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Beschreibung
|. GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung stellt ein Herstel-
lungsverfahren fur die dreidimensionale Strukturie-
rung und das Gestalten (patterning) von mindestens
zwei verschiedenen Oberflacheneigenschaften fir
Mikrosysteme oder Mikrosubstrate bereit.

II. HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] In den letzten zehn Jahren wurde ein allge-
meines Streben nach einer Miniaturisierung analyti-
scher Werkzeuge beobachtet. Zwei Hauptgrinde
treiben die Entwicklung miniaturisierter chemischer
Vorrichtungen voran, die als Micro Total Analysis
Systems (u-TAS) bezeichnet werden: Eine Abnahme
des Analytverbrauchs und eine Verringerung der
Dauer einer einzelnen Analyse. Beide Bedirfnisse
sind besonders in der Neuentwicklung der Life Sci-
ence offensichtlich, wo genetische Analysen und
Durchmusterungen mit hohem Durchsatz in der Ent-
deckung von Drogen immer mehr an Bedeutung ge-
winnen. Bei diesen Anwendungen ist die Begrenzung
des Analytverbrauchs durch die steigende Anzahl
durchgefiihrter Tests begriindet. In diesem Fall muss
die Verwendung von Reaktanten zur Analyse so ge-
ring wie madglich sein, um nicht nur die Kosten zu sen-
ken, sondern auch die Abfallerzeugung zu einzu-
schranken. In anderen Féllen ist die Analyse extrem
geringer Volumina erforderlich. Ein solches Volumen
kann nur einige nL betragen, z.B. im Falle der Analy-
se neurologischer Flissigkeit oder in der pranatalen
Diagnose. In vielen Fallen ist auch die Verkirzung
der Analysendauer ein wichtiger Punkt, z.B. in der
medizinischen Diagnose, wo der Zeitfaktor fur den
Patienten fatal sein kann. Zwei verschiedene und
komplementare Strategien wurden parallel entwi-
ckelt, um diese Zielsetzungen zu erreichen. Einer-
seits hat die Herstellung mikrofluidischer Vorrichtun-
gen die Handhabung von Fluida in pL-Volumina er-
moglicht und andererseits die Immobilisierung von
Affinitadtsreagenzien zu zweidimensionalen Tests ho-
her Dichte fir eine Affinitatsanalyse mit hohem
Durchsatz.

[0003] In den letzten Jahren haben elektrophoreti-
sche Kapillarmethoden zunehmend an Popularitat
gewonnen, insbesondere auf Grund der beobachte-
ten hohen Trennungseffizienzen, der Peak-Aufl6-
sung und der weiten dynamischen Bereiche von Mo-
lekulargewichten, die analysiert werden kénnen. Fer-
ner hat die einfache, offene réhrenartige Kapillarkon-
struktion selbst zu einer Vielzahl von Automatisie-
rungs-, Einspritz- und Erfassungsstrategien gefihrt,
die zuvor fur eher herkémmliche analytische Techno-
logien entwickelt wurden.

[0004] Der allgemeine Instrumentenaufbau umfasst

eine Kapillare, die mit einer Elektrolytldsung gefullt
ist, und eine Hochspannungsenergieversorgung, die
an Elektroden in Kontakt mit kleinen, fluidgefillten
Reservoirs an jedem Ende der Kapillare angeschlos-
sen ist. Die Energieversorgung wird betrieben, um
ein elektrisches Potenzialfeld tangential zu der Kapil-
larenoberflache im Bereich von 100 bis 1000 V/cm
anzulegen. Wenn das Potenzial angelegt ist, erfolgt
ein Migrationsprozess. Das elektrische Feld Ubt eine
Kraft auf geladene Spezies aus, die zur elektrophore-
tischen Migration von Probenmolekiilen innerhalb
der Kapillare flhrt. Wenn die File-Kapillaroberflache
geladen ist, wird ferner ein Fluss der gesamten L6-
sung durch Elektroosmose ausgeldst. Daher ist in
den meisten Fallen die Elektrophorese auf einen so
genannten elektroosmostischen Fluss (EOF) aufge-
setzt. Spezies, die sich in der Kapillare infolge dieser
Krafte bewegen, werden dann Uiber einen geeigneten
Detektor geleitet, wobei Absorption und Fluoreszenz
die haufigsten sind. Die Kapillarelektrophorese wur-
de bei zahlreichen Analyten angewandt, die fur die
Pharmazie, den Umweltschutz und die Landwirt-
schaft von Interesse sind. Ein allgemeiner Schwer-
punkt bei diesen Aktivitaten ist die Bioanalyse. Trenn-
verfahren werden zur Peptidsequenzierung, Amino-
sauren, isoelektrische Punktbestimmung fir Protei-
ne, Enzymaktivitat, Nukleinsaurehybridisierung, Dro-
gen und Metaboliten in biologischen Matrizen und Af-
finitdtstechniken wie Immunoassays entwickelt. Fer-
ner haben Pufferzusatze wie Cyclodextrine und mi-
zellare Phasen die Mdglichkeit erdffnet, chirale Tren-
nungen von biologisch aktiven Enantiomeren von To-
ptophanderivaten, Ergotalkaloiden, Epinephrinen
und anderen durchzuflihren, was firr die pharmazeu-
tische Industrie von groRem Interesse ist.

[0005] Die zuvor beschriebenen Kapillaren haben
im Allgemeinen Innendurchmesser zwischen 50 und
200 pm und sind in geschmolzenem Silika gebildet.
Die mikromechanische Herstellung von Kapillaren
wurde auch durch direkte maschinelle Bearbeitung
planarer Substrate auf Siliziumbasis durchgefihrt.
Siliziumsubstrate haben einen Uberschuss an gela-
denen Silanolgruppen und erzeugen somit einen be-
achtlichen EOF. Im Falle der mikromechanischen Be-
arbeitung kann EOF ein Vorteil sein, da der Fluss der
Bulklésung fur viele Flissigkeitsbearbeitungsvorgan-
ge verwendet werden kann. In letzter Zeit gab es in-
tensive Tatigkeiten im Bereich der Miniaturisierung
chemischer Instrumente. Die Bemiihungen galten ei-
ner Reduzierung der gesamten Laborsysteme auf
Mikrochip-Substrate, und diese Systeme werden als
Micro-Total Analytical Systems (u-TAS) bezeichnet
Wie bereits erwahnt, erwadhnt die meisten solcher
MTAS-Vorichtungen bisher fotolithographisch auf
Substraten auf Siliziumbasis erzeugt. Dieser Prozess
beinhaltet die Bildung des gewilinschten Musters auf
einer Maske, durch die ein mit Fotoresistent be-
schichtetet Siliciumdioxid-Wafer Licht ausgesetzt
wird. Dann wird das I8slich gemachte Fotoresistent
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entfernt und das erhaltene Muster isotrop mit Fluor-
wasserstoffsaure geatzt. Die geatzten Kapillaren
werden dann im Allgemeinen durch Warmebindung
mit einem Glasdeckel verschlossen. Die Bindungs-
technik ist insbesondere labor- und technologieinten-
siv und die Warmebindung erfordert Temperaturen
zwischen 600 und 1000 °C. Diese Bindungstechnik
hat eine sehr geringe Toleranz gegenuber einem De-
fekt oder dem Vorhandensein von Staub und erfor-
dert Reinraumbedingungen fiir die Herstellung, was
bedeutet, dass die Produktion sehr teuer ist. Alterna-
tive Herstellungstechniken wurden auch entwickelt,
die auf organischen Polymeren basieren. Die Her-
stellung mikrofluidischer Polymervorrichtungen wur-
de durch SpritrgieRen oder Polymerisieren von Poly-
dimethylsiloxan (PDMS) auf einer Form gezeigt. Die-
se zwei Techniken haben den Vorteil, dass eine gro-
Re Zahl von Mikrostrukturen mit demselben Muster,
das durch die Form gegeben ist, repliziert wird. Ande-
re Techniken, die auf elektromagnetischer Strahlung
entweder zur Polymerisation unter Réntgenstrahlen
(LIGA) oder zur Ablation beruhen, haben sich auch in
jungster Zeit als durchfiihrbar erwiesen. Diese letzt-
genannte Herstellungstechnik ermdéglicht eine rasche
Prototypisierung, indem ein Muster auf ein Substrat
geschrieben wird, das in die X- und Y-Richtung be-
wegt werden kann. Dann kdnnen verschiedenen
Strukturen hergestellt werden, indem das Substrat
einfach vor dem Laserstrahl bewegt wird.

[0006] Wie bereits erwahnt, wird hier das elektroos-
motische Pumpen nicht nur zum Trennen von Pro-
ben, sondern auch zur Abgabe einzelner Mengen
von Reaktionssubstanzen oder zum In-Kontakt-Brin-
gen von Ldésungen fir die Reaktion in kontinuierli-
chen Flusssystemen verwendet. Es wurden zahlrei-
che Strukturen und elektrische Verbindungen pra-
sentiert, welche die Abgabe und Analyse von Proben
in weniger als einer Millisekunde zum Beispiel durch
Elektrophorese ermdglichen.

[0007] Diese spektakuldre Eigenschaft beweist
auch, dass in diesen Mikrokanalen der Haupttrans-
portmechanismus zwischen zwei flieRenden Lésun-
gen die Diffusion ist. Da verschiedene Spezies ver-
schiedene Diffusionskoeffizienten aufweisen, wird
eine effiziente Mischung problematisch, und dies wird
haufig als ernsthafte Einschrankung fir die umfas-
sendere Verwendung von Mikrofluida in Gesamtana-
lysesystemen dargestellt. Zur Lésung dieses Pro-
blems wurden Mischer vorgestellt, in welchen die
Flusse zum Beispiel in kleinere Kanéle (20 um) geteilt
werden, bevor sie in Kontakt gebracht werden. Auf
diese Weise wird die Diffusionszeit verringert und so-
mit die Mischungseffizienz verbessert.

[0008] Die jingsten Fortschritte in der chemischen
Analyse haben die Eingliederung von Biomolekilen
beinhaltet, die imstande sind, selektiv und mit hoher
Affinitdt an Analyten von Interesse zu binden. Solche

Vorrichtungen werden haufig als Biosensoren be-
zeichnet, die eine Echtzeit-Ubertragung des Bin-
dungsereignisses in ein elektronisches Signal bein-
halten, aber auch eine analytische Technologie ent-
halten, die aus Immunoassays, Enzymreaktion, wie
auch Nukleinsaurehybridisierung besteht. Bioanalyti-
sche Vorrichtungen, die diese Technologie verwen-
den, wurden in einem groRen Anwendungsbereich
eingesetzt, in der Medizin, der Landwirtschaft, der Ar-
beitshygiene und dem Umweltschutz. Enzymelektro-
den stellen die alteste Gruppe von Biosensoren dar
und werden zunehmend zur klinischen Testung von
Metaboliten, wie Glucose, Lactat, Harnstoff, Kreatinin
oder Bilirubin verwendet. Mehrere Gruppen haben
nadelartige Elektroden fiur subkutane Glucose-Mes-
sungen entwickelt. Ein mikroelektrochemischer En-
zymtransistor wurde zur Messung geringer Glucose-
konzentrationen entwickelt, Das Streben galt weiter
anderen klinisch relevanten Metaboliten, insbeson-
dere fur die Mehrfach-Analytbestimmung. Eine Stra-
tegie, Affinitatsschritte einzugliedern, ist auch ein ak-
tiver Bereich von Biosensoren. Das aufkommende
Gebiet von DNA-Hybridisierungs-Biosensoren ist ein
besonders beliebtes Thema fur die klinische Diagno-
se von Erbkrankheiten und fur den raschen Nachweis
infektidser Mikroorganismen.

[0009] Das jiingste Interesse an der Entwicklung mi-
niaturisierter, Array-basierender Mehrfach-Analyten-
bindungstestmethoden legt nahe, dass das Gebiet
der Ligandentests vor einer technologischen Revolu-
tion steht. Die Studien in diesem Bereich haben sich
weitgehend auf Antikdrper- oder DNA-Spot-Arrays
konzentriert, die sich auf Mikrochips befinden, die po-
tenziell imstande sind, die Mengen von Hunderten
verschiedenen Analyten in einer kleinen Probe (wie
einem einzigen Bluttropfen) zu bestimmen. Immuno-
assayverfahren auf Array-Basis zeigen die besonde-
re Bedeutung in Bereichen wie der Umweltiiberwa-
chung, wo die Konzentrationen vieler verschiedener
Analyten in Testproben gleichzeitig bestimmt werden
mussen. Affymetrix entwickelte Méglichkeiten, biolo-
gische Molekile in einem hochdichten, parallelen
Format zu synthetisieren und zu testen. Die Integra-
tion von zwei Schllisseltechnologien bildet den Eck-
stein fur das Verfahren. Die erste Technologie, die
"light-directed combinatorial chemistry" (LDCC), er-
moglicht die Synthese von Hunderttausenden einzel-
ner Verbindungen bei hoher Auflésung und prazisen
Positionen auf einem Substrat. Die zweite, die konfo-
kale Laser-Fluoreszenzabtastung, ermoglicht die
Messung molekularer Interaktionen auf dem Array.

[0010] Kirzlich hat das Laboratoire d'Electrochimie
der EPFL Lausanne eine Gestaltungstechnik (patter-
ning technique) vorgestellt, die auf dem Fotoablati-
onsprozess beruht. Zur Herstellung von Mikroarrays
von Proteinen wird das Polymersubstrat zunachst mit
einer Schicht Rinderserumalbumin ("bovine serum
albumin" — BSA) blockiert, die eine nicht spezifische
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Adsorption von Protein auf der Substratschicht ver-
hindert. Dann werden auf der Oberflache durch Foto-
ablation der BSA-Schicht Mikrospots erzeugt, auf de-
nen nun Avidin absorbiert werden kann, Diese Mikro-
strukturierungstechnik ermdglicht dann eine spezifi-
sche Absorption von Antikérpern, die an Biotion ge-
bunden sind, an den Avidin-Spots, wie durch einen
Biotin-Fluorescein-Komplex erkennbar ist.

[0011] Abgesehen von elektrophoretischen Tren-
nungen und der Hybridisierung wurde in den letzten
wenigen Jahren eine zunehmende Anzahl van An-
wendungen auf p-TAS gezeigt. Es wurden
Voll-DNA-Analysegerate in einer einzigen Vorrich-
tung realisiert, mit einer Polymerasepolymersier-
ten-Kettenreaktions-Kammer, auf die eine elektro-
phoretische Trennung folgt. Es wurde auch eine Dau-
erfluss-PCR gezeigt, in der die Analytlésung durch
Kapillar-Durchquerungszonen unterschiedlicher
Temperatur geleitet wird, Es wurden auch andere ge-
netische Analysen vorgestellt, die eine Hochge-
schwindigkeits-DNA-Sequenzierung, parallele Tren-
nung hoher Dichte oder Einzel-DNA-Molekulerfas-
sung umfassen. Eine andere Anwendung der p-TAS
wurde in der Elektrochromatographie gezeigt. Eine
Elektrochromatographie mit offenem Kanal in Kombi-
nation mit Lésemittelprogrammierung wurde unter
Verwendung einer Mikrochip-Vorrichtung gezeigt.
Andere haben p-TAS erfolgreich zur Durchfiihrung
von Immunoassays verwendet, die kompetitive Mar-
ker beinhalten, wobei mehrere Vorteile gegenlber
traditionellen Formaten festgestellt wurden, ein-
schliellich (a) Trennungen hoher Effizienz zwischen
kompetitiven Markern und Antikérper-Marker-Kom-
plexen, (b) ausgezeichneter Erfassungsgrenzen (0,3
— 0,4 amol Einspritzung) bei hoher Geschwindigkeit
und (c) eines guten Potenzials fir die Automatisie-
rung. Dies wurde das erste Mal in einer mikromecha-
nisch hergestellten Kapillarelektrophoresevorrich-
tung von Koutny et al. gezeigt. Cortisol wurde in Se-
rum unter Verwendung eines kompetitiven Immuno-
assays bestimmt, der anschlieRend unter Verwen-
dung von p-TAS quantisiert wurde. Ein mikrofluidi-
sches System wurde auf einem Glas-Chip herge-
stellt, um die Mobilisierung biologischer Zellen auf
dem Chip zu untersuchen. Elektroosmotisches
und/oder elektrophoretisches Pumpen wurde zum
Antreiben des Zelltransportes in einem Netzwerk aus
Kapillarkanalen verwendet. Ein automatisierter Enzy-
massay wurde in einem mikromechanisch hergestell-
ten Kanalnetzwerk durchgefuhrt. Prazise Konzentra-
tionen von Substrat, Enzym und Inhibitor wurden in
Nanoliter-Volumina unter Verwendung eines elektro-
kinetischen Flusses gemischt. Schliefllich war die
neue Erkenntnis in der Verwendung eines mikrome-
chanisch hergestellten Systems die Kombination des
Vorteils paralleler Reaktionen und einer Flussigkeits-
handhabung in extrem kleinen Volumina mit einer
Elektrospray- oder Nanospray-Schnittstelle zur Mas-
senspektrometrieanalyse. Diese letztgenannte An-

wendung erdffnet einen Weg zur effizienten Nutzung
des Mikrochip-Formats nicht nur fur die genetische
Analyse, wo sie bereits anerkannt ist, sondern auch
in der Proteinsequenzierung.

[0012] Es wurden mehrere mikromechanische Her-
stellungsprozesse vorgestellt, die die Oberflachenei-
genschaften des Polymers modifizieren.

[0013] Es ist bekannt, dass Reaktionen von Gas-
plasmas mit Polymeren wie folgt klassifiziert werden
kénnen:
1. Oberflachenreaktionen:
Reaktionen zwischen den Gasphasenspezies
und Oberflachenspezies erzeugen funktionale
Gruppen und/oder Vernetzungsstellen an der
Oberflache.
2. Plasmapolymerisation:
Die Bildung eines Dunnfilms auf der Oberflache
eines Polymers durch Polymerisation eines orga-
nischen Monomers, wie CH,, C,H,, C,F, und C,F,,
in einem Plasma.
3. Reinigen und Abtragen (etching):
Materialien werden von einer Polymeroberflache
entfernt, indem durch chemische Reaktionen und
physikalisches Abtragen der Oberflache flichti-
gen Produkte erzeugt werden.

[0014] Patent von besonderer Relevanz im abtra-
gend wirkenden Verfahren (in the etching process):
US 5698299 (Dyconex). Dieses Patent beschreibt
die Verwendung eines abtragend wirkenden Verfah-
rens (the use of etching) zur Herstellung mehrschich-
tiger Polymerstrukturen, bespricht aber keine Anwen-
dungen modifizierter Oberflacheneigenschaften im
Gebiet der Mikrofluidik.

[0015] Patent von besonderer Relevanz fiir das Ver-
siegeln einer polymeren Mikrostruktur durch Laminie-
ren:

WO 991197 17 (Aclara Biosciences)

Patent von besonderer Relevanz fir das Gestalten
(patterning) von Eigenschaften:

WO 9823957 A(EPFL)

Andere Patente zur mikromechanischen Herstellung
und fluidischen Steuerung durch Oberflacheneigen-
schaften:

WO 9823957 A(EPFL)

WO 9846439 (Caliper technology)

WO 9807019 (Gamera Bioscience)

A. KURZDARSTELLUNG DER ERFINDUNG

[0016] GemalR der vorliegenden Erfindung wird ein
abtragend wirkendes Verfahren (etching method) zur
Herstellung von Mikrostrukturen oder Offnungen in
einem mehrschichtigen Kérper, der aus ausgewahl-
ten Materialien hergestellt ist, bereitgestellt, wobei
die Oberflacheneigenschaften der Schichten einzeln
kontrolliert und vorzugsweise gleichzeitig kontrolliert
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sind, so dass Kanale, Rillen, Reservoirs, Offnungen
und so weiter gebildet werden und verschiedene
Oberflacheneigenschaften aufweisen, die eine weite-
re Funktionalisierung gewahlter Oberflachen wie
auch eine Fluidhandhabung erméglichen.

[0017] Des Weiteren wird ein abtragend wirkendes
Verfahren der oben genannten Art bereitgestellt, wo-
bei die Kanale und Reservoirs in aufeinanderfolgen-
den, zu abtragend wirkenden Verfahren gehdrenden
Schritten hergestellt werden, zwischen welchen aus-
gewabhlte Schichten entfernt oder dem mehrschichti-
gen Korper hinzugefigt werden kénnen, oder zwi-
schen welchen die Eigenschaften ausgewahlter ge-
atzter Oberflachen modifiziert werden kénnen.

[0018] Des Weiteren wird ein solches abtragend
wirkendes Verfahren zur Herstellung von Mikrostruk-
turen oder Offnungen in einem mehrschichtigen Kor-
per bereitgestellt, der eine ausgewahlte Abfolge iso-
lierender und optisch oder elektrisch leitender
Schichten enthalten kann, wodurch die Messung
und/oder Erfassung eines oder mehrere Analyten
und/oder Fluidhandhabungsmitteln  bereitgestellt
wird.

[0019] Ebenso wird ein solches abtragend wirken-
des Verfahren bereitgestellt, in dem mehrere Schich-
ten gleichzeitig hergestellt werden, oder wo Abtrag-
prozesse verwendet werden.

[0020] Somit stellt die vorliegende Erfindung ein
Herstellungsverfahren fir die dreidimensionale
Strukturierung oder das Gestalten (patterning) von
mindestens zwei verschiedenen Oberflacheneigen-
schaften fur Mikrosysteme bereit.

[0021] Die Erfindung umfasst des Weiteren Produk-
te, die unter Anwendung dieses Verfahrens herge-
stellt werden, wie in den Anspriichen definiert.

[0022] Die Technologie beruht auf dem anisotropen
Plasmaéatzen organischer Polymerschichten, die teil-
weise durch eine metallische Maske geschutzt sind,
Die Originalitat des Verfahrens ist das Gestalten (pat-
tern)der Oberflacheneigenschaften durch dieselben
physikalischen Mittel wie jene, die fur die dreidimen-
sionale Herstellung verwendet werden, und das
gleichzeitig mit dieser Herstellung stattfindet. Ober-
flacheneigenschaften bedeuten, ohne darauf be-
schrankt zu sein, Hydrophobie, Hydrophilie, Leitfa-
higkeit, Reflektierbarkeit, Rauhigkeit und genauer,
der chemische und/oder physikalische Zustand der
Oberflache. Es ist auch mdglich, die gewilinschten
Funktionalitdten, zum Beispiel Carbonsaure, Ester,
Ether, Amid oder Imid, wahrend des abtragend wir-
kenden Verfahrens zu erzeugen. Das Gestalten der
verschiedenen Eigenschaften kann durch zwei ver-
schiedene Techniken erreicht werden, die getrennt
oder gleichzeitig angewendet werden kdénnen.

1. Die Herstellung mehrerer Polymerschichten un-
terschiedlicher Eigenschaften, zum Beispiel einer
Schichtenkonstruktion, die aus zwei dinnen
Schichten eines elektrischen Isolators (Polysty-
rols) besteht, die an beiden Seiten einer leitenden
Polymerschicht (mit Kohlenstoff gefillten Polysty-
rol) durch Schleuderbeschichtung aufgetragen
sind. Das Plasmaéatzen durchschneidet die drei
Schichten vertikal, wodurch ein Band aus leiten-
dem Band erscheint, das durch die zwei anderen
isoliert ist.

2. Das Substrat, das durch eine Maske an beiden
Seiten teilweise geschitzt ist, wird in die Mitte von
zwei Kammern (A und B) eingebracht, die herme-
tisch getrennt sind, in welchen ein Plasma in Kam-
mer A anders als in Kammer B erzeugt wird. Dazu
wird die Oberflache, die in der Kammer A expo-
niert ist, mit einem oxidativen Plasma (O,) behan-
delt, die andere mit einem nicht oxidativen Plasma
(N,). Die Oberflache eines solchen Lochs wére in
Bezug auf die Atzrate beider Plasmas zur Halfte
hydrophil und zur Halfte hydrophob.

[0023] In einer bevorzugten Ausfihrungsform kann
die Technologie zur Herstellung mikroanalytischer
Systeme angewandt werden, die fiir viele Anwendun-
gen bestimmt sind, wie zum Beispiel die chemische
und biologische Analyse, Synthese und/oder Tren-
nung. Ferner kann in einer anderen Ausfuihrungsform
die Technologie zur Herstellung von Vorrichtungen
dienen, die fur Reaktionen bestimmt sind, die an der
Grenzflache zwischen einer flissigen und einer fes-
ten Oberflache oder an der Grenzflache zwischen
zwei Lésungen stattfinden, Zum Beispiel kdnnen Mi-
kroelektroden oder Mikronadeln hergestellt und fur
den elektrochemischen Nachweis oder in der mas-
senspektrometrischen Untersuchung verwendet wer-
den. Das System kann zur Flussigkeitsextraktion zwi-
schen zwei Phasen, wie Trennungsexperimenten,
verwendet werden. Ferner kann die Technologie bei
jeder Art von induziertem Fluss, wie Diffusion, Kon-
vektion (zum Beispiel durch Elektroosmose) oder Mi-
gration (zum Beispiel durch Elektrophorese) ange-
wandt werden. Die Technologie kann auch fir An-
wendungen verwendet werden, wo die durch Plasma
erzeugte Oberflache chemisch oder biochemisch de-
rivatisiert wird, um chemische oder biochemische
Tests auszufiihren. Als weiteres Beispiel kann die
Technologie bei Reaktionsarten angewandt werden,
wo die Temperatur eingestellt und/oder gesteuert
werden kann, zum Beispiel durch die Verwendung
elektrischer Mittel, wie integrierter Thermistoren oder
Thermosonden, wie zum Beispiel fir PCR-Reaktio-
nen.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN
[0024] Fig. 1A bis Fig.1E zeigen schematische

Schnittansichten durch einen Abschnitt einer Ausfih-
rungsform des mehrschichtigen Korpers, die Verfah-
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ren zur Herstellung von Mikrostrukturen oder Offnun-
gen in diesem mehrschichtigen Korper zeigen, der an
beiden Seiten beschichtet ist und aus mehreren Ma-
terialien hergestellt ist.

[0025] Fig.2A bis Fig. 2E zeigen schematische
Schnittansichten durch einen Abschnitt einer Ausfih-
rungsform des mehrschichtigen Kérpers, die Verfah-
ren zur Herstellung von Mikrostrukturen oder Offnun-
gen in diesem mehrschichtigen Korper zeigen, der an
beiden Seiten beschichtet ist und aus mehreren Ma-
terialien hergestellt ist, wobei eine der Schichten be-
reits Mikrostrukturen oder Offnungen enthéilt.

[0026] Fig. 3A bis Fig. 3C zeigen schematische
Schnittansichten durch einen Abschnitt einer Ausfih-
rungsform des mehrschichtigen Korpers, die Verfah-
ren zur Herstellung von Mikrostrukturen oder Offnun-
gen in diesem mehrschichtigen Korper zeigen, der
aus mehreren Materialien hergestellt ist, unter Ver-
wendung von abtragend wirkenden Prozessen, die
eine gleichzeitige Bearbeitung einer Schicht und Ent-
fernung einer anderen ermdglichen.

[0027] Fig.4A bis Fig. 4C zeigen schematische
Schnittansichten durch einen Abschnitt einer Ausfih-
rungsform des mehrschichtigen Korpers, die Verfah-
ren zur Herstellung von Mikrostrukturen oder Offnun-
gen in einem mehrschichtigen Koérper zeigen, der aus
mehreren Materialien hergestellt ist, unter Verwen-
dung von mehreren abtragend wirkenden Prozessen,
die eine unterschiedliche Strukturierung von zwei
verschiedenen Abschnitten einer Schicht ermdgli-
chen.

[0028] Fig. 5 ist ein schematisches Diagramm, das
ein Verfahren zur Bearbeitung eines Kunststofffiims
unbestimmter Lange gemal’ der vorliegenden Erfin-
dung zeigt.

[0029] Fig. 6A bis Fig. 6E zeigen schematisch eine
Abfolge einer mikromechanischen Herstellung mit
Plasmaatzen.

[0030] Fig.7A bis Fig. 7C zeigen eine Seitenan-
sicht von Mikrostrukturen, die durch Plasmaatzen
hergestellt wurden, mit den Elektroden und der Lami-
nierung.

[0031] Fig. 8 ist eine Draufsicht von oben auf die
unversiegelte Mikrostruktur, gemeinsam mit ndheren
Ansichten der Elektroden-Mikroscheibe, die in den
Mikrokanal eingesetzt ist.

[0032] Fig. 9A zeigt die voltammetrische Erfassung
von Ferrocencarbonsaure im Mikrokanal mit einer
Drei-Elektroden-Konfiguration gegen eine Ag/Ag-
Cl-Elektrode (Ferrocencarbonsaurekonzentration
von 0 bis 500 pM in 125 mM PBS, pH 7,4 + KCI 100
mM).

[0033] Fig. 9B zeigt die Ferrocencarbonsaurekon-
zentration gegen den Strom bei 400 mV gegen
Ag/AgCl.

[0034] Fig. 10 zeigt die voltammetrische Erfassung
von Glucose bei 15 mM im Mikrokanal mit einer
Drei-Elektroden-Konfiguration gegen eine Ag/Ag-
Cl-Elektrode (Ferrocencarbonsaurekonzentration
100 uM in 125 mM PBS, pH 7,4 + KCI 100 mM).

[0035] Fig. 11A zeigt die voltammetrische Erfas-
sung verschiedener Konzentrationen von Glucose im
Mikrokanal mit einer Drei-Elektroden-Konfiguration
gegen eine Ag/AgClI-Elektrode (Ferrocencarbonsau-
rekonzentration 100 pM in 125 mM PBS, pH 7,4 +
KCI 100 mM).

[0036] Fig. 11B zeigt die Glucosekonzentration ge-
gen den Strom bei 400 mV gegen eine Ag/AgClI-Elek-
trode im Inneren des Mikrokanals.

[0037] Fig. 12A zeigt die voltammetrische Erfas-
sung verschiedener Konzentrationen von Glucose
auf den Pads mit einer Drei-Elektroden-Konfiguration
gegen eine Ag/AgClI-Elektrode (Ferrocencarbonsau-
rekonzentration 100 pM in 125 mM PBS, pH 7,4 +
KCI 100 mM).

[0038] Fig. 12B zeigt die Glucosekonzentration ge-
gen den Strom bei 400 mV gegen eine Ag/AgClI-Elek-
trode auf den Elektrodenpads.

[0039] Fig. 13 zeigt die hier verwendete Konfigura-
tion flr das elektrokinetische Pumpen bei 1100 Volt
und das gleichzeitige elektrochemische Erfassen.
Diese Struktur ist eine Draufsicht von oben auf die
Struktur, die als Querschnitt in Fig. 7C dargestellt ist,
und

[0040] Fig. 14 zeigt die elektrochemische Erfas-
sung von Ferrocencarbonsaure, die durch elektroos-
motischen Fluss in der Vorrichtung von Fig. 13 ge-
pumpt wird (1 mM Ferrocencarbonsaure in 10 mM
Phosphatpuffer bei pH 7,4).

B. BESCHREIBUNG DER BEVORZUGTEN AUS-
FUHRUNGSFORMEN

[0041] Der Begriff "Mikrostruktur", wie hierin ver-
wendet, bedeutet und bezeichnet einen einzigen Mi-
krokanal, eine Anordnung von Mikrokanalen oder ein
Netzwerk miteinander verbundener Mikrokanale, die
in ihrer Form nicht eingeschrankt sind, aber einen
Querschnitt aufweisen, der mikrofluidische Manipula-
tionen ermdglicht. Gemal der vorliegenden Erfin-
dung werden diese "Mikrostrukturen" fiir gewdhnlich
z.B. in einer Platte, einem ebenen Substrat oder der-
gleichen gebildet, und sind fur gewodhnlich in mindes-
tens zwei Schichten hergestellt, wobei eine das ge-
wiinschte Mikrostrukturmuster enthalt und eine zwei-
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te als Versiegelungskomponente dient.

[0042] Der Begriff "Offnungen"”, wie hierin verwen-
det, bedeutet und bezeichnet hohle Durchlasse oder
Raume. Diese Offnungen enthalten zum Beispiel Re-
aktionskammern, Reservoirs, Vertiefungen und der-
gleichen. Sie kdnnen getrennt vorliegen oder kdnnen
an einem Ende einer Kanals vorgesehen sein. Wenn
solche Offnungen getrennt vorliegen, kénnen sie zum
Beispiel zum Einfihren von Reagenzien, zum Mi-
schen, zur Inkubation, zum Waschen, zur Reaktion,
zum Erfassen und dergleichen verwendet werden,
wie z.B. in homogenen Tests erforderlich ist. Wenn
sie an einen Kanal angeschlossen sind, werden sie
zum Beispiel als Mittel zum Einleiten eines Fluids in
einen Hauptkanal oder ein Kanalnetzwerk verwen-
det. Wenn sie durch mehrere Schichten gehen, kon-
nen diese Offnungen auch zur Bildung einer Mikro-
struktur verwendet werden, die ausgewahlte Ab-
schnitte mit verschiedenen Oberflacheneigenschaf-
ten hat.

[0043] In der vorliegenden Erfindung sind "Kanale"
und "Mikrokanale" Leitungen oder Mittel zur Verbin-
dung (z.B. Fluidverbindung) zwischen Offnungen und
dergleichen. Sie enthalten zum Beispiel Graben, Ril-
len, Rinnen, Kapillaren und so weiter, ohne Ein-
schrankungen hinsichtlich der Form. Die "Mikrokana-
le" sind auf 0,1 bis 1000 ym in mindestens einer ihrer
Dimensionen beschrankt.

[0044] Die "Oberflacheneigenschaften", wie hierin
verwendet, bedeuten und bezeichnen den chemi-
schen und/oder physikalischen Zustand der Oberfla-
che. Sie umfassen zum Beispiel Hydrophobie, Hy-
drophilie, Leitfahigkeit, Reflektierbarkeit, Rauhigkeit,
Siebrate, Affinitdt und so weiter. Der Begriff "Leitfa-
higkeit" bezeichnet hier die Fahigkeit einer Oberfla-
che, Elektronen von einem anderen Material oder ei-
ner anderen Lésung in ihr Volumen zu Ubertragen,
oder im Gegensatz dazu, Elektronen von ihrem Volu-
men in ein anderes Material oder in eine andere L6-
sung, das/die sich in Kontakt befindet, zu Ubertragen.
Diese Oberflacheneigenschaften hangen an sich mit
der Art der Materialien zusammen, die zur Bildung je-
der Schicht verwendet werden, und sie kénnen ge-
maR der vorliegenden Erfindung in einigen Teilen ei-
nes mehrschichtigen Kérpers wahrend des Struktu-
rierungsprozesses modifiziert werden. In einigen
Ausfuhrungsformen kénnen die Oberflacheneigen-
schaften gewabhlter Teile eines mehrschichtigen Kor-
pers nach dem Strukturierungsprozess weiter modifi-
ziert werden. Die Oberflacheneigenschaften dienen
zum Beispiel zur Steuerung, ob ein Medium innerhalb
der gebildeten Mikrostrukturen oder Offnungen ver-
drangt wird oder nicht. Gemaf der vorliegenden Er-
findung kénnen die Oberlacheneigenschaften in ver-
schiedenen Teilen eines mehrschichtigen Koérpers
gewahlt werden, um zum Beispiel einen Kapillarfluss,
einen Elektrofluss (d.h., elektrokinetischen Fluss,

elektroosmotischen  Fluss, elektrophoretischen
Fluss, dielektrophretischen Fluss und so weiter), eine
chromatographische Retention, Molekilbindung
(z.B. Adsorption oder Physisorption), optische oder
elektrische Leitfahigkeit und so weiter zu vermeiden
oder zu begunstigen.

[0045] Fig. 1 bis Fig. 4 zeigen verschiedene Arten
zur Herstellung von Mikrostrukturen in einem mehr-
schichtigen Korper mit gleichzeitiger Steuerung der
Eigenschaften der mit einem abtragend wirkenden
Verfahren behandelten Oberflachen (etched sur-
face). In einigen Ausflihrungsformen ist der mehr-
schichtige Koérper ein Kunststofffilm, der mit einem
Abtragungsresistent (etch resist) an einer oder bei-
den Seiten beschichtet ist. Der Begriff "Abtragungs-
resistent" bezeichnet hier eine Substanz, die gegen-
Uber dem abtragend wirkenden Medium (etching me-
dium) bestandig ist oder zumindest viel bestandiger
ist als das abzutragende Material (material to be et-
ched).

[0046] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird
das Plasmaatzen, d.h., eine Technik, bei der das ab-
tragend wirkende Medium gasférmig ist, vorzugswei-
se gegenlber anderen Techniken verwendet, wie
dem nassen chemischen Atzen oder der Fotoablati-
on, wegen der Schwierigkeit des erstgenannten, die
notwendige Prazision bereitzustellen, die zur Herstel-
lung von Mikrostrukturen notwendig ist, und wegen
der relativ geringen Bearbeitungsgeschwindigkeit
des letztgenannten. Es ist dennoch mdglich, Kombi-
nationen dieser Methoden zu verwenden, um ausge-
wahlte, Oberflachen von mit einem abtragend wir-
kenden Verfahren behandelten Schichten weiter zu
modifizieren, um deren Funktionalitat zu modifizie-
ren.

[0047] Die Prazision der Plasmaatzmethode hangt
direkt von der Prazision des Musters ab, das in den
Beschichtungen aus Abtragungsresistent strukturiert
ist, und von der Dicke der Schicht, die zu atzen ist. Es
kénnen alle verfugbaren Methoden, wie zum Beispiel
die fotochemischen Prozesse, die in der Elektronikin-
dustrie verwendet werden, zum Strukturieren des Ab-
tragungsresistent angewendet werden, wie zum Bei-
spiel eines Fotoresistens mit Mikrometerprazision.
Das Plasmaatzen hat den weiteren Vorteil, ein Rich-
tungsatzen (anisotropes Plasmaatzen) zu ermdgli-
chen, das ein seitliches Atzen des Materials unter
dem Abtragungsresistent verhindert, ein Phanomen,
das als "Unteratzen" bezeichnet wird, Ferner kann
das Abtragungsresistent nach der Herstellung der
Mikrostruktur oder von Offnungen entfernt werden,
wenn das Material des Abtragungsresistent nicht er-
wiinscht ist. Dies gilt zum Beispiel im Falle von Kunst-
stofffilmen, die vor dem Atzprozess, z.B, durch Vaku-
ummetallabscheidung, metallisiert wurden, die aber
fur ihre Anwendungen kein Metall aufweisen kénnen,
Schlielich ist der Hauptvorteil des Plasmaatzens in
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Bezug auf die vorliegende Erfindung, dass das Atz-
medium geandert werden kann, um die gewunschte
Oberflacheneigenschaft ausgewahlter Materialien zu
gestalten.

[0048] Fig. 1 bis Fig. 4 zeigen verschiedene Arten
einer Mikrostrukturierung von Polymerschichten, die
verschiedene Oberflacheneigenschaften an der
Oberflache jedes, den mehrschichtigen Korper bil-
denden und durch abtragend wirkende Verfahren be-
handelten Materials ergeben. Die Figuren sind nicht
malstabgetreu und stellen nur einen Teil der gesam-
ten Korper dar. Sie zeigen auch verschiedene Stufen
eines abtragend wirkenden Prozesses, der an beiden
Seiten des mehrschichtigen Kérpers ausgefihrt wird,
obwohl jede Seite des mehrschichtigen Kérpers der
Reihe nach bearbeitet werden kann.

[0049] Fig. 1A zeigt einen Abschnitt eines mehr-
schichtigen Korpers, der zum Beispiel aus einem
Kunststofffilm 3 besteht, der an beiden Seiten mit ei-
nem Laminat 2, 2' versiegelt ist, das aus einem zwei-
ten Material hergestellt ist, das mit einem Abtra-
gungsresistent 1, 1' beschichtet ist. Der mittlere
Kunststofffilm ist zum Beispiel 100 pm dickes Polye-
thylenterephthalat (PET), wahrend der Laminatfilm
25 pm dickes Polyethylen (PE) ist, das mit der ersten
Schicht durch irgendeine verfligbare Technik fest ver-
bunden ist Das Abtragungsresistent kann ein Metall,
wie Kupfer, mit einer Dicke von 12 pm sein, das durch
einen bekannten elektrolytischen Prozess, durch La-
minieren, Sputtern oder eine andere verfligbare
Technik aufgetragen wurde. Dieses Abtragungsresis-
tent enthalt bereits Ausnehmungen, wie 4 und 4', die
die notwendige Form zur Herstellung des gewuinsch-
ten Musters haben, und die an den gewtinschten Po-
sitionen angeordnet sind, wo Offnungen gebildet wer-
den sollen. Die vorbereitenden Schritte des Fotore-
sistentauftrags an beiden Seiten des Kérpers und die
Weiterentwicklung dieser Fotoresistentbeschichtung,
um die Ausnehmungen 4 und 4' in dem gewinschten
Muster zu erhalten, sind in keiner der folgenden Figu-
ren dargestellt, da ihre Herstellung nicht Gegenstand
der vorliegenden Erfindung ist.

[0050] In Fig. 1B und Fig. 1C werden die Offnun-
gen 5, 5'und 7, 7' der Reihe nach durch die Schich-
ten 2, 2' beziehungsweise 3 abgetragen, wodurch
Durchlasse erhalten werden, die verschiedene Ober-
flacheneigenschaften 6, 6' und 8 aufweisen. In
Fig. 1D wird das Abtragungsresistent 1 durch ir-
gendeine verfigbare Methode entfernt, wie sie fir die
verschiedenen Anwendungen erforderlich ist Ebenso
kann das Abtragungsresistent mit einer weiteren
Schicht (nicht dargestellt) zum Beispiel fur Grenzfla-
chenverbindungen der Metallbeschichtungen be-
schichtet werden. Jedem dieser Abtragungsschritte
kann eine Behandlung in einer Lésung vorangehen,
nicht dargestellt, um die Abtragungsdauer zu verrin-
gern. Ferner kann auf jeden dieser Abtragungsschrit-

te eine Behandlung folgen, um die Oberflachenei-
genschaften der strukturierten Offnungen zu modifi-
zieren. In dem Beispiel, in dem der Korper ein
PET-Film ist, der mit Kupfer beschichtet und mit ei-
nem laminierten PE-Film versiegelt ist, wird die Ober-
flache des PET-Films wahrend eines oxidativen Ab-
tragungsprozess (wie dem Sauerstoffplasmaéatzen)
sehr stark hydrophil gemacht, wahrend die Oberfla-
che des PE deutlich weniger hydrophil bleibt.

[0051] In diesem Fall ist ein Tropfen einer wasseri-
gen Lésung, der auf die Kupferbeschichtung 1 abge-
schieden wird, nicht imstande, in die Offnung 7 durch
Kapillarfullung einzudringen. Es muss eine aullere
Kraft auf diesen Tropfen ausgetibt werden, damit die-
ser die hydrophile Oberflache 8 erreicht. Sobald die
Oberflache 8 mit dem Tropfen in Kontakt kommt, ruft
dies ein kapillares Fillen in diesem Abschnitt der Mi-
krostruktur hervor, das aber gestoppt wird, sobald die
Flissigkeitsfront die zweite hydrophobe Oberflache
6' erreicht. Auch hier ist eine aulRere Kraft notwendig,
damit die Fluidfront in die Offnung 7* eindringen kann.
Dieses Beispiel zeigt eine Art, wie Fluide in Mikro-
strukturen, die gemal der vorliegenden Erfindung
gebildet wurden, gehandhabt werden koénnen. Es
kann auch ein abtragend wirkendes Verfahren ver-
wendet werden, das Oberflachen mittlerer Hydropho-
bie liefert, um den Fluidfluss in einem bestimmten Ab-
schnitt einer Mikrostruktur zu verlangsamen, was vor-
teilhaft sein kann, um eine Reaktion, eine Adsorption
und so weiter zu vollenden, falls langere Zeitperioden
notwendig sind.

[0052] In Eig. 1E wird der strukturierte mehrschich-
tige Korper mit einer zusatzlichen Schicht 9 unter
Verwendung eines herkémmlichen Verfahrens, wie
zum Beispiel Laminieren, beschichtet, um ein Ende
der gebildeten Struktur zu versiegeln, wodurch eine
Mikrostruktur mit nur einer Offnung an dem gegenii-
berliegenden Ende erhalten wird.

[0053] Fig. 2 zeigt verschiedene Stufen eines Her-
stellungsverfahrens, das jenem, das in Fig. 1 darge-
stelltist, ganz ahnlich ist. Der einzige Unterschied be-
steht darin, dass die mittlere Schicht 3 eine oder
mehrere Mikrostrukturen oder Offnungen 10 enthalt,
die an der oder den gewtinschten Positionen so an-
geordnet sind, dass sie eine Verbindung mit der
durch Abtragung zu generierenden Offnung verhin-
dern (nicht dargestellt) oder ermdglichen. Im letzte-
ren Fall wird die Form der fertigen Mikrostruktur, die
durch den Abtragungsprozess gebildet wird, modifi-
ziert, wie auch das Ausmal der Oberflacheneigen-
schaften 8, die wahrend dieses Abtragungsprozes-
ses gestaltet werden, In einer anderen Variation ist
(sind) die Mikrostruktur(en) oder Offnung(en) 10 aus
einem dritten Material hergestellt, wie z.B. einem Po-
lymer, einem Gel, einer Paste und so weiter, oder ist
(sind) mit einer Reihe von Materialien, wie Fasern,
Wellenleitern, Kiigelchen und so weiter, gefullt.
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[0054] Fig. 3 und Fig. 4 zeigen zwei verschiedene
Méoglichkeiten, Mikrostrukturen in verschiedenen
Schichten unter Anwendung mehrerer Abtragungs-
prozesse herzustellen. In Fig. 3 ist die Schicht 11 ge-
genuber einem ersten Abtragungsprozess bestandig
und enthalt die Ausnehmung 15, um das gewlinschte
Muster in Schicht 12 herzustellen. Ein zweiter Abtra-
gungsprozess wird dann zur Herstellung der ge-
wiinschten Mikrostrukturen oder Offnungen verwen-
det, um gleichzeitig eine Schicht in Schicht 13 zu ent-
fernen, ohne die Oberflacheneigenschaften 16 der
zuvor durch Abtragung behandelten Schicht zu ver-
andern, und andere Oberflacheneigenschaften 17 in
Schicht 13 zu erzeugen. Im vorliegenden Fall dient
die Schicht 11 nur als Abtragungsresistent fir den
ersten Herstellungsschritt, da sie nicht zur Verwen-
dung des strukturierten Kérpers bestimmt ist. Wenn
diese Schicht flir den zweiten Abtragungsprozess
nachteilig ist, kann sie vor dem Strukturieren der
Schicht 13 entfernt werden. In einer anderen Ausfih-
rungsform kann die Schicht 11 derart gewahlt wer-
den, dass sie gegentiber dem ersten Abtragungspro-
zess bestandig ist, aber nicht gegentiber dem zwei-
ten, so dass beide Schichten 11 und das gewlinschte
Muster in Schicht 13 gleichzeitig durch Abtragung be-
handelt werden. In Fig. 3 erstrecken sich die durch
abtragend wirkende Verfahren erhaltenen Mikro-
strukturen oder Offnungen nicht durch die Schicht 14,
die gegenuber beiden Abtragungsprozessen bestan-
dig ist. Dies ist jedoch keine Notwendigkeit fir den
Prozess, und der mehrschichtige Korper kann derart
gewahlt werden, dass beide Seiten nach der oben
genannten Prozedur gleichzeitig abtragend bearbei-
tet werden. Ferner kénnen die oben genannten Ope-
rationen auch mehrere Male wiederholt werden, um
Mikrostrukturen und Offnungen in einem Kérper her-
zustellen, der eine gréRere Zahl von Schichten ent-
halt.

[0055] Fig. 4 zeigt eine Methode ahnlich jener, die
in Fig. 3 dargestellt ist, fur die Strukturierung eines
mehrschichtigen Korpers und die Gestaltung von
Oberflacheneigenschaften verschiedener Arten in
verschiedenen Schichten. Das Abtragungsresistent
15 enthalt mehrere Ausnehmungen 20 und 21, und
die zweite Schicht ist aus mehreren Materialien (zwei
Materialien 16 und 17 im dargestellten fall) herge-
stellt. Keiner der Abtragungsprozesse kann das Ab-
tragungsresistent 15 angreifen und diese Schicht
wird zwischen zwei Herstellungsschritten nicht ent-
fernt. Die Materialien 16 und 17 sind so gewahlt, dass
nur das Material 16 gegeniber dem ersten Abtra-
gungsprozess bestandig ist, so dass eine Ausneh-
mung nur in der Schicht 17 gebildet wird. In einem
zweiten Schritt wird ein zweiter Abtragungsprozess
verwendet, um die gewinschten Mikrostrukturen
oder Offnungen entweder nur in der Schicht 16, nur
in der Schicht 18 (diese Falle sind nicht dargestellt)
oder gleichzeitig in beiden Schichten 16 und 18 zu er-
zeugen. Dies fiihrt zu einer dreidimensionalen Struk-

tur, in der Locher 20 und 21 verschiedene Oberfla-
cheneigenschaften aufweisen, abhangig von der Art
der Schichten und von dem Schritt, in dem sie abtra-
gend bearbeitet werden. Im vorliegenden Beispiel
kénnen die Oberflachen 22, 23 und 24 verschiedene
Eigenschaften haben, oder die Oberflachen 23 und
24 haben dieselben Eigenschaften, wahrend 22 an-
ders ist, wenn die Schichten 16 und 18 aus gleichen
Materialien bestehen.

[0056] Es muss auch betont werden, dass die Ober-
flachen der durch abtragend wirkende Verfahren ge-
wonnenen Mikrostrukturen, die in Fig. 1 bis Fig. 4
beschrieben sind, weiter behandelt werden kdnnen,
um ein Molekul in ausgewahlten Materialien und/oder
ausgewahlten Schichten zu binden, zu immobilisie-
ren oder aufzutragen. Dies kann zum Beispiel zur Im-
mobilisierung biologischer Molekile auf einem be-
stimmten Abschnitt einer Schicht angewendet wer-
den, um eine Trennung oder einen Test durchzufiih-
ren. Affinitdtschromatographie, Enzymgekoppelter
Immunabsorptionstests ("enyzme-linked immunosor-
bent assays") Rezeptorbindungstests sind einige
Beispiele fir die Anwendungen der Mikrostrukturen,
die geman der Erfindung hergestellt werden. Ein &hn-
liches organisches Material wie zum Beispiel Lysin,
Polyacrylamid oder Natriumdodecylsulfat, kann an
ausgewahlten durch abtragend wirkende Verfahren
bearbeitete Schichten angeordnet werden, um eine
Elektrophorese durchzufihren.

[0057] Eig.5 zeigt einen kontinuierlichen Prozess
zur Herstellung von Mikrostrukturen und Offnungen
in Kunststofffilmen. Eine Vorratsrolle 31 stitzt den
mehrschichtigen Kdrper 32, der entweder mit einem
Abtragungsresistent an einer oder beiden Seiten be-
schichtet sein kann, der vorgeformte Vertiefungen
enthalt oder nicht. Kleine Walzen 33 lenken den
mehrschichtigen Koérper durch verschiedene Pro-
zessstufen und -schritte 40 bis 43, und das abschlie-
Rende Ende des mehrschichtigen Korpers wird auf
eine Aufnahmewalze 39 gewickelt, um das Endpro-
dukt zu sammeln. Dieser Aufbau kann zum Beispiel
zur Verarbeitung der in Eig. 4 dargestellten Struktur
verwendet werden. Eine erste Stufe 40 umfasst alle
Schritte, die zum Beschichten des mehrschichtigen
Korpers 32 mit einem Abtragungsresistent 15 not-
wendig sind, der Vertiefungen 20 und 21 enthalt. In
einer Metallatz- und Fotoresisenttransportstufe 41
findet ein Atzen der Metallschichten 15 an der Stelle
der Vertiefung 20 statt, wo die Mikrostrukturen
und/oder Offnungen gebildet werden sollen. In der
nachsten Prozessstufe 42 wird ein anderer, zweiter
Prozess verwendet, um Schichten 16 und 18 gleich-
zeitig zu abzutragen, wodurch die gewlnschten
Oberflacheneigenschaften 22, 23 und 24 in jedem
Material erhalten werden. Wahrend der letzten Pro-
zessstufe 43 wird das Abtragungsresistent 15 ent-
fernt und der strukturierte, mehrschichtige Korper
schlief3lich durch Laminieren mit einem erganzenden
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Kunststofffilm 38 versiegelt, wodurch das Endprodukt
39 erhalten wird.

[0058] Der Bandinstallation kénnen auch weitere
Prozessstufen hinzugefligt werden und die verschie-
denen Prozessstufen kénnen anderen Funktionen
gewidmet sein, wie dem Waschen, Harten, Beschich-
ten, der Oberflachenmodifizierung, Immobilisierung
und so weiter. Ebenso kdnnen dem Kérper zwischen
zwei oder mehreren Prozessstufen Schichten hinzu-
gefligt werden. Dies ist in Fig. 5 durch die zusatzliche
Walze 34 dargestellt, die das Laminieren eines
Kunststofffilms 35 ermdglicht, der zum Beispiel als
Versiegelung der geatzten Mikrostrukturen und Off-
nungen, die in vorangehenden Prozessstufen gebil-
det wurden und/oder als zusétzliches Abtragungsre-
sistent fir die nachsten Prozessstufen verwendet
wird.

[0059] Um das Konzept der Erfindung beispielhaft
darzustellen, wird im Folgenden ein Beispiel fur ein
Experiment und dessen Ergebnisse beschrieben,
das unter Verwendung des Verfahrens gemass der
Erfindung ausgefuihrt wurde.

[0060] Fur das Experiment werden Polyimidfolien,
die an beiden Seiten mit 5 pm dickem Kupfer be-
schichtet sind, als Substratmaterial verwendet.

[0061] In einem ersten Schritt werden plasmageatz-
te Mikrostrukturen hergestellt. Plasma ist ein hoch er-
regter Zustand einer Substanz, fur gewohnlich eines
verdinnten Gases, in dem ein bestimmter Prozent-
satz der Gasatome und Molekdle ionisiert sind und
sich dann teilen, um hoch reaktionsfahige Gasradika-
le zu bilden. Diese chemisch aggressiven Partikel re-
agieren vorzugsweise mit organischen Materialien
und erzeugen Reaktionsnebenprodukte, die an-
schlieRend von der Oberflache desorbiert werden.
Wenn die Oberflache eines organischen Dielektri-
kums teilweise mit einer Metallmaske bedeckt ist,
kdnnen nur die offenen Flachen angegriffen werden.

[0062] 40 x 40 cm? Polyimidfolien mit einer Dicke
von 50 pm, die an beiden Seiten mit 5 pm Kupfer be-
schichtet sind, werden in einem Rahmen fixiert. Das
Kupfer wird nach dem Strukturieren des Fotoresis-
tents mit Hilfe eines Computerdruckers, z.B. einem
25000 dpi hochauflésenden Drucker, chemisch ab-
getragen.

[0063] In Fig. 6A bis Fig. 6E ist die Herstellungsab-
folge fur eine doppelseitige Folie mit plasmaerzeug-
ten Mikrostrukturen schematisch dargestellt. Fig. 6A
zeigt eine Folie 50, die an beiden Seiten mit einer
Kupferschicht 51 bedeckt ist. In Eig. 6B werden diese
Kupferschichten dann mit einem Fotoresistent 52 be-
schichtet, der des Weiteren mit Licht bestrahlt wird,
so dass zwei Loécher 53 und 53' und eine Ausneh-
mung 54 entstehen, wie in Eig. 6C dargestellt ist.

Dieser mehrschichtige Korper wird dann chemisch
geatzt, um die Kupferschichten zu strukturieren und
Lécher 55 und 55' und eine Ausnehmung 56 in den-
selben Mustern zu bilden, wie jene, die in den Foto-
resistentschichten hergestellt wurden (Fig. 6D). Die
Polymerfolie wird dann strukturiert, indem sie Plasma
ausgesetzt wird, um einen Einlass 57 und ein Aus-
lassreservoir 57" an einer Seite und eine Rille 58 an
der anderen Seite zu bilden (Fig. 6E).

[0064] Auf Grund der Tatsache, dass Plasma von
beiden Seiten Zugang zu dem Substrat hat, werden
die Lécher 57 und 57" und die Rille 58 gleichzeitig ge-
bildet, wenn das Kupfer 51 an beiden Seiten der Folie
50 strukturiert ist. Nach diesem Prozess kann der
Oberflachenzustand des Polymers sehr hydrophob
oder hydrophil sein, abhangig von der Plasmazusam-
mensetzung, die entweder O,, CF, oder N, ist. In den
folgenden Beispielen wurde Sauerstoffplasma ver-
wendet, um eine oxidierte Oberflache zu erhalten, die
einen Kapillarfluss im Inneren der Mikrokanale erzeu-
gen kann. Dennoch bleibt die Oberflache auRerhalb
der Kapillare, die durch die Kupferschicht geschuitzt
ist, hydrophob.

[0065] Der oben genannte Prozess kann wiederholt
werden, um strukturierte Abschnitte verschiedener
Niveaus (verschiedener Tiefen) zu schaffen, wodurch
Ausnehmungen, Hoéhlen, vorstehende Elemente und
dergleichen erzeugt werden. Dies kann zum Beispiel
verwendet werden, um einen Kontakt unter den ver-
schiedenen Schichten herzustellen, die den mehr-
schichtigen Kérper bilden.

[0066] In einem anderen Beispiel wird dieser Pro-
zess verwendet, um Elektroden in die Vorrichtung
einzufligen. Zu diesem Zweck werden gut definierte
Abschnitte der strukturierten Vorrichtung (wie zum
Beispiel Abschnitte der Rille 58, die in Eig. 6E darge-
stellt ist) wieder dem Plasma durch eine neue Kupfer-
maske ausgesetzt, die die gewiinschten Muster ent-
halt. Auf diese Weise kann die Polymerfolie 50 weiter
geatzt werden, bis die Kupferschicht 51 erreicht ist.
Nach diesen Schritten wird ein Metall, wie zum Bei-
spiel Gold, auf die Kupferschicht elektroplattiert, um
eine Oberflache zu erhalten, die fur elektrochemi-
sche Zwecke geeignet ist.

[0067] Ein Beispiel fir eine solche plasmageatzte
Vorrichtung ist in Fig. 7A dargestellt. Im vorliegenden
Fall ist die Vorrichtung in einer 50 pym dicken Polyi-
midfolie hergestellt und enthalt: Einen Mikrokanal 58
mit einem Einlass 57 und einem Auslass 57', wie
auch zwei Mikroelektroden 59, die goldbeschichtete
Kupferpads sind. Die fertige Struktur wird dann durch
Laminieren einer 35 um dicken Polyethylentereph-
thalat-Polyethylen (PET-PE-) Schicht 60 (Morane
LTD, UK) durch dieselbe Prozedur versiegelt, die be-
reits an anderer Stelle vorgestellt wurde.
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[0068] Es ist sehr wichtig, die Oberflacheneigen-
schaften des Kanals nach dem Herstellungsprozess
zu beobachten, der schematisch in Fig. 7B beschrie-
ben ist. Tatsachlich ist im Inneren des Mikrokanals
die Oberflache 61 geladen und somit hydrophil, was
notwendig ist, damit ein Kapillar- und/oder elektroos-
motischer Fluss mdglich ist. Die Wand des versiegel-
ten Mikrokanals, die aus der laminierten Schicht 62
besteht, ist auf Grund der Eigenschaften des PE we-
niger hydrophil. AuBerhalb der Kapillare muss die
Oberflache 63 hydrophob sein, so dass die Dispersi-
on des Lésungstropfens um die Offnungen, die als
Einlass und Auslass dienen, vermieden wird. In den
folgenden Beispielen ist Polyimid, das ein hydropho-
bes Material ist, fir diesen Zweck gewahlt, da es hy-
drophil wird, wenn es dem Sauerstoffplasma ausge-
setzt wird. Eine andere Oberflacheneigenschaft ist
die Leitfahigkeit der Oberflache 64, wo die metalli-
sche Schicht mit der Lésung in Kontakt ist. Diese
Strukturen zeigen daher das Konzept der Erfindung:
Gestalten verschiedener Oberflacheneigenschaften,
die fur die Steuerung der Fluidflisse notwendig sind,
Ausfihren chemischer Reaktionen, Erfassen von
Analyten und so weiter.

[0069] Fig.7C zeigt ein anderes Beispiel fir die
Verteilung der oben genannten Oberflacheneigen-
schaften, wo Elektroden direkt iber dem Einlass und
Auslass des versiegelten Mikrokanals angeordnet
sind.

[0070] Danach wird die elektrochemische Erfas-
sung durch zyklische Voltammetrie mit einem AEW2
tragbaren Potentiostat (Sycopel Scientific, UK)
durchgefihrt, indem eine der Elektroden als Arbeits-
elektrode ("working electrode" — WE) und die andere
als Gegenelektrode ("counter electrode" — CE) ange-
schlossen wird. Ein frisch oxidierter Ag/AgCI-Draht
wird als Referenzelektrode verwendet und auf einem
Kanaleingang in Kontakt mit der zu analysierenden
Lésung angeordnet. Zunachst wird eine zyklische
voltammetrische Charakterisierung von Ferrocencar-
bonsaure gezeigt, um das Verhalten von goldbe-
schichteten Mikroelektroden zu verstehen, ahnlich je-
nem, das in einer friheren Schrift dargestellt wurde.

[0071] Dann werden nun Mikrostrukturen, die ge-
mal der vorliegenden Erfindung hergestellt wurden,
verwendet, um einige Beispiele fir analytische An-
wendungen zu zeigen, namlich immunologische
Tests und enzymatische Reaktionen.

[0072] Fur das Beispiel eines Immunoassays wurde
die Immobilisierung der Maus-Antikdrper durch Phy-
sisorption bei pH 7 in einer Stunde bei Raumtempe-
ratur durchgefuhrt. Abhangig von den Experimenten
wurde 1 bis 100 pg/ml Antikdrperkonzentration ver-
wendet. Dann wird die Oberflache mit % Rinderse-
rumalbumin (BSA) blockiert. Die Immunreaktion wird
durchgefiihrt, indem getrocknete Kanale mit immobi-

lisiertem Maus-Antikbrper mit einem Ziegen-Anti-
maus-HRP-Konjugat gefiillt werden und 5 Minuten
bei Verdinnungen mit einem Titer zwischen
1/225000 und 1/25000 inkubiert werden. Nach der In-
kubation mit dem Konjugat wird die Substratldsung,
die 100 mM Hydrochinon und 100 mM Peroxid ent-
halt, dem Kanal zugegeben, so dass der elektroche-
mische Nachweis von Meerrettichperoxidase ("horse
raddish peroxidase — HRP) mit einer ahnlichen Pro-
zedur mdglich ist, wie jene, die von Wang et al. vor-
geschlagen wurde. Zwischen jedem Schritt wird eine
Waschprozedur mit einer Lésung aus Waschpuffer
bei pH 7,4, die 0,1 M Phosphatpuffer und 0,1% BSA
enthalt, durchgefihrt.

[0073] In einem zweiten Beispiel wird die Verwen-
dung des Mikrochips flr einen enzymatischen Test
gezeigt. Hier wurden plasmageatzte Mikrostrukturen
fur den Nachweis von Glucose verwendet. Eine L6-
sung aus Glucoseoxidase (Enzym) und Ferrocencar-
bonsaure (Mediator) wird mit einer Gluscoselésung
gemischt und in den Mikrokanal gefiillt, wo ein zykli-
scher voltammetrischer Nachweis durchgefuhrt wird.

[0074] In einem anderen Schema wird die Glucose-
oxidase und Ferrocenlésung in den Mikrokanal ge-
fullt und die Glucoselésung in eines der Reservoirs
eingebracht.

[0075] In einem weiteren Beispiel werden 2 pL Glu-
coseoxidase und Ferrocencarbonsaure abgeschie-
den und auf den Elektrodenpads auf3erhalb des Ka-
nals trocknen gelassen. Dann wird eine Glucosel6-
sung auf die getrocknete Lésung abgeschieden und
eine zyklische Voltammetrie durchgefihrt.

[0076] In der Folge werden die erhaltenen Ergebnis-
se kurz beschrieben.

[0077] Zunachst wird ein Aspekt der verwendeten
Strukturen behandelt. Eine mikroskopische Untersu-
chung der plasmageatzten Kunststofffolien 70 vor
dem  Versiegeln  durch  Laminieren  einer
PET-PE-Schicht zeigt die verschiedenen Muster, die
die Mikrostruktur bilden. Vier Draufsichten von oben
auf die Vorrichtung sind in Fig. 8 dargestellt, die eine
hellboraune Farbe auf Grund der Lichtabsorption der
Polyimidschicht 70 enthalt. In der oberen Ansicht an
der linken Seite ist die Gegenwart des Mikrokanals
71 als helles Muster in der Mitte des Bildes darge-
stellt, was bedeutet, dass die Dicke des Polyimids an
dieser Stelle geringer ist. An beiden Enden des Ka-
nals befindet sich ein Loch 72, das als Reservoir oder
als Einlass und Auslass dient, wodurch Zugang zu
der Flissigkeit im Inneren des Kanals nach der Lami-
nierungsprozedur erhalten wird. Die anderen Linien,
die auf der Oberflache 73 gebildet sind, sind die gold-
beschichteten Pads zur Verbindung der Elektroden
mit dem Potentiostat. In den naheren Ansichten der
Vorrichtung, die in Eig. 8 dargestellt sind, kann beob-
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achtet werden, dass die Geometrie der Elektrode
eine Scheibe ist, die etwas tiefer als der Kanal liegt.

[0078] Es muss festgehalten werden, dass die obe-
re Ansicht an der linken Seite von Fig. 8 auch Reihen
von vier Léchern 74 zeigt, die flur die prazise Ausrich-
tung der Vorrichtung wahrend ihres Herstellungsver-
fahrens verwendet werden.

[0079] Elektrochemische Charakterisierung: Die zy-
klischen, voltammetrischen Analysen von Ferrocen-
carbonsaure, die in Fig. 9 dargestellt sind, weisen
eine erwartete Form fiir Mikroelektroden dieser Di-
mensionen in einem Mikrokanal auf.

[0080] Eine Kalibrierung von Ferrocencarbonsaure
kann zwischen 0 und 0,5 mM mit einer Neigung von
34 pA/uM erhalten werden, was etwa 6 mal groRer ist
als jene, die in einer 8hnlichen Geometrie mit einer 5
mal kleineren Kohlenstoffbandelektrode erhalten
wurde, Die Leistung dieser Elektroden stimmt gut mit
einer solchen friiheren Arbeit tiberein und kann fur di-
agnostische Tests verwendet werden.

[0081] Nachweis von Glucose mit plasmageatzten
Mikrochips: In einem ersten Experiment wird die Re-
aktion durch Mischen des Enzyms und der Mediator-
I6sung mit einer 15 mM Glucoseldsung in einem Te-
stréhrchen auerhalb des Mikrochips durchgefiihrt.
Diese LOsung wird dann in den Mikrokanal einge-
spritzt und ein zyklisches, voltammetrisches Experi-
ment durchgefiihrt. Der Nachweis von Glucose in ei-
nem solchen Mikrochip kann in Fig. 10 gezeigt wer-
den. Ohne Glucose in der Losung zeigt das Voltam-
mogramm die Oxidation von Ferrocencarbonsaure
wie in Fig. 9. Das Vorhandensein von Glucose zeigt
sich durch die katalytische Form des Voltammo-
gramms, was bedeutet, dass der Mediator durch das
Enzym und die Elektrode reduziert beziehungsweise
oxidiert wird. Dies zeigt, dass der Nachweis der Glu-
cose in diesem Mikrokanal moglich ist. Es sollte hin-
zugefugt werden, dass das Volumen des Mikrokanals
in diesem Beispiel etwa 50 nL ist.

[0082] In einem zweiten Experiment wird die Gluco-
seoxidase und Ferrocencarbonsaure in den Mikroka-
nal gefullt. Lésungen mit unterschiedlichen Glucose-
konzentrationen werden dann auf dem Reservoir am
Auslass des Mikrokanals abgeschieden. Die Glucose
wird schlief3lich durch zyklische Voltammetrie nach-
gewiesen, wie in Fig. 11A dargestellt. Der Strom, der
bei 400 mV erfasst wird, ist in Fig. 11B auch gegen
die Glucosekonzentration eingetragen. Eine gute
Korrelation der Glucosekonzentration und des er-
fassten Stroms wird zwischen 0 und 20 mM nachge-
wiesen. Fir héhere Glucosekonzentrationen erreicht
der Nachweis eine Séttigung.

[0083] In einem dritten Experiment werden 2 pL
Glucoseoxidase und Ferrocencarbonsaure auf den

Elektrodenpads auf3erhalb des Mikrokanals getrock-
net. In diesem Experiment werden 2 pyL Glucoseld-
sung auf die Elektrodenpads gegeben und die aufge-
zeichneten Voltammogramme sind in Fig. 12A dar-
gestellt, Die Korrelation des Stroms gegen die Kon-
zentration (Fig. 12B) ist von 0 bis 20 mM linear. Es ist
interessant, die Stromstarken zwischen dem Nach-
weis im Inneren des Mikrokanals (Fig.10 und
Fig. 11) und auf den Elektrodenpads aufRerhalb des
Mikrokanals zu vergleichen. Der Strom ist in dem
letzteren Experiment wegen der Differenz in der Elek-
trodendimension gréRer. Das Nachweisvolumen in
diesem Fall ist 2 yL gegenuber 50 nL im Inneren des
Mikrokanals.

[0084] Ein weiteres Anwendungsbeispiel wird nun
vorgestellt, um zu zeigen, dass die vorliegende Erfin-
dung in der Herstellung von Mikrostrukturen verwen-
det werden kann, in welchen die Wande ausreichend
hydrophil sind, um einen Kapillarfluss zu erzeugen
und die Bewegung der Fluida durch elektrische Mittel
zu steuern. Zu diesem Zweck wurde die Vorrichtung,
die schematisch in Fig. 13 dargestellt ist, in einer 50
uL dicken Polyimidfolie 75 nach einem Atzprozess
hergestellt, der dem in FEig. 6 beschriebenen ahnlich
war. Die Vorrichtung von Eig. 13 enthalt einen 10 cm
langen Mikrokanal 76 mit einem Einlass 77 und ei-
nem Auslass 78 an jedem Ende. Dieser Einlass und
Auslass dienen auch als Reservoirs und sind von
zwei goldbeschichteten Kupferpads 79 und 80 umge-
ben, die als Elektroden dienen. In dem Auslassreser-
voir sind eine Platinelektrode 81 und eine Silber/Sil-
berchlorid (Ag/AgCl) Referenzelektrode 82 in Kontakt
mit der Losung. Ein starkes elektrisches Feld (1100
Volt) wird dann zwischen den Elektroden 79 und 81
angelegt, um die LOsung elektrokinetrisch durch den
Mikrokanal 76 zu dem Auslass 78 zu pumpen. Der
Pfeil in Eig. 13 zeigt die Richtung des Flusses, der
durch das Anlegen dieser Hochspannung erzeugt
wird. Ein geringes Potenzial (zum Beispiel 400 mV
gegen Ag/AgCl) kann auch zwischen den Elektroden
80 und 82 angelegt werden, um die Molekile nach-
zuweisen, die das Auslassreservoir erreichen.

[0085] Vorbereitende Experimente zeigten, dass es
moglich ist, Ldsung durch solche Mikrokanale zu sau-
gen, um diese leicht zu flillen und zu entleeren. Wei-
tere Experimente wurden dann durchgefihrt, um den
elektroosmotischen Fluss zu charakterisieren, der in
den versiegelten Mikrokanalen mit der in Fig. 13 dar-
gestellten Form erzeugt wurde.

[0086] Zu diesem Zweck wird eine Lésung aus Fer-
rocencarbonsaure (1 mM Ferrocencarbonsaure in 10
mM Phosphatpuffer bei pH 7,4) am Einlass des Mi-
krokanals aufgebracht und in die Richtung der Nie-
derspannungs-Nachweiseinrichtung gepumpt, die
am Auslass angebracht ist. Sobald die gepumpte
elektroaktive Spezies den Auslass des Mikrokanals
erreicht, wird ein Strom von dem elektrochemischen
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System erfasst, das durch die Elektroden 80 und 82
definiert ist. Wie in Fig. 14 dargestellt, wenn die L6-
sung nur den Phosphatpuffer enthalt, bleibt der
Strom nahe bei Null. Ein Strom wird nur zu Beginn
des Experiments erfasst, der ein Artefakt auf Grund
der Umschaltung des Potenzials ist, Wenn die Ferro-
cencarbonsaurelésung am Einlass des Mikrokanals
zugegeben wird, bleibt der Strom 150 Sekunden der-
selbe wie jener, der fur den Phosphatpuffer aufge-
zeichnet wird. Nach diesen 150 Sekunden steigt der
Strom rasch an, bis er ein Plateau nach etwa 200 Se-
kunden erreicht. Dies zeigt deutlich, dass die Ferro-
cencarbonsaure elektrokinetisch durch den Mikroka-
nal gepumpt wurde und dass sie etwa 150 Sekunden
bendtigte, um das Auslassreservoir zu erreichen.

[0087] Dieses Experiment zeigt, dass es moglich ist,
den elektroosmotischen Fluss in Mikrosystemen zu
verwenden, die durch die vorliegende Erfindung her-
gestellt werden, und diese somit zur Ausflhrung
elektrophoretischer Trennungen wie einer chromato-
graphischen Technik verwendet werden kénnen.

[0088] Die drei dargestellten Experimente beweisen
das grofRe Interesse, die vorliegende Struktur oder
diese Art von Strukturen, die durch Plasmaatzen her-
gestellt werden, fir Anwendungen in chemischen
oder biologischen Analysen zu verwenden.

[0089] Enzymgekoppelter Immunabsorptionstests
(ELISA) mit elektrochemischem Nachweis: Zur Ent-
wicklung eines immundiagnostischen Tests kdnnen
Antikérper auf der Oberflache der Kanalwande im-
mobilisiert werden. Die Prozedur wird auf der Basis
der Physisorption oder durch kovalente Anhaftung
durchgefihrt. Dann kann der Standardimmunoassay
im Sandwich- oder kompetitiven Modus durchgefihrt
werden. Der Nachweis kann zum Beispiel erreicht
werden, indem der sekundare Antikorper oder das
Antigen mit einem Enzym, wie HRP, ALP, Glucoseo-
xidase, Beta-Galactosidase usw., ohne darauf be-
schrankt zu sein, markiert wird. Strukturen und Ar-
rays oder Strukturnetzwerke ahnlich jenen, die in
Eig. 6 bis Fig. 8 dargestellt sind, kbnnen dann fir sol-
che Immunoassays verwendet werden, da geeignete
Oberflacheneigenschaften unter Verwendung der
vorliegenden Erfindung gestaltet werden kénnen.

[0090] Herstellung von Nanospray: Die Struktur, die
hergestellt wurde und in Fig. 7 dargestellt ist, kann
zur Massenspektrometrieanalyse verwendet werden.
Tatsachlich, wenn die Struktur entweder mit einem
Messer, einem Laser oder mittels Plasma geschnit-
ten wird, kann der Querschnitt des Kanals vor einem
Massenspektrometereinlass angeordnet werden und
die Hochspannung, die erforderlich ist, um die Lo6-
sung aus der Kapillare 5 auszuspriihen, kann Dank
der Elektrode, die im Inneren der Kapillare hergestellt
ist, angelegt werden. Das Innere des Kanals (das hy-
drophil ist) dient dazu, den Kanal zu fillen, und der

Auslass des Kanals (der hydrophob ist) dient dazu,
die Bildung des Taylor-Kegels zu beglinstigen. Tat-
sachlich muss das AuRere hydrophob sein um zu
verhindern, dass die wasserige Losung auflerhalb
des Kanals verspriht wird, wodurch die Erzeugung
des 10 Sprays begunstigt wird.

[0091] Ferner kann eine mikrofluidische Vorrichtung
gebildet werden, die die Polymerschicht und mindes-
tens eine zuséatzliche Schicht umfasst, wobei die zu-
satzliche Schicht strukturiert ist, und die zusatzliche
Schicht chemische und/oder physikalische Oberfla-
cheneigenschaften aufweist, die sich von den Ober-
flacheneigenschaften der Polymerschicht unterschei-
den, so dass die Mikrostrukturen Abschnitte mit un-
terschiedlichen Oberflacheneigenschaften aufwei-
sen, wodurch Transport, Analyse oder Behandlung
von Fluida in den Mikrostrukturen mdglich sind. Die
mikrofluidische Vorrichtung kann mit mindestens ei-
nem Mikrokanal gebildet sein, der mindestens eine
Dimension im Bereich von 0,1 bis 1000 ym hat, oder
in einer Weise, dass jede Schicht eine maximale Di-
cke von 1 cm aufweist, in der Lange, Breite und Form
aber nicht beschrénkt ist, oder mit einer Offnung, die
als Reaktionskammer, Reservoir, Vertiefung oder Zu-
gangsloch dient, oder dass mindestens eine der Mi-
krostrukturen einen Oberflachenabschnitt umfasst,
der hydrophob ist, und einen Oberflachenabschnitt,
der hydrophil ist, oder in einer Weise, dass sie an op-
tische und/oder elektrische Mittel angeschlossen
werden kann, um eine Verbindung von Interesse un-
ter Verwendung dieses angeschlossenen Mittels zu
erfassen. Es ist verstandlich, dass diese Merkmale in
jeder geeigneten Weise kombiniert werden kénnen.

[0092] Es wurde gezeigt, dass die mikrofluidische
Vorrichtung zur Durchfihrung einer chemischen
und/oder biologischen Analyse verwendet werden
kann. Sie kann fir elektrische und/oder mechanische
Strémungstechniken und zur Abgabe einer Flissig-
keit verwendet werden. Sie kann verwendet werden,
wahrend mindestens ein Teil der Mikrostrukturen mit
einem Medium gefllt ist, wobei das Medium ein Flu-
id, ein Feststoff oder ein Gel sein kann. Wenn ein sol-
ches Medium Teil der mikrofluidischen Vorrichtung
ist, kann das Medium geladene Partikel, wie lonen,
Molekile, Zellen oder Viren enthalten, oder das Me-
dium kann Kugelchen enthalten.

[0093] Wie gezeigt wurde, sind Plasmaatzen, Foto-
ablation oder Abtragtechniken, die zur Bereitstellung
von Polymersubstratschichten mit Strukturen im Be-
reich von 0,1 bis 1000 um geeignet sind, zur Herstel-
lung mikrofluidischer Vorrichtungen fur die Durchfih-
rung chemischer und/oder biologischer Analysen
verwendbar.

[0094] Diese Beispiele zeigen die Verwendung der
vorliegenden Erfindung, wenn sie auch nicht auf die-
se Anwendungen begrenzt sind.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung mikrofluidischer Vor-
richtungen durch ein abtragend wirkendes Verfahren
angewendet auf (by etching) einen mehrschichtigen
Korper, der aus mehreren Materialien hergestellt ist,
umfassend die Schritte:

(a) Bereitstellen einer Polymerschicht, die mit min-
destens einer Schutzschicht beschichtet ist;

(b) Strukturieren der mindestens einen Schutzschicht
derart, dass mindestens eine Ausnehmung in der
mindestens einen Schutzschicht gebildet wird;

(c) Strukturieren der Polymerschicht des erhaltenen
mehrschichtigen Kérpers durch Plasmaatzen, Fotoa-
blation oder eine Kombination davon, wobei die min-
destens eine Schutzschicht als Maske in diesem
Strukturierungsprozess dient, wobei die Polymer-
schicht in einer Weise strukturiert wird, dass in der
Polymerschicht eine Mikrostruktur gebildet wird, die
mindestens einen Mikrokanal, ein Reservoir, ein Flu-
idreservoir oder eine Vertiefung umfasst, wobei der
Mikrokanal, das Reservoir, das Fluidreservoir oder
die Vertiefung an der Stelle der Ausnehmung der
mindestens einen Schutzschicht gebildet wird und im
Wesentlichen Polymermaterialwande hat;

wobei die Strukturierung in einer Weise ausgefihrt
wird, dass ein erster Teil der Wande des Mikrokanals,
des Reservoirs, des Fluidreservoirs oder der Vertie-
fung so gebildet ist, dass eine hydrophobe Oberfla-
che bereitgestellt wird, und ein zweiter Teil der Wan-
de des Mikrokanals, des Reservoirs, des Fluidreser-
voirs oder der Vertiefung so gebildet ist, dass eine hy-
drophile Oberflache bereitgestellt wird;

(d) wobei die Mikrostruktur ein Mikrosystem zur
Durchfuihrung chemischer und/oder biologischer
Analysen unter Verwendung elektrochemischer Flu-
ideigenschaften bildet.

2. Verfahren gemafl Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass mindestens ein Mikrokanal im
Wesentlichen parallel zu einer Schichtoberflache ge-
bildet ist und/oder mindestens ein Mikrokanal im We-
sentlichen senkrecht zu einer Schichtoberflache ge-
bildet ist.

3. Verfahren gemaf Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass mindestens eine der mindes-
tens einen Schutzschicht aus einem elektrisch leiten-
den Material hergestellt ist.

4. Verfahren gemafll Anspruch 3, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die elektrisch leitende Schutz-
schicht des Weiteren mit Leitungen zur Verbindung
mit einer Quelle elektrischer Leistung versehen ist
und die Mikrostruktur in einer Weise konstruiert ist,
dass das elektrisch leitende Material als Elektrode
verwendet werden kann.

5. Verfahren gemafl® Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass mindestens eine der mindestens

einen Schutzschicht des Weiteren teilweise oder voll-
sténdig nach dem Strukturieren der Polymerschicht
entfernt wird.

6. Verfahren gemafl® Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass mehrere Mikrostrukturen gleich-
zeitig gebildet werden.

7. Verfahren gemafl® Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der mehrschichtige Kérper mit
mehreren Polymerschichten hergestellt wird.

8. Verfahren gemal einem der vorangehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass der Mi-
krokanal mit einer Dicke gebildet wird, die der gesam-
ten Dicke von mindestens einer der Polymerschich-
ten entspricht.

9. Verahren gemal einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass die Mikro-
struktur in dem mehrschichtigen Korper unter Ver-
wendung mehrerer Abtragungsschritte und/oder un-
ter Verwendung verschiedener Atmospharen, ein-
schliesslich Luft, Sauerstoff, Stickstoff, Wasserstoff,
Argon oder Fluor geatzt wird, wobei die Atmospha-
renzusammensetzung nicht auf diese Stoffe be-
schrankt ist.

10. Verfahren gemaf einem der vorangehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass der mehr-
schichtige Koérper mit Mitteln zum Zusammenflgen
der Schichten in prazisen relativen Positionen flr die
gewinschte Ausrichtung der Mikrostruktur versehen
ist.

11. Verfahren gemal einem der vorangehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass nach dem
Bearbeiten der Polymerschicht mit dem abtragend
wirkenden Verfahren mindestens eine zuséatzliche
Schicht dem mehrschichtigen Koérper z.B. durch La-
minieren, Ankleben, Druckanwendung und/oder Bin-
dung nach der Behandlung mit einem Plasma hinzu-
gefugt wird.

12. Verfahren gemafy Anspruch 11, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die zusatzliche Schicht vor dem
Hinzufigen zu dem mehrschichtigen Kérper bereits
eine oder mehrere Mikrostrukturen enthalt.

13. Verfahren gemafR Anspruch 11 oder 12, da-
durch gekennzeichnet, dass die zusatzliche Schicht
derart konstruiert ist, dass sie zum Abdecken der Mi-
krostruktur verwendet werden kann, so dass ein oder
mehrere versiegelte Mikrokanale mit mindestens ei-
ner Zugangsoffnung gebildet werden, welche mit den
Mikrokanalen verbunden ist.

14. Verfahren gemall Anspruch 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass mehrere der versiegelten Mikro-
kanale miteinander verbunden sind, um ein Netz mit-
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einander verbundener Mikrokanale zu bilden.

15. Verfahren gemaR einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass die
Schichten versehen sind mit einer Schicht mit hydro-
philen Oberflachen-Eigenschaften und mit einer
Schicht mit hydrophoben Oberflacheneigenschaften.

16. Verfahren gemaR einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass mindes-
tens zwei verschiedene Schichten gleichzeitig durch
ein abtragend wirkendes Verfahren bearbeitet wer-
den.

17. Verfahren gemafl Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Strukturieren der mindestens
einen Schutzschicht zumindest teilweise mit Hilfe ei-
nes Computerdruckers erfolgt.

18. Verfahren gemaR einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass die Ober-
flacheneigenschaften mindestens einer Schicht des
mehrschichtigen Koérpers durch mindestens eine
physikalische oder chemische Behandlung weiter
modifiziert werden.

19. Verfahren gemaf Anspruch 18, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die weitere Modifikation der
Oberflacheneigenschaften aus der Abscheidung ei-
nes Metalls resultiert oder aus einer Polymerisations-
reaktion resultiert.

20. Verfahren gemafR einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass aufeinan-
der folgende Abtragungsschritte zur Herstellung drei-
dimensionaler Merkmale in dem mehrschichtigen
Koérper verwendet werden, wobei die dreidimensio-
nalen Merkmale vorzugsweise eine Mikrostruktur
umfassen, die in der Form einer Spitze endet,

21. Verfahren gemafR einem der vorangehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass auf einen
Abtragungsschritt eine Derivatisierung und/oder Im-
mobilisierung von Material auf der geatzten Mikro-
struktur oder den Mikrostrukturen folgt, indem der
mehrschichtige Koérper mit einer Losung getrankt
wird (pouring the multi layer body into a solution), die
das gewlinschte Reagenz fur eine solche Derivatisie-
rung und/oder Immobilisierung enthalt.

22. Verfahren gemafl einem der vorangehenden
Anspriche zur Herstellung miteinander verbundener
und/oder miteinander verbindbarer hohler und/oder
massiver Mikrostrukturen in einem mehrschichtigen
Korper, der durch einen Abtragungsprozess herge-
stellt wurde; wobei die Polymerschichten einzeln fir
einige oder fur alle der Schichten gewahlt werden
oder wobei der Abtragungsprozess so gewahlt wird,
dass gewlinschte Kern- (bulk) oder Oberflachenei-
genschaften wahrend des Abtragungsprozesses her-

gestellt oder beibehalten werden und/oder wobei ei-
nige Oberflacheneigenschaften erzielt werden durch
einen folgenden Aktivierungsschritt der Oberflache
einiger oder aller Mikrostrukturen; so dass der mehr-
schichtige Korper miteinander verbundene und/oder
miteinander verbindbare Mikrostrukturen mit teilwei-
se unterschiedlichen physikalischen oder chemi-
schen Oberflacheneigenschaften beziehungsweise
Aktivitaten aufweist.

23. Mikrofluidische Vorrichtung, herzustellen mit
einem Verfahren nach einem der vorangehenden An-
spriche, umfassend einen mehrschichtigen Korper
mit einer Polymerschicht, wobei die Polymerschich-
ten in einer Weise strukturiert ist, dass sie ein Mikro-
system zur Durchflihrung chemischer und/oder phy-
sikalischer Analysen unter Ausnutzung elektrochemi-
scher Fluideigenschaften enthalt, wobei das Mikro-
system mindestens einen Mikrokanal, ein Reservoir,
ein Fluidreservoir oder eine Vertiefung in der Poly-
merschicht umfasst, wobei der Mikrokanal, das Re-
servoir, das Fluidreservoir oder die Vertiefung Wande
im Wesentlichen aus Polymermaterial aufweisen,
wobei ein erster Teil der Wande des Mikrokanals, des
Reservoirs, des Fluidreservoirs oder der Vertiefung
eine hydrophobe Oberflache umfasst, und ein zwei-
ter Teil der Wande des Mikrokanals, des Reservoirs,
des Fluidreservoirs oder der Vertiefung eine hydro-
phile Oberflache umfasst.

24. Mikrofluidische Vorrichtung gemaf Anspruch
23, des Weiteren umfassend mindestens eine zu-
satzliche Schicht, die die Mikrostruktur bedeckt, so
dass einer oder mehrere versiegelte Mikrokanale mit
mindestens einem Zugangsloch gebildet werden,
das mit den Mikrokanalen verbunden ist.

25. Mikrofluidische Vorrichtung gemaf Anspruch
23 oder 24, umfassend mindestens zwei Polymer-
schichten, dadurch gekennzeichnet, dass mindes-
tens eine der zwei Polymerschichten eine Oberflache
neben der anderen der zwei Substratschichten mit
darauf gebildeten Mikrostrukturen umfasst, so dass
mindestens einer der Mikrokandle zwischen zwei
Substratschichten gebildet ist, wobei der Mikrokanal
eine Oberflache mit Abschnitten mit unterschiedli-
chen chemischen und/oder physikalischen Oberfla-
cheneigenschaften umfasst, wodurch ein Transport,
eine Analyse oder Behandlung von Fluida in dem Mi-
krokanal méglich ist.

26. Mikrofluidische Vorrichtung gemaf einem der
Anspriiche 23 bis 25, umfassend ein Netzwerk mit-
einander verbundener und/oder miteinander verbind-
barer hohler und/oder massiver Mikrostrukturen mit
teilweise verschiedenen physikalischen oder chemi-
schen Oberflacheneigenschaften.

27. Mikrofluidische Vorrichtung gemaf einem der
Anspriiche 23 bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass
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eine elektrische Struktur derart ausgebildet ist, dass
ein Fluid durch ein elektrisches Feld dislozierbar ist,
das mit Hilfe der elektrischen Struktur erzeugt wer-
den kann.

28. Mikrofluidische Vorrichtung gemaf einem der
Anspriche 23 bis 27, dadurch gekennzeichnet, dass
eine elektrische Struktur derart ausgebildet ist, dass
geladene Partikel, wie lonen, Molekule, Zellen oder
Viren, getrennt oder gemischt werden kénnen, indem
sie in einem elektrischen Feld disloziert werden, das
mit Hilfe der elektrischen Struktur erzeugt werden
kann.

29. Mikrofluidische Vorrichtung gemaf einem der
Anspriche 23 bis 28, dadurch gekennzeichnet, dass
die Vorrichtung eine elektrische Struktur aufweist, die
durch die Schichten gebildet ist, wobei diese eine
elektrisch isolierende Folie umfassen, die eine erste
Polymerschicht bildet, und eine Laminierung, die
eine zweite Polymerschicht bildet, und des Weiteren
umfassend einen Mikrokanal, der zwischen der iso-
lierenden Folie und der Laminierung angeordnet ist,
wobei die Oberflache zwischen dem Mikrokanal und
der isolierenden Folie elektrisch geladen sein kann
und andere Oberflachenabschnitte der isolierenden
Folie vor einer elektrischen Ladung geschiitzt sein
kénnen.

30. Mikrofluidische Vorrichtung gemaf einem der
Anspriche 23 bis 29, dadurch gekennzeichnet, dass
die Oberflachenabschnitte von mindestens einer der
Mikrostrukturen unterschiedliche Leitfahigkeiten, Re-
flektierbarkeiten, Rauhigkeiten, Filterraten, eine un-
terschiedliche Wellung (corrugations) und/oder ver-
schiedene Physisorptions- und/oder verschiedene
Chemisorptionsraten fir ein bestimmtes Material auf-
weisen.

31. Mikrofluidische Vorrichtung gemaf einem der
Anspriche 23 bis 30, dadurch gekennzeichnet, dass
die Oberflache von mindestens einem Teil der Poly-
merschicht in einer Weise gebildet ist, dass ein Mole-
kil, wie ein Antigen, ein Antikérper, ein Enzym oder
ein anderes Affinitatsreagenz, auf der Oberflache im-
mobilisiert wird, vorzugsweise entweder durch Physi-
sorption, Chemisorption, kovalente Bindung oder io-
nische Bindung.

32. Mikrofluidische Vorrichtung gemaf einem der
Anspriche 23 bis 31, umfassend Mittel, die vorgese-
hen sind, um an ein analytisches System gekoppelt
zu werden, wie einen Flissigchromatographen, eine
Kapillarelektrophoresevorrichtung, ein isoelektri-
sches Fokussiersystem, eine GréRenunterschei-
dungsvorrichtung, ein Massenspektrometer oder der-
gleichen.

33. Mikrofluidische Vorrichtung gemaf einem der
Anspriche 23 bis 32, dadurch gekennzeichnet, dass

die Vorrichtung entweder wie eine Elektrospray- oder
eine Nanospray-Spitze geformt ist, oder als Sensor-
spitze oder als Fluidspender.

34. Mikrofluidische Vorrichtung gemaf einem der
Anspriiche 23 bis 33, dadurch gekennzeichnet, dass
die Vorrichtung in einer Weise gebildet ist, dass min-
destens ein Teil der Mikrostrukturen ein Medium auf-
nehmen kann, wobei das Medium ein Fluid, ein Fest-
stoff oder ein Gel ist.

35. Mikrofluidische Vorrichtung gemaf einem der
Anspriche 23 bis 34, dadurch gekennzeichnet, dass
die Vorrichtung in einer Weise gebildet ist, dass che-
mische und/oder biologische Tests, wie z.B. immuno-
logische Tests, enzymatische Tests oder zellulare
Tests, durchgefiihrt werden kénnen.

36. Verwendung einer mikrofluidischen Vorrich-
tung gemaf einem der Anspriiche 23 bis 35, die nach
einem Verfahren gemafR einem der Anspriche 1 bis
22 hergestellt wurde, zur Durchfihrung chemischer
und/oder biologischer Tests vorzugsweise in Lésung
und insbesondere in Verbindung mit Synthese,
und/oder zur Durchfiihrung chemischer und/oder bio-
logischer Analysen besonders in Verbindung chemi-
schen und/oder biologischen Tests und/oder Tren-
nungstechniken, wie Elektrophorese, Chromatogra-
phie, Massenspektrometrie und so weiter.

Es folgen 10 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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