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1 Einleitung

Die DNA-Elektrophorese ist heute die Standardmethode zur Auftrennung von DNA-
Fragmenten unterschiedlicher Lange. Das Human-Genom-Projekt, das sich mit der Ent-
schliisselung bzw. Sequenzierung des menschlichen Genoms befaf}t, wurde auch mittels
Elektrophorese-Techniken (EP-Techniken) durchgefiihrt. Die Verkiindung der vollsténdi-
gen Entzifferung vor einiger Zeit bedeutet nicht, dafl kein Interesse mehr an der Sequen-
zierung bestiinde'. Das Gegenteil ist der Fall. Man erhofft sich durch die Kenntnis wei-
terer in der Natur vorkommender Genome anderer Spezies, Heilmittel fiir Krankheiten
zu finden.

Auch fiir analytische Zwecke, z.B. die Friiherkennung von Erbkrankheiten, und fiir die
biometrische Verschliisselung sowie Erkennung [1, 2] werden EP-Techniken bendtigt.
Die heute verwendeten Methoden sind jedoch zu langsam, als dal man sie zur schnellen
Diagnose verwenden konnte. Zwar gibt es fiir die Elektrophorese ein sehr gutes theoreti-
sches Verstindnis iiber die physikalischen Mechanismen, die die Breiten und Formen der
Peaks in den Elektropherogrammen beschreiben, doch sind diese qualitativer Natur und
konnen kaum fiir die Entwicklung neuer effizienterer Techniken herangezogen werden
3, 4].

In dieser Arbeit wurde die Migration von drei DNA-Molekiilsystemen unterschiedlicher
Lange in strukturierten Mikrokanélen untersucht. Bei den DNA-Molekiilsystemen han-
delt es sich um ®X174,- A- und T2-DNA, die 5,4 kbp, 48,5 kbp bzw. 164 kbp lang sind.
Die strukturierten Kanile bestanden aus periodischen Einheiten, die eine charakteristi-
sche Kanalbreite von 1,5 um, 3,0 pm und 5,0 pm hatten. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit
war es, die Mobilitdten der DNA-Molekiile in den selbst hergestellten Kanélen mit Hilfe
eines Epifluoreszenzmikroskops und einer empfindlichen CCD-Kamera zu bestimmen.
Die Bestimmung der Mobilitét erfolgte mittels einer automatisierten Kreuzkorrelations-

analyse.

TAm 11.06.2002 ist in der New York Times ein Artikel erschienen, der auf iiber 100 schwerwiegende

Fehler in den Gen-Karten hinweist.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 DNA-Struktur

Die DNA (Deozyribo Nucleic Acid) ist das bekannteste in der Natur vorkommende
Polymermolekiil. Sie ist der Tréiger der Erbinformation. Die Fahigkeit der Informations-
speicherung ist dabei in ihrer Basensequenz begriindet.

Zwei komplementéire Polymerstringe winden sich um eine gemeinsame Achse und bil-
den dabei eine Doppelhelix. Komplementér heif}t, dafl sich die vier verschiedenen Mo-
nomereinheiten, die Nukleotide (Adenin, Thymidin, Guanin, Cytosin), paarweise nur so
anordnen, dafl A mit T und G mit C paart. Bei der Zellteilung wird der Doppelstrang
wieder aufgelost, so dafl den zwei Zellen je eine exakte Kopie des Einzelstrangs vorliegt.
Durch Polymerasen wird jeder Einzelstrang in einer Zelle wieder zu einem Doppelstrang
vervollstandigt. Abb 2.1 und Abb. 2.2 zeigen ein Kalotten- sowie Stabmodell der DNA
und einen Ausschnitt aus der Strukturformel.

Die bereits angesprochenen Nukleotide A, T,G und C stehen dabei z.B. fiir A fiir 2’-
Desoxyadenosin-5-monophosphat [5]. Ein Nukleotid besteht also aus einem Zucker,
der 2-Desoxyribose, der am 5-C-Atom mit Phosphat verestert ist sowie einer am 1’-C-
Atom angekoppelten Base. Die Basen sind die Pyrimidinderivate Cytosin und Thymidin
sowie die Purinderivate Adenin und Guanin. Der Einfachheit halber werden die Nukleo-
tide nach ihren Basen benannt. Einzelstringige ssDNA erhélt man durch Veresterung
der 3’-O H-Gruppe der Desoxyribose des einen Nukleotids mit der sauren Hydroxylgrup-
pe der Phosphatgruppe eines anderen Nukleotids [6]. Das eine Ende der Kette hat eine
freie Hydroxylgruppe am 3’-Ende und das andere eine Phosphateinheit am 5-Ende. Zwei
antiparallel um eine gemeinsame Achse gewundene ssDNA-Strénge bilden die dsDNA.
Diese Doppelhelix wird durch Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den Basen stabili-
siert. Dabei paart Adenin nur mit Thymin iiber zwei Wasserstoffbriickenbindungen und
Guanin nur mit Cytosin iiber drei Wasserstoffbriickenbindungen.

Die ,normale “ Konfiguration der DNA, die B-DNA oder Watson-Crick-Helix, ist in
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Abbildung 2.1: Kalotten- und Stabmodell der B-DNA
Die nach innen gerichteten Basen bilden mit dem nach auflen
gerichtetem Zucker-Phosphatriickgrad das Polymermolekiil. (Quel-
le: www.oci.unizh.ch/edu/lectures/material /AC_BII)
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Abbildung 2.2: Ausschnitt aus der DNA-Strukturformel
Zwei antiparallele und komplementédre Polymerstriange bilden die
dsDNA. Guanin (G) paart dabei nur mit Cytosin (C) iiber drei und
Adenin (A) nur mit Thymin (T) {iber zwei Wasserstoftbriickenbindun-
gen. (Quelle: www.oci.unizh.ch/edu/lectures/material /AC_BII)
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lebenden Systemen durch folgende Parameter gekennzeichnet [7, 6]:

e Durchmesser der Helix ~ 2,37 nm
e Abstand benachbarter Basen ~ 0,34 nm

e rechtshindig um 36° gegeneinander verdreht, d.h. Periodizitdt von 10 bp bzw.

3,4 nm
e Persistenzldnge von 30 nm <1, < 60 nm

Fiir die linkshidndige Z-DNA, sowie auf andere Konformationen sei auf die Literatur

verwiesen [8].

2.2 Das Statistische Knauel

Das Verhalten von unterschiedlichen Polymeren kann durch universell giiltige Skalie-
rungsgesetze beschrieben werden, obwohl sich der chemische Aufbau ihrer Untereinhei-
ten stark unterscheiden kann. Grundlegende Arbeiten auf diesem Gebiet wurden von
Flory zusammengefasst und spéter in den 70’er Jahren von de Gennes erweitert [9]. Im
Folgenden sollen die wichtigsten Ergebnisse fiir das freely-jointed-chain (F.JC), freely-
rotating-chain (FRC), und worm-like-chain-Modell (WLC) kurz dargestellt werden.

FJC: Beim FJC wird angenommen, dafl eine Kette aus N gleich langen starren Ab-
schnitten [y besteht, deren Bindungswinkel zuféllig sein konnen. d.h. die Kette vollfiihrt
einen sogenannten random walk [10].

Zunichst soll aber der allg. End-zu-End Abstand (s. Abb. 2.3)

— N —
=1

fiir eine Kette aus N Gliedern definiert werden, deren Glieder l: verschieden lang sein
konnen. Die Einfiihrung des gemittelten quadratischen End-zu-End Abstand < R? >

ergibt allg. fiir verschieden lange Kettensegmente Z,

<R)> = <R;-R;>

N N
= Y I+2% > <cosdy > . (2.1)

i=1 1<j<N
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Abbildung 2.3: Statistisches Knéuel
Ein aus N-Segmenten bestehendes Knéduel mit End-zu-End-Abstand R..
Fiir eine FRC und WLC gilt Iy = |I;] = |I;].

Fiir den Fall der FJC vereinfacht sich der Ausdruck der Gl. (2.1) zu
< R? >= NI, (2.2)

da ja nach Annahme alle Abschnitte I = |i;| = |l;| gleich lang sein sollen. Der rechte
Term der Summe iiber die gemittelten Winkel in Gl. (2.1) ist 0, da ja nach Annahme
alle Winkel gleich wahrscheinlich sind. Der Gyrationsradius, definiert durch

=
R — i
! i:lN

148¢ sich fiir eine zufillig gekniuelte Kette aus N + 1 Gliedern zu

_ N N+2
2 _ 2 IV INT 2
Ry =< R, >= 6 N+1°
berechnen. Der Gyrationsradius R, ist dabei eine charakteristische Grofe, die die DNA
in Losung bei fehlenden dufleren Kraften beschreibt, wihrend sie fluktuierende Zufalls-
konformationen annimmt. Fiir grole N wird der Gyrationsradius zu
g NGB

R (2.3)

Néahere Betrachtungen fiir den End-zu-End Abstand zeigen, daf} dieser einer Gaufiver-
teilung folgt [10].



2 Theoretische Grundlagen

Das FJC kann daher auch mit einer Gaufy’schen Kette betrachtet werden, wobei ange-
nommen wird, daf} die Lingen der Kettensegmente l; gaufiverteilt um die Bindungsldnge

[ sind. Die Gauf3verteilten Kettensegmente werden durch die Verteilungsfunktion

0 - (s0) " (22)

beschrieben, wobei L die Konturlinge darstellt. Der End-zu-End Abstand ist iiber R, =
L

[ P(L)L?dL = NI? gegeben.

0

FRC: Das FRC-Modell ist gegeniiber dem FJC-Modell ein verbessertes Modell. Bisher
wurden alle Bindungswinkel und Verdrehungen der Segmente zugelassen. Beispielsweise
betragen die vier beim Kohlenstoffatom durch sp3- Hybridisierung gebildeten Bindungs-
winkel ¥ ~ 70, 53°. Durch bevorzugte Winkel erhélt das Molekiil eine gewisse Steifigkeit,
die durch die Persistenzlinge [, ausgedriickt wird. Dadurch wird mit Gl. (2.1) in der

Grenzwertbetrachtung fiir N — oo zu

B~ NP2 (H— < cos v >>
1— < cost >
Durch Einfiihren einer effektiven Segmentzahl N, und Segmentlinge [;, wobei die Kon-

turlange L = N,l, ist, kann der End-zu-End Abstand auch als
R? = NI} (2.5)

geschrieben werden. [ ist dabei die sogenannte Kuhnlédnge, die wie spédter beim WLC

gezeigt wird, mit der doppelten Persistenzlinge in Verbindung gebracht werden kann.

WLC: Beim WLC sind die betrachteten Bindungsldngen [, konstant. Verdrillungen
zweier Bindungen um ¢ sind ebenfalls erlaubt. Die Bindungswinkel sorgen wie beim
FRC-Modell fiir eine Versteifung des Systems [10]. Die Kriimmung der Polymerkette
kann als Anderung des Tangentenvektors entlang der Kettenkontur betrachtet werden.
Der Tangentenvektor am Punkt r; sei, wie in Abb. 2.3 gezeigt, ein Einheitsvektor €; an
der entsprechenden Bindungstelle. Fiir den diskreten Fall, der hier besprochen werden
soll, ist die Kriimmung also durch die Differenz zweier aufeinander folgender Einheits-
vektoren

& — &l (2.6)
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gegeben.
Mit der einfachen Annahme, daf} die Biegungsenergie einem harmonischen Potentialver-

lauf folgt, ist der Hamilton-Operator

K& 9
Hb = 5 2(6] — 63;1) .
j=2
k ist dabei die Biegesteifigkeit des Systems. Aufgrund einfacher geometrischer Uberle-
gungen kann GI. (2.6) als 2sin 19? ausgedriickt werden. Bei hohen Biegeenergien erhilt

man nur kleine Bindungswinkel 9/;, womit der Hamilton-Operator zu

Y

vereinfacht wird.

Mit Hilfe der statistischen Mechanik erhilt man {iber die Zustandssumme die Vertei-
lungsfunktion der Kettenkonfiguration direkt aus dem Hamilton-Operator [10]. Fiir die
Konformation der WLC ergibt sich

B \N-172 E X
P({0,}) = (mBT) exp (—m Zﬁj) .

i=2

Der Vergleich mit Gl. (2.4) zeigt, dal P({¢,}) eine Gaulverteilung der Bindungswinkel
v; beschreibt. Dadurch erhélt man fiir den mittleren quadratischen End-zu-End Abstand

_ L L
R2=2Clexp|—— | +——1]. (2.7)
P lp lp
Fiir sehr lange Ketten L > [, ergibt sich
R? ~2l,L = I,L = NI. (2.8)

Zusammengefaflt kann gesagt werden, dafl bei allen bisher betrachteten Modellen der

mittlere Gyrationsradius mit < R, >oc N” skaliert. Dabei ist

(2.9)

N =

der sogenannte Flory-Exponent.
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Self-Avoiding-Chain: In den bisherigen Betrachtungen wurden langreichweitige Wech-
selwirkungen vernachléssigt. Aufgrund der Flexibilitit des Polymers kann sich dieses
nach einer Lange [ > [, zuriickfalten, sich aber nicht selbst durchdringen. Genaugenom-
men ist das eine lokale, kurzreichweitige Wechselwirkung, die jedoch langreichweitig

iiber die Konturlinge wirkt. Wegen dieses Effektes, des sogenannten ausschliefenden
1
2

mit v = % an. Genauere Berechnungen ergeben v = 0,588 + 0,001 [9, 11]. Mit der

Flory-Theorie kann gezeigt werden, dafl der Flory-Exponent von der Dimension d des

betrachteten Systems abhédngt. Allgemein gilt v = 24%1'

Volumens (engl. self-excluded-volume), wichst das Knduel nicht mit ¥ = =, sondern

2.3 Geladene Teilchen in Losung

In diesem Abschnitt soll das Verhalten eines geladenen Molekiils in einer Elektro-
lytlosung betrachtet werden. Das geladene Molekiil hat eine Stérung der in der Lésung
befindlichen Ionen zur Folge [7]. Im Gleichgewicht halten sich die elektrostatischen und
Brown’schen Krifte die Waage. Kondensation von Gegenionen an das Molekiil ergibt
die sogenannte starre Schicht, an die sich die diffuse Schicht anschliefit. Beide Schichten
zusammen werden als die elektrische Doppelschicht bezeichnet (s. Abb. 2.4). Die Dicke
der starren Schicht ist durch die Bjerrum-Lénge

62

lp=——
B drege, kT

gegeben, wobei e die Ladung, kT die thermische Energie und ¢ = gye, die Dielek-
trizitdtskonstante ist. Fiir Wasser bei Raumtemperatur ist [p ~ 0,7 nm mit ¢, = 80
(7, 12].

In der Zentralfeldndherung ist das elektrische Potential V' durch Losen der Poisson-

Boltzmann-Gleichung

esz>

2.10
T (2.10)

6087«AV = — Z ZkC’k exp <—
k

gegeben. ez, und C% sind die Ladung und Gesamtkonzentration einer lonensorte k.

Die Losung von Gl. (2.10) beschreibt einen exponentiellen Abfall des Potentials

V = Vyexp(—kr) (2.11)
in der diffusen Schicht, wobei
1/2
1 60€rkBT
= —=—— 2.12
" (62 >k chk> (2.12)
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Abbildung 2.4: Elektrische Doppelschicht
Eine starre und diffuse Schicht bilden die elektrische Doppelschicht. Das
(-Potential befindet sich an der Stelle, an der Scherkrifte auftreten.

die Debye-Lange bzw. Abschirmlinge ist.

2.3.1 Elektroosmose

Die Elektroosmose, die in der Plattengelelektrophorese fiir Verbreiterungen der Auf-
trennungsbanden sorgt, wird in der Kapillargelektrophorese zum Teil dafiir ausgenutzt,
um alle Teilchen in eine gewiinschte Richtung zu pumpen. Der elektroosmotische Fluf}
wird hierbei durch die Bewegung der Gegenionen ausgel6st und kann durch Losen der

Navier-Stokes-Gleichung beschrieben werden:

Eocr

EOF steht fiir die Abkiirzung des durch die Elektroosmose erzeugten elektroosmotischen
Flusses. Das (-Potential (s. Abb. 2.4) ist an der Grenzfliche zwischen der starren und
diffusen Schicht definiert, an der Scherkrifte auftreten. GL. (2.13) Lift sich als Funktion

der Oberflichenladung o zu
o

™K

pwor = 7 (2.14)
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umschreiben. Je hoher die Oberflichenladung ist, desto hoher ist die elektroosmotische

Mobilitat. Andererseits gilt, je hoher die Ionenkonzentration des Elektrolytpuffers ist,
1 1
In Kanélen, deren Durchmesser gréfler als die Debye-Lénge sind, kann gezeigt werden,

desto kleiner ist £ ! und desto kleiner ist die elektoosmotische Mobilitit, da x—

daf das so erzeugte Geschwindigkeitsvektorfeld auflerhalb der Debye-Schicht isotrop ist.

2.3.2 Elektrophoretische Mobilitat

In diesem Abschnitt wird nach Einfiihrung der Mobilitit gezeigt, warum die DNA-
Elektrophorese in freier Losung nicht moglich ist.

Auf ein geladenes Teilchen mit der Ladung ¢, das sich zwischen unterschiedlichen Po-
tentialen ¢, ¢ befindet, wirkt die Kraft

F, = —q gradgp = qE.

Das geladene Teilchen wird durch die Kraft solange beschleunigt, bis diese gleich der
geschwindigkeitsabhéngigen Reibungskraft

—

ist. Im Gleichgewicht, welches typischerweise nach 10~ !'s erreicht ist [13], betriigt die
Geschwindigkeit
qF
Vequi = 7

Die Normierung der Geschwindigkeit auf das elektrische Feld wird bezeichnet als die
Mobilitat

Vequi 4

E f
Unterschiede in der Ladung, Form, Grofle und damit auch Masse wirken sich auf die
Mobilitit aus. Fiir ein globuléres, undurchdringbares Teilchen gilt fiir den Reibungsko-
effizient f nach Stokes
f = 6mrn. (2.15)

Aus der Dichte p des Teilchens und dem Volumen V' = %m"?’ ergibt sich fiir die Masse
m = V. Dadurch erhdlt man fiir ein massives, globuldres Teilchen eine Abhéngigkeit
des Reibungskoeffizienten f ~ m!/? von der Masse.

Fiir DNA gilt dieses jedoch nicht, da sie sich wie ein sogenanntes free-draining-coil
(14, 13] verhélt und somit f ~ m wird. Anschaulich 148t sich das mit Hilfe des ein-

genommenen Volumens erkldren. Das von der DNA selbst eingenommene Volumen

10
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V= W - - L ist wesentlich kleiner als das durch den Gyrationsradius beschriebene
Volumen. Das durch den Gyrationsradius beschriebene Volumen ist daher hauptséchlich
hohl bzw. leer, so daf} die Fliche, die der Reibung Angriffsfliche bietet, sehr klein ist.
Zusammen mit der zweifach negativen Ladung pro DNA-Basenpaar ist die Mobilitéit

des Molekiils dieselbe wie fiir jedes einzelne Segment, d.h.

SO — (2.16)
Meff—f_N—cons. .

Daher liefert die Elektrophorese in freier Losung keine Auftrennung nach Lénge. Die

elektrophoretische Mobilitéit pgzp mufl bei nicht vernachliassigharem EOF zu

W= lgp + LEOF (2.17)

angepafit werden. Wie bereits beschrieben mufy die Elektrophorese in Gelnetzwerken

bzw. in verschlauften, d.h. verdiinnten Polymernetzwerken durchgefiihrt werden.

2.3.3 DNA als Polyelektrolyt

Unter einem Polyelektrolyten versteht man ein Makromolekiil, das aus ionisierbaren
Gruppen besteht [12]. Das Losen in einem polaren Losungsmittel wie Wasser bewirkt
im Fall der DNA, daf3 die Phosphatgruppen teilweise deprotoniert werden. Unter phy-
siologischen Bedingungen ist die DNA pro Basenpaar zweifach negativ geladen. Durch
die nun auch vorhandene langreichweitige Coulomb-Wechselwirkung entlang der DNA-
Kette werden ihre Eigenschaften derart verdndert, daf} sich die Skalierungsgesetze anders
verhalten.
Mit der Zentralfeldnidherung fiir die freie Energie [12]
2 2

F = l~cBT;\][il2 + kBTlB% (2.18)
148t sich ein Skalierungsgesetz fiir I, eines unendlich verdiinnten Systems abschétzen.
R ist hierbei eine fiir das System typische Lingenskala. Der erste Term von Gl. (2.18)
beschreibt den Fall der Gaufischen Kette mit dem End-zu-End Abstand < R? >= N[,
der zweite Term die elektrostatische Energie der N Abschnitte. Minimierung der freien

Energie im Gleichgewicht bzgl. R liefert
R~ N(15*)'?® « R,,

d.h. ein linearer Anstieg mit der Kettenléinge gegeniiber R, ~ IV/N fiir eine Gaufische
Kette und R, ~ [N%/° [12] fiir eine self-avoiding-chain. Die langreichweitige Coulomb-

Wechselwirkung bewirkt daher eine Vergréflerung des Systems sowie der Persistenzldngen.

11
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niedrige

- x_ —_— -
[;E -, ‘ hohe
4
hiad I3 Ionen-—

konmentration

Enduel gestr. Kette

Abbildung 2.5: Konformation in Abhéngigkeit der Ionenkonzentration
Bei hoher Tonenkonzentration nehmen Polyelektrolyte aufgrund einer
kurzen Abschirmlinge eine Kn#duelkonformation ein. Bei niedrigen ITo-
nenkonzentrationen verursacht die langreichweitige Coulombwechselwir-

kung eine Versteifung des Systems.

Bei hohen Salzkonzentrationen ist die Abschirmlinge ! so kurz (~ 1 — 3 nm) [7], daf
die DNA als vollstindig abgeschirmt betrachtet werden kann und daher kaum Coulomb-
Wechselwirkungen zu erwarten sind. Da in dieser Arbeit Konzentrationen von bis zu
50 mM NaC'l verwendet wurden, kann von diesem Fall ausgegangen werden. Typische
Werte fiir die Persistenzlénge [, bei sehr hohen sowie niedrigen Ionenkonzentrationen
bei pH 8 sind [15]:

e [, =53nm (10 mM — 100 mM Na™)

e [, =300 nm — 350 nm (< 0,1 mM Na*)

2.4 DNA-Elektrophorese

Die DNA-Elektrophorese wird hauptséchlich in Polyacrylamid- oder Agarose-Gelen bzw.
verdiinnten, sogenannten verschlauften Polymerlosungen durchgefiihrt, da Auftrennun-
gen in freier Losung fiir Basenpaarldngen > 20, wie in Kapitel 2.3.2 gezeigt, nicht mdglich
sind [14, 16]. Aufgrund der in Plattengelen benoétigten hohen Probenmengen sowie des
groflen Zeitaufwandes, werden heute fiir schnelle Analysen hauptséichlich Kapillargel-
elektrophoresetechniken verwendet. Die Auftrennung in Gelen ist jedoch nur bis zu
einer Linge von ca. 20 kbp durchfithrbar. Durch gepulste Wechselfelder 148t sich der
Auftrennungsbereich in Plattengelen bis auf 2 Mbp erhéhen, doch geht dieses mit einem
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Verlust in der Auflésung und erheblich groflerem Zeitaufwand einher. Die Migration
der DNA durch die Gelporen kann dabei grob in drei Bereiche aufgeteilt werden [7,
17-29], die in den nichsten Abschnitten niher erldutert werden. Anschlieend werden
neue Konzepte der DNA-Auftrennung am Beispiel der entropischen Falle und entspre-
chender molekulardynamischer Simulationen (MD-Simulationen) aufgezeigt. Im letzten
Abschnitt wird die Mikrochip-Elektrophorese vorgestellt, die duflerst wenig Probensub-
stanz und Messzeit bendtigt. Zunéchst sollen aber zwei experimentelle Methoden zur

Untersuchung der DNA-Elektrophorese vorgestellt werden.

2.4.1 Experimentelle Untersuchung der DNA-Elektrophorese

Aufgrund der geringen lateralen Abmessung der DNA von ca. 2 nm ist es nicht moglich,
diese mit einem einfachen optischen Mikroskop abzubilden. Das Abbe’sche Kriterium
sagt aus, daf} die mit einem Mikroskop maximal erreichbare Auflosung etwa der halben
Wellenlédnge des zur Untersuchung verwendetem Lichts entspricht. Mit einem Trick kann
die DNA trotzdem sichtbar gemacht werden:

Die DNA mu# selbst Licht aussenden. Mittels neu entwickelter Fluoreszenzfarbstoffe ist
es moglich, einzelne DNA-Doppelstringe mit der Fluoreszenz-Videomikroskopie aufzu-

zeichnen [30].

Abbildung 2.6: YOYO-1 Stukturformel [31]

Fiir diese Arbeit wurde als Fluoreszenzfarbstoff das YOYO-1 (ozazole yellow-Homodimer,
Strukturformel s. Abb 2.6) aufgrund seiner hohen Quanteneffizienz von 0, 52 [32-34] und
der bis zu 1000-fach erhdhten Fluoreszenz im gebundenen Zustand gewihlt [31, 35, 36].
Abb. 2.7 zeigt das Absorptions- und rotverschobene Emissionsspektrum des YOYO-1.
Das YOYO-1 gehort zu der Klasse der sogenannten Interkalatoren. Die Interkalatoren
zeichnen sich dadurch aus, daf} sie, aufgrund ihrer planaren Struktur, zwischen den Ba-
sen doppelstringiger DNA binden. Die Abb. 2.8 zeigt die Interkalation eines YOYO-1
verwandten Farbstoff, TOTO-1. YOYO-1 interkaliert aufgrund seiner Struktur dabei
sogar zweimal in die dsDNA und ist daher ein Bisinterkalator. Die Interkalation in-

duziert eine Strukturéinderung der Doppelhelix. Von Ethidiumbromid (EtBr), einem

13
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weiteren Interkalator ist z.B. bekannt, daf} zirkuldre DNA-Molekiile wie das ®X 174
ihre Form von negativ- bis positiv-superspiralisiert {iber die entspannte Form, je nach
EtBr-Konzentration, dndern kann[37]. Durch die Interkalation von YOYO-1 in die DNA
dndert sich auch die Persistenzléinge (66 nm) [79], wobei sich auch die Konturlénge fiir

die A-DNA von 16,5 pum auf ca. 20 gm &ndert [38].
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Abbildung 2.7: YOYO-1 Absorptions- und Emissionsspektrum (491 nm /509 nm)

(Quelle:www.probes.com)
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Abbildung 2.8: Simulierte Interkalation des YOYO-1 verwandten TOTO-1 Molekiils in
DNA

Linear-Dichroitische (LD) Spektroskopie wird benutzt, um die Orientierung der DNA-
Helixachse wihrend der Elektrophorese zu untersuchen [29, 27]. Als LD wird die Diffe-
renz des parallel polarisierten Licht zum dazu senkrecht polarisierten Lichts in Absorp-
tion bezeichnet. Aufgrund der Wechselwirkung des absorbierten polarisierten bzw. der
elektrischen Vektorkomponente des Lichts mit dem Ubergangsdipolmoment der DNA-

Basen, kénnen aus dem LD-Signal Riickschliisse auf die DNA-Helixorientierung gezogen

werden [29].
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2.4.2 Migrationsmodelle

Wie bereits erwéhnt, sind fiir die Weiterentwicklung neuer EP-Techniken tiefere Verstéind-
nisse iiber die DNA-Migration von besonderer Bedeutung. Daher wird auf die drei wich-

tigsten Migrationsmodelle eingegangen die in Abb. 2.9 schematisch dargestellt sind.

Abbildung 2.9: Migrationsregime
(a)Ogston-Sieb-Modell,  (b)Reptation-Modell, (c)Biased-Reptation-
Modell

Ogston-Modell: Die Gelelektrophorese kleiner DNA-Fragmente durch Gelporen in der
Grolenordnung des Gyrationsradius der DNA wird durch das Ogston-Modell beschrie-
ben. Erstmalig wurde es von Ogston(1958) fiir sphiirische Partikel, spiter von Gid-
dings(1968), Chrambach(1970) und Rodbard(1971) fiir andere Partikelgeometrien zum
free-volume-Modell erweitert [7].

Die um eine einstellbare Grofle statistisch verteilten Gelporengréfien wirken dabei als
Hindernisse fiir die globuliren DNA Molekiile. In der Literatur wird es daher hiufig
auch das Ogston-Siebmodell genannt. Je grofler die Molekiile gegeniiber den Gelporen
sind, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit fiir Wechselwirkungen. Die vereinfachte gro-
be Annahme, das Verhiltnis der Mobilitdten p im Gel relativ zur freien Mobilitét
sei f = p/po und gleich dem Bruchteil des fiir die DNA im Gel einnehmbaren Volumen,
beschreibt die Migration sehr gut. Fiir sphérische Molekiile mit Radius R ist

f= LN exp(—mvd(r + R)?).
Ho

Dabei ist r der Radius einer Gelfaser, d der durchschnittliche Gelfaserabstand und v
die durchschnittliche Anzahl der Gelfasern pro Volumen. vd ist hierbei proportional der

Gelkonzentration C.
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Doppeltlogarithmische Auftragung (sogenannter Ferquson-Plot) gegen die Gelkonzen-

tration C fiihrt zu der gut bekannten Beziehung
log y1 = log g — const - C' - (1 + R)2.

Die Steigung
K, « (r + R)?

entspricht dabei einem Abbremsungsfaktor K, [7, 17].

Fiir nicht zu hohe elektrische Felder und lange DNA-Stiicke beschreibt das Modell den
Sachverhalt sehr gut. Doch fiir starke Felder wird das DNA-Kn#uel deformiert und kann
nicht mehr als sphérisch betrachtet werden. Auch fiir DNA-Molekiile, deren Gyrations-

radius R, grofier als die Gelporen sind, kann das Modell nicht mehr verwendet werden.

Reptation-Modell: Beim Reptation-Modell werden im wesentlichen zwei Annahmen
gemacht [17]:

e Gelporen engen DNA-Molekiile so ein, daf} die Fortbewegung schlangenartig ent-
lang der eigenen Kontur ablduft, d.h. wie durch ein Rohrensegment seitlich be-

grenzt ist
e nicht zu hohe Felder (< 10V /em)

Fiir den Fall schwacher Felder kann die Konfiguration der DNA-Kette noch als WLC
bzw. Gauflsche Kette aufgefalt werden, die von einem 3-dimensionalen Gelnetzwerk
umgeben ist [16].

Durch Gleichsetzten der Einsteinrelation

kBT kBT’U
D = — =
f F

mit dem Reptation-Diffusionskoeffizienten

< R?’>

D,.p ~ B

~ N#3 (2.19)

erhdlt man die elektrophoretische Mobilitdt p. Mit Hilfe des quadratischen End-zu-
End-Abstands, der mit < R? >oc N2 skaliert [10] und der Annahme, daf die Kraft
F proportional der Anzahl der Basenpaare N und des elektrischen Feldes FE ist, erhélt
man fiir die elektrophoretische Mobilitéit zu

v —

1
H=F N
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Dabei wurde fiir eine GauBsche Kette nach Gl. (2.9) v = § angenommen.

Insgesamt entspricht das einer 1-dimensionalen Diffusion bzw. dem random walk einer
Rohre [7]. Das Modell kann allerdings die experimentell ermittelte lingenunabhéngige
Mobilitédt von DNA bei hoheren Feldern nicht erkliren.

Biased-Reptation-Modell: Fiir hohe elektrische Felder kann das DNA-Molekiil nicht
mehr als WLC betrachtet werden. Durch das starke elektrische Feld wird die DNA
entlang der Feldrichtung ausgerichtet. Schleifen bzw. Haarnadelkonfigurationen wer-
den aufgrund der Streckung nicht mehr moglich. Mit der Streckung geht auch die
lingenabhéngige Mobilitéit verloren.

Mit der einfachen Annahme, dafl die gemittelte Orientierung der DNA dann gegeben

ist, wenn die Brown’sche Molekularkraft gleich der elektrischen Kraft ist, dann ist die

Mobilitat gegeben durch
_mo (1 e
=73 (N T3 )

£tp ist dabei das dimensionslose Verhéltnis von thermischer Energie zu einer potentiellen
elektrostatischen Energie die benétigt wird, um ein Fragment bestimmter Linge um
dieselbe Strecke zu verschieben.

Fiir lange Ketten ist die Mobilitdt daher nur von der Feldstdrke abhingig, was die
experimentell ermittelte limitierende Mobilitdt erkldrt. Da die Richtung der Migration
beim Reptationmodell durch die Enden vorgegeben ist, mufl das Modell fiir flexible,

fluktuierende Enden angepafit werden. Hierdurch verindert sich der Ausdruck fiir die

Mobilitét [7] zu
1 2 2
= o+ (550

2.4.3 Molekulardynamische Simulationen

Da diese Arbeit von der theoretischen Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Friederike Schmid
begleitet wurde, sollen hier kurz die Grundlagen der Molekulardynamischen (MD) Si-
mulationen aus der Diplomarbeit von Martin Streek [39] erliutert werden:

Die Monte-Carlo-Simulation ist eine Standardmethode zur Untersuchung von Gleichge-
wichtszustinden. Um das dynamische Verhalten eines Systems zu untersuchen, eignet
sie sich daher nicht. MD-Methoden laufen darauf hinaus, die Newtonschen Bewegungs-

gleichungen
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fiir das System zu losen. m;, 7 und V sind dabei die Masse, der Ort des Teilchens ¢ und
das Potential, in dem sich die Teilchen befinden.

Im Experiment befindet sich die DNA in einem Lésungsmittel. Wiirde man alle Losungs-
mittelmolekiile, die mit der DNA wechselwirken, bei der Berechnung in Betracht ziehen,
so wiirde der Hauptteil der Simulationszeit fiir die nicht interessierenden Losungsmit-
telmolekiile aufgewendet werden. Die Hauptidee der Langevin-Dynamik liegt darin, die
Wechselwirkung der Losungsmittelmolekiile mit der DNA durch eine statistische Kraft,
die Brownsche Kraft, zu ersetzen. Einzelheiten dazu sind in der o. g. Arbeit zu finden.
Die DNA selber wird als Kugel-Federmodell angen&hert. Mehrere DNA-Basenpaare bil-
den jeweils ein ,, Monomer*“, welche untereinander mit elastischen Federn verbunden sind.
Der ezcluded-volume- Effekt sowie die Wechselwirkungen der Kette mit den Kanalwinden
werden durch ein abstoBlendes (12-6)-Lennard-Jones-Potential beriicksichtigt.

Um die DNA-Migration mittels MD-Simulationen besser verstehen zu kénnen, eigenen
sich Gelporen nicht, da diese zufillig verteilt und unterschiedlich grof§ sind. Kiinstli-
che Siebe [40] mit definierter Struktur vereinfachen die fiir die Simulationen nétigen
Randbedingungen und verkiirzen damit auch die bend&tigte Rechenzeit enorm. MD-
Simulationen zur DNA-Elektrophorese in kiinstlichen Sieben sind bereits bekannt. Ein
vollig neues Konzept stellen die entropischen Fallen dar [3, 41-44], die ebenfalls eine
definierte Struktur besitzen und daher gut mit der MD-Simulation untersucht werden
konnen. Die entropische Falle (s. Abb 2.10) besteht aus Regionen abwechselnd tiefer
und schmaler Abschnitte. Die engen schmalen Bereiche sind dabei so gew#hlt, dafl das
DNA-Molekiil ohne duflere Kréfte nicht in die Verengung diffundieren kann. Die Breite
x der Verengung sollte daher in einem Bereich [, << z < Ry liegen. Die Tiefe der Box
muf} dagegen mindestens so grof} sein, dafl die DNA vollstdndig hineinpaft, also minde-
stens eine Querschnittsfliche von 2R, - 2R, besitzen.

Erst das Anlegen einer geniigend starken Kraft zwingt die DNA durch Konformati-
onsidnderung durch die Konstriktion. Auf dem ersten Blick wiirde man fiir kurze DNA-
Ketten eine hohere Mobilitédt als fiir lange Ketten erwarten, da der Verlust an freier
entropischer Energie fiir kurze Ketten wesentlich geringer ist [39]. Uberraschenderweise
zeigen experimentelle Befunde, daf§ der umgekehrte Fall auftritt [41-43].

Anhand von Simulationen [39, 45, 46] wurde gezeigt, da3 der entscheidende Moment
darin besteht, daf sich eine erste DNA-Schleife in die verengte Zone begibt [39]. Durch
diese wird der Rest der Kette wie durch ein Nadel6hr gezogen. Die Wahrscheinlichkeit
der Schlaufenbildung ist dabei fiir lingere Ketten hoher. Ein weiterer Punkt ist in der
Diffusion zu suchen, die wie in Abschnitt 2.4.2 gezeigt, mit D o ﬁ abfillt. Kiirzere
Ketten konnen aufgrund der schnelleren Diffusion mit einer héheren Wahrscheinlichkeit
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Abbildung 2.10: Entropische Falle [43]
Sie besteht aus abwechselnd tiefer und schmaler Bereiche. Die schma-
len Bereiche sind grofler als die Persistenzlinge, jedoch kleiner als der
Durchmesser der DNA. Die tiefen Bereiche sind grofler als der Gyrati-

onsradius.

noch aus der Konstriktion heraus diffundieren. Abb. 2.11 zeigt die Mobilitat verschieden
langer Ketten in Abhéngigkeit der Feldstérke bei einer gegebenen Wandneigung, die von
M. Streek mit der MD-Simulation gewonnen wurde.

Mit den MD-Simulationen kann auch gezeigt werden, dafl die Mobilitéit fiir bestimmte
Kettenldngen bei gegebenen Parametern einbricht. Dadurch ist es moglich, die Para-
meter im Voraus so festzulegen, dafl man gewiinschte Kettenldngen effizient auftrennen

kann.

2.4.4 Mikrochip Elektrophorese

Wie bereits beschrieben werden fiir die Plattengelelektrophorese grole Mengen an Pro-
bensubstanz benétigt. Auch der zeitliche Aufwand fiir einen Versuchsdurchlauf benétigt
mehrere Stunden. Der explosionsartige Anstieg der Verdffentlichungen seit 1990, der
heute bei bis zu 3000 Artikeln pro Jahr liegt [4], zeigt, dal an diesem Gebiet grofies
Interesse besteht. Mit der Einfiihrung der Kapillarelektrophorese um 1990 konnte die
benotigte Probenmenge auf ein tausendstel reduziert werden, wobei der zeitliche Auf-
wand auf ein zehntel gesenkt werden konnte. Die Verwendung von Kapillaren reduzierte
die benotigten Probenmengen sowie das Oberflichen zu Volumenverhiltnis, wodurch die
Joulsche Wirme besser abgefiihrt werden konnte, die sonst die Trenneffizienz verringert

hétte. Durch die bessere Abfiihrung der Warme konnten wiederum bis zu 100 mal héhere
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Mobility fort  =0.01

Scan over chain length
a T — T —

0.8~ (mmE =004 =
A+4E =002

E =001
Y EX =0.005 .
v E)< =0.0025

o
<)
T

Mobility
o
D

022

0
Number of monomers

Abbildung 2.11: Mobilitdtdiagramm [39]
In Abhéngigkeit der Anzahl der Kettenmonomere und der elektrischen
Feldstirke ist die Mobilitét in einer geneigten Struktur gezeigt. Bei zu
geringer Feldstirke bleiben die Ketten gefangen.

Feldstérken realisiert werden, wodurch der zeitliche Aufwand erheblich verringert werden
konnte. Der Durchbruch der Kapillargelelektrophorese erfolgte 1999, als parallelisierte
Kapillargelelektrophorese-Sequenzierer kommerziell erhéltlich wurden. 95% des mensch-
lichen Genoms wurden in den letzten zwei Jahren mit solchen Geriten entschliisselt [4].
Die Aufwendige Probenpréiparation mufite aber immer noch von Hand durchgefiihrt
werden. Manz et al. stellten Anfang der 90er das uT AS-Konzept (micro-total-analysis-
system) [47] vor, auf dem auf einem einzigen Chip die gesamte Probenpriparation,
Separation sowie Detektion untergebracht sein sollte. Aufgrund der Kompaktheit des
Systems wird es heute auch Lab-On-A-Chip genannt [47]. Die Unterbringung der Pro-
benpriparation ist dabei der schwierigste Teil, da diese nicht einfach auf die Vielfalt
der chemischen Reaktionen angepasst werden kann. Mikroprobenmischer, die gering-
ste Fliissigkeitsmengen schnell mischen, chemische Reaktionskammern sowie andere fiir
die Probenpriparation notwendigen Einheiten konnten bereits realisiert werden [47].
Anregungs- und Detektionseinheit konnten ebensfalls bereits auf einem einzigen Chip
mit Separationskanal untergebracht werden. Als Detektionseinheit diente eine uAPD
(Avalanche-Photodiode) wenige um vom Kanal entfernt [48].

Die DNA-Auftrennung in einem Mikrokanal von bis zu 100 gm Héhe und Breite wurde
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bereits von mehreren Gruppen demonstriert [49-52]. Beispielsweise bendtigten Zhou et
al. (1300 bp-DNA) [50] und Liu et al. (500 bp-DNA) [49] fiir eine komplette Sequenzie-
rung einer ssDNA in linearen Polyacrylamid weniger als zwei Stunden bzw. 20 Minuten,
wobei beide Gruppen eine Genauigkeit oberhalb von 98, 5% erzielten. Wolley et al. er-
reichten eine 97% Genauigkeit auf einer nur 3, 5¢m langen Auftrennungsstrecke. Dabei
wurden 433 bp innerhalb 10 Minuten aufgetrennt [53]. Die erfolgreiche Parallelisierung
auf Mikrochips (capillary array electrophoresis, CAE) wurde ebenfalls von Wolley et. al.
und Simpson et. al. [54, 55] vorgefiihrt. Wolley et al. erzeugten auf einem einzigen Glas-
Substrat insgesamt fiinf Kanalkreuzungen. Mittels konfokaler Laserdetektion und einem
beweglichen Spiegel konnten sie die Separationskanile abrastern. In Hydrozyethylcellu-
lose (HCL) trennten sie damit Fragmente der ®X174-DNA (70 — 1000 bp) innerhalb
von zwei Minuten auf, d.h. es wire moglich, gleichzeitig fiinf verschiedene Proben in
zwei Minuten aufzutrennen. Simpson et. al. haben auf einem 4’-Wafer sogar 48 Sepa-
rationskanéle mit 96 Probenreservoirs untergebracht. Dabei wurden 2x48 Proben, wie
bei Wolley et. al. beschrieben, seriell innerhalb von acht Minuten detektiert. Wiirden 96
Proben hintereinander aufgetrennt werden, hiefle das nur fiinf Sekunden fiir jede Probe!
Die schnelle Entwicklung auf dem Gebiet der Mikroprozessoren ist der Herstellung von
T AS-Chips sehr entgegen gekommen. Diese basieren auf Mikrolithographietechniken,
die in den 70er und 80er Jahren entwickelt wurden [8]. Bei der Laserablation bricht
ein Hochleistungslaser die (chemischen) Bindungen eines Materials auf und hinterlaf}t
so die gewiinschten Strukturen [56, 57]. Eine ebenfalls weitverbreitete Methode ist die
Abformung von Polymethylacrylat (PMMA) von einer mittels Mikrolithographie herge-
stellten Struktur. Durch rapid prototyping', das auch in dieser Arbeit verwendet wurde,

wird in Kapitel 3.1 eingegangen.

2.5 Digitale Bildbearbeitung

Visuelle Beobachtungen von Vorgingen in der Natur spielen von Beginn an in den Na-
turwissenschaften eine wichtige Rolle. Objektive und quantitative Aussagen iiber solche
Vorgénge wurden aber erst mit der Erfindung der Photographie méglich [63]. Der zeitli-
che Aufwand fiir manuelle Auswertungen der Bilder stieg, aufgrund der Mé6glichkeit der
schnellen Bildaufnahme, stindig an, so daf§ die Auswertungen nicht mehr zu bewéltigen

waren. Als Beispiele seien hier Bilder aus der Astronomie oder Strémungsforschung so-

!Genaugenommen entspricht das rapid prototyping den Schritten von der Maskenherstellung im ,,Fo-
tokopiergeschift* [58, 59, 60, 61, 62] bis zur fertigen Kanalstruktur aus PDMS. Die Maske wurde

in dieser Arbeit aber kommerziell erworben.
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wie die Wasserstoffblasenkammeraufnahmen der Hochenergiephysik genannt.

Die rasante Entwicklung in der Computerindustrie mit immer schnelleren Prozessoren
und grofleren Datenspeichern machte es moglich, die Auswertungsverfahren zu automa-
tisieren. Die Erkennung von Objekten und die Analyse bewegter Objekte gestaltet sich
immer noch als duflerst schwierig. Elementare Verfahren zur Bewegungsanalyse sind die
differentielle, Tensor-, Korrelations-, und Phasenmethode [63].

Die differentielle- und Tensormethode basiert auf der Analyse der zeitlichen und raumli-
chen Grauwertéinderung in den Bildsequenzen. Dabei wird aus jeweils zwei Graubildern
das Differenzbild berechnet. Bewegte Objekte tauchen in dem so erhaltenen Differenz-
bild als helle Doppelkonturen auf, deren Abstéinde x durch die Geschwindigkeiten der
Objekte und die zeitliche Verzogerung der Bilder gegeben sind. Diese Verfahren reagie-
ren jedoch sehr empfindlich auf Variationen in der Beleuchtungsstérke.

Die Phasenmethode nutzt aus, dafl die Phase des fouriertransformierten Bildes die
Hauptinformation des Bildes trigt [63] und damit gegeniiber Anderungen der Beleuch-
tungsstirke unabhéngig ist.

Das in dieser Arbeit verwendete Verfahren zur Bewegungsanalyse basiert auf der Kor-
relationsmethode. Durch die enge Verkniipfung von Korrelation, Faltung und Fourier-
Transformation (FT) wird auf die 1-dimensionale Fast-Fourier-Transformation (FFT)
eingegangen. Da fiir die Bewegungsanalyse in Kapitel 4.3 nur horizontale FF'T durch-
gefiihrt wurden, braucht auf die N-dimensionale F'T hier nicht eingegangen zu werden.
Bei der horizontalen FFT werden die Zeilen als unabhéngig voneinander angesehen, d.h.

fiir M-Zeilen wird jeweils eine F'T durchgefiihrt.

2.5.1 Fast-Fourier-Transformation

Die Fourierreihe spielt in der Physik eine wichtige Rolle, da es in der Natur viele
Vorgénge gibt, die sich periodisch mit einer beliebigen Periode 2L wiederholen. Diese

periodischen Vorginge bzw. Funktionen lassen sich systematisch in ihre Teilfrequenzen

FR(f(x+2nlL)) = %ao + i(an cos(nx) + by, sin(nz)) (2.20)

n=1

zerlegen.
Das Auftrennen der Funktion in eine unendlich trigonometrische Reihe entspricht ei-
ner Projektion auf die Basisvektoren des Vektoraums L? der periodischen Funktionen

[63]. Die Koeffizienten a,, und b, lassen sich mit Hilfe der Orthogonalitéitsrelationen der
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trigonometrischen Funktionen zu

ay = %/f(x) cos(nx)dx

b, = %O/f(x) sin(nx)dx

bestimmen.
a, stellt dabei den geraden und b, den ungeraden Anteil der Funktion dar. Mit Hilfe

der komplexen Exponentialfunktion lassen sich die trigonometrischen Funktionen auch

als 1
sin(nz) = o (¢ — ) (2.21)
21
1, . )
COS(TLI) — ?(elnl' + e—zn:p) (222)
)
schreiben.
In GI. (2.20) eingesetzt ergibt
FR(f) = ¢+ Clem + Cfle_ix —+ 0262”. + 6726—21'1' 4.
— Z Cneinz
n=-—0o

mit

~ |

L
“ofoe
. L
Cn = 5( —ib,) = / (cos(nz) — isin(nx))dx
0

L
— / 7inmdx
0

Da man aus einem Experiment die Funktionswerte 1, an diskreten, dquidistanten Stiitz-

e~ =

stellen z;, und nicht als kontinuierliche Funktion f(x) erhilt [63], muf} ¢, entsprechend

angepasst werden.

2mi /N

voneinander entfernt. Mit 2 = e~

Die Messpunkte (z,yx) liegen z), = %

ergibt

sich ¢, nach Symmetrisierung zu

1N
v PN
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Die Umkehrfunktion dazu lautet
1 N—-1

= — ez,
y] \/an::o n

Zur Berechnung aller Koeffizienten c,, also der exp(+inzy) sind daher fiir alle N-
Koeffizienten N Beitridge zu berechnen. Damit wichst der Aufwand, die N-Koeffizienten
zu finden mit N? an.

Durch geschicktes ,,Finden“ der Koeffizienten nach der Divide-And-Conquer-Strategie
[63] 148t sich der Rechenaufwand erheblich verringern. Die FFT bedient sich solcher
Strategien:

Bei den Stiitzstellen zj, handelt es sich um komplexe Einheitswurzeln (/1 = 7/ mit

k=0,1,...,n—1), d.h. es gibt maximal N verschiedene Werte fiir z, da

2mikn/N _ 2mi(knmod N)/N _ Zk:n mod N

€ &

Es muf} also ein Polynom der Form
N-1
cn=Plx=2")= Z ypa”
k=0

berechnet werden. Beispielsweise liefe sich dieses fiir den Fall, da} NV eine Potenz von 2

ist, schreiben als

P(l‘) = [y() + y2x2 4+ ...+ yN_QIL’N_Q]
+x(y + Y32 4 ...+ nyl«TNiQ]

= Py(2®) + 2P (2?).

Die beiden Polynome bestehen jeweils aus N/2 Termen und beschreiben den geraden
und ungeraden Anteil von P(z). Da die beiden neuen Polynome von z? abhiingen und
x? ebenfalls eine Einheitswurzel ist, gibt es nur N/2 verschiedene Werte von x?. Rekur-
siv kann man den ganzen Prozess auf die Polynome P, und P, anwenden und erhélt
Py, Py, Pip und Piq, auf welche man die Prozedur wieder anwenden kann. Durch die
Rekursionsform wird die Zahl der Rechenschritte auf einen Aufwand von Nlog, N re-
duziert. Fiir ein Bild mit beispielsweise M-Zeilen und N = 1024 Spalten wiirde sich der
Aufwand einer horizontalen FFT um einen Faktor

M - N? N

= ~ 100
M -Nlogy, N logy, N

reduzieren [63-65].
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2.5.2 Korrelation und Faltung

Bei der Korrelationsmethode werden zwei aufeinanderfolgende Bilder ¢g; und ¢, so ver-
schoben, daB optimale Ahnlichkeit zwischen den beiden Bildern herrscht. Die Verschie-
bung kann dabei mit einem Verschiebungsvektor § beschrieben werden. Beleuchtungs-
unterschiede in den zwei Bildern machen sich in einem konstantem Faktor im Ahnlich-
keitsmaf} r(5) bemerkbar. Die gegeneinander verschobenen Bilder besitzen maximale
Ahnlichkeit, wenn bei der Cauchy-Schwarz-Ungleichung Gleichheit auftritt [63]:

o0 2 o0 o0
U G(@) - ga(F £ Hz| < /gf(f)d%- /gg(fig’)d% (2.23)

Das Ahnlichkeitsmaf kann als
[ 91(Z) - g2 £ g)d%

\/ | @ [ @@+

o0

@ =

(2.24)

geschrieben werden.

Das Integral auf der linken Seite von Gl. (2.23) bzw. der Zéhler von Gl. (2.24) ist die
sognannte Kreuzkorrelation bzw. Faltung. Die rechte Seite von Gl. (2.23) bzw. der Nen-
ner von Gl (2.24) kann als Normierungsfaktor aufgefasst werden.

Korrelation und Faltung unterscheiden sich dabei nur im Argument des zweiten Faktors.
Mit Hilfe des Faltungstheorems [63] 148t sich die Faltung bzw. Korrelation zuriickfiihren
auf eine Multiplikation im Fourierraum. Tabelle 2.1 zeigt die Beziehung zwischen Korre-

lation und Faltung im Orts- und Wellenzahlraum. Das zuriicktransformierte Fourierbild

Korrelation Faltung
Ortsraum Wellenzahlraum (-) | Wellenzahlraum (4)
N—1 - o - -
1-dim., diskret ~ > g1(i) - g2k £1) 91(k) - g2(k) 91(k) - 93(k)
NoTH -7 o o o .
2-dim., diskret % > iy g)-ge(k i l+5) | g1k, D) - Go2(k, 1) g(k,1) - g3(k,1
=0 j=0
0 - -y -y -
N-dim., kont. J 9@ gp(Z£5HdVe @m)Ngu(k) - g2(k) | 20N (k) - g3 (k)

Tabelle 2.1: Zusammenhang zwischen Korrelation und Faltung im Orts- und Wellen-

zahlraum

(IFFT Inverse-FFT) der beiden im Fourierraum miteinander multiplizierten Bilder er-

gibt dann die Faltung der Bilder. Um das kreuzkorrelierte Bild zu erhalten, muf} das
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zweite Bild bei der Multiplikation im Fourierraum zuvor noch komplex konjugiert wer-

den:
Corr =IFFT(FFT(q1) - FFT(g2)") (2.25)

Entsprechend Gl. (2.24) liefert der Punkt mit der grofiten Amplitude, d.h. dem hochsten
AhnlichkeitsmaB, die wahrscheinlichste Verschiebung der Bilder gegeneinander.

Auf den Computer-Algorithmus zur Berechnung der Korrelation soll nicht weiter einge-
gangen. In Kapitel 4.3 sollen aber anhand von Beispielen zur Mobilitdtsbestimmung die

Eigenschaften der Kreuzkorrelationsanalyse gezeigt werden.

2.6 Newtonsche Fliissigkeit auf rotierender Scheibe

Diinne, homogen glatte Fotolackschichten sind fiir die Herstellung von Mikrostrukturen
von besonderer Bedeutung. Eine schnelle und kostengiinstige Methode diinne Fotolack-
schichten zu erhalten ist das sogenannte ,, spin coaten®. Hierbei wird ein Fotolack auf eine
sich drehende Scheibe eines Substrats aufgebracht. Im Folgenden soll ein vereinfachtes
Modell fiir die Entstehung eines gleichmiflig dicken Fotolacks auf einem Substrat be-

handelt werden. Dabei werden folgende vereinfachende Einschrinkungen gemacht [66]:

e unendlich ausgedehnte Scheibe

Newtonsche Fliissigkeit, d.h. Viskositit ist unabhingig von der Scherkraft

vernachléssigbare Corioliskraft

kein Verdunsten des im Fotolack befindlichen Losungsmittels

radial symmetrische und horizontale Scheibe

diinne Fliissigkeits-/Fotolackschicht

Die letzten beiden Annahmen zur Vereinfachung des Modells dienen zur Vernachlssi-
gung solcher Effekte, die durch gravitative Unterschiede verursacht werden. Ferner sei
die Scherkraft nur zwischen horizontalen Ebenen (siche Abb. 2.13) beriicksichtigt. Fiir
die Beschreibung des Problems eignen sich Zylinder-Koordinaten (r, 6, 2):
Zunichsteinmal wirke auf einem Volumensegment der Fliche A und Hoéhe 0z die Zen-
trifugalkraft

_ 2. 2
FZentrifugal =mwrTr= AazQw )

wobei, wie in Abb. 2.13 gezeigt, o die Dichte der Fliissigkeit und w die Winkelgeschwin-
digkeit der Scheibe sind.
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Abbildung 2.12: Rotierende Scheibe
Bevor der eigentliche Spin-Coat-Vorgang beginnt, mufl der Photolack
die Scheibe vollstédndig benetzen.

Die Scherung ogpeqr = —n% lasst sich durch den Geschwindigkeitsunterschied
(s. Abb. 2.13) zwischen zwei Fliissigkeitsebenen angeben. Die Scherkraft ergibt sich

mit der Fliache zwischen den Ebenen zu
Fshear = —An4—.
h n 92

Im Gleichgewicht gilt

F. o =BBzpi’r

/7 R =32

Abbildung 2.13: Scherung
Zwischen zwei Fliissigkeitsebenen wirken Scherkrifte, die durch Zentri-

fugalkréfte ausgeglichen werden.

Mit den Randbedingungen, daf§ die Geschwindigkeiten der Fliissigkeit an der Grenzfliche

zum Substrat v = 0 und % = 0 fiir die Oberfldche sind, erhélt man

1 < ow?rz?
V= —- | —
n

+ gw2rh2> )
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Der gesamte, durch den Einheitskreis gehende radiale Massenflufl ¢ ist durch den Mas-
senflu iiber die gesamte Hohe des Fliissigkeitfilms A (Abb. 2.14)

h 2.3

h

= /Udz - 9“’37" (2.26)
/ U

gegeben. Mit Hilfe der Kontinuitédtsgleichung
oh 1 0(rq)

ot r  Or

und Gl. (2.26) erhiilt man eine Differentialgleichung fiir A in ¢

Oh  ow® 1 O(r’h?)

ot 3n r or
Fiir den speziellen Fall, daf3
oh 0
or
d.h. die Filmoberfliche von Beginn an eben war, vereinfacht sich die Differentialgleichung
7u
@ —_9. @ - h3
ot 3n ’
die eine einfache Losung hat:
ho

h =

w2
V1+4- &e-higt
V31
2wy/ot

1 1
T -y ) (2.27)
wVt 2 0

Gl. (2.27) beschreibt die Anderung der Filmdicke in Abhingigkeit von der Zeit und
der Winkelgeschwindigkeit. Die Hohe einer dicken Fotolackschicht nimmt zu Beginn des
spin-Vorgangs stirker ab als die einer diinnen Schicht. Unebenheiten der Filmoberfliche
verschwinden also mit der Dauer der spin coat-Zeit. Dieses Verhalten gilt jedoch nur fiir
Newtonsche Flissigkeiten, und nicht bei Suspensionen oder hoch viskosen Fliissigkeiten,
die in in der Lieteratur z.B. in [67] und [68] behandelt werden.
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Abbildung 2.14: Massenflu} des Photolack durch ein Volumenelement A - Ah einer ro-

tierenden Scheibe.

29
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Aufgrund der besseren Ubersichtlichkeit werden zuniichst alle fiir die Priiparation be-

nutzten Verbrauchsmaterialien in der Tabelle 3.1 aufgelistet, die in dieser Arbeit ver-
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wendet wurden:

Tabelle 3.1: Verbrauchsmaterialien
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3.1 SU-8 Masterwafer Herstellung

Die Herstellungsparameter von SU-8 Photolackschichten sind vom Hersteller [69, 70]
sowie in der Literatur [71-76] beschrieben. Die verschiedenen Prozeduren wurden dabei
fiir diese spezielle Anwendung lediglich leicht angepasst. Fiir veschiedene Schichtdicken
des Photolacks mufl das SU-8 entsprechend mit dem Verdiinner GBL verdiinnt werden.
Vom Hersteller des SU-8 werden verschiedene Verdiinnungsstufen (SU-8 100, 50, 25, 10,
5, 2) angeboten. Diese SU-8 Numerierung gibt dabei an, welche Schichtdicke bei ca. 3000
Umdrehungen pro Minute (rpm) zu erwarten sind. In Tab 3.2 sind der feste und GBL
Anteil des SU-8 aufgefiihrt sowie die Menge an GBL, die 100ml SU-8 50 hinzugefiihrt

werden mufl, um die entsprechenden dquivalenten Herstellerprodukte zu erhalten.

‘ Bezeichnung SU-8 X ‘ fester- [%] ‘ GBL-Anteil [%)] ‘ GBL Hinzugabe [ml] fiir 100m! SU-8 ‘

100 73 27

50 69 31
25 63 37 9,6
10 99 41 17,0
) 52 48 32,8
40 60 72,6

Tabelle 3.2: SU-8 Bezeichnungen
Herstellerbezeichnungen der verschiedenen SU-8 Produkte, die sich durch
den Anteil des Verdiinners GBL unterscheiden.

Fiir die Masterwafer-Herstellung dieser Arbeit wurde das SU-8 5 gewéhlt. Die Herstel-
lung erfolgte durch Mischen der Komponenten nach o.g. Tabelle. Die nach griindlichem
Riihren entstandenen Gasblédschen verschwanden dabei nach ca. 24 Stunden. Kleinere,
mit dem Auge kaum sichtbare Luftbldschen konnten durch Erhitzen des SU-8 auf ca.
60°C fiir 2 Stunden entfernt werden. Die Abkiihlung auf Raumtemperatur erfolgte dabei
so langsam wie moglich durch Ruhen auf einer Heizplatte fiir ca. 2 Stunden. Die weiteren

Schritte von der Substratreinigung bis zum Hard Baking' werden nun erliutert:

Substrat Reinigung: Als Substrat fiir den Photolack wurden Si-Wafer und zu Quadra-
ten gebrochene Objekttriger (26 x 26 mm?) verwendet. Die quadratischen Objekttriger
wurden fiir Eichmessungen der Schichtdicke verwendet (s. Kapitel 4.1). Diese wurden
fiir jeweils 5 Minuten im Ultraschallbad mit Aceton, Ethanol und anschliefendem reinst-

Wasser aus dem Reinraum gereinigt.

'In Anlehnung an die Literatur werden hier die engl. Ausdriicke und ProzeBschritte verwendet.
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Die Si-Wafer wurden dagegen zunichst mit Aceton, Isopropanol und reinst-Wasser
abgespiilt und in der Trockenschleuder (DeltalO, Ble-Laboratory Equipment GmbH,
Deutschland) bei 4000 rpm fiir 20 Sekunden getrocknet. Anschliefend wurden sie fiir
ca. 5 Minuten mit Caro’scher Sdure (auch Piranha Sdure, HySO, : H5O, im Verhéltnis
3:1) behandelt. Nach griindlichem Abspiilen mit Wasser wurden sie jeweils fiir 10 Mi-
nuten in zwei frische Wasserbider getaucht und wieder abgespiilt. Getrocknet wurden
die Objekttriger und Si-Wafer wieder in der Trockenschleuder. Auf einer Heizplatte
(HT-303D, ATV-Technologie, Deutschland) bei 200°C wurde in 20 Minuten die einge-
schlossene Restfeuchtigkeit entzogen.

Zu erwahnen sei hier noch, daf§ Mikrostrukturen aus SU-8 mit Caro’scher Siure wieder
restlos vom Substrat entfernt werden kénnen. Unversehrt gebliebene Substrate kénnen
problemlos wiederverwendet werden. Nicht vollstindige Bedeckung des Si-Wafers mit
SU-8 nach dem Spin-Coaten bzw. Blischenbildung beim Soft Baking deuten auf Ver-

schmutzungen bzw. Defekte hin.

Spin-Coating: Nach der Reinigung der Substrate wurden die Objekttriager im Spin-
Coater (Manueller Belacker 1001/ST147, Convac) mittig zentriert. Die Si-Wafer dagegen
wurden in einer vorhandenen Halterung zentriert. Abb. 3.1 zeigt die Heizplatte sowie den
Spin-Coater. Vorhandene Staubpartikel wurden, wenn vorhanden, vorher mit Stickstoff
abgeblasen, bevor ein Tropfen SU-8 (~ 1 ml pro inch-Radius) mittig auf das Substrat
gegossen wurde. Der Vorgang wurde dabei vorsichtig durchgefiihrt, damit sich moglichst
keine Luftblaschen einschlieflen konnten. Bei 500 — 700 rpm wurde der Photolack iiber
das Substrat verteilt. Bei allen nun folgenden Prozessen betrug die Spin-Coat-Zeit 35
Sekunden. Fiir die inverse Winkelbeschleunigung des Spin-Coaters gab es 15 Stufen zur
Auswahl, wobei die hochste Stufe, d.h. kleinste Winkelbeschleunigung gew#hlt wurde.

Fiir die Erstellung der Eichkurve wurden Objekttriger bei 1000, 1500, 2000, 2500, 3000,
4000, 5000 rpm mit SU-8 25, 10 und 5 beschichtet. Bei Si-Wafer dagegen betrug die
Umlauffrequenz fiir eine 3 um dicke Schicht 5200 rpm. Es wurden zwei Masterwafer
hergestellt, wobei auf einem der Masterwafer zuvor noch der Haftvermittler HMDS
aufgebracht wurde. Am Rand der Substrate bildete sich, aufgrund eines Uberschusses
an Photolack, eine Wo6lbung, die durch anschlielendes verbleiben fiir 10 Minuten auf

der Heizplatte bei Raumtemperatur ausgeglichen werden konnte.

Soft Baking (SB): Die beschichteten Substrate der Masterstruktur aus SU-8 5 wurden
nun fiir 3 Minuten bei 40°C, 3 Minuten bei 65°C und fiir 5 Minuten bei 95°C vorge-
backen. Je nach GBL-Anteil und Schichtdicke des SU-8 mufiten die Vorbackzeiten fiir
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Abbildung 3.1: Heizplatte und Spin-Coater
Zu sehen sind links die Heizplatte sowie der Spin-Coater auf der rechten

Seite mit der zentrierten Waferhalterung

die Eichstrukturen angepaflt werden. Da die Vorbackzeit ,nur” die Qualitit der spéte-
ren Strukturen und unwesentlich die Strukturhéhe bestimmt, soll hier nur die ldngste
Vorbackzeit einer Eichprobe (SU-8 50 bei 1000 rpm) angegeben werden. Die genannte
Probe wurde fiir 45 Minuten bei 40°C, 45 Minuten bei 65°C und fiir 20 Minuten bei
95°C vorgebacken.

Exposure: Die Belichtungseinheit (Modell 8011, Oriel Corporation, USA, siehe
Abb. 3.2) lieferte nach Herstellerangaben ca. 500 W/m? fiir einen Spektralbereich von
350—450 nm. Fiir eine ca. 3 pum dicke Photolackschicht betrug die benétigte Bestrahlung
nach Herstellerangabe? 100 — 110 m.J/cm?. Damit errechnet sich die Bestrahlungszeit

VAR
B 100mJem?

= S0V em? = 2 Sekunden
mWem

Fiir die Si -Wafer ergab sich nach Optimierung der Bestrahlungszeit ¢ = 3,75 Sekunden.
Dabei wurde die strukturierte Chromseite der Chrom-Maske (DeltaMask, NL) direkt mit
dem Photolack in Kontakt gebracht. Mit einer Gesamtkraft von ungefidhr 20 Newton
wurden die Rénder der Maske mit Hilfe eines Edelstahlrahmens (Eigenbau Mechanik-
Werkstatt) wihrend der Bestrahlungszeit auf den Si-Wafer gepresst.

Da sich die Bestrahlungszeit, wie beim SB, nicht auf die Hohe der Struktur auswirkt,

wurden alle Objekttrager ca. 20 Sekunden belichtet. Als Maske diente eine einfache

%i-Linie des Quecksilbers, 365 nm
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Abbildung 3.2: Flutbelichter
Oben auf dem Flutbelichter befindet sich die Zeitschaltuhr fiir den Shut-
ter. Unten ist der Stahlrahmen zu sehen, der auf die Rénder der Mas-
ke driickt. Bei Betrieb schiitzt eine Abdeckung die Umgebung vor UV-
Strahlung.

Tantalmaske (Arbeitsgruppe Prof. Reiss, J. Schotter) mit 5 Linien (3-20 pm breit, lem
lang).

Die erhohte Bestrahlungszeit von ¢ = 3,75 Sekunden fiir den Si-Wafer kam durch Refle-
xionen an der Grenzschicht von Luft zu Photolack, durch Absorption des Si-Substrats

und durch das verwendete Quecksilberspektrum zustande.

Post Exposure Bake (PEB): Das Ausbacken des SU-8 auf der Heizplatte nach der
Belichtung sorgte fiir die Vernetzung und Aushértung des Photolacks. Alle beschichteten
Substrate wurden dabei fiir 1 Minute bei 40°C, 3 Minuten bei 60°C und 20 Minuten bei
95°C ausgebacken.

Developing: Die Entwicklung des Photolacks erfolgte fiir alle Substrate in einem Ent-
wicklerbad. Die 3 pm Strukturen des Si-Wafers blieben 60 Sekunden, die Eich-Objekt-
triager fiir ca. 1-5 Minuten darin. Anschlielend wurden alle Strukturen zunéchst mit
technischem Aceton und anschlieBend reinem Isopropanol gereinigt. Auf einer schrigen

Ebene wurden die Strukturen vorsichtig mit Stickstoff abgeblasen.
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Hard Bake (HB): Dies ist letzte Schritt der Mikrostrukturierung. Bei ca. 200°C,
knapp unterhalb der Glasiibergangstemperatur, werden die Strukturen fiir 20 Minu-
ten ausgehirtet. Dabei lagen die Strukturen schon zu Beginn der Aufheizphase auf der
Heizplatte. Nach der Aushértung wurden die Proben langsam auf der Heizplatte in zwei
Stunden abgekiihlt.

3.2 Probenprdparation

Die Probenpréparation ist in zwei Abschnitte unterteilt. Im ersten Abschnitt wird auf
die Mikrostrukturpriparation mittels PDMS-Abformung vom Masterwafer, anschlie-

Bend auf die DNA-Fluoreszenspriparation eingegangen.

3.2.1 PDMS Mikrokanalpraparation

Die Abb. 3.3 zeigt schematisch die Schritte bei der Mikrokanalpraparation:

(dy

Abbildung 3.3: Herstellungschritte der PDMS-Mikrokanéle
Die Herstellungsschritte sind hier exemplarisch anhand einer Kreuzungs-
struktur dargestellt (siehe Text).
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Das zu beginn noch nicht vernetzte Vorpolymer (base) des PDMS wurde im Verhilt-
nis 1:10 mit dem Katalysator (curing agent), das fiir die Vernetzung zusténdig ist,
griindlich verrithrt. Nun wurde das Gemisch iiber den Masterwafer (Abb. 3.3a) ge-
gossen und fiir ca. 15 Minuten stehen gelassen, damit die entstandenen Gasblédschen
verschwinden konnten. Die restlichen grofleren Gasbléschen konnten vorsichtig mit dem
aus einer Diise herausstromenden Stickstoff zum Platzen gebracht werden. Die Polyme-
risation erfolgte dann fiir 3 Stunden in einem Ofen bei 75°C (Abb. 3.3b). Anschlieend
wurde das erhirtete PDMS vom Masterwafer abgeldst (Abb. 3.3¢) und entsprechend
zurecht geschnitten. Mit einem manuellem Stanzwerkzeug wurden Reservoirlécher von
der strukturierten Seite durch das PDMS gestanzt (Abb. 3.3d). Nach fiinfminiitiger
Oxidation der PDMS-Struktur und eines Deckglases im UV-Reiniger (Modell 42-220,
Jelight Co. Inc., Kanada) wurde die PDMS-Struktur sofort blasenfrei mit dem diinnen
Deckglas verschlossen (Abb. 3.3e). Das Deckglas wurde zuvor wie die quadratischen Ob-
jekttriager aus Kapitel 3.1 gereinigt. Nach dem Schlieen der Strukturen wurden einige
uL 0,1 M NaOH auf die Reservoirs pipettiert, was zum Fiillen der Kanile per Kapil-
larkraft fiihrte. Nach einer Stunde wurde die Fliissigkeit in den Reservoirs mehrmals
gegen Wasser ausgetauscht, um evtl. NaOH Riicksténde zu entfernen. Mit einer Wasser-
strahlpumpe wurde an einem Reservoir ein Vakuum erzeugt, um restliche NaOH aus
den Kaniilen zu beseitigen. Zuletzt wurde das Wasser in beiden Reservoirs® durch eine
YOYO-Pufferlosung (s. Kapitel 3.2.3) ausgetauscht.

3.2.2 Charakterisierung der Mikrokanale

Die Hohe der strukturierten Mikrokanile auf dem Masterwafer und der Stege auf den
Eichproben wurden mit einem Profilometer (Dektak 3030ST - Surface Texture Sy-
stem) ausgemessen. Abgeformte PDMS-Mikrokanéle wurden, nachdem sie in einer Hoch-
vakuum-Kleinbeschichtungsanlage (MCS 010, Bal-Tec, Liechtenstein) mit einer 50 nm
dicken Platinschicht bedampft worden sind, mit einem Rasterelektronenmikroskop (JSM-
880, Jeol, GB) ausgemessen. Die Auswertung erfolgte mit den Hilfswerkzeugen des zur
Aufnahme verwendeten Programms (WinDISS, point electronic GmbH, Deutschland)

des Rasterelektronenmikroskops.

3Fiir die Migrationsexperimente wurden nur lineare Mikrokanile mit topographisch strukturierten

Kanalwinden verwendet.
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3.2.3 DNA-Fluoreszenzmarkierung

Fiir die Migrationsexperimente wurden \-DNA, T2-DNA und ®X174-DNA mit dem In-
terkalator YOYO-1 fluoreszenzmarkiert. Dafiir wurden die jeweiligen DNA-Stammproben
in 1000 pl Tris-EDTA-NaCl-Puffer (10mM/1mM/50mM) bei pH 8,3 so verdiinnt, daf
die jeweiligen Endkonzentrationen bzgl. der DNA-Doppelstringe ca. 6 - 10720 betru-
gen. Fiir die Berechnungen der benotigten YOYO-1 Menge wurde von einer Lénge fiir
A = 455 kbp, T2 = 164 kbp, ®X174 = 5.4 kbp und einer molekularen Masse eines
Basenpaars von grob 640 g/mol ausgegangen. YOYO-1 wurde in entsprechender Men-
ge hinzugegeben, so dafl das Verhéltnis von YOYO-1 zu DNA-Basenpaar 1:7,5 betrug.
Anschlieflend wurden noch 2% (v/v) BME hinzugefiigt und gut verriihrt. Bei den o.g.
DNA-Konzentrationen sollten sich statistisch gesehen in einem 100 pm langen Abschnitt

eines 1,5 pum breiten und 3,0 pm tiefen Kanals etwa
N =6-10 "mol/l - 100 pm -1 pm -3 pm - 6,022 - 10** /mol ~ 1 (3.1)

DNA-Molekiil aufhalten.
Der in Kapitel 3.2.1 genannte YOY O-Puffer entspricht dem gerade beschriebenen Puffer
- jedoch ohne DNA.

3.3 Aufbau der Messapparatur

Die Messapparatur (Abb. 3.4) bestand aus einem Epifluoreszenzmikroskop (Axiovert100,
Zeiss, Deutschland), einer empfindlichen CCD-Kamera (Imager3L, LaVision baugleich
mit Sensicam, PCO beide Deutschland), der dazu passenden Videograbberkarte (Sen-
siCam PCI Interface-Board, PCO, Deutschland), der Software fiir die Bildauswertung
(DaVis V.5.44, LaVision, Deutschland) und einer Spannungsquelle (MCN 14-2000, FUG,
Deutschland). Mit der CL-Makrosprache (Command Language) des DaVis-Programms
sowie darin bereits enthaltenen Makros wurde ein neues Makroprogramm geschrieben,

mit dem die Mobilitdten bestimmt werden konnten.

Epifluoreszenzmikroskop: Das Mikroskop mit der Kamera ist in Abb. 3.5 schematisch
abgebildet. Als Lichtquelle diente eine Quecksilber-Kurzbogenlampe (HBO 50 W, Zeiss,
Deutschland). Der Lichtstrahldurchmesser konnte mittels einer Lochblende eingegrenzt
werden, bevor der Lichtstrahl durch einen Anregungsfilter (XF1087, Omega Optical
Inc., USA) und den dichroitischen Spiegel (XF2077, Omega) durch das Objektiv umge-
leitet wurde. Mit einem xy-Tisch (995008, Ludl Electronic Products LEP, USA) konnte
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3 Experimentelle Methoden

Abbildung 3.4: Versuchsaufbau
Zu sehen sind eine Spannungsquelle, die Steuerung fiir den xy-Tisch, ein
Epifluoreszenzmikroskop und eine CCD-Kamera.

die Probe justiert werden. Das Fluoreszenzlicht wurde mit dem Objektiv eingefangen
und durch den dichroitischen Spiegel geleitet. Noch vorhandenes Anregungslicht wurde
durch einen Sperrfilter herausgefiltert (XF3105, Omega). Anschliefend wurde das Fluo-
reszenzlicht iiber ein Linsensystem auf der Kamera bzw. dem Okular abgebildet.

Mikrochip Elektroden DaVis Kamera
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Abbildung 3.5: Schematischer Versuchsaufbau
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CCD-Kamera: Da die Eigenschaften des CCD-Chips fiir die Qualitit der Aufnahmen
von besonderer Bedeutung waren, sollen hier die relevanten Spezifikationen angegeben
werden. Bei einer Pixelanzahl von 1280(horiz.) x 1024 (vert.) und einer Pixelgrofe von
6,7 x 6,7 um? betrug die aktive Pixelfliche ca. 8,6 x 6,9 mm?. Die CCD wurde mittels
eines Peltierelements auf —12°C herabgekiihlt. Durch die Kiihlung der CCD betrug der
Dunkelstrom nur 0, le~ /pixel sec. Die Anzahl der durch die Belichtung erzeugten Elek-
tronen in einem Pixel wurde linear einem 12 bit Bereich zugeordet, wobei der Quanten-
wirkungsgrad bei 500 nm 40% und die maximale Kapazitit 25000e~ betrug. Das durch
die maximale Abtastrate von 12,5 M H z erzeugte Ausleserauschen lag bei ca. 8¢~. Die
CCD wurde im sog. exposure-readout-Modus betrieben, d.h. nachdem das belichtete Bild
in das Ausleseregister verschoben wurde, konnte das néchste Bild bereits aufgenommen

werden.

3.4 Durchfithrung der Mobilitatsmessungen

Nach der Probenpriparation und nach dem Fiillen der Kanéle und Reservoirs mit dem
YOYO-Puffer, wurde der Kanal nochmals mit Hilfe eines elektrischen Feldes
(~ 50 V/mm, 5 Minuten) durchgespiilt. Nach Reinigung beider Reservoirs wurde ein
Probenreservoir mit der DNA-L6sung und das andere Reservoir mit dem YOYO-Puffer
gefiillt. Die Schritte vom Durchspiilen des Kanals bis zum Auffiillen der Reservoirs mit
der DNA-Losung und des YOYO-Puffers erfolgten jeweils nach einer Messreihe. Eine
Messreihe bestand dabei aus Mobilitdtsmessungen bei verschiedenen Feldstérken, wo-
bei immer mit der hochsten Feldstirke begonnen wurde. In einem Kanal erfolgten so
insgesamt vier Messreihen, wobei abwechselnd zuerst A, T2, A und wieder T2 gemessen
wurde. Eine umgekehrte Reihenfolge (T2 — A — T2 — A) in einem 1,5 pum para-Kanal
(Nomenklatur s. Kapitel 4.2) diente als zusétzliche Kontrollmessung.

Aufgrund der verschiedenen Lingen der Kanile, die durch die Stanzlécher definiert
worden sind, war es ohne erheblichen Aufwand nicht immer mdglich, bei denselben
Feldstérken zu messen. Die Einstellungen der Aufnahmeparameter bei den Mobilitats-
messungen konnten aber immer gleich gehalten werden. Die Belichtungszeit betrug bei
den Mobilitdtsmessungen immer 23 ms; zusammen mit der Auslesezeit von 17 ms erga-
ben sich Bildaufnahmefrequenzen von 25 Bildern pro Sekunde (engl. frames per second,
fps). Um solche fps-Raten zu erhalten, mufite ein zweifaches Hardware-Binning in ver-
tikaler Richtung durchgefiihrt sowie der Bildausschnitt verkleinert werden. Bei der Mi-
grationsuntersuchung der ® X174 wurden 40 fps durch kiirzere Belichtungs- und Aus-

lesezeiten (Verkleinerung des Bildausschnitts plus vierfach Binning in horizontaler und
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vertikaler Richtung) erzielt.

Fiir die Mobilitdtsbestimmung mittels Kreuzkorrelation wurden jeweils 200 Bilder auf-
genommen. Da immer zwei aufeinanderfolgende Bilder fiir die Analyse verwendet wur-
den, wurden so maximal 199 Werte extrahiert. Um die Fehler zu minimieren, mufiten
die Bilder gewisse Kriterien erfiillen, die zum grofiten Teil direkt nach der Aufnah-
me sichergestellt werden mufiten. Das wichtigste Kriterium betraf die Dichte der Teil-
chen (s. Kapitel 4.3 und Gl. (3.1)). Zusétzlich dazu wurde mit dem Makroprogramm
zur Mobilitdtsbestimmung die Intensitdt des hellsten Pixels im Bild kontrolliert, das
einen gewissen Schwellwert iibersteigen mufite, damit mit dem darauffolgendem Bild
eine Korrelationsanalyse durchgefiihrt wurde. Die so erhaltenen Verschiebungen bzw.
Geschwindigkeiten mufiten fiir eine verniinftige Geschwidigkeitsbestimmung mindestens
zehn Werte beinhalten.

Zusitzlich wurden fiir eine Messung in einem 1, 5 um plan-Kanal und zwei Messungen in
einem 5, 0 um para-Kanal die Geschwindigkeiten manuell ausgewertet. Dafiir wurde ein
Molekiil zufillig ausgewihlt, dessen gemittelte Geschwindigkeit dann iiber die gesamte
Bildbreite bestimmt wurde. Die mit der manuellen Auswertung gewonnenen Geschwin-
digkeiten sollen keiner Fehlerabschitzungen unterzogen werden, da nur gezeigt werden
sollte, daf} die automatisiert gewonnenen Werte gut mit den manuellen Werten iiberein-

stimmen.

3.5 Kurvenfit

Da die aus der Korrelation gewonnenen Geschwindigkeiten normalverteilt sind, wurden

die Daten mit Hilfe des frei verfiigharen Plot-Programms gnuplot an eine Gaufy’sche

Fla) = 2 exp (—@) (32)

Kurve

C oV2r 207

angefittet. o ist hierbei die Standardabweichung, y, ein Skalierungsfaktor fiir die
Gaufy’sche Kurve und z stellt die Verschiebung auf der z-Achse dar. In dem Bereich +o
liegen 68, 3% der Daten. gnuplot benutzt den sog. Levenberg-Marquardt-Algorithmus, um
Daten an nichtlineare Funktionen bzw. Funktionsparameter anzupassen. Der Levenberg-
Marquardt-Algorithmus ist eine Mischung aus der Methode des linearen Abstiegs (engl.
method of linear descent) und der Gauss-Newton-Methode [77]. Gegeniiber diesen Ver-
fahren bietet der Levenberg-Marquardt-Algorithmus den Vorteil gréfierer numerischer
Stabilitdt und schnellerer Konvergenz [77].

Die erhaltenen Geschwindigkeiten wurden anschlieend in ein Mobilitdtdiagramm (Ge-
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schwindigkeit gegen elektrisches Feld) eingetragen und mit der Geradengleichung
g(x) = az angefittet, die durch den Koordinatenursprung geht. Die Steigung a entspricht
dabei der Mobilitét.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 SU-8 Eichkurven

Quadratische Objekttriger wurden zur Erstellung der Eichproben bei verschiedenen
Umdrehungszahlen mit Photolack beschichtet. Nach der in Kapitel 3.1 beschriebenen
Herstellungsmethode besitzt jede Eichprobe fiinf Stege. Die bereits beschriebenen
Wélbungen am Rand der Substrate (s. Kapitel 3.1) verursachen bei den kleinfléchi-
gen Objekttriigern (26 x 26 mm?) eine nicht gleichméBige Schichtdicke an den Réndern.
Abb. 4.1 zeigt das typische Hohenprofil dieser Stege und die deutlich zur Mitte hin ab-
nehmende Hohe. Die Abb. 4.2 — 4.4 zeigen die so gewonnen Messpunkte und die an die
Messpunkte angefittete Funktion f(z) = £ nach GI. (2.27) fiir konstante Zeit ¢, wobei
k den Fit-Parameter darstellt.

Abbildung 4.1: Profil von fiinf auf dem Objekttriger befindlichen Stegen. Gemessen
wurde das Profil entlang der Mitte des Objekttrigergldschens.

Fiir eine Schichthéhe von 3 pm wurde eine Umdrehungsfrequenz von ca. 5200 rpm
fiir SU-8 5 extrapoliert. Da die Eichkurven nur als qualitative Anhaltspunkte fiir die
Strukturhohen dienten, werden hier keine Fehlerabschitzungen unternommen, da die
Schichthéhe auch von der Oberflichenenergie des verwendeten Substrats abhéingt [78].
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Abbildung 4.3: Schichticke in Abhéngigkeit der Umdrehungsfrequenz fiir SU-8 10
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Abbildung 4.4: Schichticke in Abhéngigkeit der Umdrehungsfrequenz fiir SU-8 5

4.2 Mikrokanal-Abmessungen

In Abb. 4.6 — 4.12 sind Rasterelektronenmikroskopaufnahmen der abgeformten, struk-
turierten Mikrokanile gezeigt. Die Nomenklatur (tilt, plan und para) der abgebildeten
Strukturen folgt dabei folgendem Schema:

e Beidseitig strukturierter Kanal wird ,,para®“ genannt.
e Einseitig strukturierter Kanal wird , plan“ genannt oder, wenn

e cinseitig strukturierter Kanal, der aus geneigten Strukturen (seitliche Kanalwand
nicht senkrecht, sondern gekippt) besteht, wird mit ,tilt“ bezeichnet.

e Die Definition der Box und der Mikrokanalbreite ist in Abb. 4.5 gezeigt.

Aufgrund des nicht ganz eindeutigen Beginns der Boxen- bzw. Kanalkante ist es schwie-
rig, den MefBicursor des Auswerteprogramms an die ,richtigen Stellen zu plazieren.
Daher wurde der Meffehler durchgehend auf +0,1 pm geschétzt. Auch fiir die Periodi-
zitatsmessung, deren Wert sich in der Linge der Box und im Abstand zur néchsten Box

wiederspiegelt, wurde von diesem Mefifehler ausgegangen, obwohl sich der Mef}fehler
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Abbildung 4.5: Para-Struktur
Schematische Zeichnung einer para-Struktur. Die Box wird aus den
Winden a und c gebildet. Der Abstand zur n#chsten Nachbarbox ist
b, d die Kanalbreite.

durch die Mittelung iiber mehrere Perioden verkleinern liele. Die Mikrokanaldimen-
sionen liegen weit iiber der AuflGsungsgrenze des Rasterelektronenmikroskops, so daf

dadurch bedingte Meffehler vernachléssigt werden kénnen.

‘ H a [um] ‘ b [pm)] ‘ unteres ¢ [um] ‘ oberes ¢ [um)] ‘ d [pm] ‘

1,5 wm tilt 1,4 1,4 - 0,9 0,9
1,5 um plan 14 14 - 0,9 0,8
1,5 um para 2,87(®) 1,0 1,1 0,8
3,0 pm tilt 3,0 2,8 - 2,7 2,6
5,0 pum plan 3,6 6,0 - 3,7 4,7
5,0 um para || 4,0 5,4 5,0 5,0 4,0

Tabelle 4.1: Abmessungen der strukturierten Mikrokanéle. Alle Zahlenangaben sind mit
einem Meffehler von 0,1 pum behaftet. Das Schrumpfen der Struktur senk-
recht zur Kanalldnge ist stdrker ausgepréigt als entlang des Kanals.

(a) Es wurde die Linge einer Periode bestimmt, die sich aus a und b zu-

sammensetzt.

Bedingt durch die Vorgabe der Maskenqualitidt kann man kaum einen Unterschied zwi-
schen den 1,5 pm plan- und tilt-Strukturen (Abb. 4.6 und 4.7) erkennen. Der vergrofierte
Ausschnitt der 1,5 pum plan-Struktur zeigt an der unteren Kanalwand und an den obe-
ren Boxen leichte Ausfransungen, die durch ein nicht ganz planares Aufliegen der Maske
auf dem Photolack wihrend der Belichtung zuriickzufiihren sind. Fiir die 1,5 um para-
Struktur (Abb. 4.8) kann keine Angabe zur Boxgrofe gemacht werden, da der Ubergang

vom Kanal hin zur Box fliefend erscheint. Es wurde daher die Periode der Struktur
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durch Mittelung {iber mehrere Bereiche bestimmt. Als Referenzpunkte dienten die Sen-
ken der Struktur. Bei der 3,0 pum tilt-Struktur (s. Abb. 4.9) wurde der Versuch gemacht,
die Anfangs- sowie Endpunkte einer Periode an die Stellen zu setzen, an der die Kontur
der Strukturierung von einer Links- in eine Rechtskurve iibergeht.

Aus der Tabelle 4.1 geht hervor, da} der Schrumpfungsprozess des SU-8 entlang der
Kanalléinge wesentlich geringer ausfillt als senkrecht dazu. Das Schrumpfen der Struk-
turen 148t sich durch den Herstellungsprozess der Mikrostrukturen erkléren. Vorhande-
nes Losungsmittel wurde beim SB und PEB verdampft, so dafl dem polymerisierendem
SU-8 mehr Platz zur Verfiigung stand als zuvor. Bedingt durch das Abkiihlen konnten
diese Zwischenrdume vom auspolymerisierten SU-8 eingenommen werden. Das Zusam-
menziehen entlang des Kanals ist dabei schwieriger als senkrecht dazu, was die Werte
in der Tabelle 4.1 und die welligen Abschnitte, besonders in den 5 um strukturierten
Kanilen (Abb. 4.10 — 4.12), erklért.

Abb. 4.10 zeigt eine 5 um plan-Struktur, bei der die obere Boxen-Wand nicht vollsténdig
belichtet ist. Die nicht vollstdndige Belichtung 148t sich mit hoher Sicherheit auf ein nicht
ganz planares Aufliegen der Maske auf dem Substrat zuriickfiithren. Die Abb. 4.12 zeigt
den selben Aussschnitt wie Abb. 4.11 der 5,0 um para-Struktur mit dem Unterschied,
daB die Probe im Rasterelektronenmikroskop um ca. 30° gekippt wurde. Dadurch erhélt
man einen rdumlichen Eindruck iiber die Qualitit der Kanalwéande, die senkrecht zur
Substratoberfliche sind.

Abbildung 4.6: Tilt-Struktur, 1,5 um
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines geneigten 1,5 pum Ka-

nals mit Kreuzungsbereich

Fiir die Bestimmung der Strukturhchen der beiden Masterwafer wurden jeweils vier
zufillige Mefipunkte genommen. Zwei Mefipunkte befanden sich am dufleren Rand und
zwei in Zentrumnéhe des Wafers. In Tabelle 4.2 sind die gemessenen Werte eingetragen.

Damit ergaben sich folgende Werte fiir die Strukturhohe:
e Strukturhohe des Masterwafer ohne Haftvermittler: 2,83 um 4+ 0,13 um

e Strukturhohe des Masterwafer mit Haftvermittler: 2, 70 pm £ 0,11 um
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Abbildung 4.7: Plan-Struktur, 1,5 um
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines einseitig strukturierten

1,5 pum Kanals

Abbildung 4.8: Para-Struktur, 1,5 um
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines beidseitig strukturier-

ten 1,5 pm Kanals

Abbildung 4.9: Tilt-Struktur, 3,0 um
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines geneigten 3,0 pm Ka-

nals mit Kreuzungsbereich

Abbildung 4.10: Plan-Struktur, 5,0 pm
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines einseitig strukturier-

ten 5,0 pm Kanals mit Kreuzungsbereich
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Abbildung 4.11: Para-Struktur, 5,0 um

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines beidseitig strukturier-

ten 5,0 pm Kanals

Abbildung 4.12: Para-Struktur

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines beidseitig strukturier-

ten 5,0 pm Kanals um ca. 30° gekippt.

Masterstrukturhdhe | Masterstrukturhche
mit HMDS [um)] ohne HMDS [pm)]
1. Messung 2,849 2,811
2. Messung 2,874 3,087
3. Messung 2,538 2,760
4. Messung 2,539 2,644
| Mittelwert | 2,705 | 2,825 |

Tabelle 4.2: Strukturhohen auf den Masterwafern. Die ersten beiden Werte sind rand-

nahe, die letzten beiden Werte sind zentrumnahe Werte.
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4.3 Mobilitatsbestimmung mittels Kreuzkorrelation

In diesem Teil der Arbeit wurde die Mobilitdtsbestimmung von DNA in Mikrokanélen
mit Hilfe der Kreuzkorrelation durchgefiihrt. Anhand von vier Fall-Beispielen soll gezeigt
werden, dafl die mit dieser Methode erhaltenen Werte zuverlissig sind; aber es sollen

auch die Nachteile der Methode angesprochen werden. Die Beispiele lauten:
e Ein Molekiil im Kanal
e Ein Molekiil im Kanal, ein zweites kommt ins Detektionsfeld
e Zwei Molekiile im Kanal
e Mehrere (sechs bzw. sieben) Molekiile im Kanal

Die Bilder (Abb. 4.13 — 4.17) sind jeweils in vier horizontale Bereiche aufgeteilt. Der
obere Teil des Bildbereichs stellt eine Momentaufnahme eines Kanalausschnitt zur Zeit
t dar, das Teilbild darunter eine zweite Aufnahme an der selben Position zu einem Zeit-
punkt ¢ + At. At ist fiir die gezeigten Félle immer 40 ms £ 0,2 ms, das sich aus der
Belichtungszeit und der Auslesezeit der CCD zusammensetzt. Der von oben aus gese-
hen dritte Teilbereich ist das Korrelationsbild nach Gl. (2.25). Der unterste Teil stellt
das Korrelationsbild als Intensitdts-Spektrum dar, wobei alle Zeilen zuvor zusammen-
gefasst wurden. Die x-Achse entspricht dabei der Pixelskala, wobei 1 Pixel = 0,067um
ist. Die Begriffe ,,Geschwindigkeit, Verschiebungsvektor, Verschiebung und Mobilitat*
werden alle in dem Sinne gebraucht, dafl der Betrag des Verschiebungsvektors einer
Verschiebung, die Geschwindigkeit einer Verschiebung in 40 ms und die Mobilitét einer

Geschwindigkeit normiert auf die Feldstérke entspricht.

Ein Molekiil im Kanal: Genaugenommen halten sich in diesem Beispiel (Abb. 4.13)
zwei Molekiile im Kanal auf. Aufgrund der Intensitatsschwéche des auf der rechten Sei-
te befindlichen Molekiils kann dieses in einer ersten Betrachtung als nicht vorhanden
angesehen werden. Eine Fortbewegung des hellen Molekiils ist deutlich zu sehen. Die-
se spiegelt sich im Korrelationsbild sowie im Spektrum als Intensititspeak wieder. Der
Peak befindet sich bei ca. 50 Pixeln vom linken Bildrand entfernt, was der Verschie-
bung um 50 Pixel der Bilder gegeneinander entspricht und dem Ahnlichkeitsma8 nach
Gl. (2.24) geniigt. Die Miteinbeziehung des zweiten, jedoch dunkleren Molekiils ergibt
einen zweiten, kaum erkennbaren Peak bei ~ 850 auf der Skala. Dieser Fall soll im
iibernéchsten Abschnitt besprochen werden. Bei genauerem Hinsehen erkennt man, dafl

sich das Molekiil nicht auf der selben Hohe wie das andere Molekiil (aufgrund einer
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Abbildung 4.13: Kreuzkorrelationsanalyse eines hellen Molekiils
Zwei Bilder eines hellen Molekiils werden kreuzkorreliert. Der Inten-
sitdtspeak entspricht der Verschiebung der Bilder gegeneinander. Der
obere Pfeil im Korrelationsbild stellt die Verschiebung des helleren Mo-
lekiils, der untere Pfeil die Verschiebung des dunkleren Molekiils dar.

Schieflage des Kanals) befindet. Da das Molekiil sich aber ebenfalls um ca. 50 Pixel
bewegt hat, kann man im Korrelationsbild ein zweites lokales Maximum unterhalb des
zuvor besprochenem Maximums finden (s. Pfeile in Abb. 4.13). Das liegt an der, wie
bereits in Kapitel 2.5 erwidhnten horizontalen bzw. 1-dimensionalen FFT. Das bedeu-
tet, daf jede Zeile fiir sich unabhéingig von den anderen Zeilen einer FFT unterzogen
wurde. Es werden mit der horizontalen FFT also nur horizontale Bewegungen erfafit.
Aufgrund der Linearitéit der FFT kann jede N-dimensionale FFT in N 1-dimensionale
FFT’s zerlegt werden. Damit ist es auch leicht moglich, 2-dimensionale Bewegungs-
analysen durchzufiihren, was hier aber zu anderen Schwierigkeiten fithren wiirde. Diese
Schwierigkeiten sind in der geringen vertikalen Abmessung des Bildes begriindet. Die
dadurch entstehenden Artefakte wiirden physikalisch nicht sinnvolle Ergebnisse hervor-
bringen. Aufgrund dessen, und der vernachlissigharen Bewegung senkrecht zum Kanal®,

reicht eine einfache 1-dimemsionale FFT aus.

Ein Molekiil im Kanal, ein zweites kommt ins Detektionsfeld: In diesem Beispiel
(Abb. 4.14) kommt ein zusétzliches Teilchen ins Detektionsfeld. Deutlich ist ein zweiter
Peak bei ca. 850 zu sehen. Dieser Peak wird durch zwei Griinde verursacht. Der erste

Grund ist dem vorherigen Beispiel identisch, wenn die etwas lichtschwécheren Molekiile

'Bei der 5 um Struktur stimmt das nicht ganz. Aufgrund der noch zu besprechenden Schwichen der
Korrelationsmethode ist die Mobilitdtsbestimmung fiir diese Kanalgeometrie mit dieser Methode
nicht moglich.
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rechts im Bild mit betrachtet werden. Dieses soll aber erst im néchsten Abschnitt bespro-
chen werden. Der iiberwiegende Grund fiir die Hohe des Peaks ist in der Eigenschaft der
FT und damit auch im Korrelationsbild zu finden, ndmlich in der Periodizitit. Werden
die beiden Enden des Korrelationsbildes zusammengefiigt, so ensteht der sog. Fourier-
ring?, der periodisch in sich abgeschlossen ist [63]. Leichter 148t sich die Periodizitét des
Korrelationsbildes anhand des Spektrums erkennen, wobei der zunéchst starke Abfall
auf der linken Seite ein sog. Artefakt darstellt. D.h., daf} die Position des Peaks im
Spektrum der Verschiebung nach rechts iiber die Periodizititsgrenze (rechte Bildkan-
te) hinaus bis zum Korrelationspartner entspricht, und nicht dem Betrag des direkten
Verschiebungsvektors nach links.

Abbildung 4.14: Kreuzkorrelationsanalyse eines hinzukommenden Molekiils
Das hinzukommen eines Molekiils verdndert das Kreuzkorrelationsspek-
trum. Ein zweiter Peak wird sichtbar, wobei der héchste Peak der wahr-

scheinlichsten Verschiebung der Bilder gegeneinander entspricht.

Zwei Molekiile im Kanal: Nun befinden sich zwei helle Molekiile im Kanal. Die zwei
Nebenmaxima rechts vom Hauptmaximum (Abb. 4.15) entstanden nach der gerade be-
sprochenen Begriindung. Insgesamt gibt es bei N-Teilchen N? mdogliche Korrelationen
(siehe Abb. 4.16), hier also vier Stiick. Da zwei Verschiebungsvektoren nahezu identisch
sind, resultieren daraus insgesamt die drei Peaks im Spektrum. Der hochste Peak bei

1200 wird also durch die Superpostion zweier Peaks erhalten.

2Fiir eine 2-dimensionale Korrelationsanalyse ergiibe sich, nach zusitzlichem verbinden der oberen
und unteren Bildkante, der sog. Fouriertorus.
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Abbildung 4.15:

Abbildung 4.16:

Kreuzkorrelationsanalyse zweier Molekiile

Zwei Molekiile, die drei Intensitdtpeaks erzeugen. Wieder ist das
globale Maximum die Wahrscheinlichste Verschiebung der Bilder

gegeneinander.

Korrelationsmoglichkeiten

Die oberen drei Punkte enstsprechen drei Molekiilen, die unteren ei-
ner Verschiebung derselben nach einer Zeit A¢. Die Linien deuten die
moglichen Korrelationsbeitriige an. Insgesamt sind N? = 9 Korrelatio-
nen moglich. Bei dquidistanten Absténden entstehen fiinf Peaks, deren
Verhiltnisse 1:2:3:2:1 der Anzahl der Beitrdge entsprechen. Bei unter-

schiedlichen Abstinden stimmt dieses jedoch nicht mehr.
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Mehrere Molekiile im Kanal: In diesem Beispiel (Abb. 4.17) sind sechs Molekiile
deutlich zu erkennen. Ganz links im Bild sind wahrscheinlich zwei Molekiile so nahe
beieinander, dafl sie nicht mehr als getrennt dargestellt werden kénnen. Das globale
Maximum im Spektrum ergibt sich dabei durch Superposition der Einzelkorrelationen.

Insgesamt gibt es also zwischen 62 = 36 und 72 = 49 mogliche Einzelbeitriige.

Abbildung 4.17: Kreuzkorrelationsanalyse mehrer Molekiile
Die Molekiile erzeugen ein komplexes Spektrum, das nicht mehr ein-
fach zu deuten ist. Das globale Maximum gibt die Wahrscheinlichste
Verschiebung der Bilder gegeneinander an. Die kritische Dichte ist fast
erreicht, d.h. der mittlere Teilchenabstand muf} kleiner sein als die Ver-

schiebung der Bilder gegeneinander.

Der Punkt mit der héchsten Intensitéit entspricht daher der wahscheinlichsten Verschie-
bung der Bilder gegeneinander. Je mehr Teilchen in dem Prozefl beteiligt sind, desto
mehr Nebenmaxima tauchen auf und desto stiarker hebt sich das Hauptmaximum von
den anderen hervor. Diese Superposition kann bei genauerer Betrachtung aber auch phy-
sikalische nicht sinnvolle Werte der Mobilitiaten, also Artefakte liefern. Drei Beispiele fiir

Fehlerquellen werden im Folgenden genannt:

e Wenn die Standardabweichung der Teilchengeschwindigkeiten grof ist, dann kann

unter Umsténden keine eindeutige Zuordnung mehr getroffen werden.

e Im Falle von vielen Teilchen, genauer gesagt, wenn die Teilchendichte so hoch ist,
da3 der mittlere Abstand zum néichsten Nachbarn kleiner ist als der Verschie-

bungsvektor, dann ist die Zuordnung ebenfalls nicht mehr eindeutig.
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o Gestreckte Teilchen, die aufgrund einer Verschmierung?® nicht punktférmig erschei-
nen, erzeugen breitere Peaks. Dadurch ist die exakte Position des Teilchens nicht
mehr ausfindig zu machen. Hinzu kommt, da} bei gestreckten Teilchen der ef-
fektive Teilchenabstand abnimmt und damit der Messbereich fiir die maximale

Geschwindigkeit bzw. Verschiebung der Bilder gegeneinander abnimmt.

Bei der Aufnahme, d.h. bei Messungen muf3te also darauf geachtet werden, daf} die Teil-
chendichten nicht zu hoch waren (s. GL. (3.1)). AuBlerdem war durch die Verschmierung
eine maximale Bildverschiebung und damit auch Feldstirke vorgegeben, die fiir die ver-
wendeten Aufnahmeparameter bei ca. 12 V/mm — 15 V/mm lagen.

Mit dem oben Besprochenen kann nun zusammengefasst gesagt werden, dafl mit der
Korrelationsmethode eine automatisierte Methode gegeben ist, Mobilitdten von einzel-

nen Molekiilen zu bestimmen.

4.4 Migration und Mobilitaten in strukturierten
Kanalen

In diesem letzten Teil der Arbeit sollen die Migrationseigenschaften und Mobilitdten der
verschiedenen DNA-Molekiile (?X'174, A und T2) in unterschiedlichen Kanalgeometrien
vorgestellt werden. Fiir die ®X174-DNA werden jedoch lediglich qualitative Aussagen
gemacht.

Da die absolute DNA-Mobilitdt in vorherigen Messungen nicht reproduziert werden
konnte, wurden, wie in Kapitel 3.4 erwédhnt, die A- und T2-DNA abwechselnd je zwei-
mal in einem Kanal gemessen. Aufgrund von Alterungseffekten wurde in einer Kontroll-
messung in einem 1,5 pum-plan Kanal die Reihenfolge der Messung invertiert, so dafl
mit T2-DNA gestartet und mit A-DNA weitergemessen wurde. Danach folgten wieder
T2-DNA und A-DNA. Fiir die Ubersichtlichkeit werden daher immer die ersten beiden
Messungen (erster Durchlauf) und letzten beiden Messungen (zweiter Durchlauf) in ei-
nem Kanal getrennt dargestellt. In Tabelle 4.3 sind vorab die gemessenen Mobilitéiten
aufgelistet. Wie spéter erlautert wird, macht sich der Alterungseffekt in den kleineren

Kanélen stirker bemerkbar als in grofleren Kanélen.

3Verschmieren des Bildes aufgrund der Bewegung des Teilchens withrend der Belichtungszeit
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1. Messung, A | 2. Messung, T2 | 3. Messung, A | 4. Messung, T2

Kanalgeometrie || p [107*52 p (104 gm p (104 gm p (10742

20pm || 1,90+£0,07 [ 1,83+£0,06 | 1.84+0,05© | 1.8140,07
1,5 pym para 1,83 1,46 1,59 1,40
1,5 um plan 1.89 1.75 1.83 1.57
1,5 pm tilt 2,56 2,08 2,13 1,69
| 3,0pmitilt | 1,65 1,11 2,06 1,19
9,0 um para 1,84 2,15 2,54 2,06
5,0 um plan 1,46 1,51 0,97 1,52

Tabelle 4.3: DNA-Mobilitdten
Die Mobilitdten wurden mit der Kreuzkorrelationsanalyse bestimmt. Alte-
rungseffekte der Strukturen erlauben keine Aussage zur absoluten Mobilitét.
Als Referenzwert dient die freie Mobilitit, die in einem 20 pm Kanal ge-
wonnen wurde und keine Anzeichen eines Alterungseffektes zeigte.
(a) Da der Alterungseffekt hier nicht auftrat, wurden nur fiir diese Messun-

gen Fehler ermittelt.

4.4.1 Freie Mobilitdt in 20 ym Kandlen

Die freie Mobilitét fiir DNA ist nach Gl. (2.16) konstant. Dieses wurde in einem 20 pm-
Kanal fiir A-DNA und T2-DNA gemessen. Die Abb. 4.18 und 4.19 zeigen die Mobi-
litdtsdiagramme, in denen die Geschwindigkeit gegen die Feldstirke aufgetragen ist.
Die Mobilitdten entsprechen den Steigungen der Geraden, die untereinander sehr dhn-
lich sind. Die Messwerte iiberdecken sich dabei ebenfalls immer sehr gut. Aufgrund der
nicht stark abweichenden Werte der Mobilitit in den zwei Durchldufen kann angenom-
men werden, daf} sich der Alterungseffekt in dem 20 pm Kanal nicht bemerkbar macht.
Daher sollen diese gemessenen Werte zusammengefaflt als die gemittelte Referenzmo-
bilitdt 7 = (1,84 4+ 0,03) - 10~*cm?/V's betrachtet werden. Der Literaturwert liegt bei
f=(2,1540,03) - 10~*cm?/Vs [14]. Die abweichenden Mobilitétswerte lassen sich auf

die unterschiedlichen Meflsysteme zuriickfiihren.

4.4.2 1.5 um Kanidle

Die Migration einer A-DNA durch einen plan-Kanal ist in einer Bildserie aus 6 Bildern
in Abb. 4.20 dargestellt. Oben links befindet sich das erste, unten rechts das letzte Bild
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Mobilitaetsverlauf, 1. Durchlauf
20,0 um, freie Mobilitaet
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Abbildung 4.18: 1. Durchlauf: Freie Mobilitét
Die Steigungen der Geraden geben die Mobilitdt wieder. Die Werte

liegen hierbei alle sehr gut beieinander.

Mobilitaetsverlauf, 2. Durchlauf
20,0 um, freie Mobilitaet
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o
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Abbildung 4.19: 2. Durchlauf: Freie Mobilitét
Die Mobilitdten des 1. Durchlaufs konnten in diesem Durchlauf sehr

gut reproduziert werden.
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der Serie. Die A-DNA* passt mit ihrem Durchmesser von d ~ 1,4 pm nicht in den
1,5 pm strukturierten Kanal hinein®. Zu erkennen ist eine lineare Migration durch den
Kanal, wobei der Kanal selbst nicht sichtbar ist. Die Geschwindigkeit v und das elek-
trische Feld E betrugen v = 100 pm/s und 5,8 V/mm. Sehr schwache Beeinflussungen
durch die Kanalkonstriktionen sind ebenfalls zu erkennen. In anderen Aufnahmen, die
aufgrund des schlechteren Kontrastverhiltnisses hier nicht gezeigt werden, sind die Be-
einflussungen stérker ausgeprigt. Die A-DNA scheint bei der Migration durch den Kanal
eine leicht gestreckte Knéduelkonformation eingenommen zu haben. In der Bildserie ist
eine Streckung der \-DNA von ca. 5 um zu sehen. Eine genaue Linge der Streckung
kann aufgrund der Verschmierung nicht mit absoluter Gewissheit angegeben werden.
Eine einfache grobe Abschéitzung liefert fiir die Fortbewegung der DNA wahrend der
Belichtungszeit von ¢t ~ 23 ms eine Distanz von 2,3 pum. Die erzeugte Verschmierung
hat daher eine maximale Ausdehnung von 2,3 pm. Dieser Wert kann ungefihr auf die
Halfte korrigiert werden, da ein Pixel aufgrund der Lichtstirke der mit YOYO-1 in-
terkalierten DNA mindestens 10 ms belichtet werden muf}; um ein signifikantes Signal
zu liefern. Damit ergibt sich fiir diesen Fall eine effektive Streckung der A-DNA von
~ 3,5 um — 4 pm. Eine T2-DNA zeigte bei dieser Feldstéirke eine dhnliche Streckung,
was auf die Ausweichmoglichkeit in die dritte Dimension des Kanals zuriickzufiihren ist,

da die Mikrokanaltiefe ca. 2,7 pum betrug.

Abbildung 4.20: Bildserie einer A-DNA in einem 1,5 pm plan-Kanal
Die Serie aus sechs Bildern beginnt oben links und endet unten rechts.

Die Molekiile bewegen sich jeweils von der rechten zur linken Bildseite.

*Aus der Gl. (2.8) ergibt sich fiir die A-DNA ein Gyrationsradius von Ry = \/1/3-1,L ~ 0,7 pum,
mit der Persistenzlinge I, = 66 nm [79] und der Konturlinge L = 20 pm [79, 80] fir YOYO-1
angefiirbte A-DNA.

5Fiir die Ubersichtlichkeit beziehen sich die Angaben immer auf die OriginalgroBe auf dem Master-
wafer. Die geringeren Abmessungen, die durch ein Schrumpfen wéhrend des Herstellungsprozesses
bedingt waren, sind aus Tabelle 4.2 zu entnehmen.
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Para-Strukturen: Die Mobilitdtsverldufe der Abb. 4.21 und Abb. 4.22 deuten auf einen
Mobilitatsunterschied hin. Die Mobilitidten fiir die T2-DNA stimmen in den zwei Mes-
sungen gut iiberein, wohingegen ein Mobilitéitsriickgang fiir die A-DNA zu verzeichnen
ist. Dieser Riickgang 148t sich auf einen Alterungseffekt der Kanalwinde zuriickfiihren.
Wihrend der Messung adsorbierten immer wieder kleine DNA-Fragmente an die Ka-
nalwénde, die vor der nichsten Messung mit den beschriebenen Reinigungsmethoden
aus Kapitel 3.4 behandelt werden mufiten. Eine Adsorption von negativ geladenen DNA-
Fragmenten erhéhte die Oberflichenladung und damit auch den EOF. Die DNA bewegte
sich bei diesen Experimenten immer in die elektrophoretische Richtung, also entgegen-
gesetzt zum EOF, sodaf eine Verlangsamung aufgrund des erh6hten EOF zu erwarten
war. Dieser Alterungseffekt war ausgeprégter, je linger die DNA in Kontakt mit den Mi-
krokanélen war und daher auch besonders in den kleinen Kanélen, wo das Oberflichen

zu Volumen Verhiltnis grof3 ist.

Plan-Strukturen: In Abb. 4.23 sind zusétzlich die Werte fiir die A-DNA eingetragen,
die mit der manuellen Geschwindigkeitsbestimmung gewonnen wurden (s. Kapitel 3.4).
Die Ubereinstimmung der beiden Methoden ist gut zu erkennen. In diesem Fall ist eine
hohere Mobilitit fiir die A-DNA (Abb. 4.23 und Abb. 4.24) nicht bzw. kaum zu erken-
nen, da sich die Messdaten mit den Fehlerbalken zum grofiten Teil iiberdecken. Aufgrund
dessen kann iiber den etwas steileren Anstieg der Geraden keine signifikante Aussage
gemacht werden. Erwartet wurde aber eine geringere Mobilitét fiir die T2-DNA, da sich
die Strukturgréfien zur vorherigen nicht wesentlich unterschieden haben.

Fiir diese Struktur wurde eine zusétzliche Kontrollmessung mit der umgekehrten Rei-
henfolge (T2 — A — T2 — \) vorgenommen. Abb. 4.25 und Abb. 4.26 zeigen fiir A-DNA
in den beiden Durchldufen eine hohere Mobilitét als fiir T2-DNA. Auch hier macht sich
der Alterungseffekt der Kanalwéinde wieder bemerkbar. Insgesamt nimmt die Mobilitét
je Mefireihe ab, allerdings wird fiir A-DNA jeweils eine groflere Mobilitdt gefunden als
fiir T2-DNA. Die unterschiedlichen relativen Mobilitéiten sind also keine Ursache des Al-

terungseffekts! Daher kann von einer lingenabhéngigen Mobilitdt ausgegangen werden.

Geneigte-Strukturen: Fiir kleine Feldstéirken von bis zu 5 V/mm liegen die MeBpunk-
te nahe beieinander (Abb. 4.27 und Abb. 4.28). Fiir hohere Feldstérken macht sich eine
deutliche geringere Mobilitat fiir die T2-DNA bemerkbar. Deutlich ist auch der Riick-
gang der Mobilitdt von den ersten beiden Messungen zu den letzten beiden Messungen
zu sehen, wobei jedoch die Mobilitdt der A-DNA immer grofler als die der T2-DNA
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Mobilitaetsverlauf, 1. Durchlauf

1,5 um para
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Abbildung 4.21: 1. Durchlauf: 1,5 ym para
Die Messpunkte sind fiir Feldstérken > 2V/mm voneinander getrennt.

Die Gerade geht wie erwartet durch den Ursprung.

Mobilitaetsverlauf, 2. Durchlauf
1,5 pm para
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Abbildung 4.22: 2. Durchlauf: 1,5 ym para

Die letzten Messpunkte liegen deutlich auseinander, wodurch die un-

terschiedlichen Mobilitaten resultieren.
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Mobilitaetsverlauf, 1. Durchlauf
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Abbildung 4.23: 1. Durchlauf: 1,5 ym plan
Die Fehlerbalken der Messwerte sind immer iiberlagert, sodafl keine
unterschiedlichen Mobilitdten zu erkennen sind. Die Dreiecke stellen

die Werte nach manueller Auswertung dar.

Mobilitaetsverlauf, 2. Durchlauf

1,5 um plan
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Abbildung 4.24: 2. Durchlauf: 1,5 ym plan

Die Meflwerte lassen keine unterschiedlichen Mobilititen erkennen.
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Mobilitaetsverlauf, 1. Durchlauf

1,5 pm plan
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Abbildung 4.25: 1. Durchlauf mit umgekehrter Reihenfolge
Trotz grofler Fehlerbalken sind unterschiedliche Mobilitdten gut zu er-

kennen.
Mobilitaetsverlauf, 2. Durchlauf
1,5 pm plan
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Abbildung 4.26: 2. Durchlauf mit umgekehrter Reihenfolge
Die Meflwerte streuen sehr stark um die angefittete Kurve, doch ein

Mobilitatsunterschied ist zu erkenen.
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ist. Da die tilt-Struktur sich kaum von der plan-Struktur unterscheidet, wurden keine
zusitzlichen Effekte erwartet. Tendenziell zeigen alle 1,5 pm Strukturen eine verringerte
Mobilitét fiir die T2-DNA.

Mobilitaetsverlauf, 1. Durchlauf
1,5 um geneigt

350 T T T T T T
Labda —+—
45
L2 vxn
300 | b =20.82 ]
250 + X 4
_ 200 F ; : J
2 X
H T ,‘
> FX
150 o 2 4
100 - q
= h
50 - I 4
FH
0 1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Feldstaerke[V/mm]

Abbildung 4.27: 1. Duchlauf: 1,5 pum tilt
Ein Mobilitdtsunterschied scheint vorhanden zu sein, 148t sich aber auf-

grund des etzten groflen Fehlerbalkens der T2 nicht genau sagen.

Mobilitaetsverlauf, 2. Durchlauf
1,5 um geneigt
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Abbildung 4.28: 2. Durchlauf: 1,5 pm tilt

Der Mobilitatsunterschied ist deutlich zu erkennen.
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4.4.3 3.0 um Kandle

Wie in Kapitel 4.4.2 ist hier eine Bildserie fiir A-DNA durch eine 3 pm tilt-Struktur in
Abb. 4.29 gezeigt. Man erkennt deutlich die Beeinflussung durch die periodische Struk-
turierung, obwohl die A-DNA mit ihrem Durchmesser von d =~ 1,4 um fast zweimal
in den Kanal hineinpassen konnte. Die Beeinflussung kénnte sich auf das inhomogene
elektrische Feld zuriickfiihren lassen. Simulationen deuten solche Effekte an. Sie wur-
den allerdings nur qualitativ anhand einer Modellstruktur durchgefiihrt und sind hier
deshalb nicht gezeigt. Die Streckung der DNA von 4,5 pum wird durch die Verschmie-
rung von 140 um/s - 23 ms ~ 3,2 pum relativiert. Die geringere Streckung der DNA
trotz hoherer Feldstéirke (6,5 V/mm) gegeniiber der 1,5 um Kanéle 148t sich damit be-
griinden, dafl die A-DNA jetzt vollstdndig in den Kanal hineinpasste. Die T2-DNA pafite
von ihren Ausmafen nur knapp in den Kanal hinein. Die Ausmafe der T2-DNA® sind

jedoch zu grof}; um ein vollstindiges Knéuelen in den Mikrostrukturen zu erméglichen.

Abbildung 4.29: Bildserie einer A-DNA in einem 3,0 pm tilt-Kanal
Die Bildserie beginnt oben links und endet unten rechts. Die Migration

lauft jeweils vom rechten zum linken Bildrand

Die Abb. 4.30 und Abb. 4.31 zeigen, dafl ab einer Feldstérke von ca. 4 V/mm die
MeBpunkte deutlich voneinander getrennt sind. Die Mobilitdten fiir die T2-DNA unter-
scheiden sich kaum, wobei die A-DNA im 1. Durchlauf kleiner ist als im zweiten. Mit

hoher Sicherheit kann gesagt werden, daf} eine Lingenabhingigkeit erzielt wurde.

4.4.4 5.0 pm Kandle

Abb. 4.32 und Abb. 4.33 zeigen T2-DNA-Molekiile in einem para-Kanal ohne Feld und
bei anliegendem Feld. Die Strukturierungen sind hier aufgrund zusétzlichem Durchlicht
wahrend der Aufnahme sehr gut zu erkennen. Abb. 4.34 zeigt ebenfalls T2-DNA, die-

ses mal in einem plan-Kanal. Die Streckung von ca. 8 pum hebt sich gegeniiber der

6Aus der Gl. (2.8) ergibt sich mit der Konturlinge L = 72 pm [80] (Anfirbung mit YOYO-1) ein
Gyrationsradius von R, ~ 1,3 um und folglich ein Durchmesser von ~ 2,6 um.
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Mobilitaetsverlauf, 1. Durchlauf
3,0 pm tilt
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Abbildung 4.30: 1. Durchlauf: 3,0 pm tilt
Mobilitdtsunterschiede sind gut zu erkennen. Bis auf wenige Mefipunkte

sind deutlich voneinander getrennt.

Mobilitaetsverlauf, 2. Durchlauf
3,0 pm tilt
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Abbildung 4.31: 2. Durchlauf: 3,0 pm tilt
Mobilitatsunterschied ist wieder gut zu erkennen. Der grofle Fehler-
balken bei ca. 11 V/mm deutet auf Reste der T2-DNA aus dem 1.
Durchlauf hin.

64



4  Ergebnisse und Diskussion

Verschmierung von 50 pm/s - 23 ms ~ 1,2 um deutlich hervor. Aufgrund der grofen
Kanalbreite werden nicht alle Molekiile von dem elektrischen Feld (hier: 4,5 V/mm)
in die Boxen gezwungen. Die Molekiile, die den Strukturierungen folgen, haben dabei
eine effektiv kleinere Mobilitdt. Diese zwei unterschiedlichen Mobilitdten und die etwas
lingere Aufenthaltsdauer in den Boxen machen eine automatisierte Mobilitédtsbestim-
mung fehleranfillig.

In Abb. 4.35 ist eine ®X174-DNA in einem 5 pm plan-Kanal gezeigt, das diffusiv ge-
fangen ist, sich im letzten drittel der Bildsequenz befreit und mit einem von rechts
kommendem Molekiil von der Box entfernt. In Experimenten mit entropischen Fallen
wurden fiir kurze DNA-Fragmente geringere Mobilitdten als fiir lange DNA-Fragmente
gefunden [3, 41-44]. In Simulationen konnte dieses ebenfalls bestéitigt werden (s. Kapi-
tel 2.4.3). Die geringere Mobilitét fiir kiirzere Ketten ist, wie bereits beschrieben, auf

zwei Phianomene zuriickzufithren. Das Phinomen des diffusiven Fangens wurde weder
fiir die A-, noch fiir die T2-DNA beobachtet.

Abbildung 4.32: Gezeigt ist der Schnappschufl einer T2-DNA in Loésung und ohne Feld
(0 V/mm) in einer 5,0 um para-Struktur, die mit zusétzlichem Durch-
licht sichtbar gemacht wurde. Mit ihrem Durchmesser pafit die T2-DNA

knapp in den Kanal hinein.

Abbildung 4.33: Schnappschufl einer T2-DNA in einer 5,0 pum plan-Struktur wie im
letzten Beispiel - diesesmal bei anliegendem Feld (5,3 V/mm). Die
Streckung des Molekiils ist deutlich zu sehen. Die Trajektorie kann

auch mit nur einem Bild erahnt werden.
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4  Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 4.34: Bildserie einer T2-DNA in einer 5,0 pm plan-Struktur
Die Bildserie beginnt oben links und endet unten rechts. Eine T2-DNA
bewegt sich von der rechten zur linken Bildseite. Die DNA hélt sich

dabei ldnger in den Boxen auf.

Abbildung 4.35: Diffusiv gefangene ® X174-DNA
In der obersten Bildreihe ist ein kurzes DNA-Molekiil zu sehen, daf
diffusiv gefangen ist. Nach einiger Zeit kann es sich 16sen und folgt

einem hinzugekommenen Teilchen.
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4  Ergebnisse und Diskussion

Para- und plan-Strukturen: Die Abb. 4.36 zeigt die Geschwindigkeitsverldufe fiir A-
und T2-DNA in einem 5,0 pum plan-Kanal, die mit der manuellen und automatisier-
ten Methode gewonnen wurde. Ohne Fehlerabschéitzungen der manuellen Methode kann
aber gesagt werden, dafl die Werte fiir beide Methoden bis zu einer Feldstéirke von
< 7V/mm gut iibereinstimmen. Die Abweichungen fiir hohe Feldstirken lassen in die-
sem Fall durch die kleinen mittleren Teilchenabstéinde erklidren. Die Abb. 4.37 zeigt die
mit der automatisierten Methode gewonnenen Geschwindigkeiten fiir die A- und T2-

DNA in einem para-Kanal.

Mobilitaetsverlauf, 1. Durchlauf

5,0 um para
250 T T T T T T
Lambda —+—
a=18.437 -
T2 *
200 A
=
150 A
100 + e J» g
50 ey - g
==
0 1 1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 4.36: 1. Durchlauf: 5,0 pm para
Aufgrund der Uberlappungen der Fehlerbalken lassen sich keine Aus-
sagen iiber Mobilitdtsunterschiede machen. Eingetragen sind auch die
Werte, die mit der manuellen Auswertung erhalten wurden (Quadrate
entsprechen T2, Dreiecke entsprechen \). Die Abweichungen der letzten
beiden Werte lassen sich mit den kleinen mittleren Teilchenabstédnden

erklaren.

Die groflen Fehlerbalken sind dabei auf die unterschiedlichen Mobilitdten zuriickzufiihren,
die eine breite Geschwindigkeitsverteilung bedeuten. Damit wird es kaum bzw. nicht
moglich sein, verschiedene DNA-Léngen aufzutrennen. Hinzu kommt, dafl sich die er-

mittelten Mobilitaten fiir A- und T2-DNA nicht merklich voneinander unterscheiden.
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4  Ergebnisse und Diskussion

Mobilitaetsverlauf, 1. Durchlauf
5,0 um plan
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Abbildung 4.37: 1. Durchlauf: 5,0 ym plan
Aufgrund der grofien Streuung der MeBwerte und des Uberlapps der
Fehlerbalken lassen sich keine Aussagen zu Mobilitédtsunterschieden ma-

chen.
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b Zusammenfassung & Ausblick

In dieser Arbeit wurden die DNA-Migration und die Mobilitéten in selbst hergestellten
strukturierten Mikrokanélen in einem Bereich von 1,5 um bis 5 um untersucht. Fiir die
Untersuchung der Migration wurden A-, T2- und ® X 174-DNA-Molekiile verwendet, die
mit dem Fluoreszenzfarbstoff YOYO-1 angefirbt waren. Mit Hilfe eines Epifluoreszenz-
mikroskops und einer empfindlichen CCD-Kamera wurden die DNA-Molekiile detektiert
und aufgezeichnet. Das diffusive Fangen eines kurzen DNA-Molekiils (#X174) in einer
Kanalkonstriktion von 5 x 5 um? wurde, wie in der theoretischen Arbeit von M. Streek
[39] vorhergesagt, aufgenommen.

Die Mobilititen zweier veschieden langer DNA-Molekiile konnten mittels einer Kreuz-
korrelationsanalyse ermittelt werden. Es stellte sich heraus, dafl die kiirzere A-DNA in
den strukturierten 1,5 um und 3 pum Kanilen eine héhere Mobilitédt als die lange T2-
DNA besafl. In den 5 um Kanélen wurden jeweils zwei Mobilitéiten festgestellt, die durch
unterschiedliche Trajektorien i) entlang der Kanalstrukturierungen und ii) im mittleren,
nicht strukturierten Teil der Kanile verursacht werden. Die lineare Bewegung durch den
Kanal sollte theoretisch der freien Mobilitédt entsprechen, was aufgrund von Schwierig-
keiten in der Reproduzierbarkeit der Mobilitdten noch nicht mit Bestimmtheit gesagt
werden kann. Die Mobilitdtsunterschiede der verschiedenen DNA-Léngen wurden im

Wesentlichen auf zwei Effekte zuriickgefiihrt, die beide lingenabhéngig sind:

e Die durch geometrische Konstriktionen verursachte Konformationsinderungen hat

einen Verlust an freier/innerer Energie und damit eine Abbremsung zur Folge.

o Attraktive Wechselwirkungen der DNA mit der Kanaloberfliche fithren zu einem
Abbremsungseffekt.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dafl die Kreuzkorrelationsanalyse eine zuverlissige
Methode darstellt, um automatisiert und objektiv die Geschwindigkeiten von einzelnen
bis wenigen Molekiilen zu ermitteln.

Fiir sehr hohe elektrische Felder, wenn die DNA stark gestreckt ist, wird daher nicht
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5 Zusammenfassung & Ausblick

mehr eine lingenabhingige, sondern eine feldabhingige Mobilitédt bzw. Mobilitdt wie in
freier Losung erwartet. Aufgrund der langen Belichtungszeit der Kamera und des daraus
resultiernden Verschmierens der Bilder war es nicht moglich, die Mobilitét bei hoheren
Feldstarken zu untersuchen. Mit einer schnellen, intensivierten Kamera, deren Belich-
tungszeit bis auf wenige hundert ns reduziert werden kann, liefle sich die Verschmierung
des Bildes unterhalb der Auflésungsgrenze des Mikrokops begrenzen. Dadurch wére
es moglich, eine nahezu ,echte“ Konformation der DNA in , Echtzeit (25 Bilder pro
Sekunde) aufzunehmen. Damit liefle sich der Bereich und die Genauigkeit der Mobi-
litdtsbestimmung erhéhen.

Eine andere Art und Weise, die Mobilitidt zu bestimmen kann mit der sog. Injektions-
Pinch-Methode erfolgen. Hierbei nimmt ein Detektor an einer bestimmten Stelle das
Fluoreszenzsignal von DNA-Molekiilen auf, die alle von einem gleichen Ort und zu einer
gleichen Zeit, z.B. an einer Kreuzung, gestartet sind. Dieser Versuchsaufbau kann mit
etwas Aufwand zu einem LD-Spektroskopie-Aufbau (Lineardichroismus) ummodifiziert
werden. Dieser hat gegeniiber einem Aufbau mit einer CCD-Kamera den Vorteil, daf er
viel schnellere Konformationsdnderungen auflésen kann, dafiir aber den Nachteil, daf} er
nicht 2-dimensional ortsauflésend ist.

Das Problem hinsichtlich der fehlenden Reproduzierbarkeit bei den Mobilitdtsmessungen
liee sich z.B. durch Beschichten der Kanalwéinde mit linearem Polyacrylamid (LPA),
BSA oder anderen Beschichtungen beheben [81-84]. Die Beschichtungen sollen die un-
spezifische Adsorptionen von Molekiilen an die Wénde verhindern.

Entgegen den Ergebnissen dieser Arbeit wurden in experimentellen Untersuchungen der
entropischen Fallen hohere Mobilitdten fiir lange DNA-Molekiile gefunden. Die 5,0 um
Kanalstruktur stellt mit ihrer grolen Kanalbreite ein Zwischenkonstrukt aus 1,5 um
bzw. 3,0 pum und einer entropischen Falle dar. Durch Verringerung der Kanalbreite
bei Beibehaltung der Strukturgréfien miifite sich fiir eine bestimmte DNA-Molekiillinge
ein Ubergangsbereich zur entropischen Falle bemerkbar machen. Daher wird die Un-
tersuchung anderer Kanalgeometrien und der sogenannten Ratschen [45,85-89] weitere
interessante Aufschliisse iiber die DNA-Migration fiir die Entwicklung neuer effizienterer

Auftrennungtechniken liefern.
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