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Abstract

Abstract

This work describes a new approach for fast and localised heating that relies on
the strong absorbance of infrared light by microparticles and microsized patterned
surfaces (“p-hotplates”). In contrast to common heating systems this method of optical
induced heating does not need direct contact to a temperature control device, making it

a flexible method that can easily be implemented within any microchip.

Three different materials, graphite microparticles as well as microstructures made
of carbon and gold, were tested for their suitability. All tested materials could be used
for localised heating. Microstructured carbon and gold p-hotplates were used for
reproducible optically induced heating by more than 10 °C within less than a second.
The increase in temperature was quantified using the temperature dependent fluorescent
dye Rhodamie B as well as by double-stranded DNA denaturation experiments. A
model was developed to simulate the heating on microstructured gold and compared

with the experimental data.

Localised heating of microscopic areas can be used for many biological
applications. In this study two examples of possible applications were demonstrated. In
the first, the effect of optical induced heating on living cells of the colon cancer cell line
SW 480 was examined. Elevated temperatures produced by localised heating were used
to control cell growth. In the second, the possibility of manipulating artificial cells and
tubes made of lipids with a focused laser beam was evaluated. Here, optically induced
heating was used for the formation of lipid microtube networks. In addition to these
applications, localised optical heating opens up the possibility for the initiation and
modulation of biochemical or cellular reactions, in solution, on surfaces as well as

within membranes or cells.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine neue Methode zum schnellen und lokalen
Erwdrmen mittels Absorption von infrarotem Licht an Partikeln bzw.
mikrostrukturierten Oberflichen (u-Heizplatten) entwickelt. Im Gegensatz zu
herkdmmlichen Heizsystemen werden keine direkten Kontakte zur Steuerung bendtigt.
Deshalb ist es eine sehr flexible Methode, die leicht innerhalb von Mikrochips

verwendet werden kann.

Drei verschiedene Materialien, Graphitpartikel, Mikrostrukturen aus Kohlenstoff
und mikrostrukturierte Goldschichten, wurden beziiglich ihrer Effizienz und
Anwendbarkeit gepriift. Alle drei Materialien waren fiir die Erwdrmung kleiner
Bereiche geeignet. Die Mikrostrukturen aus Kohlenstoff und Gold fiihrten zu
reproduzierbaren Ergebnissen und erlauben eine kontrollierte Temperaturerh6hung um
mehr als 10 °C innerhalb einer Sekunde. Die Erhéhung der Temperatur wurde sowohl
mit Hilfe des temperaturabhéngigen Fluoreszenzfarbstoffes Rhodamin B als auch durch
das Schmelzen doppelstrangiger DNA verfolgt und quantifiziert. Es wurde ein Modell
entwickelt, welches es erlaubte, die lichtinduzierte Erwdrmung an Mikrostrukturen aus

Gold zu simulieren und mit den experimentellen Daten zu vergleichen.

Eine lokale Erwidrmung mikroskopisch kleiner Volumina kann in vielen
Bereichen der Biologie eingesetzt werden. Innerhalb dieser Arbeit wurden zwei
mogliche Anwendungen aufgezeigt. In der ersten wurde die Wirkung der
lichtinduzierten Erwdrmung auf lebende Zellen der Dickdarm-Krebszelllinie SW 480
untersucht. Die durch lokale Erwdrmung erhéhten Temperaturen wurden genutzt, um
das Zellwachstum zu kontrollieren. Innerhalb der zweiten Anwendung wurde die
Moglichkeit der Manipulation von kiinstlichen Zellen und Zellschlduchen aus
Lipidmembranen durch den fokussierten Laserstrahl aufgezeigt. In diesem Fall wurde
die lichtinduzierte Erwdrmung zur Bildung von Netzwerken aus Lipid-Mikroschlduchen
genutzt. Zusdtzlich zu den aufgezeigten Anwendungen erdffnet die entwickelte
Methode vielfdltige neue Moglichkeiten fiir die Initialisierung und Steuerung von
biochemischen oder zelluldiren Reaktionen, in Lésung oder an Oberflichen ebenso wie

innerhalb von Zellmembranen oder Zellen.
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1 Motivation und Zielsetzung

1 Motivation und Zielsetzung

Unser tigliches Leben ist geprigt von einer unglaublich schnellen Entwicklung
der Technik in den letzten Jahren und Jahrzehnten. Insbesondere die Mikroelektronik
hat einen zunehmenden Einfluss auf unseren Alltag. Durch die Herstellung kleinerer
und leistungsfahigerer elektronischer Komponenten findet sie ihren Weg in immer mehr
Bereiche unseres Lebens. Sehr rasant hat sich zum Beispiel die Rechentechnik
entwickelt, wie in Abb. 1-1 anhand von ENIAC (Electronic Numerical Integrator And
Computer), einem der ersten rein elektronischen digitalen Universalrechner von 1944,
im Vergleich mit dem Testchip seines 1996 hergestellten Nachbaus aus Silizium
dargestellt. Der ENIAC benétigte eine Grundfliche von 10 mx 17 m bei einem
Gewicht von 27t und war ein Einzelstiick [1]. Sein Nachbau mit den gleichen
Funktionen benétigte gerade einmal 8§ mm x 8 mm Grundfliche [2]. Mittlerweile sind
Rechner Massenware. Die mobilen Rechner, die Notebooks, wiegen weniger als 2 kg
und ihre Grofe wird vorrangig durch die Grofle ihres LCD-Bildschirms bestimmt. Die
Entwicklung dieser Bildschirme ist ein weiteres Beispiel fiir den raschen Fortschritt in

der Mikrotechnik, ebenso wie die Telefone oder die Elektronik in Fahrzeugen.

ENIAC, 1944: 10 m x 17 m ENIAC-Chip, 1996: 8 mm x 8 mm
= . ] " - \ (Test-Chip der Speichereinheit)

Abb. 1-1: Links: Einer der ersten rein elektronischen digitalen Universalrechner ENIAC von
1944 benotigte 10 m x 17 m Grundfldche [1]. Ein Nachbau von 1996 auf einem Silizium-Chip
war 8 mm x 8 mm gro3. Rechts: Testchip der Speichereinheit des ENIAC-Chips [2].

Dieser technische Fortschritt hat auch einen wachsenden Einfluss auf die
Biochemie, die Biotechnologie, die Medizin, die Pharmazie, die Chemie und
insbesondere auf moderne Methoden in der Analytik. Aufbauend auf den Kenntnissen
aus der Mikroelektronik entstanden neuartige, miniaturisierte Systeme mit vielen
Vorteilen, welche ebenfalls bereits den Weg in den Alltag einiger Menschen gefunden
haben. Ein bekanntes Beispiel fiir derartige Systeme sind die immer kleineren und
8



1 Motivation und Zielsetzung

unkomplizierteren Blutzucker-Messgerdte, die mittlerweile von vielen Firmen
angeboten werden [3]. Sie ermoglichen eine regelmiBige und genaue
Blutzuckermessung und erleichtern somit den Alltag von Diabetikern. Weitere

Beispiele sind moderne Inhalatoren [4] oder Schwangerschaftstests [5].

Abb. 1-2: Miniaturisierung in der Analytik: Links: Ubliches chemisches Labor. Rechts:
Mobiles Blutzuckermessgerét [6].

Durch die Verkleinerung eines Systems verdndern sich die chemischen
Reaktionen oder das Verhalten von Atomen und Molekiilen nicht. Es ergeben sich
jedoch viele Vorteile, wie die Verringerung des bendtigten Volumens der Probe fiir
Analysen oder der Reagenzien fiir chemische Reaktionen, eine leichte
Transportierbarkeit sowie einen schnellen Warmeausgleich innerhalb des Systems.
Dieser schnelle Warmeausgleich innerhalb von miniaturisierten Systemen ermoglicht
eine schnelle und exakte Kontrolle der Temperatur und ihrer Verteilung. Innerhalb von
makroskopischen Reaktoren ist dies oft schwierig, da nur lokal erwidrmt und eine
Temperaturverteilung hauptsichlich durch aktives Mischen erreicht werden kann. Fiir
die Durchfithrung vieler biologischer und biochemischer Reaktionen ist jedoch eine
genaue Temperaturkontrolle eine wichtige Voraussetzung. Eine schnelle und effektive
Temperaturerhohung  fiihrt zwar in  vielen  Systemen zu  erhdhten
Reaktionsgeschwindigkeiten und erhohten Ausbeuten, aber bei einigen Reaktionen,
besonders bei enzymatisch katalysierten, muss ein optimaler Temperaturbereich
eingehalten werden, um maximale Ausbeuten zu erhalten. Insbesondere die
Denaturierung der Proteine, wozu auch die Enzyme gehoren, fithrt zu einer starken

Abnahme der Ausbeute bei Erhohung der Temperatur iiber das Optimum hinaus.

Lebende Systeme wie einzelne Zellen, mit ihren komplexen biochemischen

Reaktionen, reagieren sehr sensibel auf Temperaturdnderungen. Die optimale

9



1 Motivation und Zielsetzung

Temperatur vieler lebender Organismen liegt bei 37 °C.  Schon relativ kleine
Verdnderungen von wenigen Grad Celsius beeinflussen Vorgidnge innerhalb der Zellen,
wie die Funktion der Ionenkanile, die Ubertragungsleistung der Synapsen oder die
Absonderung von Zellsekreten [7]. Die Moglichkeiten von lebenden Zellen, groBere
Temperaturerh6hungen zu kompensieren, sind sehr begrenzt. Eine Zelle, die iiber einen
langeren Zeitraum erhdhten Temperaturen ausgesetzt wird, stirbt. Durch eine starke
Temperaturerh6hung konnte daher das Zellwachstum im Bereich der Erwidrmung
gehemmt werden. Eine derartige Kontrolle des Zellwachstums wire sehr hilfreich und
leicht innerhalb von Mikrostrukturen einsetzbar, wie sie bereits fiir die Kultivierung und

Analyse von Einzelzellen, kleinen Zellkulturen und Zellgeweben genutzt werden [8-10].

Abb. 1-3: Makroskopische Heizmethoden, wie zum Beispiel ein Tauchsieder, eignen sich
offensichtlich nicht zum lokalen Erwérmen innerhalb von Mikrostrukturen. Andere Methoden
werden notwendig.

Fir das Erwirmen begrenzter Bereiche innerhalb von Mikrosystemen werden
zumeist Peltier Elemente [11,12] oder diinne ohmsche Widerstdnde [13,14] eingesetzt.
Diese sind unflexibel, besonders im Hinblick auf den zu erwdrmenden Bereich, und sie
bendtigen direkte Anschliisse zu einem Steuerungsgerdt, was in komplexen
Mikrostrukturen schwer umzusetzen ist. Deshalb wurden bereits verschiedene neue
Methoden fiir ein kontaktloses Erwdrmen kleiner Volumina entwickelt. Am
bedeutendsten ist die Verwendung von Licht, dessen Energie entweder direkt absorbiert
[15-17] oder durch Partikel aus absorbierenden Materialien in Wirme umgewandelt
wird [18-21]. Der Vorteil des Erwarmens iiber absorbierende Partikel besteht darin,
dass relativ hohe Temperaturerhohungen von mehr als 10 °C innerhalb von

Millisekunden und schneller erreicht werden kdnnen, wobei die rdumliche Auflosung

10



1 Motivation und Zielsetzung

von der Partikelgrofle, weniger vom mit Licht bestrahlten Bereich, abhdngt. Werden
Mikropartikel zum Erwdrmen verwendet, so sind sie nach ihrer Anwendung oft schwer

zu entfernen.

Ziel dieser Arbeit war ein kontrolliertes Erwdrmen kleiner Volumina von wenigen
Femtolitern. Es sollte eine Methode entwickelt werden, mit der eine solche
Temperaturerhohung innerhalb von Mikrochips erreicht und nachgewiesen werden
kann.  Weiterhin sollte die Anwendbarkeit der Methode fiir Zellkulturen und

zelldhnliche Systeme aufgezeigt werden.

Die vorliegende Arbeit behandelt im Kapitel 2 zunéchst die theoretischen
Grundlagen zur Mikrostrukturierung, zur Manipulation von lebenden Zellen, zu
herkdmmlichen Methoden der Erwédrmung innerhalb von Mikrostrukturen und zur
Herstellung dieser Mikrostrukturen. AnschlieBend werden im Kapitel 3 das Prinzip der
im Rahmen dieser Arbeit entwickelten lichtinduzierten Erwarmung, die Herstellung der
verwendeten Mikrochips sowie die ersten Ergebnisse des lichtinduzierten Erwédrmens an
Graphitpartikeln vorgestellt. Die Mdglichkeiten zur Temperaturmessung kleiner
Volumina, die Herstellung der als p-Heizplatten verwendeten Mikrostrukturen und die
Ergebnisse von zwei verschiedenen Methoden der Temperaturmessung werden im
Kapitel 4 beschrieben. Im Kapitel 5 erfolgt ein Vergleich dieser Ergebnisse mit denen
von theoretischen Betrachtungen des lichtinduzierten Erwérmens an p-Heizplatten aus
Gold, anhand zweier theoretischer Modelle und deren Simulation. Die Kultivierung
lebender Zellen in Mikrochips mit p-Heizplatten, die Reaktionen dieser Zellen auf das
lichtinduzierte Erwirmen sowie die Kontrolle des Zellwachstums, als ein erstes
Anwendungsbeispiel der lichtinduzierten Erwdrmung, werden im Kapitel 6 vorgestellt.
Methoden zur Herstellung von Lipidstrukturen sowie die Ergebnisse der Versuche zur
optischen Manipulation und zur lichtinduzierten Erwdrmung an Lipid-Schlduchen
werden im Kapitel 7 beschrieben. Weiterhin wird, als zweite mogliche Anwendung des
lichtinduzierten Erwadrmens, eine neue Methode der Herstellung komplexer Strukturen
aus Lipiden vorgestellt. Die Zusammenfassung sowie ein Ausblick auf weitere

Anwendungsmoglichkeiten der p-Heizplatten erfolgt im abschlieBenden Kapitel 8.

11



2 Grundlagen und Theorie

2  Grundlagen und Theorie

Dieses Kapitel soll vermitteln, weshalb eine neue Methode zum lokalen
Erwdrmen innerhalb von Mikrostrukturen entwickelt wurde und worauf bei der
Entwicklung einer moglichen Methode geachtet werden musste. Deshalb wird zuerst
ein Einblick iiber den Zweck der Miniaturisierung und die vielfaltigen Mdoglichkeiten,
welche sie fiir die Manipulation von einzelnen Partikeln und Zellen bietet, gegeben.
Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Methode zur lokalen Erwdrmung ist eine
optische Methode, mit der kiinstliche Zellen aus Lipiden und sogar lebende Zellen
manipuliert werden sollten. Deshalb werden insbesondere die optische Manipulation
und die Folgen von Licht fiir lebende Zellen ndher betrachtet. Weiterhin werden
herkdmmliche Methoden zur Erwédrmung innerhalb von Mikrostrukturen sowie deren
Vor- und Nachteile beschrieben. Methoden zur Mikrostrukturierung aller im Rahmen

dieser Arbeit verwendeten Materialien werden abschlieend vorgestellt.

2.1 Miniaturisierung

Die aus der Miniaturisierung resultierenden Mikrostrukturen zeichnen sich durch
ihre geringen Ausmalle aus, die im Bereich zwischen einem und mehreren hundert pm
liegen. Eine Verkleinerung makroskopischer Systeme in diesem GrdéBenbereich durch
Verringerung der Kantenlédnge d beeinflusst verschiedene Parameter des Systems, wie

Tabelle 2-1 verdeutlicht.

Obwohl innerhalb derartig kleiner Systeme die physikalischen und chemischen
Grundgesetze unverdndert giiltig sind, ergeben sich verdnderte Bedingungen mit einigen

Vorteilen:

e FEine Verringerung der Abmessung d eines Systems fiihrt zu einer sehr starken
Verringerung des Volumens ¥, da das Volumen kubisch von der Kantenlédnge
abhédngt. Ein mdglichst geringer Verbrauch von Probenlosungen oder Reagenzien
ist besonders fiir die Bioanalytik und die Pharmaindustrie von Interesse. In diesen
Bereichen ist oft wenig Material vorhanden, mit dem moglichst viele Analysen

oder Reaktionen durchgefiihrt werden sollen.

12



2 Grundlagen und Theorie

Tabelle 2-1: Verdnderung von Systemparametern durch Verringerung der Kantenldnge d.

Makroskopisches MaB.stabsfaktPr Miniaturisiertes
Parameter System der Einflussgrofle System
y Kantenldnge d y
.. ——————————————
Kantenldnge d I mm d 1 um= 10" mm
Oberflache 4 1 mm? & 1 pm?® =10 mm?
1 3 1 um® = 10”° mm®
Volumen V mm & Hm 9 mm
1 uL 1 fL=10" pL
Anzahl der Molekiile n 10° & 1
Diffusionszeit ¢ fiir die
Strecke d eines Molekiils
in Wasser ~16 min & I ms
(Diffusionskoeffizient
D=10"cm*s™!)
Elektrische Feldstirke £ 1 kV-m d 1000 kV-m”

Der Wirmetransport erfolgt unabhéngig von der Grofe des Systems mit der
gleichen Geschwindigkeit. Somit ist eine Erwdrmung oder auch eine Abkiihlung
innerhalb von Mikrosystemen durch die verringerten Abstinde wesentlich
schneller. Durch die Verkleinerung eines Systems ergibt sich zudem ein groBeres
Verhiltnis von Oberfliche zum Volumen, da die Oberflache nur quadratisch, das
Volumen aber kubisch abnimmt. Dies fiihrt zusétzlich zu einer schnelleren

Erwiarmung bzw. Abkiihlung bei einer entsprechend warmen oder kalten

Umgebung.

Mit immer kleineren Abmessungen wird der Massentransport zunehmend durch
Diffusion bestimmt. Als Diffusion wird der thermisch bedingte Transport eines
Stoffes bezeichnet, welcher aus der zufdlligen Bewegung der einzelnen Teilchen
(Brownsche Molekularbewegung) resultiert und letztendlich zu einem
Konzentrationsausgleich des Stoffes fiihrt. Die Diffusion erfolg unabhéngig von
der Dimension des Systems zusétzlich zum erzwungenen Stofftransport, zum
Beispiel durch Druck. In einer Dimension kann die Diffusion durch die Einstein-

Smoluchowski-Gleichung beschrieben werden:

13
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14

s2=2-D-t Gl 2-1

s : Strecke, welche sich ein Teilchen in der Zeit ¢ bewegt [m];
D : Diffusionskoeffizient des Teilchens [m*s™']; ¢ : Zeit [s].

Innerhalb von Mikrostrukturen ist durch die Verkleinerung der Kantenldnge d der
Diffusionsweg s ebenfalls kleiner, wodurch die Diffusionszeit # im Vergleich zu
makroskopischen Systemen kiirzer ist. Diese kiirzere Diffusionszeit fithrt zu
kiirzeren Reaktionszeiten, aber auch zur teilweisen Vermischung unterschiedlicher
Substanzen. Fiir Analysen kann diese Durchmischung nachteilig sein, wenn sich
die Analyten im Losungsmittel durch Diffusion verdiinnen oder mit anderen
vermischen. Die Diffusion wird aber auch gezielt zur Trennung von Substanzen

ausgenutzt, beispielsweise bei chromatographischen Methoden [22,23].

Eine Besonderheit von fluidischen Mikrosystemen besteht in den zumeist
laminaren Stromungsverhéltnissen.  In laminaren Stromungen werden die
Fluidmolekiile oder Teilchen in der Fliissigkeit parallel zueinander bewegt. Im
Gegensatz dazu sind die Bewegungen innerhalb von turbulenten Strémungen
chaotisch. Um die Stromungsverhiltnisse von unterschiedlichen Systemen
beschreiben und vergleichen zu kénnen, wurde die dimensionslose Reynoldszahl
eingefiihrt:

Re = LD”

n

Re : Reynoldszahl; p:Dichte der Fliissigkeit [kg'm™]; o : Charakteristische
Geschwindigkeit der Fliissigkeit [m-s']; Dj : Hydraulischer Durchmesser [m];
5 : Viskositit der Fliissigkeit [N-s'm™].

Gl. 2-2

Dabei ist der hydraulische Durchmesser eine berechnete Grofe, welcher von der
Querschnittsfliche und der Querschnittsgeometrie eines Kanals abhéingt. Fiir
einen rechteckigen Kanal mit 50 um x 10 pum Querschnitt betrdgt D, 16,7 um.
Experimentell wurde festgestellt, dass in Rohren oder Kanilen fiir Reynoldszahlen
unter 2.000 laminare Stromungsverhiltnisse vorliegen [24]. Bei hoheren Werten
liegen zunehmend turbulente Stromungsverhidltnisse vor.  Innerhalb von
Mikrostrukturen sind die resultierenden Reynoldszahlen durch die geringen

hydraulischen Durchmesser sehr gering, so dass ausschlieBlich laminare
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Stromungen vorherrschen. Zum Beispiel ist bei einem hydraulischen
Durchmesser von 100 pm und einer FlieBgeschwindigkeit von 1cm's” von
Wasser die Reynoldszahl 1. Es treten keine Verwirbelungen auf, und somit
erfolgt keine Vermischung von verschiedenen parallelen Stromungen, abgesehen
von der Diffusion an der Grenzschicht. Dadurch ist der Stofftransport, im

Gegensatz zu makroskopischen turbulenten Systemen, berechenbar.

Durch die geringeren Abmessungen reichen kleinere Spannungen aus, um hohe
elektrische Feldstirken zu erzeugen. Dies wird zum Beispiel zum
Fliissigkeitstransport und fiir analytische Trennmethoden wie die Elektrophorese

ausgenutzt [25].

Analysen und chemische Reaktionen konnen in mikrofluidischen Systemen
ebenso wie in makroskopischen Systemen kontinuierlich und automatisiert
durchgefiihrt werden. Dies ermdglicht zum Beispiel eine Produktionskontrolle im
laufenden Betrieb. Der Vorteil der Mikrostrukturen liegt in diesem Fall in der
besseren Kontrollierbarkeit und im geringeren Probenvolumen im Vergleich zu
makroskopischen Systemen. Weiterhin ist wegen der geringen GroBe die
Moglichkeit der Parallelisierung gegeben. Das heifit, es konnen auf engstem
Raum viele Reaktionen oder Analysen gleichzeitig nebeneinander durchgefiihrt

werden.

Kleine Systeme sind transportabel und ermdglichen Analysen direkt vor Ort. Dies
ist besonders fiir alltigliche Anwendungen oder in der Notfall-Medizin von

Bedeutung.

Eine Herausforderung bei der Verwendung von Mikrostrukturen fiir Analysen ist
die Detektion. Aus der starken Verringerung des Probenvolumens resultiert eine
sehr geringe Anzahl der nachzuweisenden Molekiile. Sind zum Beispiel in einem
Volumen von 1 pL 10° Molekiile vorhanden, befindet sich in 1 fL nur noch eines.
Deshalb werden sehr empfindliche Detektionsmethoden bendtigt. Gleichzeitig
wird aber die Identifikation und Analyse einzelner Komponenten aus einer
komplexen  Probe  ermdglicht. Mit  elektrochemischen = Methoden,

Massenspektrometrie oder optischen Methoden stehen solch empfindliche

15
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Detektionsmethoden zur Verfiigung. Durch Fluoreszenzmethoden ist sogar die

Detektion einzelner Molekiile moglich [26].

Durch ihre geringe Grof3e konnen alle fiir eine Analyse notwendigen Arbeitsgénge
innerhalb einer einzigen Mikrostruktur gekoppelt werden. Dieses Konzept der
miniaturisierten Totalanalysesysteme, auch als pTAS bezeichnet, wurde erstmals 1990
vorgestellt [27]. Dabei handelt es sich um komplette Analysesysteme, mit
Probenvorbereitung, Reaktion, Trennung und Detektion, auf nur wenigen
Quadratzentimeter grofen Quarztrigern, den Mikrochips. Die ersten Mikrochips
wurden bereits 1979 fiir die Gaschromatographie [22] und 1992 fiir die Elektrophorese
[25] vorgestellt und seitdem stetig weiterentwickelt. Komplette Analysesysteme sind
mittlerweile von einigen Firmen, wie zum Beispiel Agilent Technologies, Evotec

Technologies, Caliper Life Science oder Hitachi, kommerziell erhéltlich.

Neben der Trennung und Analyse von Probengemischen wurden schon frith
wéhrend der Entwicklung der pnTAS auch zunehmend Anwendungen im Bereich der
Reaktionen und Handhabung von Biomolekiilen und Zellen verwirklicht. So entstanden
bereits 1990 ein pH-sensitiver Siliziumchip fiir die Messung des Zellstoffwechsels mit
lebenden Zellen als Biosensoren [28], 1993 Siliziumchips fiir die Durchflusszytometrie
[29] sowie 1995 mikrostrukturierte Kammern fiir die DNA Vervielfiltigung mittels
PCR [30]. Neben den vielen Vorteilen der Mikrostrukturen sind sie insbesondere auch
wegen ihrer Dimensionen fiir die Zellbiologie interessant. Die meisten menschlichen
Zellen haben einen Durchmesser von 10 um bis 30 um.  Mikrosysteme mit
entsprechenden Dimensionen erdffnen vielfdltige Moglichkeiten zur Manipulation,
Untersuchung und Analyse von einzelnen Zellen. Im folgenden Kapitel 2.2 werden

einige Moglichkeiten der Miniaturisierung fiir die Zellbiologie vorgestellt.

2.2 Zellmanipulation in Mikrostrukturen

Lebende Zellen gelten mittlerweile als unverzichtbare Biosensoren fiir die
Charakterisierung und Detektion von Wirkstoffen, Krankheitserregern, Drogen und

Giften [8,9]. Weiterhin werden sie fiir die Herstellung und Regenerierung von
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Geweben und fiir die Untersuchung von Zellmechanismen, wie zum Beispiel

Differenzierung, Adhédsion und Zellvermehrung, eingesetzt [31].

Sowohl Signalstoffe in der umgebenden Fliissigkeit, als auch Zell-Zell-Kontakte
und mechanische Wechselwirkungen mit ihrer direkten Umgebung beeinflussen
lebende Zellen [32]. Alle diese Faktoren konnen in Mikrosystemen lokal, also fiir
einzelne Zellen, variiert und somit flir die Zellmanipulation ausgenutzt werden. Damit
eroffnen Mikrostrukturen die Moglichkeit zur Kultivierung, gezielten Beeinflussung
und Analyse von einzelnen lebenden Zellen. In Mikrochips konnen zudem
unterschiedlichste Bauteile miteinander kombiniert und somit komplexe Arbeitsginge
auf kleinstem Raum durchgefiihrt werden. Dadurch haben Mikrosysteme ein grofles
Potential fiir die Zellbiologie, Pharmazie, Neurobiologie, Genforschung und die

Herstellung von Gewebe [33].

Die Kultivierung von einzelnen Zellen [33] bis hin zu komplexen Strukturen wie
Embryos [34] oder neuronalen Netzen [35] wurde mittlerweile innerhalb von
Mikrostrukturen realisiert. Oft ist eine zerstorungsfreie Manipulation dieser Zellen
notwendig. Die herkdmmliche Methode unter Verwendung einer Mikropipette ist sehr
kompliziert und zeitaufwendig. Zudem ist sie nicht automatisierbar oder
parallelisierbar. Deshalb wurden mittlerweile verschiedene andere Methoden fiir die
Manipulation lebender Zellen innerhalb von Mikrostrukturen entwickelt. Diese kdnnen
nach den aufgewendeten Kréiften unterschieden werden. So erfolgt beispielsweise die

Zellmanipulation unter Verwendung von Mikropipetten durch mechanische Kréfte.

e Die mechanische Manipulation wird hauptsdchlich zur Trennung und zum
Festhalten einzelner Zellen verwendet. Verschiedene Mikrostrukturen
ermdglichen das Festhalten und Anreichern von Zellen an zuvor festgelegten
Stellen im Mikrochip, ohne die Zellen durch hydrodynamische Kréfte oder
Scherspannungen zu beeintrdchtigen. Dazu gehoren Mikrolocher [36,37],
Damm-Strukturen [38,39] (Abb. 2-1-A), Sandsack-Strukturen [40] (Abb. 2-1-B)
sowie Mikrogreifer (Abb. 2-1-C) [41]. Die Mikrogreifer sind jedoch sehr
komplizierte Strukturen, so dass die einfach herzustellenden Mikrolocher, aber

auch die Damm-Strukturen sowie die Sandsack-Strukturen oft bevorzugt werden
[8].
17
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A B
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@ Zellen
== Fllissigkeitsstrom

Abb. 2-1: Mikrostrukturen zur mechanischen Manipulation von lebenden Zellen: Schematische
Darstellung der Aufsicht (oben) und des Querschnitts (unten) eines Kanals (A) mit parallel zur
Stromung verlaufender Damm-Struktur und (B) mit Sandsack-Struktur. (C) Raster-Elektronen-
Mikroskop-Aufnahme von einem Mikrogreifer [41].

18

Fiir eine schnelle und einfache mechanische Trennung von Zellen werden oftmals

Mikrofilter eingesetzt [42,43], sofern keine hohe Selektivitit bendtigt wird [8].

Durch eine Modifizierung von Oberflichen innerhalb der Mikrostrukturen kann
die Zelladhision lokal kontrolliert werden [44-46]. Zwar fiihren die schwachen
Adhésionskrifte zu einer schlechten Immobilisierung der Zellen, jedoch
ermoglicht die selektive Adhidsion durch Biomolekiile, wie beispielsweise

Proteine [47] oder Antikorper [48,49], eine sehr effektive Selektion von Zellen.

Eine weitere Variante der Manipulation ist die Immobilisierung von lebenden
Zellen in Hydrogelen [50,51]. Durch Photostrukturierung des Hydrogels konnen
die Zellen so innerhalb von dreidimensionalen Strukturen festgehalten werden
[52]. Durch Kombination mit anderen Manipulationstechniken, wie zum Beispiel
mit der Dielektrophorese, konnen die Zellen vor der Immobilisierung in
bestimmten Mustern angeordnet werden, so dass diese Anordnung beibehalten

wird [53].

Bei der akustischen Manipulation werden Partikel oder lebende Zellen durch die
mechanischen Krifte einer stehenden Ultraschallwelle beeinflusst. Sie ist eine
sehr sanfte Methode, da sie ohne direkten mechanischen Kontakt mit den Zellen,

also kontaktfrei, erfolgt. Die auf ein Partikel wirkenden Kréfte werden direkt von
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der Grofe und der Dichte bestimmt, so dass im fluidischen System eine
kontinuierliche Trennung verschiedenster Partikel mdoglich ist [54]. Weiterhin
dient die akustische Manipulation zum Transport, zum Mischen und zum

Waschen von Zellen [55].

Eine schonende Methode zur Anreicherung seltener Zellen und zur Trennung ist
die magnetische Manipulation. Da die Zellen selber diamagnetisch sind, werden
dazu ferromagnetische oder stark paramagnetische Kiigelchen von 10-100 um
Durchmesser eingesetzt, welche sich auf Grund ihrer modifizierten Oberfliche
spezifisch an bestimmte Zellen anlagern [56]. Durch ein duBeres Magnetfeld
konnen diese Kiigelchen, und damit auch die Zellen, festgehalten, angeordnet und
manipuliert werden [57-59]. In Kombination mit einem hydrodynamischen Fluss
sind eine Trennung von verschiedenen Zellen oder auch eine Anreicherung
seltener Zellen aus komplexen Proben moglich [56,60]. Modulierte magnetische
Felder ermdglichen eine Trennung von diamagnetischen Zellen allein durch ihre
natiirlichen magnetischen Eigenschaften und ohne zusétzliche paramagnetische
Kiigelchen. Ein Beispiel fiir diese kontaktfreie Methode ist die Trennung von
weillen und roten Blutkdrperchen aus einer Blutprobe [61]. Sogar die gezielte
Manipulation einzelner Zellen durch magnetische Fallen ist mdglich, jedoch nur in
paramagnetischen Pufferldsungen mit hohen Konzentrationen von Salzen, denen

Zellen gewohnlich nicht ausgesetzt sind [62].

Durch Dielektrophorese ist eine direkte und kontaktfreie Manipulation von
polarisierbaren Partikeln, also auch von Zellen oder Molekiilen, innerhalb von
Mikrostrukturen moglich. Als Folge der Polarisation durch ein inhomogenes
elektrisches Wechselfeld wirkt eine Kraft entweder in Richtung eines
Feldminimums (negative Elektrophorese) oder eines Feldmaximums (positive
Elektrophorese) auf die Partikel. Diese Kraft kann zur selektiven Trennung [63]
sowie zur Manipulation [64,65] von Zellen und Bakterien, oder auch von
Biomolekiilen [66], dienen. Fiir die dazu notwendigen dielektrophoretischen
Fallen gibt es zwei verschiedene Ansdtze, wie in Abb. 2-2 vereinfacht dargestellt.
Zumeist bestehen sie aus p-Metallelektroden, welche direkt an eine

Wechselspannungsquelle angeschlossen sind (Abb. 2-2-A) [64,65]. Alternativ ist
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eine Manipulation auch durch ein duBleres elektrisches Wechselfeld moglich. Die
dafiir notwendigen starken Gradienten im elektrischen Feld entstehen innerhalb
einer leitenden ionischen Fliissigkeit durch Liicken oder Kanéle in isolierenden
und nicht polarisierbaren Materialien (Abb. 2-2-B) [66]. Diese Strukturen sind
einfacher herzustellen als die p-Elektroden. Zudem konnen mit diesen Strukturen
stirkere Wechselfelder erzeugt werden, da sich die Elektroden auBerhalb der
Fliissigkeit befinden und sie somit nicht zur Gasentwicklung durch Elektrolyse
fiihren konnen [66]. Mdglich ist auch die Bewegung von lebenden Zellen oder
Tropfen sowie die Kombination oder Teilung einzelner Tropfen durch
Dielektrophorese innerhalb von Mikrofluidik-Chips in Kombination mit
programmierbaren integrierten Schaltkreisen [67,68]. Nachteile der Manipulation
durch Dielektrophorese sind relativ geringe Uberlebensraten von Zellen in den
elektrischen Feldern und ein hoher instrumenteller Aufwand im Vergleich zu
anderen Manipulationsmethoden [8]. Zusétzlich ist eine lokale Erwdrmung der
Mikrostrukturen durch die starken elektrischen Wechselfelder moglich, was die
Vitalitdt von Zellen beeintrichtigen kann (siehe Kapitel 2.2.2).

A B

s
E E

== Elektrode, B Isolierendes Material

Abb. 2-2: Schematische Darstellungen dielektrophoretischer Fallen und der resultierenden
inhomogenen elektrischen Felder: (A) Metallische Mikrostrukturen auf dem nichtleitenden
Chip-Material dienen als metallische Fallen. (B) Nichtleitende Mikrostrukturen in einem
elektrischen Feld dienen als elektrodenfreie Fallen.

Eine weitere, sehr verbreitete Methode ist die optische Manipulation. Da sie im
Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde, wird sie in den nachfolgenden Kapiteln separat
vorgestellt. Dazu werden zuerst allgemein die Wechselwirkungen von Licht mit
Partikeln und Zellen im Kapitel 2.2.1 vorgestellt. Einige Anwendungsmdglichkeiten

der optischen Manipulation von Zellen werden im Kapitel 2.2.2 beschrieben.
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2.2.1 Wechselwirkungen von Licht und Materie - Optische Kriifte

Eine verbreitete Methode zur Manipulation von einzelnen lebenden Zellen oder
Partikeln ist die optische Manipulation. Diese nutzt die aus der Wechselwirkung von
Licht und Materie resultierenden optischen Kréfte, welche im Folgenden néher

vorgestellt werden.

Licht, als elektromagnetische Welle, besitzt eine Flussdichte an Energie, welche

sich aus dem Kreuzprodukt des elektrischen Feldes £ und des magnetischen Feldes B

berechnen lasst:

U T
S=—ExB GL.2:3

Hy
: Poynting-Vektor [W-m™]; u,: magnetische Feldkonstante [V-s'A™m™];
: elektrisches Feld [V-m™']; B : magnetisches Feld [T].

1 “a

Der resultierende Vektor wird als Poynting-Vektor S bezeichnet [69]. Die

Intensitit einer elektromagnetischen Welle, also die mittlere Leistung (P) pro

Fliacheneinheit A, ergibt sich aus dem zeitlichen Mittel des Betrages des Poynting-

Vektors:
P -
=E-5)
A Gl 2-4
I : Intensitit [W-m™]; P:Leistung [W]; 4 :Fliche [m®]; § :Poynting-Vektor
[Wm?]

Eine solche elektromagnetische Welle besitzt zudem einen Impuls p, dessen

Betrag durch die Energie W der Welle und der Lichtgeschwindigkeit ¢ gegeben ist:

W
b =— GL2-5
C

p : Impuls [kg'm's™']; W : Energie [J]; ¢ - Lichtgeschwindigkeit [m-s™].

Der Betrag der aus einer Impulsinderung resultierenden Kraft F ergibt sich wie

folgt:
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b _Ldw_P

dt ¢ ? Gl. 2-6

- c

F :Kraft [N]; dp : Anderung des Impulses [kg'm's']; df : Anderung der Zeit [s];
¢ : Lichtgeschwindigkeit [m's™]; W : Energie [J]; P : Leistung [W].

Nach Gl 2-4 und Gl 2-6 ergibt der Quotient aus Intensitit und

Lichtgeschwindigkeit einen Druck, welcher als Strahlungsdruck p, bezeichnet wird:

P =~ Gl 2-7
C

ps : Strahlungsdruck [N-m™]; 7 : Intensitit [W-m™]; ¢ : Lichtgeschwindigkeit [m-s™].

Der Strahlungsdruck des Sonnenlichts ist zum Beispiel fiir die Orientierung des

Schweifes von Kometen verantwortlich.

Trifft Licht senkrecht auf eine Oberflache, so wird durch Reflexion zweimal eine
Kraft libertragen, welche proportional zur reflektierten Leistung ist:
~ 2-P
A==
c

Gl. 2-8

F : Kraft [N]; Pg : Reflektierte Leistung [W]; ¢ : Lichtgeschwindigkeit [m's].

Wenn das Licht mit einer Leisung von 50 mW senkrecht auf eine Oberfliche
trifft, an der 10 % des Lichts reflektiert werden, so entspricht die resultierende Kraft
nach GI. 2-8 0,33 nN. Diese Kraft wird als Streukraft bezeichnet. Um ein Teilchen
anzuheben, muss die Kraft in entgegengesetzter Richtung zur Gewichtskraft grofer sein
als die Gewichtskraft des Partikels:

‘E‘=%>m-g" = |7 GL 29

F ; : Optische Kraft [N]; Py : Reflektierte Leistung [W]; ¢ : Lichtgeschwindigkeit
[m's']; m:Masse des Partikels [g]; g,:Normalfallbeschleunigung [m-s?]
(9,8 m's?); F: Gewichtskraft [N].

Die geringe Kraft von 0,33 nN ist nach Gl. 2-9 bereits etwa dreimal so gro3 wie
die Gewichtskraft eines runden Goldpartikels von 10 ng (~5 um Radius). Ein solches
Partikel wiirde demnach mit etwa 2 g, nach oben beschleunigt. Mit einer Laserleistung

von 14,7 mW konnte das Goldpartikel stabil in der Schwebe gehalten werden. Obwohl
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die optischen Krifte so gering erscheinen, haben sie somit auf mikroskopische Objekte

einen grof3en Einfluss.

Eine bevorzugte Lichtquelle fiir die gezielte Manipulation von Zellen sind Laser.
Ihr Vorteil liegt neben der Moglichkeit, eine hohe Intensitdt zu erreichen, in der guten
Parallelisierbarkeit des anndhernd monochromen Lichtstrahls hoher Kohédrenz. Die zur
optischen Manipulation verwendeten Laser weisen in transversaler Richtung ein
Intensitéitsprofil auf, welches nidherungsweise als ein GauBprofil beschrieben werden
kann. Durch Fokussieren erhélt er zusdtzlich ein longitudinales Lorentzprofil. Beide

Profile sind in Abb. 2-3 schematisch dargestellt.

A

Abb. 2-3: Schematische Darstellung eines GauBstrahls in (A) transversaler und (B)
longitudinaler Richtung.

Als Strahlradius » wird der Abstand vom Strahlmittelpunkt definiert, an dem die
Intensitét [ auf 7, = [y/e?, also auf etwa 13,5 % gefallen ist. Der minimale Strahlradius
im Fokus des Lasers, also bei z=0=z, wird als Strahltaille »y bezeichnet. Die
Intensitdt ist in diesem Fokuspunkt maximal. Im Abstand ¢ vom Strahlmittelpunkt in
transversaler Richtung und im Abstand z vom Fokus in longitudinaler Richtung ergibt
sich die Intensitdt wie folgt:

aZ

2

I(a,z)=1, -e_ ()

Gl. 2-10

I(az) : Lokale Intensitit [W-m™]; I,:Maximale Intensitit im Fokus [W-m™];
a : Abstand vom Strahlmittelpunkt in transversaler Richtung [m]; z: Abstand in
longitudinaler Richtung vom Fokus; 7(z) : Strahlradius im Abstand z vom Fokus
[m], wie folgt berechnet:
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2
r(z)=1] +( A ] -z Gl. 2-11

-7,

r(z) : Strahlradius im Abstand z vom Fokus [m]; 7 : Radius des Laserstrahls im
Fokus [m]; 4:Wellenlinge des Lasers [m]; =z :Ludolfsche Zahl [~3,14159];
z : Abstand in longitudinaler Richtung vom Fokus [m].

Im Gegensatz zur Intensitdt ist die Laserleistung leicht messbar. Aus der
gemessenen gesamten Laserleistung P, ergibt sich die maximale Intensitit /, im

kreisformigen Laserfokus mit dem Radius 7y nach folgender Gleichung:

2-P
]0 :% Gl. 2-12
T,

Iy : Maximale Intensitdt im Fokuspunkt [W-m™]; P, : Gesamte Laserleistung [W];
7 : Ludolfsche Zahl [~3,14159]; r, : Radius des Laserstrahls im Fokuspunkt [m].

Um ein Teilchen durch optische Krifte in einer so genannten optischen Falle
festhalten zu konnen, sind mindestens zwei entgegengesetzte Kriafte notwendig. Zwei
mogliche Realisierungsarten fiir optische Fallen von 1970 [70] und 1971 [71] sind in
Abb. 2-4 dargestellt. Die erste Realisierung erfolgte mit Hilfe zweier entgegengesetzter
Laserstrahlen. Das Partikel wird dann durch die entgegengesetzt wirkenden Streukréfte
gehalten. Der gleiche Effekt wird auch durch Riickspiegelung eines Laserstrahles
erzielt. Eine zweite Mdglichkeit ist die bereits am Beispiel eines Goldpartikels und mit
Gl. 2-9 beschriebene Ausnutzung der Gewichtskraft entgegengesetzt zur Streukraft in
der Schwebefalle.

Optische Falle mit zwei Lasern Schwebefalle

\ _/
Fstreu1 <=> Fstreu?

—_— S Fstreu
- :."-'l--li: - M
- S x| LI v
::"":: _ FGrav

I
Laser 1 Laser 2

Laser

Abb. 2-4: Verschiedene Realisierungsarten flir optische Fallen: Bei der Anordnung mit zwei
entgegengesetzten Lasern ermdglichen die entgegengesetzt wirkenden Streukrifte eine
Manipulation des Teilchens [70], wéihrend bei der Schwebefalle die Gewichtskraft des zu
manipulierenden Teilchens der Streukraft entgegen wirkt [71].
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Eine weitere und sehr haufig verwendete Moglichkeit zur Realisierung einer
optischen Falle ist die Ausnutzung der Gradientenkraft entgegen der Streukraft. Hierzu
ist ein stark fokussierter Laserstrahl hoher Intensitit notwendig. Ein fokussierter
Laserstrahl erzeugt ein lokales, aber starkes elektromagnetisches Feld mit einem
dreidimensionalen Intensitdtsgradienten. Dieser Intensitéitsgradient entsteht durch das
transversale Gausprofil und das longitudinale Lorentzprofil, so dass ein stirkeres
Fokussieren zu einem groBeren Gradienten fithrt. Um den Laserstrahl moglichst stark
zu fokussieren, ist ein Objektiv mit hoher numerischer Apertur, NA, notwendig. Die
numerische Apertur ergibt sich aus dem Brechungsindex des Mediums zwischen
Objektiv und Objekt und dem halben Offnungswinkel zwischen Linse und Fokuspunkt
wie folgt:

NA =n, sin(©/2) Gl 2-13

NA : numerische Apertur; n,, : Brechungsindex des Mediums zwischen Objekt und
Objektiv ; ® : Offnungswinkel.

Der Brechungsindex von Ol (1,4-1,6) ist groBer als der von Wasser (1,33), und
dieser wiederum ist groBer als der von Luft (1,0) [72]. Mit diesem Hintergrund wird
aus Gl. 2-13 ersichtlich, dass ein Ol-Immersionsobjektiv eine groBere numerische
Apertur als ein vergleichbares Wasser-Emulsionsobjektiv besitzt. Zum Beispiel betrug
die numerische Apertur NA des innerhalb dieser Arbeit verwendeten Wasser-
Immersionsobjektivs 1,2. Die numerische Apertur eines Trocken-Objektivs hingegen

ist geringer.

Durch starkes Fokussieren wirkt auf ein Partikel eine Kraft in Richtung der
rdumlichen Strahlungsintensititsgradienten des Lasers und somit in Richtung des
Laserfokus, wie in Abb. 2-5 schematisch dargestellt. Nur wenn diese Gradientenkraft
durch moglichst starke Intensititsgradienten stirker als die ihr entgegengesetzt
wirkende Streukraft ist, kann ein Teilchen stabil im Laserfokus gefangen und damit
manipuliert werden. Dabei werden zwei verschiedene Situationen unterschieden. Im
Rayleigh-Bereich sind die zu manipulierenden Partikel viel kleiner als die Wellenldnge
des fokussieren Laserlichts, wihrend sie im Mie-Bereich grofler sind. Wird, wie zum

Beispiel in der vorliegenden Arbeit, ein 830 nm Diodenlaser zur Manipulation von
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Partikeln von mehr als 10 pum Durchmesser genutzt, erfolgt die Manipulation demnach

im Mie-Bereich.

A Partikel ist oberhalb des | |B Partikel ist links vom C Partikel ist im
Laserfokus: Laserfokus: Laserfokus:

Partikel
Kraft

Resultierende Kraft wirkt Resultierende Kraft wirkt Kriftegleichgewicht.
nach unten. nach rechts.

Abb. 2-5: Vereinfachte schematische Darstellung der auf ein Partikel in einer optischen Falle
wirkenden Gradientenkraft. (A) Befindet sich das Partikel oberhalb des Laserfokus, wirkt die
resultierende Gradientenkraft wegen des stirkeren Intensitdtsgradienten nach unten. (B) Ist das
Partikel nach links vom Laserfokus verschoben, befindet sich der Bereich mit der hdchsten
Laserintensitét rechts im Partikel, und die resultierende Kraft wirkt ebenfalls nach rechts. (C)
Im Laserfokus wird das Partikel stabil gehalten, da dies der Punkt der hochsten Intensitat ist.

Eine Verwendung von Objektiven mit hoher numerischer Apertur bedingt eine
Einschrinkung fiir die Mikrostrukturen, in denen eine Manipulation erfolgen soll. Der
Arbeitsabstand solcher Objektive ist oft gering, so dass nur Mikrostrukturen mit einem
diinnen Boden verwendet werden konnen. Zum Beispiel hatte das im Rahmen dieser
Arbeit verwendete Objektiv einen maximalen Arbeitsabstand von 250 um. Durch einen
Aufbau mit zwei entgegengesetzten Laserstrahlen (siche Abb.2-4) ist diese
Einschrinkung nicht gegeben, aber der Aufbau ist komplizierter. Mit speziellen
Systemen, wie einer bar trap (balkenformige Falle) [73] oder Arrays von vielen
einzelnen Fallen, ist die gleichzeitige Manipulation von mehreren Partikeln moglich.
Diese Arrays werden beispielsweise durch mehrere Mikrodioden [74,75] oder
holographische Methoden [76,77] realisiert. Allerdings lohnt sich der fiir diese
Aufbauten notwendige Aufwand in den wenigsten Féllen, so dass zumeist der
einfachere Aufbau mit nur einem Laser und einem Objektiv mit hoher numerischer

Apertur bevorzugt wird.
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Einige Anwendungen von optischen Fallen und weitere Moglichkeiten der
Zellmanipulation mit Hilfe von Licht werden im nachfolgenden Kapitel 2.2.2

vorgestellt.

2.2.2 Optische Manipulation von Zellen und die Folgen von Erwirmung

Sonnenlicht auf der Haut widrmt und wird im Allgemeinen als angenehm
empfunden. Diese wohltuende Wirkung ist auch medizinisch nachgewiesen. Eine der
ersten Anwendungen von Licht in der Medizin war die Bestrahlung der betroffenen
Hautpartien gegen eine besonders schwere und chronische Form der Hauttuberkulose
Lupus-Vulgaris, wofiir Niels Finsen 1903 den Nobel-Preis fiir Medizin erhielt [78].
Heute wird rotes Licht und Licht aus dem nahen infraroten Bereich (630 nm bis
1.000 nm) vielfdltig in der Medizin verwendet, zum Beispiel damit Verletzungen

schneller heilen oder zur Regeneration von Nerven [79].

Sonnenlicht kann aber auch negative Folgen haben. Insbesondere das
ultraviolette Licht mit Wellenlingen zwischen 150 nm und 300 nm kann zur Zerstorung
von Zell-DNA fiihren [80]. Bei geringer Strahlendosis konnen die Schéden in der DNA
durch Proteine im Zellkern repariert werden. Wenn jedoch zu viele fehlerhafte Stellen
in der DNA entstehen, erfolgt die Reparatur nur unvollstindig und es kommt zu
Mutationen [81]. Die Folge von zuviel Sonne auf der Haut ist Sonnenbrand, und auf
lingere Sicht moglicherweise auch Hautkrebs [82]. Ultraviolettes Licht kann bei
entsprechend hoher Dosis prinzipiell jeden auf DNA basierenden Mikroorganismus
abtdten und wird deshalb zur Sterilisation von Fliissigkeiten, Gasen und Oberflichen

verwendet [83,84].

Wie diese Beispiele zeigen, kann Licht sehr unterschiedliche Wirkungen auf
lebendes Gewebe und Zellen haben. Wéhrend zum Beispiel die Absorption von
ultraviolettem Licht durch energetische Anregung zu photochemischen Reaktionen
innerhalb der Zellen fiihren kann (zum Beispiel zur Zerstorung der DNA [80]), kann
infrarotes Licht zur lokalen Erwirmung innerhalb von Zellen fithren [85]. Die
Absorption hdngt neben der Wellenldnge auch von den Chromophoren innerhalb der

Zelle ab. Die Auswirkungen auf die Zelle wiederum werden von der Dauer der
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Bestrahlung und der Intensitit der Lichtquelle bestimmt [86]. Durch Variation der
Wellenldnge und Anpassung der Intensitdt gibt es fiir Licht sehr unterschiedliche

Anwendungen in der Zellbiologie.

Die Verwendung von Licht in der Biologie, besonders fiir die Manipulation
einzelner Zellen, bietet einige Vorteile. Fokussiertes Laserlicht ermoglicht eine
kontaktfreie und damit kontaminationsfreie Manipulation von biologischem Material.
Durch Mikroskopobjektive werden die Laserstrahlen auf Durchmesser im
GroBenbereich von einzelnen Zellen und kleiner fokussiert. Dadurch kann eine
Manipulation sehr gezielt erfolgen. Gleichzeitig konnen optische Methoden gut in

Kombination mit Mikrostrukturen verwendet werden.

Eine verbreitete Anwendung von Licht in der Biologie sind die bereits im
Kapitel 2.2.1 vorgestellten optischen Fallen. Sie ermdglichen eine Manipulation von
Partikeln und lebenden Zellen in drei Dimensionen. Die meisten biologischen Systeme
absorbieren Licht im Bereich des nahen Infrarot (~800 nm bis 1.200 nm) kaum [87].
Um mogliche Beschddigungen des biologischen Materials durch Wechselwirkungen mit
dem Laserlicht zu minimieren, sollte die Wellenldnge des Laserlichts in diesem Bereich

liegen.

Optische Fallen werden in der Zellmanipulation hauptsdchlich zur gezielten
Positionierung der Zellen fiir die weitere Manipulation verwendet [77]. Ein Beispiel fiir
die gezielte dreidimensionale Anordnung von Bakterien zeigt Abb. 2-6 A. Sie dienen
aber auch zur Auswahl von einzelnen [88,89] oder mehreren Zellen gleichzeitig [73]
aus komplexen Mischungen. Auch einzelne Bestandteile innerhalb einer lebenden
Zelle, wie kleine Vesikel, kdnnen mit optischen Fallen manipuliert werden. Andere
Zellbestandteile, wie zum Beispiel der Zellkern, werden nicht durch optische Fallen
beeinflusst. Diese Zellbestandteile konnen aber dennoch manipuliert werden, indem sie

mit Hilfe der Vesikel bewegt werden (siche Abb. 2-6 B) [90].

Eine weitere Anwendung der optischen Fallen ist die Untersuchung von
mechanischen Kriften. Eine Kraft von 10 pN reicht bereits aus, um eine Spermatozoe
festzuhalten oder biologische Makromolekiile, wie DNA oder RNA, zu dehnen und zu

biegen [91]. Ublicherweise erfolgt die Messung der Krifte einzelner Biomolekiile,
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indem das Molekiil chemisch an eine Mikrokugel (oft aus Polystyrol) fixiert wird,
welche als optische Hantel dient. Anschlieend wird iiber eine Riickkopplungsschleife
die Laserleistung bestimmt, welche notwendig ist, um entgegen der auf die Mikrokugel
wirkenden Kréfte die Hantel zu bewegen oder an einer bestimmten Stelle festzuhalten.
Mit dieser Methode wurden bereits viele wertvolle Informationen iiber molekulare
Motoren wie Kinesin, Myosin oder RNA Polymerase erhalten [92]. Eine direkte
Manipulation von Biopolymeren, ohne chemische Fixierung an eine Hantel, ist mit
Hilfe von optischen Fallen unter bestimmten Voraussetzungen ebenso moglich. Zum
Beispiel wurde die Moglichkeit der Manipulation von einstrdngiger DNA
nachgewiesen, wenn der pH-Wert von 8 auf 5,7 verringert wurde, wodurch die DNA
von einer lang gestreckten Form, welche nicht manipuliert werden kann, in die sehr
kompakte und manipulierbare Kugelform iibergeht [87]. Die starken optischen Kréfte
konnen auch verwendet werden, um die viskoelastischen Eigenschaften dielektrischer
Materialien, wie zum Beispiel Zellen, zu bestimmen [93]. Dazu wird die Zelle
zwischen zwei entgegengesetzt gerichtete Laserstrahlen gehalten und die durch den

Strahlungsdruck resultierende Deformation gemessen.

Eine andere Form der optischen Manipulation ist die Mikrosezierung. Sie
ermoglicht eine kontaktfreie und kontaminationsfreie Auswahl einzelner Zellen oder
Zellbestandteile aus diinnen Schichten von gefrorenem oder fixiertem Gewebe sowie
aus Abstrichen fiir die Analyse von DNA, RNA oder Proteinen [94-96]. Eine Methode
zur  Mikrosezierung  verwendet ultraviolettes Laserlicht  (laser-microbeam-
microdissection). Durch die hohe Photonenenergie von ultraviolettem Laserlicht
konnen Molekiile gespalten werden. Dieser Vorgang wird als Photolyse bezeichnet. Im
Laserfokus wird durch die hohe Photonendichte alles biologische Material entfernt,
ohne die Umgebung merklich zu erwidrmen [94]. Dadurch entsteht eine materialfreie
Liicke zwischen Gewebe und der zu untersuchenden Zelle, wobei die Zelle unverdndert
bleibt [97]. Gelangt der Laserstrahl von unten an die Probe, kann er nach der Sezierung
auch zum Uberfithren der isolierten Zelle auf einen dariiber platzierten Objekttréiger
dienen. Dazu wird er mit doppelter Energie oberhalb der Probe fokussiert. Durch den
entstehenden Strahlungsdruck wird die Zelle nach oben an den Objekttriger bewegt
[98]. Trifft der Laser hingegen von oben auf die Probe, kann die Gravitationskraft zum

Uberfiihren der Probe ausgenutzt werden [99].
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Abb. 2-6: Beispiele fiir Anwendungen von Lasern mit Wellenldngen um 800 nm: (A) Optische
Falle fiir E. coli Bakterien zur kubisch-raumzentrierten Anordnung von 9 Bakterien. Die Bilder
zeigen die Anordnung in verschiedenen Ebenen von oben nach unten [77]. (B) Optische
Manipulation des Zellkerns einer Hefezelle (Schizosaccharomyces pombe) aus der Mitte (oben)
um etwa 2 pm (unten) [90]. (C) Abtrennung einzelner Glomeruli aus Nierengewebe mittels
laser-capture-microdissection ~ [100]. (D)  Durchlichtmikroskopaufnahmen  und
Falschfarbenbilder vor und nach der gezielten Ausschaltung eines Chloroplasts einer
Pflanzenzelle (E. densa) [101].

Infrarote Laser (z. B. 810 nm [102] oder 1.060 nm [100]) geringer Energie werden
fiir eine andere Variante der Mikrosezierung (laser-capture-microdissection) genutzt.
Dabei wird eine auf der Probe liegende thermoplastische Folie direkt oder durch einen
absorbierenden Farbstoff vom Laserlicht erwdrmt, wodurch sie sich mit dem
ausgewdhlten Zellmaterial verbindet. Durch den variablen Durchmesser des Laserfokus
von 3 um bis 60 um wird die GroBe des ausgewéhlten Bereiches bestimmt [95]. Beim
Entfernen der Folie bleibt nur das ausgewédhlte Zellmaterial haften. In Abb. 2-6 C ist

beispielhaft die Abtrennung der Glomeruli aus Nierengewebe dargestellt. Allerdings ist

30



2 Grundlagen und Theorie

diese Methode nicht kontaktfrei, und es besteht das Risiko einer Kontamination mit

nicht ausgewihltem Material [94].

Durch eine punktuelle Mikrosezierung werden Mikrolécher in Zellmembranen
geschnitten. Zum Beispiel entsteht durch ultraviolettes Laserlicht (337 nm) ein Loch in
der Zona pellucida, der dufleren Membran einer Eizelle. Mit Hilfe einer optischen Falle
konnen anschlieBend Spermien in die Eizelle eingebracht werden, welche zur
kiinstlichen Befruchtung fithren [103]. Sogar die relativ dicken Zellwdnde von
Pflanzenzellen kdnnen mit 355 nm Laserlicht perforiert werden [104]. Durch kiinstlich
erzeugte Locher in der Zellmembran konnen die Molekiile aus der Umgebung in die
Zelle gelangen. Die Locher schliefen sich durch die fliissigkristallinen Eigenschaften
der Membran wieder und die Zelle iiberlebt. Diese Methode wird zum Beispiel zum
Gentransfer genutzt. Verschiedene Laser mit unterschiedlichen Wellenldngen wurden
zur reversiblen Perforation von lebenden Zellen verwendet. Kontinuierliche Laser mit
488 nm Wellenldnge werden in Kombination mit dem absorbierenden Farbstoff Phenol-
Rot eingesetzt [105,106]. Die Farbstoffkonzentration ist wesentlich hoher als die
anderer absorbierender Molekiile der Zelle, so dass ein gezieltes kurzzeitiges (1-2 min
[105] bzw. 5 min [106], abhdngig vom Zelltyp) Schmelzen der Zellmembran mdoglich
ist. Eine direkte und reversible Perforation ist mit gepulsten Nanosekundenlasern mit
Wellenldngen von 355nm [104], 532nm [107] und 1.064 nm [108] sowie mit
Femtosekundenlasern [109,110] und sogar mit Laserdioden mit violettem Laserlicht
von 405 nm [111] moglich. Durch Kombination einer optischen Falle mit dieser
Perforationstechnik wird die Fusion zweier Zellen ermoglicht [112]. Sogar die gezielte
Entfernung einzelner Zellbestandteile ohne Beeintrichtigung der Zellvitalitdt ist mit
Laserlicht moglich (sieche Abb. 2-6 D). Verwendet wurde hierzu ein
Femtosekundenlaser mit 800 nm Wellenlinge und einer Lichtintensitit von 10'* W-cm™

[101].

Laserlicht einer Wellenlinge um 800 nm wird demnach einerseits zur
Mikrosezierung und Entfernung einzelner Zellbestandteile, andererseits flir optische
Fallen und zur zerstdrungsfreien Manipulation von Zellen und Zellbestandteilen
verwendet (siche Abb. 2-6). Dies ist moglich, da nur bestimmte Zellbestandteile diese

Wellenldnge absorbieren. Zudem bendtigen optische Fallen wesentlich geringere

31



2 Grundlagen und Theorie

Lichtintensititen (z. B. 10’ W-cm™ [85]) im Vergleich zur Mikrosezierung (z. B.
10" W-em™ [101]). Bei diesen geringeren Intensititen iiberleben Zellen eine
kurzzeitige Manipulation. Es ist jedoch eine lokale Erwédrmung durch die
absorbierenden Zellbestandteile moglich, was abhidngig von der Wellenlidnge, der
Intensitdt und der Manipulationsdauer negative Auswirkungen auf die Zellaktivitét

haben kann.

Lebende Zellen reagieren auf groBe Temperaturerh6hung sehr empfindlich. Die
optimale Temperatur vieler lebender Organismen liegt bei 37 °C. Eine Erwdrmung auf
70 °C bis 100 °C fiihrt zu einer Denaturierung der Proteine und Nukleinsduren sowie
zur verstarkten Durchléssigkeit der Zellmembran, was den Tod der Zelle zur Folge hat
[113]. Durch Temperaturen iiber 100 °C, zum Beispiel durch lokale Absorption von
Laserlicht an Chromophoren oder absorbierenden Partikeln innerhalb der Zellen, erfolgt
eine Verdampfung des Wassers der Zelle. Dies ist mit einer starken Volumenzunahme
verbunden, was zur physikalischen Zerstérung und somit ebenfalls zum Tod der Zellen

fiihrt, auch wenn die Erwdrmung lokal begrenzt ist [114].

Nicht nur durch diese starken Temperaturerhohungen auf iiber 70 °C werden
lebende Zellen beeinflusst. Bereits eine geringe Erwdrmung auf liber 40 °C ist fiir
lebende Zellen mit Stress verbunden. Viele Vorgéinge innerhalb der Zellen werden
dadurch beeinflusst, wie die Funktion der Ionenkanile, die Ubertragungsleistung der
Synapsen und die Absonderung von Zellsekreten [7]. Zellen reagieren auf die
Temperaturerhohung unter Aktivierung des Hitzeschock-Transkriptionsfaktors, welcher
zu einer verstirkten Synthese von Hitzeschock-Proteinen fiihrt [115]. Diese Proteine
gehoren zu den dltesten und am weitesten verbreiteten Schutzsystemen lebender
Organismen.  Sie regulieren die Neuordnung von fehlerhaft gefalteten und die
Entfernung von irreparabel zerstdrten Proteinen und kontrollieren den natiirlichen
Zelltod [116]. Dieser erfolgt entweder durch Nekrose oder durch Apoptose. Bei der
Nekrose, auch als plotzlicher Zelltod bezeichnet, 16st sich die Zellmembran auf und der
Zellinhalt wird freigesetzt, wodurch eine Entziindungsreaktion im benachbarten
Gewebe einsetzt. Durch die Apoptose, den programmierten Zelltod, bleibt der
Zellinhalt innerhalb der toten Zelle, wodurch keine Entziindung auftritt. Sie bietet

einem Organismus die Moglichkeit, durch Opfern einer Zelle, welche zum Beispiel
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krankhaft verdndert ist, die restlichen Zellen zu schiitzen. Durch die schiitzende Rolle
der Hitzeschock-Proteine fiir die Zelle gibt es viele Beispiele, wie sie die Apoptose
verhindern und das Uberleben der Zelle sichern. Es gibt aber auch einige Beispiele, in
denen sie sogar die Apoptose auslosen. Beide Formen des Zelltodes sind eng
miteinander verbunden, denn beide konnen die gleichen Ursachen haben, durch die
gleichen Mechanismen verhindert werden und in die jeweils andere Form wechseln

[117].

Der Zelltod als Folge von stark erhohten Temperaturen kann als eine kiinstliche
Nekrose angesehen werden, ausgelost durch eine kiinstliche Gerinnung der
Zellbestandteile [113]. Hingegen fiihren geringere Temperaturerh6hungen zwischen
40 °C und 70 °C, besonders bei lokal begrenzter Erwidrmung, nicht direkt zum Zelltod.
Dennoch kann infolge des Stresses durch die Hitzeschock-Proteine kiinstlich eine
Apoptose ausgelost werden, wenn eine Zelle iiber einen lingeren Zeitraum erhohten

Temperaturen ausgesetzt wird.

Untersuchungen zu den Auswirkungen einer geringen oder sehr lokalen
Erwdrmung innerhalb von Zellen sind besonders im Zusammenhang mit den zur
zerstorungsfreien Manipulation von lebenden Zellen genutzten optischen Fallen von
Interesse. Die durch das stark fokussierte Laserlicht hervorgerufene Erwidrmung von
Wasser, einem Hauptbestandteil der Zellen, ist sehr gering. Zum Beispiel ergibt eine
numerische Abschitzung, dass Wasser durch Laserlicht von 850 nm und 100 mW,
fokussiert durch ein Objektiv mit einer numerischen Apertur von 1,2, nach 1s um
0,2 °C und nach 10 s um 0,23 °C erwarmt wird [118]. Dennoch kann das Laserlicht zu
negativen Effekten flir die Zellen filhren. Eine Abnahme der Aktivitit durch die
Manipulation in einer optischen Falle wurde fiir verschiedene Zelltypen, wie zum
Beispiel Eizellen [119], Spermien [120] oder auch Bakterien [121], nachgewiesen.
Neben der Laserintensitdt und der Dauer der Bestrahlung wird die Zellaktivitit auch
sehr stark durch die verwendete Wellenldnge bestimmt. Fiir diese drei Zellarten wurde
ein Maximum der Zellaktivitit fiir Wellenldngen zwischen 800nm und 850 nm
festgestellt. Zum Beispiel fithren innerhalb einer optischen Falle mit einem Fokus
kleiner als 1 um und 88 mW Laserleistung Wellenlingen um 760 nm zu einem

vollstindigen Verlust der Zellaktivitit von Eizellen nach bereits 1 min
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Manipulationszeit. ~ Hingegen betrdgt die Zellaktivitdit von FEizellen nach der
Manipulation mit einem 820 nm Laser mit 88 mW Leistung, fokussiert auf weniger als
1 pm Durchmesser, nach 1 min Manipulationszeit noch 100 %, nach 10 min 50 % und
nach 20 min Manipulationszeit nur noch 20%. Mit 180 mW Laserleistung sinkt die

Zellaktivitdt nach 1 s auf 75 %, nach 10 min auf 20 % und nach 20 min auf 10 % [119].

Diese Untersuchungen zeigen, dass neben der Wahl einer optimalen Wellenldnge
auch moglichst kurze Belichtungszeiten und geringe Laserintensititen notwendig sind,
um die Aktivitdt der Zellen zu erhalten. Dies gilt nicht nur fiir die optischen Fallen,
sondern auch fiir andere zerstorungsfreie Anwendungen von Laserlicht. Fiir das im
Rahmen dieser Arbeit entwickelte Prinzip der lichtinduzierten Erwédrmung ist es
ebenfalls notwendig, dass das Laserlicht die Aktivitéit der Zellen nicht beeintrachtigt, da
die Manipulation ausschlieBlich auf indirektem Wege durch die Erwirmung der
u-Heizplatten erfolgen soll. Daher wurden fiir die Versuche Belichtungszeiten von
maximal 2s gewdhlt.  Gleichzeitig war die Laserintensitit des verwendeten
Diodenlasers mit maximal 3-10° W-cm™ (56 mW auf 5 um Durchmesser) deutlich
geringer als die iiblicherweise bei der optischen Manipulation eingesetzten Intensitdten
(z. B. 10" W-cm™ [85]). Dabher ist eine direkte Beeinflussung der Zellen und somit eine

Abnahme der Zellaktivitat durch das Laserlicht nicht zu erwarten.

2.3 Erwirmen innerhalb von miniaturisierten Systemen

Fir viele Anwendungen der Mikrosysteme ist eine genaue Einstellung der
Temperatur notwendig. Chemische und biochemische Reaktionen bendtigen eine
moglichst konstante und einheitliche Temperatur im gesamten Reaktionsraum, um
Nebenprodukte zu vermeiden. Eine schnelle und effektive Temperaturerhhung fiihrt in
vielen Systemen zu erhdhten Reaktionsgeschwindigkeiten und erhohten Ausbeuten.
Gleichzeitig muss bei einigen Reaktionen, besonders bei enzymatisch katalysierten, ein
optimaler Temperaturbereich eingehalten werden, um maximale Ausbeuten zu erhalten.
Insbesondere die Denaturierung von Proteinen, wozu auch die Enzyme gehoren, flihrt
zu einer starken Abnahme der Ausbeute bei Erhohung der Temperatur iiber das
Optimum hinaus. Ein Beispiel flir die Notwendigkeit der Einhaltung der bendtigten

Temperaturen ist die Vervielfaltigung von DNA durch die Polymerase Kettenreaktion
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(polymerase chain reaction, PCR). Hierbei miissen Temperaturzyklen von drei
unterschiedlichen = Temperaturen durchlaufen werden, um Fehler bei der
Vervielfiltigung, zum Beispiel durch unvollstindige Reaktion, und eine Denaturierung

der Enzyme zu vermeiden [122].

Eine lokale Einstellung der Temperatur ermdoglicht eine kontinuierliche
Durchfiihrung solcher Reaktionen, indem die Reaktionslésung in Mikrokanélen
nacheinander Bereiche unterschiedlicher Temperatur durchlduft [123]. Ebenso ist sie
fiir eine Parallelisierung von Reaktionen notwendig, wenn viele verschiedene
Reaktionskammern unabhdngig von einander temperiert werden miissen [13]. Eine
kontrollierte, temperaturabhéngige Absorption von Proteinen an Hydrogelen zur
Trennung und Anreicherung macht eine lokale Erwdrmung fiir die Analytik interessant
[124]. Eine weitere Anwendung fiir eine lokale Erwérmung in der Analytik ist die
Temperaturgradient-Fokussierung. Dabei erfolgt die Aufkonzentration und Trennung
verschiedener Analyten durch einen lokal variierten elektrophoretischen Fluss, welcher
einem Fliissigkeitsstrom entgegengesetzt wird [125]. Als elektrophoretischer Fluss
wird die durch Ladung induzierte Bewegung von Fliissigkeiten im elektrischen Feld
bezeichnet. Zur Trennung der ionischen Analyten ist ein Gradient im
elektrophoretischen Fluss notwendig. Dieser wird bei der Temperaturgradient-
Fokussierung durch eine Pufferlésung mit einer temperaturabhingigen lonenstirke
erzeugt, sobald diese einem Temperaturgradienten ausgesetzt wird [12]. Entsprechend
der Ionenstirke des Analyten heben sich die entgegengesetzten Strome an einer
bestimmten Stelle auf, so dass der Analyt an dieser Stelle angereichert wird. Lokale
Temperaturerhohungen innerhalb von Mikrostrukturen werden zudem auch zur

Realisierung von Pumpen [14,126], Mischern [127] und Ventilen [128] genutzt.

Zur Erwdrmung begrenzter Bereiche innerhalb von Mikrostrukturen werden meist
diinne Ohmsche Widerstinde [13,14], Hochfrequenz-Wechselspannung [129] oder
Peltier Elemente [11,12] eingesetzt. Alle diese Methoden bendtigen direkte Anschliisse
zu einem Kontrollgerdt. Wenn mehrere kleine Teilbereiche innerhalb der Mikrostruktur
zu erwirmen sind, kann dies schnell zu sehr komplexen Systemen fiihren [124]. Zudem

sind diese Heizelemente unflexibel im Hinblick auf den zu erwidrmenden Bereich. Die
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Anzahl und die GroBe dieser Bereiche werden bereits bei der Chipherstellung festgelegt

und konnen nicht nachtraglich variiert werden.

Deshalb wurden bereits verschiedene Methoden entwickelt, welche keine direkten
Kontakte vom Mikrochip zu einem Kontrollsystem bendtigen und somit ein flexibles
Erwdrmen unterschiedlicher Bereiche innerhalb von Mikrostrukturen ermoglichen.
Zum Beispiel ist ein Erwdrmen von Wassertropfen von einigen Mikrolitern Volumen in
Mineraldl durch amphiphile magnetische Mikropartikel mdglich. Die Partikel ordnen
sich spontan an der Oberfliche der Wassertropfen an. Eine Erwdrmung von 25 °C
(Raumtemperatur) auf iiber 80 °C innerhalb von 5 min erfolgt durch Anlegen eines
oszillierenden externen elektromagnetischen Feldes von 338kHz mit 3 kW

iibertragener Leistung [130].

Vielfach wird zum kontaktfreien und lokalen Erwdrmen innerhalb von
Mikrostrukturen Licht verwendet. Durch Absorption des Lichts wird dessen Energie in
Wirme umgewandelt, wobei die direkte und die indirekte Erwadrmung zu unterscheiden
sind. Durch Absorption von Licht an Molekiillen erfolgt eine direkte
Temperaturerhbhung von Reaktionslosungen. Die Temperaturerhhung der
Reaktionslosung durch absorbierende Partikel oder Mikrostrukturen ist eine indirekte

Erwéarmung.

Eine direkte Erwdrmung von Reaktionslosungen innerhalb von Mikrostrukturen
wird durch infrarotes Licht ermdglicht, zum Beispiel bei Enzymreaktionen [15].
Infrarotes Licht ist auch fiir die Kontrolle der Temperaturzyklen von drei
unterschiedlichen Temperaturen wihrend der PCR interessant [16,131].  Durch
fokussiertes infrarotes Licht hoher Intensitdt kann Wasser auf iiber 100 °C erwédrmt und

verdampft werden, wobei es dann explosionsartig zur Blasenbildung kommt [17].

Eine Alternative zum direkten Erwdrmen der Reaktionslosung ist die indirekte
Erwarmung unter Verwendung von absorbierenden Partikeln. Ein Vorteil liegt in der
besseren Kontrolle des zu erwdrmenden Bereiches und der rdumlichen Auflésung, da
diese durch die PartikelgroBe, und nicht von dem mit Licht bestrahlten Bereich,
bestimmt werden. Zudem ist durch die Wahl entsprechender absorbierender

Materialien eine Erwidrmung bei geringeren Lichtintensitéten als bei der Absorption an
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Molekiilen der Reaktionslosung moglich. Die Wechselwirkungen zwischen Laserlicht
und dem zu erwidrmenden Material kann durch die Wahl einer entsprechenden
Wellenldnge und durch Reduzierung der Lichtintensitdt minimiert werden, so dass die

Erwédrmung ausschlieBlich auf indirektem Weg erfolgt.

Absorbierende Partikel werden bereits flir eine Reihe von Anwendungen
eingesetzt, wie zum Beispiel bei photothermischen Aufnahmen von Gold-Kolloiden
[18], bei der Detektion von Proteinen ohne Fluoreszenzmarker [19], zur thermischen
Aktivierung von molekularen Motoren [20] oder zur optischen Kontrolle der
Flissigkeitsstrome in Mikrokanédlen [21,132]. In der Zellbiologie werden sie zum
Beispiel zur selektiven Entfernung lebender Zellen [133] oder zur Freisetzung von
eingekapselten Substanzen innerhalb von lebenden Zellen -eingesetzt [134].
Ublicherweise eingesetzte Materialien sind hierbei Graphit [132,135] oder Metalle wie
Gold, Platin, Aluminium [20] oder Eisen [133].

Die natiirlich in Zellen vorkommenden absorbierenden Chromophore und
absorbierenden Partikel konnen ebenfalls zum lokalen Erwédrmen genutzt werden. Zum
Beispiel absorbieren Melanosome, das sind in der Haut vorkommende und von
Membranen umhiillte Pigmentkorner, Licht von 200 nm bis 1.200 nm Wellenlénge,
wobei der Absorptionskoeffizient mit zunehmender Wellenldnge abnimmt [113]. Daher
konnen Zellen, die Melanosome enthalten oder in direkten Kontakt mit einem
Melanosom gebracht wurden, durch Bestrahlen mit Licht dieses Wellenldngenbereiches
selektiv getdtet werden, wihrend andere Zellen iiberleben [114]. Eine Fokussierung des

Lichts auf die einzelnen zu entfernenden Zellen ist nicht notwendig.

Werden Mikropartikel zum Erwdrmen verwendet, so sind sie nach ihrer
Anwendung oft schwer zu entfernen. FEine interessante Methode, dieses Problem zu
umgehen und die Partikel trotzdem moglichst nah an den zu erwidrmenden Bereich zu
bringen, besteht in der Nutzung einer Mikropipette, deren Spitze mit absorbierenden
Partikeln gefiillt wurde [7]. Allerdings ist diese Methode sehr langsam, wenn viele

einzelne Punkte erwirmt werden sollen.

Ein indirektes Erwidrmen innerhalb von Mikrostrukturen wurde vereinzelt bereits

auch durch absorbierende Materialien auf Oberflachen ermdglicht. Zum Beispiel wurde
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durch eingetrocknete schwarze Tinte, welche hauptsdchlich aus Kohlenstoffpartikeln
besteht, eine lokale Erwdrmung zur Durchfithrung von Enzymreaktionen verwirklicht
[136]. Dabei trennte eine Glasschicht die Tinte von der Reaktionslosung. Zur Nutzung
von Siliziumoxyd- oder Goldschichten zum lokalen Erwirmen von biologischen Proben
erfolgten bislang nur theoretische Betrachtungen [137,138]. Allerdings wird in der
Elektrochemie die sprunghafte Erwidrmung von Elektroden durch Absorption von
Laserlicht genutzt, um dynamische Oberflichenprozesse an Elektroden zu untersuchen
[139]. Alle diese Methoden nutzen jedoch keine mikrostrukturierten Materialien fiir die
lokale Erwidrmung, wie sie bei der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Methode
verwendet werden. Die Methoden zur Herstellung der verwendeten Mikrostrukturen

werden im nachfolgenden Kapitel 2.4 vorgestellt.

2.4 Herstellungsmethoden fiir Mikrostrukturen

Um das Ziel dieser Arbeit, ein kontrolliertes Erwdrmen kleiner Volumina von
wenigen Femtolitern, zu erreichen, mussten absorbierende Mikrostrukturen definierter
GroBe hergestellt werden. Eine verbreitete Methode zur Mikrostrukturierung ist die
Photolithographie. Nachfolgend werden diese (Kapitel 2.4.1) sowie die Moglichkeiten
zur Herstellung der als p-Heizplatten verwendeten Mikrostrukturen aus Gold

(Kapitel 2.4.2) und aus Kohlenstoff (Kapitel 2.4.3) vorgestellt.

Durch die lokale Erwdrmung sollten neben lebenden Zellen auch Systeme aus
kiinstlicher Zellmembran, den Lipiden, manipuliert werden. Die Herstellung der zur
Erzeugung dieser Lipid-Schlduche bendtigten Mikrostrukturen aus Silizium wird

abschlieBBend im Kapitel 2.4.4 beschrieben.

2.4.1 Photolithographie

Die Photolithographie ist ein lithografisches Reproduktionsverfahren, bei dem
mittels Belichtung Muster auf Materialien aufgebracht werden. Diese Methode stammt
urspriinglich aus der Drucktechnik und wird zur Mikrostrukturierung in der

Halbleitertechnik eingesetzt.
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Bei der Photolithographie wird eine Schicht eines photosensitiven Polymers, dem
Photolack, auf das Substrat aufgetragen und durch eine photolithographische Maske
belichtet. Nach dem Entwickeln des Photolacks ist dieser entsprechend der Maske
strukturiert. Erfolgt nun eine chemische Behandlung des Substrates, so wird seine
Oberfliche durch die Polymerschicht geschiitzt und die Strukturen der Maske werden
auf das Substrat tibertragen. AbschlieBend wird der restliche Photolack durch geeignete

Losungsmittel entfernt.

Fiir das Aufbringen der Polymerschicht auf das Substrat gibt es verschiedene
Methoden, wie zum Beispiel das Aufspriihen oder die Verwendung einer
Lackschleuder. Diese fiir die Strukturierung als Schutzschicht verwendeten Polymere
reagieren auf Licht bestimmter Wellenldngen mit Verdnderungen ihrer chemischen
Struktur. Ublicherweise reagieren sie auf UV-Licht, weshalb oft das 365 nm Licht von

Quecksilber-Dampflampen zum Belichten eingesetzt wird [24].

Positiv Negativ Image-reversal
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Abb. 2-7: Schematische Darstellung der Strukturierung unter Verwendung eines positiven, eines
negativen und eines image-reversal Photolacks.

Auf Grund der unterschiedlichen Anderung ihrer Léslichkeiten durch das
Belichten werden drei Arten dieser Polymere unterschieden, deren nach dem
Entwickeln resultierenden Strukturen schematisch in Abb. 2-7 dargestellt sind. Bei
einem positiven Photolack wird durch Licht die Loslichkeit im Entwickler erhdht und
der Photolack wird in den belichteten Bereichen vom Entwickler entfernt. Bei einem
negativen Photolack wird durch Vernetzung des Polymers die Loslichkeit geringer, so

dass er nach dem Entwickeln nur noch in den belichteten Bereichen vorhanden ist. Eine
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dritte Variante wird als image-reversal Photolack bezeichnet. Dabei handelt es sich um
einen positiven Photolack, bei dem nach dem Belichten durch chemische Reaktionen
die belichteten Bereiche unloslich und die unbelichteten 16slich werden kdnnen. Dies
ermoglicht die Herstellung kleinerer Strukturen und eine flexiblere Verwendung, da er

als positiver und negativer Photolack Anwendung finden kann.

Die zur Strukturierung des Photolackes bendtigte Maske ist normalerweise eine
Glasplatte mit Chromstrukturen, welche kein Licht durchlassen. Die Herstellung kann
auf verschiedene Weisen erfolgen. Oft wird ein mit Chrom und Photolack beschichtetes
Glas verwendet, wobei die Strukturierung des Photolackes durch einen Laser Punkt fiir
Punkt erfolgt. Nach dem Entwickeln des Photolackes wird das Chrom in den Bereichen
der Maske, in denen der Photolack entfernt wurde, ebenfalls entfernt. Die
resultierenden Strukturen haben je nach Laser eine minimale Linienbreite um 1 pm.
Feinere Strukturen von etwa 200 nm koénnen durch Belichten mittels Elektronenstrahlen
erreicht werden, wobei die Kosten und der Zeitaufwand deutlich hoéher sind. Fiir
grobere Strukturen konnen von Laserdruckern beschriebene Folien verwendet werden.
Diese sind besonders kostengiinstig und schnell herzustellen. Ein 600 dpi Laserdrucker
schafft eine Auflosung von 120 um, aber bereits ein 4.800 dpi Drucker erreicht 20 pm
[24]. Diese Folien sind allerdings schwer zu reinigen, kratzempfindlich und sehr
biegsam, was ihre Nutzung als Maske erschwert. Dennoch konnen sie zur Herstellung

einer Glasmaske verwendet werden, welche anschlieBend diese Nachteile nicht besitzt.

Teilweise werden die mit Photolack strukturierten Substrate direkt genutzt. Zum
Beispiel finden mit Photolack strukturierte Siliziumwafer als Masken zur Strukturierung
von Polymeren Verwendung. Eine weitere Moglichkeit zur direkten Nutzung von
strukturiertem Photolack ist die Herstellung von Kohlenstoffstrukturen, welche im

Kapitel 2.4.3 vorgestellt wird.

Zumeist erfolgt nach dem Aufbringen und Strukturieren des Photolacks die
eigentliche Strukturierung des Substrates durch Entfernen von Substrat in den nicht
durch Photolack geschiitzten Bereichen. Je nach Substrat und den geforderten
Anspriichen an die Tiefe der Strukturen im Verhiltnis zur Breite, dem so genannten

Aspektverhéltnis, und an die Form der Seitenwénde, finden verschiedene Methoden
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Anwendung. Einige Beispiele zur Mikrostrukturierung von Silizium werden im

Kapitel 2.4.4 vorgestellt.

2.4.2 Herstellung von Metall-Mikrostrukturen

Mikrostrukturierte Metallschichten, wie sie aus der Mikroelektronik bekannt sind,
werden auch fiir Mikrosysteme verwendet. Viele Anwendungen in der Analytik, der
Bioanalytik oder Biologie bendtigen Metallstrukturen zur Erzeugung eines elektrischen

Feldes [25,66], als Detektoren [22] oder auch zum Erwérmen [13,14].

Zur direkten Beschichtung auf Dielektrika wie Silizium oder Glas sind nur
bestimmte Metalle geeignet, da viele nicht gut an der Oberfliche haften [24]. Aus
diesem Grund wird oft eine Zwischenschicht, die Haftschicht, verwendet, welche
sowohl am Metall, als auch am Dielektrikum, gut haftet. Einige Metalle konnen aber
durch diese Haftschicht hindurch diffundieren. Soll dies verhindert werden, so ist in
solchen Féllen eine Diffusionsbarriere, also eine dritte Zwischenschicht zwischen

Haftschicht und Metall, notwendig.

Fiir Mikrosysteme werden oft Strukturen aus Aluminium verwendet, da es wegen
seiner Stabilitdt bereits lange in der Mikroelektronik Anwendung findet. Ebenfalls oft
verwendet wird Gold. Als Edelmetall ist es sehr oxidationsbestindig und die
Beschichtung ist verhéltnismédBig einfach. Zudem entstehen beim Beschichten
geringere Spannungen innerhalb des Goldes, so dass dickere Schichten von bis zu
30 um erreicht werden konnen [24]. Da Gold an den meisten in der Miniaturisierung
verwendeten Oberflachen nicht gut haftet, muss eine Haftschicht, zumeist aus Chrom
oder Titan, verwendet werden. Soll Gold auf Silizium verwendet werden, so ist eine
zusétzliche Diffusionsbarriere notwendig, damit das Gold nicht in das Silizium
diffundiert. Titan stellt keine gute Diffusionsbarriere dar, wihrend Chrom stabiler ist.
Fir die Arbeit bei hoheren Temperaturen eignet sich Platin als Haftschicht und

Diffusionsbarriere [24].

Die eigentliche Beschichtung kann auf verschiedensten Wegen erfolgen. In
Forschungslaboratorien werden die diinnen Metallschichten oft entweder durch

thermisches Verdampfen, auch als Bedampfen bezeichnet, oder durch das so genannte
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Sputtern hergestellt. Beim Bedampfen wird das Metall im Vakuum iiber seinen
Schmelzpunkt hinaus erhitzt, so dal} sich ein Dampf aus Metall bilden kann. Dieser
setzt sich anschliefend am kélteren Substrat ab. Zum Sputtern wird das Metall und das
Substrat innerhalb einer Plasmakammer plaziert. Das Metall wird mit positiven lonen
aus einem Plasma beschossen. Dadurch gelangen Atome aus dem Metall in das Plasma,
wo sie durch die Plasmaatome beschleunigt werden. Maoglichst dicht am Plasma
befindet sich auch das Substrat, welches durch die auftreffenden Metallatome

beschichtet wird.

Um mikrostrukturierte Metallschichten zu erhalten, wird zumeist der [ift-off
Prozess verwendet. Dazu wird zuerst das Substrat mit Photolack beschichtet und
mittels Photolithographie strukturiert. AnschlieBend erfolgt die Beschichtung mit dem
gewiinschten Metall oder den Metallschichten. AbschlieBend wird der Photolack
entfernt, wodurch auch das Metall in den zuvor mit Photolack bedeckten Bereichen

entfernt wird.

Lasst sich das Metall relativ einfach vom Substrat entfernen, wie zum Beispiel
Chrom, so kann auch das gesamte Substrat zuerst mit Metall {iberzogen werden.
Anschliefend wird mit Photolack beschichtet und dieser photolithographisch
strukturiert. Nun kann das Metall in den nicht mit Photolack bedeckten Bereichen
entfernt werden, wihrend in den anderen Bereichen der Photolack die Metallschicht
schiitzt. AbschlieBend muss nur noch der verbliebene Photolack entfernt werden, um

die gewlinschten Metall-Mikrostrukturen zu erhalten.

2.4.3 Mikrostrukturen aus Kohlenstoff

Kohlenstoffstrukturen finden in der Miniaturisierung bislang hauptséchlich als
elektrochemische Detektoren Verwendung [140,141]. Diese sind sehr sensitiv und
haben den groflen Vorteil, dass Molekiile direkt detektiert werden konnen. Im
Gegensatz hierzu ist beispielsweise bei der optischen Detektion oft eine Derivatisierung
mit Fluoreszenzmarkern notwendig. Zudem é&ndert sich die Funktionsweise der
Elektroden durch die Miniaturisierung nicht. Im Vergleich zu Metallelektroden haben

sich Elektroden aus Kohlenstoff besonders fiir die Amperometrie als vorteilhaft
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herausgestellt. Sie sind langlebiger [140] und besitzen eine geringere Uberspannung, so

dass ein groferer Spannungsbereich zur Verfligung steht.

Fir die Amperometrie in Mikrostrukturen wurden erfolgreich Elektroden aus
herkdmmlichen Materialien wie Kohlenstoff-Fasern [140] oder Kohlenstoff-Paste [141]
verwendet. Mikrostrukturen aus Kohlenstoff mit mindestens 100 um Dicke konnen aus
herkdmmlichen Kohlenstoff-Tinten durch Siebdruck auf Keramikplatten hergestellt
werden. Die Herstellung ist schnell, kostengiinstig und der Detektor kann jederzeit
durch das Austauschen der Keramikplatte samt Elektroden erneuert werden [142].
Durch ihre Dicke sind diese Strukturen aber nur durch exaktes Positionieren in die
Mikrokandle in die Mikrostrukturen integrierbar. Integrierbare, diinne
Kohlenstoffstrukturen entstehen aus Kohlenstoff-Tinte durch Fiillen von reversibel
gebundenen Mikrostrukturen aus PDMS auf Glas. Nach dem Trocknen der Tinte kann
das PDMS entfernt werden und die Kohlenstoffstruktur bei 120 °C aushirten. Die
Dicke der resultierenden Struktur wird durch die Mikrostruktur aus PDMS bestimmt,
abziiglich der Verluste durch das Verdunsten des Losungsmittels. So wurden zum
Beispiel Elektroden mit 6 um Dicke aus 12 um dicken Kanilen hergestellt, wihrend
Elektroden mit 90 um Dicke aus 120 um dicken Kanélen entstanden [143]. Komplexe
Kohlenstoffstrukturen sind aber auch mit dieser Methode nur unter sehr groBem

Aufwand herstellbar.

Komplexe Strukturen aus Kohlenstoff konnen durch Pyrolyse von strukturierten
Polymeren hergestellt werden. So wurden aus PDMS bei 900 °C unter Ausschluss von
Sauerstoff ~ Elektroden aus glasartigem  Kohlenstoff hergestellt. Diese
Kohlenstoffstrukturen waren besonders bestindig gegeniiber hohen Temperaturen
[144]. Aus Photolacken entstanden bei Temperaturen bis 1.100 °C Elektroden aus
amorphem Kohlenstoff [145]. Die Form und Grofe der resultierenden
Kohlenstoffstrukturen wird durch die Polymerstrukturen vorgegeben, abziiglich von bis
zu 50 % Verlust durch die Pyrolyse. Dadurch ist diese Methode besonders flexibel und
erlaubt sogar die Herstellung von freistehenden Strukturen wie Kragtragern (Cantilever)
als Mikroresonatoren [144]. Wegen der Einfachheit und der Flexibilitdt wurde diese
Methode fiir die Herstellung der p-Heizplatten aus Kohlenstoff im Rahmen dieser
Arbeit gewihlt.
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2.4.4 Mikrostrukturen aus Silizium

Ein Standardmaterial fiir Mikrosysteme ist Silizium. Seine Herstellung in sehr
hoher Reinheit von bis zu 99,99999 % und Methoden zur Strukturierung sind aus der
Mikroelektronik bekannt. Das Ausgangsmaterial ist zumeist ein Silizium-Einkristall,
der in scheibenformige Wafer von typischerweise 200 um bis 600 um Dicke und 2 Zoll
bis 5 Zoll Durchmesser geschnitten wird [24].

Die eigentliche Strukturierung geschieht in drei Teilschritten. Zuerst wird auf
dem Silizium eine Schutzschicht hergestellt. AnschlieBend wird diese mit einem
Photolack beschichtet und durch photolithographische Prozesse strukturiert.
AbschlieBend erfolgt die eigentliche Strukturierung durch Entfernen des Siliziums in

den Bereichen, die nicht von der Schutzschicht bedeckt sind.

Als Schutzschicht findet zumeist Siliziumnitrid Verwendung, da es stabil ist und
daher als Maske fiir das KOH-Atzen genutzt werden kann. Die Beschichtung erfolgt
durch chemical vapor deposition (CVD) nach folgender Gleichung:

3 SiCl,H, + 4 NH; = SizN4 + 6 HCI + 6 H,

Dabei wird der Siliziumwafer den gasformigen Chemikalien ausgesetzt, welche
an der Oberfliche reagieren. Durch erhohte Temperaturen kann die
Oberflachendiffusion der Reaktionsprodukte erhoht werden, was zu einer
gleichmédfBigeren Schichtbildung fiihrt. Schichtdicken {iber 700 nm reiflen auf Grund
der starken Oberflichenspannung. Enthilt die Schicht mehr Silizium, verringert sich
die Oberflichenspannung, und Schichtdicken bis 3 um konnen erreicht werden. Neben
Siliziumnitrid, Silizium oder Siliziumoxid konnen unter anderem auch Metalle direkt
auf den Wafer aufgebracht und strukturiert werden, um anschlieBend als
Mikroelektroden verwendet zu werden. Auf die Beschichtung mit Metallen wurde im

Kapitel 2.4.2 ndher eingegangen.

Die Strukturierung des Siliziums erfolgt durch Atzen. Dies kann, abhingig von
der geforderten Kanal-Geometrie, isotrop, anisotrop, vertikal oder entsprechend der
Kristallorientierung des Siliziums erfolgen, wie in Abb. 2-8 dargestellt. Dabei wird
zwischen dem nasschemischen und dem trockenchemischen Atzen unterschieden. Bei

44



2 Grundlagen und Theorie

dem nasschemischen Atzen werden saure oder basische Losungen verwendet. Die
haufig verwendeten Flusssdurelosungen (HF) oder Mischungen aus Flusssdure und
Salpetersdure (HNO;) entfernen das Material gleichermallen in vertikaler wie in
lateraler Richtung, auch unterhalb der Schutzschicht, was zu halbrunden Seitenwénden
filhrt. Diese isotropen Prozesse erlauben keine Kontrolle in lateraler Richtung und
fiihren dadurch zu schlechten Aspektverhédltnissen (Verhiltnis von Hohe zur Breite der
resultierenden Struktur).  Basische Losungen von Kaliumhydroxid (KOH) oder
Tetramethylammoniumhydroxid (TMAH) fiihren zu unterschiedlichen Atzraten in
vertikaler und lateraler Richtung (anisotropes Atzen), da das Material entlang der
Kristallebenen entfernt wird. Je nach Orientierung der Siliziumkristalle innerhalb des

Wafers konnen dadurch vertikale Seitenwidnde oder Winkel von 54,7° erhalten werden.

Isotrop Anisotrop Vertikal Orientierungs-
abhangig

Abb. 2-8: Schematische Darstellung der resultierenden Profile fiir verschiedene Arten des
Atzens.

Eine Moglichkeit zur besseren Kontrolle iiber das Entfernen des Materials in
lateraler Richtung bietet das trockenchemische Atzen, wodurch hdhere
Aspektverhéltnisse erreicht werden. Hierbei wird die reaktive Substanz nicht in einer
Losung, sondern in der Gasphase gebildet. In einem Plasma dissoziieren die hierfiir
verwendeten, zumeist fluor- oder chlorhaltigen Gase in reaktive, geladene Bestandteile,
welche durch ein elektrisches Feld auf die Substratoberflache beschleunigt werden. Ist
diese Beschleunigung besonders grof3, erfolgt dort, wo die Atome auf die Oberflidche
treffen, vorwiegend ein physikalisches Atzen, wobei das resultierende Atzprofil
anisotrop ist. Ist die Beschleunigung gering und erfolgt das Atzen hauptsichlich auf
Grund chemischer Reaktionen, entsteht ein isotropes Atzprofil. Erfolgt das Atzen

gleichermaBen durch chemische Reaktion als auch durch physikalisches Atzen, so ist
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die Atzrate am hochsten. Diese Variante wird als Reaktivionen-Atzen, reactive ion
etching (RIE) bezeichnet. Nachteilig beim trockenchemischen Atzen sind die im
Vergleich zum nasschemischen Atzen langsameren Atzraten und der hohe
instrumentelle Aufwand. Dafiir ist die Durchfiihrung sicherer und es entsteht eine

geringere Menge gefahrlicher Abfallstoffe.

Nach der Strukturierung des Siliziums und dem Entfernen des verbleibenden
Photolackes sowie der restlichen Schutzschicht kann der mikrostrukturierte

Siliziumchip verwendet werden.
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3 Lichtinduziertes Erwirmen an Graphitpartikeln

Um das im Kapitel | genannte Hauptziel dieser Arbeit, ein kontrolliertes
Erwédrmen kleiner Volumina von wenigen Femtolitern, zu erreichen, wurde die
Methode des lichtinduzierten Erwidrmens eingesetzt, welche im nachfolgenden
Kapitel 3.1 vorgestellt wird. Als absorbierende Strukturen wurden zuerst
Graphitpartikel verwendet. Jedoch sollten sie nicht als frei bewegliche Partikel
eingesetzt, sondern fixiert verwendet werden, damit sie nicht in die spéter verwendeten
Losungen mit lebenden Zellen oder kiinstlichen Zellsystemen aus Lipiden gelangen.
Die Fixierung dieser Graphitpartikel erfolgte innerhalb einer diinnen Schicht des
Elastomers PDMS. Die Beschreibung der Fixierung der verwendeten Graphitpartikel
und der Herstellung der verwendeten Mikrochips erfolgt im Kapitel 3.2.1.

Die eigentliche Erwédrmung erfolgte durch Absorption eines fokussierten
Laserstrahles an diesen Graphitpartikeln oder an mikrostrukturierten Materialien.
Gleichzeitig sollten die Effekte dieser Erwdrmung mittels Fluoreszenzmikroskopie
verfolgt werden konnen. Hierfir war eine Weitfeldausleuchtung mit dem
entsprechenden Anregungslicht notwendig. Daher wurde ein optischer Aufbau
entwickelt, welcher lichtinduziertes Erwdrmen und Fluoreszenzmikroskopie sowohl
simultan als auch getrennt voneinander ermoglicht. Der optische Aufbau zum
lichtinduzierten Erwdrmen wird im Kapitel 3.2.2 und die Bestimmung des

resultierenden Laserfokus im Kapitel 3.2.3 beschrieben.

Es galt zu untersuchen, ob trotz dieser Fixierung und der Verwendung eines
830 nm Diodenlasers mit einer Laserleistung von maximal 56 mW die gewiinschte
Erwdrmung erreicht werden kann. Hierzu erfolgten Untersuchungen in zwei
Versuchsschritten. Zuerst wurden die Folgen des Bestrahlens der Graphitpartikel mit
830 nm Laserlicht untersucht, wenn sich oberhalb der Graphit-PDMS-Schicht nur Luft
befand (Kapitel 3.3.1). Da fiir spitere Anwendungen besonders das Erwédrmen von
kleinen Fliissigkeitsmengen von Interesse war, wurde fiir den zweiten Versuchsschritt
eine oberhalb der Graphit-PDMS-Schicht befindliche Reaktionskammer mit Wasser
gefiillt und bestimmt, ob eine nachweisbare Erwdrmung erreicht wurde (Kapitel 3.3.2).

Eine Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse erfolgt in Kapitel 3.4.
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3 Lichtinduziertes Erwérmen an Graphitpartikeln

3.1 Das Prinzip der lichtinduzierten Erwirmung

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Methode zum lokalen Erwédrmen kleiner
Volumina, im folgenden als lichtinduzierte Erwidrmung bezeichnet, basiert auf der
Absorption von Laserlicht an Mikropartikeln oder an mikrostrukturierten Materialien,
den p-Heizplatten. In Abb. 3-1 ist schematisch der entwickelte Autbau zur

lichtinduzierten Erwdrmung dargestellt.

Wasser Erwdarmung durch

\ / Wirmeleitung
p-Heizplatten & Absorbtion

auf Glas des Laserlichtes

Mikroskopobjektiv

1 IR-Laserlicht (830 nm)

Abb. 3-1: Schematische Darstellung des Prinzips der lichtinduzierten Erwidrmung an
p-Heizplatten.  Ein durch das Objektiv eines Inversen-Lichtmikroskopes fokussierter
Laserstrahl wird an Mikropartikeln oder an p-Heizplatten absorbiert, welche diese Energie in
Form von Warme {iber Warmeleitung an ihre Umgebung abgeben.

Im Vergleich zur direkten Erwdrmung der Fliissigkeit oder zur Nutzung von frei
beweglichen, absorbierenden Partikeln haben p-Heizplatten einige Vorteile. Zum
Beispiel wird keine Kontamination mit Partikeln notwendig bei gleichzeitiger sehr guter
Kontrolle des zu erwdrmenden Bereiches und der rdumlichen Aufloésung, welche im
Wesentlichen von der GroBe der Mikrostrukturen bestimmt werden. Thr Nachteil liegt
in der etwas geringeren Flexibilitdt in der Wahl der zu erwdrmenden Bereiche. Da sie
jedoch sehr leicht auch in groBer Anzahl herstellbar sind, kdnnen sie in entsprechend
hoher Zahl innerhalb der Mikrostrukturen verteilt werden, so dass dennoch ein flexibles
Erwdrmen ermoglicht wird. Im Gegensatz zum Material der p-Heizplatten sollte das
umgebende Material das Laserlicht moglichst nicht absorbieren, um mdgliche
Wechselwirkungen zu minimieren. Durch die Wahl einer entsprechenden Wellenldnge
konnen diese Wechselwirkungen minimiert werden (siehe auch Kapitel 2.2.1), so dass
die Erwdrmung moglichst ausschlieBlich auf indirektem Weg erfolgt. Der zum

Erwédrmen verwendete 830 nm Laser wurde gewéhlt, da wissrige Losungen erwéarmt
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3 Lichtinduziertes Erwdrmen an Graphitpartikeln

werden sollten und Wasser 830 nm Licht kaum absorbiert, wie im Absorptionsspektrum
erkennbar (siche Abb. 3-2). Der Absorptionskoeffizient o ist mit 0,032 cm™ sehr gering
[146]. Somit sollte die Bestrahlung der Probe zu keiner merklichen Erwérmung fiihren.
Da letztlich lebende Zellen manipuliert werden sollen, gelten zudem die bereits im
Kapitel 2.2.2 vorgestellten Uberlegungen iiber mdogliche Wechselwirkungen des
Laserlichts mit den lebenden Zellen und die Folgen fiir die Zellaktivitdt. Neben der
Wahl einer optimalen Wellenldnge sind danach moglichst kurze Belichtungszeiten und

geringe Laserleistungen notwendig, um die Aktivitit der Zellen zu erhalten.
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Abb. 3-2: Abhéngigkeit der Absorption von der Wellenldnge fiir Wasser bei 22 °C nach Daten
von Lou et al. [146]. Fiir 830 nm ist der Absorptionskoeffizient o mit 0,032 cm™ sehr gering.

Im Gegensatz zum Wasser und zu den lebenden Zellen miissen die p-Heizplatten
Licht dieser Wellenldnge von 830 nm besonders gut absorbieren. Durch die Energie
des absorbierten Laserlichts erfolgt eine Erwdrmung der absorbierenden Struktur, so
dass sie wie eine Heizplatte wirkt. Durch Wiarmeleitung erfolgt eine Erwérmung der
Umgebung der p-Heizplatte und somit auch eine Erwdrmung der umgebenden
Flissigkeit. Die Wéarmeabfuhr an die kéltere Umgebung der p-Heizplatte sollte

schlieBlich zu einem stationdren Temperaturprofil fiihren.

An die Materialien der p-Heizplatten werden gleichzeitig verschiedenste
Anspriiche gestellt. Die wichtigste Voraussetzung ist die Absorption von 830 nm

Laserlicht und einer daraus resultierenden Erwdrmung. Weiterhin sollten sich die
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3 Lichtinduziertes Erwérmen an Graphitpartikeln

Materialien unter den Bedingungen in den Mikrostrukturen und durch das
lichtinduzierte Erwérmen nicht verdndern, so dass ihre Heizwirkung konstant bleibt.
Um lebende Zellen manipulieren zu kdnnen, sollten sie biokompatibel sein. Fiir eine
leichte Handhabung der resultierenden Mikrosysteme mit den lebenden Zellen sollten
die p-Heizplatten zudem sterilisierbar sein, mdglichst durch Autoklavieren. Eine sehr
wichtige Voraussetzung fiir eine reproduzierbare FErwidrmung ist eine gute
Strukturierbarkeit der verwendeten Materialien. Die Moglichkeit zur Herstellung
moglichst kleiner Strukturen ist notwendig, da deren GroBe im Wesentlichen den

erwidrmten Bereich bestimmt.

Graphitpartikel absorbieren Licht unter Erwdrmung [135] und sind relativ stabil
gegeniiber chemischen Einfliissen [140]. Somit sollten fixierte Graphitpartikel den
Anforderungen zum lichtinduzierten Erwdrmen entsprechen, weshalb sie als erstes

Testmaterial gewahlt wurden.

3.2 Material und Methoden

In diesem Kapitel wird zuerst die Fixierung der Graphitpartikel und die
Herstellung der zum lichtinduzierten Erwidrmen verwendeten Mikrochips vorgestellt.
AnschlieBend wird der fiir alle Versuche verwendete optische Aufbau erldutert. Zuletzt
wird die Bestimmung des aus dem optischen Aufbau resultierenden Laserradius

beschrieben.

3.2.1 Fixierung der Graphit-Mikropartikel und Herstellung der Mikrochips

Da die Moglichkeit der Erwdrmung von Graphitpartikeln durch Bestrahlen mit
Licht bekannt ist [135], sollte untersucht werden, ob Graphitpartikel auch zum
lichtinduzierten Erwédrmen kleiner Bereiche von wenigen Mikrometern verwendet
werden konnen. Um zu verhindern, dass die Partikel in die spdter verwendeten
Losungen mit lebenden Zellen oder kiinstlichen Zellsystemen aus Lipiden gelangen,

mussten die Partikel fixiert werden.
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3 Lichtinduziertes Erwdrmen an Graphitpartikeln

Zuerst wurde eine Suspension von Graphitpartikel (Partikeldurchmesser von
2 um, Reinheit: 99,5 %, Fluka) in Poly(dimethyl)siloxan (PDMS, Sylgard 184, Dow
Corning) hergestellt. Hierzu wurde die Basislosung mit der Vernetzungslosung im
Verhiltnis 10:1 gemischt und mit Graphitpartikeln versetzt. Diese Mischung wurde
30 min lang entgast, bevor sie mit einer selbstgebauten Lackschleuder auf ein 150 pm
dickes Deckglas (Ménzel Gliser) aufgebracht wurde. Dazu wurde ein Tropfen der
Suspension auf das Deckglas gegeben und anschlieend die Lackschleuder fiir 10 s bei
1.900 U'min™ und fiir 30 s bei 2.950 U'min™ betrieben, um eine PDMS-Graphitpartikel-
Schicht von 10 pum bis 15 um zu erhalten (Abb.3-3). Diese Schicht wurde
anschlieend zum Aushirten fiir mindestens 30 min bei 60 °C auf einer Heizplatte

erwarmt.

-
»
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Abb. 3-3: Graphitpartikel (2 pm) in einer 15 pum dicken Schicht PDMS. (Der Abstand zwischen
den Strichen unten links entspricht 10 pm.)

Die Versuche des Erwirmens an Graphitpartikeln in Kontakt mit Luft
(Kapitel 3.3.1) erfolgten mit diesen Graphit-PDMS-Schichten auf Deckgldsern. Zur
Bestimmung der Hohe der Graphit-PDMS-Schicht und zur Untersuchung der Folgen
des lichtinduzierten Erwdrmens an dieser Schicht wurde ein Weilllicht-Interferometer

(ZYGO New View 5000 System) genutzt.

Fir die Versuche zum Erwidrmen von Wasser im Kapitel 3.3.2 wurden
Reaktionskammern oberhalb der Graphitpartikel bendtigt. Dazu wurden Mikrochips
aus Glas und einem Rahmen aus PDMS verwendet (siche Abb. 3-4 B). Die PDMS-
Rahmen wurden in einer im Haus angefertigten Aluminiumform gegossen (siche
Abb. 3-4 A). Durch diese entstand ein Rahmen fiir acht Reaktionskammern aus PDMS,
wovon jede etwa 120 uL fasste (Breite: 5 mm, Linge: 6 mm, Hohe: 4 mm). Zur
Herstellung der PDMS-Rahmen wurde die Aluminiumform mit frischer, entgaster

PDMS-Losung, Mischungsverhéltnis 10:1, befiillt. AnschlieBend erfolgte fiir 3 h das
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3 Lichtinduziertes Erwdrmen an Graphitpartikeln

Aushédrten auf einer Heizplatte bei 60 °C. Durch Zerschneiden der ausgehirteten
PDMS-Rahmen konnten auch Rahmen fiir Mikrochips mit jeweils nur zwei oder vier

statt der acht Reaktionskammern hergestellt werden.

A B

Abb. 3-4: Herstellung der Mikrochips aus einem PDMS-Rahmen auf einem Deckglas mit
Mikrostrukturen: (A) GuBform aus Aluminium fiir die PDMS-Rahmen. (B) Resultierender
Mikrochip mit PDMS-Rahmen fiir acht Reaktionskammern von 5 mm x 6 mm x 4 mm Grdéf3e.

Der PDMS-Rahmen und das Glas mit der Graphit-PDMS-Schicht wurden
anschlieBend in einem selbstgebauten Plasma-Reiniger fiir 4 min aktiviert und
anschlieBend aufeinander gepresst, um sie permanent zu verbinden. Eine Verbesserung
der Bindung wurde erreicht, indem fiir mehrere Stunden ein Gewicht von 150 g auf dem

Rahmen gelagert wurde.

3.2.2 Optischer Aufbau

Der vereinfachte optische Strahlengang zum lichtinduzierten Erwdrmen bei
gleichzeitiger Weitfeldausleuchtung mit einer Quecksilberdampflampe ist in Abb. 3-5
dargestellt. Ein kontinuierlicher Diodenlaser (DC 70 32, Sanyo) mit /., = 100 mW und
einer Wellenldnge von 830 nm wurde mittels eines Kontrollers (pro 800, Profile)
permanent mit einen Strom /i, deutlich unterhalb der Laserschwelle /5 betrieben
(liee=10mA, I;5=35mA). Durch einen Signalgeber (HM 8130, HAMEG
Instruments) wurde ein zweites Signal generiert, durch welches die Laserschwelle
iiberschritten und somit der Laser an- und ausgeschaltet wurde. Uber dieses Signal
wurden die Bestrahlungsdauer und die Laserleistung, zwischen 5 mW und 56 mW,

bestimmt.
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3 Lichtinduziertes Erwdrmen an Graphitpartikeln

Mit Hilfe zweier Aluminiumspiegel wurde der kollimierte Laserstrahl von der
Riickseite in ein modifiziertes inverses Mikroskop (Olympus IX 71) eingekoppelt. Die
innerhalb des Mikroskops befindliche Optik weitete eingehendes Licht zur
Weitfeldausleuchtung auf. Um diese Aufweitung des eingehenden Laserlichts
auszugleichen, wurde der Laserstrahl mit Hilfe einer Linse mit einer Brennweite /* von
100 mm (BK7 Plano-Convex-Lens, Thorlabs GmbH, Dachau) auf diese
Mikroskopoptik fokussiert. Durch das Einkoppeln des Laserstrahles von der Riickseite
konnte dieser durch einen dichroitischen Spiegel (725dcSPXR, AHF Analysetechnik,
Tiibingen, Deutschland) mit dem Licht der am Mikroskop befindlichen
Quecksilberdampflampe iiberlagert werden. Hierdurch wurde ein lichtinduziertes
Erwdrmen bei gleichzeitiger Untersuchung durch Fluoreszenzmikroskopie ermdglicht.
Der Strahlengang auflerhalb des Mikroskops betrug 2,5 m. Ein zweiter dichroitischer
Spiegel (z488/800-1064rdc, AHF) reflektierte das Laserlicht in das Immersionsobjektiv
des Mikroskops (UPlanApo 60x/1.20W, Olympus).

| ] Objekt (u-Heizplatten auf Glas)
Diodenlaser
Mikroskop-Objektiv (830 nm)
Mikroskop
Mikroskop- Dichroitischer Quecksilber-
Optik Spiegel H dampflampe
Dichroitischer IR blockender Filter
Spiegel Neutral-Dichte-Filter
[ 1Bandpassfilter Bandpassfilter
(500-550 nm) (450-490 nm)
IR-blockender
Filter
[ JLinse (f= 100 mm)
EMCCD Kamera Aluminiumspiegel

Abb. 3-5: Vereinfachte Darstellung des Strahlenganges zum lichtinduzierten Erwdrmen und fiir
simultane Untersuchung mittels Fluoreszenzmikroskopie.
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Die Laserleistung wurde durch Entfernen des Mikroskop-Objektivs direkt vor
dem Eintritt in das Objektiv mit Hilfe eines Laserleistungsmessgerites (Fieldmaster CT
87, Sensor: LM-2 VIS, Coherent, Dieburg, Deutschland) bestimmt. Da die
Transmission des verwendeten Objektivs bei der Wellenldnge des Lasers von 830 nm
vom Hersteller mit etwa 55 % angegeben wurde, betrug die effektive Laserleistung am

absorbierenden Material nur 55 % der angegebenen Werte.

Das Anregungslicht fiir die Fluoreszenzmikroskopie stammte von einer 100 W
Quecksilberdampflampe (Olympus). Dieses Licht passierte zuerst einen Neutral-
Dichte-Filter mit einer optischen Dichte von 0,6 (Thorlabs), um die Intensitit zu
verringern und damit ein Bleichen von Fluoreszenzfarbstoffen, also den Zerfall auf
Grund zu starker Anregung, zu reduzieren. Ein nachfolgender Wérmeschutzfilter (IR-
blockend, KG1, AHF) blockte das infrarote Licht der Quecksilberdampflampe, um eine
Erwédrmung der Probe zu vermeiden. Im Anschluss folgte ein Filtersatz, bestehend aus
einem Anregungsfilter, einem dichroitischem Spiegel und einem Filter fiir das von der
Probe emittierte Licht, wodurch die Fluoreszenzmikroskopie ermoglicht wurde. Die

Transmissionsspektren dieser Filter sind in Abb. 3-6 dargestellt.

100 T : —

60 | :
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Transmission [%]
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Wellenlange [nm]

Abb. 3-6: Transmissionsspektrum des Filtersatzes zur Fluoreszenzmikroskopie unter
gleichzeitiger Nutzung des 830 nm Lasers: Anregungsfilter - blaue Linie, dichroischer Spiegel -
schwarze Linie, Emitter - griine Linie [147].
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Der Anregungsfilter, oder auch exciter genannt (HQ 470/40, AHF), hatte eine
70%ige bis 80%ige Transparenz fiir Licht der Wellenldngen von 450 nm bis 490 nm.
Der nachfolgende erste dichroitische Filter, welcher das Laserlicht mit dem Licht dieser
Quecksilberdampflampe {iberlagerte, war fiir diesen eben genannten, blauen
Wellenldngenbereich durchlissig. Deshalb ist das Spektrum dieses Filters nicht mit in
Abb. 3-6 dargestellt. Danach folgte der zweite dichroitische Spiegel, welcher das Licht
der Quecksilberdampflampe und des Lasers in das Mikroskop-Objektiv reflektierte.
Das von der Probe emittierte Licht wurde iiber das gleiche Objektiv durch einen
weiteren, das Streulicht blockenden Filter, den Emitter (HQ 525/50, AHF), geleitet.
AbschlieBend folgte zur zusitzlichen Sicherheit fiir die Kamera bzw. die Augen des
Beobachters ein Wéarmeschutzfilter (IR-blockend, Thorlabs), um Streulicht, vor allem

von dem Diodenlaser, zu reduzieren.

Alle Aufnahmen der Proben unter dem Mikroskop erfolgten durch eine EMCCD
Kamera (iXon DV887, Andor Technology). Als Belichtungszeit wurde fiir alle
Aufnahmen 0,2 s gewihlt. Bilderserien entstanden mit 0,3 s Zeitdifferenz zwischen den

einzelnen Aufnahmen.

3.2.3 Bestimmung des Laserfokus und dessen Form

Der Strahl eines kontinuierlichen Diodenlasers mit 830 nm Wellenldnge wurde,
wie im Kapitel 3.2.2 beschrieben, mittels Immersionsobjektiv fokussiert. Im Fokus ist
der Strahlenradius » minimal (siche Abb. 2-3 B). Im Folgenden werden
Untersuchungen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein gezeigt, mit denen die Form

und der Radius r¢ des Laserstrahls im Fokus bestimmt wurden.

Hierzu wurden 0,3 mL einer Fluorescein-Losung mit einer Konzentration von
1 mmol-L™" auf ein Deckglas (Ménzel Gliser) gegeben und kontinuierlich mit Laserlicht

angeregt.

Abb. 3-7 zeigt den Laserstrahl im Fokus, wie er durch Zweiphotonenanregung des
Fluoreszenzfarbstoffes sichtbar wurde. Die Profile in x- und in y-Richtung waren

gleich. Deshalb wurde von einem kreisformigen Fokus ausgegangen.
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Abb. 3-7: Fluoreszenzaufnahme und daraus ermitteltes Profil des Laserspots in x- und in
y-Richtung, sichtbar durch Zweiphotonenanregung des Fluoreszenzfarbstoffes Fluorescein bei
56 mW Laserleistung.

Um den Radius des Laserstrahls im Fokus abzuschitzen, wurde eine

Gaullfunktion an die gemessene Verteilung der Fluoreszenzintensitét angepasst:

XZ

2=

A —
X)=————-e @ Gl 3-1
) w-NT/2

y(x) : Lokale Intensitdt in Abhéngigkeit vom Abstand x vom Maximum [b.E.];
A : Vorfaktor [b.E.]; w : Breite [m]; z: Ludolfsche Zahl [~3,14159]; x : Abstand
vom Maximum bzw. Mittelpunkt der Funktion [m].

Die gemessene Fluoreszenzintensitdt ist die Folge einer Zweiphotonenanregung,
wobei die Anzahl absorbierter Photonen proportional zum Quadrat der
Anregungsintensitét ist. Fiir die Intensititsverteilung des zur Anregung verwendeten

Laserlichts ergibt sich nach GI. 2-10 und GI. 2-11 im Fokus (z = 0, a entspricht x):

P

[(x) — IO . e }’02 Gl- 3'2
I(x) : Lokale Intensitit im Fokus (z=0) in Abhédngigkeit von Abstand x vom

Strahlmittelpunkt [W-m™]; /, : Maximale Intensitit im Fokus [W-m™]; x : Abstand
vom Strahlmittelpunkt in transversaler Richtung [m]; 7, : Strahlradius im Fokus [m].

Das Quadrat dieser Anregungsintensitit fiithrt zur Fluoreszenzintensitit aus

Gl. 3-1, so dass gelten muss:
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x? x? x?

Li)=aIx)}=al,-e " I-e " =all-e " Gl 3-3

Iy(x) : Fluoreszenzintensitit im Fokus in Abhéngigkeit vom Abstand x vom
Strahlmittelpunkt [W-m™]; o : Vorfaktor [m*>*W™']; I(x) : Lokale Intensitit im Fokus
(z=0) in Abhingigkeit von Abstand x vom Strahlmittelpunkt [W-m?™];
I, : Maximale Intensitit im Fokus [W-m™]; x : Abstand vom Strahlmittelpunkt bzw.
Maximum oder Mittelpunkt der Funktion [m]; ) : Strahlradius im Fokus [m].

Da das Quadrat der Anregungsintensitit ebenfalls einer GauBverteilung

entspricht, ist ein Vergleich der Gl. 3-1 und GI. 3-3 zuléssig. Aus diesem Vergleich

folgt:
X2 X2
4 =2 = =2 Gl 3-4
7y @

x : Abstand vom Strahlmittelpunkt bzw. Maximum oder Mittelpunkt der Funktion
[m]; ro : Strahlradius im Fokus [m]; w : Breite [m].

Die Anpassung der gemessenen Fluoreszenzintensititen an die GauBfunktion
(GL. 3-1) ergab ein w von 1,9 pm, so dass der Strahlradius nach GI. 3-4 ry=2,8 um
betrug.

Wie in Abb. 3-7 erkennbar, ist die Anpassung an eine GauBfunktion nur eine
Naherung. Das Maximum und die Verbreiterung an den Flanken der Verteilung wurden
nicht erfasst. Die Abweichungen der gemessenen Intensitétsverteilung vom GauBprofil

wurden hervorgerufen, da der Diodenlaser kein ideales GauB3profil lieferte.

Bei dieser Messung der Fluoreszenzintensitét zur Bestimmung des Laserradius
erfolgte keine Auflésung in der z-Achse, entlang des Laserstrahls in longitudinaler
Richtung. Die Fluoreszenzanregung erfolgt iiberall entlang des Laserstrahls. Wie in
Abb. 2-3 dargestellt, ist der Radius des Laserstrahls aber vor und nach dem Fokus
groBer. Die Detektion erfolgt hauptsichlich in der Fokusebene, aber die Fluoreszenz in
angrenzenden Bereichen wird ebenfalls detektiert, was zu einem etwas gréferen
bestimmten Radius fithrt. Somit ist der bestimmte Wert fiir den Radius eine
Abschitzung, welche aber dem tatsdchlichen Wert recht nahe kommen sollte. Der
Strahlradius im Fokus » im verwendeten optischen Aufbau wurde anhand dieser

Uberlegungen und der Beobachtungen auf » = 2,5 pm abgeschiitzt.
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3.3 Ergebnisse des lichtinduzierten Erwarmens an Graphitpartikeln

Ziel dieser Versuche war der Nachweis einer lichtinduzierten Erwirmung an
fixierten Graphitpartikeln unter Verwendung eines 830 nm Diodenlasers mit einer
Laserleistung von maximal 56 mW. Hierzu wurde zuerst betrachtet, welche Folgen ein
Bestrahlen der Partikel mit 830 nm Laserlicht hatte, wenn sich oberhalb der zum
Fixieren genutzten PDMS-Schicht nur Luft befand. Anschlieend wurde untersucht, ob
auf der Graphit-PDMS-Schicht befindliches Wasser erwdrmt werden konnte.

3.3.1 Lichtinduziertes Erwirmen von fixierten Graphitpartikeln

Wenn ein Graphitpartikel in der PDMS-Schicht vom kontinuierlichen, auf 5 pm
Durchmesser fokussierten Laserstrahl mit 56 mW eingestellter Laserleistung getroffen
wurde, war ein deutliches Aufblitzen am Graphit erkennbar. Um das Graphit herum
entstanden Krater im PDMS. Abb. 3-8 zeigt eine WeiBlicht-Interferometer-Aufnahme
dreier Graphitpartikel nach dem Bestrahlen fiir 5s sowie drei verschiedene

Tiefenprofile solcher Krater.

o
A
)
o8
:

Hohe [um]

0 5 10 15 20 25
Abstand [pm]

Abb. 3-8: Links: Aufnahme von Kratern mit einem Weilllicht-Interferometer, entstanden durch
lichtinduziertes Erwirmen an Graphitpartikeln in einer PDMS-Schicht mit 56 mW
Laserleistung fiir 5s. (Durchmesser des Laserstrahls: 5 um.) Rechts: Drei verschiedene
Tiefenprofile solcher Krater — sie variieren deutlich in ihrer Form bei vergleichbarer Breite und
Tiefe.

Die durch die Erwdrmung entstandenen Krater waren etwa 8 um breit und 8§ pm
tief. Trotz vergleichbarer Ausmal3e in Breite und Tiefe variierte ihre Form im Einzelfall

stark. Griinde hierfiir waren die stark variierende PartikelgroBe (siche auch Abb. 3-3),
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da mehrere Partikel akkumulierten, und die Verteilung innerhalb der im Vergleich zur

Partikelgrofle dicken Polymerschicht.

Mit Hilfe des Lasers konnten nicht nur einzelne Krater bzw. Locher, sondern auch
gezielt Linien, Strukturen und ganze Schriftziige in die PDMS-Schicht gebrannt
werden, wie in Abb. 3-9 gezeigt. Dazu wurde iiber die Hohe des Mikroskoptisches die
optische Ebene so eingestellt, dass beim Bestrahlen eines Graphitpartikels ein
permanenter Lichtpunkt erkennbar war. Dabei bewegte sich das Graphitpartikel
innerhalb einer Zeit von weniger als drei Sekunden durch das PDMS auf die
Glasoberfliche, wo der Lichtpunkt stabil blieb. Das Graphitpartikel wurde dort durch
die Streukrifte des Laserlichts, wie in Kapitel 2.2.1 erldutert, im Fokus des Lasers
festgehalten. AnschlieBendes Verschieben des Mikroskoptisches und des Mikrochips
filhrte dazu, dass im PDMS Linien entstanden. Der Bewegungsradius eines solchen
Partikels war auf einige Mikrometer begrenzt, bis es sich nicht mehr bewegen lie8. Zur
Erzeugung einer Linie war daher die Verwendung von mehreren Partikeln nacheinander

notwendig.

Abb. 3-9: Beispiele fiir Schreiben in PDMS-Graphit-Schichten durch lichtinduziertes Erwarmen
mit 56 mW Laserleistung. (Durchmesser des Laserstrahls: 5 um.)

Um zu untersuchen, ob derartige Strukturen auch als Kanalsysteme genutzt
werden konnen, wurde eine etwas dickere Graphit-PDMS- Schicht, von 120 um Héhe,
hergestellt und auf ein Deckglas gelegt. Mit kontinuierlich eingestellter Laserleistung
von 56 mW wurden mehrere, sich iiberkreuzende Kanile hergestellt. Da der Laser
durch das Glas auf das PDMS mit dem Graphit trifft, befanden sich die Kanile direkt
iiber dem Glas im PDMS, auf der Unterseite der Graphit-PDMS-Schicht. Nach dem
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3 Lichtinduziertes Erwérmen an Graphitpartikeln

Bestrahlen mit dem Laser wurde das PDMS abgenommen und mit der Unterseite nach
oben auf ein neues Glaspléttchen gelegt, so dass sich die Kanile auf der Oberseite des
PDMS befanden. Aufnahmen des Weilllicht-Interferometers dieser Kanile im PDMS
zeigt Abb. 3-10.
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Abb. 3-10: Weillicht-Interferometer-Aufnahmen von Strukturen in PDMS-Graphit-Schichten,
erzeugt durch lichtinduziertes Erwédrmen mit 56 mW Laserleistung. (Durchmesser des
Laserstrahls: 5 um.) Links und unten: Gerader Kanal mit einer Breite von 10 pm bis 20 pm und
einer stark variierenden Tiefe von 0 um bis 8 pm. Rechts: Sich iiberkreuzende Kanile, die noch
teilweise von einer diinnen PDMS-Schicht iberdeckt sind, welche sich nach auflen wolbt.

Die resultierenden Kanidle wiesen eine grofe Rauigkeit auf. Die steilen
Seitenwdnde der Kanile konnten mit dem WeiBlicht-Interferometer nicht aufgeldst
werden, so dass die entsprechenden Profile unterbrochen waren (sieche Abb. 3-10 unten
links). Die Breite der Kanile variierte zwischen 10 um und 30 um. Die Tiefe der
Kanéle variierte ebenfalls sehr stark. Im Durchschnitt betrug sie 6 pm. An den Stellen,
wo der Bewegungsradius eines Partikels endete, war der Kanal unterbrochen (Tiefe von
0 um). Die maximale Tiefe der Kanéle betrug 8 um. In einigen Féllen kam es bei der
Erzeugung der Kanidle durch die starke Erwdrmung zur Ausdehnung von Gasen,
wodurch das PDMS an den Kanalwidnden nach auBlen gewdlbt wurde, wie im rechten
oberen Bild in Abb. 3-10 erkennbar. Diese Auswolbungen konnten eine Hohe von bis
zu 8 um auf der PDMS-Schicht erreichen. Sie entstanden dadurch, dass iiber dem

Kanal eine dinne PDMS-Schicht bestehen blieb und die sich beim FErwirmen
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3 Lichtinduziertes Erwdrmen an Graphitpartikeln

ausdehnenden Gase nicht durch Offnungen im Kanal oder Poren im PDMS entweichen

konnten.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass durch die starke Erwdrmung durch
Absorption von Laserlicht an Graphitpartikeln Graphit-PDMS-Schichten strukturiert
werden konnten. Auf Grund der unregelmifBigen Form und GroBe der Graphitpartikel
und ihrer unregelmdBigen Verteilung innerhalb der PDMS-Schicht waren die
resultierenden Kanalstrukturen nicht sehr gleichméBig in ihrer Breite und Tiefe, und die
Kanalwinde wiesen eine grofle Rauigkeit auf. Durch die Verwendung von Partikeln
einheitlicher GroBe und bei einer gleichméBigeren Verteilung sollten gleichmiBigere
Strukturen mit einheitlichen Ausdehnungen herstellbar sein. Es ist sogar die
Herstellung von 3D Strukturen vorstellbar. Dazu miisste der Laserstrahl als optische
Falle dienen, was ein besseres Strahlprofil und eine stdrkere Fokussierung als im
verwendeten optischen Aufbau voraussetzt. Dadurch kdnnten Graphitpartikel in alle
drei Dimensionen bewegt werden, so dass auch Kanile in anderen Ebenen als direkt an

der Glasoberfldche hergestellt werden konnten.

3.3.2 Lichtinduziertes Erwiarmen von Wasser an fixierten Graphitpartikeln

Im Folgenden werden Untersuchungen gezeigt, inwieweit die im Kapitel 3.3.1
beschriebene Erwdrmung auch zum Erwérmen von Wasser genutzt werden kann. Dies
war von besonderem Interesse, da die spiteren Versuche mit lebenden Zellen und

Lipiden in mit wéssrigen Losungen gefiillten Reaktionskammern erfolgen sollten.

@ Position des Laserstrahls

Abb. 3-11: Blasenbildung in einer mit Wasser gefiillten Reaktionskammer aus Glas und PDMS
durch lichtinduziertes Erwdrmen an Graphitpartikeln (A) vor und (B) nach dem Bestrahlen mit
dem Laser fir 10 s mit 14 mW eingestellter Laserleistung. (Durchmesser des Laserstrahls:
5um.) (C) nach Entleeren und Fiillen mit frischem Wasser — kein Schaden im PDMS
erkennbar. (Der Abstand zwischen den Strichen unten links entspricht 10 pm.)
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3 Lichtinduziertes Erwdrmen an Graphitpartikeln

Dazu wurde eine Reaktionskammer des Glas-PDMS Mikrochips mit 100 pL
Wasser gefiillt und so auf dem Mikroskoptisch platziert, dass die Mitte des Laserstrahls
ein Graphitpartikel traf (Abb. 3-11 A). Sobald der Laser angeschaltet wurde (Leistung
von 14 mW), war eine deutliche Blasenbildung im Wasser rund um das Partikel
erkennbar (Abb. 3-11 B). Wasser absorbiert, wie bereits im Kapitel 3.1 erldutert, das
verwendete Laserlicht kaum, daher sollte ein Erhitzen durch das Laserlicht ohne ein
Graphitpartikel nicht méglich sein. Erwartungsgemd3 wurde keine Blasenbildung

beobachtet, wenn das fokussierte Laserlicht nicht auf ein Graphitpartikel traf.

S ke [
@ Position des Laserstrahls

Abb. 3-12: Blasenbildung in einer mit Wasser gefiillten Reaktionskammer aus Glas und PDMS
durch lichtinduziertes Erwdrmen an Graphitpartikeln unterschiedlicher GroBe. (A), (C) und (E):
Graphitpartikel vor, (B), (D) und (F) nach dem Bestrahlen mit dem Laser flir 1 s mit 14 mW.
(Durchmesser des Laserstrahls: 5 pum.) Im Fall (D) wurde der Graphitpartikel durch die starke
Erwarmung entfernt. (Der Abstand zwischen den Strichen unten links entspricht 10 um.)

Die Blasenbildung im Wasser an den Graphitpartikeln deutet auf eine starke
Temperaturerhohung der Graphitpartikel hin. Die Ursache der Blasenbildung ist die
Verdunstung des Wassers, wenn die Oberfldche der Partikel Temperaturen oberhalb der
Siedetemperatur (100 °C) erreichte [148]. Die Blasenbildung war nur um das
Graphitpartikel herum und nicht dariiber erkennbar, da dies der optischen Ebene
entsprach.  Zusitzlich verdeckte das undurchsichtige Partikel dariiber befindliche
Blasen. Diese Blasen waren sehr stabil und blieben nach dem Bestrahlen noch

mindestens 10 min erhalten. Wurde das Wasser entfernt und die Reaktionskammer
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3 Lichtinduziertes Erwdrmen an Graphitpartikeln

erneut mit 100 uL Wasser gefiillt, waren keine Verdnderungen innerhalb der PDMS-
Schicht um das Graphitpartikel herum erkennbar (Abb. 3-11 C).

Da die Temperaturerh6hung direkt von der vom Partikel absorbierten Energie
abhingt, ist sie auch direkt von der Laserleistung und der PartikelgroBBe abhéngig. Der
Laserstrahl hatte in der Fokusebene einen Durchmesser von 5 um. Wie zu erwarten,
fiilhrte ein Bestrahlen von Partikeln, die kleiner als der Laserstrahl waren, zu einem
weniger effizienten Erwdrmen (Abb. 3-12 A-B) als das Bestrahlen von Partikeln,
welche die gleiche GroBe wie der Laserstrahl hatten (Abb. 3-12 C-D). Ist ein
Graphitpartikel grofer als der Laserstrahl, wird durch die Warmeleitung innerhalb des
Partikels eine groBere Fliche erwédrmt, so dass ein groBeres Volumen an Wasser
erwdarmt werden kann. Bei gleicher Laserleistung flihrte ein groferes Graphitpartikel zu

deutlich stirkerer Blasenbildung (Abb. 3-12 E-F).

3.4 Zusammenfassung

Die Erwdrmung von Graphitpartikeln durch absorbiertes Laserlicht konnte
eindeutig bestitigt werden. Sowohl bei der direkten Bestrahlung an Luft als auch bei
Kontakt der Graphitpartikel mit Wasser waren deutliche Folgen in Form von Kratern
und eingebrannten Strukturen oder Blasenbildung erkennbar. Hingegen wurde keine

Erwdrmung durch den Laser ohne die Graphitpartikel festgestellt.

Die Graphitpartikel sind eindeutig zum Erwidrmen sehr kleiner Volumina
geeignet. Die Blasenbildung an den Graphitpartikeln belegt, dass an ihrer Oberflache
Temperaturen von iiber 100 °C erreicht werden konnen. Durch die unregelméfige
Form und GroBe der Graphitpartikel und ihrer unregelméifBigen Verteilung innerhalb der
PDMS-Schicht war eine kontrollierte Erwdrmung jedoch nicht moglich.

Eine gezielte Strukturierung der Graphit-PDMS-Schicht an Luft durch die
laserinduzierte Erwdrmung der Graphitpartikel konnte ebenfalls gezeigt werden.
Jedoch konnten keine gleichmédBigen Strukturen, wie sie fiir Mikrokandle notwendig
wiren, hergestellt werden. Der Grund hierfiir war wiederum die unregelmiflige Form
und GroBe der Graphitpartikel und die unregelmiBige Verteilung innerhalb der PDMS-
Schicht.
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Aufbauend auf diesen Versuchen wurden deshalb durch photolithographische
Prozesse genau definierte Mikrostrukturen aus Kohlenstoff und Gold hergestellt und
hinsichtlich ihrer Heizwirkung untersucht. Die Ergebnisse werden im folgenden

Kapitel 4 vorgestellt.
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4 Lichtinduzierte Erwirmung an p-Heizplatten

Die im vorherigen Kapitel 3 vorgestellten Graphitpartikel erlaubten auf Grund
ihrer sehr unregelmédfBigen Form und Gréfe und ihrer unregelmédBigen Verteilung
innerhalb der PDMS-Schicht kein reproduzierbares Erwiarmen kleiner Volumina. Um
reproduzierbare Bedingungen zu erhalten, wurden durch photolithographische Prozesse
genau definierte p-Arrays absorbierender Materialien hergestellt. Diese so genannten
u-Heizplatten sollten eine Einstellung einer gewliinschten Temperatur durch
lichtinduziertes Erwédrmen ermdglichen. Um dies nachzuweisen, miissen die
Temperaturdnderungen innerhalb von Bereichen von wenigen Mikrometern bestimmt

und verglichen werden.

Deshalb werden im nachfolgenden Kapitel 4.1 zuerst Mdoglichkeiten zur
Temperaturmessung innerhalb von Mikrostrukturen vorgestellt. Die im Rahmen dieser
Arbeit verwendeten Methoden der Fluoreszenzthermometrie (Kapitel 4.1.1) und des
Schmelzens doppelstringiger DNA (Kapitel 4.1.2) werden in diesem Zusammenhang
ndher betrachtet. Im Kapitel 4.2 wird die Herstellung der strukturierten p-Heizplatten
aus Kohlenstoff und Gold sowie der verwendeten Mikrochips erldutert. Anschlieend
werden die Versuche und Ergebnisse zum Nachweis der Temperaturerhohung durch das
von den p-Heizplatten absorbierte Laserlicht mittels Fluoreszenzthermometrie
(Kapitel 4.3) und durch das Schmelzen von doppelstringiger DNA (Kapitel 4.4)

vorgestellt.

4.1 Moglichkeiten der Temperaturmessung kleiner Volumina

Fiir makroskopische Temperaturmessungen werden fiir gewohnlich Thermometer
oder Thermoelemente eingesetzt. Thre Anwendbarkeit in Mikrostrukturen ist jedoch auf
Grund ihrer Grofe, aber auch wegen einer moglichen Stérung von
Stromungseigenschaften dynamischer Systeme und wegen ihrer Beeinflussung durch
vorhandene elektrische oder elektromagnetische Felder, sehr begrenzt. Deshalb wurden
verschiedene optische Methoden der Temperaturmessung, basierend auf der Absorption
des sichtbaren oder ultravioletten Lichts, sowie der Infrarot-, Raman- oder Fluoreszenz-

Spektroskopie, entwickelt [149]. So ist zum Beispiel eine direkte und lokale
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Temperaturmessung von Geweben iiber die temperaturabhinge Anderung der
Absorption der 1200 nm Absorptionsbande des im Gewebe befindlichen Wassers
moglich [150]. Allerdings ist der instrumentelle Aufwand recht hoch und die Methode

ist nicht sehr schnell (ein Spektrum ben6tigt 2-5 min).

Eine bevorzugte Methode der Temperaturmessung in Mikrostrukturen ist die
Fluoreszenz-Thermometrie.  Thre Vorteile liegen in der sehr guten rdumlichen
Auflosung, resultierend aus der geringen Grofe der fluoreszenten Molekiile, und in der
groBen Geschwindigkeit der Fluoreszenz von typischer Weise etwa 10ns [151],
wodurch eine sehr schnelle Messung moglich ist. Zudem ist es eine zerstorungsfreie
Methode, welche bei Verwendung nichttoxischer Fluorophore keine Nebenwirkung fiir
lebendes Gewebe hat. Die Grundlagen und einige Anwendungen dieser Methode,
welche auch im Rahmen dieser Arbeit angewandt wurde, werden im folgenden

Kapitel 4.1.1 vorgestellt.

4.1.1 Fluoreszenz-Thermometrie

Fluoreszenz ist die spontane Emission von Licht beim Ubergang eines
elektronisch angeregten Systems in einen Zustand niedrigerer Energie, die nur so lange
auftritt, wie die fluoreszierenden Molekiile durch Lichtabsorption angeregt werden.
Eine zeitlich stark verzogerte, spontane Emission von Licht nach Anregung von
Molekiilen wird als Phosphoreszenz bezeichnet. Als spontane Emission wird die
Emission ohne ein zusitzliches &uBleres elektromagnetisches Feld bezeichnet [152].
Abb. 4-1 zeigt eine vereinfachte Darstellung der Vorgénge, welche zur Fluoreszenz

oder zur Phosphoreszenz fiihren.

Durch Absorption von Photonen des Anregungslichts erfahren die Elektronen der
Molekiile einen Ubergang aus besetzten Orbitalen geringer Energie (in Abb. 4-1
dunkelblau dargestellt) in freie Orbitale hoherer Energie (in Abb. 4-1 rot dargestellt)
[153]. Da jedes Elektron einen Elektronen-Spin von +2 oder -2 besitzt, kann der
Elektroneniibergang nach der Absorption in zwei verschiedenen elektronisch
angeregten Zustinden enden, dem Singulett oder dem Triplett Zustand. Im Singulett-

Zustand ist der Elektronen-Spin der Elektronen des Anregungszustandes und des
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Grundzustandes nach dem Elektroneniibergang gepaart (entgegengesetzter Spin).
Hingegen ist im Triplett-Zustand der Elektronen-Spin der Elektronen des
Anregungszustandes und des Grundzustandes ungepaart (gleicher Spin). Ein Ubergang
in den Grundzustand kann in diesem Fall nicht direkt erfolgen, da er spinverboten ist.
Er kann aber durch strahlungslose Interkombination (intersystem crossing) erfolgen,
einem unter Spin-Umkehr verlaufenden Ubergang aus dem 1. angeregten Singulett-
Zustand in einen energiegleichen Triplett-Zustand [152] (in Abb. 4-1 dunkelgriin
dargestellt).

Singulett
(elektronisch angeregter Zustand)

Triplett
(elektronisch angeregter Zustand)

| Singulett
/ (elektronischer Grundzustand)

Abb. 4-1:  Schematische Darstellung der Mechanismen der Fluoreszenz und der
Phosphoreszenz. Durch Absorption von Licht (hellblau) erfolgt eine Elektronenanregung in
freie Orbitale hoherer Energie (rot). Die Riickkehr zum Grundzustand (dunkelblau) kann nicht
allein durch strahlungslose Deaktivierung erreicht werden. Sie erfolgt aus dem angeregten
Singulettzustand durch Fluoreszenz (orange) oder nach Interkombination aus dem
Triplettzustand (dunkelgriin) durch Phosphoreszenz (hellgriin).

Ein elektronisch angeregtes Molekiil kann seine Energie entweder iiber eine
strahlungslose oder {iber eine strahlende Deaktivierung abgeben. Bei der
strahlungslosen Deaktivierung wird die elektronische Energie durch interne
Umwandlung in Rotations-, Schwingungs- und Translationsenergie der umgebenden
Molekiile umgewandelt, das angeregte Molekiil nimmt an einer chemischen Reaktion
teil oder es erfolgt eine Interkombination (in Abb. 4-1 hellgriin dargestellt). Diese
strahlungslose Deaktivierung erfolgt, bis das Molekiil im Schwingungs-Grundzustand

des elektronisch angeregten Zustands angekommen ist.
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Die strahlende Deaktivierung aus diesem Schwingungs-Grundzustand des
elektronisch angeregten Zustands in einen Schwingungszustand des elektronischen
Grundzustandes durch spontane Emission eines Photons wird als Photolumineszenz
bezeichnet [153]. Dabei wird zwischen Fluoreszenz und Phosphoreszenz
unterschieden. Erfolgt der strahlende Ubergang aus einem Triplett-Zustand zuriick in
den Grundzustand, so handelt es sich um Phosphoreszenz. In diesem Fall erfolgt die
Deaktivierung auf Grund des spinverbotenen Uberganges in den Grundzustand nur sehr
langsam, so dass die Emission noch zwischen einigen Millisekunden bis Stunden anhilt,
nachdem die anregende Strahlungsquelle entfernt wurde [151]. Der Ubergang aus
einem angeregten Singulett-Zustand in den elektronischen Grundzustand erfolgt
hingegen spontan innerhalb von einigen Nanosekunden und wird als Fluoreszenz
bezeichnet. Als Fluorophore werden Systeme wie Molekiile, funktionelle Gruppen von
Molekiilen, Atome, lonen oder auch Nanopartikel bezeichnet, welche zur Fluoreszenz

fahig sind.

Die Fluoreszenz erfolgt zumeist bei einer hoheren Wellenldnge als die
Absorption, da vor der Emission ein Teil der Anregungsenergie iiber strahlungsfreie
Ubergiinge abgegeben wird (Rotverschiebung). Die Quantenausbeute eines
Fluoreszenzmolekiils, ¢, ist definiert als das Verhiltnis aus emittierten zu absorbierten
Photonen [153]:

_ ky
k, +k,

¢r : Quantenausbeute [b.E.] ; k; : Geschwindigkeitskonstante aller strahlenden
Ubergénge [s']; k: : Geschwindigkeitskonstante aller nichtstrahlenden Ubergéinge

[s"]

Pr Gl 4-1

Fiir Fluorophore, welche fiir Fluoreszenzmessungen verwendet werden, sollte die
Quantenausbeute grofler als 10* sein [153]. Die Quantenausbeute der meisten
Flourophore ist Temperaturabhéngig und meist am groften bei niedrigen Temperaturen.
Den Grund hierfiir liefert bereits die Gl. 4-1, denn die Geschwindigkeitskonstante aller
nichtstrahlenden Ubergiinge k; beinhaltet unter anderem auch die thermisch aktivierten
Prozesse. Mit zunehmenden Temperaturen wird diese Geschwindigkeitskonstante
groBer und somit die Quantenausbeute kleiner. Befindet sich der Fluorophor in Lésung,

wird die Quantenausbeute zusitzlich durch die Temperaturabhingigkeit der
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Losungsmitteleigenschaften, wie die Viskositit oder die Dielektrizititskonstante,
beeinflusst.  Die Losungsmitteleinfliisse sind sehr komplex, aber die meisten
Fluorophore zeigen auch in Lésung bei steigenden Temperaturen eine Abnahme der

Quantenausbeute und somit der Fluoreszenzintensitat.

Neben der Quantenausbeute wird auch das Fluoreszenzspektrum von der
Temperatur beeinflusst. Die Verschiebung einer Fluoreszenzbande ist eine Folge der
verdnderten Polarisierbarkeit der einzelnen Elektronenzustinde [153]. Ebenso wie bei
der Anderung der Quantenausbeute spielt aber auch das Losungsmittel bei der
Verschiebung der Wellenldnge eine wesentliche Rolle. Unter anderem fiihren die
angeregten Elektronenzustinde des Fluorophors zu einem gréferen Dipolmoment und
dadurch zu einer Umordnung der umgebenden Losungsmittelmolekiile. Wiederum sind
die Wechselwirkungen zwischen dem Ldsungsmittel, mit seinen temperaturabhidngigen
Eigenschaften, und dem Fluorophor sehr komplex. Generell ist die temperaturbedingte
Verschiebung der Wellenldnge durch temperaturabhdngige Verdnderungen des
Fluorophors geringer als die Verschiebung durch die Anderung der Solvathiille. Fiir die
meisten  Fluorophore verschiebt sich mit steigenden Temperaturen die

Fluoreszenzbande zu einer niedrigeren Wellenldnge (Blauverschiebung) [153].

Fir Anwendungen, welche die temperaturabhiingige Anderung der
Quantenausbeute eines Fluorophores ausnutzen, ist es ausreichend, die
Fluoreszenzintensitit bei einer bestimmten Wellenldnge, moglichst bei dem Maximum
der Fluoreszenzbande, zu messen. Diese Methode ist wesentlich einfacher als die
Bestimmung der Quantenausbeute, beinhaltet aber folgende Nachteile. Die
Fluoreszenzintensitdt wird durch viele dulere Faktoren beeinflusst, wie beispielsweise
die Fluorophor-Konzentration, die Intensitit des Anregungslichts, den optischen Pfad
oder den Detektor. Eine Kalibrationskurve im gleichen System unter den gleichen
Bedingungen ist fiir diese Ein-Farbstoff-Methode unabdingbar. Ein haufig verwendeter
Fluorophor zur Temperaturmessung iiber die Anderung der Fluoreszenzintensitit, mit
Mikrometer und Millisekunden Auflésung innerhalb von Mikrosystemen, ist
Rhodamin B [154-156]. Die Auflosung ist hierbei hauptsidchlich durch die Detektion

begrenzt.
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Fiir den Fall, dass eine homogene Farbstoffverteilung im System nicht mdglich
ist, wurde eine Microthermometer-Pipette entwickelt [7]. Eine mit Farbstoff gefiillte,
geschlossene Pipettenspitze von 1 um bis 2 pum Durchmesser wird moglichst dicht an
die zu untersuchende Zelle gebracht und die Anderung der Fluoreszenzintensitit
gemessen. Auf diesem Weg ist eine sehr genaue Temperaturmessung moglich,
allerdings auf Kosten der Auflésung und der Moglichkeit, eine Temperaturverteilung zu

bestimmen.

Ein anderer Ansatz zur Bestimmung der Temperaturverteilung iiber einen
kompletten Mikrochip nutzt eine diinne, mit Rhodamin B geséttigte Schicht PDMS
[157]. Ein diinnes Glasplittchen trennt hierbei diese Rhodamin B-Schicht von den
Mikrostrukturen und den darin  befindlichen  Fliissigkeiten, um  eine
Konzentrationsdnderung des Farbstoffes zu verhindern. Die Anwendungsmoglichkeiten
sind durch die Dicke des Glases und der PDMS-Farbstoff-Schicht begrenzt. Da die
Bestimmung der Temperatur nicht direkt innerhalb der Mikrostrukturen erfolgt, wird

die bestimmte Temperatur von diesen Schichtdicken beeinflusst.

Die vielen duBeren Einflussgroflen, welche die Fluoreszenzintensitit beeinflussen
und somit eine Temperaturmessung iiber die alleinige Messung der
Fluoreszenzintensitit erschweren, beeinflussen nicht die Verschiebung der Wellenldnge
der Emission. Deshalb kann diese Verschiebung alternativ zur Intensititsmessung zur
Bestimmung der Temperaturdnderung verwendet werden. Allerdings sind derartige
Messungen nicht sehr empfindlich und das Maximum der Bande ist nicht leicht zu
bestimmen, da viele Fluoreszenzbanden sehr breit sind. Temperaturdnderungen von
mehr als 10°C sind mindestens notwendig, um spektroskopisch messbare
Veridnderungen zu erhalten. Deshalb wurde die Zwei-Farbstoff-Methode entwickelt, bei
welcher zwei verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig verwendet werden
[158,159]. Wihrend die Fluoreszenzintensitit des einen Farbstoffes stark
temperaturabhingig ist, sollte die des zweiten weitestgehend temperaturunabhéngig
sein. Gleichzeitig miissen die Emissionsspektren der beiden Farbstoffe ausreichend
weit auseinander liegen, um sie optisch trennen zu konnen. Durch den zweiten
Farbstoff als Referenz wird die Temperaturmessung von einigen Einflussgrolen, wie

der Intensitit des Anregungslichts oder dem optischen Pfad, unabhédngig. Allerdings
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muss das Verhéltnis der Konzentrationen beider Farbstoffe konstant bleiben, was zum
Beispiel bei diffusionskontrollierten Prozessen nicht gewidhrleistet werden kann [158].
Dieses Problem wird umgangen, wenn zwei oder drei verschiedene Banden ein und
desselben Farbstoffes zur Temperaturmessung genutzt werden [160,161]. Dabei muss
wieder die Voraussetzung erfiillt sein, dass eine der Banden durch
Temperaturdnderungen nicht beeinflusst wird. Diese Methode wurde erfolgreich zur

Temperaturmessung einzelner Tropfen angewendet [161].

Neben der Quantenausbeute und der Verschiebung der Wellenldnge kann auch die
Fluoreszenz-Lebensdauer zur Temperaturbestimmung herangezogen werden. Hierbei
erfolgen eine zeitabhéngige Anregung des Fluorophors und eine zeitabhdngige Messung
der resultierenden Fluoreszenzintensitidt. Diese Methode benétigt keine Normierung
und ermoglicht sogar eine Temperaturmessung auf undurchsichtigen Oberflichen, wie
zum Beispiel Metallen [162]. Dazu werden diese Oberflichen mit dem
Fluoreszenzfarbstoff beschichtet, liber eine Licht emittierende Diode, LED, mit einem
sinusformigen  Signal angeregt und die Fluoreszenzintensitit durch einen
Photoelektronenvervielfacher detektiert. Diese Methode ist jedoch sehr aufwendig und
erlaubt auf Grund der punktuellen Detektion nicht die Bestimmung einer

Temperaturverteilung.

Eine besondere Herausforderung stellt die Temperaturmessung von einzelnen
lebenden Zellen dar. Durch die sehr gute rdumliche Auflosung und der geringen
Nebenwirkungen ist die Fluoreszenz-Mikroskopie auch in diesem Bereich eine
bevorzugte Methode. Fluoreszenzfarbstoffe, welche sich in die Zellmembran einlagern,
wurden entwickelt, um eine Temperaturbestimmung zu ermoglichen. Die Bestimmung
erfolgt auch hier, je nach verwendetem Farbstoff, iiber die Fluoreszenzintensitit, die

Fluoreszenz-Lebensdauer oder die Verschiebung der Wellenlédnge der Emission [149].

Die Bestimmung der Temperaturverteilung wéhrend des Erwédrmens an
absorbierenden Materialien, welche im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden sollte,
erfolgte liber die Abnahme der Fluoreszenzintensitit von Rhodamin B. Diese Methode
ist relativ einfach durchfiihrbar, ermoglicht eine gute rdumliche Auflosung und ein
zeitliches  Verfolgen des Erwdrmens und des Abkiihlens auch von

Temperaturdnderungen deutlich unter 10 °C.
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4.1.2 Nachweis der Erwirmung durch Schmelzen doppelstringiger DNA

Die DNA (deoxyribonucleic acid) ist der Trager der Erbinformationen, welcher in
allen Lebewesen vorkommt. Im Normalzustand liegt die DNA in Form einer
Doppelhelix vor, bestehend aus zwei komplementiren Einzelstringen.  Diese
Einzelstrange wiederum bestehen aus einem Riickgrat aus Phosphatrest und dem Zucker
Desoxyribose. An den Zucker ist jeweils eine der vier Basen Adenin (A), Cytosin (C),
Guanin (G) oder Thymin (T) gebunden. Diese Basen sind iiber Wasserstoffbriicken
jeweils mit ihrer Komplementérbase des zweiten Einzelstranges verbunden. Zwischen
den Komplementirbasen Adenin und Thymin bilden sich jeweils zwei, zwischen
Cytosin und Guanin jeweils drei Wasserstoftbriicken, so dass letztere Bindung
entsprechend stérker ist [163]. Als das Schmelzen von DNA wird das Aufspalten der
Doppelhelix in die zwei Einzelstrange durch das Losen dieser Wasserstoffbriicken beim
Erwéarmen bezeichnet. Die Schmelztemperatur Ty ist dabei die Temperatur, bei der eine

Hilfte der DNA als Doppelhelix und die andere Hélfte als Einzelstrange vorliegt [164].

Es gibt verschiedene Ansdtze, um diese Schmelztemperatur abzuschitzen. Fiir
Oligomere bis 18 Basenpaaren kann die Wallace-Methode verwendet werden, welche
die einfachste, aber auch die ungenauste Methode darstellt. Danach ergibt sich die

Schmelztemperatur wie folgt:
T, =2°C-(A+T)+4°C-(G+C) Gl 4-2

Ts : Schmelztemperatur [°C]; A4 : Anzahl von Adenin-Gruppen; 7 : Anzahl von
Thymin-Gruppen; G : Anzahl von Guanin-Gruppen; C: Anzahl von Cytosin-
Gruppen.

Eine weitere Mdoglichkeit der Abschétzung, welche auch fiir lingere DNA-Strénge
verwendet werden kann, erfolgt iiber den prozentualen Anteil an Guanin und Cytosin

von der Gesamtanzahl der Basenpaare wie folgt [165]:
T, = 041(%GC)+16,6-Iglc(Na*)-L - mol_l]—% Gl 43

Ts : Schmelztemperatur  [°C]; N: Anzahl der Basenpaare des Oligomers;
%GC : prozentualer Anteil von Guanin und Cytosin an der Gesamtzahl der
Basenpaare N; ¢(Na") : Konzentration der Natriumionen [mol-L™].
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Bei dieser Methode wird angenommen, dass nur zwei verschiedene Bindungsarten
existieren. Alle Bindungen zwischen Guanin und Cytosin sind identisch, ebenso wie
alle Bindungen zwischen Adenin und Thymin. Zusitzlich wird der Einfluss der
Salzkonzentration der DNA-L6sung auf die Schmelztemperatur beriicksichtigt, was eine

genauere Abschitzung der Schmelztemperatur ermoglicht.

Die genaueste Abschitzung ist liber die Nachste-Nachbarn-Methode moglich, bei
welcher immer zwei benachbarte Basenpaare gleichzeitig betrachtet werden. Je nach
Kombination tragen sie mit einem anderen Anteil zur gesamten Standard-Enthalpie und
zur Standard-Entropie bei. Die Standard-Entropie und -Enthalpie werden dabei als
temperaturunabhiangig angenommen. In Tabelle 4-1 sind die ermittelten Werte fiir die

moglichen Kombinationen von Basenpaaren zusammengefasst.

Tabelle 4-1: Zusammenfassung der Nachste-Nachbarn-Parameter [164].

Sequenz AH [cal-mol™] | AS [cal-K'-mol™]
AA/TT -7.900 -22,2
AG/CT -7.800 -21,0
AT/AT -7.200 -20,4
AC/GT -8.400 -22,4
GA/TC -8.200 -22,2
GG/CC -8.000 -19,9
GC/GC -9.800 -24.,4
TA/TA -7.200 21,3
TG/CA -8.500 -22,7
CG/CG -10.600 -27,2
Endsténdiges A-T-Paar 2.300 4,1
Endstindiges G-C-Paar 100 -2,8

Uber die Summen kann die Schmelztemperatur doppelstringiger DNA wie folgt
abgeschitzt werden: [164]
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B AH
AS + R -Inc(DNA)

Ts : Schmelztemperatur [°C]; AH : Standard-Entropie [cal'mol™]; AS : Standard-
Enthalpie [cal'mol™]; R : Universelle Gaskonstante [cal'mol K]
(1,987 cal'mol™K™");  ¢(DNA) : Konzentration der Doppelstringigen DNA
[mol-L"]; c(Na+) : Konzentration der Natriumionen [mol-L"].

—273,15°C +16,6°C - Ig[c(Na*) - L -mol™] Gl 44

N

Durch das Schmelzen verdndern sich die physikalischen Eigenschaften der DNA-
Losungen, wie zum Beispiel die Viskositdt. Messbar ist die Schmelztemperatur am
einfachsten liber die Absorption der DNA-Losung im UV-Spektrum, iiblicherweise bei
260 nm. Durch das Schmelzen erhoht sich die Absorption um etwa 40 % bis zu einem
maximalen Wert, bei dem die DNA in der Losung vollstindig geschmolzen ist. Dieser
Anstieg der Absorption, der so genannte hyperchrome Effekt, ist die Folge der
Authebung der Wechselwirkungen zwischen den Elektronen benachbarter Basen. Die
Schmelztemperatur ist die Temperatur, bei der die Anderung der Absorption 50 % der

maximalen Anderung betrigt.

Um das Schmelzen doppelstrangiger DNA leichter nachzuweisen, konnen so
genannte Interkalationsfarbstoffe, zumeist Cyanin-Derivate, zugegeben werden. Dies
sind sehr selektive Farbstoffe, welche erst durch Einlagern in doppelstraingige DNA
fluoreszieren. YOYO-1 ist ein symmetrisches Dimer eines Cyanin-Farbstoffes

(Struktur siche Abb. 4-2) mit besonderer Sensitivitit fiir Nukleinsiduren.

CH CH
N, i > / o
{CHZ)*NA(CHz)fNAECHQ)*
3 | 3 | 3 =
CH, CHy

Abb. 4-2: Strukturformel des Interkalationsfarbstoffes YOYO-1 zum Anfiarben doppelstrangiger
DNA.

Diese Sensitivitit von YOYO-1 beruht auf seiner hohen Affinitit in Kombination
mit einer um das 100 bis 1.000fache verstirkten Fluoreszenzintensitit und stark
verbesserter Quantenausbeute von 0,2 bis 0,6 durch die Bindung an Nukleinsduren.
Ohne Nukleinsduren sind diese Farbstoffe nicht fluoreszent. Bei geringem Anteil von

YOYO-1 im Verhéltnis zu den Basenpaaren der Nukleinsdure erfolgt eine Bindung
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hauptsdchlich iiber bis-Interkalationsverbindungen (Einschiebungsverbindungen).
Dabei schiebt sich jede Monomereinheit des Farbstoffes zwischen zwei Basen, mit dem
Benzazolin-Ringsystem zwischen Pyrimidinbasen und dem Quinolin-Ring zwischen
Purinbasen, was zu einem Entwinden der Doppelhelix fiihrt [166]. Durch die hohe
Sensitivitdt konnen einzelne Molekiile von mit YOYO-1 gefdarbten Nukleinsduren

detektieren werden.

Eine Losung mit doppelstringiger DNA einer Schmelztemperatur um 50 °C,
angefdarbt mit dem Fluoreszenzfarbstoff YOYO-1, sollte demnach merklich an
Fluoreszenzintensitit verlieren, wenn Temperaturen liber 50 °C erreicht werden. Daher
sollte es ein solches System ermoglichen, durch das lichtinduzierte Erwédrmen erreichte
Temperaturen oberhalb der Schmelztemperatur der DNA nachzuweisen und wird daher

als zweite Methode der Temperaturbestimmung im Rahmen dieser Arbeit angewendet.

4.2 Herstellung der p-Heizplatten

Zwei verschiedene Materialien, und zwar Kohlenstoff und Gold, wurden
hinsichtlich ihrer Verwendbarkeit zum lichtinduzierten Erwdrmen untersucht. Dafiir
wurden verschiedene p-Arrays definierter Mikrostrukturen aus diesen Materialien
hergestellt. Alle diese als p-Heizplatten verwendeten Mikrostrukturen, ihre Form und

GrofBen, sind in der Tabelle 4-2 zusammengefasst.

Tabelle 4-2: Material und Geometrie aller verwendeten p-Heizplatten.

Material Form Durchmesser Hohe

Kohlenstoff (aus SU-8) Saule 8 um 8 um
Gold auf Chrom Scheibe 3 um 110 nm
Gold auf Chrom Scheibe 5 um 110 nm
Gold auf Chrom Scheibe 10 pm 110 nm

Photolack SU-S.

Die p-Heizplatten aus Kohlenstoff entstanden durch Pyrolyse aus dem negativen

Von den im Kapitel 2.4.3 vorgestellten Methoden war diese am

geeignetsten, um die gewiinschten gleichméfigen p-Arrays zu erhalten. Die als
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u-Heizplatten verwendeten Strukturen vor und nach der Pyrolyse sind in Abb. 4-3
dargestellt.

Abb. 4-3: (A) Photolithographisch hergestellte Séulen aus dem Photolack SU-8 auf Glas. (B)
Nach der Pyrolyse des Photolackes resultierende Séulen aus Kohlenstoff. (Der Abstand
zwischen den Strichen unten links entspricht 10 pm.)

Zur Herstellung wurde der Photolack mit einer Lackschleuder 10 um stark auf
150 um dicke Deckgldser aufgetragen und durch photolithographische Prozesse
strukturiert (siche Kapitel 2.4.1). Es entstanden Sdulen von 10 um Durchmesser. Die
Pyrolyse des Photolackes erfolgte in einem mit Stickstoff gefluteten Muffelofen unter
den folgenden, speziell fiir diesen Ofen und die Mikrostrukturen angepassten
Bedingungen. Nachdem die Deckgldser mit dem strukturierten Photolack im Ofen
platziert waren, wurde dieser mit Stickstoff geflutet. Nach 90 min bei Raumtemperatur
wurde der Ofen innerhalb von 120 min auf 700 °C aufgeheizt. Die Abschaltung des
Ofens erfolgte nach weiteren 60 min bei 700 °C. Erst nachdem die Ofentemperatur auf
unter 200 °C gesunken war, wurde der Stickstoffstrom abgeschaltet. Die resultierenden
Sdulen aus amorphem Kohlenstoff hatten eine Hohe von 8 pm bei einen Durchmesser

von ebenfalls 8 pm (Abb. 4-3 B).
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Abb. 4-4: Verwendete p-Heizplatten aus Gold auf einer Haftschicht aus Chrom mit (A) 10 pm,
(B) 5pum und (C) 3 um Durchmesser. (Der Abstand zwischen den Strichen unten links
entspricht 10 pm.)
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Runde p-Heizplatten aus Gold mit drei unterschiedlichen Grofen von 3, 5 und
10 pum Durchmesser (Abb. 4-4) wurden von GeSiM (Groferkmannsdorf, Deutschland)
hergestellt. Diese bestanden aus Goldstrukturen einer Dicke von 100 nm, auf einer
Haftschicht von 10 nm dickem Chrom, welche auf 150 um dickem Borosilikatglas
(D263) aufgedampft waren.

Durch Aufbringen von Rahmen aus PDMS (analog wie in Kapitel 3.2.1) auf die
verschiedenen Gldser mit den p-Heizplatten entstanden die fiir die folgenden Versuche

verwendeten Mikrochips.

4.3 Fluoreszenzthermometrie mittels Rhodamin B

Im Folgenden wird die Bestimmung der durch das lichtinduzierte Erwidrmen
hervorgerufenen Temperaturdnderungen von wissrigen Losungen unter Verwendung

des temperaturempfindlichen Farbstoffes Rhodamin B (siehe Kapitel 4.1.1) vorgestellt.

4.3.1 Kalibrierungsmessung zur Bestimmung der Temperaturinderung

Um die Anderung der Fluoreszenzintensitit in Abhingigkeit von der Temperatur
zu bestimmen und eine Kalibrierung zu ermoglichen, wurde eine Reaktionskammer des
Mikrochips mit 100 pL 0,1 mmol-L" wissriger Rhodamin B-Lésung (Radiant Dyes
Laser & Accessories GmbH, Wermelskirchen, Deutschland) gefiillt.

Ein Deckel aus 3 mm dickem PDMS auf der Reaktionskammer hielt einen mit
einem Multimeter (M215, Precision Gold) verbundenen Thermistor (S867/10K/J,
EPCOS) und einen mit Silber beschichteten Kupferdraht (Abb. 4-5).

Der 40 mm lange Draht wurde iiber einen Signalgenerator (HR 20-10A, Systron
Donner) durch Anlegen einer Spannung von etwa 1 V bei einem Strom von bis zu 5 A
erhitzt, um die Losung in der Reaktionskammer um bis zu 18 °C zu erwdrmen. Nach
dem Erreichen von bestimmten Temperaturen wurde die Reaktionskammer mit dem
blauen Licht der Quecksilberdampflampe belichtet und drei Bilder wurden in Folge

aufgenommen. Die Belichtungszeit der Kamera betrug 0,2s bei einer
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Wiederholungsrate von 3,3 s, Die Intensitit dieser drei Bilder wurde gemittelt, um

leichte Schwankungen der Quecksilberdampflampe auszugleichen.

Abb. 4-5: 1: Mikrochip bestehend aus p-Heizplatten auf einem Deckglas und einem
PDMS-Rahmen fiir acht 100 pL Reaktionskammern. Ein flaches Stiick PDMS dient als Deckel,
der einen Heizdraht und einen Thermistor hélt.

Die Fluoreszenzintensitit in der Mitte des Bildes wurde so fiir verschiedene
Temperaturen bestimmt. Nach Abzug des Hintergrundes wurde die Differenz zur
Fluoreszenzintensitét bei 25 °C bestimmt und auf 25 °C normiert. Die Ergebnisse von

vier unabhéngigen Messungen zeigt Abb. 4-6.
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Abb. 4-6: Abhingigkeit der Fluoreszenzintensitdt von Rhodamin B von der Temperatur, sowie
die lineare Ndherung. Diese Ergebisse wurden aus vier unabhidngigen Messreihen erhalten.

Die absolute Standardabweichung der relativen Intensitdtsinderung betrug im

Durchschnitt 1,1 %. Fiir die lineare Néherung ergab sich die Gleichung:
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Al 0,0058
1—0 =0,0024 — o AT GL 4.5
R?* =0,865

AI : Anderung der Fluoreszenzintensitiit [b.E.]; I, : Fluoreszenzintensitiit bei 25 °C
[b.E.]; AT : Temperaturdnderung [°C].

Die Annahme einer linearen Abhéngigkeit der Fluoreszenzintensitdt mit der
Temperatur ist als Néherung ausreichend, da nur ein kleiner Temperaturbereich von
18 °C betrachtet wird. Fiir groBere Temperaturbereiche wiirde zur Anpassung ein

Polynom dritter Ordnung bendtigt [154,156].

4.3.2 Maximale Temperaturinderung durch lichtinduziertes Erwirmen

Im Folgenden wurde die maximale Temperaturdnderung innerhalb einer
wassrigen Losung an den vier verschiedenen Arten von p-Heizplatten aus Kohlenstoff

und Gold (siehe auch Tabelle 4-2) durch das lichtinduzierte Erwdrmen untersucht.

Die maximale Temperaturdnderung wurde in der gleichen Reaktionskammer
ermittelt, welche bereits zur Ermittlung der Referenzkurve diente. Im Anschluss an die
Kalibrierungsmessung wurde abgewartet, bis sich die Losung in der Reaktionskammer
auf 25 °C abgekiihlt hatte. Danach erfolgte die Bestimmung der Temperaturverteilung
durch das Erwdrmen an den p-Heizplatten. Eine Serie von 20 Bildern mit 0,2 s
Belichtungszeit und einem zeitlichen Abstand von 0,3 s wurde aufgenommen, wihrend
die Reaktionskammer mit der Quecksilberdampflampe ausgeleuchtet wurde.
Gleichzeitig wurde mit dem Laser eine p-Heizplatte fiir 1 s bestrahlt. Auf Grund der
linearen Abhédngigkeit zwischen Intensititsinderung und Temperaturdnderung ergibt
sich letztere, nach Abzug des Hintergrundes, aus der Differenz zwischen der
Fluoreszenzintensitit wihrend des Erwédrmens und der Fluoreszenzintensitit davor,

normiert auf 25 °C.

Abb. 4-7 zeigt zwei Beispiele filir die Temperaturverteilung um p-Heizplatten aus
Kohlenstoff nach 1s Bestrahlung mit 5 bzw. 9 mW Laserleistung. Dabei ist zu
beachten, dass bei dieser Art der Temperaturmessung keine Auflosung der z-Richtung,

also der Hohe, moglich ist. Am Boden der Reaktionskammer, direkt an der
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u-Heizplatte, war die Anderung der Temperatur sehr groB. Da die
Temperaturverteilung in z-Richtung zumindest ndherungsweise der in x- und y-Richtung
entsprechen sollte, ist anzunehmen, dass sich die Temperatur bereits nur 50 um tber
dem Boden nicht mehr dnderte. Die ermittelten Werte waren daher relative
Temperaturdnderungen, gemittelt iiber die Hohe der Reaktionskammer. Dennoch ist
diese Art der Temperaturmessung eine geeignete Methode, um die verschiedenen
Materialien der p-Heizplatten miteinander zu vergleichen, da sie die Heizwirkung auf

die umgebende Fliissigkeit misst.
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Abb. 4-7: Links: Temperaturverteilung, berechnet aus der Anderung der Fluoreszenzintensitt
wiahrend des lichtinduzierten Erwdrmens fiir 1s mit SmW und 9 mW Laserleistung an
u-Heizplatten aus Kohlenstoff. (Durchmesser des Laserstrahls: 5 pum.) Rechts:
Temperaturverteilung durch die Mitte der p-Heizplatte (schwarzer und griiner Pfeil) und die
zugehodrige GauB-Nédherung nach dem Bestrahlen fiir 1 s (schwarze Linie 5 mW; rote Linie
7 mW; griine Linie 9 mW), nach 10 s ohne Laser (nur Quecksilberdampflampe; blaue Linie
0 mW) und nach Bestrahlen mit 56 mW fiir 10 s ohne p-Heizplatte (pinkfarbene Linie 56 mW).
(Der Abstand zwischen den kleinen Strichen unten links entspricht jeweils 10 um.)

N
o

Um verschiedene Messungen miteinander zu vergleichen, wurde das jeweilige
Temperaturprofil durch die Mitte der p-Heizplatte (in x-Richtung) genutzt (siche z. B.
Abb. 4-7 links, schwarze Linie). Fiir die Temperaturdnderung wurde eine Gaullfunktion
angenommen und die Kurven entsprechend angendhert, wie im rechten Graph in
Abb. 4-7 zu sehen. Als maximale Temperaturdnderung ATy, wurde das Maximum
dieser angendherten Kurven bestimmt, welches nun zum Vergleich der verschiedenen
Materialien genutzt werden konnte. Da bereits das Temperaturprofil auf 25 °C normiert
wurde, bezog sich auch die maximale Temperaturdnderung AT), auf diese Temperatur

von 25 °C. Die Fliache unter den p-Heizplatten wurde nicht fiir die Anpassung der
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GauBfunktion genutzt. In diesem Bereich erfolgte keine Intensititsdnderung durch die
Temperaturdnderung, da die p-Heizplatten nicht durchsichtig waren. Bei
Beriicksichtigung dieser Bereiche wiren somit die Ergebnisse verfalscht worden. Aus
dem gleichen Grund wurde bereits bei der Auswahl der zum Erwirmen verwendeten
u-Heizplatte darauf geachtet, dass mdglichst keine weiteren p-Heizplatten auf der zur

Bestimmung von AT, genutzten x-Achse lagen.

Zwei zusidtzliche Experimente wurden durchgefiihrt, um zu zeigen, dass die
beobachteten Effekte tatsdchlich Folgen des lichtinduzierten Erwidrmens an den
u-Heizplatten waren. Zuerst wurde eine p-Heizplatte nur mit dem blauen Licht der
Quecksilberdampflampe 10 s lang bestrahlt. Wie in Abb. 4-7 (blaue Linie) zu
erkennen, ergab sich dadurch keine Anderung der Fluoreszenzintensitéit. Somit konnte
ausgeschlossen werden, dass das blaue Licht zusdtzlich zur Erwdrmung beitrug. Da
sich die Fluoreszenzintensitdt nicht dnderte, kann zusétzlich davon ausgegangen
werden, dass durch die relativ kurze Belichtungszeit der Effekt des Bleichens des
Farbstoffes vernachldssigt werden kann. In einem zweiten Versuch wurde der
Mikrochip so platziert, dass der Laser keine p-Heizplatte traf. Auch in diesem Fall
konnte keine Anderung der Fluoreszenzintensitit festgestellt werden (Abb. 4-7
pinkfarbene Linie). Somit kann eine direkte Erwédrmung durch Absorption des

Laserlichts innerhalb der Farbstofflosung ebenfalls ausgeschlossen werden.

Die maximale Temperaturdnderung AT}, bei variierter Laserleistung fiir die drei
verschiedenen p-Heizplatten aus Gold und einer p-Heizplatte aus Kohlenstoff zeigt
Abb. 4-8. Alle verwendeten p-Heizplatten fiihrten zu einer lokalen Erwdrmung und
einem Anstieg von AT), mit erhohter Laserleistung. Durch die starke Erwdrmung kam
es in allen Fillen fiir hohere Laserleistungen zur Blasenbildung durch Verdampfen von
Wasser an der heien Oberfliche der p-Heizplatten. Die geringere
Fluoreszenzintensitit im Bereich der Blasen und hdhere Fluoreszenzintensitit durch
Turbulenzen im Bereich der p-Heizplatten machten in diesen Féllen eine
Temperaturmessung unmoglich. Deshalb wurde die Temperaturverteilung durch
indirektes Erwédrmen nur fiir Laserleistungen untersucht, bei denen keine Blasenbildung
auftrat. Diese Blasenbildung erfolgte abhingig vom Material und der GroBe der

u-Heizplatten unter verschiedenen Bedingungen. An den p-Heizplatten aus Gold
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erfolgte die Blasenbildung bei Laserleistungen tiiber 28 mW fiir die 10 um
durchmessenden Strukturen sowie liber 42 mW fiir die Strukturen mit 3 pm bzw. 5 um
Durchmesser. Hingegen erfolgte die Blasenbildung an Kohlenstoff deutlich friiher, bei

einer Laserleistung von iiber 9 mW.
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Abb. 4-8: Maximale Temperaturdnderung A7) nach dem Erwirmen an p-Heizplatten aus
Kohlenstoff von 8 pm Durchmesser und p-Heizplatten aus Gold von 3 pm, 5 pm und 10 pm
Durchmesser bei variierter Laserleistung, unterhalb der Grenze zur Blasenbildung.
(Durchmesser des Laserstrahls: 5 pm.)

Die Messungen ergaben fiir die 10 um und 5 pm durchmessenden p-Heizplatten
aus Gold fast identische maximale Temperaturdnderungen AT), (siche Abb. 4-8),
abgesehen von einer etwas geringeren A7), fiir die p-Heizplatten mit 5 pum Durchmesser
bei 28 mW Laserleistung. Hingegen entsprach die maximale Temperaturdnderung nach
dem Erwérmen an den 3 pm durchmessenden p-Heizplatten aus Gold im Durchschnitt
75 % der ATy, der 5 pm durchmessenden Strukturen. Die p-Heizplatten aus Kohlenstoff
fiihrten bei gleicher Laserleistung zu 5% bis 25% hoheren Werten fir A7) im
Vergleich zu den 10 pm Goldstrukturen.

Folgende Faktoren konnen Unterschiede beim Erwérmen an den Goldstrukturen
bedingen. Durch die unterschiedlichen Gréfen der p-Heizplatten und den konstanten
Durchmesser des Laserstrahls von 5 pm variierte die Laserleistung, welche auf die
u-Heizplatten traf. Zum Beispiel traf auf Grund ihrer geringeren Grofe und des
GauBprofils des Laserstrahls nur 70 % der Laserleistung auf die 3 pm durchmessenden

Goldstrukturen. Hingegen sind sowohl die p-Heizplatte mit 5 um Durchmesser, als
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4 Lichtinduzierte Erwdrmung an p-Heizplatten

auch die 10 pm durchmessende p-Heizplatte, mindestens so grofl wie der Durchmesser
des Lasers, so dass sie anndhernd von der vollen Laserleistung (100 %) getroffen
wurden. Als Folge sollten die p-Heizplatten mit 3 pum Durchmesser zu einer 30 %
geringeren Temperaturerhhung fiihren als die mit 5 um und 10 um Durchmesser. Die
gemessenen maximalen Temperaturdnderungen von 75 % (sieche Abb. 4-8) fiir 3 um
durchmessende p-Heizplatten im Vergleich zu denen mit 5 pum Durchmesser bestétigten
diese Annahme. Der Grund fiir die etwas groflere Temperaturdnderung als die erwartete
war die stirkere lokale Erwdrmung an den 3 pm durchmessenden Strukturen. Durch die
Wiérmeleitung innerhalb des Goldes wurde mit zunehmender GroBe der p-Heizplatten
ein grofleres Volumen erwidrmt, wobei die absolute Temperaturerh6hung an der
Oberfldache geringer wurde. Dies fiihrte zu einer etwas stirkeren Erwdrmung an den
3 um Strukturen und einer geringeren lokalen Erwdrmung an den 10 pum

durchmessenden Strukturen im Vergleich zu denen mit einem Durchmesser von 5 pm.

Diese stirkere lokale Erwarmung flihrte weiterhin dazu, dass die Blasenbildung
bei der gleichen Laserleistung von 56 mW wie an den 5 pm durchmessenden Strukturen
erfolgte, obwohl nur ein Teil der Laserleistung auf die p-Heizplatte traf. Die annédhernd
gleiche bzw. fiir 22 mW sogar stirkere Erwdrmung an den p-Heizplatten mit 10 um
Durchmesser im Vergleich zu denen mit 5 um Durchmesser resultierte aus der gleichen
absorbierten Laserenergie. Eine aus der Wiarmeleitung resultierende etwas geringere
Erwdrmung an 10 um durchmessenden Strukturen wurde nicht beobachtet. Dies war
die Folge des groBeren Volumens, das bei einer groBeren Struktur erwédrmt wurde.
Dadurch sank die Fluoreszenzintensitit etwas weniger, aber in einem grofleren
Volumen, so dass trotz geringerer absoluter Temperaturen die beobachtete Anderung

der Fluoreszenzintensitét gleich war.

Beim lichtinduzierten Erwérmen an den Gold- und an Kohlenstoffstrukturen sind
Unterschiede auf Grund der unterschiedlichen Materialeigenschaften und den sehr
unterschiedlichen Geometrien zu erwarten. Mit den p-Heizplatten aus Kohlenstoff
sollte das erwidrmte Volumen wesentlich groBer als an 10 pm durchmessenden
Goldstrukturen sein, da mit 250 um? eine wesentlich grofere Oberfliche im Kontakt mit
dem Wasser ist als bei den Goldstrukturen (80 um? fiir die Goldstrukturen mit 10 um

Durchmesser). Das Verhéltnis zwischen Oberfliche im Kontakt mit Wasser zur
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Oberflache im Kontakt mit Glas ist bei den Kohlenstoffstrukturen deutlich zugunsten
des Wassers verschoben. Bei ihnen sind fiinf Sechstel der Oberfliche in Kontakt mit
dem Wasser, wihrend es beim Gold die Halfte ist. Dadurch sollte mehr der
absorbierten Energie als Wéarme an das Wasser als an das Glas abgegeben werden.
Insgesamt sollten die Graphitstrukturen bei gleicher Laserleistung zu einer stirkeren

Erwiarmung als die verwendeten Goldstrukturen fiihren.

Die gemessenen maximalen Temperaturerhdhungen durch lichtinduziertes
Erwdrmen an Graphitstrukturen waren tatsédchlich 5% bis 25 % hoher als an 10 um
durchmessenden Goldstrukturen (siche Abb. 4-8). Ebenso erfolgte die Blasenbildung
an Graphit bereits bei geringeren Laserleistungen von iiber 9 mW statt 28 mW bzw.
42 mW bei den Goldstrukturen. FEin eher unerwartetes Ergebnis war die friihere
Blasenbildung an den p-Heizplatten aus Gold mit 10 um Durchmesser als an denen mit
5um und 3 um Durchmesser, welche ja zu einer stirker lokalisierten Erwarmung
fiihren sollten. Durch die starke lokale Erwdarmung an den p-Heizplatten bildeten sich
demnach Konvektionsstrome. Diese fithrten zu einer zusdtzlichen Abkiihlung der
kleineren p-Heizplatten durch die umgebende, kiltere Fliissigkeit. Eine Blasenbildung
konnte erst bei hoheren Laserleistungen erfolgen. Bei den grofiten p-Heizplatte mit
10 um Durchmesser konnten diese Konvektionsstrome das Zentrum der p-Heizplatte

nicht abkiihlen, so dass in diesem Fall eine Blasenbildung nicht verhindert wurde.

Die Messungen zeigen, dass ein lokales Erwdrmen an den p-Heizplatten aus Gold
und aus Kohlenstoff mdglich ist. Mit Hilfe der maximalen Temperaturanderung A7),
konnten die verschiedenen p-Heizplatten verglichen und die resultierende Erwarmung
abgeschitzt werden. Die Blasenbildung bei hohen Laserleistungen zeigt, dass an den
Oberfldachen der p-Heizplatten Temperaturen von deutlich {iber 100 °C erreicht werden
konnen. Hingegen ist die bestimmte maximale Temperaturinderung der wéssrigen
Losung um die p-Heizplatten herum mit maximal 9,5 °C relativ gering. Die Werte fiir
AT) sind Mittelwerte tiber die z-Richtung auf Grund der fehlenden Auflosung in dieser
Richtung. Die absoluten Temperaturdnderungen an den p-Heizplatten, resultierend aus
der lichtinduzierten Erwdrmung, konnten nicht bestimmt werden. Sie sollten aber

deutlich iiber den bestimmten Werten flir AT), liegen, da die stirkere
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Fluoreszenzintensitdt der hoheren, nicht erwdrmten Schichten zu geringeren

Messwerten fiihrte.

Beide Materialien ermdglichen eine merkliche Erwarmung und ein Abkiihlen des
Systems innerhalb von einer Sekunde. Allerdings reichten bei der Verwendung von
u-Heizplatten aus Kohlenstoff etwas niedrigere Laserleistungen aus, um die gleiche
Erwdarmung wie an p-Heizplatten aus Gold zu erreichen. Dies kann fiir einige
Anwendungen von Vorteil sein, da durch geringere Laserleistungen mogliche
unerwiinschte Wechselwirkungen des Laserlichts mit lebenden Zellen verringert werden
(siche auch Kapitel 2.2.2). Neben der Beeinflussung der maximalen
Temperaturerhohung koénnten die unterschiedlichen p-Heizplatten auch Unterschiede
beim zeitlichen Verlauf des Erwédrmens bedingen. Zum Beispiel konnten die wesentlich
volumingseren p-Heizplatten aus Kohlenstoff zu einem etwas langsameren Aufwidrmen
und Abkiihlen fithren. Daher wird nachfolgend (Kapitel 4.3.3) die Geschwindigkeit des

Erwirmens und Abkuhlens fur beide Materialien betrachtet.

4.3.3 Untersuchung des zeitlichen Verlaufes der Erwirmung

Mit Hilfe der wihrend des lichtinduzierten Erwidrmens aufgenommenen
Bilderserien mit 0,3 s Zeitdifferenz zwischen den einzelnen Aufnahmen war neben der
Bestimmung der maximalen Temperaturdnderung AT), auch eine zeitliche Verfolgung
des Erwirmens durch 1 s Bestrahlungsdauer moglich. Dazu wurde jedes einzelne Bild
untersucht und analog zur Ermittlung von A7), (siche Kapitel 4.3.2) die grof3te erreichte
Temperaturdnderung AT an der p-Heizplatte bestimmt, ebenfalls normiert auf 25 °C.
Daher entspricht die maximal erreichte AT wéhrend des Erwédrmens der maximalen
Temperaturdnderung A7), Temperaturdnderungen unter 1 °C konnten nicht bestimmt
werden, da diese durch das starke Rauschen der Fluoreszenzaufnahmen tiberdeckt
wurden. Zu Beginn des Erwdrmens sind die zu beobachtenden Temperaturdnderungen
aber unter 1°C und konnten somit nicht ermittelt werden. Daher fehlt in den

nachfolgenden Graphen teilweise der erste Wert fiir AT.

Die Ergebnisse fiir das lichtinduzierte Erwidrmen wéssriger Losung an den

Kohlenstoffstrukturen zeigt Abb. 4-9. Wie bereits im Kapitel 4.3.2 beschrieben, nahm
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die maximale Temperaturdnderung ATy, mit zunehmender Laserleistung zu. Wihrend
des Erwédrmens nach 0,4 s und 0,7 s waren die Unterschiede der Temperaturdnderungen
AT fiir die drei unterschiedlichen Laserleistungen maximal 0,5 °C. Erst nach 1 s waren
die Unterschiede grofer, demnach bendtigte die Erwdrmung mindestens 1 s. 0,6 s nach
Beendigung des Erwidrmens konnte keine Temperaturdnderung mehr festgestellt

werden.
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Abb. 4-9: Zeitlicher Verlauf des lichtinduzierten Erwérmens an p-Heizplatten aus Kohlenstoff
(8 um Durchmesser) fiir variierte Laserleistungen. Links ist die Temperaturdnderung AT, rechts
die relative Temperaturdnderung, AT/AT, gegen die Zeit aufgetragen. (Durchmesser des
Laserstrahls: 5 pm.)

Bei der Betrachtung der relativen Temperaturdinderung A7/ATy, also der
Temperaturdnderung A7 im Verhéltnis zur maximalen Temperaturdnderung AT),, wird
deutlich, dass das Erwdrmen und das Abkiihlen sehr dhnlich verliefen (Abb. 4-9 rechts).
Das Erwédrmen verlief dabei mit zunehmender Laserleistung etwas steiler, wihrend

beim Abkiihlen kein Trend erkennbar war.

Den Verlauf des lichtinduzierten Erwdrmens an den Goldstrukturen mit 5 pm
Durchmesser zeigt Abb. 4-10. Wie bei den p-Heizplatten aus Kohlenstoff nahm auch in
diesem Fall die maximale Temperaturdnderung A7), mit zunehmender Laserleistung zu.
Entsprechend erfolgte auch eine groere Temperaturdnderung wéhrend des Erwérmens
mit zunehmender Laserleistung. Wihrend fiir 5 mW Laserleistung der Anstieg der
Temperaturdnderung nach 0,4 s des Erwdrmens sehr gering war, war der Anstieg fiir
9 mW und fiir 14 mW groBer. Fiir hohere Laserleistungen ab 22 mW war die maximale
Temperaturdnderung ATy, bereits vor dem Beenden des Erwirmens, nach etwa 0,7 s,

erreicht. Der letzte Wert fiir AT nach 1 s des Erwdrmens war wieder etwas geringer,
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was eine Folge der Messungenauigkeit ist. Das Abkiihlen erfolgte fiir 5 mW und 9 mW
und Laserleistung innerhalb von weniger als 0,6 s nach Beendigung des Erwirmens.
Fiir die hoheren Laserleistungen dauerte dies nicht einmal doppelt so lange, also
weniger als 1s, obwohl zum Beispiel die maximale Temperaturdnderung durch die

Erwdrmung mit 42 mW mehr als viermal so grof3 war als 5 mW.
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Abb. 4-10: Zeitlicher Verlauf des lichtinduzierten Erwdrmens an 5 um durchmessenden
p-Heizplatten aus Gold mit variierter Laserleistung. Der linke Graph zeigt die
Temperaturdnderung AT mit der Zeit, wihrend der rechte die relative Temperaturdnderung
AT/ATy, zeigt. (Durchmesser des Laserstrahls: 5 um.)

Wiederum zeigte die Betrachtung der relativen Temperaturdnderung, dass das
Erwdrmen und das Abkiihlen sehr einheitlich erfolgten (Abb. 4-10 rechts). Fiir die
Laserleistungen von 5 mW bis 14 mW verlief mit hoherer Laserleistung das Erwdrmen
mit einem etwas steileren Anstieg, wihrend flir hohere Laserleistungen der Anstieg
gleich blieb. Das Abkiihlen verlief unabhidngig von der Laserleistung und den

erreichten Temperaturen einheitlich.

Den zeitlichen Verlauf der Erwdrmung der wéssrigen Losung an p-Heizplatten
aus Gold mit unterschiedlichen GréBen bei gleicher Laserleistung zeigt Abb. 4-11 am
Beispiel der Bestrahlung mit 28 mW fiir 1 s. Mit zunehmender Groe der p-Heizplatten
nimmt nicht nur die maximale Temperaturdnderung ATy, zu. Wéhrend der gesamten
Erwdrmung wurden mit den groBeren p-Heizplatten deutlich  groBere
Temperaturdnderungen A7 erreicht. Beim  Abkiihlen werden  diese

Temperaturunterschiede geringer.
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Der Verlauf der relativen Temperaturdnderungen A7/AT), war fiir alle drei

verschiedenen p-Heizplatten einheitlich. Ein Einfluss der unterschiedlichen Grof3en auf

den Verlauf der Erwdrmung oder Abkiihlung war nicht erkennbar.
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Abb. 4-11: Zeitlicher Verlauf des lichtinduzierten Erwérmens mit 28 mW Laserleistung an
p-Heizplatten aus Gold mit unterschiedlichen GroBen. Links ist die Temperaturinderung,
rechts die relative Temperaturdnderung gegen die Zeit aufgetragen. (Durchmesser des
Laserstrahls: 5 um.)

Da sich die Groe und Form der p-Heizplatten sowie die thermischen
Eigenschaften von Gold und Kohlenstoff deutlich unterscheiden, ist ein Vergleich
Abb. 4-12 zeigt den zeitlichen

Verlauf des Erwdrmens an p-Heizplatten aus Kohlenstoff (8§ um Durchmesser und 8 um

dieser beiden Materialien von besonderem Interesse.

Hoéhe) im Vergleich zu den p-Heizplatten (0,11 um Hohe) aus Gold mit 5 um

Durchmesser.
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Abb. 4-12: Zeitlicher Verlauf des lichtinduzierten Erwarmens an p-Heizplatten aus Kohlenstoff
(8 um Durchmesser) fir 5SmW und 9mW Laserleistung, im Vergleich mit 5 pm
durchmessenden p-Heizplatten aus Gold mit ebenfalls 5 mW und 9 mW Laserleistung. Der
linke Graph zeigt die Temperaturinderung mit der Zeit, wihrend der rechte den Verlauf der
relativen Temperaturdnderung zeigt. (Durchmesser des Laserstrahls: 5 pm.)
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Nach 04s der Erwidrmung waren die Temperaturinderungen an den
u-Heizplatten aus Gold etwas hoher als die an denen aus Kohlenstoff. Nach 0,6 s waren
die Temperaturdnderungen an Gold bereits gleich oder geringer und nach 1 s deutlich
geringer, was den Beobachtungen des vorhergehenden Kapitels 4.3.2 entspricht. Die
Temperaturdnderung erfolgte mit den Gold-Strukturen zuerst schneller und nahm dann
stark ab.  Dieser schnelle Anstieg der relativen Temperaturdinderung war am
Kohlenstoff etwas geringer, aber er nahm im weiteren Verlauf weniger ab. Daraus
resultierte ein steilerer Verlauf der relativen Temperaturdnderung fiir die Kohlenstoff-
Strukturen im Vergleich zum Gold. Das Abkiihlen verlief sehr &hnlich, ohne einen
erkennbaren Trend. Somit erfolgte an den p-Heizplatten aus Kohlenstoff ein
schnellerer Warmeaustausch mit dem umgebenden Wasser als an denen aus Gold. Der
Grund hierfiir ist die wesentlich groBere Kontaktfliche der Kohlenstoffstrukturen

(250 um?) im Vergleich zu denen aus Gold (20 um? bei den 5 pm Strukturen).

Die Ergebnisse zeigen, dass der Einfluss der verwendeten Groflen der
u-Heizplatten aus Gold auf den Verlauf des Erwdrmens sehr gering war. Hingegen
wurde ein unterschiedlicher Verlauf fiir zunehmende Laserleistungen und fiir die beiden
unterschiedlichen Materialien festgestellt. Mit zunehmender Laserleistung wird die
Energiedichte hoher, was nicht nur zu groBBeren Temperaturerhohungen, sondern auch
zu einer schnelleren Erwdrmung fiihrt. Erkennbar ist dies am steileren Anstieg der
relativen Temperaturdnderung.  Durch die Verwendung unterschiedlich groBer
u-Heizplatten dndert sich die Energiedichte nicht und der Verlauf der Erwdrmung ist
sehr dhnlich. Somit hat die Energiedichte einen gréferen Einfluss auf den Verlauf der
Erwdrmung als die Menge an absorbierter Energie. Das Abkiihlen der pu-Heizplatten
verlief trotz Variation dieser Faktoren und den unterschiedlichen erreichten
Temperaturen immer gleich. Somit bestimmt Hauptsdchlich die Umgebung, also das
Glas, auf dem sich die p-Heizplatten befinden, und die umgebende wéssrige Losung,

die Abkiihlung der u-Heizplatten.

Das Erwirmen und die Abkiihlung der wissrigen Losung um die p-Heizplatte
herum erfolgt trotz kleiner gemessener Temperaturdnderungen unter 10 °C relativ
langsam. Dies ist aber besonders fiir die Manipulation von lebenden Zellen von Vorteil,

da diese dann hauptsichlich lokal durch die heiBe Oberfliche der p-Heizplatten, und
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weniger durch die Erwdrmung der Umgebung, beeinflusst werden. Dies wiederum
verhindert unerwiinschte Nebenreaktionen, wie zum Beispiel die Denaturierung von

Proteinen innerhalb der Zellen (siehe auch Kapitel 2.2.2).

4.3.4 Reproduzierbarkeit des lichtinduzierten Erwirmens

Nachfolgend werden Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit des lichtinduzierten
Erwédrmens und zur Temperaturkonstanz bei kontinuierlicher Bestrahlung mit dem
Laser an Hand von p-Heizplatten aus Kohlenstoff und aus Gold mit 5 um Durchmesser
vorgestellt. Dies ist von Interesse, da ausgeschlossen werden soll, dass durch das
Laserlicht die absorbierenden Strukturen durch Abtragung, Alterung oder chemische

Reaktionen ihre Heizwirkung veridndern.

Dazu wurde genau wie bei den vorhergehenden Messungen wihrend des
Erwdrmens eine Bilderserie aufgenommen. In diesem Fall erfolgte das Erwdrmen im
zeitlichen Abstand von 3 s jeweils 1 s mit 5 mW bzw. 14 mW Laserleistung mit einer
frischen, noch nicht verwendeten p-Heizplatte. Anhand einer Bilderserie aus 120
Bildern wurden elf Wiederholungen des Erwidrmens verfolgt. Wie bereits im
vorhergehenden Abschnitt (Kapitel 4.3.3) beschrieben, wurde aus der Anderung der
Fluoreszenzintensitdt durch Anpassung iiber eine GauBfunktion die maximal erreichte

Temperaturdnderung AT ermittelt.

Den resultierenden Verlauf des wiederholten Erwdrmens und Abkiihlens an einer
u-Heizplatte aus Kohlenstoff zeigt Abb.4-13. Der Mittelwert der maximalen
Temperaturdnderung AT), iiber alle Wiederholungen betrug (2,4+0,2)°C. Die
Standardabweichung betrug demnach 8 %. Ein genereller Trend zu einer stirkeren oder
geringeren Temperaturdnderung durch wiederholtes Erwédrmen war nicht erkennbar.
Um einen besseren Uberblick iiber den Verlauf des Erwirmens zu erhalten, wurde jedes
Erwérmen einzeln betrachtet, entsprechend in einer neuen Zeitskala von 0 s (Beginn der
Erwiarmung) bis 2 s (1 s nach Beendigung des Erwédrmens) eingeordnet. Anschlieend
wurden fiir jeden Zeitpunkt die Mittelwerte der Temperaturdnderungen AT iiber die elf

einzelnen Wiederholungen des Erwidrmens ermittelt.  Die Ergebnisse (siche
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Abb. 4-13 rechts) ergaben eine Standardabweichung von durchschnittlich 15 % um den

jeweiligen Mittelwert.
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Abb. 4-13: Verlauf der Temperaturdnderung AT fiir wiederholtes Erwéirmen an einer
u-Heizplatte aus Kohlenstoff (8 um Durchmesser) fiir 1 s mit 5 mW Laserleistung im zeitlichen
Abstand von 3s. Der linke Graph zeigt die Temperaturdnderung und den Verlauf der
Laserleistung mit der Zeit. Der rechte Graph zeigt den Verlauf des Erwdrmens anhand der
Mittelwerte der Temperaturinderungen iiber die elf einzelnen Wiederholungen. (Durchmesser
des Laserstrahls: 5 pm.)

Die Ergebnisse fiir das lichtinduzierte Erwdrmen mit 14 mW an den 5 pum
durchmessenden  Goldstrukturen  zeigt  Abb. 4-14. Fir die maximale
Temperaturdnderung AT, ergab sich ein Mittelwert von (3,9+0,3)°C. Die
Standardabweichung betrug demnach 8 %, wie bei der Erwdrmung an den p-Heizplatten
aus Kohlenstoff. Ein genereller Trend zur Abnahme oder Zunahme der maximalen
Temperaturdnderung mit zunehmender Anzahl der einzelnen Erwdrmungen war, wie
auch bei den Kohlenstoffstrukturen, nicht zu beobachten. Fiir die Mittelwerte der
Temperaturdnderungen AT iber alle elf Wiederholungen fiir jeden Zeitpunkt wihrend
des Erwidrmens (siche Abb. 4-14 rechter Graph) ergaben sich im Durchschnitt

Standardabweichungen von 11 %.

Diese Messungen zum wiederholten lichtinduzierten Erwérmen an p-Heizplatten
aus Kohlenstoff und aus Gold ergaben die gleichen Standardabweichungen fiir die
gemessenen maximalen Temperaturdnderung AT),. Hingegen waren die
Standardabweichungen der Temperaturdnderungen A7 wihrend des Erwidrmens an

Kohlenstoff groBer (15 %) als die beim Erwadrmen an Gold (11 %).
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Abb. 4-14: Verlauf der Temperaturdnderung AT fiir wiederholtes Erwéirmen an einer
u-Heizplatte aus Gold mit 5 um Durchmesser fiir 1 s mit 14 mW Laserleistung im zeitlichen
Abstand von 3s. Der linke Graph zeigt die Temperaturdnderung und den Verlauf der
Laserleistung mit der Zeit. Der rechte Graph zeigt den Verlauf des Erwdrmens anhand der
Mittelwerte der elf einzelnen Wiederholungen. (Durchmesser des Laserstrahls: 5 um.)

Stiarkere Schwankungen zu Beginn des Erwidrmens konnen entstehen, da die
Temperaturdnderung zuerst nur direkt an den p-Heizplatten erfolgte. Dieser starke
lokale Anstieg in der Kurve der Temperaturverteilung kann bei einer Anpassung an eine
Gaulifunktion zu Fehlern fiihren. Ebenso kann diese Anpassung zu Fehlern fiihren,
wenn beim  Abkiihlen die Temperaturdnderung sehr gering und die
Temperaturverteilung sehr breit ist. Eine weitere Fehlerquelle sind Schwankungen der
zur Fluoreszenzanregung genutzten Quecksilber-Dampflampe. Diese Fehlerquellen
beeinflussen aber alle Messungen und erkldren somit nicht die starkeren Schwankungen
der Mittelwerte der AT bei der Nutzung der Kohlenstoffstrukturen. Die gemessenen
Temperaturdnderungen an den Goldstrukturen waren, auf Grund der hoheren
Laserleistung, um  150%  groBer als die Temperaturdnderungen an
Kohlenstoffstrukturen und konnten dadurch genauer durch eine GauBfunktion anpasst
und bestimmt werden. Dennoch erklért dies nicht die deutlich grofleren Schwankungen,
da auch bei einem dhnlichen Mittelwert von 2,3 °C bzw. 24°C groBere
Standardabweichungen beim Erwidrmen an den p-Heizplatten aus Kohlenstoff (13 %)
im Vergleich zum Gold (10 %) gefunden wurden. Somit miissen die unterschiedliche

Form und Grof3e der beiden Materialien dieses Phdnomen verursachen.
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Die Ergebnisse zeigen dennoch, dass ein Erwdrmen mit Schwankungen von AT),
um 8 % sowohl an p-Heizplatten aus Gold als auch an denen aus Kohlenstoff moglich
ist. Somit ist eine gewisse Reproduzierbarkeit gegeben. Es kann ausgeschlossen
werden, dass sich die u-Heizplatten durch die starke Erwérmung in ihren Eigenschaften

verdndert hatten.

4.3.5 Untersuchung der Stabilitiit der Temperaturerhohung

Um zu untersuchen, ob auch eine ldngere Erwidrmung von 10 s keinen Einfluss
auf die Eigenschaften der verwendeten p-Heizplatten hat, wurden die Versuche aus dem
vorhergehenden Kapitel 4.3.4 unter einmaligem Erwdrmen mit 10 s Belichtungszeit
wiederholt. Das Erwédrmen an den p-Heizplatten aus Kohlenstoff erfolgte mit 5 mW
und das Erwdrmen an den 5 um durchmessenden p-Heizplatten aus Gold mit 14 mW.

Anhand der aufgenommenen Bilderserie wurde wie zuvor das Erwidrmen zeitlich

verfolgt (siche Abb. 4-15).
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Abb. 4-15: Zeitlicher Verlauf der Temperaturdnderung fiir 10 s Erwérmen an einer u-Heizplatte
aus Kohlenstoff (8 pm Durchmesser) mit 5 mW Laserleistung und einer 5 pm durchmessenden
p-Heizplatte aus Gold mit 14 mW Laserleistung. Die roten Punkte entsprechen dem jeweiligen
Mittelwert iiber die letzten neun Sekunden des Erwidrmens und dessen Standardabweichung.
(Durchmesser des Laserstrahls: 5 pm.)

Beim Erwédrmen iiber 10 s wurde deutlich, dass die Temperaturen an beiden
Materialien nach etwa 1 s nicht mehr anstiegen. Ebenso bendtigte das System etwa 1 s,
um sich nach dem Erwidrmen abzukiihlen. Nach der ersten Sekunde des Erwédrmens

blieb die Temperaturinderung konstant. Weder fiir die p-Heizplatte aus Kohlenstoff
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noch fiir die aus Gold konnte ein allgemeiner Trend zur Zunahme oder Abnahme der
Temperaturdnderung festgestellt werden. Allerdings waren die Schwankungen sowohl
absolut als auch relativ zu den Messwerten bei der p-Heizplatte aus Kohlenstoff
deutlich hoher als bei der u-Heizplatte aus Gold. Die relative Abweichung betrug
+10 % im Vergleich zu +4 % bei der p-Heizplatte aus Gold.

Mit diesen Messungen wurden die Ergebnisse der Untersuchungen zur
Reproduzierbarkeit des Erwidrmens im Kapitel 4.3.4 bestitigt. Die Materialien
veranderten sich nicht merklich, aber das Erwdrmen an p-Heizplatten aus Kohlenstoff
fiihrte zu stirkeren Schwankungen der gemessenen Temperaturinderung als das
Erwdrmen an Gold. Der Grund hierfiir liegt in den unterschiedlichen Formen und
GroBen sowie bei den unterschiedlichen Oberflichen der beiden Materialien. Eine
starke lokale Erwdrmung fiihrt auf Grund der Temperaturunterschiede zu Stromungen
im System. Durch die grofere Oberfldche der Kohlenstoffstrukturen konnen lokal stark
unterschiedliche Temperaturen an der Oberflidche entstehen, was wiederum zu stirkeren
Stromungen direkt an der p-Heizplatte und dadurch zu den Schwankungen der
gemessenen Temperaturdnderung fithrt. Hingegen erfolgt die Erwdrmung an den
u-Heizplatten aus Gold gleichmiBiger, so dass auch die Schwankungen geringer sind.

Fiir ein gleichméBiges Erwarmen sind diese Strukturen somit zu bevorzugen.

4.4 Nachweis der Erwirmung durch Schmelzen doppelstringiger DNA

Alternativ zur Fluoreszenzthermometrie wird im Folgenden eine zweite Methode
zum Nachweis des lichtinduzierten Erwédrmens an p-Heizplatten vorgestellt. Diese
beruht auf dem bereits im Kapitel 4.1.2 vorgestellten Schmelzen doppelstrangiger DNA.
Durch Anférben doppelstrangiger DNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff YOYO-1 sollte
die Losung an Fluoreszenzintensitit verlieren, wenn Temperaturen iiber der
Schmelztemperatur der DNA erreicht werden. Daher sollte mit einem solchen System
ein Nachweis von Temperaturen oberhalb der Schmelztemperatur der DNA, falls diese

beim Erwirmen an den p-Heizplatten erreicht werden, ermdglicht werden.
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4.4.1 Durchfithrung

Einer Losung von 40 pL einer 500 nmol-L" Losung doppelstringiger DNA
(66 bp, MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland) in Phosphat-gepufferter Salzlosung
(PBS) wurden 400 pL einer 1 pmol'L”" YOYO-1-Losung (Invitrogen) und 800 pL
demineralisiertes Wasser zugegeben. Die verwendete PBS Losung bestand aus
7,5mmol-L"  K,HPOs, 1,5mmolL" KH,PO; und 136 mmolL"' NaCl in
demineralisiertem Wasser. Der pH-Wert wurde mit einer Losung von 1 mol-L™" HCI
auf 7,4 eingestellt, die Losung filtriert und anschlieBend im Autoklav sterilisiert. Die

Sequenz der verwendeten DNA lautete wie folgt:

5’-GATACGAGCGCAAAGCCCGTAGGTACCAATATT
GAATTCGGATCCCTATTCTCGGTCATTAGCCAT-3’

Als Endkonzentrationen in der Ldsung wurden 16 nmol-'L”" DNA, 323 nmol-L"
YOYO und 4,4 mmol-L" Na* erhalten. Als Schmelzpunkt der verwendeten DNA in

dieser Losung wurde nach Gl. 4-4 eine Temperatur von 50 °C berechnet.

Eine Reaktionskammer des PDMS-Glas-Chips (siche Kapitel 3.2.1) wurde mit
100 uL dieser DNA-Losung gefiillt und mit einer PDMS-Schicht, wie mit einem
Deckel, verschlossen. Die Versuche erfolgten, wie auch bereits im Kapitel 3.2.2, unter
Ausleuchtung mit dem blauen Licht der Quecksilberdampflampe fiir maximal 30 s fiir
die Fluoreszenzanregung und unter 1 s Bestrahlung einer p-Heizplatte mit dem 830 nm
Laserlicht fiir die lichtinduzierte Erwdrmung. Fiir diese Experimente wurde darauf
geachtet, dass fiir jeden einzelnen Versuch eine neue p-Heizplatte verwendet wurde, um

immer die gleichen Bedingungen einzuhalten.

4.4.2 Ergebnisse

Die Bestimmung der maximalen Anderung der Fluoreszenzintensiit wihrend des
Schmelzens der doppelstrangigen DNA durch die Erwidrmung an einer p-Heizplatte
erfolgte analog der Bestimmung der maximalen Temperaturerhohung mit Rhodamin B
im Kapitel4.3.2.  Die Anderung der Fluoreszenzintensitit ergibt sich, nach
Hintergrundkorrektur, aus der Differenz der erhaltenen Fluoreszenzaufnahmen wéhrend

des Erwarmens und der ersten Aufnahme vor dem Erwédrmen bei 25 °C. Betrachtet
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wurde der Verlauf der Intensitdt durch die Mitte der u-Heizplatte, in x-Richtung. Als
Beispiel ist im linken Graphen in Abb. 4-16 der Intensitdtsverlauf fiir das Erwdrmen an

Kohlenstoff p-Heizplatten mit unterschiedlichen Laserleistungen dargestellt.
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Abb. 4-16: Links: Verlauf der relativen Intensitdtsdnderung durch Schmelzen doppelstrangiger
DNA nach 1 s Erwdrmen an Kohlenstoff u-Heizplatten mit variierter Laserleistung sowie nach
Belichten mit dem Laser ohne p-Heizplatte (pinkfarbene Linie) und Belichten mit der
Quecksilberdamflampe ohne Laserlicht (blaue Linie). Rechts: Maximale Intensititsinderung
nach dem Erwdrmen fiir 1 s an p-Heizplatten aus Kohlenstoff und Gold mit unterschiedlicher
Laserleistung jeweils unterhalb der Grenze zur Blasenbildung. (Durchmesser des Laserstrahls:
5 pm.)

Aus diesem Verlauf wurde, durch eine Anpassung mit einer Gaullfunktion, die
maximale Intensititsanderung A/ ermittelt. Wie bereits im Kapitel 4.3.2 beschrieben,
erfolgt die Abnahme der Fluoreszenzintensitit durch das Erwdrmen nur direkt an der
u-Heizplatte. Durch die unverdndert hohe Fluoreszenzintensitédt der dariiber liegenden
Bereiche wurde die Fluoreszenzénderung tiberlagert, so dass die bestimmten Werte fiir
die Anderung der Fluoreszenzintensitit Mittelwerte iiber die gesamte Hohe der
Reaktionskammer waren. Fiir das Ziel dieser Messungen, der Nachweis des Erreichens
von Temperaturen oberhalb der Schmelztemperatur der doppelstringigen DNA von
50 °C, sind diese Mittelwerte absolut ausreichend, da hierzu nur eine Abnahme der

Fluoreszenzintensitit nachgewiesen werden muss.

Durch Bestrahlen mit dem Licht der Quecksilberdampflampe fiir die Dauer von
5 s konnte keine Anderung der Fluoreszenzintensitiit festgestellt werden, wenn kein

Laserlicht verwendet wurde (Abb. 4-16 links, blaue Linie). Auch durch das Bestrahlen
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mit 14 mW Laserlicht fiir 1 s ohne eine p-Heizplatte war keine Intensititsdnderung
erkennbar (Abb. 4-16 links, pinkfarbene Linie). Nur durch die Verwendung der
p-Heizplatten in Kombination mit dem Laserlicht war eine deutliche Abnahme der
Fluoreszenzintensitit um die p-Heizplatte herum erkennbar. Somit wurde die Anderung
der Fluoreszenzintensitdt nicht durch das Licht der Quecksilberdampflampe oder des
Lasers hervorgerufen, sondern war die direkte Folge des Erwdrmens der DNA an den

n-Heizplatten.

Bereits bei einer Laserleistung von 5mW betrug die maximale
Intensitdtsdnderung Al nach dem Erwérmen an einer p-Heizplatte aus Kohlenstoff -5 %
(Abb. 4-16 links, schwarze Linie). Mit zunehmender Laserleistung von 14 mW sank A/
auf -11 % (Abb. 4-16 links, griine Linie). Fiir eine Laserleistung tiber 14 mW bildeten
sich Blasen an der p-Heizplatte, so dass keine Auswertung der Fluoreszenzauthahmen
mehr moglich war. Die p-Heizplatten aus Gold mit 10 um Durchmesser flihrten zu
einer geringeren maximalen Intensititsdnderung A/ um -3 % fiir 5 mW Laserleistung,
die sich fiir Laserleistungen bis 14 mW nur wenig &dnderte (-4,5%). Ab einer
Laserleistung von 22 mW war eine starke Intensititsinderung mit zunehmender
Laserleistung erkennbar, so dass fiir 42 mW Laserleistung A/ bereits -12 % betrug. Eine
hohere Laserleistung fiihrte zur Blasenbildung. Die kleineren p-Heizplatten aus Gold
mit 3um und 5 pum Durchmesser zeigten eine sehr geringe maximale
Intensititsdnderung Al zwischen -2,5% bis -4% und fithrten bereits bei einer

Laserleistung von mehr als 14 mW zur Blasenbildung.

Diese kleinen p-Heizplatten fiihrten demnach ausschlieflich zu einem sehr
lokalen Schmelzen der DNA an ihrer Oberfldche. Dies ist zum Beispiel der Fall, wenn
nur die Oberfldche der p-Heizplatte und nicht die umgebende Fliissigkeit Temperaturen
oberhalb von 50 °C erreichte. Die Fluoreszenzdnderung erfolgte dann hauptsichlich
oberhalb der flachen p-Heizplatten aus Gold, so dass sie kaum detektiert werden
konnte. Bei der Verwendung der gréeren p-Heizplatten aus Kohlenstoff und der aus
Gold mit 10 um Durchmesser war die Erwidrmung weniger lokal, so dass eine

Erwdrmung der umgebenden Fliissigkeit moglich war, bevor es zur Blasenbildung kam.

Im Vergleich zum Kapitel 4.3.2 unterscheiden sich die Ergebnisse im Hinblick
auf die Blasenbildung deutlich. Wéhrend in der DNA-L&sung mit zunehmender Grof3e
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der Goldstrukturen eine hohere Laserleistung fiir eine Blasenbildung notwendig war,
erfolgte die Blasenbildung in der Rhodamin B-L&sung mit zunehmender GroBe friiher.
Die lichtinduzierte Erwidrmung wurde demnach durch die DNA in der Ldsung
beeinflusst. Die vorhandene DNA scheint sich an den Oberflichen der p-Heizplatten
anzulagern und diese soweit zu isolieren, dass es zu einer stirkeren lokalen Erwdrmung
bei kleineren Strukturen kommt.  Diese resultierte in der deutlich fritheren
Blasenbildung. Bei den groBeren Strukturen war diese Isolierung weniger wirksam, so
dass sie sich fast wie bei den vorhergehenden Versuchen verhielten und die

Blasenbildung sogar erst bei etwas hoheren Laserleistungen einsetzte.

Diese Ergebnisse zeigten, dass direkt an der Oberfldche des Kohlenstoffes und des
Goldes wihrend des lichtinduzierten Erwdrmens Temperaturen von iiber 50 °C
herrschten. Mit den p-Heizplatten aus Kohlenstoff und den 10 pm p-Heizplatten aus
Gold war auch ein Schmelzen der doppelstringigen DNA in der Losung um die
u-Heizplatten moglich, wie die deutliche Abnahme der Fluoreszenzédnderung belegten.
Da Temperaturen iiber 50 °C erreicht werden konnen und lebende Zellen sehr
empfindlich auf so grofle Temperaturerhdhungen reagieren (siehe Kapitel 2.2.2), sollte

auch eine Kontrolle des Zellwachstums mit beiden Materialien mdglich sein.

4.5 Zusammenfassung

Mit Hilfe der Fluoreszenzthermometrie mit Rhodamin B konnte gezeigt werden,
dass ein kontrolliertes lokales Erwdrmen durch absorbiertes Laserlicht an p-Heizplatten

aus Kohlenstoff und aus Gold moglich ist.

An den Oberflichen der p-Heizplatten wurden Temperaturen iiber 100 °C
erreicht, wie die beobachtete Blasenbildung belegte. Beim Erwérmen an Gold waren
im Vergleich zum Kohlenstoff etwas hohere Laserleistungen notig, um gleiche
Temperaturdnderungen zu erzielen. Dieser Unterschied resultierte aus den sehr
unterschiedlichen  Geometrien und Materialeigenschaften der verwendeten
u-Heizplatten. Mit zunehmender Grofle der verwendeten p-Heizplatten aus Gold wurde
eine stiarkere Erwdrmung der umgebenden Fliissigkeit gemessen.  Durch die

Wirmeleitung innerhalb des Goldes wurde mit zunehmender Grof3e der p-Heizplatten
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ein groBeres Volumen erwédrmt, was zu einer stirkeren Fluoreszenzinderung innerhalb
der Losung und somit zu den hdheren bestimmten Temperaturdnderungen fiihrte.
Gleichzeitig sollte dadurch die absolute Temperaturerhbhung an der Oberfliche
geringer werden.  Beobachtet wurde aber eine frithere Blasenbildung an den
u-Heizplatten aus Gold mit 10 um Durchmesser im Vergleich zu denen mit 3 um und
S um Durchmesser.  Durch die starke lokale Erwidrmung konnten demnach
Konvektionsstrome entstehen, die zu einer zusétzlichen Abkiihlung der kleineren
u-Heizplatten durch die umgebende, kéltere Fliissigkeit fiihrten. Eine Blasenbildung
erfolgte durch diese Abkiihlung erst bei hoheren Laserleistungen. Bei den groften
u-Heizplatte mit 10 pm Durchmesser konnten diese Konvektionsstrome das Zentrum
der p-Heizplatte nicht abkiihlen, so dass eine Blasenbildung in diesem Fall nicht

verhindert wurde.

Fiir unterschiedlich groBe Goldstrukturen konnten keine Unterschiede im
zeitlichen Verlauf des Erwédrmens festgestellt werden. Hingegen wurden fiir die beiden
verwendeten Materialien, die sich deutlich in Form und Gr68e unterscheiden, sowie fiir
variierte Laserleistungen, Unterschiede im zeitlichen Verlauf des Erwédrmens
festgestellt. Demnach hat die Energiedichte einen groBeren Einfluss auf den Verlauf
der Erwdrmung als die Menge an absorbierter Energie. Das Abkiihlen verlief
unabhingig von der Laserleistung, von dem Material oder von der Grofe der
u-Heizplatte sehr einheitlich. Im Gegensatz zur Erwdrmung bestimmten demnach
hauptsdchlich die Umgebung, also das Glas, auf dem sich die p-Heizplatten befinden,
und die umgebende wissrige Losung, die Abkiihlung der u-Heizplatten.

Es wurde gezeigt, dass beide Materialien ein reproduzierbares Erwdrmen und
Abkiihlen des Systems innerhalb von einer Sekunde ermdglichen. Eine merkliche
Verdnderung der Eigenschaften der p-Heizplatten durch die starke Erwdrmung konnte
ausgeschlossen werden. Die Temperaturdnderungen bei der Erwdrmung an den
u-Heizplatten aus Gold zeigten allerdings geringere Schwankungen, so dass sie filir ein
gleichméaBiges Erwdrmen zu bevorzugen sind. Der Grund hierfiir ist eine kleinere und
gleichméafBigere Oberflache des Goldes im Kontakt mit der umgebenden Fliissigkeit im
Vergleich zur 3,5fach groBeren und durch die Pyrolyse sehr rauen Oberfliche der
Kohlenstoffstrukturen.
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Die Versuche mit doppelstrangiger DNA konnte nachgewiesen werden, dass die
Losung um die p-Heizplatten herum auf iiber 50 °C erwdrmt wurde, wenn
u-Heizplatten aus Kohlenstoff oder aus Gold mit 10 pm Durchmesser verwendet
wurden. Bei diesen Versuchen wurde eine deutlich frithere Blasenbildung an den
u-Heizplatten aus Kohlenstoff und aus Gold mit 3 pum und 5 pm Durchmesser
festgestellt als an denen aus Gold mit 10 pum Durchmesser. Die vorhandene DNA
scheint sich an den Oberflichen der p-Heizplatten anzulagern und diese soweit zu
isolieren, dass es zu einer stirkeren lokalen Erwédrmung bei kleineren Strukturen

kommt, wahrend bei den groeren Strukturen diese Abschirmung weniger wirksam war.
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5 Simulation der lichtinduzierten Erwiarmung

In diesem Kapitel werden die im vorherigen Kapitel 4 vorgestellten, experimentell
ermittelten Ergebnisse zur Erwdrmung an absorbierenden Mikrostrukturen
(u-Heizplatten) durch einen 830 nm Diodenlaser den Ergebnissen von theoretischen
Betrachtungen gegeniibergestellt. Dabei soll insbesondere der Einfluss der
Laserleistung und der Groe der p-Heizplatten auf die Temperaturdnderung untersucht
werden.  Deshalb wurden nur die bereits in Tabelle 4-2 aufgefiihrten, runden
u-Heizplatten aus Gold mit drei unterschiedlichen Durchmessern von 3 um, 5 pm und

10 pm betrachtet.

Die fiir die Simulationen notwendigen theoretischen Grundlagen zur
Wirmeleitung werden im Kapitel 5.1 vorgestellt. Zur Beschreibung der lichtinduzierten
Erwdrmung wurden in Zusammenarbeit mit einem Kollegen zwei unterschiedliche
Modelle entwickelt, welche im Kapitel 5.2 beschrieben werden. Die Ergebnisse der
beiden Modelle werden im Kapitel 5.3 vorgestellt und abschlieBend im Kapitel 5.4 mit
den experimentellen Ergebnissen verglichen. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse

erfolgt in Kapitel 5.5.

5.1 Theoretische Grundlagen zur Wirmeleitung

Bei der lichtinduzierten Erwdrmung wird die Energie des Laserlichts durch
Absorption an den p-Heizplatten in Warme umgewandelt. Diese durch den Laser
zugefiihrte Wérme wird entweder an die kéltere Umgebung abgegeben, oder
entsprechend der Warmekapazitit gespeichert. Fiir ein beliebiges Volumenelement
innerhalb des Materials folgt daraus, dass es durch den Laser als Warmequelle um den

Wirmestrom Q ouen Und durch benachbarte warmere Bereiche um O ein erwirmt wird.

Gleichzeitig wird der Wirmestrom 0 s an benachbarte kiiltere Bereiche abgegeben.

Allgemein ergibt sich die =zeitliche Anderung der innerhalb eines
Volumenelementes des Materials gespeicherten Wérme aus der Summe der ein- und

austretenden Strome sowie des Quellterms:
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90 _

E =
Q:Wiarme [J]; ¢:Zeit [s];  Qew:ecintretender Wirmestrom  [J s
O s : austretender Wirmestrom [J -s'l]; O ouen - Wirmestrom durch eine &duflere
Quelle (z. B. Laser) [J-s™].

Qein - Qaus + QQuell Gl 5-1

Die zeitliche Anderung der innerhalb eines Volumenelementes des Materials
gespeicherten Wiarme wird gleichzeitig durch die Materialeigenschaften wie folgt

bestimmt:

60 or
E _V.p.c -—
at p cp at Gl. 5'2

O : Wirme [J]; ¢: Zeit [s]; V: Volumen [m’]; p : Dichte des Materials [kg:m™];
¢, : spezifische Wirmekapazitét [J kg K']; T': Temperatur [K].

Im betrachteten System tritt keine erzwungene Konvektion auf, wozu zum
Beispiel durch Pumpen erzeugte Fliissigkeitsstrome in Mikrokandlen zdhlen wiirden.
Eine mogliche Konvektion durch Warmestromung wird nicht berticksichtigt. Daher
sind nur die Wérmestrome, resultierend aus der Wéirmeleitung sowie aus dem

Wirmeverlust an Grenzflichen durch Wirmeiibergang, zu betrachten.

Die Wirmestrome durch Warmeleitung werden durch das Fourier’sche Gesetz der

Wairmeleitung beschrieben:

Q'z—/l-A-a—T Gl 5-3
Ox
O : Wirmestrom durch Wirmeleitung [J-s']; A : Warmeleitfahigkeitskoeffizient

[W-m™"K']; 4 : Warmeaustauschfliche [m?]; 7: Temperatur [K]; x : Strecke [m].

Fiir den Wéarmestrom durch Warmeiibergang gilt folgende Gleichung:

Oy, =a-A4-AT Gl 5-4

O vy - Warmestrom durch Wirmetibergang [Js']; @ : Wirmeiibergangskoeffizient

[W-m™>K']; 4: Wirmeaustauschfliche [m?]; AT : Temperaturdifferenz zwischen
den Grenzschichten [K].
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5 Simulation der lichtinduzierten Erwdrmung

Die letzte fehlende Grof3e in GI. 5-1 ist der Warmestrom durch eine du3ere Quelle

0 ouell- Als Energiequelle wurde nur der Laser eingesetzt, so dass sich der Warmestrom

aus dem Produkt der Intensitét und der bestrahlten Flidche 4 ergibt:

Opuers = P(r) = 1(r)- 4 Gl 5-5

O ouen - Wirmestrom durch den Laser als duflere Quelle [J's'l]; P(r) : Lokale

Laserleistung in Abhédngigkeit vom Abstand » vom Strahlmittelpunkt [W];
I(r) : Lokale Intensitdt in Abhédngigkeit vom Abstand » vom Strahlmittelpunkt
[W-m™]; 4 : Bestrahlte Fliche [m?].

Fiir die tibertragene Energie des Lasers wird ein GauBprofil angenommen. Fiir

das Intensititsprofil eines GauB3strahls gilt (nach GI. 2-10 mit z = z):

L

Ir)=1,-e © =1-¢*" Gl 5-6

I(r) : Lokale Intensitdt in Abhéngigkeit vom Abstand » vom Strahlmittelpunkt
[W-m™]; I, : Maximale Intensitit [W-m™]; »: Abstand vom Strahlmittelpunkt [m];
ro : Strahlradius im Fokus [m]; g : GauBfaktor fiir Anpassung [m™].

Die maximale Intensitét /, wird nach GI. 2-12 berechnet:

2-P,
[, == Gl 2-12
T

I : Maximale Intensitit im Fokuspunkt [W-m™]; P, : Gesamte Laserleistung;
7 : Ludolfsche Zahl [~3,14159]; r, : Radius des Laserstrahls im Fokuspunkt [m].

Daraus ergibt sich bei einer maximalen Laserleistung Pg.s von 56 mW und dem
fiir den verwendeten optischen Aufbau abgeschitzten Strahlradius 7y von 2,5 pum (siche
Kapitel 3.2.3) eine maximale Laserintensitidt I, von 5,7-106 W-m?>.  Fiir den zur
Anpassung des Intensitétsprofils ntigen Gaul3-Faktor g muss nach Gl. 5-6 gelten:

2
g=— Gl 5-7

g : GauBfaktor fiir Anpassung [m™]; 7, : Strahlradius im Fokus [m].

Damit ergibt sich ein GauBfaktor g von 8:10' m™.

Diese flinf Gleichungen GIl.5-1 bis GI. 5-5 wurden zur Beschreibung der
lichtinduzierten Erwdarmung an p-Heizplatten genutzt. Die hierzu verwendeten Modelle

werden im nachfolgenden Kapitel 5.2 vorgestellt.
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5.2 Verwendete Modelle zur Simulation des lichtinduzierten Erwiarmens

Zwei unterschiedliche Modelle wurden entwickelt, um den Einfluss der
Laserleistung und der Grofe der p-Heizplatten auf die lichtinduzierte Erwdrmung zu
simulieren. Ein erstes Modell diente zur Simulation der Temperaturverteilung innerhalb
des Wassers und des Glases um die p-Heizplatte herum im stationdren System. Ein
zweites Modell wurde entwickelt, um die Temperaturverteilung innerhalb des Glases
fiir den Grenzfall zu beschreiben, wenn durch extreme Konvektion die Temperatur des

Wassers konstant 25 °C betrigt.

Mit Hilfe dieser beiden Modelle wurde die lichtinduzierte Erwdrmung mit dem
Programm Aspen Custom Modeller (Aspen Technology, Inc., Burlington,
Massachusetts, USA) basierend auf einer Finite-Differenzen-Methode simuliert. Um
eine Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen der Messungen zu ermdglichen, wurden die
Durchmesser der p-Heizplatten und die Laserleistungen entsprechend denen im
Experiment gewéhlt. Die Simulationen erfolgten deshalb mit u-Heizplatten von 3 pum,
5 pm und 10 pm Durchmesser fiir jeweils fiinf verschiedene Laserleistungen von 5 mW,

9 mW, 14 mW, 28 mW und 42 mW. Der Laserdurchmesser betrug 5 um.

5.2.1 Erstes Modell zur Simulation - Stationires System

Im ersten Modell wurde das System in drei Bereiche unterteilt. Diese waren die
Flache der p-Heizplatte, das darunter befindliche Glas und das oberhalb des Glases und
der p-Heizplatte befindliche Wasser, wie in Abb. 5-1 dargestellt.

Als Zentrum des Systems wurde der Mittelpunkt der p-Heizplatte gewihlt.
Ausgehend von diesem Punkt erfolgt die Wéarmeverteilung innerhalb einer Ebene des
Systems (in 7-Richtung) rotationssymmetrisch. Deshalb geniigt eine Betrachtung der
Wirmeverteilung auf einer einzigen Achse beginnend im Zentrum des Laserspots, so
dass sich iiber die Tiefe ein zweidimensionales Modell ergibt. Hierzu wurde das
System in z-Richtung in einzelne rotationssymmetrische Ebenen unterteilt, welche tiber
Wirmeleitung bzw. Wirmeiibergang miteinander in Wechselwirkung standen.
Innerhalb der einzelnen Ebenen wurden entlang des Radius Punkte mit konstantem
Abstand definiert.
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Abb. 5-1: Schematische Darstellung des ersten Modells zur Berechnung der Warmeverteilung
innerhalb des Wassers, des Glases und der p-Heizplatte bei lichtinduzierter Erwdrmung. Es
erfolgt eine zweidimensionale Betrachtung in radialer und in z-Richtung.

In diesem Modell wurde das 150 um dicke Glas und die Wasserschicht bis in
150 um Hohe in jeweils 20 Ebenen unterteilt. Innerhalb einer Ebene wurden entlang
des Radius bis in 200 pm Entfernung vom Mittelpunkt 500 Punkte mit konstantem
Abstand definiert. Zwischen dem Glas und dem Wasser wurde eine Ebene als die der
u-Heizplatte definiert. Diese Ebene wurde ebenfalls entlang des Radius bis in 200 um
Entfernung vom Mittelpunkt in 500 Punkte aufgeteilt. Zusdtzlich wurde definiert, bis
zu welchem dieser Punkte, ausgehend vom Mittelpunkt des rotationssymmetrischen
Systems, die p-Heizplatte reichte. AuBerhalb dieses Radius der p-Heizplatte befand
sich Wasser. Dieser Ebene wurde keine Dicke zugeordnet. Die Simulationen erfolgten
fiir einen Zeitraum von 0,5 s mit Zeitintervallen von jeweils 1 ms. Eine ausfiihrlichere

Beschreibung dieses Modells und dessen Berechnung erfolgt im Kapitel A.1.

5.2.2 Zweites Modell zur Simulation - Grenzfall fiir extreme Konvektion

Um den Grenzfall fiir extreme Konvektion zu beschreiben, wurde ein zweites,
sehr vereinfachtes Modell entwickelt. In diesem Modell wurde das System in nur zwei

Bereiche unterteilt, wie schematisch in Abb. 5-2 dargestellt.
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5 Simulation der lichtinduzierten Erwdrmung

Diese zwei Bereiche waren zum einen die Fliche der p-Heizplatte und zum
anderen das darunter befindliche Glas. Das oberhalb des Glases und neben dem Gold
der p-Heizplatte befindliche Wasser hatte eine konstante Temperatur von 25 °C. Dies
entspricht dem Grenzfall, dass durch extrem starke Konvektion stets Wasser mit einer
Temperatur von 25°C das System kiihlt. Es wurden keine Konvektionsstrome
betrachtet. Wie beim ersten Modell wurde das System in einzelne,

rotationssymmetrische Ebenen unterteilt.

Wasser 25 °C

x
b
x
x
b
x
x
x

M-Heizplatte x==geepmx x x x

X X X X X X X %X X X %X x
Glas

X X X X X X X X X X %X x x

z| X X X X X X X X X X %X x x

F X X X X X X X X X X %X x x

% AN % X A R AN A AKX KN K

Abb. 5-2: Schematische Darstellung des zweiten Modells zur Berechnung der Warmeverteilung
innerhalb des Glases und der p-Heizplatte bei lichtinduzierter Erwdrmung. Es erfolgte eine
zweidimensionale Betrachtung in radialer und in z-Richtung.

Das 150 um dicke Glas wurde in 10 Ebenen unterteilt. Innerhalb einer Ebene
wurde ausgehend vom Mittelpunkt ein Bereich von 300 um entlang des Radius,
aufgeteilt in 750 Punkte, untersucht. Eine Ebene oberhalb des Glases wurde als
u-Heizplatte definiert. Diese Ebene wurde in 7-Richtung, genau wie das Glas, in einem
Radius von 300 um in 750 Punkte aufgeteilt. Zusétzlich wurde definiert, bis zu
welchem dieser Punkte die p-Heizplatte reichte. AuBerhalb dieses Radius der
u-Heizplatte befand sich Wasser. Die Simulationen erfolgten fiir einen Zeitraum von
einer Sekunde mit zeitlichen Intervallen von 1 ms. Dieses zweite Modell und dessen

Berechnung wird im Kapitel A.2 ausfiihrlicher vorgestellt.

5.3 Ergebnisse der Simulationen

Die Ergebnisse der Simulationen mit beiden Modellen werden nachfolgend
vorgestellt. Es wurden jeweils p-Heizplatten von 3 pm, 5 um und 10 pm Durchmesser
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simuliert, welche jeweils fiir 1 s mit fiinf verschiedenen Laserleistungen von 5 mW,
O9mW, 14mW, 28mW und 42 mW bestrahlt wurden. Alle angegebenen

Temperaturdnderungen beziehen sich auf die Umgebungstemperatur von 25 °C.

5.3.1 Ergebnisse des ersten Modells - Stationires System

Mit dem ersten Modell, dem eines stationdren Systems (siche auch Abb. 5-1),
wurde innerhalb von weniger als 0,3 s nach Beginn der Erwidrmung ein stationérer
Zustand erreicht. Fiir die Auswertung wurde die Temperaturverteilung im stationiren
Zustand innerhalb der untersten Ebene des Wassers, welche nicht im direkten Kontakt
zur p-Heizplatte steht, betrachtet. Die Temperaturverteilungen in dieser Wasserschicht

neben den p-Heizplatten nach 0,5 s Erwdrmung sind in Abb. 5-3 dargestellt.

3 ym Gold 5 ym Gold 10 pm Gold
300 — 150 — 75 —
i —— 5mW - — 5mW | ] —— 5mW
250 - — ImMW_ =~ o5 —_— ImW_ ] —_— 9 mW |
| 14 mW | | 14 mW | ] 14 mW |
— 28 mW — 28 mW —28mW
200 42 mw- 2 100 42 mw 2 50 42 mW™

Temperaturdnderung [°C]

&

(=]

1
Temperaturdnderung [°C]
Temperaturanderung [°C]

100 25—
50— -
D D L) [ L
0 20 40 0 20 40 0 20 40
Radius [um] Radius [pm] Radius [pm]

Abb. 5-3: Mit Hilfe des ersten Modells simulierte Temperaturverteilung neben den
u-Heizplatten innerhalb der untersten Wasserschicht wéahrend der lichtinduzierten Erwdrmung
an drei p-Heizplatten unterschiedlicher GroBe fiir fiinf verschiedene Laserleistungen im
stationdren Zustand des Systems. (Durchmesser des Laserstrahls: 5 pm.)

Erwartungsgemal wurden mit zunehmender Laserleistung die
Temperaturdnderungen grofler. Dieses System zeigte zudem eine starke Abhdngigkeit
der Temperaturdnderung von der Grofe der p-Heizplatten. Die p-Heizplatten mit 3 um
Durchmesser fiihrten zu einer deutlich stirkeren Erwdrmung des Systems als die

groBBeren. Die Temperaturdnderung wurde durch Vergroferung der p-Heizplatte von
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3 um auf 5 pm Durchmesser um 50 % reduziert. Durch eine weitere VergroBerung der
u-Heizplatten von 5 pm auf 10 um Durchmesser nahm die Temperaturdnderung noch

einmal um 50 % ab.

Diese Ergebnisse entsprachen den bereits im Kapitel 4.3.2 erlduterten
Erwartungen, dass kleinere p-Heizplatten lokal zu einer stirkeren Erwidrmung fiihren.
Die kleinsten p-Heizplatten mit 3 um Durchmesser fiihrten zu einer deutlich stirkeren
Erwdrmung des gesamten Systems als die groferen, obwohl auf Grund des Laserradius
von 5 um nur 70 % der Laserleistung auf diese kleinen p-Heizplatten traf. Der Grund
hierfiir waren die starken lokalen Temperaturerhohungen direkt an den p-Heizplatten.
Da mit einem groBeren Temperaturgradienten die Antriebskraft flir einen
Wirmetransport grofer wird, verteilt sich die Warme stérker innerhalb des simulierten
Systems. Die kiihlende Wirkung der Umgebung reicht nicht aus, um die Warme schnell
genug aus dem System abzufiihren, zum Beispiel iiber die Unterseite des Glases oder
den oberen Rand des Wassers. Hingegen wird die Wiarme bei den groferen
pu-Heizplatten sofort auf ein groBeres Volumen verteilt, wodurch der
Temperaturgradient geringer wird. Die Wirme kann iiber ein groBeres Volumen aus

dem System abgefiihrt werden, so dass sich das System weniger erwarmt.

Dieses Modell beschreibt einen Extremfall eines statischen Systems. Deshalb
wurde ein zweites Modell entwickelt, in dem die Wéarme sofort durch Wasser einer
konstanten Temperatur abgefiihrt wurde, was ein anderes Extrem einer sehr starken

Konvektion entspricht. Die Realitét sollte zwischen beiden Extremen liegen.

5.3.2 Ergebnisse des zweiten Modells - Grenzfall fiir extreme Konvektion

Das zweite Modell zur Simulation, welches den Grenzfall fiir extreme Konvektion
beschreibt, bestand aus einer Glasschicht mit einer p-Heizplatte und dariiber

befindlichem Wasser mit einer konstanten Temperatur von 25 °C (siche auch Abb. 5-2).

Die Simulationen mit diesem Modell erreichten innerhalb eines Zeitraumes von
weniger als 0,2 s nach Beginn der Erwdrmung einen stationdren Zustand. Fiir die
Auswertung wurde im stationdren Zustand des Systems die Temperaturverteilung

innerhalb der obersten Glasschicht betrachtet. Diese Ergebnisse der Bereiche neben den
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u-Heizplatten nach 1 s Erwdrmung sind in Abb. 5-4 dargestellt.

Wie zu erwarten,

wurden mit steigender Laserleistung die Temperaturdnderungen innerhalb des Glases

grofer.
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Abb. 5-4: Mit Hilfe des zweiten Modells simulierte Temperaturverteilung innerhalb der
obersten Glasschicht neben den p-Heizplatten wahrend der lichtinduzierten Erwarmung an drei
u-Heizplatten unterschiedlicher GroBe fiir fiinf verschiedene Laserleistungen im stationiren
Zustand des Systems. (Durchmesser des Laserstrahls: 5 pm.)
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Abb. 5-5: Mit Hilfe des zweiten Modells simulierte Temperaturverteilung innerhalb der
obersten Glasschicht neben den p-Heizplatten nach lichtinduzierter Erwdrmung mit jeweils
S5mW und 28 mW Laserleistung fiir 1s an drei p-Heizplatten unterschiedlicher GroBe.
(Durchmesser des Laserstrahls: 5 pm.)
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Der Einfluss der Grofe der p-Heizplatte hingegen war minimal, wie in Abb. 5-5
erkennbar ist. Die pu-Heizplatten mit 5 pm Durchmesser fiihrten im Glas zu einer etwas
hoheren, und die mit 3 pm Durchmesser zu einer minimal geringeren Erwdrmung im
Vergleich zur Erwdrmung an p-Heizplatten mit 10 pm Durchmesser. Die maximalen
Unterschiede betrugen bei einer Laserleistung von 42 mW 2 °C im Vergleich zu den
5 um durchmessenden p-Heizplatten und 1°C im Vergleich zu den 3 pum
durchmessenden p-Heizplatten. Fiir geringe Laserleistungen bis 14 mW waren die

Unterschiede vernachlissigbar.

Direkt an den p-Heizplatten hingegen waren die Temperaturanderungen deutlich
von der GroBle der p-Heizplatten abhdngig. Die Temperaturdanderungen waren fiir die
kleinsten p-Heizplatten mit 3 pm Durchmesser am gréfiten, fiir die mit 5 um
Durchmesser bereits deutlich kleiner und fiir die groiten mit 10 um Durchmesser am

kleinsten.

Diese Ergebnisse bestétigten ebenfalls, dass kleinere p-Heizplatten zu einer
stirkeren lokalen Erwdrmung fiihren. Die groBte Erwdrmung des Glases um die
n-Heizplatte herum bei Verwendung der p-Heizplatten mit 5 um Durchmesser war
darin begriindet, dass in diesem Fall der Durchmesser mit dem des Laserstrahls
tibereinstimmte. Dadurch trafen 100% der Laserleistung auf die kleinstmdgliche
Flache, wihrend bei groferen p-Heizplatten die Leistung auf eine gréBere Flache
verteilt wurde und bei kleineren nur weniger (70%) Leistung zur Erwdrmung zur

Verfligung stand.

5.4 Vergleich der Simulationen mit den Messergebnissen

Die Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Ergebnisse der Simulationen mit den
beiden unterschiedlichen Modellen und die der Messungen mit den beiden realen
Systemen, zum einen die Rhodamin B-Losung (siehe auch Kapittel 4.3.2) und zum
anderen die Losung mit doppelstringiger DNA (siche Kapitel 4.4.2), werden
nachfolgend dargestellt. = Durch einen Vergleich der Ergebnisse dieser sehr

unterschiedlichen Systeme sollen mogliche Ursachen fiir die Unterschiede festgestellt
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werden, um einen besseren Einblick in die Vorgénge wéhrend der lichtinduzierten

Erwidrmung zu erhalten.

Mit Hilfe der Fluoreszenzthermometrie mit Rhodamin B wurde die {iber die Hohe
der Reaktionskammer gemittelte Temperaturverteilung um die p-Heizplatte bestimmt
und mit einer GauBlverteilung angenihert. Von diesen Ndherungen sind beispielhaft die
fir zwei unterschiedliche Laserleistungen von 5 mW und 28 mW und den drei

verschiedenen Groflen der p-Heizplatten in Abb. 5-6 dargestellt.

Temperaturdanderung [°C]

0 10 20 30 40 50
Radius [um]

Abb. 5-6: Naherungen nach Gaul3 der mit Hilfe von Rhodamin B experimentell bestimmten
Temperaturverteilungen nach lichtinduzierter Erwérmung mit jeweils 5 mW und 28 mW
Laserleistung fiir 1s an drei p-Heizplatten unterschiedlicher GroBe. (Durchmesser des
Laserstrahls: 5 pm.)

Die entsprechenden Ergebnisse der Simulationen mit dem ersten Modell mit den
gleichen Laserleistungen und p-Heizplatten der gleichen GroBle sind in Abb. 5-7
abgebildet. Die Ergebnisse der Simulationen mit dem zweiten Modell wurden bereits

im vorherigen Kapitel 5.3.2 in Abb. 5-5 vorgestellt.

Sowohl die Ergebnisse der Fluoreszenzthermometrie, als auch die der
Simulationen mit beiden Modellen, zeigten eine zunehmende Erwdrmung mit
zunehmender Laserleistung. Weiterhin zeigten die Ergebnisse in allen drei Féllen eine
geringere Erwidrmung direkt an den p-Heizplatten mit zunehmender GroBe der
u-Heizplatten. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Fluoreszenzthermometrie

(Abb. 5-6) wurde bei den Simulationen mit dem ersten Modell (Abb. 5-7) eine
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Abnahme der Erwdrmung mit zunechmender Grofle der pu-Heizplatte festgestellt. Mit
dem zweiten Modell fiir die Simulationen wurde eine stirkere Erwdrmung fiir die
mittleren p-Heizplatten mit 5 pum Durchmesser im Vergleich zu den kleineren und den

groBeren ermittelt (Abb. 5-5).

200 r ) r T r , r T r
—_—28 mW, 3um
1 ——28mW, 5um ]
150 - 28 mW, 10 ym
—_— 5mW, 3pum
7 — 5mW, 5S5pm ]
100 4 5mW, 10 pm _

Temperaturanderung [°C]

Radius [um]

Abb. 5-7: Mit Hilfe des ersten Modells simulierte Temperaturverteilungen innerhalb der
untersten Wasserschicht nach lichtinduzierter Erwérmung mit jeweils 5 mW und 28 mW
Laserleistung fiir 1s an drei p-Heizplatten unterschiedlicher GroBe. (Durchmesser des
Laserstrahls: 5 um.)

Sowohl das zweite Modell als auch die Experimente mit Rhodamin B fiihrten zu
einer stirkeren Erwidrmung fiir 5 um durchmessende p-Heizplatten als fiir die mit 3 pm
Durchmesser. Das Modell fiir den Grenzfall extremer Konvektion, bei dem die
Wassertemperatur konstant 25 °C betrug, beschreibt demnach den realen Versuch mit
Rhodamin B etwas besser als das erste Modell, insbesondere bei der Betrachtung dieser
u-Heizplatten mit 3 um und 5 pm Durchmesser. Somit sind die durch die entstehenden
starken Temperaturgradienten auftretenden Konvektionsstrome dafiir verantwortlich,
dass mit Rhodamin B eine Zunahme der Temperaturdinderung mit zunehmendem
Durchmesser der p-Heizplatten detektiert wurde. Da mit zunehmender Grofe der
u-Heizplatten die absolute Temperaturdnderung an der Oberfliche der p-Heizplatten
geringer wird, nehmen diese Konvektionsstromungen im realen System mit
Rhodamin B ebenfalls mit zunehmender GroBe der p-Heizplatten ab.  Diese
Stromungen fiihrten zu einer stiarkeren Abkiihlung der kleineren p-Heizplatten, wihrend

die groBten p-Heizplatten mit 10 pm Durchmesser wegen ihrer Grofe und dem
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geringsten Temperaturgradienten nicht so effektiv gekiihlt wurden. Im Gegensatz zur
Simulation mit dem zweiten Modell, bei dem die Kiihlung fiir alle Grofen der
n-Heizplatten konstant war, waren wegen dieser unterschiedlichen Kiihlung im
Experiment mit Rhodamin B die resultierenden Temperaturerh6hungen an den 10 um

durchmessenden p-Heizplatten groBer im Vergleich zu denen mit 5 um Durchmesser.

Nachfolgend werden die Simulationen und Experimente im Bezug auf die zum
erreichen von 100 °C notwendigen Laserleistungen, in Abhidngigkeit der Grofe der
u-Heizplatten, verglichen. Da die Versuche und die Simulationen nur bei einigen
Laserleistungen durchgefiihrt wurden, wurden die Bereiche bestimmt, innerhalb derer
eine Blasenbildung bzw. Temperaturen von tliber 100 °C zuerst erreicht wurden. Diese
Bereiche ergaben sich durch die hochsten verwendeten Laserleistungen, bei denen die
ndtigen Temperaturen noch nicht erreicht wurden, und die niedrigsten verwendeten
Laserleistungen, bei denen Temperaturen 100 °C iiberschritten bzw. eine Blasenbildung
auftrat. Diese Bereiche der Laserleistung fiir die Experimente mit Rhodamin B- und
DNA-Lo6sung sowie die fiir die Simulationen mit beiden unterschiedlichen Modellen
sind fir die drei verwendeten Groen der p-Heizplatten in Tabelle 5-1

zusammengefasst.

Tabelle 5-1: Vergleich der Experimente mit Rhodamin B- und DNA-LOosung mit den
Simulationen mit beiden Modellen. Angegeben ist der Bereich der Laserleistung, in dem zuerst
eine Blasenbildung auftrat bzw. in dem die Oberfldche der p-Heizplatte eine Temperatur von
mehr als 100 °C erreichte, in Abhingigkeit von der GroBe der p-Heizplatte. (Durchmesser des
Laserstrahls: 5 pm.)

Durchmesser der | - p, o gamin B DNA Modell 1 Modell 2
u-Heizplatte

=  — |
d=3pum 42 - 56 mW 14-21 mW 5-9mW 0-5mW
d=5pum 42 - 56 mW 14-21 mW 14 - 28 mW 0-5mW
d=10 pm 28 - 42 mW 42 - 56 mW > 56 mW 9-14mW

Die Ergebnisse der Simulationen mit beiden Modellen sowie der Experimente mit
der DNA-Losung zeigten den gleichen Trend, dass mit zunehmender GroBe der
u-Heizplatte hohere Laserleistungen notwendig sind, um die gleiche Temperatur von

100 °C zu erreichen. Dies bestétigt die Annahme, dass die kleineren p-Heizplatten zu
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einer starkeren lokalen Erwdrmung fiihren. Bei den Experimenten mit der Rhodamin B-

Losung wurde ein entgegengesetzter Trend festgestellt.

Im Fall der Experimente mit Rhodamin B fiihrten demnach Effekte zu diesem
entgegengesetzten Trend, welche bei den Simulationen vernachldssigt wurden.
Folgende zwei wesentliche Effekte wurden zur Vereinfachung in beiden Modellen nicht
betrachtet. Als erster Effekt wurden mdogliche Konvektionsstromungen vernachléssigt,
welche abhidngig von der erreichten Erwidrmung waren. Der Ursprung dieser
Stromungen ist eine Abnahme der Dichte von Wasser um 4% bei einer
Temperaturerhohung von 25°C auf 100 °C. Auf Grund der erhdhten lokalen
Erwdrmung an den kleinen p-Heizplatten traten die Stromungen dort stirker auf und
fiihrten zu einer zusétzlichen Abkiihlung. Dass diese Abkiihlung durch diese
Konvektionsstrome im Experiment auftrat, zeigte der Vergleich der Experimente mit
Rhodamin B mit den Simulationen mit dem zweiten Modell. Der zweite Effekt,
welcher nicht  beachtet wurde, war die Temperaturabhingigkeit der
Materialeigenschaften wie Wiarmekapazitit und Warmeleitfdhigkeit, welche aber fiir
das Wasser eine Rolle spielen konnen. Wéhrend die Wirmekapazitit bei einer
Temperaturerh6hung von 25 °C auf 100 °C um maximal 1% zunimmt und somit
vernachléssigt werden kann, nimmt seine Warmeleitfahigkeit um 13 % zu [167]. Dies
fiihrt zu einer geringeren Speicherung der Wérme und einer verstarkten Warmeleitung

im Vergleich zu den verwendeten Modellen.

Im Vergleich zu diesen Versuchen mit Rhodamin B waren die gleichen Effekte
bei den Versuchen mit der DNA-Lo6sung offensichtlich deutlich geringer ausgepragt,
denn das letztere System wurde durch die Simulationen besser beschrieben.
Insbesondere die Ergebnisse der Simulationen mit dem zweiten Modell, bei dem die
Umgebungstemperatur konstant 25 °C  betrug, beschrieben die experimentellen
Ergebnisse mit der DNA-LOsung gut. Somit war bei diesem Experiment der
Temperaturgradient im Wasser um die p-Heizplatten gering, wodurch beide Effekte
abgeschwicht wurden. Gleichzeitig wurden die p-Heizplatten wérmer, wodurch es
frither zu einer Blasenbildung kam. Dies bestdtigt die im Kapitel 4.4.2 vorgestellte
Vermutung, dass sich die DNA an der Oberfliche der p-Heizplatten anlagerte und

dadurch einen isolierenden Effekt auf die p-Heizplatten hatte, so dass die Wérme
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schlechter an das umgebende Wasser abgegeben wurde. Ein weiterer Grund fiir die
bessere Ubereinstimmung der Ergebnisse mit der DNA-Ldsung mit denen der Modelle
im Vergleich zu denen mit Rhodamin B war die fehlende Tiefenauflosung im letzen
Fall. Mittels Fluoreszenzthermometrie mit Rhodamin konnten nur Mittelwerte iiber die
Hohe der Reaktionskammer ermittelt werden, so dass auch Temperaturerhdhungen in
hoheren Bereichen betrachtet wurden. Hingegen wurden mit Hilfe der Modelle und der

Versuche mit DNA-Ldsung nur die Temperaturen an der Oberflache des Glases erfasst.

5.5 Zusammenfassung

Die theoretische Betrachtung der lichtinduzierten Erwdrmung anhand von zwei
unterschiedlichen Modellen zeigte, dass die Erwdrmung der p-Heizplatten stark von der
Laserleistung und der GroBe der p-Heizplatten abhing. Beide Modelle bestétigten die
Annahme, dass die lokale Erwdrmung der p-Heizplatten mit 3 um Durchmesser am
starksten und die mit 10 um am geringsten ist. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass
auftretende Konvektionsstrome mit abnehmender Grofle der p-Heizplatten eine

zunehmende Rolle spielten.

Fiir die resultierende Temperaturverteilung um die p-Heizplatten herum wurden
zwei unterschiedliche Ergebnisse erhalten. Wurde die Warme direkt durch Wasser mit
einer konstanten Temperatur von 25°C abtransportiert, fiihrten die 5 um
durchmessenden p-Heizplatten zu einer etwas stirkeren Erwédrmung als die groferen
und die kleineren. Die Betrachtung der Temperaturverhdltnisse innerhalb des
angrenzenden Wassers fiihrte zu dem Ergebnis, dass die p-Heizplatten mit 3 um
Durchmesser das System deutlich stirker erwdrmten und die mit 10 pum deutlich
weniger als die mit 5 pm Durchmesser. In diesem Modell erfolgten eine stirkere
Verteilung der Wiarme innerhalb des Systems und ein schlechterer Warmeausgleich mit
der Umgebung bei der Verwendung der kleinen p-Heizplatten im Vergleich zu den

grofleren.

Im Vergleich zu den experimentellen Ergebnissen wurde deutlich, dass die
Erwdarmung der DNA-Lo6sung in Néherung durch die Modelle beschrieben wurde,

wéhrend die Ergebnisse mit der Rhodamin B-Lésung deutlich abwichen. Das zweite
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Modell fir den Grenzfall extremer Konvektionsstromung, bei dem die
Wassertemperatur konstant 25 °C betrug, bildete die Temperaturverteilung des realen
Versuchs mit Rhodamin B etwas besser nach, insbesondere bei der Betrachtung der
u-Heizplatten mit 3 pum und 5 pm Durchmesser. Der Grund hierfiir waren auftretende
Konvektionsstrome, welche im Experiment mit Rhodamin B besonders die kleineren
u-Heizplatten zusitzlich kiihlten. Diese auftretenden Konvektionsstrome und die
Temperaturabhéngigkeit der Materialkonstanten von Wasser wurden in beiden
Modellen der Simulationen nicht beachtet. Diese beiden Effekte fithrten zu den
abweichenden Ergebnissen bei den Experimenten mit Rhodamin B, hingegen hatten sie
bei den Experimenten mit der DNA-LOsung einen sehr geringen Einfluss. Dies
bestdtigte die Annahme, dass die DNA einen isolierenden Effekt auf die p-Heizplatten
hatte, so dass kaum eine Temperaturerhohung des umgebenden Wassers auftreten

konnte, wéahrend die p-Heizplatten umso stirker erwarmt wurden.
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6 Reaktion lebender Zellen auf lichtinduziertes Erwirmen

Komplexe biologische Systeme wie lebende Zellen reagieren, wie bereits im
Kapitel 2.2.2 beschrieben, schon auf Temperaturdnderungen von wenigen Grad Celsius
sehr empfindlich. FEine Zelle kann nicht leben, wenn sie dauerhaft erhohten
Temperaturen ausgesetzt wird. Somit konnen derartige Temperaturerhohungen das
Zellwachstum im Bereich der Erwirmung hemmen. Eine solche Kontrolle des
Zellwachstums wire sehr hilfreich und leicht realisierbar fiir die Kultivierung und
Analyse von Einzelzellen, kleinen Zellkulturen und Zellgeweben innerhalb von

Mikrochips.

Nachfolgend wird daher zuerst untersucht, wie einzelne lebende Zellen der
humanen Zelllinie SW 480 auf das lichtinduzierte Erwdrmen an fixierten
Graphitpartikeln und an p-Heizplatten aus Gold oder Kohlenstoff reagieren.
AnschlieBend wird {iiberpriift, ob eine Regulierung des Zellwachstums in einem
groBBeren Gebiet auf dem Mikrochip durch lichtinduziertes Erwdrmen an p-Heizplatten

aus Kohlenstoff erreicht werden kann.

6.1 Kultivierung der Zellen und Herstellung der Zell-Mikrochips

Fiir alle Experimente wurden humane Dickdarm-Krebszellen der Zellinie SW 480
(LGC Promochem), Stadium IV (Duke B), verwendet (siche Abb. 6-1B). Die
Zellkultur erfolgte in einem Medium aus 10 mL Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium /
Néhrlosung F-12 Ham (DMEM/F-12) mit 10 % fetalem Kilberserum (FCS). Kultiviert
wurde im Inkubator (Thermo Electron Corporation) bei 36 °C, 5,5% CO; (v/v) und
erhohter Luftfeuchtigkeit. Ein Wechsel des Mediums erfolgte alle zwei bis drei Tage.
Dazu wurden die Zellen, nach Entfernen des Mediums, fiir 15 min mit 1,5 mL EDTA-
Trypsin-Losung behandelt, um sie von der Flaschenwand abzulosen. Zu dieser
Zellsuspension wurden 3 mL Medium gegeben, und die Losung zentrifugiert. Das
Pellet aus Zellen wurde anschlieBend in 2 mL Medium suspendiert und die Zelldichte
mit einem Zellzdhler (CASY Cell Counter Modell DT, Schirfe Systems, Reutlingen,
Deutschland) bestimmt. Eine neue Subkultur wurde mit einer Zellkonzentration von

7500 Zellen pro mL in 50 mL Zellkulturflaschen aus Polystyrol (Sarstedt, Deutschland)
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angelegt (siche Abb. 6-1 A), wihrend die restlichen Zellen fiir Versuche zum
lichtinduzierten Erwdrmen zur Verfligung standen. Alle verwendeten Chemikalien

wurden von PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich, bezogen.

Abb. 6-1: A) Zellkulturflasche aus Polystyrol mit lebenden Zellen unter dem
Durchlichtmikroskop. B) Aufnahme von Dickdarm-Krebszellen der Zelllinie SW 480 durch
das Durchlichtmikroskop.

Um die Folgen des lichtinduzierten Erwidrmens fiir lebende Zellen unter
reproduzierbaren Bedingungen untersuchen zu kénnen, wurden die adhérenten Zellen
direkt auf dem Glas mit den p-Heizplatten kultiviert. Die Zellen sind dadurch im
Kontakt mit dem Glas und den p-Heizplatten. Wiirden die Zellen in Suspension, also
im Medium verteilt, eingesetzt, wére dies nicht gegeben und eine Reproduzierbarkeit

konnte nicht erreicht werden.

Fiir die Laserversuche zum lichtinduzierten Erwdrmen wurden die bereits im
Kapitel 3.2.1 vorgestellten Mikrochips, bestehend aus Reaktionskammern mit Rahmen
aus PDMS und den absorbierenden Materialien, hergestellt. Als absorbierende
Materialien wurden fixierte Graphitpartikel (sieche auch Kapitel 3.2.1) bzw.
u-Heizplatten aus Gold oder Kohlenstoff (siche auch Kapitel 4.2, Tabelle 4-2)
eingesetzt. Von diesen Mikrochips wurden eine bzw. zwei Reaktionskammern mit
100 uL poly-D-Lysin (0,01 % w/v, Sigma Aldrich) gefiillt und fiir 30 min inkubiert.
Anschliefend wurden sie dreimal mit PBS gespiilt. In diese mit poly-D-Lysin
beschichteten Reaktionskammern wurden jeweils 100 uL Zellsuspension einer
Konzentration von 15000 Zellen pro mL gefiillt. Die Zellen wurden unter den bereits

beschriebenen Bedingungen flir 24 h inkubiert. Sie lieBen sich sowohl auf den
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Mikrochips mit fixierten Graphitpartikeln, als auch auf denen mit p-Heizplatten aus
Kohlenstoff (sieche Abb. 6-2) oder aus Gold, problemlos kultivieren.

Abb. 6-2: Direkt auf Glas mit p-Heizplatten aus Kohlenstoff gewachsene Dickdarm-Krebszellen
der Zelllinie SW 480, nach einem Tag Inkubationszeit.

Direkt vor den Laserexperimenten wurde das Medium entfernt und die
Reaktionskammern mit 100 pL farblosem Medium (DMEM/F-12) und einer 0,1%igen
Erythrosin B-Losung (AppliChem, Darmstadt, Deutschland) in PBS gefiillt. Abhingig
vom Experiment wurden 2 pL oder 20 pL der Erythrosin B-Losung zum Medium
hinzugegeben (Strukturformel siche Abb. 6-3).
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Abb. 6-3: Strukturformel von Erythosin B, einem Farbstoff, der gezielt gestorbene Zellen
anfarbt.

Erythrosin B dringt durch die pordse Zellmembran toter Zellen, wodurch diese
Zellen angeféarbt werden. Die Zellmembran einer lebenden Zelle hingegen ist fiir diesen
Farbstoff undurchdringbar, so dass sich die Farbe dieser Zellen nicht dndert. Bei einer
Verwendung von 20 pL auf 100 pL Medium fiihrt dieser Farbstoff zu einer sehr starken
Verfarbung toter Zellen. Diese werden anschlieBend im Durchlichtmikroskop, je nach
verwendeten Filtern, an der roten bzw. schwarzen Farbe erkennbar. In geringerer
Konzentration, wie beispielsweise bei den verwendeten 2 pL auf 100 uL Losung, ist

eine Fluoreszenzanregung des Farbstoffes notwendig, um tote Zellen von lebenden zu

119



6 Reaktion lebender Zellen auf lichtinduziertes Erwidrmen

unterscheiden. Der Farbstoff zeigt in der Losung keine Fluoreszenz, hingegen nimmt
die Fluoreszenz toter Zellen deutlich zu. Fiir die Laserversuche galt eine Zelle als tot,
wenn sie innerhalb einer Minute nach der Behandlung eine deutliche Schwarzfiarbung
zeigte oder sich innerhalb einer Minute ihre urspriinglich sehr geringe
Fluoreszenzintensitdt nach Hintergrundkorrektur mindestens verdoppelt hatte. Von
diesen beiden Methoden wurde die Fluoreszenzmessung bevorzugt, da weniger
Farbstoff benétigt wurde und die Ergebnisse nicht subjektiv waren. Hingegen war eine

Verfdrbung von Zellen bei der Durchlichtmikroskopie nicht immer eindeutig erkennbar.

Die Laserexperimente wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Unter diesen
Bedingungen iiberlebten die Zellen fiir mindestens 60 Minuten. Nach den Versuchen

wurden die verwendeten Mikrochips mit den Zellen autoklaviert und entsorgt.

Fir die Versuche zum Nachweis der Regulation des Zellwachstums durch
lichtinduziertes Erwérmen im Kapitel 6.2.4 wurde dem farblosen Zellmedium zusétzlich
10% FCS und 1,2 % Streptamyzin (Invitrogen) hinzugefiigt. Durch diese zusétzlichen
Nahrstoffe und das Antibiotikum zum Schutz der Zellen konnte der Mikrochip nach der
Bestrahlung am Mikroskop zuriick in ein steriles Gefdl und in den Inkubator gegeben
werden, obwohl die Arbeit unter dem Mikroskop nicht unter sterilen Bedingungen
erfolgte. Die weitere Inkubation nach der Bestrahlung wurde durchgefiihrt, um zu

iiberpriifen, ob weiterhin Zellwachstum erfolgte.

6.2 Ergebnisse der lichtinduzierten Erwirmung lebender Zellen

Die Reaktionen einzelner lebender Zellen auf die lichtinduzierte Erwdrmung an
fixierten Graphitpartikeln und an p-Heizplatten aus Gold oder Kohlenstoff werden
nachfolgend vorgestellt. Dazu wurde mit Hilfe des Farbstoffes Erythrosin B untersucht,
ob die Zellen direkt nach der Erwdrmung noch lebten. Ziel dieser Untersuchungen war
die Entwicklung einer Methode zur Regulierung des Zellwachstums als eine mogliche
Anwendung der lichtinduzierten Erwdrmung.  Hierzu wurde abschlieBend im
Kapitel 6.2.4 untersucht, wie lebende Zellen auf eine lichtinduzierte Erwdrmung eines

groBeren Bereiches des Mikrochips reagieren.
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6.2.1 Lichtinduziertes Erwirmen von Zellen an Graphitpartikeln

Im Folgenden wird gezeigt, inwieweit die lichtinduzierte Erwdrmung an fixierten
Graphitpartikeln gro3 genug ist, um lebende Zellen zu beeinflussen. Dazu wurden
lebende Zellen einen Tag lang in einer Reaktionskammer direkt auf den fixierten
Graphitpartikeln kultiviert (siche auch Kapitel 6.1). Vor den Laserexperimenten wurde
das Medium gewechselt und gegen ein farbloses Medium mit 20 pL. einer 0,1%igen
Erythrosin B-Ldsung ausgetauscht. Bei dieser hohen Konzentration von Erythrosin B
waren tote Zellen an der dunklen Farbung im Durchlichtmikroskop erkennbar. Lebende

Zellen wurden durch Erythrosin B nicht gefarbt.

Abb. 6-4: Dickdarm-Krebszelle auf einem Glas-PDMS-Mikrochip (A) vor, (B) 1 s nach und (C)
1 min nach lichtinduziertem Erwarmen fiir 1 s bei 56 mW an einem Graphitpartikel. Die Zelle
starb durch die starke Warmeentwicklung. Diese starke Wéarmeentwicklung war deutlich an der
Blasenbildung um das Graphitpartikel herum erkennbar. (Der Abstand zwischen den Strichen
unten links entspricht 10 pum. Durchmesser des Laserstrahls: 5 um.)

An den Zellen wurden keine Verdnderungen beobachtet, wenn sie direkt mit dem
Laserlicht bestrahlt wurden. Eine direkte, mehrere Minuten andauernde Bestrahlung
mit einer eingestellten Laserleistung von 56 mW {iberlebten alle behandelten Zellen.
Wurde hingegen ein Graphitpartikel, welches die Zelle beriihrte, fiir 1 s mit der gleichen
Leistung bestrahlt, so starb die Zelle. Bereits nach 1 s erschienen die so bestrahlten und
urspriinglich hellen Zellen deutlich dunkler, und nach 1 min waren sie fast schwarz
(Abb. 6-4). Gleichzeitig erfolgte eine starke Blasenbildung um das Graphitpartikel
herum durch verdampfendes Wasser, da die Oberfliche des Graphitpartikels

Temperaturen iiber 100 °C erreichte, wie bereits im Kapitel 3.3.2 beobachtet.

Diese Ergebnisse zeigen, dass einzelne Zellen durch lichtinduzierte Erwidrmung
an fixierten Graphitpartikeln gezielt abgetdtet werden konnen. Eine systematische

Untersuchung der Folgen des lichtinduzierten Erwédrmens fiir lebende Zellen war jedoch
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nicht moglich. Genau wie bereits im Kapitel 3.3.2 beschrieben, fiihrten die stark
variierende Grofle der Partikel und deren Verteilung in der PDMS-Schicht zu nicht

reproduzierbaren Ergebnissen.

In einem weiteren Versuch, unter den gleichen Bedingungen wie zuvor, wurde an
Kratern im PDMS, wie im Kapitel 3.3.1 beschrieben, statt an fixierten Graphitpartikeln,
erwarmt. Diese Krater wurden bereits vor der Kultivierung der Zellen in das PDMS
gebrannt. Dazu wurden die Graphitpartikel mit 56 mW fiir 5 s bestrahlt, ohne dass sich
Wasser in der Reaktionskammer befand. Die resultierenden Krater zeigten eine
einheitlichere GroBe als die Graphitpartikel, was moglicherweise zu einer

einheitlicheren Erwdrmung und reproduzierbareren Ergebnissen fiihren konnte.

Abb. 6-5: Lebende Zellen auf einem Mikrochip mit Kratern in der Graphit-PDMS-Schicht (A)
vor und (B) nach dem Bestrahlen mit 56 mW fiir 1 s. Trotz Bildung einer grofen Blase und
Ablésen von Zellen (oben links) iiberlebten alle Zellen diese Behandlung. (Der Abstand
zwischen den Strichen unten links entspricht 10 pm. Durchmesser des Laserstrahls: 5 um.)

Ein Beispiel fiir die Folgen der lichtinduzierten Erwérmung fiir lebende Zellen,
durch Bestrahlen eines solchen Kraters mit 56 mW Laserleistung, zeigt Abb. 6-5. Wie
im vorhergehenden Versuch erfolgte eine starke Blasenbildung durch verdampfendes
Wasser im Zentrum des Kraters. Gleichzeitig 16sten sich die Zellen von der Chip-
Oberfliche und wurden zum Krater hin oder vom Krater weg bewegt. Der Grund
hierfiir war eine Konvektion in Folge der starken lokalen Erwédrmung. Allerdings
iiberlebten die Zellen die Erwdrmung. Durch den Krater und die grofle Blase im
Zentrum kamen die Zellen nicht in direkten Kontakt mit den absorbierenden
Graphitpartikeln. Diese Entfernung von wenigen pm reichte demnach schon aus, um

das Uberleben der Zellen trotz starker Warmeentwicklung zu sichern.
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Somit waren diese Krater nicht fiir eine Kontrolle des Zellwachstums geeignet.
Hingegen zeigten die Zellen eine deutliche Reaktion auf die lokale Erwérmung an
fixierten Graphitpartikeln, so dass eine Manipulation durch lichtinduziertes Erwérmen
moglich ist. Jedoch waren die verwendeten Graphitpartikel sehr inhomogen in ihrer
Groe. Zudem waren die durchschnittlich 2 um kleinen Graphitpartikel zufillig
innerhalb der 15 um dicken PDMS-Schicht verteilt (vgl. Kapitel 3.4). Dadurch war
auch der Abstand des Partikels zur adhidrenten Zelle auf dem PDMS nicht genau
definiert. Da aber die Erwdrmung direkt von der PartikelgroBe und dem Abstand
abhingt, konnten keine ausreichend reproduzierbare Ergebnisse erhalten werden.
Deshalb wurden fiir die weiteren Experimente die p-Heizplatten verwendet, deren
Verwendbarkeit fiir eine reproduzierbare Erwidrmung bereits im Kapitel 4 nachgewiesen

wurde.

6.2.2 Erwirmen an p-Heizplatten aus Kohlenstoff

Nachfolgend wurde untersucht, welche Auswirkungen eine lichtinduzierte
Erwédrmung an p-Heizplatten aus Kohlenstoff auf lebende Zellen hat. Dazu wurden die
Zellen, wie bei den vorherigen Experimenten, einen Tag im Mikrochip mit den
u-Heizplatten kultiviert. Beim Mediumwechsel direkt vor den Laserexperimenten
wurden zu den 100 mL Medium 2 puL der Erythrosin B-Losung hinzugefiigt.
Fluoreszenzaufnahmen vor der lichtinduzierten Erwdrmung an den p-Heizplatten und
eine Minute nach Beendigung der Erwirmung wurden verglichen und die Anderung der
Fluoreszenzintensitdt innerhalb der Zelle bestimmt. Tote Zellen konnten so iiber eine
Zunahme der Fluoreszenzintensitit nachgewiesen werden. Zwischen 5 und 25
n-Heizplatten wurden unter den gleichen Bedingungen bestrahlt und anschlieBend

iberpriift, ob die angrenzenden Zellen noch lebten.

Wie bereits im vorhergehenden Kapitel 6.2 beschrieben, iiberlebten die Zellen
eine direkte Bestrahlung mit 56 mW Laserlicht, wenn keine p-Heizplatte getroffen
wurde.  Ebenso iiberlebten alle Zellen eine Erwdrmung der p-Heizplatte mit
Laserleistungen bis 14 mW fiir 1 s (Abb. 6-6 A). Bei verwendeten Laserleistungen iiber
22 mW erfolgte eine deutliche Zunahme der Fluoreszenzintensitdt der Zellen innerhalb

von 1s (Abb.6-6 B). Dies deutet darauf hin, dass die Zellen die resultierende
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Erwirmung nicht iiberlebten. Wurde die Laserleistung auf 36 mW erhoht, fiihrte dies,
bei gleicher Belichtungszeit, zu einer kompletten Zerstorung der Zelle (Abb. 6-6 C).

A) 14 mW B) 22 mW C) 36 mW

Vor dem
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Abb. 6-6: Aufnahmen von Zellen auf Glas-PDMS-Mikrochips mit p-Heizplatten aus
Kohlenstoff vor und 30 s nach dem lichtinduzierten Erwarmen fiir 1 s. Die Differenzen der
Fluoreszenzaufnahmen vor und 1min nach dem Versuch wurden zur besseren
Veranschlaulichung mit unterschiedlichen Grauskalen dargestellt. (A) 14 mW, die Zelle
iiberlebte, nur leichte Fluoreszenz der Zelle erkennbar. (B) 22 mW und (C) 36 mW, die Zellen
starben, sie zeigten eine starke Fluoreszenz. (Der Abstand zwischen den Strichen entspricht
10 um. Durchmesser des Laserstrahls: 5 pm.)

Neben der Laserintensitit wurde auch die Belichtungszeit variiert, um
festzustellen, unter welchen Bedingungen die Zellen eine lichtinduzierte Erwarmung
iiberlebten. In Tabelle 6-1 sind die verwendeten Bedingungen zusammengefasst und
dargestellt, ob die Zellen iiberlebten, starben oder ob nur einige iiberlebten, da das

Uberleben abhingig von der Kontaktfliche Fx war.

Bei einer Erhohung der Bestrahlungsdauer auf 2s fiihrten ebenfalls
Laserleistungen ab 22 mW dazu, dass die Zellen starben. Hingegen war nur bei
Laserleistungen bis maximal 9 mW ein Uberleben der Zellen gewihrleistet. Eine
Erwdrmung mit 14 mW Laserleistung iiberlebten nur einige Zellen. In diesem Fall
wurde das Uberleben der Zellen von der Kontaktfliche Fx zwischen Zellen und
u-Heizplatte bestimmt (siche auch Abb. 6-7 B und C). Im nachfolgenden Kapitel 6.2.3
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wird die Abhdngigkeit von der Kontaktfliche niher erldutert. Bei einer Verringerung
der Bestrahlungsdauer auf 0,75 s iiberlebten die Zellen sogar Laserleistungen von
22 mW, und erst Laserleistungen von 28 mW waren ausreichend, um das Zellwachstum
zu verhindern. Wurde die Bestrahlungsdauer auf 0,5 s verkiirzt, waren relativ hohe

Laserleistungen von 36 mW notwendig, um ein Zellwachstum zu verhindern.

Tabelle 6-1: Auswirkungen auf die Zellen durch das Bestrahlen der p-Heizplatten aus
Kohlenstoff unter variierten Bedingungen. V : alle behandelten Zellen iiberlebten. x : Keine
Zellen {iberlebten. Fy : Einige Zellen iiberlebten, denn das Uberleben der Zellen hing von der
Kontaktflache zwischen Zellen und p-Heizplatte ab. (Durchmesser des Laserstrahls: 5 um.)

];;?sﬂiztg‘ﬁft P=5mW |P=14mW | P=22mW | P=28 mW | P=36 mW
t=0,5s Fx X
t=0,75s X X
t=1s X X X
t=2s Fx X X X

Die Ergebnisse zeigen, dass die Zellen, welche die p-Heizplatte beriihrten,
abhéngig von der Laserleistung und Bestrahlungsdauer iiberlebten oder starben. Somit
konnen p-Heizplatten aus Kohlenstoff verwendet werden, um das Zellwachstum auf
einem Mikrochip zu kontrollieren. Eine Blasenbildung an den p-Heizplatten, als ein
Nebeneffekt der starken Erwdrmung, hattte bei Laserleistungen unter 36 mW keine
Auswirkungen auf die Experimente. Hingegen flihrte die stdrkere Blasenbildung bei
verwendeten Laserleistungen ab 36 mW in einigen Féllen dazu, dass Zellen von der
u-Heizplatte wegbewegt wurden.

Daher sind derartig hohe Laserleistungen nicht

sinnvoll fiir eine Behandlung der Zellen.

6.2.3 Erwirmen an p-Heizplatten aus Gold

Nachfolgend werden die Folgen fiir lebende Zellen des lichtinduzierten
Erwédrmens an p-Heizplatten aus Gold aufgezeigt. Diese Experimente erfolgten genau
wie die zuvor im Kapitel 6.2.2 beschriebenen, allerdings betrug die Bestrahlungsdauer

immer 1s. Fiir diese Experimente wurde die Laserleistung und die GroBe der

125



6 Reaktion lebender Zellen auf lichtinduziertes Erwidrmen

u-Heizplatten aus Gold variiert. Die verwendeten Bedingungen und die Auswirkungen

fiir die Zellen sind in Tabelle 6-2 zusammengefasst.

Tabelle 6-2: Auswirkungen auf die lebenden Zellen durch das Bestrahlen der p-Heizplatten aus
Gold mit 3 um, 5 pm, und 10 pm Durchmesser.
iiberlebten. Fy: Das Uberleben der Zellen hing von der Kontaktfliche zwischen Zellen und
p-Heizplatte ab. (Durchmesser des Laserstrahls: 5 um.)

: Die Zellen tberlebten. x : Keine Zellen

Laserleistung P
Durchmesser d

P=5mW

P=14mW

P=22mW

P=28mW

P=42mW

|

d=10pm F[( FK X
d=5pum Fx X X X
d=3pum Fx X X X

Zuerst wurden die Auswirkungen auf lebende Zellen durch eine lichtinduzierte
Erwdrmung an p-Heizplatten aus Gold mit 10pm Durchmesser untersucht. Bei diesen
u-Heizplatten iiberlebten die Zellen eine Erwdrmung durch Laserleistungen bis 14 mW
(Abb. 6-7 A). Bei Laserleistungen von 22 mW und 28 mW wurde das Uberleben der
Zellen durch die Kontaktfliche Fx zwischen Zelle und p-Heizplatte beeinflusst. Dieser
Einfluss ist in Abb. 6-7 B und -C erkennbar. Die Laserleistung betrug in beiden Fillen
28 mW. Im Fall einer sehr kleinen Kontaktfliche von etwa 6 um? wurde nur die
Zellmembran im Bereich der p-Heizplatte fluoreszent, und die Zelle iiberlebte
(Abb. 6-7 B). Befand sich die Zelle direkt auf der u-Heizplatte, war die Kontaktflache
mit 80 pm? besonders groB3. In diesem Fall iiberlebte die Zelle die gleiche Laserleistung
von 28 mW nicht (Abb. 6-7 C). Zellen konnen demnach eine kurzzeitige, lokale
Erwdrmung ihrer Membran iiberleben, wihrend die grofflichige Erwdrmung zum

Zelltod fiihrt. Laserleistungen von 42 mW und mehr waren notwendig, um den Zelltod

zu induzieren (Abb. 6-7 D).

Wurden die kleineren, 5 pm durchmessenden p-Heizplatten aus Gold genutzt, war
eine geringere Laserleistung von 22 mW ausreichend, um ein Zellwachstum zu
verhindern. Bereits Laserleistungen iiber 5 mW iiberlebten nicht alle Zellen. Die
gleichen Ergebnisse wurden fiir die p-Heizplatten mit 3 um Durchmesser erhalten. An
den 10 um durchmessenden Strukturen war somit etwa die doppelte Laserleistung fiir

eine Verhinderung des Zellwachstums notwendig. Gleichzeitig liberlebten alle Zellen
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eine Erwdrmung mit mehr als der doppelten Laserleistung, verglichen mit den kleineren

Strukturen.

A) 14 mW

B) 28 mW D) 42 mW

Vor dem
Erwarmen

C) 28 mW
; T

Nach dem
Erwarmen

Differenz der
Fluoreszenz-
intensitat

. Position des Laserstrahls

Abb. 6-7: Aufnahmen von Zellen auf Glas-PDMS-Mikrochips mit p-Heizplatten aus Gold mit
10 pm Durchmesser vor und 30 s nach dem Erwdrmen durch Bestrahlen mit dem Laser. (A)
14 mW, die Zelle iiberlebte; (B) und (C) 28 mW, das Uberleben der Zelle hing von der GroBe
der Kontaktflache zwischen Zelle und p-Heizplatte ab — sie {iberlebte im Fall von (B) und starb
im Fall von (C); (D) 42 mW, die Zelle starb. (Der Abstand zwischen den Strichen entspricht
10 pm. Durchmesser des Laserstrahls: 5 um.)

Die Ergebnisse zeigen, dass die p-Heizplatten aus Gold ebenfalls zur Kontrolle
des  Zellwachstums genutzt werden konnen. Obwohl die  mittels
Fluoreszenzthermometrie bestimmte maximale Temperaturinderung fiir die 10 um
durchmessenden p-Heizplatten gleich oder groBer war als fiir die p-Heizplatten mit
5 um Durchmesser (siche Abb. 4-8), iiberlebten die Zellen hohere Laserleistungen
(Tabelle 6-2), auf Grund der weniger lokalisierten Erwdrmung im Vergleich zu den
kleineren, 5 um durchmessenden p-Heizplatten. Unter den vorliegenden Bedingungen
iiberleben die Zellen demnach leichter das Erwdrmen einer groferen Flache als die
stirkere Erwdrmung einer kleinen Fliche. Die kleinsten genutzten p-Heizplatten mit

3 um Durchmesser sind kleiner als der Durchmesser des Laserstrahls. Dennoch sind sie
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so effizient wie die 5 um durchmessenden p-Heizplatten, da die Erwdrmung noch

starker lokalisiert ist.

6.2.4 Kontrolle des Zellwachstums

Nachfolgend soll gezeigt werden, dass eine Kontrolle des Zellwachstums durch
lichtinduziertes Erwédrmen nicht nur fiir einzelne Zellen moglich ist. Die Kontrolle des
Zellwachstums, also das gezielte Toten aller Zellen in einem bestimmten Bereich, darf
kein Absterben der Zellen in anderen Gebieten auslosen. Dazu wurden die Zellen in
einem Glas-PDMS-Mikrochip mit p-Heizplatten aus Kohlenstoff fiir 5 h inkubiert. Vor
dem Experiment wurde das Medium durch 100 mL farbloses Medium mit 10 % FCS
und 1,2 % Streptamyzin ersetzt. Das FCS lieferte die Nahrung fiir die Zellen, da die
Zellen im Gegensatz zu den vorherigen Versuchen statt 60 min mindestens einen Tag
iiberleben sollten. Das Antibiotikum Streptamyzin war notwendig, da die Arbeit am
Mikroskop nicht unter sterilen Bedingungen erfolgte. Zwei Versuche zur Kontrolle des
Zellwachstums mit variierter Laserleistung wurden durchgefiihrt, wobei die
Bestrahlungsdauer jeweils 1 s betrug. Nach den Versuchen kam der Mikrochip mit den
Zellen in einem sterilen Gefal3 zuriick in den Inkubator, wo die Zellen tiber Nacht weiter
wachsen konnten. Anschlieend wurde, wie bei den vorhergehenden Versuchen, 2 uLL

einer 0,1%igen Erythrosin B-Losung in PBS zugegeben, um tote Zellen anzuférben.

C) Fluoreszenzaufnahme

i

A) Zellen davor _ _ B) 24 h danach

Lonnabunl

Abb. 6-8: Array aus Kohlenstoff-u-Heizplatten mit Krebszellen (A) vor und (B) nach der
Inkubation 24 h nach dem Bestrahlen mit 28 mW Laserleistung fiir 1s. Wihrend sich die
Zellen in den angrenzenden Bereichen vermehrt hatten, waren im behandelten Bereich nach
24 h keine lebenden Zellen mehr vorhanden (C). Nur am unteren linken Rand (griiner Kreis)
waren zwei neue, lebende Zellen erkennbar. (Der Abstand zwischen den kleinen Strichen
entspricht jeweils 10 pm, Skalen insgesamt jeweils 100 pm. Durchmesser des Laserstrahls:
5 um.)
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Im ersten Versuch erfolgte das Erwidrmen mit 28 mW Laserleistung an allen 181
u-Heizplatten aus Kohlenstoff eines Arrays (Abb. 6-8). Dabei wurde teilweise
Blasenbildung an den p-Heizplatten beobachtet, was den Versuch jedoch nicht
beeintrichtigte. Bei vielen Zellen trat der Zelltod sofort ein, erkennbar an einer
deutlichen Verdanderung von Form und Struktur der Zellen. Die Fluoreszenzauthahmen
24 h spiter bestdtigten, dass sich innerhalb des bestrahlten Arrays keine lebenden Zellen
mehr befanden (Abb. 6-8 C). In den angrenzenden Bereichen um das behandelte Array
herum hatten sich die Zellen vermehrt. Es war keine Beeinflussung vom vielfachen
Zelltod in direkter Umgebung erkennbar. Die Zellen begannen sogar, wieder in das
behandelte Array hineinzuwachsen. Zum Beispiel sind am unteren linken Rand im
Array zwei neue, lebende Zellen erkennbar (Abb. 6-8 griiner Kreis). FEin erneutes
Bestrahlen innerhalb der nichsten 24 h wire somit notwendig geworden, um den

Bereich weiterhin zellfrei zu halten.

A) Zellen davor B) 24 h danach C) Fluoreszenzaufnahme

T e

i o (¥} C
) B W 0

e U oO.u
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Abb. 6-9: Array aus Kohlenstoff-p-Heizplatten mit Krebszellen (A) vor und (B) 24 h nach dem
Bestrahlen mit 14 mW Laserleistung fiir 1 s. Wihrend sich die Zellen in den angrenzenden
Bereichen vermehrt hatten, war im behandelten Array nach 24 h ein deutlich geringeres
Zellwachstum erkennbar. Fluoreszenzaufnahmen wie (C) zeigten, dass weniger als 50 % der
urspriinglich in diesem Array vorhandenen Zellen iiberlebt hatten. (Der Abstand zwischen den
kleinen Strichen entspricht jeweils 10 um. Durchmesser des Laserstrahls: 5 um.)

In einem zweiten Versuch erfolgte das Erwdrmen aller p-Heizplatten eines
weiteren Arrays mit je 14 mW Laserleistung. Unter diesen Bedingungen hatten die
vorhergehenden Versuche eine 100%ige Uberlebensrate 1 min nach dem Versuch
ergeben. Bei diesen Versuchen erfolgte keine Blasenbildung an den p-Heizplatten, und
wie erwartet, wurde kein offensichtlicher Zelltod beobachtet. Nach 24 h war im
behandelten Array ein deutlich geringes Zellwachstum erkennbar (Abb. 6-9 B) als in

den angrenzenden Bereichen. Die Fluoreszenzaufnahmen zeigten, dass innerhalb des
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Arrays mehr als 50 % der urspriinglich vorhandenen Zellen durch das Rhodamin B als

tot markiert wurden (Abb. 6-9 C).

Es ist demnach anzunehmen, dass auch Zellen, die wenige Minuten nach dem
Versuch noch nicht als tot erkannt werden konnen, durch den erlittenen Stress zum
programmierten Zelltod, der Apoptose, gezwungen wurden. Einige der iiberlebenden
Zellen hatten sich dennoch vermehrt, besonders im linken und im unteren Bereich des

behandelten Arrays.

6.3 Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass die Zellen eine direkte Bestrahlung mit dem
fokussierten Laserlicht mit 830 nm Wellenlidnge iiberlebten. = Weiterhin wurde
nachgewiesen, dass ein gezieltes Abtdten einzelner Zellen mit Hilfe des lichtinduzierten
Erwdrmens moglich ist. Die starke lokale Erwdrmung fiihrte zum Zelltod innerhalb von
weniger als einer Minute. Fiir hohere Laserleistung erfolgte durch die starke
Aufweichung der Zellmembran eine komplette Zerstorung der Zelle unter Freigabe des
Zellinhaltes.  Eine leichte Erwdrmung durch geringe Laserleistungen hingegen

uberlebten alle Zellen.

Weiterhin bestétigten die Ergebnisse, dass eine Kontrolle des Zellwachstums fiir
ganze Bereiche auf dem Mikrochip moglich ist. Dazu muss die Laserleistung
ausreichend hoch sein (28 mW und hoéher), und das Bestrahlen muss regelméBig alle
48 h bis 72 h wiederholt werden. Die recht haufige Wiederholung ist notwendig, da
Zellen in den Bereichen, die nicht bestrahlt wurden, keine merkliche Beeinflussung
durch die toten Zellen zeigten. Sie vermehrten sich, wodurch neue Zellen in die
bestrahlten Gebiete wuchsen. Insgesamt ist das lichtinduzierte Erwdrmen eine sehr
sichere und saubere Methode, um das Zellwachstum auf einem Mikrochip zu

kontrollieren.
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7 Manipulation von Lipid-Schliuchen

Da die lebenden Zellen, wie im vorherigen Kapitel 6 gezeigt, so deutlich auf das
lichtinduzierte Erwdrmen reagierten, sollten Lipidstrukturen ebenfalls stark beeinflusst
werden.  Die Eigenschaften von Membranen aus Lipiden dhneln denen von
Zellmembranen. Damit bieten sie die Moglichkeit, zelldhnliche Strukturen mit ihren
wichtigsten Eigenschaften kiinstlich nachzubilden. Dies ist notwendig, da die
Reaktionen innerhalb von lebenden Zellen und der Einfluss der Umgebung auf diese
Reaktionen extrem komplex sind. Durch kiinstliche Membranen, Vesikel oder
Schlduche (tubes) aus Lipiden konnen einzelne Molekiile von ihrer Umgebung getrennt
werden, so dass in einer definierten Umgebung nur Reaktionen zwischen bestimmten
Molekiilen zugelassen werden [168]. Diese Systeme ermdglichen neben der
Nachbildung biologischer Reaktionen, wie zum Beispiel von Enzymreaktionen [169]
oder von zelluldren Signalwegen [170], zudem die Aufkldrung von Kinetik und
Mechanismen chemischer Reaktionen innerhalb von Nanostrukturen [171]. Die
Verwendung von Netzwerken aus diesen Lipid-Schliuchen und Vesikeln als
Mikroreaktoren hitte alle Vorteile der Mikrosysteme, wie schnelle Mischung durch
Diffusion, schnelle Wiarmeiibertragung und die Mdglichkeit, Fliissigkeitsvolumen im
Bereich von Femtolitern zu beherrschen, innerhalb einer kiinstlichen biologischen
Umgebung. Daher sollte wuntersucht werden, inwieweit die Methode der
lichtinduzierten Erwédrmung zur Manipulation von Lipid-Strukturen und zur Herstellung

von Lipid-Netzwerken verwendet werden kann.

Nachfolgend wird im Kapitel 7.1 eine kurze Einfiihrung iiber Lipide und die
Moglichkeiten, aus ihnen gezielt Vesikel, Schliuche oder komplexere Strukturen
herzustellen, gegeben. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Lipid-Mikro-Schlduche in
einem Mikrochip durch Mikroextrusion hergestellt. Die Herstellung der hierzu

verwendeten Mikrostrukturen und der Lipid-Schléduche wird im Kapitel 7.2 beschrieben.

Eine Manipulation der hergestellten Lipid-Schlauche durch die lokal begrenzte
lichtinduzierte Erwdrmung an den p-Heizplatten ist nur moglich, wenn die Lipid-
Schlduche zuvor an die p-Heizplatten heranbewegt wurden. Daher wurde zuerst
untersucht, ob der zum lichtinduzierten Erwidrmen verwendete Laser auch als optische

Falle fungieren kann und ob die Lipid-Schlduche durch optische Manipulation gezielt
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an gewlinschte Stellen im Mikrochip bewegt werden konnen. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen zur optischen Manipulation, zur lichtinduzierten Erwédrmung und zur
Bildung von komplexen Strukturen werden im Kapitel 7.3 aufgezeigt.  Eine

Zusammenfassung der Ergebnisse erfolgt im Kapitel 7.4.

7.1 Kiinstliche Zellen und Mikrostrukturen aus Lipiden

Eine Methode, um komplexe biologische Systeme vereinfacht nachzubilden und
zu untersuchen, ist die Verwendung von kiinstlichen Modellsystemen aus Lipiden. Ein
Lipid ist ein Naturstoff mit einer sehr geringen Polaritét, welcher sich daher zumeist
nicht in polaren Losungsmitteln wie Wasser, hingegen aber sehr gut in unpolaren
Losungsmitteln, 16st [163]. Die meisten biologischen Lipide sind amphiphil. Sie
besitzen einen polaren und dadurch hydrophilen Bereich, die Kopfgruppe, und einen oft

grofBen und unpolaren Kohlenwasserstoffrest, den hydrophoben Bereich.

Phospholipid DLPC:

HsC 4 Polare Kopfgruppe
Y +-’CH3
8 Membran: Unilamellares Multilamellares
0 o Vesikel: Vesikel:
P
o TTITTTITT
H
pY ML
o ©
0 0]
HsC
CHs R/ Unpolarer Kohlenwasserstoffrest

Abb. 7-1: Strukturformel des Phospholipids DLPC und schematische Darstellung der Anordung
solcher amphiphilen Lipide zu Membranen und Vesikeln mit einer (unilamellar) oder mehreren
(multilamellar) Doppelschichten dieser Membranen.

Die charakteristischen Komponenten der zelluliren Membran sind Phospholipide.
Sie sind Phosphorsdurediester mit dem dreiwertigen Alkohol Glycerol bzw. dem
zweiwertigen Aminoalkohol Sphingosin und einem zweiten Alkohol. Als Beispiel ist in
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Abb. 7-1 die Strukturformel des Phospholipids DLPC (1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-
phosphocholine) dargestellt, welcher im Rahmen dieser Arbeit zur Herstellung der
kiinstlichen Membranen verwendet wurde. Der zweite Alkohol des Phospholipids
enthdlt oft ein positiv geladenes Stickstoffatom, das zusammen mit der negativ
geladenen Phosphatgruppe den polaren Teil des Phospholipids bildet. Die langkettigen
Kohlenwasserstoffreste der Glycerolkomponente bilden den unpolaren Teil des

Molekiils [163].

Amphiphile Lipide bilden auf polaren Losungsmitteln spontan eine Membran und
innerhalb der Losungsmittel Micellen, welche auch Vesikel genannt werden. Dabei
zeigen die polaren Kopfgruppen in Richtung des Losungsmittels und Kontakt zwischen
Losungsmittel und dem unpolaren Rest wird minimiert, wie in Abb. 7-1 schematisch
dargestellt. Dabei konnen Vesikel mit einer (unilamellar) oder mehreren
(multilamellar) Doppelschichten entstehen. Innerhalb der Membranen oder Micellen
werden die einzelnen Molekiile durch polare Wechselwirkungen angeordnet und
zusammengehalten. Die resultierende Struktur wird als fliissig-kristallin bezeichnet.
Durch die kompakte Anordnung der Molekiile besitzen die Lipidmembranen eine
mechanische Stabilitit vergleichbar mit Stahl der gleichen Dicke [172]. Gleichzeitig
sind sie durch die fliissigkeitsdhnliche Struktur in zwei Dimensionen sehr flexibel, so

dass sie die verschiedensten Formen annehmen konnen.

Die molekulare Selbstanordnung der amphiphilen Lipide fiihrt zu einer hohen
Ordnung auf molekularer Ebene und kann daher zur gezielten Bildung von einfachen
Mikro- und Nanostrukturen genutzt werden. Generell kann bei der Bildung von
Strukturen aus Lipiden zwischen der Entstehung durch molekulare Selbstanordnung und
der Formung durch kiinstlich erzeugte duflere Kréfte unterschieden werden. Fiir
Letztere bietet sich, allein schon wegen der entsprechenden GroBenordnung, die
Verwendung von Mikrostrukturen an. Im Folgenden sollen einige der Herstellungs-
und Manipulationsmoglichkeiten, geordnet nach den resultierenden Strukturen,

vorgestellt werden.
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7.1.1 Stabilisierung von Lipid-Strukturen

Eine wesentliche Herausforderung bei der Herstellung einfacher oder komplexer
Strukturen aus Lipiden ist ihre Stabilisierung. Durch ihre fliissigkeitsdhnliche Struktur
sind Lipidmembranen sehr flexibel. Dies hat den Vorteil, dass sie die verschiedensten
Formen annehmen konnen. Gleichzeitig macht dies aber die Handhabung schwierig, da
sie empfindlich auf Scherspannungen, auf Temperaturinderungen und auf Anderungen
des sie umgebenden Losungsmittels reagieren [172]. Verschiedene Mdoglichkeiten der
Stabilisierung ergeben sich durch Variation der Lipid-Zusammensetzung und der

Nutzung von Lipiden mit bestimmten funktionellen Gruppen.

Eine Form der Stabilisierung ist die Bindung der Lipidstrukturen an eine
Oberflache. Bestimmte funktionelle Gruppen im Lipidmolekiil in Kombination mit
beschichteten Oberflichen ermoglichen eine solche Bindung. Oft wird der von
Bakterien verwendete Komplex zwischen Aktin und Biotin, oder die Adhésion von
Thiolen auf Goldoberflaichen ausgenutzt [173]. Dabei darf die Adhédsion der Vesikel an
die Oberfliche nicht zu gro sein, da sie sonst durch die resultierende starke
Deformation der Membran kollabieren. In Kombination mit der Mikrostrukturierung
von Oberflichen konnen Vesikel gezielt innerhalb von bestimmten Bereichen
festgehalten werden, um zum Beispiel Vesikel-Arrays zu erhalten [173]. Besonders zur

Herstellung komplexerer Strukturen wird eine solche Stabilisierung zumeist notwendig.

Eine weitere Methode ist die Nutzung von synthetischen, polymerisierbaren
Lipiden [174]. Nach der Bildung der gewiinschten Strukturen konnen diese
anschlieBend durch Polymerisation stabilisiert werden. So ist sogar eine Stabilisierung
von komplexen Strukturen mdglich, beispielsweise von Netzwerken aus

Nanoschlduchen [175].

7.1.2 Herstellung von Lipid-Vesikeln

Am einfachsten ist die Herstellung einfacher runder oder ovaler Vesikel aus
Lipiden, da sie sich spontan durch molekulare Selbstanordnung in polaren
Losungsmitteln  bilden. Dabei ordnen sie sich mit den unpolaren

Kohlenwasserstoffketten dicht nebeneinander zu einer Doppelmembran von nur 5 nm
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Dicke [168] an, wobei die polaren Kopfgruppen die jeweils nach auBlen gerichtete
Schicht der Membran bilden. Diese Vesikel werden nach ihrer GroBe als kleine (10 nm

bis 50 nm), groBe (50 nm bis 1.000 nm) oder Riesen-Vesikel (>1 um) bezeichnet.

Bei der spontanen molekularen Selbstanordnung durch Losen der Lipide im
polaren Losungsmittel entstehen zumeist multilamellare Vesikel, also Vesikel mit
mehreren der doppelten Membranschichten, unterschiedlichster GréfBe.  Durch
mehrfache Extrusion durch eine Membran mit definierter Porengréfe oder durch
wiederholtes Einfrieren und Auftauen konnen vermehrt unilamellare Vesikel mit einer
einheitlicheren GroBe erhalten werden [176]. Kleine Vesikel konnen auch direkt aus
lebenden Zellen gewonnen werden, so dass sie die gleiche Zusammensetzung wie die

Zellmembran besitzen [170].

Riesen-Vesikel werden zumeist durch Elektroformung (electroformation)
hergestellt [177]. Die Vesikel entstehen dabei durch Anlegen einer Gleichspannung
direkt an der Elektrodenoberfliche. Die Erzeugung von Riesen-Vesikeln auf
nichtleitenden Oberflichen wie Glas oder PET ist durch Anlegen eines &ufBeres

Wechselfeldes ebenfalls moglich [178].

Mit Hilfe der Mikrofluidik konnen gezielt Vesikel definierter GroB3e hergestellt
werden. Eine Moglichkeit ist zum Beispiel die Herstellung von Riesen-Vesikeln durch
die Bildung einer Emulsion mit definierter Tropfengroe. Diese Emulsion besteht aus
einer wassrigen Phase und einer Ethanolphase, in der die Phospholipide geldst sind
[179]. Die Vesikel entstehen durch die Anordung der Lipide um die Wassertropfen. In
der wissrigen Phase vorhandene Reaktanden oder sogar lebende Zellen konnen gezielt
durch diese Vesikel eingeschlossen werden. Kleine Vesikel definierter Grofe,
regulierbar zwischen 50nm bis 150 nm Durchmesser, konnen auch durch
hydrodynamisches Fokussieren innerhalb einer Mikrostruktur hergestellt werden [180].
Dazu wird das Lipid in Isopropylalkohol gelost und der Alkoholstrom in der
Mikrostruktur durch duflere Wasserstrome fokussiert. Die Grofe der resultierenden
Vesikel wird haupséchlich durch die Breite des fokussierten Alkoholstrahls definiert.
Durch Diffusion an der Phasengrenze mischen sich Alkohol und Wasser, wodurch das

Lipid ausféllt und die Vesikel entstehen.
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7.1.3 Herstellung von Lipid-Schliuchen

Lipide mit bestimmten strukturellen Voraussetzungen bilden durch molekulare
Selbstanordnung Schlduche. Die Vielfalt reicht von Phospholipiden iiber Glycolipide
bis hin zu einfachen Salzen von Fettsduren [181]. Es wurde festgestellt, dass Chiralitét
eine wesentliche Voraussetzung fiir die Schlauchbildung ist [182]. Chiral ist ein
Objekt, dessen Spiegelbild nicht durch Drehung des Originales in Ubereinstimmung
gebracht werden kann. Dadurch konnen sich die Molekiile nicht exakt parallel
zueinander anordnen und es entsteht eine Kriimmung der Membran, welche
anschlieBend zur Schlauchbildung fiihrt. Diese Chiralitdit muss nicht notgedrungen
bereits im Molekiil vorhanden sein. Sie kann auch durch chirale Symmertriefehler
achiraler Molekiile entstehen [183]. Oft entstehen neben den Schliduchen auch rechts-
und linksdrehende Helices. Die Form der entstehenden Schlduche wird sehr stark vom
verwendeten Lipid, aber auch merklich von dem Ldsungsmittel und der Temperatur

beeinflusst.

Erstmals wurden Lipid-Schlduche beim Abkiihlen multilamellarer Vesikel
beobachtet, wenn nur soweit abgekiihlt wurde, dass sich aus der fliissig-lamellaren eine
kristallin-lamellare Phase bildete [184]. Eine oft genutzte Moglichkeit zur Erzeugung
von Lipid-Schlduchen nutzt Lipidlosungen in Ethanol [185]. Entweder wird Wasser
hinzugefiigt oder ein Ethanol/Lipid/Wassergemisch wird abgekiihlt, bis die Schlduche
entstehen. Ein Array von parallelen Lipid-Schlduchen mit definierten Abstdnden kann
mit Hilfe einer PDMS-Maske mit parallelen Mikrokandlen hergestellt werden [186].
Dazu werden die Kanile durch Kapillarkrdfte mit einer Suspension der frisch
polymerisierten Lipid-Schlduche in Wasser gefiillt. Nach dem Verdunsten des Wassers
bleiben die Lipid-Strukturen mindestens eine Woche lang unverdndert stabil. Durch
Mikroextrusion einer wissrigen Lipidlosung kdnnen einzelne Nano-Schlduche auf einer
Glasoberfliche angeordnet werden, wie am Beispiel eines Glykolipids demonstriert
wurde [187]. Lange Lipid-Vesikel bis 1,5 cm mit einer definierten Dicke konnen
innerhalb von Mikrostrukturen hergestellt werden [188]. Sie entstehen durch Extrusion
des Lipids durch eine Membran mit Poren definierter GroBe, wie in Abb. 7-2
vereinfacht dargestellt. Bei geringen FlieBgeschwindigkeiten von 0,1 pL-min™ bis

1 uL'min”" in einem Kanal oberhalb der Membran entstehen Vesikel definierter Grofe.
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Durch FlieBgeschwindigkeiten oberhalb von 50 uL-min™ in einem Kanal unterhalb der

Membran hingegen entstehen Lipid-Schlduche.

Silizium-Chip mit Lipid auf einer Membran

= \/\
./ = . Flussigkeitsstrom

durch Unterdruck sge_ —

=> \Wassrige L&sung G
mit Lipid-Schlauchen =

PDMS mit Kanal auf Glas

Wassrige
Lésung

Abb. 7-2: Schematische Darstellung des Mikrochips zur Herstellung von Lipid-Schlduchen,
bestehend aus einem Silizium-Chip und einer etwa 100 pm diinnen Schicht PDMS mit einem
Kanal auf einem Deckglas. Die Siliziumnitrid-Membran des Silizium-Chips mit Poren
definierter GroBe wird so plaziert, dass der Kanal im PDMS unter der Membran entlang verlduft
und zwei weitere Locher im Silizium als Zulauf und Reservoir dienen kdnnen.

Wegen der Einfachheit und Robustheit dieser Methode wurde sie in der

vorliegenden Arbeit zur Herstellung der Lipid-Mikroschlduche verwendet.

7.1.4 Herstellung komplexer Mikrostrukturen aus Lipiden

Komplexere Lipid-Strukturen kdnnen nicht durch molekulare Selbstanordnung
der Lipide erhalten werden [168]. Zusétzliche Voraussetzungen sind notwendig. Es
wird ein Lipid-Reservoir benétigt, die entstehenden Strukturen miissen stabilisiert
werden und es sind zusdtzliche duflere Krifte notwendig. Je nach Art der dufleren
Krifte gibt es verschiedene Ansitze zur Bildung von komplexen Mikrostrukturen aus

Lipiden.

So konnen zum Beispiel durch mechanische Teilung aus unilamellaren Riesen-
Vesikeln gezielt Netzwerke aus Vesikeln und Nano-Schlduchen hergestellt werden
[189]. Mit unilamellaren Vesikeln ist allerdings nur eine einmalige Teilung moglich,

ohne eine Zerstorung der Struktur zu riskieren.

Eine relativ simple und sehr vielseitige Methode zur Herstellung komplexer
Strukturen aus Riesen-Vesikeln ist die Manipulation mit Mikropipetten in Kombination
mit Elektroinjektion [190]. Dazu wird mit Hilfe von mehreren Stromstéfen von

10 Viem™ bis 40 V-em™ fiir 1 ms bis 4 ms die Membran eines immobilisierten,
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multilamellaren Riesen-Vesikels mit der Pipette durchstoen. Durch langsames
Herausziehen der Pipette bildet sich ein sehr diinner, unilamellarer Lipid-Schlauch
zwischen dem Vesikel und der Pipette. Durch Elektroinjektion einiger Femtoliter
Pufferlosung entsteht ein zweites, unilamellares Vesikel, welches nun durch den
Schlauch mit dem ersten verbunden ist. Dieses Vesikel kann auf der adhirenten
Oberflache ebenfalls immobilisiert werden. Das Lipid-Material fiir die Membran
stammt dabei ausschlieBlich aus dem multilamellaren Riesen-Vesikel. Zur zusétzlichen
Stabilisierung von langen Lipid-Schlduchen oder fiir die Herstellung von Strukturen mit
Winkeln von bis zu 180 °C kdnnen Mikrostrukturen wie Séaulen aus Photolack dienen
(siche Abb.7-3 A) [191]. Mit dieser Methode konnen auch sehr komplizierte,
dreidimensionale Netzwerke hergestellt werden (siehe Abb.7-3 B) [192]. Eine
Abwandlung dieser Methode in Kombination mit mikrostrukturieren Oberflichen
ermOglicht die Herstellung komplizierter Strukturen von bis zu 25 Vesikeln mit
definierten AusmalBen und definierter Adhédsion, verbunden von Nano-Schlduchen
(sieche Abb.7-3 C) [173]. Die mikrostrukturierte Oberfliche bestand dabei aus
adhédrenten Punkten aus einer Schicht Neutravidin, gehalten von einer Biotinschicht auf
Gold. Diese Punkte waren umgeben von einer doppelschichtigen Membran aus

Phosphatidylcholin, welche eine Adhdsion der Liposome verhinderte.

Abb. 7-3: Komplexe Strukturen aus Lipid-Vesikeln und Nanoschlduchen. (A) Langer Lipid-
Nanoschlauch mit 170° Biegungen stabilisiert durch Strukturen aus Photolack [191]. (B)
Dreidimensionale Lipid-Struktur an einer adhdrenten Photolack-Struktur [192]. (C) Komplexe
Struktur auf einer mikrostrukturierten Oberflache [173].

Die Manipulation mit Mikropipetten ermdglicht nur die Bildung einfacher Nano-
Schlauch-Verbindungen zwischen zwei Vesikeln, aber keine geschlossenen Systeme
oder Kreuzungen aus mehreren dieser Schlduche. Durch Elektrofusion mit Hilfe einer

zusatzlichen Kohlenstoff-Faser-Elektrode dicht an dem Vesikel, welches mit einem
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kleinen Vesikel an der Pipettenspitze fusionieren soll, konnen geschlossene Systeme
erzeugt werden (siche Abb. 7-4 A). Diese Methode wurde sogar erfolgreich zur
Kombination der Membranen von Riesen-Vesikeln mit lebenden Zellen verwendet

[193].

Auf Grund der unterschiedlichen Oberflaichenspannungen der Membranen des
Vesikels und eines davon ausgehenden Nano-Schlauchs kann der Schlauch nur
existieren, wenn er durch ein weiteres Vesikel stabilisiert wird. Ohne diese
Stabilisierung wiirde er zuriick in das Vesikel gezogen werden. Der Nano-Schlauch
wird immer die kiirzest mogliche Verbindung zwischen diesen Vesikeln darstellen, und
ohne die Immobilisierung wiirden die Vesikel fusionieren, um die Oberflichenspannung
zu minimieren. Dieses Verhalten kann auch gezielt zur Umstrukturierung von
Netzwerken aus Vesikeln und Nano-Schlduchen ausgenutzt werden [169]. Gehen aus
einem Vesikel zwei Schlduche zu zwei weiteren Vesikeln ab, so miissen die
Austrittsstellen einen bestimmten Mindestabstand voneinander haben. Durch Bewegen
von einem Schlauchende zudem anderen fusionieren diese (siche Abb. 7-4 B). Dabei
bilden sie in der Mitte zwischen den Vesikeln einen gemeinsamen Knotenpunkt, von
dem die einzelnen Schlduche im Winkel von 120° abgehen. Diese Umstrukturierung
durch Selbstorganisation kann durch einen Dominoeffekt alle Schléduche eines Systems

betreffen [193].

Umstrukturierung
durch Selbstorganisation

Abb. 7-4: (A) Geschlossenes System aus Lipid-Vesikeln und Nanoschliauchen durch
Elektrofusion [168]. (B) Umstrukturierung eines Systems aus Lipid-Vesikeln und
Nanoschlduchen durch Selbstorganisation, ausgelost durch manuelle Verringerung des
Abstandes zwischen den zwei Schlduchen der unteren Vesikel [168].

Alle diese Methoden zur Herstellung komplexerer Lipid-Strukturen beruhen auf
einer mechanischen Manipulation mittels Mikropipette oder einer elektrischen
Manipulation mittels Mikroelektrode. Oft funktionieren diese Methoden nur an

fixierten Lipid-Strukturen, was eine zusdtzliche Oberflichenbehandlung erfordert. Alle
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diese vorgestellten Strukturen benétigen eine Kombination aus Vesikeln und
Schlduchen zur Stabilisierung. Eine Herstellung komplexerer Strukturen nur aus Lipid-
Schlduchen mittels lichtinduzierter Erwdrmung an p-Heizplatten wire eine Alternative,
die durch die indirekte Manipulation zudem eine kontaktfreie, und damit eine sehr

saubere, Methode darstellen wiirde.

7.2 Material und Methoden

In diesem Kapitel wird die Herstellung der zur Mikroextrusion und zur
Manipulation von Lipid-Schlduchen verwendeten Mikrochips vorgestellt. Im Anschluss
wird die Durchfiihrung der Mikroextrusion und der Manipulation der Lipid-Schlduche

beschrieben.

7.2.1 Herstellung der Mikrochips

Der Mikrochip zur Mikroextrusion und Manipulation der Lipid-Schlduche bestand
aus drei Teilen (siche Abb. 7-2). Der erste Teil war wahlweise ein 150 um dickes
Deckglas oder, fiir die lichtinduzierte Erwdrmung, eines der im Kapitel 4.2
beschriebenen Gléaser mit u-Heizplatten aus Kohlenstoff. Auf diesem Glas befand sich
der zweite Teil, eine etwa 100 um diinne PDMS-Schicht mit einem Kanal. Der dritte
Teil war ein mikrostrukturierter Silizium-Chip mit einer Membran aus Siliziumnitrid
mit definierten Poren. Dieser wurde auf der PDMS-Schicht so platziert, dass der Kanal
in der PDMS-Schicht unter der Siliziummembran entlang verlief. Zudem musste der
Kanal zwei groere Locher im Silizium verbinden, welche anschlieBend als

Fliissigkeitseingang und Reservoir dienten.

Die mikrostrukturierten Silizium-Chips fiir diesen Mikrochip wurden nach den im
Kapitel 2.4.4 beschriebenen Standardmethoden in der EPFL (Ecole Polytechnique
Federale de Lausanne, Schweiz) hergestellt. Dazu wurde ein von beiden Seiten
polierter Siliziumwafer von 380 pm Dicke mit einer 200 nm diinnen Schicht
Siliziumnitrid beschichtet. Zur Herstellung einer definierten Membran im Silizium-
Chip wurden zwei verschiedene photolithographische Masken benétigt. Mit Hilfe der
ersten Maske und eines Photolackes (Shipley 1805 positive photoresist) wurden Locher
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in der Siliziumnitrid-Membran definiert. Mit einer zweiten, speziell ausgerichteten
Maske, wurden der Bereich der Siliziumnitrid-Membran und die Locher fiir Zulauf und
Ablauf im spéteren Mikrochip auf der Riickseite des Silizium-Chips definiert. Das
Siliziumnitrid wurde mittels RIE (reactive ion etching) strukturiert. Die freistehende
Membran (Abb. 7-5 A) entstand anschlieBend durch Entfernen des Siliziums (KOH
etching) durch die gesamte Dicke des Wafers.

Drei verschiedene Silizium-Chips mit Lochern von jeweils 3 um Durchmesser
wurden verwendet. Die erste Struktur enthielt eine Membran mit 32 Gruppen von je
vier Lochern innerhalb eines 40 um Quadrates (Abb. 7-5 A und B). Die zweite Struktur
bestand aus drei Membranen, wovon eine Membran mit 44 Lochern, jeweils versetzt in
zwei Reihen, verwendet wurde (Abb. 7-5 C). Eine dritte Struktur beinhaltete vier

Membranen mit jeweils vier Lochern (Abb. 7-5 D).

Abb. 7-5: (A) Ausschnitt einer Siliziumnitrid-Membran auf einem der drei verwendeten
Silizium-Chips mit Lochern von jeweils 3 pm Durchmesser: (B) Chip mit einer Membran mit
128 Lochern, (C) drei Membranen mit je 44 Lochern und (D) vier Membranen mit je 4 Lochern.

Um eine PDMS-Schicht definierter Dicke mit einem Kanal zu erzeugen, wurde
noch nicht vernetztes PDMS zwischen zwei Gldser mit drei Schichten aus
durchsichtigem Klebeband gebracht und ausgehirtet. Die Dicke der Schicht wurde
durch das Klebeband definiert und betrug etwa 100 um. Mit einem Skalpell konnte
nach dem Aushirten aus dieser Schicht der benétigte Kanal herausgeschnitten werden.
Weder zwischen dem Siliziumchip und dem Kanal, noch zwischen dem Glas und dem
Kanal, durfte eine PDMS-Schicht verbleiben. PDMS in diesen Bereichen wiirde
entweder die Extrusion durch die Poren oder eine lichtinduzierte Erwdrmung an den
u-Heizplatten auf dem Glas verhindern. Das Ausschneiden des Kanals war die
wirksamste Methode, um sicherzustellen, dass diese Bereiche nicht durch eine PDMS-

Schicht verdeckt wurden.
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Die Herstellung der p-Heizplatten aus Kohlenstoff auf Deckgldsern wurde bereits
im Kapitel 4.2 vorgestellt. Die PDMS-Schicht mit dem Kanal wurde reversibel mit dem
Glas mit p-Heizplatten verbunden. Diese Methode erlaubte die Herstellung und
Manipulation der Lipid-Schliuche in ein und demselben Mikrochip durch die
Integration der p-Heizplatten. Dariiber hinaus war der entstandene Mikrochip zur
Lipid-Herstellung wieder verwendbar, da kein irreversibles Verbinden von PDMS und
Glas, wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben, erfolgte. Durch die Verwendung der diinnen
und dadurch sehr flexiblen PDMS-Schicht dichtete sich der Mikrochip beim Anlegen
von Unterdruck, welcher zur Extrusion der Lipid-Schlduche notwendig war,

automatisch selber ab.

7.2.2 Durchfiihrung der Mikroextrusion

Zur Herstellung der Lipid-Schlauche durch Mikroextrusion wurde zuerst eine
Lipid-Schicht auf der Siliziumnitrid-Membran des Mikrochips bendtigt (siehe
Abb. 7-2). Dazu wurden 6,2 mg des Lipids DLPC (1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-
phosphocholine) (Avanti Polar Lipids) in 200 pL Chloroform geldst, um eine
50 mmol-L" Lipid-Losung zu erhalten. Fiir die nachfolgenden Fluoreszenzaufnahmen
der Lipid-Schlduche in diesem Kapitel wurden zu dieser Lipid-Losung 2 pL einer
0,5 mmol'L" Losung des Fluoreszenzfarbstoffes Dil-C18 (1,1’-dilinoleyl-3,3,3",3’-
tetramethylindocarbocyanin perchlorat) (Molecular Probes) in Methanol hinzugegeben,

um 0,01 mol% Farbstoff in der Lipid-Membran zu erhalten.

3 pL der Lipid-Losung wurden auf die Siliziumnitrid-Membran des Mikrochips
gegeben. Das Losungsmittel Chloroform verdunstete bei Raumtemperatur innerhalb
von 15 min vollstdndig. Dadurch wurde ein gleichméBiger, multilamellarer Lipid-Film
auf der Membran des Mikrochips erhalten. AnschlieBend wurde der Mikrochip, wie in
Abb. 7-2 dargestellt, zusammengesetzt und mit demineralisiertem Wasser gefiillt. Die
eigentliche Erzeugung der Lipid-Schlduche erfolgte durch einen Fliissigkeitsstrom
innerhalb des Kanals, der unter der Siliziumnitrid-Membran entlang fiihrte. Dieser
Fliissigkeitsstrom entstand durch Anlegen von Unterdruck an einem Ende dieses
Kanals. Maoglichst hohe FlieBgeschwindigkeiten von mehr als 50 pL-min” waren

notwendig, damit statt Vesikeln ausschlieBlich Schlduche entstanden [188].
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Die innerhalb des Mikrochips entstehenden Lipid-Schlduche zeichneten sich
durch eine grof3e Stabilitit aus, trotz einer Lange von teilweise iiber einem Zentimeter
bei gerade einmal 3 pm Durchmesser. Abb. 7-6-A zeigt einige Schlduche im Kanal
nach der Herstellung bei einer FlieBgeschwindigkeit von etwa 70 pL-min”. Wurde
erneut durch Anlegen von Unterdruck am Ausgang des Kanals die
FlieBgeschwindigkeit erhoht, strafften sich die Schlauche und wurden ldnger

(Abb. 7-6-B). Obwohl sie sich beriihrten, vereinten sie sich nicht.

A B

[

Abb. 7-6: Lipid-Schlduche im Kanal (A) direkt nach der Herstellung und (B) bei erneutem
Erhohen der FlieBgeschwindigkeit des Wassers im Kanal. (C) Verdrehte Schlauche, wobei die
Spiralen in entgegengesetzte Richtungen gedreht sind. (Der Abstand zwischen den Strichen
unten links entspricht jeweils 10 um.)

Oft wurde beobachtet, dass sich die Lipid-Schlduche verdrehten und Spiralen
entstanden. Dies geschah sowohl spontan bei der Herstellung als auch noch mehrere
Minuten spéter, so dass ihre Anzahl zunahm, wenn die Losung iiber einen ldngeren
Zeitraum beobachtet wurde. Besonders bei kurzen Lipid-Schlduchen, unter 200 um
Lange, waren nach etwa 1 h keine Schlduche mehr ohne Spiralen zu finden. Bevorzugt
entstand diese Formen am Ende eines Schlauchs, sie konnte aber iiberall, auch in der
Mitte, entstehen. Ebenso war die Richtung der Spiralen offensichtlich willkiirlich. In
ein und demselben Schlauch konnten sie in zwei verschiedene Richtungen entstehen

(Abb. 7-6-C).

Nach der Bildung der Lipid-Schlduche wurde der Siliziumchip entfernt und der
PDMS-Kanal fiir die Manipulation mit einem kleinen Glasdeckel abgedeckt, um ein
Verdunsten der Flissigkeit zu vermindern. Der zur anschlieBenden Manipulation

notwendige optische Aufbau wurde bereits im Kapitel 3.2.2 vorgestellt.
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Fiir die Versuche im Kapitel 7.3.1 wurden die Lipid-Schlduche auf ein frisches
Deckglas mit einem Rahmen aus PDMS iiberfiihrt. Zwei verschiedene
Uberfiihrungsmethoden wurden hierbei angewendet. Zum einen wurde die auf dem
Chip vorhandene Fliissigkeit mit den Lipid-Schlduchen mit einer 1000 mL Pipette
tiberfithrt. Allerdings wurden dabei alle langen Lipid-Schlduche zerstort, so dass nur
noch Vesikel und kurze Schlduche unter 200 pum Léinge gefunden wurden. Zum
anderen wurde die auf dem Chip vorhandene Fliissigkeit durch Gieflen auf ein Glas mit
u-Heizplatten aus Kohlenstoff iiberfiihrt. Mit dieser Methode konnten, im Gegensatz
zur Verwendung einer Pipette, auch die ldngeren Lipid-Schlduche erhalten werden.
Durch den Rahmen aus PDMS und einen Glasdeckel entstand eine Reaktionskammer,

in der mehrere Lipid-Schlduche und viele Lipid-Vesikel zu finden waren.

7.3 Ergebnisse

In diesem Kapitel werden zuerst die Ergebnisse zur optischen Manipulation von
Lipid-Schlduchen vorgestellt. =~ AnschlieBend werden die Reaktionen der Lipid-
Schlduche auf das lichtinduzierte Erwdrmen an p-Heizplatten aus Kohlenstoff
beschrieben. Als eine mogliche Anwendung der lichtinduzierten Erwidrmung wird

abschlieend die Herstellung komplexer Strukturen aus Lipid-Schlduchen erldutert.

7.3.1 Optische Manipulation von Lipid-Schliduchen

Um die hergestellten Lipid-Schlduche durch die lokal begrenzte lichtinduzierte
Erwidrmung an den p-Heizplatten manipulieren zu konnen, miissen sie zuvor nah an die
n-Heizplatten heranbewegt werden. Daher wurde untersucht, ob eine optische

Manipulation mit dem zum lichtinduzierten Erwérmen verwendeten Laser moglich ist.

In einem Vorversuch wurde getestet, ob der Laserstrahl als optische Falle zur
Manipulation genutzt werden kann. Dazu wurden 1mL einer Losung von
1,8:10° beads/mL Polystyrol-Kugeln mit 10 pm Durchmesser (FluoSpheres, 10 pm,
505/515, Invitrogen) auf ein Deckglas gegeben. Durch den Laser wurden diese Kugeln,
wovon jede etwa 0,55 ng wog, schon bei einer Leistung von 5 mW durch die Streukraft
aus der Fokusebene nach oben bewegt (sieche Abb. 7-7). Weiterhin war es moglich, die
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Kugeln, bevor sie nach oben bewegt wurden, auf dem Deckglas frei zu bewegen. Dafiir
verantwortlich war die Gradientenkraft, welche aber offensichtlich nicht ausreichte, um

entgegen der Streukraft die Kugeln in einer Ebene festzuhalten.

| B 1 mmfw L] " A
erstrahls

x Position des Las

Abb. 7-7: Manipulation von kleinen Polystyrol-Kugeln durch fokussiertes Laserlicht von
830 nm und 5 mW Laserleistung. (Durchmesser des Laserstrahls: 5 pm.) Durch Bewegen des
Mikroskoptisches konnten einzelne Kugeln bewegt werden, wobei sie aber gleichzeitig durch
das von unten auf die Kugel treffende Laserlicht angehoben wurden. Somit wurde eine
Schwebefalle nach Atkins realisiert, aber eine Fokussierung in z-Richtung, wie sie fiir eine
stabile optische Falle benotigt wird, erfolgte nicht. (Der Abstand zwischen den Strichen unten
links entspricht 10 pm.)

Da die Streukraft immer vom Fokus weg in Richtung des Laserlichts wirkt, ist in
einer stabilen optischen Falle eine entgegenwirkende Kraft notwendig, um ein Teilchen
in der Fokusebene zu halten. Diese entgegenwirkende Kraft war im vorliegenden
optischen Aufbau die Gradientenkraft, welche aber im Versuch nicht gro3 genug war,
um eine stabile optische Falle zu erhalten. Ursache hierfiir waren ein nicht ideales
Strahlenprofil des Diodenlasers und der mit 2,5 m relativ lange Strahlengang. Dennoch
war das Bewegen von Polystyrol-Kugeln mdoglich, solange sie sich in der optischen

Ebene befanden.

Da das Bewegen der Polystyrol-Kugeln moglich war, wurde im Anschluss
untersucht, wie Lipid-Schlduche auf das fokussierte Laserlicht reagieren und ob auch
sie sich bewegen lassen. Dazu wurden etwa 5 mL einer Losung von frisch hergestellten
Lipid-Schlduchen auf ein Glas mit einem Rahmen aus PDMS iiberfithrt. Mit einem

Deckel aus Glas wurde verhindert, dass das Wasser zu schnell verdunstete.

Die optische Manipulation eines etwa 65 um langen und 3 um breiten Lipid-
Schlauchs mit 56 mW Laserleistung zeigt Abb. 7-8. Der Schlauch konnte an einem
Ende gezielt bewegt werden, wenn eine Laserleistung von mindestens 48 mW

verwendet wurde. Die volle Laserleistung von 56 mW reichte nicht aus, um den
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gesamten Schlauch auf einmal zu bewegen. Eine beliebige Manipulation war dennoch

durch abwechselndes Bewegen der beiden Schlauchenden moglich.

Abb. 7-8: Manipulation eines kurzen Lipid-Schlauchs durch den 830 nm Diodenlaser bei
56 mW Leistung (Durchmesser des Laserstrahls: 5 um). Das rechte Ende des Schlauchs wurde
(A) festgehalten, und der Schlauch (B) nach unten gestreckt, (C) gestaucht, und (D) nach oben
gestreckt. (Der Abstand zwischen den Strichen unten links entspricht 10 pm.)

In einem weiteren Versuch wurde iiberpriift, ob es moglich ist, die Lipid-
Schlduche wéhrend der Herstellung mit Hilfe des Lasers, statt durch einen
Flissigkeitsstrom, zu verldngern. Dazu wurden die Schlduche direkt an der
Siliziumnitrid-Membran des zur Herstellung verwendeten Silizium-Chips bewegt. Die
maximale Laserleistung von 56 mW reichte nicht aus, um einen Ansatz eines Schlauchs
zu verlangern. Nur durch einen Flissigkeitsstrom konnten die Schlduche verldngert

werden.

Diese Versuche zeigen, dass mit Hilfe des 830 nm Laserlichts ohne p-Heizplatte
ein Bewegen der Lipid-Schlduche mdglich war, gleichzeitig aber keine sichtbare
Verianderung der Lipid-Membran auf Grund des Laserlichts erfolgte. Somit konnte der
gleiche Laser fiir die Positionierung der Lipid-Schlduche und das lichtinduzierte

Erwérmen an den p-Heizplatten genutzt werden.

7.3.2 Lichtinduziertes Erwiarmen von Lipid-Schliduchen

Nachfolgend wurden die Folgen des lichtinduzierten Erwérmens fiir Lipid-
Schlduche untersucht. Dazu wurden die Schlduche direkt in einem Mikrochip mit
u-Heizplatten aus Kohlenstoff hergestellt (siche auch Kapitel 7.2.2). Nach Entfernen
des Siliziumchips wurde durch einen Glasdeckel ein Verdunsten der Fliissigkeit

verhindert.
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7 Manipulation von Lipid-Schldauchen

In einem ersten Versuch zur lichtinduzierten Erwidrmung wurde ein Lipid-
Schlauch mit Hilfe des Lasers mit 56 mW Leistung an eine p-Heizplatten bewegt.
Diese wurde anschlieBend 5s lang erwdrmt. Ein und derselbe Schlauch wurde
nacheinander einer immer hoheren Laserleistung ausgesetzt. Der verwendete Lipid-
Schlauch war etwa 500 um lang und im Durchschnitt etwa 15 um breit. Die
Verdanderungen an diesem Schlauch durch das lichtinduzierte Erwarmen sind in
Abb. 7-9 dargestellt. Bei geringer Laserleistung bis 14 mW wurde der Schlauch durch
die Warmeentwicklung von der p-Heizplatte wegbewegt und deformiert (Abb. 7-9 A
und B, unten). Durch das Bewegen des Schlauchs mit dem Laser bildeten sich alle
Deformationen zuriick (Abb. 7-9 B und C, oben). Nach dem Erwidrmen mit 22 mW
hatten sich an der Membran des Schlauchs kleine Ausstiilpungen gebildet (Abb. 7-9 C,
unten), welche sich durch das Bewegen mit dem Laser nicht mehr zuriick bildeten
(Abb. 7-9 D, oben, roter Bereich). Nach dem Erwéirmen mit 28 mW waren diese
Ausstiilpungen sehr deutlich erkennbar (Abb. 7-9 D, unten). Sie hatten die Form von

kleinen Schlduchen.

A) 5 mW B) 14 mW C) 22 mwW

Nach dem
Erwdrmen >

@ Position des Lasers

Abb. 7-9: Verdnderungen an ein und demselben Abschnitt eines Lipid-Schlauchs durch
lichtinduziertes Erwérmen fiir 5s. Mit Hilfe des Lasers wurde zwischen den einzelnen
Versuchen der Schlauch wieder in die Ausgangslage bewegt. Laserleistungen bis 14 mW (A,
B) fiihrten zu keinen bleibenden Verdnderungen am Lipid-Schlauch. Bei 22 mW Laserleistung
(C) enstand eine kleine, irreversible Verformung in Form einer Ausstiilpung der Membran (D,
oben, roter Bereich). Mit 28 mW (D) war die irreversible Deformierung der Membran des
Lipid-Schlauchs sehr deutlich erkennbar. (Der Abstand zwischen den Strichen unten links
entspricht 10 pum. Durchmesser des Laserstrahls: 5 pm.)

D) 28 mW
Vor dem ’ -
Erwdamen
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7 Manipulation von Lipid-Schlduchen

Diese Ausstiilpungen konnen entstehen, da mit der Membran gleichzeitig die
Fliissigkeit im Inneren des Schlauchs erwdrmt wird. Der Druck innerhalb des
Schlauchs wird sich an der weichsten Stelle der Membran, also am erwarmten Bereich,
abbauen. Die hergestellten Schlduche sind offensichtlich multilamellar und verfiigen
tiber ausreichend Lipidmembran, um durch diese Ausstiilpungen den inneren Druck

auszugleichen.

Um Verzweigungen der geraden Lipid-Schliduche zu erhalten, wurde in einem
nichsten Schritt untersucht, wie diese Ausstiilpungen gezielt geformt werden konnen.
Dazu wurde der vorhergehende Versuch mit unterschiedlich dicken Lipid-Schlduchen
wiederholt. In Tabelle 7-1 sind die fiir einen Lipid-Schlauch aus der lichtinduzierten
Erwédrmung resultierenden Effekte, in Abhdngigkeit vom Durchmesser des erwirmten

Schlauchs und der verwendeten Laserleistung, zusammengefasst.

Tabelle 7-1: Zusammenfassung der aus der lichtinduzierten Erwérmung resultierenden Effekte
fiir Lipid-Schlauche unterschiedlicher Dicke in Abhéngigkeit der hierfiir erforderlichen
Laserleistung P bei einer Bestrahlungsdauer von 5 s. (Durchmesser des Laserstrahls: 5 um.)

Durchmesser d Reversible Irreversible

des Lipid-Schlauchs Verformung Verzweigung Verformung
|

d~5pm P<5mW - P>5mW
d~10 pm P <14 mW [4mW<P<22mW P>22mW
d~15pm P<22mW 22mW <P <42 mW P>42 mW

Wurden Schlduche mit einer Dicke von 5 pm oder weniger verwendet, so wurden
sie bereits bei 9 mW Laserleistung und einer Bestrahlungsdauer von 5 s sehr stark
deformiert (siche Abb. 7-10). FEine gezielte Verzweigung derartig diinner Schlduche
war durch die starke Verformung nicht moglich. Fiir diese Schlduche miissten
entsprechend kleinere p-Heizplatten verwendet werden, da sonst ein zu grof3er Bereich

der Lipid-Membran erwérmt wird, was zu diesen starken Verformungen fiihrt.
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7 Manipulation von Lipid-Schldauchen

Abb. 7-10: Folgen des lichtinduzierten Erwérmens an einem 6 pm dicken Schlauch. (A) Vor
dem Erwidrmen mit 9 mW Laserleistung fiir 5 s und (B) nach dem Erwérmen. Derartig diinne
Lipid-Schléduche wurden auf Grund der Erwérmung stark deformiert. (Der Abstand zwischen
den Strichen unten links entspricht 10 um. Durchmesser des Laserstrahls: 5 pm.)

An dickeren Schlduchen mit einem Durchmesser von etwa 10 um konnten die
Verzweigungen gezielt mit 14 mW Laserleistung und 5 s Bestrahlungsdauer hergestellt
werden, wenn der verwendete Schlauch auf der p-Heizplatte oder direkt daneben lag.
Je dicker der verwendete Schlauch, umso hoher war die benétigte Laserleistung. Fiir

Schlduche um 15 um Dicke war eine Laserleistung von 22 mW bis 36 mW notwendig.

Verzweigen
eines Lipid-
Schlauches
durch
Erwdrmen mit
14 mW, 5 s:

2. (D-E) und
3. (F-G)
Verzweigung:

@ Position des Laserstrahls
O Referenzposition

Abb. 7-11: Reaktion eines Lipid-Schlauchs auf lichtinduziertes Erwdrmen an Kohlenstoff-
u-Heizplatten fiir 5 s mit 14 mW. (Durchmesser des Laserstrahls: 5 um.) (A) Schlauch vor
dem Erwédrmen. (B) Wihrend des Erwidrmens wurde der Schlauch zuerst von der Warmequelle
weg bewegt, aber die Membran blieb an der p-Heizplatte. (C) Durch den Druck innerhalb des
Schlauchs entstand an der erwiarmten Stelle eine diinne Verzweigung. (D-G) Durch erneutes
Erwédrmen entstanden weitere Verzweigungen. (Der Abstand zwischen den Strichen unten links
entspricht 10 pm.)

Ein Beispiel fiir die gezielte Bildung von drei derartigen Verzweigungen an einem
12 um dicken Lipid-Schlauch zeigt Abb. 7-11. Beim lichtinduzierten Erwdrmen wurde
der Schlauch durch die starke Wairmeentwicklung etwas von der p-Heizplatte
wegbewegt, wobei aber ein Teil der Membran an der p-Heizplatte blieb (Abb. 7-11 B).
Nach zwei bis drei Sekunden des Erwidrmens zog sich der Schlauch iiber die
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7 Manipulation von Lipid-Schlduchen

u-Heizplatte, und an der am starksten erwdrmten Stelle der Membran entstand ein etwa
20 um langer Seitenarm (Abb. 7-11 C). Weitere Verzweigungen zu Seitenarmen
konnten in direkter Nachbarschaft zueinander unter gleichen Bedingungen hergestellt

werden (Abb. 7-11 D-G).

Versuche, einen Lipid-Schlauch an einem Ende zu verlingern, waren nicht
erfolgreich. Durch das Erwédrmen entstand nur eine kleine, diinne Verldngerung des
Schlauchs unter Riickgang bereits gebildeter Seitenarme (Abb. 7-12 C). Ebenso konnte

ein kiinstlich gebildeter Seitenarm nicht nachtriglich verlangert werden.

.’
i P

l
A

@ Position des Lasers

Abb. 7-12: Versuch zur Verldngerung eines Lipid-Schlauchs durch lichtinduziertes Erwarmen
mit 14 mW Laserleistung. (Durchmesser des Laserstrahls: 5 um.) Lipid-Schlauch mit kurzem
Seitenarm (A) vor, (B) wihrend und (C) nach dem Erwidrmen. Es entstand eine diinne
Verldngerung des Schlauchs unter Riickbildung des Seitenarmes. (D) Weiteres Erwidrmen
fiihrte, wie bei diinnen Schliduchen, zu starker Verformung. (E) 5 min spiter war die
Verformung zuriickgebildet. (F) Erneutes Erwdrmen fiihrte zu einer neuen Verldngerung des
Schlauchs. (Der Abstand zwischen den Strichen unten links entspricht 10 um.)

Eine Verldngerung wiirde eine Zunahme des inneren Volumens oder eine
deutliche Verringerung des Durchmessers der nicht erwdrmten Bereiche des Schlauchs
voraussetzen, was beides unter den gegeben Umstinden nicht moglich war. Durch
erneutes Erwdrmen an der diinnen Verldngerung des Schlauchs reagierten diese, wie
diinne Schlduche unter 5 um Dicke, durch starke Verformung (Abb. 7-12 D). Nach
etwa fiinf Minuten hatte sich die deformierte Membran zu einem normalen Schlauch der
urspriinglichen Dicke zuriickgebildet (Abb. 7-12 E). Durch erneutes Erwéirmen am

Ende des Lipid-Schlauchs bildete sich wieder eine diinne Verldngerung (Abb. 7-12 F).

Demnach konnten durch lichtinduzierte Erwdrmung zwar Seitenarme hergestellt
werden, hingegen war eine nachtrigliche Verldngerung dieser Seitenarme oder des
Schlauches nicht moglich. Die durch lichtinduzierte Erwérmung erzeugten Seitenarme
waren {iber viele Minuten hinweg stabil. Daher stellte sich die Frage, ob sich auf eine

dhnliche Weise auch direkt grofere Seitenarme, und somit sogar komplexere
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Strukturen, herstellen lassen. Dieser Frage wird im nachfolgenden Kapitel 7.3.3

nachgegangen.

7.3.3 Herstellung komplexer Strukturen aus Lipid-Schlduchen

In der Mikrofluidik werden oft Kreuzungen aus drei oder vier Kanilen benotigt,
zum Beispiel fiir die Injektion einer Probe bei der Analyse. Deshalb wurde untersucht,

ob und wie derartige Strukturen aus Lipid-Schlduchen nachgebildet werden konnen.

Abb. 7-13: Bildung einer Kreuzung durch zweimaliges lichtinduziertes Erwérmen eines Lipid-
Schlauchs. (A) Vor dem Erwérmen mit 14 mW fiir 5 s. (B) Wihrend des Erwédrmens entstand
eine kleine Ausstiilpung. (C) Die Ausstiilpung wuchs zu einem Seitenarm und es entstand eine
T-Kreuzung. (D) Entstehung einer zweiten Ausstiilpung durch erneute Erwidrmung. (E)
Resultierende Kreuzung aus einem Lipid-Schlauch und zwei gleichlangen Seitenarmen. (Der
Abstand zwischen den Strichen unten links entspricht 10 pm. Durchmesser des Laserstrahls:
5 pm.)

Ein Ergebnis dieser Untersuchungen, eine Kreuzung aus vier Lipid-Schlduchen,
hergestellt aus einem einzigen Lipid-Schlauch, zeigt die Abb. 7-13. Ausgehend von den
im vorherigen Kapitel 7.3.2 beschriebenen Seitenarmen wurden durch lichtinduzierte
Erwiarmung gezielt moglichst lange Seitenarme an Lipid-Schlduchen hergestellt. Dies
war nur an langen Lipid-Schlduchen mit einer Lédnge von mehr als 300 pm mdglich.
Der ausgewihlte Lipid-Schlauch wurde mit dem Laser bei 56 mW Leistung an eine
u-Heizplatte bewegt (Abb. 7-13 A).  AnschlieBend erfolgte die Erwdrmung der
u-Heizplatte 5 s lang bei 14 mW Laserleistung. Durch die anhaltende, lokale Erwédrmen
bildete sich zuerst ein kleiner Seitenarm (Abb. 7-13 B), der nach den 5s der

Bestrahlung durch den Laser immer grofer wurde, bis sich ein Seitenarm von iiber
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50 um Lénge gebildet hatte (Abb. 7-13 C). Gleichzeitig verkiirzte sich der Lipid-

Schlauch. Die resultierende Lipid-Struktur entsprach einer Kreuzung aus drei Kanélen.

Durch erneutes lokales Erhitzen des Lipid-Schlauchs direkt an dieser Kreuzung
entstand ein zweiter langer Seitenarm (Abb. 7-13 D und E). Die beiden Seitenarme
waren nur leicht seitlich versetzt und jeweils etwa 50 um lang. Mit der Bildung des
zweiten Seitenarmes wurden der urspriinglich ldngere erste Seitenarm und der Lipid-
Schlauch etwas kiirzer. Ein Gleichgewicht war erreicht, als beide Seitenarme etwa

gleich lang waren.

Wurde der Lipid-Schlauch in der Nihe einer derartigen Kreuzung erneut erwirmt,
so entstand ein dritter Seitenarm, wie in Abb. 7-14 zu erkennen ist. Dabei bildeten sich
aber die vorherigen Seitenarme zuriick und der Abstand zwischen ihnen wurde groBer
(Abb. 7-14 B). Die resultierende Struktur bestand aus dem Lipid-Schlauch mit einem
Seitenarm und zwei kleinen Ausstiilpungen, die aus den beiden Seitenarmen der

Kreuzung zuriickgeblieben waren (Abb. 7-14 C).

@ Position des Lasers

Abb. 7-14: Entstehung einer Verzweigung durch lichtinduziertes Erwérmen direkt neben einer
Kreuzung. (A) Kreuzung vor dem Erwérmen. (B) Ein neuer Seitenarm entstand auf Kosten der
vorher gebildeten beiden Seitenarme, die sich zuriickbildeten. (C) Von der urspriinglichen
Kreuzung waren nur noch Ausstiilpungen in der Membran {ibrig. (Der Abstand zwischen den
Strichen unten links entspricht 10 um. Durchmesser des Laserstrahls: 5 um.)

Diese langen Seitenarme entstanden, da die Fliissigkeit im Lipid-Schlauch sehr
stark erwdrmt wurde, was zu einer stdrkeren Volumenausdehnung fiihrte. Der so
innerhalb des Lipids aufgebaute Druck wurde schlagartig im weichsten Bereich, der an
der p-Heizplatte erwdrmten Membran, durch Bildung des Seitenarms abgebaut. Mit
einem hoheren Druck innerhalb des Lipid-Schlauchs, zum Beispiel durch liangeren
Kontakt zur p-Heizplatte wéahrend der Erwédrmung, wurden die Seitenarme ldnger.

Wenn der Lipid-Schlauch nicht nah genug an der p-Heizplatte war oder er sich durch
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die Erwdrmung von der p-Heizplatte weg bewegte, entstanden nur die im Kapitel 7.3.2

beobachteten kurzen Seitenarme.

Die Verkiirzung des Lipid-Schlauchs und des Seitenarmes wihrend der Bildung
von neuen Seitenarmen resultierte aus der Konstanz des Gesamtvolumens. Ebenso wie
das Lipid zur Bildung der Membran stammte die Fliissigkeit, welche den neuen
Seitenarm fiillte, aus dem urspriinglichen Lipid-Schlauch. Wihrend aber das Lipid fiir
die Membran in den verwendeten multilamellaren Lipid-Schliuchen im Uberschuss
vorhanden ist, kann sich das Gesamtvolumen der im Inneren der Lipid-Struktur
vorhandenen Fliissigkeit nicht dndern. Daher erfolgte eine Umverteilung dieser

Fliissigkeit unter Verkiirzung des urspriinglichen Lipid-Schlauchs.

7.4 Zusammenfassung

Es wurde eine Methode entwickelt, Lipid-Schlduche innerhalb eines Mikrochips
herzustellen und zu manipulieren. Als Hilfsmittel fiir die Manipulation wurden nur der

830 nm Laser und die p-Heizplatten aus Kohlenstoff verwendet.

Diese Versuche zeigten, dass mit Hilfe des verwendeten optischen Aufbaus die
Lipid-Schlduche an die p-Heizplatten aus Kohlenstoff bewegt werden konnten, um
anschlieend durch lichtinduziertes Erwédrmen gezielt Seitenarme zu erzeugen. Die
Bildung dieser Seitenarme wurde durch das Gesamtvolumen der Lipid-Schlduche
beschriankt. Dadurch konnten nicht ein Seitenarm nachtrdglich merklich verlangert oder
mehr als zwei lange Seitenarme gleichzeitig an einem Lipid-Schlauch geformt werden.
Durch das lichtinduzierte Erwdrmen wurde jedoch die Bildung von bis zu zwei langen
Seitenarmen direkt nebeneinander an einem Lipid-Schlauch ermdglicht. Dadurch
konnten gezielt Kreuzungen aus drei bzw. vier Schlduchen geformt werden, wie sie oft

in der Mikrofluidik verwendet werden.
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8 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine neuartige, kontaktlose Methode zum
kontrollierten lokalen Erwarmen kleiner Volumina von wenigen Femtolitern entwickelt

und untersucht sowie zwei mogliche Anwendungen dieser Methode vorgestellt.

Ausgehend von theoretischen Voriiberlegungen entstand die Methode der
lichtinduzierten Erwdrmung. Dabei erfolgte die Erwdrmung durch Absorption von
infrarotem Licht eines Diodenlasers mit einer Wellenldinge von 830nm an
Mikropartikeln und mikrostrukturierten Materialien, den so genannten p-Heizplatten.
Der entwickelte optische Aufbau ermoglichte eine lichtinduzierte Erwérmung und eine
Fluoreszenzmikroskopie sowohl simultan als auch getrennt voneinander, was eine
Verfolgung der Effekte der lichtinduzierte Erwdrmung mittels Fluoreszenzmikroskopie

ermoglichte.

Die lichtinduzierte Erwdrmung wurde an innerhalb einer PDMS-Schicht fixierten
Graphitpartikeln nachgewiesen. Deutliche Folgen der Erwdrmung in Form von Kratern
und eingebrannten Strukturen oder von Blasenbildung waren sowohl bei der direkten
Bestrahlung an Luft als auch bei Kontakt der Graphitpartikel mit Wasser erkennbar.
Die Blasenbildung belegte, dass an der Oberfliche der Graphitpartikel Temperaturen
von liber 100 °C erreicht wurden. Die unregelméBige Grofle und Verteilung innerhalb

der PDMS-Schicht erschwerten jedoch eine reproduzierbare Erwérmung.

Deshalb wurden durch photolithographische Prozesse genau definierte
Mikrostrukturen aus Kohlenstoff und Gold hergestellt und mit zwei verschiedenen
Methoden zum Nachweis von Temperaturerhbhungen untersucht. Beide Materialien
ermoglichten eine kontrollierte und reproduzierbare lokale Temperaturerhdhung durch
absorbiertes Laserlicht. An den Oberflichen dieser p-Heizplatten wurden ebenfalls
Temperaturen iiber 100 °C erreicht, wie die beobachtete Blasenbildung belegte. Die
mittels Fluoreszenzthermometrie mit Rhodamin B ermittelten, iiber die Hohe der
Reaktionskammer gemittelten Temperaturerhohungen der umgebenden Fliissigkeit
betrugen weniger als 10 °C. Versuche mit doppelstrangiger DNA zeigten, dass unter
Verwendung der p-Heizplatten aus Kohlenstoff und der aus Gold mit 10 um

Durchmesser die Fliissigkeit Temperaturen von tiber 50 °C erreichte.
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Beim Erwdrmen an Gold waren im Vergleich zum Kohlenstoff etwas hdhere
Laserleistungen notig, um die gleichen Temperaturdnderungen zu erzielen, wobei die
Erwdrmung aber gleichméaBiger erfolgte, was zu geringeren Schwankungen der
Messergebnisse fithrte. Der zeitliche Verlauf der Erwdrmung des Systems war vom
Material der p-Heizplatten und von der eingesetzten Energiedichte abhéngig, wiahrend
die Abkiihlung hingegen hauptsdchlich von der Umgebung der p-Heizplatten abhing
und dadurch fiir die verwendeten p-Heizplatten und Laserleistungen immer gleich
verlief. Im Vergleich zu den Experimenten mit Rhodamin B waren in der DNA-L&sung
deutlich geringere Laserleistungen notwendig, um eine Blasenbildung an den kleinen
u-Heizplatten aus Gold zu erhalten. Dies fiihrte zu der Annahme, dass die DNA eine
isolierende Wirkung auf die p-Heizplatten hatte.

Simulationen der lichtinduzierten Erwédrmung anhand zweier, eigens entwickelter
Modelle bestdtigten die Annahme einer stirkeren lokalen Erwédrmung sowie eines
stirkeren Einflusses daraus resultierender Konvektionsstromungen an kleineren
u-Heizplatten. Fiir die resultierende Temperaturverteilung um die p-Heizplatten herum
wurden abhingig vom Modell unterschiedliche Ergebnisse erhalten. Die Betrachtung
der Temperaturverteilung in einem stationiren System mit dem ersten Modell fiihrte zu
einer Abnahme der Temperaturdnderung mit zunehmender GroBe der p-Heizplatten. Im
zweiten Modell fiir den Grenzfall extremer Konvektion wurde die Wérme direkt durch
konstant 25 °C kaltes Wasser abtransportiert, wodurch die Erwdrmung an der 5 um

durchmessenden p-Heizplatte stirker als an der groBBeren und der kleineren war.

Im Vergleich der Simulationen mit den Experimenten wurde deutlich, dass die
Ergebnisse mit der DNA-Losung in Nédherung durch die Simulationen beschrieben
wurden, wihrend die Ergebnisse mit der Rhodamin B-Lésung deutlich von denen der
Simulationen abwichen. Der Grund hierfiir waren die mit zunehmender lokaler
Erwdrmung stirker auftretenden Konvektionsstromungen und die Verdnderungen der
Eigenschaften des Wassers, welche in den Simulationen vernachlissigt wurden. Diese
beiden Effekte wurden offensichtlich bei den Versuchen mit DNA-Ldsung unterdriickt,

was die Annahme bestétigte, dass die DNA die p-Heizplatten isolierte.

Als eine erste mogliche Anwendung der lichtinduzierten Erwidrmung wurde die

Moglichkeit einer Kontrolle des Zellwachstums fiir definierte Bereiche auf einem
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Mikrochip nachgewiesen. Hierfiir wurde gezeigt, dass lebende Zellen direkt auf den
u-Heizplatten kultiviert und durch die lichtinduzierte Erwdrmung manipuliert werden
konnen. Die Zellen iiberleben eine direkte Bestrahlung mit dem fokussierten Laserlicht
mit 830 nm Wellenldnge oder eine leichte Erwdrmung durch geringe Laserleistungen.
Hingegen ist ein gezieltes Abtdten einzelner Zellen mit Hilfe des lichtinduzierten

Erwiarmens mit hoheren Laserleistungen moglich.

Als eine zweite mogliche Anwendung der lichtinduzierten Erwdrmung wurde eine
Methode entwickelt, Lipid-Schlduche innerhalb eines Mikrochips herzustellen, zu
manipulieren und daraus komplexe Mikrostrukturen zu formen. Als Hilfsmittel fiir die
Manipulation und die Bildung der komplexen Strukturen wurden nur ein 830 nm Laser
und p-Heizplatten aus Kohlenstoff verwendet. Durch lichtinduzierte Erwdrmung wurde
die Bildung von bis zu zwei langen Seitenarmen direkt nebeneinander an einem Lipid-
Schlauch ermoglicht. Dadurch konnten gezielt Kreuzungen aus drei bzw. vier

Schlduchen geformt werden.

Wie diese beiden vorgestellten, sehr unterschiedlichen Anwendungsmoglichkeiten
bereits andeuten, ist die entwickelte Methode der lichtinduzierten Erwidrmung
ausgesprochen vielseitig einsetzbar. Allein fiir die Zellbiologie eréffnet diese Methode
viele weitere Moglichkeiten. Es wurde gezeigt, dass durch starke Erwdrmung an einer
u-Heizplatte der Inhalt einer einzelnen Zelle freigesetzt wird. Der Zellinhalt konnte
dadurch gezielt fiir Einzelzellanalysen zugédnglich gemacht werden. Anschliefend
konnte der so freigesetzte Zellinhalt direkt mittels PCR analysiert werden, indem die
hierfiir notwendigen Temperaturzyklen von drei unterschiedlichen Temperaturen
ebenfalls durch lichtinduzierte Erwdrmung realisiert werden. Durch eine lokale und
kurzzeitige Erwdrmung der Zellmembran durch lichtinduzierte Erwédrmung ist eine
kurzzeitige Perforation denkbar. Durch eine kurzzeitig perforierte Zellmembran
konnten Biomolekiile oder Mikropartikel in lebende Zellen eingeschleust werden.
Gezielt platzierte, absorbierende Mikropartikel innerhalb von lebenden Zellen konnten
zur lokalen Erwdrmung von Teilbereichen der Zelle genutzt werden. Die lichtinduzierte
Erwdrmung bietet damit die Mdoglichkeit zur Untersuchung von Zellvorgingen auf

Grund derartiger lokaler Temperaturerhdhungen.
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Neben solchen Anwendungen in der Zellbiologie konnte die lichtinduzierte
Erwdarmung auch zur Herstellung neuartiger, dreidimensionaler Mikrostrukturen
verwendet werden. Mit Graphitpartikeln innerhalb von PDMS-Schichten wurden
Locher und Kanéle im PDMS hergestellt. Durch bessere Fokussierung des Laserstrahls
zu einer optischen Falle und die Verwendung von Partikeln definierter GroBe ist die
Herstellung von gleichméBigen, dreidimensionalen Strukturen denkbar. Ebenso ist die
Herstellung von noch komplexeren Mikrostrukturen aus Lipid-Membranen denkbar,
zum Beispiel durch eine Kombination der lichtinduzierten Erwédrmung mit anderen
Methoden der Manipulation von Lipid-Strukturen. Derartige Lipid-Mikrostrukturen
bilden eine biologische Umgebung nach und besitzen gleichzeitig allen Vorteilen von

Mikrosystemen, weshalb sie als Bioreaktoren interessant wéren.

Zum besseren Verstindnis der lichtinduzierten Erwidrmung wire eine Erweiterung
der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Modelle fiir die Simulationen hilfreich,
welche die durch starke lokale Erwdrmung entstehenden Konvektionsstrome sowie die

Temperaturabhingigkeit der Materialeigenschaften des Wassers berticksichtigt.

Da die lichtinduzierte Erwdrmung eine indirekte Methode ist, bei der keine
direkten Kontakte zur Steuerung notwendig sind, kann sie leicht innerhalb von
Mikrosystemen integriert werden. Letztendlich konnten alle Prozesse innerhalb von
Mikrosystemen, welche eine lokale Erwdrmung bendtigen, durch lichtinduzierte
Erwdrmung gesteuert werden. Dazu gehoren zum Beispiel die Durchfithrung
chemischer Reaktionen und Analysen ebenso wie der Fliissigkeitstransport oder das
Mischen von Flissigkeiten. Durch die mogliche Variation des Materials, der Form, der
GroBe und der Anordnung der p-Heizplatten sowie der Leistung und Belichtungszeit
des Lasers ist diese Methode zudem sehr variabel, ohne dass der Aufbau verdndert
werden muss. Durch diese leichte Integrierbarkeit, die grofe Variabilitit und die
vielfdltigen Anwendungsmdglichkeiten besitzt die lichtinduzierte Erwdrmung das
Potential, um zukiinftig als hauptsédchliche Methode zur lokalen Temperaturerh6hung

innerhalb von Mikrosystemen eingesetzt zu werden.
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Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

DMEM/F-12  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — Dulbecco's modifiziertes
Medium / Néhrldsung F-12 Ham

DNA Deoxyribonucleic Acid — Desoxyribonukleinsdure (auch DNS)
FCS Foetal Calf Serum — fetales Kélber-Serum

IR Infrarot

PBS Phosphate buffered saline — Phosphat-gepufferte Salzlosung
PCR Polymerase Chain Reaction — Polymerase Kettenreaktion
PDMS Poly(dimethyl)siloxan

RIE Reactive ion etching — Reaktivionen-Atzen
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Anhang

Anhang

Zum Vergleich der verschiedenen zur lichtinduzierten Erwérmung verwendeten
Materialien sind in Tabelle 8-1 die Werte der fiir die Berechnung wichtigen

Materialeigenschaften zusammengefasst.

Tabelle 8-1: Werte zu einigen Materialeigenschaften der benutzten Materialien. Diese Werte
wurden insbesondere fiir die Simulation des lichtinduzierten Erwarmens an p-Heizplatten aus
Gold im Kapitel 5 benétigt.

p “r A
Material Diche W;f;ifg;;ﬁt Wanmeletlahigleits
[grem™] [J'kg_l'K_l] [W'm'l'K_l]
Gold 19,3 [72] 130 [148] 310 [194]
Wasser 0,998 [72] 4180 [148] 0,6 [72]
Glas 2,2 [195] 830 [195] 1,12 [195]
Kohlenstoff 2,26 [72] 710 [196] 1,7 [194]

Diese Werte wurden zum Beispiel fiir die im Kapitel 5 vorgestellte und im

nachfolgenden Kapitel A.1 ndher beschriebene Simulation bendtigt.

A. Theorie der Modelle zur Simulation der lichtinduzierten Erwirmung

Im Kapitel 5 wurden zwei eigens entwickelte Modelle zur Beschreibung der
lichtinduzierten Erwdrmung an p-Heizplatten vorgestellt. Zum besseren Verstindnis
dieser Modelle werden nachfolgend die diesen Modellen zugrunde liegenden

Annahmen und Berechnungen aufgezeigt.

In beiden Modellen wurde eine mogliche Konvektion durch Warmestromung
vernachléssigt. Zur Berechnung wurden die in Tabelle 8-1 angegebenen Werte fiir die
Materialeigenschaften verwendet, wobei Temperaturabhingigkeiten der

Materialeigenschaften vernachléssigt wurden.
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A.1. Theorie zum ersten Modell der Simulation - Stationiires System

Das erste zur Simulation der lichtinduzierten Erwdrmung entwickelte Modell
bestand aus einer p-Heizplatte auf einem Glas, auf dem sich eine Wasserschicht befand

(siehe auch Kapitel 5.2.1 und Abb. 8-1).

@xxxxz:&xxxﬁ
X X X X X X X X X X X X X
1
X X X X X X X X X X X %X X
X X X X X X X X X X X X X
Wasser
. 1 3
Heizplatte FFETD>@T ¥ x xix x x x % ¥
x4bx % %%
Glas
x x x x x
X X %X %X %
]
= X X X X %

Abb. 8-1: Schematische Darstellung des Modells zur Berechnung der Wairmeverteilung
innerhalb des Wassers, des Glases und der p-Heizplatte beim lichtinduzierten Erwérmen. Es
erfolgt eine zweidimensionale Betrachtung in radialer und in z-Richtung. Die Zahlen
bezeichnen die einzelnen Bereiche, die auf Grund verschiedener Randbedingungen
unterschieden werden miissen.

Innerhalb des Glases (schwarzer Bereich 1, Abb. 8-1) erfolgte nur eine

Warmeleitung in radialer und in z-Richtung, wie in Abb. 8-2 schematisch dargestellt.

Z+dz— IQ|z+dz
A, Y
Z| I
r Z= : [
r lQ|z r+dr

Abb. 8-2: Schematische Darstellung eines Volumenelementes innerhalb des Glases mit den
entsprechenden Warmestromen. Beschriftung siehe Gl. 8-1.
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Als Wirmebilanz ergab sich:

0 .
9 0 Gl 8-1
ot

-9, +0

r - Q r+dr z+dz

O : Wirme [J]; ¢ : Zeit [s]; O/ : Im Abstand » vom Zentrum des Systems in radialer
Richtung eintretender Warmestrom [J-s']; O |-+ Im Abstand r+dr austretender
Wirmestrom [J's™']; O|.:Im Abstand z von der p-Heizplatte in z-Richtung
eintretender Warmestrom [J 's'l]; O |-+¢- - Im Abstand z+dz von der p-Heizplatte in

z-Richtung austretender Wérmestrom [J-s™'].

Durch  Anwenden der nach dem ersten Glied abgebrochenen
Taylorreihenentwicklung wurde die Anderung des Wirmestroms in radialer Richtung

wie folgt beschrieben:

00
i P Gl. 82

r Or

O |-+ar - Im Abstand r+dr austretender Wéarmestrom [J s Q|- : Im Abstand » vom

r+dr

0

Zentrum des Systems in radialer Richtung eintretender Wirmestrom [J-s™'];
r : Abstand vom Zentrum des Systems in radialer Richtung [m].

Entsprechend wurde die Anderung des Wirmestroms in z-Richtung beschrieben.
Danach ergab sich fiir die Warmebilanz folgende Gleichung:
o9 . 90
ot or oz

Q:Wirme [J]; ¢:Zeit [s]; Ol : Warmestrom in radialer Richtung [J s
r: Abstand vom Zentrum des Systems in radialer Richtung [m]; Q. : Wérmestrom

in z-Richtung [J-s']; z : Abstand von der p-Heizplatte in z-Richtung [m].

Die im Kapitel 5.1 vorgestellten Gleichung fiir den Speicherterm lautete:
00 oT
E_y.p.c =
ot P9y

O : Wirme [J]; ¢: Zeit [s]; V: Volumen [m’]; p : Dichte des Materials [kg-m™];
¢, : spezifische Wirmekapazitét [J kg K']; T': Temperatur [K].

Gl. 5-2
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Das hierfur zu betrachtende Volumenelement lautete:

V=2-wr-r-dr-dz Gl. 8-4

V: Volumenelement [m’]; 7z :Ludolfsche Zahl [~3,14159]; r: Abstand vom
Zentrum des Systems in radialer Richtung [m]; z: Abstand von der p-Heizplatte in
z-Richtung [m].

Fiir die Warmeleitung galt die Gleichung:

: oT
Q:_ﬁ“'A'g Gl 53

O : Wéarmestrom durch Wirmeleitung [J s']; A : Wirmeleitfahigkeitskoeffizient
[W-m™K']; 4 : Wirmeaustauschfliche [m?]; 7: Temperatur [K]; x : Strecke [m].

In radialer und horizontaler Richtung wurden folgende Flachen betrachtet:

A =2-w-r-dz Gl. 8-5
A =2-7-r-dr Gl. 8-6

A, : Wirmeaustauschfliche in radialer Richtung [m?]; = :Ludolfsche Zahl
[~3,14159]; r: Abstand vom Zentrum des Systems in radialer Richtung [m];
A. : Wirmeaustauschfliche in z-Richtung [m’]; z : Abstand von der p-Heizplatte in
z-Richtung [m].

Aus GI. 8-3 ergab sich mit Gl. 5-2 und Gl. 5-3 folgende Gleichung fiir die

Energiebilanz:
L fery _, (ver or\ , &T
p_glas P_ glas a / s — T _glas 7 67" arz — glas 822 Gl. 8-7

Cp_glas - Spezifische Wirmekapazitit von Glas [J -kg'l-K'l]; P_elas - Dichte von Glas
[kg'm™]; T: Temperatur vom Glas [K]; ¢: Zeit [s]; 7 : Abstand vom Zentrum des
Systems in radialer Richtung [m]; 4_g. : Wérmeleitfahigkeitskoeftizient von Glas
[W-m™K']; z : Abstand von der p-Heizplatte in z-Richtung [m].

Der untere Rand des Glases (schwarzer Bereich 2, Abb. 8-1) besal keinen
Speicherterm. Die Wirme wird durch Wiarmeiibergang nach unten an die umgebende

kalte Luft abgegeben. Fiir den Warmetibergang galt folgende Gleichung:
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QU/V =a-A4-AT Gl 54

) oy - Wirmestrom durch Wirmeiibergang [J-s™! ;o Warmelbergangskoeffizient
0 gang gang

[W-m?K"']; 4: Wirmeaustauschfliche [m?]; AT : Temperaturdifferenz zwischen
den Grenzschichten [K].

Fir den Wiérmeiibergangskoeffizienten «; wurde hierbei ein Wert von
~2 W-m™>K" angenommen. Diese Wirme stammte ausschlieBlich von den dariiber
liegenden warmen Bereich des Glases und wurde durch Warmeleitung nach Gl. 5-3

iibertragen. Die Randbedingung bei z = 0 lautet:

oT
0 = _2’ —glas ) E - aL ) (Tz'tmg - Tglasmnd) Gl. 8-8

A_qias - Wirmeleitfahigkeitskoeffizient von Glas [W~m'1-K'1]; 7 : Ludolfsche Zahl
[~3,14159]; r: Abstand vom Zentrum des Systems in radialer Richtung [m];
T: Temperatur [K]; z:Abstand von der p-Heizplatte in z-Richtung [m];
oy : Wirmeiibergangskoeffizient an Luft [W-m>K']; Tyumg : Temperatur in der
Umgebung des Glases [K]; Tyiasrana : Temperatur am Glasrand [K].

Die Temperatur des rotationssymmetrischen Modells hatte im Zentrum bei » =0
(schwarzer Bereich 3a, Abb. 8-1) ihr Maximum oder Minimum. Die Randbedingung

lautete entsprechend:

oT

Z1 =0 )
ol . Gl. 8-9

T : Temperatur [K]; 7 : Radius [m].

Am dufleren Rand des Glases bei » = gilt diese Randbedingung ebenfalls, das
sich dort die Temperatur nicht weiter dndert. Allerdings ist dies bei » = 200 noch nicht
der Fall (schwarzer Bereich 3b, Abb. 8-1), so dass ein konstanter Warmetiibergang zum
Glas hinter dem simulierten Gebiet angenommen wurde. Damit lautete die verwendete
Randbedingung:

0°T B

or 2 =0 Gl. 8-10
r=200

T : Temperatur [K]; 7 : Radius [m].
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Im Bereich der oberen Grenzfliche des Glases im Kontakt mit der p-Heizplatte

und der umgebenden Luft wurden zwei Fille unterschieden.

Bei z =z(Glasdicke) gelten die folgenden beiden Randbedingungen. Die erste
betrifft den Bereich direkt unter der p-Heizplatte. Die Temperatur des Glases unter der
u-Heizplatte (schwarzer Bereich 4a, Abb. 8-1) entsprach der Temperatur der
u-Heizplatte. Die zweite betrifft den Bereich neben der p-Heizplatte (schwarzer
Bereich 4b, Abb. 8-1), welcher in direkter Wechselwirkung mit dem umgebenden
Wasser stand (blauer Bereich 4b, Abb. 8-1). Daher wurden diese beiden Bereiche zu
einer gemeinsamen Mischschicht zusammengefasst, wobei als Werte fiir die
Materialeigenschaften die gemittelten Werte der Materialeigenschaften von Wasser und
von Glas angenommen wurden. Zur Berechnung wurde zuerst eine Grenztemperatur
fiir diese Mischschicht definiert, fiir die im Modell die Temperatur des Glases
angenommen wurde. Die Wiarmebilanz innerhalb dieser Mischschicht ergab sich aus
der gespeicherten Wirme, die der Wérmeleitung in radialer Richtung durch diese
Mischschicht abziiglich der Warmeleitung in z-Richtung an das Glas und an das Wasser

entspricht. Die Berechnung erfolgte nach folgender Gleichung:

a_T _ ﬂ, l a_T + aZZvasser
pP_ gem c p_gem ot . - Y _gem r or arz Gl. 8-11
1 oT, T
L. ﬂ, " glas + A« assor” 6 wasser
dz oz o Oz

P_gem : Mittelwert der Dichten von Glas und Wasser [kg'm™]; Cp_gem - Mittelwert der
spezifischen ~ Wirmekapazititen ~von  Glas und  Wasser [Jkg'K™'];
Tyasser - Temperatur  des  Wassers  [K]; 7:Zeit [s]; A_gem : Mittelwert  der
Wirmeleitfahigkeitskoeffizienten von Glas und Wasser [W-m™"-K™']; r: Abstand
vom Zentrum des Systems in radialer Richtung [m]; z: Abstand von der
u-Heizplatte in z-Richtung [m]; 4 g, : Wirmeleitfahigkeitskoeffizient von Glas
[W-m’l-K'l]; Toios - Temperatur des Glases [K]; A e : Wirmeleitfahigkeits-
koeffizient von Wasser [W-m™-K™'].

Zur Bestimmung der Temperatur innerhalb der p-Heizplatte wurde diese in drei
Bereiche unterteilt. Im Zentrum der p-Heizplatte (=0, roter Bereich 1, Abb. 8-1)
wurde als Randbedingung eine maximale Temperatur Gl. 8-9 angenommen. Daneben
bis zum Rand der p-Heizplatte (roter Bereich 2, Abb. 8-1) war der Speicherterm gleich

der Wiarmeleitung in radialer Richtung und in z-Richtung zum Glas, abziiglich des
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Wirmeverlustes durch Warmeleitung an das Wasser, zuziiglich des Wérmeeintrags

durch den Laser:

or 1 0T oT
d—gold' P _got” €p_gola .(Ejg Id ) ﬁ_g()[d. d_go/d'(;'g-i-?j
¢ gold

T T
+ ﬂ—g/as. (a_J + ﬂ’_wasser' (G_J + eP ’ 77 ' I
0z glas,rand 0z wasser,rand

d_goa : Dicke der p-Heizplatte [m], p g : Dichte der p-Heizplatte [grem™];
Cp_goia - Spezifische Wirmekapazitit von Gold [Jkg"K'; T:Temperatur [K],
t: Zeit [s]; A_goa : Wérmeleitfahigkeit der p-Heizplatte,  : Abstand vom Zentrum
des Systems in radialer Richtung [m]; A_gu : Wirmeleitfihigkeit des Glases,
z : Abstand von der p-Heizplatte in z-Richtung [m]; A a0 : Warmeleitfahigkeit
vom Wasser, ep: Effizienz der Absorption [-], #:Verwendeter Anteil der
Laserlgistung von der vollen Laserleistung von 56 mW [b.E.], /: Laserintensitit
[W-m™].

Gl. 8-12

Die Berechnung der Laserintensitét /(r) fiir 56 mW Laserleistung erfolgte wie in
Kapitel 5.1 beschrieben iiber die maximale Laserintensitit nach Gl. 2-12:
2-P

A :—g;s Gl. 2-12
-7

Iy : Maximale Intensitdt im Fokuspunkt [W-m’z]; Pys : Gesamte Laserleistung;
7 : Ludolfsche Zahl [~3,14159]; r, : Radius des Laserstrahls im Fokuspunkt [m].

Damit konnte mit Gl. 5-6 die Laserintensitit bestimmt werden:

_2’2

I(r)=1,-e " :]o'e_g'r2 Gl. 5-6

I(r) : Lokale Intensitdt in Abhéngigkeit vom Abstand » vom Strahlmittelpunkt
[W-m™]; I, : Maximale Intensitit [W-m™]; »: Abstand vom Strahlmittelpunkt [m];
ro - Strahlradius im Fokus [m]; g : GauBfaktor fiir Anpassung [m™].

Als Effizienz der Absorption des Laserlichtes an der p-Heizplatte ep wurde ein
Wert von 0,025 angenommen. Er beriicksichtigt die Transmission des verwendeten
Objektivs, die Reflektivitit des Goldes sowie die Transmission der mit 100 nm noch
leicht lichtdurchldssigen Goldschicht. Dieser Wert konnte nicht bestimmt werden und

wurde daher wihrend der Simulation angenéhert.

Um nicht fiir jede Laserleistung die Laserintensitét /; erneut berechnen zu miissen,

wurde {iber den Vorfaktor # der resultierende Anteil der Laserintensitdt berechnet, wenn
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die Laserleistung von 56 mW auf einen anderen Wert reduziert wurde. In Tabelle 8-2

sind die entsprechenden Werte fiir # aufgelistet.

Tabelle 8-2: Verwendete Werte des Vorfaktors # zum Einstellen der Laserleistung.

Laserleistung P 5mW 9 mW 14 mW 28 mW 42 mW

Vorfaktor # 0,09 0,16 0,25 0,5 0,75

Am &duBleren Rand der p-Heizplatte (roter Bereich 3, Abb. 8-1) waren in r-
Richtung keine benachbarten Bereiche der p-Heizplatte vorhanden, an die eine
Wirmeleitung erfolgen konnte, und eine Wiarmeleitung an das kéltere Wasser wurde
wegen der geringen Dicke der p-Heizplatte von 100 nm vernachldssigt.  Als

Randbedingung wurde angenommen:

or
or

"=Feold

=0 Gl 8-13

T : Temperatur [K];  : Radius [m]; reo44 : Radius der p-Heizplatte.

Die Temperatur des neben der p-Heizplatte befindlichen Wassers (roter Bereich 4,
Abb. 8-1) ging in keine weitere Rechnung oder Auswertung ein und konnte somit
beliebig festgelegt werden. Als Temperatur wurde die Temperatur des in der Ebene

dariiber befindlichen Wassers angenommen.

Die Bilanzierung fiir alle Bereiche innerhalb des Wassers (blauer Bereich 1 bis 4
in Abb. 8-1) erfolgte analog der entsprechenden Bereiche innerhalb des Glases, mit den

Materialkonstanten fur Wasser.

Als Anfangsbedingung fiir die Simulationen wurde, entsprechend der
Laborbedingungen, festgelegt, dass die Temperaturen iiberall 25 °C betrugen. Durch
diese Randbedingungen und Annahmen wurde das System vollstdndig beschrieben und

die Simulationen konnten durchgefiihrt werden.
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A.2. Zweites Modell zur Simulation der lichtinduzierten Erwirmung

Das zweite Modell zur Simulation der lichtinduzierten Erwérmung an
u-Heizplatten aus Gold im Grenzfall einer extremen Konvektion war eine
Vereinfachung des ersten Modells, bestehend aus Glas und einer darauf befindlichen
u-Heizplatte (siehe auch Kapitel 5.2 bzw. Abb. 8-3). Eine wesentliche Vereinfachung
dieses Modells bestand in der Annahme, dass die Temperatur des iiber dem Glas mit der
u-Heizplatte befindlichen Wassers konstant 25 °C betrug. Auf Grund der Ahnlichkeit

zum ersten Modell werden nachfolgend nur die Unterschiede aufgezeigt.

Wasser 25°C
p-Heizplatte @@®3Qx X4% X X X X X ¥
Glas R illadnid- g
]
r

Abb. 8-3: Schematische Darstellung des zweiten Modells zur Berechnung der Warmeverteilung
innerhalb des Glases und der p-Heizplatte beim lichtinduzierten Erwdrmen. Es erfolgte eine
zweidimensionale Betrachtung in radialer und in z-Richtung. Die Zahlen bezeichnen die
einzelnen Bereiche, die auf Grund verschiedener Randbedingungen unterschieden wurden.

Fiir das Glas dnderte sich nur die Berechnung des oberen Randes im Kontakt mit
dem Wasser, neben der p-Heizplatte (schwarzer Bereich 4b, Abb. 8-3). In diesem
Modell wurde dieser Bereich wie der untere Rand (schwarzer Bereich 2, Abb. 8-3)
betrachtet, mit dem Unterschied, dass der Wairmeiibergang an Wasser mit einer

konstanten Temperatur von 25 °C erfolgte:

ar
—glas aZ

/_gias © Wirmeleitfahigkeitskoeffizient von Glas [W-m’l-K'l]; 7 : Ludolfsche Zahl
[~3,14159]; r: Abstand vom Zentrum des Systems in radialer Richtung [m];
T: Temperatur [K]; z:Abstand von der p-Heizplatte in z-Richtung [m];
oy . Warmeiibergangskoeffizient an Wasser [W-m’z-K'l]; Tyasser - Temperatur des
Wassers [K], Tyiasrana : Temperatur am Glasrand [K].

0 == - aW ' (Twasser - Tglasrand) Gl. 8-14
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Fiir den Wirmeiibergangskoeffizienten a; wurde ein Wert von ~6000 W-m ™=K’

angenommen.

Die Bilanzierung innerhalb der Ebene der p-Heizplatte erfolgte analog zum ersten
Modell. Der Wert fiir die Effizienz der Absorption ep nach Anpassung an dieses Modell
betrug 0,05. Zudem wurde innerhalb der p-Heizplatte und an ihrem &uBeren Rand
(roter Bereich2 und 3 in Abb. 8-3) in GI. 8-12 bzw. Gl. 8-13 jeweils statt der
Wirmeleitung mit dem  Waérmeleitfahigkeitskoeffizienten von Wasser ein
Wirmeiibergang vom Gold an Wasser angenommen. Damit ergab sich zum Beispiel

fiir den Bereich innerhalb der p-Heizplatte aus Gl. 8-12 folgende Gleichung:

or 1 o o’T
d_o .p_o - C o .[—j :/1_0 .d_g -(_-—'i' J
gold gold" “p _gold ot wold gold gold r or or gold Gl. 8-15

oT
+ /1 —glas ’ (_j - aW : (ﬂvasser - Tgoldrand )+ eP ' 77 : [
a glas,rand

d_goa : Dicke der p-Heizplatte [m], p_ g : Dichte der p-Heizplatte [grem™];
Cp_goia - Spezifische Wirmekapazitit von Gold [Jkg"K'; T:Temperatur [K],
t:Zeit [s]; A_goa: Wirmeleitfahigkeit der p-Heizplatte, z: Abstand von der
u-Heizplatte in z-Richtung [m]; » : Abstand vom Zentrum des Systems in radialer
Richtung [m]; ay: Wirmeiibergangskoeffizient an Wasser [W-m™>K'],
T\vasser - Temperatur des Wassers [K], Tgourans : Temperatur am Goldrand [K];
ep : Effizienz der Absorption [-], # : Verwendeter Anteil der Laserleistung von der
vollen Laserleistung von 56 mW [b.E.], I : Laserintensitit [W-m™].

Wie im ersten Modell wurde als Anfangsbedingung festgelegt, dass die

Temperaturen iiberall 25 °C betrugen.

183



	Danksagung 
	Abstract 
	Zusammenfassung 
	Inhalt 
	1 Motivation und Zielsetzung 
	2 Grundlagen und Theorie 
	2.1 Miniaturisierung 
	2.2  Zellmanipulation in Mikrostrukturen 
	2.2.1 Wechselwirkungen von Licht und Materie - Optische Kräfte 
	2.2.2 Optische Manipulation von Zellen und die Folgen von Erwärmung 

	2.3 Erwärmen innerhalb von miniaturisierten Systemen 
	2.4 Herstellungsmethoden für Mikrostrukturen 
	2.4.1 Photolithographie 
	2.4.2 Herstellung von Metall-Mikrostrukturen 
	2.4.3 Mikrostrukturen aus Kohlenstoff 
	2.4.4 Mikrostrukturen aus Silizium 


	3 Lichtinduziertes Erwärmen an Graphitpartikeln 
	3.1 Das Prinzip der lichtinduzierten Erwärmung 
	3.2 Material und Methoden 
	3.2.1 Fixierung der Graphit-Mikropartikel und Herstellung der Mikrochips 
	3.2.2 Optischer Aufbau 
	3.2.3 Bestimmung des Laserfokus und dessen Form 

	3.3 Ergebnisse des lichtinduzierten Erwärmens an Graphitpartikeln 
	3.3.1 Lichtinduziertes Erwärmen von fixierten Graphitpartikeln 
	3.3.2 Lichtinduziertes Erwärmen von Wasser an fixierten Graphitpartikeln 

	3.4 Zusammenfassung 

	4 Lichtinduzierte Erwärmung an µ-Heizplatten 
	4.1 Möglichkeiten der Temperaturmessung kleiner Volumina 
	4.1.1 Fluoreszenz-Thermometrie 
	4.1.2 Nachweis der Erwärmung durch Schmelzen doppelsträngiger DNA 

	4.2 Herstellung der µHeizplatten 
	4.3 Fluoreszenzthermometrie mittels Rhodamin B 
	4.3.1 Kalibrierungsmessung zur Bestimmung der Temperaturänderung 
	4.3.2 Maximale Temperaturänderung durch lichtinduziertes Erwärmen 
	4.3.3 Untersuchung des zeitlichen Verlaufes der Erwärmung 
	4.3.4 Reproduzierbarkeit des lichtinduzierten Erwärmens 
	4.3.5 Untersuchung der Stabilität der Temperaturerhöhung 

	4.4 Nachweis der Erwärmung durch Schmelzen doppelsträngiger DNA 
	4.4.1 Durchführung 
	4.4.2 Ergebnisse 

	4.5 Zusammenfassung 

	5 Simulation der lichtinduzierten Erwärmung 
	5.1 Theoretische Grundlagen zur Wärmeleitung 
	5.2 Verwendete Modelle zur Simulation des lichtinduzierten Erwärmens 
	5.2.1 Erstes Modell zur Simulation - Stationäres System 
	5.2.2 Zweites Modell zur Simulation - Grenzfall für extreme Konvektion 

	5.3 Ergebnisse der Simulationen 
	5.3.1 Ergebnisse des ersten Modells - Stationäres System 
	5.3.2 Ergebnisse des zweiten Modells - Grenzfall für extreme Konvektion 

	5.4 Vergleich der Simulationen mit den Messergebnissen 
	5.5 Zusammenfassung 

	6 Reaktion lebender Zellen auf lichtinduziertes Erwärmen 
	6.1 Kultivierung der Zellen und Herstellung der Zell-Mikrochips 
	6.2 Ergebnisse der lichtinduzierten Erwärmung lebender Zellen 
	6.2.1 Lichtinduziertes Erwärmen von Zellen an Graphitpartikeln 
	6.2.2 Erwärmen an µHeizplatten aus Kohlenstoff 
	6.2.3 Erwärmen an µHeizplatten aus Gold 
	6.2.4 Kontrolle des Zellwachstums 

	6.3 Zusammenfassung 

	7 Manipulation von Lipid-Schläuchen 
	7.1 Künstliche Zellen und Mikrostrukturen aus Lipiden 
	7.1.1 Stabilisierung von Lipid-Strukturen 
	7.1.2 Herstellung von Lipid-Vesikeln 
	7.1.3 Herstellung von Lipid-Schläuchen 
	7.1.4 Herstellung komplexer Mikrostrukturen aus Lipiden 

	7.2 Material und Methoden 
	7.2.1 Herstellung der Mikrochips 
	7.2.2 Durchführung der Mikroextrusion 

	7.3 Ergebnisse 
	7.3.1 Optische Manipulation von Lipid-Schläuchen 
	7.3.2 Lichtinduziertes Erwärmen von Lipid-Schläuchen 
	7.3.3 Herstellung komplexer Strukturen aus Lipid-Schläuchen 

	7.4 Zusammenfassung 

	8 Zusammenfassung und Ausblick 
	Literaturverzeichnis 
	Abkürzungsverzeichnis 
	Eigenständigkeitserklärung 
	Lebenslauf 
	Anhang 

	A. Theorie der Modelle zur Simulation der lichtinduzierten Erwärmung 
	A.1. Theorie zum ersten Modell der Simulation - Stationäres System
	A.2. Zweites Modell zur Simulation der lichtinduzierten Erwärmung 


