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Mikrofluidisch integriertes System
zur markerfreien Zellanalyse und -sortierung

Im Rahmen des Forschungspro-
gramms ,Optische Technologien*
der Baden-Wiirttemberg Stiftung
gGmbH entwickelten zwei Arbeits-
gruppen gemeinsam ein mikro-
fluidisch integriertes System zur
markerfreien Zellanalyse und -sor-
tierung. Ziel der Kooperation zwi-
schen dem Institut fir Optoelek-
tronik der Universitat Uim und dem
Institut flar Mikrostrukturtechnik
des Karlsruher Instituts fir Techno-
logie (KIT) war die Demonstration
der miniaturisierten Detektion und
Sortierung von Partikeln mit rein
optischen Prinzipien.

In der Zellanalyse etablierte Gerate
basieren haufig auf Fluoreszenzmar-
kierungen und sind in der Regel teuer
und groBvolumig. Auch andere Metho-
den wie Ramanspektroskopie, Interfe-
rometrie oder Durchflusszytometrie
sind weitgehend ungeeignet fur den
Einsatz in portablen Systemen. Durch
Zellanalyse innerhalb mikrofluidischer
Kanéle kann das bendtigte Proben-
volumen und perspektivisch auch die
GroBe der Gerate drastisch reduziert
werden. Die Herstellung der mikroflui-
dischen Chips mit Hilfe Ublicher litho-
graphischer Strukturierungsverfahren
aus Polymeren oder Glas verstarkt die

Kostenreduktion zusétzlich. Es kdn-
nen verschiedene Analyseschritte wie
Mischen, Anregung, Reaktion sowie
optische oder elektrische Untersu-
chungen auf einem mikrofluidischen
Chip vereint werden, was zu der hau-
fig verwendeten Bezeichnung Lab-
on-a-Chip fuhrt. Die niedrige Durch-
flussrate ist dabei zweitrangig, da die
Untersuchung nur weniger tausend
Zellen angestrebt wird und Ergebnisse
innerhalb kurzer Zeit erwartet werden
kdénnen.

Die im Projekt vorgesehenen Demons-
tratoren hatten zum Ziel, eine Basis flr
zukUnftige Zellanalysegerate zu bilden.
Dabei sollten sie auf rein optischen
Verfahren basieren und die Vorteile der
Mikrosystemtechnik nutzen. Die zu
sortierenden Partikel sollten auf einer
mikrofluidischen Plattform basierend
auf Kunststoff und Glas durch den ver-
langerten Resonator einer integrierten,
vertikal emittierenden  Halbleiterla-
serdiode geleitet werden. Damit wird
ein optofluidisches System gebildet.
Durch das Durchstrémen des Kanals
mit Partikeln unterliegt der integrierte
Laserresonator standigen Anderungen.
Die ausgelesenen Laserparameter er-
moglichen detaillierte RuckschlUsse
bezlglich relevanter KenngréBen wie

Brechungsindex, Absorption oder
Morphologie der den Resonator pas-
sierenden Zellen. Eine auf optischen
Fallen basierende Sortiereinheit, be-
stehend aus individuell gefertigten Ma-
trizen integrierter Vertikallaserdioden,
sollte die unmittelbar nachfolgende
Sortierung der Partikel gewahrleisten.

Mikrofluidisches Modul

Das mikrofluidische Modul ist sche-
matisch in Abbildung 1 dargestellt. Als
Substrat dient eine 2 mm dicke Kunst-
stoffplatte, die eine mikrofluidische
Y-Verzweigung sowie Flussigkeitsre-
servoirs enthdlt. Die fluidische Struktur
wird durch einen dinnen Glasdeckel
abgedichtet.

Innerhalb der Analysezone, die sich
im Zuleitungskanal befindet, wird der
Kanal senkrecht mit kontinuierlichem
Laserlicht durchstrahlt. Bei dem in
Abbildung 1 links dargestellten Laser
handelt es sich um einen VECSEL
(vertical extended cavity surface-
emitting laser), der auf dem Halbleiter-
Materialsystem Galliumarsenid (GaAs) /
Aluminiumgalliumarsenid  (AlGaAs)
basiert und durch elektrischen Strom
gepumpt wird. Sein externer stabiler
Resonator wird von einem in die

Abbildung 1: Schema des optofluidischen Systems (1) bestehend aus Fliissigkeitsreservoirs (2), Mikrokanélen (3) und externem Resonatorspiegel (4).
Im volistdndig integrierten System sind die Laser (5) unterhalb des mikrofluidischen Chips platziert
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Kunststoffplatte integrierten, hochre-
flektierend beschichteten Hohlspiegel
definierter Krimmung abgeschlossen.

Ein durch den Resonator flieBendes
Teilchen ruft Anderungen des Bre-
chungsindexes und der modalen Re-
sonatorverluste durch Fokussierung,
Absorption und Streuung hervor, was
die Laserleistung, die spektrale Lage
der Laserlinien und das optische
Spektralmuster beeinflusst. Daneben
wirkt sich eine Stérung auf die elek-
trische Charakteristik aus: Es kann
eine Anderung des Schwellstroms
oder bei konstantem Strom eine An-
derung der Diodenspannung beob-
achtet werden. Das optische Signal
wird oberhalb des mikrofluidischen Ka-
nals in einem verdinnten Bereich des
Kunststoff-Substrats abgegriffen, in-
dem es direkt in eine Glasfaser einge-
koppelt und spektral sowie bezuglich
der Ausgangsleistung untersucht wird.

In der Sortierzone vor der Kanalver-
zweigung in Abbildung 1 wird eine ge-
Zielte Ablenkung der Partikel in einen
der beiden Ausgangsarme realisiert.
Partikelablenkung kann ohne bewegte
Mechanik durch ein optisches Fallen-
Gitter beziehungsweise ein Array kon-
tinuierlich arbeitender optischer Fallen
erzielt werden, wenn die Strébmungs-
kréfte der transportierenden FlUssigkeit
im Kanal und die Haltekraft der Fallen
von vergleichbarer GroBe sind.

Laserchip mit 36 Lasern

auf Trager mit Leiterbahnen

Ein Teilchen wird in diesem Fall nicht
vollstandig fixiert, sondern lediglich von
seiner eigentlichen Flussrichtung abge-
lenkt. Es folgt der Neigung des Arrays
und wird so von einer Seite eines Ka-
nals zu der anderen bewegt.

In der Literatur sind verschiedene Ver-
fahren zur Erzeugung eines optischen
Fallen-Gitters zu finden, wie zum Bei-
spiel Mehrstrahlinterferenz, hologra-
phische Techniken oder die Erzeugung
optischer Potentialverteilungen mittels
Bessel-Strahlen, stehender Wellen,
Strahlstreckung durch eine Zylinder-
linse, zweidimensionalem Talbot-Ef-
fekt, Mikrolinsen-Array sowie parabo-
lischem Mikrospiegel. Die genannten
Ansétze bendtigen jedoch externe
Laserquellen und beinhalten vielfach
aufwandige optische Aufbauten. Es
ist daher erstrebenswert, die optische
Falle in die Mikrofluidik zu integrieren.
Das Laserlicht kann zum Beispiel Uber
Lichtwellenleiter in den Kanal gefuhrt
werden. Auch wurde bereits in einem
verkleinerten Aufbau das Einbringen
kantenemittierender  AlGaAs-Laser-
dioden in die Seitenwande eines Ka-
nals gezeigt.

Neu ist der im Projekt verfolgte An-
satz, die Vertikallaserdioden (VCSEL,
vertical-cavity surface-emitting laser)
direkt auf dem mikrofluidischen Chip
zu integrieren. Ihre Emission senkrecht
zur Oberflache ermdglicht die Herstel-

Abbildung 2: Foto
eines VECSEL-Chips
auf Siliziumtréger,
bereit fiir die Inte-
gration mit einem
Fluidik-Chip

lung zweidimensionaler Laserarrays,
sodass optische Fallen-Gitter ohne
zusatzliche optische Elemente erzeug-
bar sind. Konventionelle VCSEL-Arrays
wurden bereits erfolgreich als Laser-
quellen in herkdbmmlichen optischen
Fallenaufbauten eingesetzt. Im bio-
medizinischen Bereich konnte der
parallele Transport von eingefangenen
Zellen mit VCSEL-Arrays demonstriert
werden. Mit der Fabrikation optimierter,
miniaturisierter Arrays und deren Inte-
gration in mikrofluidische Module wur-
de im Projekt Neuland betreten.

Fertigung der Komponenten

Das optische System besteht aus ins-
gesamt drei Komponenten, die alle ei-
gens fur die vorliegende Anwendung
angepasst und hergestellt wurden:
den mit Fluiden durchstréomten Reso-
nator eines VECSELS, einen optischen
Signalabgriff im mikrofluidischen Chip
und eine integrierte Ablenkeinheit, ge-
bildet durch ein zweidimensionales
VCSEL-Array.

Damit die optische Fallenwirkung des
Arrays ausreichend hoch fUr gezielte
Ablenkung ist, musste der Abstand
zwischen Sortier-Chip und mikroflui-
dischem Kanal auf ein Minimum redu-
ziert werden, was neue L6sungen fur
die Integration der beiden Komponen-
ten erforderte. Flr das Projekt wurde
ein neuer Ansatz zur Herstellung dicht
gepackter integrierbarer VCSEL-Arrays
mit Mittenabstanden der Laser von nur
20 pm entwickelt. Im Institut fir Opto-
elektronik der Universitat Ulm wurden
sowohl die notwendigen Halbleiter-
Schichtstrukturen epitaktisch gewach-
sen als auch die gesamte Prozessie-
rung durchgefuhrt. Die Laserchips
wurden anschlieBend mit Wéarmesen-
ken versehen und mit dem mikroflui-
dischen Chip integriert.

Zur Herstellung der Laser mit externem
Resonator wurde ein ahnlicher Ansatz
basierend auf Flip-Chip-L&tung entwi-
ckelt. Auch hier gelang die Integration
mit Fluidik-Chips, und zwar mittels
aktiver Justage bei konstantem Be-
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VCSEL-Arra .

Abbildung 3: Mikroskopaufnahme eines VCSEL-Array-Chips mit minimierten Bauteilabsténden

triebsstrom, um die Ausrichtung des
externen Spiegels zum Laser zu op-
timieren. Abbildung 2 zeigt das Foto
eines hergestellten VECSEL-Chips auf
einem ebenso gefertigten Chiptrager
aus Silizium. Eine Mikroskopaufnahme
eines VCSEL-Array-Chips ist in Abbil-
dung 3 dargestellt. Die geringen Bau-
teilabstande ermaoglichen eine kontinu-
ierliche Partikelablenkung ohne Einsatz
weiterer strahlformender Optiken.

Die optofluidischen Plattformen wur-
den in dem Kunststoff Cyclo-Olefin-

Copolymer (Topas COC) gefertigt. Auf
jeder Plattform befindet sich ein Flui-
dik-Kanal mit Y-Verzweigung, an des-
sen Oberseite eine konkav geformte
Flache eingebracht wurde. Breite und
Hohe der Kanéle liegen im Bereich
einiger 10 um. Die gekrimmte Fla-
che mit einer darauf abgeschiedenen
hochreflektierenden  (dielektrischen)
Beschichtung bildet den externen
Spiegel des Resonators der Analyse-
zone. Um Streuverluste durch Oberfla-
chendefekte zu minimieren und einen
effizienten Signalabgriff des VECSELs

Abbildung 4: Foto eines gepréagten Kunststoff-Wafers als Nutzen mit zwolf mikrofluidischen Strukturen (links) sowie ein aus dem Wafer vereinzelter

mikrofluidischer Chip mit Durchgangslochern zur Befiillung (rechts)

zu ermdglichen, musste die Flache
Uber diesem externen Spiegel in der
Dicke reduziert und die dem Resonator
zugewandte Flache dieser verdinnten
Region mit Rauigkeiten in der GroBen-
ordnung optischer Oberflachen herge-
stellt werden.

Am Institut far Mikrostrukturtechnik
des Karlsruher Instituts flr Technolo-
gie wurde das Design der Fluidikstruk-
turen mit den integrierten optischen
Oberflachen entwickelt und die Bau-
teile mittels beidseitigem HeiBpragen
hergestellt. Dazu wurde das Polymer
zwischen zwei Masterstrukturen, wel-
che die Negative der in Polymer zu er-
stellenden mehrstufigen Strukturen be-
sitzen, bei einer Temperatur oberhalb
der GlasUbergangstemperatur des Po-
lymers und bei hohem Druck gepresst,
sodass das erweichte Polymer die Ne-
gativstrukturen ausflllte. Abbildung 4
zeigt sowohl ein Foto eines gepragten
Kunststoff-Wafers als Nutzen mit zwolf
zusammenhangenden mikrofluidischen
Chips als auch einen vereinzelten Chip.

Um die Fluidik-Kanale zu verschlie-
Ben, wurde das Polymersubstrat nach
Aufbringen der Spiegelschicht fir den
externen Resonator irreversibel mit
einem 30 um dinnen Glasplattchen
verbunden. Das Gesamtsystem war
erst durch Wahl dieses besonders
dunnen Glases realisierbar. Der Ab-
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Abbildung 5: Ablenkexperiment mit einem Polystyrolpartikel mit 15 ym Durchmesser. Im linken Bild wurde der Infraroffilter entfernt und die Laser werden

Ll L

nahe der Schwelle betrieben, um ihre Lage im Kanal sichtbar zu machen. Die Fliissigkeit durchstrémt den Kanal von rechts nach links

stand der integrierten Laser zum im
Kanal gefuhrten Fluid ist damit so weit
verringert, dass die Strahldivergenz
eine untergeordnete Rolle spielt.

Experimente und Ausblick

In dem Projekt gelang die unab-
héngige Demonstration der beiden
Funktionen Partikeldetektion sowie
Partikelablenkung mit vollstandigen,
elektrisch  ansteuerbaren  optoflui-
dischen Modulen. Durch gleichzeitige
Aufnahme von Wellenldange und Aus-
gangsleistung des VECSELs sowie Vi-
deos des Fluidik-Kanals konnten den
Kanal passierende Partikel eindeutig
mit Anderungen der Laser-Ausgangs-
charakteristik korreliert werden.

Die kontinuierliche Partikelablenkung
konnte erfolgreich an Partikeln unter-
schiedlichen Durchmessers demons-
triert werden und stellt damit die
Grundlage flr eine erfolgreiche Parti-
kelsortierung dar. Exemplarisch zeigt
Abbildung 5 die Serienaufnahme eines
Experiments, bei dem ein im Kanal flie-
Bendes 15 pm groBes Partikel kontrol-
liert von seiner FlieBrichtung abgelenkt
wird.

Die erforderlichen experimentellen
Schritte zur Realisierung eines autar-
ken optofluidischen Systems nach

Abbildung 1 sind (1) die Zusammen-
fuhrung der Laserkomponenten auf
einer gemeinsamen Plattform und
deren Integration mit Fluidik-Chips,
(2) die Generation einer Datenbasis
der charakteristischen Analysesignale
verschiedenster Partikel und (3) die
Erstellung einer effizienten Software
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