hochspannungsverstéirker
Relais B gedffnet und mit einer Verzogerung von 2ms Relais A geschlossen, Stellung
(b). An die Platinelektroden kann nun eine Spannung angelegt werden.

Die Steuerung der Injektion erfolgt mittels eines Labview Programmes. Entsprechend
den zwei Vorgéingen Injektion und Trennung, ist das Programm in zwei Prozesse, load
und dispose, unterteilt. Das Labview Programm zur Datenaufnahme des Photomulti-
pliersignals ist mit in das Steuerungsprogramm integriert, so dafl ein gleichzeitiger Start
des Trennvorganges und der Registrierung der PM-Daten erfolgen kann.
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3.4 Mikrofluidiksteuerung

3.4.2 Injektion

Zum besseren Verstindnis der nachfolgenden Angaben ist in Abbildung 3.5 nochmals der
Mikrochip mit seinen Bezeichnungen dargestellt. Wie bereits erwihnt, sind die Kanéle

Analyt () 3

1 2
@, O

T Puffer

Puffer

.04
Abbildung 3.5:  Schema des Mikrochips mit den fiir die Reservoirs verwen -

deten Bezeichnungen

zum Erhalt der Hydrophilie mit Puffer gefiillt. Die Pufferlésung in Reservoir 3 wird nun
gegen die zu untersuchende Analytlésung ausgetauscht. Zur Sicherung eines konstanten
Volumens aller Reservoirs werden die anderen Reservoirs ebenfalls ausgetauscht und mit
neuem Puffer gefiillt, da sonst der durch Verdunstung verursachte Unterschied in der
Fliissigkeitsmenge zu hydrostatischen Effekten fithren wiirde [11, 60]. In jedem Reservoir
befindet sich eine Fliissigkeitsmenge von 25 L.

Fiir den Transport der Analytlosung zur Kreuzung wird in der pinched Methode fiir
30-50s eine Spannung von typischerweise 1000V an Reservoir 3 angelegt. Die Einen-
gung der Probe auf den Kreuzungsbereich verlangt eine individuelle Anpassung der
Spannungswerte fiir jeden Mikrochip. Die Spannungswerte liegen dabei im Bereich von
600-800V. Das Gelingen der pinched Methode wird bei ausreichend hoher Fluorophor-
konzentration visuell {iberpriift.

Im Fall der floating Methode wird eine Spannung von 1000-1400V fiir einen kleineren
Zeitraum (10-20s) an Reservoir 3 angelegt. Die Analytlosung gelangt so in den Kreu-
zungsbereich und breitet sich zusétzlich in Kanal 1 und 2 aus.

Im fiir beide Methoden iibereinstimmenden Trennvorgang wird an Reservoir 1 zur In-
jektion des Kreuzungsvolumens eine Trennspannung von 1500-3000V angelegt. Um eine
gute Trennung des injizierten Probenvolumens vom Analytflufl in Kanal 3 zu erzielen,
werden an Reservoir 3 und 4 Spannungen von ca. 500V gegeben. Neben der Hauptfluf3-
richtung entlang des Separationskanals (Kanal 1) existieren somit auch Stréme in Kanal
3 und 4, die eventuelles Nachlaufen der Analytlésung in Kanal 2 verhindern. Die exak-
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3 Material und Methoden

ten Parameter sind fiir jeden Mikrochip-Elektrophorese Vorgang individuell optimiert

worden und werden in der Diskussion explizit aufgefiihrt.

3.5 Bestimmung des elektroosmotischen Flusses

Zur Ermittlung des elektroosmotischen Flusses in Mikrokanélen wird die Methode von
Huang et al. verwendet [25].
Zunéchst ist ein linearer Mikrokanal der Lénge Lx = 2cm mit einer ¢g = 20mM Puf-
ferlosung gefiillt. Uber die Platinelektroden wird eine Spannung von U = 1000V an
die Reservoirs angelegt. Nach kurzer Zeit pendelt sich der Strom auf einen konstanten
Wert ein. Die Pufferlésung in Reservoir 1 wird dann gegen eine ¢; = 18 mM Pufferlésung
ausgetauscht. Zur Vermeidung hydrostatischer Effekte werden die Pufferlésungen bei-
der Reservoirs ausgewechselt. Um zusétzliche Verfilschungen der Messergebnisse durch
Diffusion der 18 mM Loésung in den Kanal zu vermeiden, wird zuerst Reservoir 2 mit der
20mM Pufferlosung gefiillt und dann Reservoir 1 mit der 18 mM. Fiir einen Zeitraum
von 40s wird dann eine Spannung von 1000V an Reservoir 1 angelegt, die die elektroos-
motische Migration der 18 mM Lé&sung in den Kanal hervorruft. Mittels eines Labview
Programms erfolgt die Aufnahme der Daten. Fiir die Berechnung der elektroosmotischen
Mobilitét pief ist es erforderlich, die Zeitdifferenz At = ¢; — ¢y aus den aufgenommen
Daten zu bestimmen. Die anderen Groéflen der Gleichung,
L
Heol = T At
die Lénge des Kanals und die Spannung, betragen Lx = 2c¢m und U = 1000V. Der

(3.1)

Zeitpunkt ¢; wird graphisch aus dem Schnittpunkt zweier Geraden bestimmt (Abb. 3.6).

(a) (b) 1%

—t

S

Rl S
-V

Abbildung 3.6:  (a) Kanal mit den verwendeten Bezeichnungen

(b) Bestimmung der Zeitpunkte ¢y und %,
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Messung der elektroosmotischen Mobilitdt

Nach der Stromkennlinien-Methode von Huang et al. [25] sind die in Tabelle 4.1 auf-
gefiihrten elektroosmotischen Mobilitdtswerte bestimmt worden. Im Grundlagenteil 3.5
ist die Durchfiihrung der Methode bereits beschrieben worden. Untersucht wurde der
Einflul der Oberflichenladung sowie die Auswirkung des pH-Wertes auf die Mobilitét.
Dabei wurde die Mobilitdt in nativen, oxidierten und in mit BSA beschichteten PDMS
Kanélen sowie in jeweils zwei verschiedenen Puffersystemen (10 mM Phosphatpuffer pH 7
und 10mM TRIS-Puffer pH 8.3) bestimmt.

Mobilitét Mobilitét

Leof - 1074 [em? [V 5]
10mM Phosphatpuffer pH 7

Heop - 107 [om?/V's]
10mM TRIS-Puffer pH 8.3

natives PDMS

unbeschichtet 2.244+0.13 4.34 + 0.37
oxidiertes PDMS
unbeschichtet 2.68 £0.21 4.53 £0.34
oxidiertes PDMS
mit BSA Beschichtung 1.85+0.19 2.83+0.21

Tabelle 4.1:  Mit der Stromkennlinien-Methode ermittelte elektroosmotische

Mobilitaten

Nach Tabelle 4.1 erhélt man fiir natives PDMS eine Mobilitét von p.,; = (2.24£0.13) -
10~*em?/V s fiir das Phosphatpuffersystem und fie,p = (4.34 £ 0.37) - 10~*em?/V's fiir
das TRIS-Puffersystem. Die Durchfiihrung dieser Messung ist aufgrund der reversiblen
Verbindung des PDMS mit dem Glasobjekttriger erschwert, da durch Lecks Puffer zwi-
schen PDMS und Objekttriager flielen kann.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Fiir oxidiertes PDMS wird durch die kovalente Bindung von PDMS und Objekttriger
eine bessere Reproduzierbarkeit der Messdaten erzielt. Dabei wurde fiir das Phosphat-
puffersystem eine Mobilitit von pre,p = (2.68 & 0.21) - 10~*cm?/V's bzw.

teof = (4.53 £+ 0.34) - 107*em?/V's fiir das TRIS-System gemessen. Die Behandlung
mit reaktivem Sauerstoff erzielt demnach einen Anstieg der Mobilitét fiir beide Puffer-
systeme. Im Fall des Phosphatpuffers ergibt sich ein Anstieg von 20%. Die Erhéhung
der Mobilitdt durch die Oxidation erkliart sich mit der wachsenden Anzahl von Sila-
nolgruppen auf der Oberfliche. Bei Kontakt mit der Losung deprotonieren diese und
fithren so zu einem Anstieg des (-Potentials und damit der Mobilitidt. Henry et al. [30]
ermittelten fiir natives und oxidiertes PDMS eine im Vergleich zu den hier gewonnenen
Mefiwerten um 79% bzw. 60% hohere Mobilitét fiir ein 10mM Phosphatpuffersystem
(pH 7). Fiir die Erh6hung der Mobilitéit durch Oxidation des PDMS erhielten sie nur
einen Unterschied von 7%. Die Diskrepanz in den Mobilitdtswerten dieser Arbeit und
der von Henry et al. [30] ergibt sich aus der leicht abgewandelten Durchfiihrung der
Stromkennlinien-Methode sowie der Verwendung eines Sauerstoffplasmas anstelle von

einem UV-Ozon Reinigers fiir die Behandlung mit reaktivem Sauerstoff.

Die Beschichtung mit BSA zur Vermeidung unspezifischer Adsorption von Proteinen
an die Kanalwinde verringert die elektroosmotische Mobilitéit fiir oxidierte Kanéle. Sie
sinkt auf einen Wert von po; = (1.85+£0.19)-10™*cm?/V s fiir das Phosphatsystem und
auf peor = (2.83+0.21)-107* em?/V s fiir das TRIS-System. Dieses entspricht einem Ab-
fall von 31% bzw. 38%. Ein Vergleich der Mobilitdten zeigt, dafl die Werte geringer als
die fiir natives PDMS sind. Die Gruppe um Roberts et al. [26] stellte durch Beschichtung
mit BSA eine Reduzierung der elektroosmotischen Mobilitét von 44% in ihren photoa-
blatierten Polymerkanilen fest. Threr Meinung nach resultiert aus der Wechselwirkung
mit der photoablatierten Oberfliche eine Denaturierung von BSA, die dazu fiihrt, dafl
die hydrophoben Regionen nach auflen gekehrt sind. Die Folge ist die Abschirmung der
geladenen Oberfliche durch das BSA und damit eine Verminderung der Mobilitét [26].

Der Wechsel zu einem héheren pH-Wert fiihrt in allen drei Fillen (nativ, oxidiert und
BSA beschichtet) zu einem Anstieg der Mobilitét. Bei oxidiertem PDMS wurde z.B. eine
Mobilitdt von peor = (2.68 & 0.21) - 10~*¢m?/V's fiir den pH-Wert 7 (Phosphatpuffer-
system) bzw. peor = (4.5340.34)-10~*cm?/V s fiir den pH 8.3 (TRIS-Puffer) gemessen.
Dieses entspricht einer Erhéhung der Mobilitit um 69% bei einem Anstieg des pH-
Wertes. Fiir mit BSA beschichtetes, oxidiertes PDMS vergroflert sich die Mobilitdat auf
53%. Die Erh6hung mit steigendem pH-Wert ist auf die Zunahme der ionisierten Silanol-
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4.2 Injektion von fluoreszierenden Analyten

gruppen an der Oberfliche zuriickzufiihren, was eine Vergréflerung des (-Potentials und
damit der Mobilitét zur Folge hat. Dies stimmt mit Daten von Ocvirk et al. [27] iiberein,
die eine Titrationskurve von nativem PDMS (Sylgard 184) fiir einen pH-Bereich von
2 bis 11 aufgenommen haben (Puffersystem: 1mM Phosphat, 10mM KCI). Die elek-
troosmotische Mobilitit stieg in dieser Messung bis auf einen minimalen Einbruch im

Bereich pH 8-9 mit wachsendem pH-Wert an.

Die Untersuchungen der Mobilitdten haben bestitigt, dafl elektroosmotischer Flufl auch
in PDMS Kanélen auftritt. Ein Anstieg der Mobilitét kann durch reaktive Sauerstoftbe-
handlung sowie durch eine Erhéhung des pH-Wertes erreicht werden. Die Existenz von
EOF in BSA beschichteten Kanilen zeigt die Moglichkeit des elektroosmotischen Pum-
pens und damit die Eignung von PDMS Mikrochips fiir die Mikrochip-Elektrophorese
mit Proteinen. Abschlieflend kann gesagt werden, dafl die herkémmlichen Methoden der
Kapillarelektrophorese zur Variation des EOFs ebenfalls auf PDMS-Mikrochips ange-
wendet werden kénnen.

Fiir die weiteren Messungen wurde das TRIS-Puffersystem als Trennpuffer verwendet
und das PDMS und die Glasobjekttriger stets im UV-Ozon Reiniger oxidiert. Bei Ab-

weichungen hiervon wird dies explizit erwihnt.

4.2 Injektion von fluoreszierenden Analyten

Fiir die im folgenden Kapitel 4.2.1 und 4.2.2 beschriebenen Ergebnisse wurde der ex-
perimentelle Aufbau mit der Quecksilberdampflampe als Anregungsquelle benutzt. In
diesem Fall erfolgte die Fluoreszenzdetektion mit der Imager3 Kamera, in allen anderen

Fillen wurde der Photomultipier verwendet.

4.2.1 Injektion von FITC

In Abbildung 4.1 sind vier, mit der Imager3 Kamera in 4mm und 10 mm Entfernung von
der Kreuzung aufgenommene, FITC-Elektropherogramme zu sehen. Nach der pinched
Methode wurde die Farbstoflosung, angesetzt in einem Phosphatpuffersystem, mit ei-
ner Spannung von 620V entlang Kanal 3 gepumpt und durch 500V an Reservoir 1 bzw.
610V an Reservoir 2 auf den Kreuzungsbereich eingeengt. Als Separationsspannung
diente eine Spannung von 550V bzw. 650 V.

Vergleicht man die fiir die zwei verschiedenen Entfernungen erhaltenen Elektrophero-

gramme, so erkennt man die durch Diffusion hervorgerufene Verbreiterung der Signale
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Abbildung 4.1:  Elektropherogramme von FITC

(a) und (b) Detektion von FITC in Entfernungen 4mm und 10mm. Die Injektion
erfolgte mit einer Separationsspannung von 550V; (c¢) und (d) Detektion von FITC
in den Entfernungen 4mm und 10mm. Eine Separationsspannung von 650V wurde

in diesem Fall fiir die Injektion verwendet.

mit zunehmender Migrationszeit ¢. Aus den Messungen 148t sich der Diffusionskoeffizi-
ent D fiir FITC mit Hilfe der folgenden Gleichung, die sich durch Umstellen der Formel
(2.20) des Grundlagenteils 2.4.2 ergibt, bestimmen:
2 12 12
— =D _ linj _ ’det (4.1)
2Nt 24t 24t
Ersetzt man die theoretische Plattenzahl N durch den Ausdruck N = 5.54- 12—22, so ergibt
sich: - ) \
_ WLy eyl (4.2)
11.08t3 24t 24t
Die Migrationszeit ¢ und die volle Halbwertsbreite w erhdlt man mittels eines Gaussfits

an die Messkurven. Durch die Spannungen an Reservoir 1 bzw. 2 ist das Probenvolumen
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4.2 Injektion von fluoreszierenden Analyten

auf den Kreuzungsbereich, d.h., die Mafle des Kanals, eingeengt, so daf sich die Lénge
linj des Injektionsvolumens zu 50 ym ergibt. Dies wurde durch Fluoreszenzmikroskopie
des Kreuzungsbereich visuell kontrolliert. Die Lénge l4.; des Detektionsfensters verrin-
gert sich durch die Verwendung einer Feldblende auf die Kanalbreite von 50 pm. Da [y,
und lge; in ihrer Grofle iibereinstimmen, reduziert sich der zweite und dritte Term der
Gleichung (4.2) auf den Ausdruck (12/12t) mit | = Lin; = lges-

Aus den vier Messungen ergibt sich somit fiir den Farbstoff FITC ein mittlerer Diffu-
sionskoeffizient von D = (6.63 + 2.13) - 10 ®e¢m?/s. Die Abweichung von +2.13 basiert
auf dem grofien Fehler fiir den Abstand zwischen Kreuzung und Detektor L. Die Ent-
fernungsmarkierung erfolgte manuell auf dem Mikrochip, so dafl ein Fehler von 1mm
angenommen wurde. Auf dem zukiinftigen Masterwafer wird eine Skaleneinheit eine ein-
fachere Positionierung ermoglichen und damit zur Verringerung des Fehlers beitragen.

Der von anderen Gruppen mittels Polarographie bestimmte Diffusionskoeffizient fiir
Fluorescein liegt bei D = (3.4 £ 0.3) - 107%¢m?/s(!) [7]. Da Fluorescein und FITC
sich nur durch die funktionelle NCS-Gruppe unterscheiden, siehe Abb. 2.11, Kapitel
2.5, kann fiir FITC von demselben Diffusionskoeffizienten ausgegangen werden. Ver-
gleicht man den hier iiber Elektropherogramme bestimmten Diffusionskoeffizienten von
D = (6.63+2.13) - 10~%cm?/s mit den Werten anderer Gruppen, so liegt er im Rahmen
der experimentell ermittelten Werte. Jacobsen et al. [10] erhielten aus ihren Messun-
gen abhingig vom Kreuzungs-Detektor Abstand Lp einen Diffusionskoeffizienten von
D =1.2-10"%¢m?/s fiir Lp = 1.6mm und D = 7.8 -10"%¢m?/s fiir Lp = 11.1mm(?).
Eine sehr gute Ubereinstimmung mit dem aus der Polarographie bestimmten Wert er-
zielte Harrison et al. [7] mit D = (3.340.2)-107%cm?/s(®). In weiteren Messungen fanden
Fan und Harrison [45] einen Wert von D = (4.540.2)-107% em?/s(*). Griinde fiir die Ab-
weichungen kénnen sich durch Adsorption an die Kanalwand, Leitfihigkeitsunterschie-
de, Kanalgeometrie und mogliche hydrodynamische Effekte aufgrund unterschiedlicher
Fliissigkeitsniveaus auf den Reservoirs ergeben. Prinzipiell scheint es also schwierig, mit
Mikrochip-Elektrophorese Messungen eine Aussage iiber den Diffusionskoeffizienten zu

machen.

150 mM TRIS/Borat-Puffer pH 8.5

220 uM Fluorescein, Natrium-Tetra-Borat-Puffer pH 9.2
320pM Fluorescein, TRIS/Borat-Puffer pH 8.5

450uM Fluorescein, TRIS/Borat-Puffer pH 8
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4 Ergebnisse und Diskussion

Mit Hilfe der Beziehungen v = Lp/t und E = U/Lk 148t sich die Gesamtmobilitét
p = v/E als folgender Ausdruck schreiben:

_ LpLk
="

Bei einer Kanallinge Lx von 2cm, einer Separationsspannung von 550V bzw. 650V

(4.3)

an Reservoir 1 und einer Kreuzungs-Detektor Entfernung von Lp = 4mm bzw. 10mm
ergibt sich fiir FITC eine Gesamtmobilitéit von y = (0.5540.1)-10 *cm?/Vs. Mit der in
Kapitel 4.1 fiir oxidiertes PDMS bestimmten elektroosmotischen Mobilitét
teof = (2.68 £ 0.21) - 107*em?/V's errechnet sich fiir das bei einem pH-Wert von 7
negativ geladene FITC ein Wert von g, = (—2.13 4+ 0.31) - 10~*cm?/V's fiir die spezifi-
sche elektrophoretische Mobilitiit. Der Vergleich beider Mobilititen zeigt ein Uberwiegen
der elektroosmotischen Mobilitdt gegeniiber der elektrophoretischen. Die Richtung der
effektiven Gesamtgeschwindigkeit #(®) ist demnach durch den elektroosmotischen Ge-
schwindigkeitsvektor gegeben. Da dieser aufgrund der negativen Oberflichenladung zur
Kathode hinweist, erfolgt die Injektion der Farbstofflosung Richtung Kathode. Die De-
tektion der Farbstoffmolekiile kurz vor der Kathode bestitigt dies.

In BSA beschichteten Kanilen verringert sich die elektroosmotische Mobilitéat auf einen
Wert von peor = (1.8540.19)-10"%em?/V's. Vergleicht man diesen mit dem fiir FITC be-
stimmten elektrophoretischen Mobilitdtswert von pie, = (—2.13+£0.31)-10"*cm?/V's, so
ist in diesem Fall die elektrophoretische Mobilitdt und damit der Geschwindigkeitsvektor
TUep ausschlaggebend fiir die Richtung der Injektion. Aufgrund der negativen Nettoladung
des FITC im pH-Bereich 7 migrieren die Farbstoffmolekiile zur Anode. Experimentell
konnte in BSA beschichteten PDMS Kanilen eine Gesamtmobilitit zur Anode beob-
achtet werden.

4.2.2 Injektion von IgG

Die Elektropherogramme von FITC markiertem IgG sind in Abbildung 4.2 fiir die Ent-
fernungen 2mm, 5mm, 8mm, 10mm und 13mm von der Kreuzung zu sehen. Die In-
jektion erfolgte nach der pinched Methode mit einer Injektionsspannung von 650V. Die
Einengung auf den Kreuzungsbereich wurde mit Spannungen von 470V an Reservoir 1
bzw. 560V an Reservoir 2 erreicht. Die Separationsspannung betrug 500V.

In Abbildung 4.2 ist die Verbreiterung der Signale durch Diffusion mit zunehmender
Entfernung von der Kreuzung zu sehen. Deutlich wird auch die damit einhergehende

Verringerung der Signalhéhe des Fluoreszenzsignals.

5'1_}‘ = ﬁeof + ﬁep = (Neof + Nep)E
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4.2 Injektion von fluoreszierenden Analyten
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Abbildung 4.2:  Elektropherogramme von IgG fiir verschiedene Entfernungen

Nach Grossmann [19] besitzen 100kDa-Molekiile einen Diffusionskoeffizienten von
D = 0.5 -107%cm?/s. Da das Molekulargewicht von IgG bei 100-150kDa liegt, kann
auf diesen Diffusionskoeffizienten fiir das IgG zuriickgegriffen werden. Die experimentell
ermittelten Werte fiir die verschiedenen Entfernungen weichen um das 100-fache von
diesem Wert ab. Die Bestimmung eines mittleren Diffusionskoeffizienten aus den Mes-
sungen erweist sich als schwierig, da die fiir die verschiedenen Entfernungen ermittelten
Koeffizienten stark voneinander abweichen. Diese Differenz in den Diffusionskoeffizien-
ten fiir unterschiedliche Entfernungen wurde auch von Jacobson et al. [10] festgestellt.
Griinde fiir die Abweichungen konnen in der Wechselwirkung mit den BSA beschich-
teten Kanilen, Verdinderungen im Stromungsverhalten durch Verschmutzungen, mogli-
chen hydrodynamischen Effekten aufgrund unterschiedlicher Fliissigkeitsniveaus auf den
Reservoirs und unspezifischer Adsorption liegen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.3 Vergleich der Anregungsquellen

Fiir die vorangegangenen Messungen ist eine Quecksilberdampflampe als Anregungs-
quelle verwendet worden. In diesem Abschnitt werden die Vorteile des Wechsels zum
Laser fiir die Anregung der Farbstoffe diskutiert. Abbildung 4.3 zeigt den Vergleich bei-

der Anregungsquellen anhand zweier Elektropherogramme von 25 M Fluorescein. Bei
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Abbildung 4.3:  Vergleich der Anregungsquellen
Elektropherogramme von 25 uM Fluorescein: Das gestrichelte Signal entspricht der

Anregung der Farbstoffmolekiile mit dem Laser, das durchgezogene der mit der

Quecksilberdampflampe.

dem verwendeten Laser handelte es sich um den Argon-Ionenlaser (Spectra Physics),
der auf eine Leistung von 2mW eingestellt war. Fiir den Vergleich wurden die Injekti-
onsparameter fiir beide Messungen gleich gewihlt. In den Kreuzungsbereich wurde die
Farbstofflosung innerhalb von 8s mit einer Spannung von 1000V gepumpt. Die Injekti-
on in den Separationskanal erfolgte mit einer Spannung von 2000V. Das Nachlaufen in
Kanal 2 wurde durch Spannungen von 700V an den Reservoirs 3 und 4 verhindert. Die

40



4.3 Vergleich der Anregungsquellen

Detektion fand in 9mm Entfernung statt.

In Abbildung 4.3 ist zu sehen, daf} fiir den Laser ein wesentlich héheres Signal er-
reicht wurde. Die Signalhdhe betrigt 396400 counts/100ms, wéihrend mit der Queck-
silberdampflampe nur 6600 counts/100ms erzielt wurden. Das (S/N)-Verhiltnis fiir die
Anregung mit dem Laser ergibt sich zu 2640, wihrend das der Quecksilberdampflam-
pe bei 110 liegt. Der Vergleich zeigt, dal die Anregung der Farbstoffmolekiile durch
den Laser effektiver ist. Die hohere Sensitivitéit des Lasers erkliart sich durch die Fo-
kussierung des Laserstrahls auf den Kanalbereich sowie die hohere Intensitdt. Im Fall
der Quecksilberdampflampe wurde das Anregungsfenster durch eine Feldblende einge-
schrinkt. Die Variation der Blendengréfle erméglichte die Ausleuchtung des gesamten
Kreuzungsauschnitts, was sich zu Beginn speziell fiir die Optimierung der Injektions-
parameter der pinched Methode als hilfreich erwies. Anschliefend wurde aus den oben
aufgefiihrten Griinden auf den Laser als Anregungsquelle gewechselt.

In Tabelle 4.2 ist fiir die FITC Konzentrationen 4pM, 20pM und 100pM das (S/N)-

Verhiltnis fiir verschiedene Laserleistungen des Argon-lonenlasers zu sehen. Ein Ver-

(S/N)-Verhéltnis
Leistung || 4pM | 20pM | 100pM

dSmW 14 20 24
10mW 17 25 29
15mW 16 22 31
20mW 13 16 30

Tabelle 4.2:  (S/N)-Verhiltnisse verschiedener Laserleistungen

gleich der Werte zeigt, dal das (S/N)-Verhéltnis fiir Leistungen ab 10mW nicht mehr
ansteigt. Dies 148t sich auf eine Sdttigung der Fluoreszenzausbeute bei gleichzeitigem
Anstieg des Hintergrundrauschens zuriickfithren. Aus der Tabelle kann ebenfalls ent-
nommen werden, daf} fiir groflere Konzentrationen ein hoheres (S/N)-Verhéltnis erreicht
wird. Aufgrund dieser Aspekte wurden fiir die folgenden Messungen nur Leistungen bis

10mW verwendet.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.4 Gegeniiberstellung von pinched und floating
Methode

In den beiden nachfolgenden Abbildungen 4.4 und 4.5 ist ein Injektionsablauf einer
Fluoresceinlosung mit der pinched und floating Methode zu sehen. Abbildung (4.4b)

al 3 bl cT d
1 2_><__’ >

ol oo }

4 100pum

Abbildung 4.4: Injektion nach der pinched Methode

(a) Schematische Darstellung des Kreuzungsbereichs; (b) das v-formige Probenvolu-
menprofil im Injektionsschritt; (c) Injektion des Probenvolumens in den Kanal 2; (d)
das Probenvolumen einige ms nach der Injektion; die Pfeile geben die Flufirichtung

an.

zeigt, die fiir die pinched Methode charakteristische Ausbildung des v-férmigen Proben-
volumenprofils im Kreuzungsbereich. Dieser Effekt wurde durch Gegenspannungen an
Reservoir 1 und Reservoir 2 erzielt. Im néchsten Schritt (Abb. 4.4c) wurde eine Separa-
tionsspannung an Reservoir 1 angelegt, was zu einer Injektion des Probenvolumens im
Kreuzungsbereich in Kanal 2 fiihrt. Deutlich zu erkennen ist, wie sich durch die geringen
positiven Spannungen an Reservoir 3 und 4 die Probenlésung auch in die Kanéile 3 und
4 zuriickzieht. Im letzten Bild (4.4d) ist das Probenvolumen, wenige ms nach der erfolg-
ten Injektion, gezeigt. Das Strémungsprofil der Farbstoffiésung dndert sich zwischen den
Bildern (4.4c¢) und (4.4d) kaum, was auf ein durch den EOF gepriigtes stempelformiges
Stromungsprofil zuriickzufiihren ist.

Die Bildserie in Abbildung 4.5 zeigt den Injektionsvorgang nach der floating Methode.
In Abbildung (4.5b) ist die durch die Spannung an Reservoir 3 in den Kreuzungsbereich
gepumpte Fluoresceinlésung zu sehen. Ohne die Gegenspannung an Reservoir 1 und
2 flieft die Losung in die Kanéle 1 und 2, was zu einer erheblichen Vergréflerung des
Probenvolumens fiihrt. Die Liange des Injektionsvolumens ist bereits so grof}, dafi der
abgebildete Kreuzungsbereich von ungefihr 250 um x 180 um vollstindig ausgefiillt ist.
Abbildung (4.5c) zeigt den vorderen Teil des durch Spannung an Reservoir 1 injizierten
Probenvolumens in 3mm Entfernung von der Kreuzung. Im letzten Bild (4.5d) ist der
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4.4 Gegeniiberstellung von pinched und floating Methode

al 3 c d
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Abbildung 4.5: Injektion nach der floating Methode
(a) Schematische Darstellung des Kreuzungsbereichs; (b) die Ausbreitung der Farb-

stofflésung im Kreuzungsbereich; (c) der vordere Teil des in Kanal 2 injizierten
Probenvolumens; (d) der hintere Teil des in Kanal 2 injizierten Probenvolumens; die

Pfeile geben die Flufirichtung an.

an derselben Stelle aufgenommene hintere Teil des Probenvolumens zu sehen. Fiir die
beiden Bildserien wurden verschiedene Fluoresceinkonzentrationen verwendet.

Abbildung 4.6 stellt einen Vergleich zwischen den beiden Injektionsmethoden anhand
von zwei 25uM Fluorescein-Elektropherogrammen dar. Das gestrichelte Signal ent-
spricht der Injektion der Fluoresceinlésung nach der floating Methode. Die Lésung wurde
mit einer Spannung von 1000V innerhalb von 8s in den Kreuzungsbereich gepumpt. Im
Fall der pinched Methode kam zu der Injektionsspannung von 1000V noch die Gegen-
spannung von 680V bzw. 770V an Reservoir 1 bzw. Reservoir 2 hinzu. Der Injektions-
vorgang dauerte bei der pinched Methode 20s. Fiir die Injektion in den Separationskanal
wurden in beiden Fillen eine Spannung von 2000V an Reservoir 1 sowie zur Vermeidung
des Nachlaufens in Kanal 2 eine Spannung von 700V an die Reservoirs 3 und 4 angelegt.
Der scharfe Peak in Abbildung 4.6 spiegelt die Injektion eines definierten Probenvolu-
mens (ca.16 pL) wieder, die in der pinched Methode durch das Einengen der Losung auf
den Kreuzungsbereich erzielt wird. Als Nachteil der Einengung erweist sich die geringe-
re Sensitivitdt, was sich in der kleineren Amplitude im Vergleich zur floating Methode
zeigt. Das um 75% hohere Fluoreszenzsignal fiir die floating Methode ist auf ein grofie-
res Probenvolumen (ca. 980pL) im Kreuzungsbereich zuriickzufiihren. Im Vergleich zur
pinched Methode entspricht dies einer 60-fachen Vergroflerung des Injektionsvolumens.
Mit dem Sensitivitdtsgewinn bei der floating Methode geht aber eine Verbreiterung des
Signals einher, die sich negativ auf die theoretische Plattenzahl N auswirkt. Fiir das
floating-Signal erhélt man eine theoretische Plattenzahl von N = 105 4+ 5.72, wihrend
sich fiir das nach der pinched Methode injizierte Signal eine Plattenzahl von
N = 4694 +4.27 ergibt. Letztere liegt in der GréBenordnung der von Zhang et al. [9] fiir
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4 Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 4.6:  Vergleich der verwendeten Injektionsmethoden

Das gestrichelte Signal stellt die Injektion einer 25 uM Fluoresceinlésung nach der
floating Methode, das durchgezogene die Injektion nach der pinched Methode dar.

FITC ermittelten theoretischen Plattenzahlen von 7590(%). Fiir einen exakten Vergleich
miifiten die experimentellen Bedingungen der Mikrochip-Injektion iibereinstimmen, da
die Grofle der Injektionsspannung sowie die Lénge der Injektionsszeit Einflufl auf das
Signal haben. Eine Erhohung der Plattenzahl N fiir den Fall der floating Methode 148t
sich durch eine kiirzere Injektionszeit bzw. hohere Spannungen im Injektions- und Trenn-
vorgang erreichen. Zhang et al. [9] zeigten, dafl bei geeigneter Wahl dieser Parameter
fiir beide Injektionsmethoden vergleichbare theoretische Plattenzahlen ermittelt wer-
den konnen. Dieser Aspekt sowie die Schwierigkeit der experimentellen Handhabung(”)
der pinched Methode sprechen fiir die Verwendung der floating Methode als Injektions-
methode. Ein weiterer Vorteil der floating Methode sind die kurzen Analysezeiten, die
im Bereich von 20s-30s liegen. Auflerdem ist die fiir die pinched Methode notwendige

612.8 uM FITC, TRIS/Borat-Puffer pH 8.8

"Die Qualitit der Injektion mufl generell visuell kontrolliert werden, da die Injektionsparameter auf-
grund kleiner Fertigungsunterschiede (wie z.B. der Abstand der Reservoirs von der Kreuzung) nicht
von Chip zu Chip iibertragbar sind.
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4.5 Anwendung auf analytische Problemstellungen

visuelle Einstellung der Spannungswerte fiir das v-férmige Profil im Kreuzungsbereich
fiir niedrige Konzentrationen nicht durchfiihrbar, da die Beobachtung des Injektions-
ablaufes mit der Kamera aufgrund der geringen Konzentration nicht mdoglich ist. Die
floating Methode wurde aufgrund dieser Aspekte fiir die nachfolgenden Messungen als
Injektionsmethode verwendet.

4.5 Anwendung auf analytische Problemstellungen

4.5.1 Trennung von FITC und Fluorescein

In Abbildung 4.7 ist eine Auftrennung von Fluorescein und FITC nach 13mm Trenn-
strecke zu sehen. Das 5nM-Gemisch wurde mit einer Spannung von 1200V innerhalb
von 12s in den Kreuzungsbereich gepumpt. Die Injektion in den Separationskanal erfolg-
te mit einer Spannung von 3000V an Reservoir 1. Zur Anregung der Farbstoffmolekiile
wurde der Argon-lonenlaser mit einer Leistung von 5mW verwendet.

Aus vorangegangenen Messungen der einzelnen Komponenten kann das erste Signal bei
t = 6.92s als Fluorescein-Peak und das zweite bei ¢ = 13 s als FITC-Peak identifiziert
werden. Bei einer Trennstrecke von 13 mm resultiert daraus nach Gleichung (2.19), Ka-
pitel 2.4.2, eine Gesamtmobilitit von p = (1.25 + 0.12) - 107*em?/V's fiir Fluorescein
bzw. p = (0.67 £ 0.06) - 10~*em?/V's fiir FITC. Fiir Fluorescein haben andere Grup-
pen vergleichbare Mobilititen erzielt. Harrison et al. [7] erhielten (®) eine Mobilitit von
p = (1.21 £0.06) - 10~*cm?/V's, withrend von Liang et al. [58] () eine Mobilitéit von
p=1.09-10"*cm?/Vs gemessen wurde. Der von Seiler et al. [11] aus einer Trennung
von Fluorescein und Fluorescein-5-sulfonat('?) erhaltene Mobilititswert betrigt dagegen
p=(1.93£0.06)-10 *cm?/Vs. Es zeigt sich, da§ aufgrund von Faktoren wie pH-Wert,
Puffersystem und Mikrochipmaterial die Mobilitdten stark variieren.

Der Unterschied in der Signalh6he der beiden Fluoreszenzsignale ist auf die schlechte
Loslichkeit von FITC in TRIS-Puffer und der méglichen Degradierung zuriickzufiihren.
Eine Aussage iiber die Giite der Auftrennung beider Farbstoffe 148t sich mit Hilfe der
Auflssung R machen. Nach Gleichung (2.27) ergibt sich eine Auflésung von

R =2.924+0.7. Die Abweichung von +0.7 ist grofitenteils durch den fiir den Kreuzungs-
Detektor Abstand L, angenommenen Fehler gegeben. Zhang et al. [9] ermittelten fiir

820 uM Fluorescein, TRIS/Borat-Puffer pH 8.5
950 uM Fluorescein, TRIS/Borat-Puffer pH 9
1010 uM Fluorescein, TRIS/Borat-Puffer pH 8
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Abbildung 4.7:  Auftrennung von Fluorescein und FITC

Fiir die Auftrennung wurde das 5nM-Gemisch mit einer Spannung von 3000V in

den Detektionskanal injiziert. Der Abstand zum Detektor betrug 13 mm.

die Auftrennung von Fluorescein und FITC eine Auflésung von R = 1.55(!'). Nach
Gleichung (2.28), Kapitel 2.4.2, hingt die Auflésung vom Kreuzungs-Detektor Abstand
Lp und der Spannung U ab. Da Zhang et al. [9] andere Parameter verwendeten ist ein
direkter Vergleich nicht sinnvoll. Sie zeigten bereits in ihrer Verotffentlichung, dafl eine
Variation der Injektionszeit von t;,; = 15s auf ¢;,; = 20s zu einer Verschlechterung
der Auflssung um 12% fiihrt. Vergleicht man die Parameter und zieht deren Einflufl
auf die Auflésung in Betracht, so miifite der in dieser Arbeit gemessene Wert geringer
bzw. aufgrund der kiirzeren Injektionszeit t;,; = 12s &hnlich sein. Abschlieend 148t
sich demnach sagen, dafl mit dem hier verwendeten Aufbau eine héhere Auflésung als
bei Zhang et al. [9] erzielt wurde.

Die Berechnung der Plattenhohe H nach Gleichung (2.22), Kapitel 2.4.2, liefert fiir FITC
einen Wert von H = (34.6 £ 5) pm. Zhang et al. [9] erzielten fiir FITC eine Plattenhche

113 uM Fluorescein, 12.8 uM FITC, TRIS/TAPS-Puffer pH 8.8
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4.5 Anwendung auf analytische Problemstellungen

von H = 4.93 ym. Die Abweichung erklirt sich durch die Differenz in der theoretischen
Plattenzahl N. Wahrend Zhang et al. eine Plattenzahl von N = 4190 erhielten, er-
gab sich aus den hier durchgefiihrten Messungen eine Plattenzahl von N = 376. Trotz
der geringen Plattenzahl wurde im Vergleich zu Zhang et al. [9] eine hohere Auflosung
erreicht.

4.5.2 Nachweis von IgG und Avidin

Die Elektropherogramme zweier Proteine, IgG und Avidin, sind in der nachfolgenden
Abbildung 4.8 gezeigt. Die Konzentration der Losungen ist so gewdhlt, dal die Kon-
zentration der an das Protein gebundenen Farbstoffmolekiile jeweils 300nM betrigt.
Dies entspricht einer 100nM Proteinlésung. Die Injektion von Avidin in den Kreuzungs-
bereich erfolgte innerhalb von 10s mit einer Spannung von 2500V, wihrend fiir IgG
nur eine Spannung von 1000V verwendet wurde. In den Detektionskanal wurde in bei-
den Fallen mit einer Spannung von 3000V injiziert. Der Abstand zum Detektor betrug
6 mm.

—1gG Avidin
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Abbildung 4.8:  Elektropherogramme von IgG und Avidin

Die Injektion der Proteine in den Detektionskanal wurde in beiden Fillen mit einer
Spannung von 3000V erzielt. Die Detektion erfolgte in einem Abstand von 6mm

von der Kreuzung.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Fiir Avidin ergibt sich eine Signalhéhe von 1330 counts/100ms, wihrend IgG eine Am-
plitudenhéhe von 9060 counts/100ms besitzt. Die Differenz in der Amplitudenhéhen
der beiden Fluoreszenzsignale kann auf Quenching-Effekte zuriickgefiihrt werden. Denn
abhingig von der Bindungsstelle des Farbstoffmolekiils an das Protein sind die FITC-
Molekiile entweder der wissrigen Losung ausgesetzt oder im Innern der Tertidrstruktur
des Proteins verborgen und damit von der wéssrigen Umgebung abgeschirmt. Farb-
stoffmolekiile, die aufgrund ihrer Position mit der wissrigen Umgebung wechselwirken,
weisen eine Verschiebung ihrer Emissionswellenlinge sowie eine Verringerung der Quan-
tenausbeute auf [54].

Aufgrund der benétigten Injektionsspannungen von 2500V fiir Avidin mufiten die bei-
den Fluoreszenzsignale getrennt voneinander aufgenommen werden. Generell werden
fiir den Transport der Fliissigkeit in den Kreuzungsbereich Spannungen im Bereich von
1000V bis maximal 2000V an Reservoir 3 angelegt. Das Resultat einer Injektion von
IgG mit so hohen Spannungen wire ein grofles, mehrere mm des Mikrochips einneh-
mendes Probenvolumen und infolgedessen eine starke Verbreiterung des Signals. Fiir
das hier gezeigte Elektropherogramm wurde daher im Fall von IgG eine Injektions-
spannung von 1000V verwendet. Der hohe Hintergrund resultiert aus dem Einsatz des
25mW-Argon-Ionenlasers, der den sich in Reparatur befindenden leistungsschwécheren
Argon-lonenlaser ersetzt hatte.

Betrachtet man die Migrationszeiten der Proteine in den BSA beschichteten Kanélen, so
bendtigt IgG fiir eine Strecke von 6 mm eine Zeit von t = 3.2 s und Avidin fiir dieselbe Di-
stanz t = 7.1 s. Die Trennung dieser beiden Proteine sollte somit moglich sein. Allerdings
miissen die Injektionsparameter aufgrund der oben erwihnten Aspekte entsprechend an-
gepasst werden, um eine gleichzeitige Injektion der beiden Proteine zu erméglichen. Mit
der Verwendung eines anderen pH-Wertes oder eines anderen Puffersystems konnte man
die Nettoladung der Proteine so dndern, daf sich deren Injektionseigenschaften einander
anndhern. Die Beschichtung der Kanile mit BSA konnte ebenfalls einen Einfluf} auf die
Injektion der Proteine haben. Der Einsatz anderer Methoden (zwitterionischer Puffer
[61], dynamisches Beschichten der Oberfliche [62]) zur Vermeidung der unspezifischen
Adsorption an die Oberflichen kénnte demnach auch zur Ermdoglichung der Trennung

beitragen.

4.6 Detektion geringer Konzentrationen

In Abbildung 4.9 sind die Fluoreszenzsignalhdhen fiir drei verschiedene FITC-Konzentra-

tionen zu sehen. Die Injektion in den Kreuzungsbereich fand mit einer Spannung von

48



4.6 Detektion geringer Konzentrationen

1000V innerhalb von 15s statt, wihrend mit einer Spannung von 2500V in Kanal 2
injiziert wurde. Die Detektion fand in 5mm Entfernung statt.

Fiir beide Laserleistungen zeigt sich ein Anstieg der Signalh6he mit erhéhter Konzen-
tration. Das (S/N)-Verhiltnis fiir die 4pM FITC-Losung (10mW) liegt bei 17 siehe 4.3,
so daf} die Detektion von geringeren Konzentrationen moglich sein sollte.

Signalhthe [counts/100ms]

Abbildung 4.9:
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| —®—10mw {

FITC-Konzentration [pM]

Vergleich der Signalhohen fiir verschiedene FITC-Konzen-

trationen

Die Injektionsspannung in Kanal 2 betrug 2500V fiir alle Messpunkte bis auf den

Wert 100pM, 10mW (1800V).

Die Elektropherogramme von 1pM und 500fM Fluorescein sind in Abbildung 4.10 ge-
zeigt. Die Farbstofflosung wurde in beiden Fillen mit einer Spannung von 1000V inner-
halb von 14s in den Kreuzungsbereich gepumpt. Die Injektion in Kanal 2 erfolgte mit
einer Spannung von 2000V. Fiir die Fluoreszenzanregung wurde der Argon-lonenlaser
mit einer Leistung von 10mW verwendet. Der Abstand zum Detektor Lp betrug 10 mm.
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Abbildung 4.10:  Elektropherogramme von 1pM und 500fM Fluorescein

Die Injektion der Liésung in den Kreuzungsbereich wurde mit einer Spannung von
1000V (14s) erreicht, wahrend die in den Kanal 2 mit 2000V durchgefiihrt wurde.
Die Entfernung zum Detektor betrdgt 10mm. Die Anregung der Farbstoffimolekiile

erfolgte durch den Argon-Ionenlaser mit einer Leistung von 10mW.

In Tabelle 4.3 sind die theoretische Plattenzahl N und die Plattenhdhe H fiir die beiden
Elektropherogramme aufgefiihrt.

Konz. N H [pm] | linj [mm] | Viy; [pL] | Molekiilanzahl
1pM || 162+ 10| 62+ 7 |2.69+0.01 | 874+ 14 5261 £+ 8
500fM || 37 £ 4 | 269 £+ 38 | 5.67 + 0.04 | 1840 £31 955 £ 9

Tabelle 4.3:  Experimentell bestimmte Plattenzahlen fiir verschiedene Kon-

zentrationen

Es zeigt sich eine Verringerung der theoretischen Plattenzahl mit sinkender Konzen-
tration. Aufgrund der Beziehung H = Lp/N ergibt sich entsprechend ein Anstieg der
Plattenhéhe. Die Linge des Probenvolumens [;,; im Kreuzungsbereich 1d8t sich nach
Gleichung (2.17), Kapitel 2.4.2, aus den experimentell gewonnenen Daten bestimmen.
Eine visuelle Abschétzung der Lénge ist aufgrund der geringen Konzentration nicht
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4.6 Detektion geringer Konzentrationen

moglich. Fiir das 1 pM-Signal 148t sich eine Lénge von l;,;= (2.69 £ 0.01) mm ermitteln,
wihrend fiir das 500fM-Signal die Linge (5.67 £ 0.04) mm betrégt. Fiir dieselben In-
jektionsparameter, wie in diesem Fall, wiirde man eigentlich die gleiche Volumenlénge
erwarten. Solche Abweichungen konnen Effekten wie Adsorption an Glas im Pripa-
rationsgefifl und Detektionssystem, Verunreinigungen in der Losung und statistische
Fluktuationen der Molekiilanzahl bei niedrigen Konzentrationen zu gewiesen werden
[63].

Aus den Maflen des Mikrochip-Kanals (Breite: 50 ym, Tiefe: 6.5 um) 148t sich mit der
Volumenlénge l;,,; das Injektionsvolumen berechnen. Die Anzahl der Molekiile im Injek-
tionsvolumen ergibt sich aus der Fluoresceinkonzentration. Fiir das 1 pM Fluoreszenzsi-
gnal ermittelt man so eine Anzahl von 5261 Molekiilen. Im Fall des 500fM Fluoreszenz-
signal erhdlt man 555 Molekiile.

Fiir einen Vergleich der erwarteten mit der experimentell ermittelten Signalhthe muf
die Anzahl der Molekiile im Detektorvolumen bestimmt werden. Das Detektorvolumen
berechnet sich aus dem Anregungsfenster (50 um x 50 ym) und der Kanaltiefe (6.5 um)
zu 16.25pL. In diesem Volumen befinden sich bei einer Konzentration von 500fM fiinf
Molekiile. Aus dem Abstand Lp = 10mm und der Migrationszeit ¢t = 7.25 s 148t sich die
Geschwindigkeit des Injektionsvolumens zu v = 1.38mm/s bestimmen. Mit der Linge
des Detektionsfensters l4; = 50 um berechnet sich fiir die fiinf Molekiile eine Verweil-
dauer von ¢t = 36 ms im Detektionvolumen. In einer Integrationszeit von 100 ms werden
demnach 14 Molekiile detektiert. Geht man von der Mdoglichkeit der 10°-fachen An-
regung der Molekiile aus sowie einer Quanteneffizienz von 0.5, so erhilt man 700000
Photonen. Beriicksichtigt man die Quanteneffizienz des PMs (15%) und die Verluste
durch optische Komponenten (0.8%), errechnet sich eine Photonenzahl von 840. Aus
Abbildung (4.10) 1&8t sich mittels eines Gaussfits eine Signalhéhe von 820 Photonen
bestimmen. Die rechnerisch ermittelte Signalhohe stimmt gut mit der experimentell er-
haltenen iiberein.

Nach der Detektion von 500fM Fluorescein ist es ebenso gelungen, 100fM Fluorescein
in Mikrochips zu detektieren. Abbildung 4.11 zeigt das Elektropherogramm von 100
fM Fluorescein. Fiihrt man fiir diese Konzentration eine Abschéitzung der detektierten
Molekiile durch, so erhilt man innerhalb der Integrationszeit von 200ms im Detekti-
onsvolumen zwei Molekiile. Bei einer Breite des Fluoreszenzsignals('?) von 65 entspricht
das einer Detektion von 60 Molekiilen. Die geringste Konzentration, die Ocvirk et al.
[63] elektrokinetisch injizieren konnten, lag bei 1pM(3). Mit der DurchfluB-Methode,

12giehe Abbildung 4.11
13Fluorescein, TRIS/Borat-Puffer pH 9

o1



4 Ergebnisse und Diskussion

d.h., kontinuierlicher Flufl der Fluoresceinlésung durch den Kanal, demonstrierten sie
des weiteren die Detektion eines 300fM('*) Fluoresceinsignals. Die Detektion der 100fM
und 500fM Fluoresceinlosung entspricht daher der bis dahin geringsten elektrokinetisch
injizierten Farbstoffkonzentration in Mikrofluidik-Kanélen.

48000 — 1500
(a) Originalsignal (b) Basislinienkorrigiertes Signal

47500
1000

47000
500 +

46500 —

] 04
46000 — 1
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Abbildung 4.11:  Elektropherogramm von 100fM Fluorescein

Die Farbstofflésung wurde innerhalb von 20s mit einer Spannung von 1600V in den
Kreuzungsbereich gepumpt und in Kanal 2 mit einer Spannung von 2500V injiziert.
Der Abstand des Detektors betrug 8mm. Die Anregung erfolgte mit dem LaVision
Argon-Ionenlaser mit einer Leistung von 25mW (Integrationszeit 0.2s).

14TRIS/Borat-Puffer pH 9
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5 Zusammenfassung & Ausblick

In dieser Arbeit wurde der Aufbau eines Fluoreszenzdetektionssystems fiir PDMS Mi-
krochips auf einem Epifluoreszenzmikroskop realisiert. Es wurde demonstriert, daf§ der
elektroosmotische Flufl in PDMS Mikrokanélen als Transportmechanismus verwendet
werden kann. Die Untersuchung verschiedener Einfliisse auf die Mobilitdt zeigen, daf
eine bessere Reproduzierbarkeit der Mobilitdt mit oxidierten PDMS Kanélen erreicht
wird und die Verwendung eines hoheren pH-Wertes einen Anstieg der Mobilitéit bewirkt.
Mit einer hohen Auflésung gelang es, innerhalb von 16 Sekunden eine Basislinien-
Auftrennung der Farbstoffe FITC und Fluorescein zu erzielen. Die Trennstrecke be-
trug dabei 13mm. Die Trennung der Proteine IgG und Avidin konnte aufgrund von
Quenching-Effekten und Pumpschwierigkeiten der Avidinlésung im verwendeten Puf-
fersystem nicht erreicht werden. Der Vergleich der separat aufgenommenen Elektro-
pherogramme demonstriert jedoch, dal die beiden Proteine im gleichen Puffersystem
unterschiedliche Migrationszeiten aufweisen und somit eine Auftrennung moglich sein
sollte. Durch Verwendung eines anderen pH-Wertes sowie eines anderen Puffersystems
kann die Nettoladung der Proteine dahingehend veréindert werden, dal gleichzeitige
Injektion moglich wird. Die bisher verwendete Beschichtung zur Vermeidung unspezi-
fischer Adsorption der Proteine kann durch eine alternative Methode wie dynamisches
Beschichten oder der Verwendung zwitterionischer Puffer ersetzt werden, um eine Tren-
nung zu verbessern.

Mit den gewonnenen Ergebnissen im sichtbaren Bereich wird es méglich sein, zur Detek-
tion im ultravioletten Spektralbereich iiberzugehen. Die Aminosduren Tyrosin, Trypto-
phan und Phenylalanin weisen Anregungswellenldngen im ultravioletten Spektralbereich
auf. Diese intrinsischen Fluoreszenzeigenschaften kénnen zur Detektion von Proteinen
genutzt werden. Die Notwendigkeit der umsténdlichen und stérenden Fluoreszenzmar-
kierung der Proteine mit Farbstoffen entfillt damit.

Zusétzlich gelang es, elektrokinetisch injizierte 100fM und 500fM Fluoresceinlésungen

in Mikrofluidik-Kanilen zu detektieren. Diese Konzentrationen stellen die bisher ge-

93



5 Zusammenfassung & Ausblick

ringsten detektierten Mengen in Mikrochips dar. Die (S/N)-Verhéltnisse, speziell des
100fM Fluoreszenzsignals, konnte durch eine weitere Optimierung in der Justage des
Systems vergroflert werden. Des weiteren ist es fiir eine Erh6hung des Kontrasts wich-
tig, den Streulichtanteil des Signals zu verringern. Die Verwendung eines Detektors mit
einem hoheren Wirkungsgrad (> 15%) bote die Moglichkeit, geringere Laserleistungen
zu nutzen. Weiterhin kann der Streulichtanteil durch ein definierteres Anregungsvolumen
gesenkt werden. Ein evaneszentes Wellenfeld kann diese lokalisierte Anregung erzielen.

Die Zwei-Photonen Anregung wire eine weitere Option dafiir.
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A Anhang

A.1 Elektroosmotischer Fluf3

Zur Ergidnzung des Grundlagenteils 2.2 erfolgt hier die Herleitung der elektroosmotischen
Mobilitat preor = % Fiir die quantitative Beschreibung des elektroosmotischen Flusses
muf} zunéchst ein Ausdruck fiir die Ladungsdichte der an der Kanalwand adsorbierten
Ionen der Losung gefunden werden. Die folgende Gleichung liefert den Zusammenhang
zwischen der Ladungsdichte p.(z) im Abstand z von der Oberfléiche und der Ionenkon-

zentration der Elektrolytlosung:

pe(z) = Z zien;(x) (A.1)

z; = Valenz des lons 1
e = Elementarladung
n; = lonenkonzentration des Typs i

Fiir die Bestimmung von p.(x) ist es erforderlich, die Ionenkonzentration n;(z) zu ken-
nen. Die Ionen der Elektrolytlosung werden entsprechend ihrer Ladung von der Ober-
fliche angezogen oder abgestoflen. Diese elektrostatische Wechselwirkung zusammen mit
der Brownschen Molekularbewegung ergibt die Verteilung der lonen entlang einer gela-

denen Oberfliche. Debye und Hiickel faiten dies in der Form einer Boltzmann Verteilung

e () 2

wobei n;9 die Ionendichte ohne Einfluf} eines elektrischen Potentials, ¥(x) das elektrische

Zusammen:

Potential an der Stelle z, k£ der Boltzmann Faktor und 7 die absolute Temperatur
beschreiben. Ersetzt man nun die Ionendichte n;(x) in Gleichung (A.1), so erhilt man
den folgenden Ausdruck fiir p(z):

pel(z) = 3 zenio exp (%‘TM)) (A.3)

(3
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A Anhang

Fiir den néchsten Schritt wird zur Vereinfachung die sog. Debye-Hiickel-Approximation
(z;e¥(x) < kT) durchgefiihrt. Diese Naherung erméglicht das Ersetzen des Exponenti-
alterms der obigen Gleichung mit exp(x) =~ (1 + z) wie folgt:

pel(z) =Y (zienio _ znat(e) ezzi;W(x)) (A4)

i
Da Elektoneutralitit gewahrleistet sein muss, entfillt der Term Y-, z;en;, und die Glei-
chung reduziert sich zu:

) = = X 5w () (9

Die Poisson-Gleichung liefert den Zusammenhang zwischen der Ladungsdichte p,(z) und

dem elektrischen Potential ¥(z):
dZ_\Ij __Pe (z)
dz? €

Durch Substitution von p.(z) durch Ausdruck (A.5) ergibt sich die folgende Gleichung:

mit & = Dielektrizitéitskonstante (A.6)

d>v 22e2n;
- D7 Ny AT
dz? Z o L @) (A7)
Diese Gleichung 148t sich durch Zusammenfassen der Konstanten vereinfachen zu:
d*v 2y,
o K2 (z) mit k> =e*)_ Z;:TO (A.8)

Durch zweifache Integration und Beriicksichtigung der Integrationsgrenzen; ¥ = ¥, fiir
x = 0 (Grenze zwischen Kanalwand und Losung) und ¥ = 0 fiir x = oo; erhélt man fiir
das elektrische Potential:

U (z) = Yoexp(—kx) (A.9)

Mit der Entfernung von der Kanalwand nimmt das elektrische Potential ¥(x) exponen-
tiell ab (vergleiche den Potentialverlauf im Bereich (b)und (c), Abbildung (2.2), Kapitel
2.2). Da der Exponent der e-Funktion dimensionslos sein mu8, besitzt x ! die Dimension
einer Linge. x ! bezeichnet man daher auch als Doppelschichtdicke oder Debye-Lénge.
Fiir eine 0.01 molare, symmetrische Elektrolytlosung [1Z1:1Z7] betrigt die Dicke 3.04
nm [19]. Fiir den Abstand z = k' von der Kanalwand ist die Exponentialfunktion auf
1/e des elektrischen Potentials ¥y abgefallen.

Einen Ausdruck fiir die Ladungsdichte pe(z) erhélt man durch Substitution von Glei-
chung (A.9) in Gleichung (A.6).

pe() = —er*Upexp(—kx) (A.10)
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A.1 Elektroosmotischer Fluf3

Die Ladungsdichte zeigt also eine Abhéingigkeit von dem elektrischen Potential ¥y an der
Kanalwand und der Elektrolytlésung, da x durch die Konzentration und den pH-Wert
der Losung beeinfluflbar ist. Mit dem Ausdruck fiir p, 148t sich nun das Geschwin-
digkeitsprofil des elektroosmotischen Flusses ermitteln. Die Geschwindigkeit v(x) einer
Newtonschen Fliissigkeit ergibt sich aus der Summe der auf ein Volumenelement der
Ladungsdichte p.(z) wirkenden Reibungskrifte und der durch ein elektrisches Feld her-
vorgerufenen elektrischen Kraft. Die Bewegungsgleichung dieser Losung entlang einer
flachen, geladenen Oberfliche unter dem Einfluf} eines elektrischen Feldes E lautet da-

her: ()
v, (T
102 = E,p.(z) (A.11)

wobei 1 die Viskositdt der Losung und v, die Geschwindigkeit in Richtung des elektri-

n

schen Feldes (in z-Richtung) beschreibt. Zweifache Integration unter Beriicksichtigung

der Integrationsgrenzen; dv/dx = 0 bei x = oo und v = 0 bei x = z1; ergibt als Resultat:

_ Eed

v, () (1 — exp(—kx)) (A.12)

Die Stelle x; markiert den Beginn der diffusen Schicht, so dafl das elektrische Potential

U, durch das (-Potential ersetzt werden kann. Da x~!

im Bereich von wenigen Nano-
metern liegt, kann der Exponentialterm fiir grofle x vernachlifligt werden. Als Losung

erhilt man die folgende Geschwindigkeitskomponente:

0, (T) R Vg = E;€C (A.13)

Normiert auf das elektrische Feld liefert das den Ausdruck fiir die elektroosmotische
Mobilitat:
¢

Meof = — A.14
= (A.14)

Wie bereits im theoretischen Teil erwahnt, hingt die elektroosmotische Geschwindigkeit
nicht vom Querschnitt des Kanals ab (bis auf den Bereich der diffusen Schicht), was
die Bildung eines stempelférmigen Strémungsprofils zur Folge hat. Die mathematische
Darstellung zum elektroosmotischen Fluf folgt den Ausfiihrungen von Grossmann [19].
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