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1 Aufgabenstellung und Projektziele

Inhalt des Vorhabens waren Untersuchungen zum Einsatz von Plasmaprozessen bei der
Herstellung von komplexen Polymerstrukturen, die in der biomedizinischen Diagnostik,
der Biomedizintechnik und der Zellkulturtechnik Verwendung finden. Eine nicht
unerhebliche Zahl von Produkten aus diesem Bereich wird heute bereits unter
Verwendung von Niederdruckplasma-Prozessschritten, insbesondere zur Aktivierung
und Beschichtung, hergestellt. Neuere Entwicklungen, wie zum Beispiel der
zunehmende Einsatz komplexer, dreidimensionaler, mikrostrukturierter Bauteile aus
Kungststoff stellen interessante neue Anwendungen fir Plasmaprozesse mit neuen
technologischen Herausforderungen dar. Dabei muss der Einsatz von Plasmen nicht auf
wenige, einzelne Aufgaben beschrankt sein. Vielmehr kann die Plasmatechnik als eine
grundlegende Systemtechnologie betrachtet werden, die in grofderem Umfang, d.h. an
mehreren Stellen in die Fertigungstechnologie integriert ist und an entscheidenden

Stellen grundsétzliche und auch neuartige Problemldsungen liefert.

Ein Ziel des Vorhabens war es, den Nutzen einer derartigen umfassenden Integration
von Plasmaprozessen in die Fertigungsprozesse fir das Beispiel der Erstellung

polymerer, dreidimensionaler Mikrofluidik-Strukturen zu erproben:

e bei der Einstellung der Fluidik in Mikrostrukturen,

e beim klebstofffreien Flgen von Mikrostrukturbauteilen (,Plasmabonden®) fur
eine weitestgehende Miniaturisierung ohne Beeintrachtigung der Biokompa-
tibilitét und

e bei der Erzeugung hochwertig biokompatibler Zell-Wachstums-Oberfléachen in

Mikrostrukturen.

Besonders interessante Beispiele fur dreidimensionale Mikrofluidik-Strukturen sind
zellbasierte Diagnostikplattformen fur standardméal3ige biologische Laborversuche. Die
konsequente Minaturisierung der klassischen Zellkulturtechniken ermoglicht hier

inhaltliche Fortschritte und Kostenersparnisse, z.B. in der Pharmaentwicklung und in
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der klinischen Diagnostik. Solche Diagnostikplattformen sind Einmalgebrauchs-Artikel.
Sie missen kostenglinstig im Spritzgussverfahren aus optisch transparenten Massen-
kunststoffen wie Polystyren (PS) oder Polycarbonat (PC) hergestellt werden. Diese
Kunststoffe sind zundchst nicht biokompatibel, schlecht zu benetzen und schwer zu
flgen. Sie mussen deshalb Oberflachenmodifikationen unterworfen werden. Auch
werden mit zunehmender Miniaturisierung die fur die Zellkultur notwendigen
Vertiefungen fur die Aufnahme der Zellen (Wells) und die Kandle fur die Verteillung
der Kulturmedien immer enger, d.h. der Quotient Tiefe zu Breite, das so genannte
Aspektverhdltnis, steigt an. Aus diesen Griinden sollte die Anwendung plasmagestiitzter
Oberflachenmodifikationen besonders vorteilhaft sein, denn bekanntlich sind Plasmen
gut fur alle mdglichen, und biokompatiblen Funktionalisierungen von Kunststoff-
oberflachen geeignet und sie weisen auch eine vergleichsweise gute Spaltgangigkeit

auf. So kénnten sogar neuartige Mikrofluidik-Strukturen realisiert werden.

Ein weiteres Ziel des Vorhabens und gleichzeitig gemeinsames Ziel des Verbund-

vorhabens war es daher, diese Moglichkeit anhand der

e Schaffung einer neuartigen polymeren 3D-Mikrofluidikstruktur for die
konsequente Miniaturisierung der Zellkulturtechnik (Zellkulturchip)

zu demonstrieren.

In Forschung und Entwicklung erfahren sogenannte ,Lab-on-a-chip® Systeme
gegenwartig hohe Aufmerksamkeit, da ihnen vor allem fur die Bioanalytik eine grof3e
Bedeutung prognogtiziert wird. Die in diesen Systemen erfolgende Integration von
komplexen Analysefunktionen auf minimalem Raum er6ffnet vollkommen neue Wege
und Maoglichkeiten der Diagnostik mit sehr kleinen Probenmengen (Nano- und
Mikroliterbereich), sehr schnell vorliegenden Ergebnissen und hoher statistischer
Sicherheit.

Die Integration von Zellkulturfunktionen in solche miniaturisierten Diagnostiksysteme
erfordert bei der Herstellung nicht nur préazise Spritzgusstechniken und hochwertige,
biokompatible Oberflachenmodifikationen, sondern auch spezielle Aufbau- und

Verbindungstechniken. Dabei missen unter anderem Bauteile aus unterschiedlichen,
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wenig kompatiblen Materialien kombiniert werden. Ein Beispiel dafir sind filigrane
Aufbau- und Verschlussfolien auf den mikrostrukturierten Grundkorpern, wie sie in
diesem Projekt verwendet wurden. Wegen der Thermolabilitdt und mechanischen
Empfindlichkeit dieser Materialien und dem im Interesse der Zellkulturfunktion zu
fordernden minimalen Einsatiz von Fremdstoffen, z.B. reaktiven Klebstoffen, sind

gerade fUr diese Zwecke plasmagestitzte Verfahren vorteilhaft.

1.1 Technische Voraussetzungen, Planung und Ablauf des Vor habens
1.1.1 Technische Voraussetzungen

Die Ausriistung und Laborausstattung fur das Projekt wurde in vollem Umfang vom
INP zur Verfligung gestellt. Das betraf im wesentlichen eine Feinvakuum-Plasmaanlage
V55 GS der Firma PlasmaFinish, Schwedt, in der die Plasmaprozesse ausgefihrt
wurden, einen Rollen-Laminator zum Folienbonden, eine Zug- und Druck-
Prufmaschine der Firma Zwick/Roell, Ulm sowie eine Vorrichtung zum Stanzen (Fa.
Gechter GmbH & Co. Erlangen) der verwendeten Folien und eine im INP gefertigte

Montagepresse fur die Chipmontage.

1.1.2 Planung und Ablauf des Vorhabens

Das vorliegende Projekt wurde in der Zeit vom 01.07.2003 bis 31.12.2006
durchgefihrt.

Das erste Vorhabensjahr war der Suche nach geeigneten Prozessplasmen und Prozessen,
der Erprobung verschiedener Varianten zur Oberflachenmodifikation der Mikrostruktur
aus Polycarbonat und der Folien vorbehalten. Bei Aufstellung des Arbeitsplanes wurde
davon ausgegangen, dass bereits nach etwa einem halben Jahr nach Beginn des
Vorhabens ein Grundkorper fur einen anwendungsnahen Zellkulturchip zur Verfigung
stehen kann. So wurde sofort nach Projektstart ein erster Prototyp des Grundkorpers fr
den Zellkulturchip im Verbund diskutiert und entworfen. Die Herstellung des
entsprechenden Werkzeugs fur die Abformung und der Spritzguss erster fertiger Teile
beim Projektpartner BImP nahm dann tatséchlich etwa ein halbes Jahr in Anspruch. In
dieser Zeit wurden selbst gefertigte Testplatten fur die praktische Erprobung der
Plasmatechniken eingesetzt. So konnten erste geeignete Oberflachenfunktionalisierun-

gen fur das Bonden der Folien untereinander und auf dem Grundkoérper bereits im ersten
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Vorhabenshalbjahr erzielt werden. Darauf aufbauend erfolgte im zweiten Vorhabens-
halbjahr eine Festlegung auf die im weiteren Vorhabensverlauf anzuwendende und zu
qualifizierende Plasmatechniken.
Im zweiten Jahr lag der Schwerpunkt auf den Oberflachenmodifikationen der eingesetz-
ten Folie und deren Adaptation an den Grundkorper des Zellchips.
Untersuchungen zur Verbesserung und Sicherung der Qualitét der Plasmamodifika-
tionen und der Bondung der einzelnen Chip-Komponenten erstreckten sich tber den
gesamten V orhabenszeitraum. Sinnvoll war es daher, plangemal sofort mit Vorhabens-
beginn mit den analytischen Untersuchungen und Screenings zu beginnen. Das betraf
vor allem Kontaktwinkelmessungen auf den modifizierten Oberflachen von Grund-
korpern und Folien sowie Abzugskraftmessungen der verbundenen Teile der Zellchips.
Nach der Hélfte der Projektlaufzeit wurden die bis dahin im Projekt erhaltenen
Ergebnisse zusammengestellt. Es konnte festgestellt werden, dass es dem Verbund
tatséchlich gelungen war, wie geplant, plasmachemische Oberflachenmodifikationen so
in den Fertigungsablauf zu integrieren, dass sowohl die Einstellung der
Biokompatibilitét, als auch der Mikrofluidik in den Strukturen as auch das
Plasmabonden moglich sind.
Zum Meilenstein wurden die mit verschiedenen Plasmatechniken erhaltenen Zellchips
verglichen und eine erfolgversprechende Losung fur die weitere Bearbeitung
ausgewahlt. Das geplante Redesign konnte wegen der guten Funktion der Chips auf
kleinere Modifikationen am Grundkérper und in den Abmessungen und der Material-
auswahl der Folien beschrankt werden. Anstelle dessen nahmen im dritten Jahr Arbeiten
zur Stabilisierung der Technologien, zur Fertigungssicherheit bei groferen Stiickzahlen,
insbesondere der Montageablaufe und des Figen, mehr Aufwand in Anspruch.
AuRRerdem wurden statistische Untersuchungen mit groReren Stiickzahlen der Zellchips
zur Befullung mit biologischen Medien und Zellen, zu Haltbarkeit und Lagerung
durchgefihrt.
In den letzten Monaten bestand die Notwendigkeit, die Zellkulturchips hinsichtlich ihrer
biologischen Eigenschaften wie Zellanheftung und Zellproliferation zu verbessern und
sie in ausreichender, grof3erer als geplanter Anzahl fir die zellbiologische Testung beim
Projektpartner 1VSS zur Verfligung zu stellen. Durch eine Verlangerung des Projektes

bis zum 31. Dezember 2006 konnte dies erreicht werden.
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1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand

Die Entwicklung mikrofluidischer Lab-on-a-Chip-Systeme ist fir die Bioanalytik von
grof3er Bedeutung, denn sie kénnen Analysenfunktionen wie Probenaufgabe, Trennung,
chemische Reaktion und Detektion auf einem Chip integrieren. Bereits zu Beginn des
Vorhabens waren auch Ansétze zur Herstellung entsprechender Systeme mit Zell- oder
Gewebekulturen bekannt. Lab-on-a-Chips werden sowohl aus Polymeren, insbesondere
aus Polystyrol, aber auch aus Glas hergestellt [1-3] . Das Material Glas stellt jedoch
hohere Anforderungen an die Herstellung der Chips, ist fir einen hohen Proben-
durchsatz wenig geeignet und kostenintensiv. Deshalb werden besonders fir Zell-
kulturen Kunststoffe bevorzugt.

Die Miniaturisierung molekularbiologischer und biochemischer Methoden und der
entsprechenden Gerétetechnik bietet zahlreiche Vorteile. Neben einer Reduktion der
Herstellungskosten ermdglicht sie einen hdheren Grad der Automatisierung und eine
grofllere Flexibilitat der Einsatzmoglichkeiten [4-6] . Man kann sogar davon ausgehen,
dass es sich hier um eine strategische Vorgehensweise in der biomedizinischen
Diagnostik handelt, mit der eine schnellere, einfachere und gleichzeitig sogar
umfassendere Analytik ermdglicht werden soll, die zudem kostendampfend fir die
klinische Diagnostik und die Arzneistoffforschung und -testung wirkt.

Der tatséchliche Einsatz miniaturisierter Systeme im medizinischen und biochemischen
Labor ist alerdings noch nicht weit fortgeschritten. Die in Publikationen vorgeschla-
genen Systemlésungen sind oft noch unfertig. Gut hantierbare Zellchips waren z.B. zu
Vorhabensbeginn aus der Literatur noch nicht bekannt. Dieser Sachstand ist unter
anderem darauf zuriickzuftihren, dass fur eine Reihe von Anforderungen an Funktion
und Fertigungstechniken noch keine zufrieden stellenden Lésungen existieren. Wenn
z.B. beim FlUssigkeitstransport in den Kapillaren Blasen auftreten, kann dies die
Mikrofluidik erheblich stéren. Auch zuverlassige, biokompatible Fige- und
Verdeckelungstechnologien sind nicht ganz einfach zu erzielen, weil die
Materialauswahl durch Biokompatibilitéts- und Funktionsanforderungen auf einige
wenige, zumeist inerte Polymere beschrankt ist. Desgleichen ist zwar bekannt, dass bei
polymeren Bauteilen und Membranen bestimmte, geforderte chemische und/oder
physikalische Eigenschaften, wie z.B. gute Benetzbarkeit, geringe Rauhigkeit oder
reaktive funktionelle Gruppen durch Oberflachenmodifizierungen herbeifiihrbar sind.
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Haufig treten aber Probleme mit der Alterungsbestandigkeit oberflachenmodifizierter
Kunststoffe auf. Diese Probleme haben in miniaturisierten Zellkultursystemen sehr viel
mehr Gewicht als bei Ublichen makroskopischen Zellkulturplattformen, weil sie die
FlieReigenschaften der Medien erheblich andern kdnnen. Mit der Verkleinerung der
Chips nimmt auch die Wechselwirkung der biologischen, immunologischen oder
biochemischen Medien mit den Substratoberflachen an Bedeutung zu, weil sich das
Verhdltnis der Kontaktoberflache zum Probenvolumen vergrof3ert [7] . Das muss eben-
falls bei der Auswahl der Technologien zur Chipfertigung berticksichtigt werden. Die
Verkleinerung der Abmessungen fihrt auch dazu, dass Kavitéten und Kanadle nur noch
mit wassrigen Medien beflllbar sind, wenn sie hydrophile Oberflachen aufweisen. Das
hat Konsequenzen fur mogliche Oberflachenmodifikationen. Nur Gasphasenverfahren
konnen innere Oberflachen noch gut erreichen, denn in der Regel sind Kunststoffe von
Natur aus hydrophob.
Der gesamte Komplex von Anforderungen lésst Plasmaprozesse fur die notwendigen
Oberflachenmodifikationen besonders geeignet erscheinen. Bekanntlich sind Nieder-
temperaturplasmen fur die Modifikation von Kunststoffoberflachen pradestiniert, weil
sie nur auf die obersten Moleklllagen wirken, Volumeneigenschaften des Grund-
polymers wie z.B. mechanische Festigkeit oder Transparenz nicht beeinflussen und nur
sehr geringe thermische Substratbelastungen hervorrufen [8, 9] . Das ist gerade fir
Mikrobauteile auRerst wichtig. Plasmen weisen damit erhebliche technologische
Vorteile gegenliber nasschemischen V erfahren auf, bei denen Losungsmittel und héhere
Temperaturen (organische Reaktionen laufen haufig erst bei 100°C ab) sehr leicht das
Grundmaterial verandern konnen. Deshalb werden sie in bedeutendem Umfang zur
Oberflachenmodifikation von polymeren Biomaterialien erforscht und eingesetzt [10-
12] . Dabei handelt es sich beispielsweise ganz allgemein um die Hydrophilierung von
Materialien, um die Erzeugung von einfachen und héherwertigen Zellkulturunterlagen
[13, 14] , die lokale Steuerung der Zellanlagerung in Mikrodimensionen in-vitro [15]
oder die Biokompatibilitdt von Implantaten [16] .
Auch in der Mikrostrukturtechnik finden Plasmen vielfdltige Anwendungen. Von
besonderer Bedeutung fur Mikrofluidiksysteme ist die Innenmodifizierung von Mikro-
Hohlrdumen und Kandlen mit hohem Aspektverhdltnis (Spalttiefe/Spaltbreite). Das
stellt aber auch fir die Plasmatechnik immer noch eine Herausforderung dar [17] . Eine
dhnliche Herausforderung besteht hinsichtlich der Stabilitét plasmabehandelter
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Polymeroberflachen. Es gibt sowohl Beispiele fur lagerstabile plasmamodifizierte
Polymeroberflachen [18, 19] als auch fir drastische Oberflachenverénderungen bei
Lagerung [20] . Fur diesen Effekt wird vor allem die Oxidation von an und in der Nahe
der Oberflache vorhandenen Uberschissigen, metastabilen Kohlenwasserstoff-
Radikalen verantwortlich gemacht [21] .

1.3 Zusammenar beit mit anderen Stellen

Die Durchfiihrung des Verbundprojektes erfolgte arbeitsteilig mit den Industriepartnern:
- Boehringer Ingelheim microParts GmbH Dortmund (vormals STEAG microparts
GmbH)

- In-Vitro Systems & Services GmbH Gottingen.

Das Institut fur Niedertemperatur-Plasmaphysik (INP) hatte im Verbundvorhaben die
Aufgabe, mit Hilfe von Plasmaprozessen die vom Projektpartner Boehringer Ingelheim
microParts GmbH in Dortmund erstellten Grundkorper der mikrostrukturierten
Diagnostikplattformen mit Oberflachenmodifikationen zu versehen und unter
Hinzunahme weiterer Komponenten zu komplettieren bzw. zu montieren. Dazu gehdrte
auch die Analyse der Ergebnisse, unter anderem mit oberflachenanal ytischen Methoden
und ersten Zellkulturtests. Ausfuhrliche zellkulturtechnische Erprobungen wurden dann
beim Projektpartner In Vitro Systems und Services GmbH in Géttingen vorgenommen.
Dieser durch wechselseitige Zuarbeiten gekennzeichnete Projektablauf erforderte eine
intensive Kooperation der Partner. Darlber hinaus war eine Zusammenarbeit mit
anderen Stellen fur den Projektfortschritt bzw. das Erreichen der Projektziele nicht

erforderlich.
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2 Ergebnisse
2.1 Mikrofluidikstruktur fur die Zellkultur — Zellkulturchip

2.1.1 Prinzipieller Aufbau

Als Anwendung fir die hier als Demondrationss und Testobjekt realisierte
Mikrofluidikstruktur war bei der Planung des Vorhabens die Miniaturisierung der
klassischen Zellrasen-Kultur ausgewdahlt worden. Es sollte ein den Mikrotiterplatten
dhnelnder Chip hergestellt werden, der eine grél3ere Anzahl von Zellkulturgeféa3en
(Durchmesser ca. 2,5 mm) besitzt und den durch die Miniaturisierung entstehenden
neuen technischen Anforderungen hinsichtlich Zellaussaat, Medienwechsel und
Beobachtung unter dem Mikroskop Rechung tragt. Die gewahlte, unter Anwendung von
Plasmaverfahren moglich werdende Loésung wird in Abb. 1 anhand des prinzipiellen

Aufbaus eines einzelnen Zellkulturgefal3es demonstriert.

BELEUCHTUNG

Absauggefald w Einfullgefan
\ / / Chip-Grundkdrper

\ - Deckelfolie
e eeeececesseee. = — Abstandsfolie

Zellkulturkammer Bodenfolie

MIKROSKOP

Abb. 1: Prinzipieller Testaufbau des Zellkulturchips

Dieser Aufbau gewéhrleistet, dass

e eine Reduzierung der Kulturmedien- bzw. Analytmengen um bis zu zwei
Grofenordnungen im Vergleich zu herkdmmlichen Kulturen moglich ist

(Kostenersparnis),

10
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die Zellmenge pro Gefal3 eine nicht nur prinzipiell, sondern auch praktisch
abzéhlbare Zahl erreicht,

die Dimension der Uberschichtung mit Medium in den Bereich um 100 um und
darunter gelangen kann und damit annéhernde V ergleichbarkeit mit der Situation
in- vivo herstellbar ist,

eine schnelle Verdunstung der sehr geringen Medienvolumina verhindert wird,
die sichere, definierte Beflillbarkeit der einzelnen Gefdl3e gewahrleistet ist,
Medien mehrfach ausgetauscht werden kénnen,

gute Adhérenz und tberhaupt Funktionalitét der Zellen auf den GefaRbdden
gewdhrleistet ist,

ausreichend Sauerstoff zu den Kulturen hinzutreten kann und

Fluoreszenzanalysen und Mikroskopie uneingeschréankt moglich sind.

Detaillésungen

2.1.2.1 Grundkorper

In dem mikrostrukturierten Grundkorper (Abb. 2) sind 24 Durchbriiche (Durchmesser

2,5 mm) fur die Beobachtung der Zellkultur sowie Einflll- und Absauggefélie als recht-

eckiges 4 x 6 Array auf einer Flache von 20 x 37,5 mm? angeordnet. Mit einer Starke

von 2 mm ist der Grundkorper mechanisch stabil als Voraussetzung fir das Roboter-

handling, darlber hinaus aber auch manuell einsetzbar. Er sabilisiert auch den auf ihn
gebondeten, fir sich selbst nicht stabilen Folienstapel (s. unten).

Abb. 2: Zellchip-Grundkérper aus Polycarbonat

11
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Anfangs war vorgesehen, den Chip-Grundkorper aus Polystyrol (PS) herzustellen. Im
Verbund wurde dann aber entschieden, diesen aus Polycarbonat (PC) zu fertigen, well
das gegenuber PS fertigungstechnische Vorteile aufweist.

Entwurf und Fertigung des Grundkorpers und alle damit zusammenhangenden Problem-
stellungen waren Inhalt des BImP-Teilvorhabens.

2.1.2.2 Folienstapel

Die eigentlichen Zellkulturgefél3e des Chips werden durch drei miteinander verbundene,
unterschiedliche, gestapelte Folien, welche zweckentsprechend durchbrochen sind,
aufgebaut. Genau diese LoOsung ermdglicht extreme Miniaturisierung unter
Beibehaltung guter Hantierungs- und Analysemdglichkeiten, sofern die Folien an den
Grundkorper gebondet sind. Wichtig sind hier vor allem zwei Aspekte: Erstens
verhindert der Einschluss zwischen den zwei planparallelen Folien die zu schnelle
Verdunstung der extrem kleinen Kulturmedium-Volumina (in der Grof3enordnung
weniger Mikroliter in jeder Kultureinheit, bis unterhalb eines Mikroliters innerhalb des
Zellkulturbereiches). Zweitens wird so die Mikroskopierféhigkeit gesichert. Diese wére
bei offenen Mikrogefal3en wegen der hier vorliegenden kleinen Abmessungen und
geringen Flussigkeitsmengen durch Meniskenbildung und andere Kapillareffekte
extrem gestort. Ein kritischer Punkt dieser Losung ist die Materialauswahl. Die Deckel-
und Bodenfolien missen gasdurchlassig (Sauerstoff) sein. AufRerdem sollen sie sehr
gute optische Eigenschaften haben und moglichst wenig Eigenfluoreszenz aufweisen.
Letzteres ist auch fur Abstandsfolie und Grundkorper zu fordern. Weiterhin missen die
Folien Uber ein Mindestmal3 an mechanischer Stabilitét verfigen sowie mal3haltig sein.
Fur die Deckel- und Bodenfolie wurde deshalb FEP und fir die Abstandsfolie
Polycarbonat gewdahlt. Beide Materialien sind chemisch inert und bedirfen sowohl fir
die Chipmontage als auch fur die Zellkultur (Biokompatibilitét) einer material-
spezifischen Funktionalisierung.

Von der FEP-Folie wurden verschiedene Qualitéten eingesetzt bzw. erprobt. Vorzugs-
weise handelte es sich um Folien mit einer Dicke von 25 pm. FEP ist ein fluorierter

Ethylen-Propylen-Kunststoff.
[ —CF;—CF;~/—CF;—CF(CF,)— ]

n

Pol y(tetrafl uorethyl en-co-hexafluorpropylen)

12
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FEP ist chemisch widerstandsfahig und temperaturstabil bis etwa 200 °C. Die verwen-
dete Folie war einseitig vorbehandelt, hat also unterschiedlich hydrophobe Seiten. Die
Kontaktwinkel lagen auf der Seite A bei 85° und auf der Seite B bei 106°.
Fur die Abstandsfolie wurde eine auf Makrolon von Bayer Material Science basierende
Polycarbonat-Extrusionsfolie, eingesetzt. Sie zeichnet sich durch hohe Transparenz und
optische Qualitét aus. Die Folie war beidseitig hochglanzend, also relativ glatt. Sie wird
standardmél3ig beidseitig schutzkaschiert als Rollen- und Plattenware angeboten. Die
Folie ist in verschiedenen Standarddicken zwischen 175 - 1000 um verflgbar. Die
Ober- und Unterseite unterschieden sich hinsichtlich der Rauhigkeit voneinander.
Dieser Umstand musste bei der Plasmabehandlung und der Montage der Folien

Bertcksichtigung finden.

o

CH,
Ot
CH,
Polycarbonat

Fur die ersten Untersuchungen wurde Makrolon-Folie mit einer Dicke von 125 pm
eingesetzt, spater dann mit einer Dicke von 250 pum. Es wurden aber auch noch diinnere

Folien verwendet.

Ein spezieller Aspekt dieser Chips ist, dass er aus relativ einfachen Strukturen — Grund-
korper plus Folien — besteht. Das ist fUr eine kostenglnstige Fertigung grof3erer Stiick-
zahlen vorteilhaft. Allerdings ist es fir eine zuverlassige Funktion der Beflllung
erforderlich, dass die Lécher und Durchbriiche in den Folien hinreichend prézise
erzeugt werden. Das ist nicht ganz einfach. Letztendlich wurden die Locher in die
Deckelfolie gefrést und die Durchbriiche fur die Zellgefal3e in die Abstandsfolie
gestanzt. Vorteds hatten gezeigt, dass Stanzwerkzeuge zwar aufwandig zu fertigen sind,
aber insgesamt das Stanzen gegeniber dem Lasern vorteilhaft ist. Die beim Stanzen
erhaltenen Durchbriiche wiesen vergleichsweise glatte Kanten auf und mussten nicht
nachbehandelt werden, wogegen beim Lasern durch Abbrand an den Randern eine
Nachbehandlung unumganglich war. Die etwas geringere Pradzision der gestanzten
Locher war tolerierbar. Abb. 5 gibt ein Beispiel fir die erreichte Qualitdt der

Stanzungen.
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Um hohe Stiickzahlen herstellen zu konnen, musste sowohl der Frés- als auch der
Stanzprozess teilautomatisiert werden. Mit einer CNC-Bohrmaschine wurden mehrere
Lagen von Deckelfolien gefrast (Abb. 3) und mit einer pneumatischen Stanze (Abb. 4)
konnten nach einer PC-gestiitzten Positionierung Abstandsfolien gleichzeitig fur drei

Chips gestanzt werden. Die Automatisierung fihrte erwartungsgemald auch zu

Verbesserungen der Qualitdt der Durchbriiche.
\\‘
%
) “-" A
) W\

L\

'

-

R\

Abb. 4: Pneumatische Stanze und Stanzwerkzeug mit Spannvorrichtung und Niederhalter fir die
Strukturierung der Zwischenfolie
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Abb. 5: Mittels Stanzen erzielte Randprézision der Durchbriiche in der Zwischenfolie.
Der Abstand der beiden Kanten betragt im zentralen Bereich 500 pum.

2.1.3 Montageverfahren

Der Erfolg der Gesamtmontage des Chips wird stark von der Reihenfolge der Prozess-
schritte beeinflusst. Diese Feststellung war Anlass ausgedehnter Untersuchungen, denn
es handelt sich hier um Abléufe aus mehreren Plasma-Oberflachenmodifikations-
schritten, Flgeschritten und auch zusétzlichen Nachbehandlungsschritten, welche auch
in unterschiedlicher Weise durchgeftihrt werden kénnen. Von der Reihenfolge werden
vor alem die Haftfestigkeiten der drei Interfaces beeinflusst. Uber die Ursachen dieser
Unterschiede besteht allerdings noch keine vollstandige Klarheit. Dazu muss aber
angemerkt werden, dass es sich ja stets noch um eine Labormusterfertigung gehandelt
hat, bei der nicht alle Unwagbarkeiten ausgeschlossen werden kénnen. So wurde zum
Beispiel festgestellt, dass sich wahrend des Hantierens auf den Folien niederschlagende
Staubpartikel aus der Luft nur sehr schwer wieder entfernen lassen. Fur die Entfernung
der Partikel wurden deshalb ein lonenspriihstab und eine Ionensprihpistole zusammen
mit einer Abblasvorrichtung verwendet. Trotzdem konnte das Problem nicht vollstandig
behoben werden.

Sicher ist, dass die Qualitdt der Plasma-Funktionalisierung fur den Erfolg des Plasma
bondens entscheidend ist. Auf’erdem hat die Art und Weise der Nachbehandlung
gebondeter Teile Einfluss. So erscheint eine zusétzliche thermische Behandlung fir das
Erzielen hoherer Festigkeiten sinnvoll.

Im Laufe des Vorhabens stellte sich auf3erdem heraus, dass der zundchst fur die
Montage eingesetzte Rollen-Laminator fur diesen Zweck, zumindest unter Labor-

bedingungen und in Entwicklungsphasen, nicht gut brauchbar ist. Er verursachte eine so
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grof3e Streuung der Ergebnisse, vor alem Ungleichmaldigkeiten verteilt Gber die
Chipflachen, dass systematische Einfliisse von Prozessparameter-Anderungen kaum
erkennbar bzw. bewertbar waren. Erst durch den Einsatz einer selbst gefertigten,
speziellen Montagepresse (Abb. 6) konnten diese Probleme behoben werden. Die
Montagepresse verflgt tber eine Chipaufnahme auf dem unteren, beweglichen Stempel
der Presse, in der die Chips elastisch gelagert werden. Beim Bonden werden die Stapel
aus Chip und Folie/n gegen den oberen, geheizten Stempel gedriickt, der poliert ist.

Abb. 6: Montagepresse fur die Chipmontage, mit Zeitsteuerung und Heizvorrichtung

Ein wesentliches Problem der Montage war das Erzielen einer gleichmaliigen
Zellkammerhthe. Die typische nominelle Dicke (und damit die Ho6he der
Zellkulturkammer) der Abstandsfolie war 125 pum. Damit ist die 25 mm im
Durchmesser messende Kammer sehr flach. Durch das Anpressen kommt es zu
Anderungen der Kammerhohe. Gleichfalls kénnen durch ungleichmaRigen Andruck und
ungewollten Druckaufbau in den Kulturkammern Folienverwerfungen auftreten. Auch
aus diesen Griinden ist der Einsatz eines Rollenlaminators nicht zu empfehlen. Mit der
Montagepresse erwiesen sich diese Probleme als beherrschbar.

Angemerkt sei noch, dass die gesamte Chipmontage von Hand in einer mit staubfreier
Luft bestromten Umgebung erfolgte. Um die Montage der sehr dinnen FEP-Folien
Uberhaupt zu ermdglichen, wurden diese in Spannrahmen eingespannt (Abb. 7). Die
gestaffelten Durchmesser der Rahmen (max. 20 cm) waren so gewahlt, dass typischer-

weise 3 Chips (max. 6) pro Rahmen gefertigt werden konnten. Wahrend der gesamten
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Montage verblieben die Folien in den Spannrahmen. Erst am Ende der Fertigung
wurden die Chips aus den Spannrahmen geschnitten, danach die Kanten besaubert.

Fur die Justage der Locher und Durchbriiche in Folien und Grundkérper zueinander
musste ein Stereomikroskop zu Hilfe genommen werden. Die erzielte Prézision reichte
aus, um eine gute Fluidik, ohne Stoérungen durch Folienkanten und &hnliches zu

erzielen.

Abb. 7: Wahrend der Plasmabehandlungen und der Chipmontage verwendete Folienspannrahmen

Plasmabonden

1 + O =

Plasmabonden
2. + e

Plasmabonden

3, + e

] == ==

Grundkarper Deckel-/ Bodenfolie Abstandsfolie Zellkulturchip

Abb. 8: Montageverfahren zur Herstellung des Zelkulturchips

Das in Abb. 8 schematisch dargestellte Montageverfahren wurde fur die Herstellung
grolerer Stuckzahlen eingesetzt. Grundkorper, Deckel-, Abstands- und Bodenfolie
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wurden einzeln nacheinander gebondet. Die im Schél-Abzugs-Test gemessenen
Abzugskréafte zwischen den Folien lagen dabei zwischen 250 und 400 N/m.
Der Vortell dieses Montageverfahrens liegt vor allem darin, dass alle Verbindungen
plasmagebondet sind. Das bedeutet eine technologische Vereinfachung. Die gezeigte
Reihenfolge der Montage sichert fur alle Interfaces relativ hohe Abzugskréfte im
Schéltest sowie Hydrolysestabilitdt gegentiber Wasser und 96 %igem Ethanol fir
mindestens 72 h.

2.2 Plasmaprozesse

2.2.1 Prozessauswahl und Ausristungen

Plasmaprozesse waren erforderlich, um die Einstellung der Fluidik in den Hohlrdumen
der Mikrostruktur vorzunehmen, das Flgen der Einzelteile ohne Zuhilfenahme von
Klebstoffen zu erméglichen und um eine hochwertige Biologisierung der Zell-
Wachstumsoberflachen den Mikrokavitdten zu sichern. Hierzu wurde eine
umfangreiche Methodenoptimierung betrieben.

Ein wesentliches Ergebnis des Vorhabens ist die Feststellung, dass fur die Ldsung
dieser Aufgabenstellungen nicht unbedingt separate Prozessschritte erforderlich sind.
Der vorliegende Aufbau der Mikrostruktur und die Art und Weise der Montage — eben
durch Plasmabonden — bringen es mit sich, dass alle Losungen miteinander kombiniert
werden kénnen. Deshalb wird nachfolgend auch nur das Plasmabonden als Teilprozess
beschrieben.

Samtliche Plasmaprozesse konnten auch in Plasmareaktoren desselben Typs, ndmlich in
mit Mikrowellen-Plasmaanregung arbeitenden, industriellen Plasmaprozessoren des
Typs V 55 GS der Firma PlasmaFinish (Abb. 9) durchgefihrt werden. Diese Plasma-
reaktoren zeichnen sich durch fur die Vorhabenszwecke ausreichend grof3e maximale
Substratausdehnungen (fast 40 cm x 40 cm Flache) und die fir thermoempfindliche
Substrate erforderlichen guten Madoglichkeiten zum gepulsten und downstream
Plasmabetrieb aus. So konnten fur die Montierbarkeit schadliche thermische
Verformungen der filigranen Chips wahrend der Plasmaprozesse vermieden werden.

Auch die sehr diinnen, in Kunststoffrahmen eingespannten Folien wiesen wéhrend der
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Plasmabehandlungen hochsten leicht wellige Verwerfungen auf, die nach der

Behandlung sofort wieder zurtickgingen.

Abb. 9: Feinvakuum-Plasmaprozessor V55 GS (PlasmaFinish Schwedt/O.)

Als Plasmaprozesse wurden letztendlich ausschlief3lich plasmachemische Funktionali-
sierungen verwendet werden. Dabel handelte es sich, mit leichten Variationen, immer
um dieselben Prozesse: eine Sauerstofffunktionalisierung und eine stickstoffhaltige
Funktionalisierung. Eine zeitweilig mit Hilfe von Maskenprozessen in den Bereichen
der Zellkulturkammern auf die Bodenfolie aufgebrachte zusétzliche, mikrostrukturierte
besonders biokompatible Allylamin-Plasmapolymer-Beschichtung erwies sich als nicht

unbedingt erforderlich.

2.2.2 Plasmabonden

Unter Plasmabonden wird hier das Fligen von gleichen oder unterschiedlichen, plasma-

vorbehandelten Bauteilen unter Druck und erhéhter Temperatur ohne Zusatz von Kleb-
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stoffen verstanden. Klebstofffreies Flgen wird fur Verbindungen bendtigt, bei denen es
auf Prézision ankommt und bei denen die chemische Beschaffenheit der Klebstoffe sich
auf die Funktion der Bauteile, z.B. deren Biokompatibilitét, auswirken kann. Beides ist
hier der Fall.

Im Verlaufe des Vorhabens wurde im Zusammenhang mit der Optimierung der
Montageabléaufe auch versucht, bestimmte Interfaces durch Kleben herzustellen, nach-
dem die entsprechenden Oberflachen zunéchst durch Plasmaaktivierung grundsétzlich
klebfahig gemacht wurden. Dazu wurden ein Zweikomponentenkleber auf Epoxidharz-
basis DuoPox 6747 und verschiedene UV-héartende Einkomponentenkleber, wie
Photobond 4494 und Katiobond 4552 probiert. Die Kleber wurden mit Hilfe einer
Rakeleinrichtung auf den Chip-Grundkdrper oder die Folien gebracht und anschlief3end
das Interface mit der dafir vorgesehenen UV-Lampe 10 min bei 1000 W ausgehértet.
Die Klebstoffschicht war < 20 um dick. Auf diese Weise konnten die schwierigen
Folienverbiinde FEP-PC hergestellt werden. Auch die notwendige Stabilitét der
Verbindung gegeniber Wasser wahrend der Lagerung der Zellkulturchips bzw.
gegeniber Zellkulturmedien war gegeben. Jedoch wirkte sich die Klebung nicht positiv
auf das Zellverhalten auf der Bodenfolie aus. Sicher konnte die Dicke der Klebung noch
verringert werden. Aber trotzdem dirfte es unmoglich sein, sie sehr viel geringer als die
Hohe von Zellen (d.h. << 1 pum) zu gestalten. Es muss also immer mit einer ring-
formigen Kontaktzone des Zellrasens mit dem Kleber gerechnet werden. Auch konnte
bei noch so genauem Arbeiten nicht verhindert werden, dass Kleber auf die Grundflache
der Zellkammer gelangte und damit die biokompatible Oberflache veranderte.

Bisher war die Mdaglichkeit des Plasmabondens nur fir das Flugen miteinander
vertraglicher und miteinander mischbarer, gleicher oder sehr &hnlicher Kohlen-
wasserstoffe nach einer Sauerstoffplasmabehandlung bekannt [22, 23] . Auch das Flgen
von Silikonen nach einer oxidierenden Plasmabehandlung ist bekannt. Im Vorhaben
konnte nachgewiesen werden, dass Plasmabonden auch fir hochgradig inkompatible
Polymere wie FEP und PC in Frage kommt, wenn neben einer Sauerstofffunktiona-
lisierung eine Funktionalisierung in einem stickstoffhaltigen Plasma (Ammoniak)
verwendet wird und dass dies zu sehr brauchbaren Resultaten (Festigkeiten) fihrt.
FEP-Folien wurden stets im NHs-Plasma funktionalisiert. Typische Prozesszeiten im
Ammoniakplasma betrugen 5-10 s bei 20 Pa und einer eingekoppelten Leistung von 500
W. Der Stickstoffeintrag wurde mittel XPS untersucht. Er ist abhéngig von der Art der
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Prozessfihrung und lag auch im gunstigsten Fall nicht Uber 5 %, bezogen auf
Kohlenstoff. Uber den Grad der Aminofunktionalisierung konnen keine sicheren
Aussagen getroffen werden. Es wurde versucht, diese durch Derivatisierungsreaktionen
der Folienoberflache zu bestimmen. Leider kann bei fluorhaltigen Oberfléachen wie FEP
die standardmaliige, zuverlassige Derivatisierungsreaktion mit 4-(Trifluormethyl)-benz-
aldehyd (TFBA) nicht eingesetzt werden, da nicht zwischen Fluoratomen aus der
Oberfléache und Fluoratomen vom TFBA unterschieden werden kann. Die ersatzweise
Derivatisierung mit 4-Chlorbenzaldehyd weist deutliche Unsicherheiten in der
Bestimmung auf. Es wird angenommen, dass maximal etwa 0,5 % Aminogruppen
(NH2/C) erreicht wurden.
Die Polycarbonat(PC)-Folie und der PC-Grundkorper sind im O,-Plasma funktionali-
siert worden. Hier sollte eine moglichst hohe C=0 Dichte vorhanden sein.
In der Regel wurden die Bauteile moglichst bald nach der Plasmamodifizierung
gebondet. Eine Lagerung Uber wenige Tage erwies sich aber nicht als nachteilig.
Waéhrend der ersten Hélfte der V orhabenslaufzeit wurden die Bauteile mit wechselndem
Erfolg mit einem kommerziell verfigbaren Rollenlaminator der Firma Stork gebondet,
der eine mit einer elastischen Beschichtung versehene, Uber ein Forderband rollende
Walze zum Laminieren benutzt. Die Walze konnte auf etwa 70 °C geheizt werden. Es
wurde ein Anpressdruck von 5 bar und eine Laufgeschwindigkeit des Bandes von 2,2
m/min verwendet. SchlieBlich stellte sich heraus, dass mit dieser Losung, trotz
mehrfacher Verbesserungen, offensichtlich nicht die fir reproduzierbares Plasma-
bonden erforderliche Prézision und GleichmaRigkeit des Anpressens gewdhrleistet
werden kann.
Daraufhin wurde zum Bonden der Folien auf den Chip-Grundkérper eine selbstgebaute
pneumatische Presse mit Timer und Temperatursteuergerét verwendet. Mit Hilfe dieses
Gerédtes konnten Parameterstudien zum Bonden betrieben werden. Als Mal3 fir die
Festigkeit der Bondung wurde jeweils die Abzugskraft in N/m mit Hilfe des 90°-
Schéltests mit einer Zugprifmaschine (Zwick GmbH Ulm) ermittelt.
Um den Einfluss der Temperatur auf die erzielte Abzugskraft zu untersuchen, wurden
FEP-Folien bei 8 bar und 120 s zwischen 30 und 140 °C auf den Grundkorper laminiert.
Als optimale Temperatur wurde 100 °C ermittelt. Dabei wurden Abzugskréfte von etwa
270 N/m erzielt. Hieraus ist zu erkennen, dass die beim Rollenlaminator mdgliche

Temperatur von 70 °C zu niedrig war. Abgesehen davon ist dort auch die gleichméaliige
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thermische Ankopplung an das Substrat wegen des Abrollens nicht einfach. Allerdings
konnten mit Hilfe der Presse auch bei 70°C immer noch gute Festigkeiten von bis zu
180 N/m erzielt werden.

Beim Einfluss des Druckes auf die Abzugskraft der gebondeten FEP-Folie wurde die
Abhangigkeit zwischen 1 und 8 bar bei 120 °C und 120 s getestet. Die gemessenen
Werte streuen. Sie steigen von 150 N/m in etwa linear auf 280 N/m an.

Um den Einfluss der Zeit des Anpressens auf die erzielte Abzugskraft zu untersuchen,
wurde FEP-Folie zwischen 15 und 240 s lang bei 8 bar und 120 °C auf den Grundkorper
laminiert. Die gemessenen Festigkeiten steigen anfanglich von 200 N/m auf 270 N/m
an, um dann wieder etwas abzufallen. Unabhangig vom verwendeten Anpressdruck war
zu erkennen, dass die Festigkeitswerte mit abnehmender Anpresszeit in etwa gegen Null
extrapolierbar sind. Hier durfte das eigentliche Problem bei der Verwendung des

Rollenlaminators gelegen haben.

2.3 Analytische Unter suchungen und Eigenschaften der Zellchips

Die Arbeiten im Vorhaben stiitzten sich auf umfangreiche analytische Untersuchungen
an funktionalisierten Oberflachen und fertigen Zellkulturchips. Wichtige bzw. typische

Ergebnisse werden nachfolgend mitgeteilt.
2.3.1 Kontaktwinkel

Von den plasmachemisch behandelten Folien wurden regelméaiig Kontaktwinkel mit
einem Digidrop Kontaktwinkelmessgerat (GBX Instrumentation Scientifique, Romans,
Frankreich) bestimmt. Die unbehandelten FEP-Folien ergaben Kontaktwinkel von 85°
(A-Seite) und 106° (B-Seite) und die Polycarbonat-Folien 106°. Fir eine typische NHs-
Plasmabehandlung auf FEP lagen die Winkel zwischen 40 und 60° und fur eine O,-
Plasmabehandlung auf PC bei etwa 20°, wenn die Behandlung erfolgreich war. Die
Werte fur FEP mussten unabhéangig vom Ausgangszustand der Oberflachen erreicht

werden.
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2.3.2 Rauhigkeit der Folien

Die Plasmabehandlungen der Folien veréndern deren Rauhigkeit. Dies trat besonders
bei der Abstandsfolie aus Polycarbonat auf. Eine gewisse Rauhigkeit ist fur das
anschlief3ende Plasmabonden sicherlich von Vorteil. Wie hoch diese sein darf, wurde
durch systematische Versuche ermittelt.

Dazu wurden neben Oy/Ar- auch solche aus stérker ézenden CF4/O,-Plasmabehand-
lungen mit unterschiedlichen Prozesszeiten miteinander verglichen. Die erzielten
Rauhigkeiten wurden mit einem Profilometer Dektak®ST (Santa Barbara, USA)
bestimmt. Das Ergebnisist in Abb. 10 dargestellt.
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Abb. 10:  Oberflachenbeschaffenheit (Rauhigkeit) der Polycarbonat-Folie nach
unterschiedlichem Plasmadtzen

Durch das CF4/O,-Plasma wurde die Oberflache der PC-Folie so stark verandert (bis

400 nm Rauhigkeit), dass diese flr das Bonden unbrauchbar wurde.
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A

Abb. 11: REM-Untersuchungen zur Oberflachenbeschaffenheit der Oberseite von Polycarbonat-
Folie, 125 um, (A) unbehandelt und (B) nach 60 s eff. CF,/O,-Plasmaétzen.
(Vergréfzerung x50000)

Die REM-Untersuchung zeigt die Veranderung der plasmabehandelten Folie in Abb.
11B gegenlber der unbehandelten. Als giinstig erwiesen sich Rauhigkeiten von etwa
80 nm, die nach Behandlung im O./Ar-Plasma mit Behandlungszeiten von etwa 15 s

auftraten.

2.3.3 Abzugskrafte

Abb. 12 zeigt einen fast fertigen Chip nach dem Ausschneiden aus dem Montage-
rahmen. In diesem Zustand wurden Chips bezlglich der erzielten Abzugskréfte getestet.
Die Folieniberstande dienten als Angriffspunkte fir 90°-Schéltests mit Hilfe einer
Zugprufmaschine (Zwick GmbH Ulm). Fir diesen Zweck war die Maschine mit einem
passenden Kraftaufnenmer fur die in Polymerverblinden auftretenden geringen Kréfte
ausgerustet. Weiterhin war es notwendig, die Vorrichtung mit einer speziellen Abzugs-

zange fur das Ergreifen der Folien auszuriisten (Abb. 13).

Folien

Grundkérper

Abb. 12: Montage der Folien auf den Grundkdrper des Zellkulturchips
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Das préazise Ergreifen der moglichst unverformt Uberstehenden Folie, parallel zur

Abzugskante, war Grundvoraussetzung fur verwertbare M essergebnisse.

ﬁ‘g\

Aufnahmezange

Folie \
Substrat \

Abb. 13: Schema der Folien-Abzugstests

Die erhaltenen Abhangigkeiten der Abzugskrdfte (in N/m quer zur Probe) von der
Position langs des Chips geben tber die Festigkeit der einzelnen Interfaces und Uber die
laterale Gleichmal3igkeit der Bondung Auskuntt.

Abb. 14 zeigt typische Abzugskraft-Messkurven brauchbarer Interfaces zwischen FEP-
Folien und Grundkoérper. Beide Kurven zeigen einen gleichmal3igen Anstieg der Kraft
im Anfangsbereich, der als Indiz fur gultige Messungen herangezogen werden kann.
Die Modulation der Kurve entsteht durch die Durchbriiche im Grundkérper. Die zum
allgemeinen Vergleich der Chips herangezogene Messgrof3e ist die mittlere Abzugskraft
der Maxima der Kurven. Dort weisen die Chips jeweils keine Durchbriiche auf. Die
Schwankungen der Maxima, wie sie in der unteren Kurve zu sehen sind, sind eher auf
den durch die Messanordnung nicht vollstandig vermeidbaren, ungleichmaidigen Abriss
der Folien in den Lochbereichen zurlickzuftihren. Hingegen sind die langwellige
Anderungen in der oberen Kurve Ausdruck von Bondfehlern oder Inhomogenitaten des
Grundkorpers oder Folien. Insbesondere fir den Grundkorper wurde die Méglichkeit

von Fehlern infolge von Inhomogenitéaten mehrfach nachgewiesen.
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Abb. 14. Beispid von Abzugskraft-Messkurven von auf PC-Chips
gebondeten FEP-Folien.

Verglichen werden in Abb. 14 die A- und B-Seite der FEP-Folien, die beide in dem-
selben Plasmaprozess modifiziert wurden. Tatsdchlich konnten auf der bereits
vorbehandelten Seite immer grollere Abzugskréfte erzielt werden. Erst durch
individuelle Anpassung der Plasmaprozesse konnte dieser Effekt ausgeglichen werden.
Fur eine Fertigung des Chips empfiehlt es sich deshalb, zur Aufwandsminimierung mit
beidseitig gleichartigen Folien zu arbeiten. Die in der Abbildung nachgewiesenen
Festigkeiten sind fur die Stabilitdt der gebondeten Chips bereits vollkommen
ausreichend. Bel einer verbesserten Laminierung konnten im Verlauf des Vorhabens
sogar Abzugskrafte von bis zu 400 N/m erreicht werden.

Abb. 15; Rastere ektronenmikroskopische Aufnahmen des Abrissbereiches einer vom Grundkdrper
abgezogenen laminierten FEP-Falie. Das Foto links zeigt das Gebiet zwischen Befll- und
Absaugldchern. Rechts sind Reste der zerrissenen Folie zu sehen. (Links. VergrofRerung x 50,
Bildbreite 2,6 mm; Rechts: Vergrofderung x1000, Bildbreite 132 um)
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Diese Abzugskrafte sind so grol3, dass die FEP-Folie beim Abziehen vom PC-

Grundkorper zerrissen wurde (Abb. 15).
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Abb. 16: Einfluss unterschiedlicher Reithenfolgen des Abziehens der Folien auf die Ergebnisse der
Abzugstests bei einem Chip mit 250 um Abstandsfolie. Untere Kurve (rot): Bodenfolie (BF)
zusammen mit der Abstandsfolie (AF) von der Deckelfolie (DF) abgezogen, mittlere Kurve
(grun): Deckelfolie vom Grundkdrper (Gkp) abgezogen und obere Kurve (blau): Bodenfolie
von der Abstandsfolie abgezogen

Durch die Steifheit der 125 pum starken Abstandsfolie aus Polycarbonat ist es schwierig,
komplette Folienstapel hinsichtlich des Abzugsverhaltens zu bewerten. Insbesondere
das Interface zwischen Abstandsfolie und Deckelfolie war davon betroffen. Dieser
Effekt zeigte sich besonders deutlich, als im Laufe der Untersuchungen dickere
Abstandsfolien von 250 pum eingesetzt wurden, weil festgestellt worden war, dass
hohere Zellkulturkammern eine bessere Zelladhasion und —proliferation bewirken. Ein
typisches Ergebnis ist in Abb. 16 zu sehen. Bel derartigen Abzugskurven kann man
trotzdem davon ausgehen, dass alle I nterfaces gleich fest gebondet sind.

2.3.4 XPS-Messungen

Rontgenphotoel ektronen-spektroskopische Messungen (XPS) der oberflachenmodifi-
Zierten Bauteile wurden mit einem AXIS ULTRA Spektrometer der Firma Kratos
(Manchester, GB), ausgestattet mit einer monochromatischen Al K, Quelle, durch-
gefuhrt. Die Spektren wurden bei einer Passierenergie von 80 eV fur die Bestimmung

der chemischen Elementzusammensetzung und von 10 eV fur die Bestimmung der
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hochaufgelosten C 1s Peaks aufgenommen. Die Bindungsenergien wurden auf den
aliphatischen Kohlenstoff-Peak von 285,0 eV bezogen.

Im Verlaufe des Vorhabens wurden immer wieder die Ergebnisse der Plasmaprozesse
mit Hilfe der XPS kontrolliert.
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Abb. 17: Hochaufgel 6ster C 1s Peak von dem fiir den Zellchip eingesetzten Polycarbonat

Abb. 17 zeigt ein typisches XPS-Spektrum des verwendeten PC-Grundkérpers und
Abb. 18 das Spektrum einer im Ammoniakplasma modifizierten FEP Folie. Der Fit des
XPS-Spektrums fur Polycarbonat stimmt gut mit der Literatur Gberein.
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Abb. 18: Hochaufgel 6ster C 1s Peak der NH3-plasmafunktionalisierten FEP-Folie
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Bei den Untersuchungen zum Bonden hatte sich herausgestellt, dass es wichtig ist, auf
die chemische Zusammensetzung des Polycarbonats zu achten. Neben der Tatsache,
dass besonders Folien je nach Anbieter, Charge und vorausgehender Behandlung
unterschiedlich sein kdnnen, hat auch die Verarbeitung im Spritzguss Einfluss auf die
Oberflacheneigenschaften. In Tabelle 1 sind Ergebnisse einer dazu angestellten XPS-

Untersuchung zusammengestellt, die das demonstrieren.

Tabelle 1: Elementzusammensetzung des verwendeten Polycarbonats ([CisH1403] ,
O/Cineore= 18,75 %) in Abhangigkeit von der Verarbeitung

XPS-Messung (%) o/C N/C F/C Si/C
PC-Granulat 16.9 0 0.08 0.12
Makrolon-Folie 19.3 0.03 0.04 2.49
Zellchip- 25.3 0 1.67 0.27
Grundkorper

Testplatte 25.7 0.08 0.13 6.55

Wie aus der Tabelle hervorgeht, entsprach der O/C-Gehalt auf der Oberflache des
Polycarbonat-Granulats fur die Abformung der Chip-Grundkorper und fir die Makrolon
Folie als Material fur die Abstandsfolie mit 16,9 bzw. 19,3 % etwa dem theoretischen
Wert. Bei der Verarbeitung im Spritzguss zu Grundkoérpern bzw. Testplatten stieg dieser
Wert auf etwa 25 %. Bekanntlich treten beim Spritzguss auch immer wieder andere
Kontaminationen auf. Hier waren es Fluor bzw. Silizium. Wie zu erwarten, war die
Silizum-Kontamination sehr kritisch fir die Bondqualitét.

Mit Hilfe der XPS wurde auch das Trennverhalten der plasmagebondeten Interfaces
einer genaueren Untersuchung unterzogen. Ein tUberzeugendes Ergebnis ist in den Abb.
19 und Abb. 20 dargestellt. Wie die erste Abbildung zeigt, wurde hier von einer
Chipunterseite die Folie zur Hélfte abgezogen. Anschlief3end wurde auf beiden Seiten

an den Punkten, die zuvor zusammenhafteten, gemessen.
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Abb. 19: Chipunterseite mit zur Hélfte abgezogener Folie (rechtsim Bild),
XPS Messpunkte sind griin markiert

FEP weist ein F/C von 250 % auf. Das ist der Wert, der auch auf der Unterseite der
abgezogenen Folie zu finden ist. Fast dieser Wert wird aber auch auf der
Polycarbonatseite gefunden. Fur die abweichende Messpunktkombination DE23 war
aus der visuellen Beurteilung das Abziehverhalten erkennbar, dass dort etwas geringere

Haftfestigkeiten waren.
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Abb. 20: Ergebnisse der XPS-Messungen (F/C) zu Abb. 19
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Aber auch in diesem Punkt ist F/C immer noch 25 %. Damit liegt hier eindeutig ein
Bruch im Material FEP vor. Es ist also so, dass die im Vorhaben gemessenen
maximalen Abzugskréfte das Material charakterisieren. Am Interface kénnen noch

hohere Festigkeiten angenommen werden.

2.3.5 Befullverhalten

Im Unterschied zu makroskopischen Zellkultursystemen ist bei Mikrosystemen die
Beflllung keine ganz einfache technische Aufgabe, denn sie wird durch Kapillarkréfte
bestimmt. Auf diese Kréfte haben die Geometrie des Systems, die Benetzungs- und
FlieReigenschaften (Viskositét) der Flussigkeiten und die Oberflachenenergie aller
benetzten Flachen entscheidenden Einfluss. Letzteresist bei Zellkultursystemen mit den
Forderungen an die Oberflachen-Biokompatibilitdt und speziell beim hier untersuchten
System auch mit den Forderungen des Plasmabondens in Uberstimmung zu bringen.
Wahrend der gesamten Projektlaufzeit musste deshalb bei Anderungen der Oberflachen-
modifikationen das Befiillverhalten sorgfaltig mit untersucht werden.

Nach einiger Ubung konnten die Befiillungen in der Regel noch von Hand mit Hilfe der
kleinsten am Markt verfigbaren Pipettenspitzen und einer Eppendorf-Pipette
vorgenommen werden. Dabei zeigte sich ein relativ problemloses Befillverhalten
(vollstandige, blasenfreie Beflllung), wenn die Zellkammern geometrisch einwandfrei
waren. Die hier empirisch gewéhlte Zellkammer-Geometrie kann also als relativ
brauchbar angesehen werden. Zu Fehlern fuhrten vor allem die durch fehlerhaftes
Bonden zustande kommenden Verwerfungen der Deckel- und Bodenfolien, vor allem
im Mittenbereich.

Bei den Befllltests zeigte sich jedoch, dass beim Bonden besonders darauf geachtet
werden muss, keine Ansatzstellen fur Folienablosungen zu produzieren. Das ist eine
prinzipiell zu erwartende Besonderheit des Plasmabondens, denn im Vergleich zum
Kleben kommt hier nur eine sehr dinne ,,Bondschicht® zustande. Schon sehr kleine
Unebenheiten und Partikel kdnnen nicht mehr durch Einbetten in diese Schicht
ausgeglichen werden. An den Randern der Strukturen ergeben sich auch sehr leicht enge

keilformige Spalte, in die Flissigkeiten hineinkriechen und die Folien abscheren
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koénnen. Neben entsprechender Sorgfalt bel der Montage kann das Anpressen hier

ausgleichend wirken.

Abb. 21: Chip nach Beflilltest mit farbstoffhatiger Detergens-Losung.

Solcherart Schichtablosungen treten nicht unbedingt sofort beim Beflillen auf. Sie
kénnen auch erst nach langerer Lagerung im befillten Zustand sichtbar werden.
Deshalb wurde im Vorhaben ein besonders anspruchsvoller Test der Qualitat der
Bondung eingesetzt: die Befullung mit einer wassrigen, mit Farbstoff eingefarbten und
mit Tween versetzten PBS-Losung. Tween ist der Handelsname fur ein Polysorbat-
Detergens, das bei Losung in Wasser oder Alkohol fir eine extreme Kriechfahigkeit in
feinste Spalte sorgt. Abb. 21 gibt ein Beispiel fir das Ergebnis eines solchen Tests. Die
Gefd3reihen im rechten Bildteil sind intakt. Der fein verlaufende Farbschleier in der

Néahe des linken Randes ist auf einen keilformigen Fertigungsfehler zurtickzufiihren.

Fur zellhaltige Medien erwies sich die Beflllung von Hand als nur begrenzt brauchbar.
Vor allem konnten die Geschwindigkeiten der sich in den Mikrogefal3en ausbreitenden
FlUssigkeitsfronten kaum beeinflusst werden. Sie waren so hoch, dass die Beflllung
nicht mehr als durch den Kapillareffekt gesteuert, also gut reproduzierbar, angesehen

werden konnte.
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Abb. 22: Mikrodosiereinrichtung am Mikroskop

Das unerwinschte Resultat waren ungleichmélige Zellablagerungen bel der
Zellaussaat, aso unter Umstdnden unbrauchbare Zellkulturen. Deshalb wurde fur
weitere Befllltests eine Mikrodosiereinrichtung zu Hilfe genommen, bei der die
Beflllgeschwindigkeit gesteuert werden konnte. Mit videomikroskopischen Aufnahmen
der Beflllung mit Teilchensuspensionen, spéter auch mit Zellsuspensionen, wurde so
nachgewiesen, dass sich die Gefél3e des Chips bei hinreichend langsamer Beflllung auf
der Basis des Kapillareffekts mit guter flachiger Gleichmaidigkeit der Zellablage und
abzahlbaren Dichten der Zellen auf der Bodenfolie befullen lassen. Anhéufungen von
Zellen im Einfullkanal sind eine Folge von Befillfehlern. Sie kdnnen also vermieden

werden.

2.3.6 Statistische Funktionstests und L angzeitver halten

Aus den bisherigen Ausfihrungen geht hervor, dass die experimentelle Fertigung von
Labormustern eines solchen neuartigen Zellkultur-Mikrochips mit einer Vielzahl zu
|6sender Probleme und dementsprechend mit einer grof3en Zahl von Unwéagbarkeiten
und Fehlermbglichkeiten verbunden ist. Das hat zur Folge, dass einzelne brauchbare,
oder gar nur teilweise brauchbare Chips — mit z.B. nur einigen wenigen wirklich
funktionierenden KulturgefaRen — kaum als zuverléssige Demonstratoren maglicher

praktischer Brauchbarkeit angesehen werden kdnnen. Schon gar nicht bei Zellkulturen,
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denn daftr werden wegen der grundsétzlich grof3en statistischen Unsicherheiten immer
grofl3ere Geféal3- bzw. Chip-Zahlen bendtigt.
Wahrend des V orhabens wurden deshalb mehrfach anhand von Serien von Zellchips mit
groflderen Stiickzahlen (GrofRenordnung 100 Stiick) die Fertigungsgite und die Funktion
der Chips datistischen Tests unterworfen. So wurden u. a. nach dem in Abb. 8
dargestellten Fertigungsablauf 125 Zellkulturchips fir Parameteruntersuchungen mittels
statistischer Schétzverfahren hergestellt. Nach der zuféligen Auswahl von 20
Stichproben wurden mit diesen Chips folgende Parameter getestet:
- Befullung,
- Befullungszeit,
- Blasenbildung bei der Befullung und
- Hydrolysestabilitét der Bondung nach 24 h.

Stichprobenartig wurden auch die Befullung mit Zellsuspension und das Zellwachstum
getestet.

Wie aus Tabelle 2 zu ersehen ist, waren 99,2 % der Zellgeféalde aller Chips mit Standard-
PBS-Puffer in weniger als 4 s beflllbar, in der Regel innerhalb einer Sekunde. Nur 1,6
Gefal3e/ Chip waren nach 24 h undicht. Das sind 6,7 %. Dieser Test wurde mit Chips
aus der gleichen Herstellungscharge nach 1 Monat und mit neu hergestellten nach 3
Monaten wiederholt. Wie zu erwarten (Lernkurve — Anstieg der Fertigungsqualitét)
haben danach neu hergestellte Chips noch bessere Ergebnisse geliefert.

Tabelle 2: Statistische Tests von jeweils 20 zufélligen Stichproben Zellkulturchips

Befull- Charge Alter Befullzeit (s) | Gefalle/Chip Folien-

M edium* der Chips befullbar Abldsungen
(d) (%) nach 24 h (%)

PBS 1 47 40+25 99,2 0

PBS + Tween 1 47 16+0,6 99,2 0

PBS 1** 80 1,1+0,2 100,0 0

PBS 2 51 23+272 100,0 0

PBS + Tween 2 51 1,3+0,7 99,2 0,8

* PBS — Phosphatpuffer pH 7,0, 0,3 % NaCl und 0,025 % Resorufin; Tween 20
** \/ersuch wurde wiederholt
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2.3.7 Zdlkulturtests

Die Erprobung der Chips in Zellkulturtests war nicht die priméare Aufgabe dieses
Teilvorhabens. Sie wurde hier nur stichprobenartig durchgefiihrt, um eine schnelle
Ruickkopplung von Informationen tiber etwaige Einfliisse von technischen Anderungen
zu bekommen.

Dartiber hinaus wurden Zellkultur-Brauchbarkeitstests an den funktionalisierten Folien
und wahrend Chipmontage durchgefihrt. Mit letzteren sollte festgestellt werden, ob
Zwischenschritte der Montage Einfluss auf die Zellkultureigenschaften haben. Die
Abbildungen 23 - 25 demonstrieren wichtige Aussagen dieser Tests. Abb. 23 zeigt die
prinzipiell gute Brauchbarkeit der funktionalisierten Folien fir die Zellkultur.
Grundsétzlich war es aber wegen der zu schnellen Verdunstung der sehr kleinen
Flissigkeitsmengen schwierig, Zellkulturtests in offenen Mikrosystemen durchzu-
fuhren. Das zeigt sich beim Vergleich mit Abb. 24. Die Zellen adhérieren nicht gut. Das
Verdunstungsproblem ist durch Lagerung in einer hoch wasserdampfgesdttigten
Atmosphére nicht richtig zu 16sen. Erst die verschlossenen Zellkammern bringen eine
Besserung (Abb. 25), obwohl auch dann wegen der offenen Zuleitungskanale auf guten
Verdunstungsschutz geachtet werden muss. Als Vorteil erwies sich die Fixierung der
FlUssigkeiten in den Mikrogefélden infolge der Kapillareffekte. Es besteht kaum eine

Gefahr, wahrend Hantierungen Flssigkeiten zu verschitten.

Abb. 23.  Zdlkultur auf funktionalisierter FEP-Folie (HEK-Zellen,
4h nach Aussaat)
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Abb. 24:  Zdlkultur auf einer an den Grundkérper montierten Folie 4h
nach Aussaat (offenes Gefal3, HEK-Zellen, gleiche Dichte und
VergrofRerung wie Abb. 23)

Abb. 25:  Zdlkultur in einer Zellchip-Kulturkammer 4h nach Aussaat
(HEK-Zdlen, stérkere Vergrofl3erung)

Die kompletten Zellkulturchips wurden vom Projektpartner In-Vitro Systems &
Services (IVSS) zellbiologisch analysiert. Im Laufe der Untersuchungen kam es dabei
zu einer Anderung der Dicke der Abstandsfolie von 125 pum auf aktuell 250 um. Dies
bewirkte eine bessere Zellanheftung und —proliferation. Die Experimente bei 1VSS
hatten das Ziel, mit Hilfe einer verlésslichen Anzahl von Zellkulturchips verschiedene
relevante Parameter zu beurteilen. Neben der allgemeinen Handhabung waren dies u. a.
die Mikrofluidik von Zellsuspensionen, die Adhérenz und Proliferation verschiedener
Zéelllinien, die Bestimmung der Vitalitét Uber unterschiedlich lange Zellkulturdauer
sowie die Anwendbarkeit bestimmter Analyse- und Auswerteverfahren. Die fur IVSS
gefertigten Chip-Chargen wurden, nachdem Chips mit offensichtlichen Herstellungs-
fehlern (< 5 %) verworfen wurden, ohne weitere Aussortierungen tbergeben. Abb. 26
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zeigt einen typischen Chip einer solchen Charge aus dem letzten Vorhabensabschnitt:
alle Zellgefal3e sind rein visuell so eben, dass der Folienstapel mit den Gefal3en auf den

ersten Blick nicht zu erkennen ist.

Abb. 26: Kompletter Zellkulturchip
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3 Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Im Rahmen dieses Vorhabens wurde die besondere Brauchbarkeit von Plasmaverfahren
fur die Herstellung mikrofluidischer Systeme am exemplarischen Beispiel einer
neuartigen, miniaturisierten Zellkulturplattform demonstriert. Damit konnte gezeigt
werden, dass eine extreme Miniaturisierung der klassischen Zellkultur bis in Abmessun-
gen, die der in-vivo Situation ahnlich ist, fertigungstechnisch und zellkulturtechnisch
moglich ist. Die hergestellten Labormuster dieses Zellkulturchips weisen die
angestrebten Vorteile gegeniber herkdmmlichen makroskopischen Plattformen auf:
Steigerung der Analyseneffizienz und des Untersuchungsdurchsatzes, Reduktion der
Zell-, Medien-, Reagenz- und Wirkstoffvolumina sowie des Platzbedarfs, hohe
statistische Sicherheit durch mdgliche Parallelversuche sowie einfache Handhabung.
Damit sind beachtliche Zeitersparnisse und Kostensenkungen moglich, bei kosten-
tréchtigen Medien bis zu zwei GréRenordnungen. Auch der niedrige Platzbedarf ist
nicht unbedeutend, denn Zellkulturplattformen sind in hohen Stiickzahlen verwendete
Einmalgebrauchsartikel, die versendet, bevorratet und entsorgt werden missen.

Diese Vorteile sind besonders fir das Hochdurchsatz-Screening interessant. In dieser
Hinsicht hat das Vorhaben sehr viel nitzliches Know-How fur die beteiligten
Industriepartner geliefert, die beide - in unterschiedlicher Weise und an unterschied-
lichen Stellen der Wertschépfungskette — am Hochdurchsatz-Screening Interesse haben.
Ausgehend von den Erfahrungen mit dem Labormuster kdnnen Fertigungsprototypen
entworfen und erprobt werden.

Darlber hinaus wurde im Vorhaben die Technologie des Plasmabondens im Detail
untersucht. Sie ist nicht nur fur Zellkulturchips interessant, sondern kann in der
Mikrotechnologie auch tberall dort niitzlich sein, wo besonders prazise Fiigungen von
Kunststoffbauteilen erforderlich sind.
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4 Fortschritt auf dem Gebiet des VVorhabens bel

anderen Stellen

Mikrofluidische Systeme (Lab-on-a-chip) sind fir die Bioanalytik von grof3er
Bedeutung und integrieren Analysenfunktionen wie Probenaufgabe, Trennung,
chemische Reaktion und Detektion sowie Zelldiagnostik auf einem Chip. Gegenwaértig
existieren eine Reihe von Ansatzen zur Herstellung von 3D-Trégersystemen fir solche
Zwecke. Jedoch sind uns keine Publikationen bekannt, die das Herstellen von
miniaturisierten 3D-Fluidikstrukturen fur die Zelldiagnostik in der hier erprobten Art
und Weise zum Ziel hatten.

Die Miniaturisierung von Plattformen fur die Untersuchungen von Zellkulturen ist eine
hoch aktuelle Entwicklungsrichtung. Dies gilt fur eine grof3e Zahl sehr unterschiedlicher
Aufgaben der zellbiologischen Forschung und biomedizinischen Diagnostik. Dement-
sprechend werden laufend neue Ansdtze solcher Systeme publiziert. Erst kirzlich hat
das erst vor wenigen Jahren entstandene Journal ,,Lab on a Chip”, das als wichtigster
Veroffentlichungort von Fortschritten auf dem Gebiet der miniaturisierten chemischen
und biologischen Analysensysteme angesehen werden kann, eine Special Issue, 'Cell
and Tissue Engineering in Microsystems' (Nr.6, 2007) herausgebracht. Ein Grof3teil der
Arbeiten zielt auf Systeme, mit denen eine Steuerung der Parameter der zelluldren
Mikroumgebung mit Hilfe von permanent durchflossenen Mikrosystemen moglich ist.
In der Regel handelt es sich dabei um auf attraktive Aufgaben der Grundlagenforschung
orientierte Systeme. Allerdings werden auch Schritt fur Schritt nitzliche Informationen
fur die Miniaturisierung bereits in Anwendung befindlicher Zellkultur-Diagnostik
publiziert.

Die plasmachemische Funktionalisierung von Polymeroberflachen als Voraussetzung
fur das Herstellen von Diagnogtikplattformen ist ein unverandert aktuelles
Forschungsthema in der Plasmatechnolgie mit absehbaren Anwendungen in Medizin,
Pharmazie und Biotechnologie. Zur Entwicklung des Plasmabondens in der hier

gezeigten Art und Weise sind von anderer Stelle keine Fortschritte bekannt.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel des Vorhabens war es, verschiedene, fur die konsequente Miniaturisierung
polymerer 3D-Fluidikstrukturen fur die standardmél3ige Labordiagnostik vorteilhafte
und neuartige Plasmaprozesse zu untersuchen und deren Nutzen an einem
exemplarischen Beispiel zu demonstrieren. Dieses Ziel ist erreicht worden.

In enger, arbeitsteiliger Zusammenarbeit mit den Verbundpartnern konnte eine
neuartige, miniaturisierte Zellkulturplattform, der so genannte ,Zellkulturchip®,
realisiert werden. Mit deren Hilfe konnte gezeigt werden, dass eine extreme Miniaturi-
sierung der klassischen Zellkulturtechniken bis in Abmessungen, die der in-vivo
Situation ahnlich sind, fertigungstechnisch und zellkulturtechnisch méglich ist. Die
typischen Zellkulturkammern hatte eine Hohe von 125 um bei einem Volumen von
unter 1 pl und noch geringere Abmessungen sind moglich. Von einer derartigen
Miniaturisierung der Zellkultur kénnen Aufwands- und Kostenersparnisse um bis zu
zwei Grol3enordnungen erwartet werden.

Plasmaprozesse wurden verwendet, um die Mikrofluidik in den Hohlrédumen der
Mikrostruktur einzustellen, um das Flgen der Einzelteile zu ermdglichen und um
hochwertige Zell-Wachstumsoberflachen in den Mikrokavitéten zu erzeugen. Dazu
wurde eine umfangreiche Methodenoptimierung betrieben. Im Ergebnis dessen konnten
die genannten Ziele durch geeignete Kombination nur zweier Plasmaprozesse und
dementsprechend nur wenigen Prozessschritten erreicht werden. Auch das zeigt die
besondere Nutzlichkeit von Plasmaprozessen fur die vorliegende Miniaturisierungs
aufgabe.

Fur das Flgen wurde ein neuer Prozess des Plasmabondens verwendet. Er erméglicht
erstmalig das Fiigen von hochgradig inkompatiblen und inerten Polymeren wie FEP und
PC ohne Zuhilfenahme von Klebstoffen. Die Verwendung dieser Kunststoffe war aus
funktionellen Grinden erforderlich. Der Verzicht auf Klebstoffe sichert die
Biokompatibilitdét der Flgung. Es wurden Festigkeiten bis zu 400 N/m im
Schélabzugstest erreicht.

Im Vorhaben wurde eine grof3ere Zahl von Versuchsmustern erzeugt und verschiedenen

Tests unterworfen. Auf diese Weise konnte die Fertigungsqualitdt systematisch
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verbessert werden. Mit gatistischen Untersuchungen konnte eine hohe Befillsicherheit,
gute Dichtigkeit und auch eine Lagerfahigkeit Uber mehrere Monate nachgewiesen
werden. Die Zellkulturchips waren damit fir weitergehende zellkulturtechnische
Untersuchungen durch den Projektpartner 1V SS tauglich.
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