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Abstract

The capacity of centralized clinical diagnosis laboratories represents a significant limiting
factor in the fight against a pandemic. Can these capacities be extended by the use of
electrochemical biosensors? A lab-on-chip system was investigated that allows the execu-
tion a monitoring of nucleic acid amplification and melt curve analysis of the resulting
products. Here in, the method of loop-mediated isothermal amplification (LAMP) was
used. It is shown that the processes of synthetization and denaturation of cDNS can be
measured by the applied biosensors. The integration of appropriate components inside
the biosensor allows the conduction of the necessary thermal profiles for both processes.
The presented method describes a lab-on-chip system for the application in quantitative
LAMP and consecutive melt curve analysis and opens the way for the development of a
miniaturized, high-valid point-of-care nucleic acid test device.
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Zusammenfassung

Die begrenzten Testkapazitidten in Speziallaboren stellen einen limitierenden Faktor in
der Bekdampfung einer Pandemie dar. Kann der Einsatz von Biosensoren dabei helfen,
diese Kapazitdten zu vergrofiern? Ein Lab-on-chip Ansatz wurde untersucht, der sowohl
Quantifizierung von Nukleinsdure-Amplifizierung, als auch Schmelzkurvenanalyse von
Amplifikaten ermoglicht. Dabei wurde die Methode der Schleifen-vermittelten, isother-
malen Amplifizierung (LAMP) betrachtet. Es konnte gezeigt werden, dass der Prozess
der Synthetisierung und der Denaturierung von Nukleinsdure mithilfe der Biosensoren
gemessen werden kann. Die Integration geeigneter Komponenten im Biosensor erlaubt
die Durchfiithrung der bendtigten Temperaturprofile fiir beide Prozesse. Die vorgestellte
Methode beschreibt ein Lab-on-Chip-System fiir den Einsatz der Datenerhebung von
quantifizierter LAMP und angehdngter Schmelzkurvenanalyse und legt den Grundstein
fiir ein miniaturisiertes und valides Point-of-care Nukleinsdure-Testinstrument.
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Kapitel 1
Einleitung

Die Bedeutung einer ausreichenden Testkapazitdt zur Bekdmpfung einer Viruspandemie
ist nicht erst seit der Ausbreitung von SARS-CoV-2 in den Jahren 2019 und 2020 bekannt.
Auch beim Ebola Ausbruch 2016 und dem Auftreten des Zika-Virus 2017 waren Kon-
taktverfolgung und Tests die einzigen Moglichkeiten einem Ausbruch Herr zu werden.
Fiir Ebola wurde 2019 ein Impfstoff zugelassen, fiir den Zika-Virus bis heute nicht. Die
Corona-Pandemie zeigte 2020 auch in Deutschland, dass Kontaktverfolgung ab einem
gewissen Inzidenzgeschehen nicht mehr durchgefiihrt werden kann. Zu spét waren aus-
reichend Testkapazitiaten verfiigbar, um die ersten beiden Wellen effektiv einddmmen
zu konnen. Obwohl seit Jahrzehnten an Point of Care Testverfahren (POCT) zum Viren-
nachweis geforscht wird, gibt es heute als einzige Option Antigen-Schnelltests, die in
breiter Masse kostengitinstig verfiigbar sind [1, 2]. Da diese jedoch nur hohe Viruslasten
nachweisen konnen, bleiben viele Corona-Infektionen unentdeckt [3]. Die Viruslast zu
Beginn und gegen Ende der Infektion ist schlichtweg zu gering, trotz der hohen Infek-
tiositédt in dieser Phase der Erkrankung. Doch gerade mitten in den Pandemiewellen,
in denen die Inzidenzwerte exponentiell steigen, braucht es eine hohe Testquote mit
hoch-sensitiven Testverfahren. Die Bereitstellung von Laborinfrastruktur fiir PCR-Tests ist
dabei eine zentrale Herausforderung [4]. Neue Ansitze miissen entwickelt werden, um
die Liicke zwischen hochprézisen, aber teuren und zeitintensiven Tests und giinstigen
Massentests mit geringer Sensitivitdt zu schlieflen. Elektronische Mikrosysteme konnen
dabei helfen. Durch die Miniaturisierung ermoglichen sie eine hohe Funktionalitdt bei
geringer Baugrofse und geringem Kostenaufwand. Um mit Hilfe von Mikrochips Losun-
gen fiir die Probleme in der Virusdiagnostik angehen zu konnen, braucht es jedoch die
Anwendung innovativer biochemischer Verfahren und eine sinnvolle Kombination. Die
vorliegende Arbeit befasst sich mit genau dieser Fragestellung und untersucht dabei die
Anwendbarkeit von markierungsfreien (Label-freien) Methoden. In dieser Einleitung soll
zundchst nochmals die Problematik im Zusammenhang mit Virus-Tests erortert werden.
Im Folgenden werden vorhandene Ansétze prasentiert und die Vor- und Nachteile dis-
kutiert. Der gewédhlte Ansatz wird schliefslich in den Zusammenhang gesetzt und die
einzelnen daraus abgeleiteten Problemstellungen erortert.
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1.1 Virusdiagnostik

Baldrich und Garcia-Aljaro beschreiben drei verschiedene Verfahren fiir den Nachweis
von Pathogenen [5, S. 17]. Das Erste ist die Zellkultur, die vor allem im Nachweis von Bak-
terien zum Einsatz kommt. Unter Einsatz von Wirtszellen, in denen sich Viren vermehren
konnen, ist diese Methode auch auf die Virendiagnostik anwendbar. Das Verfahren spielt
in der Labordiagnostik jedoch aufgrund des hohen zeitlichen Aufwandes kaum eine Rolle.
Im Folgenden beschrénkt sich diese Arbeit deshalb auf die Betrachtung der beiden weite-
ren Verfahren. Diese sind der Nachweis von Proteinen (Antigenen oder Antikorpern) tiber
den Einsatz von Immuno-Assays, sowie Methoden zum Nachweis von Nukleinsduren
tiber Amplifikationsverfahren, kurz gesprochen Nukleinsdure-Tests (NAT).

Betrachtet man NATs, die auf der PCR oder anderen Amplifikationsverfahren wie LAMP
(Loop-Mediated Isothermal Amplification) basieren, erreicht man laut Studien eine Sensiti-
vitdt von bis zu 100 % [3]. Dabei ist man jedoch auf die Durchfiihrung im Labor angewiesen.
Ein Hauptziel bei der Entwicklung von POCTs ist die Verkiirzung der Dauer des Tests.
Rechnet man vom Zeitpunkt der Probennahme bis zur Ubermittlung des Testergebnisses,
konnen bei einem Corona-PCR-Test mehrere Tage verstreichen. Die meiste Zeit nimmt
dabei der Transport des Probengefédfies an den Ort der Laboranalyse ein. In dieser Zeit
kann sich ein Proband in falscher Sicherheit wiegen und Infektionsketten weitertragen.
Doch auch in anderen Bereichen fehlt es an POCT-Moglichkeiten zum Virusnachweis. In
der Lachszucht ist Virenbefall ein grofies Problem. In den engen Aquafarmen, die hdufig
einige Kilometer abseits der Kiiste liegen, konnen sich Viren schnell ausbreiten. Um gezielt
medikamentds zu behandeln, miisste eine Probe von einem erkrankten Tier genommen
werden und in ein Labor am Festland gebracht werden. Da dies nicht in addquater Zeit
moglich ist, werden Medikamente grofiziigig prophylaktisch eingesetzt und gelangen so
unnotigerweise in die Umwelt [6]. Auch in der Landwirtschaft wiirde der Einsatz von
POCTs eine direkte Entnahme von befallenen Pflanzen ermoglichen [7]. Dartiber hinaus
gibt es Viruserkrankungen in tropischen Gebieten, in denen gar keine Laborkapazita-
ten zur Verfligung stehen. Auch hier existieren Ansétze zur Entwicklung von POCTs [8,
9]. Diese basieren haufig auf dem LAMP-Verfahren, welches im Gegensatz zur PCR bei
konstanter Temperatur ablduft und dadurch weniger aufwendiges Equipment benétigt.
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Abbildung 1.1: Viruslast (Grafik adaptiert nach [10]). In blau dargestellt ist der
Zeitraum, in dem eine Corona-Infektion mit PCR-Tests nachgewiesen werden kann.
Gelb markiert den Zeitraum, in dem Antigentests valide funktionieren. Dies umfasst
vor allem die infektiése Phase einer Viruserkrankung.

Kommerzielle Schnelltests basieren auf dem Nachweis der Antigene an der Virushiille.
Da keine Amplifikation und dadurch keine Erhohung der Konzentration stattfindet, kon-
nen diese Tests nur bei hohen Viruslasten valide Ergebnisse liefern [10]. Die Genauigkeit
betragt dabei zwischen 75 und 95 % , sinkt jedoch bei geringer Viruskonzentration bis unter
50 % ab [3]. In Deutschland miissen diese Antigentests den Kriterien des Paul-Ehrlich-
Instituts entsprechen, welche Spezifitat, Kreuzreaktivitdt und Interferenz umfassen [11].
Aufierdem sollen sie dem Stand der Technik entsprechen. Die amerikanische Verwal-
tungsbehorde fiir Lebensmittel und Arzneien (FDA) formuliert fiir POCTs die Clinical
Laboratory Improvement Amendments (CLIA) Kriterien, welche in Tabelle 1.1 aufgelistet
sind.

Tabelle 1.1: FDA CLIA-waiver Kriterien [12].

1 Wissen Mindestnétiges technisches Wissen

2 Training Minimales Training notwendig

3 Reagenzvorbereitung  Stabile Reagenzien und minimale Vorbereitung
4  Durchfithrungsschritte ~Keine manuellen Schritte notwendig

5 Kalibrierungsmittel Stabile Kalibrierungsmittel

6 Problembehandlung automatisch oder mit minimaler Beurteilung

7 Interpretation Minimale Interpretation der Ergebnisse

Trotz dieser Kriterien kommt es beim Einsatz von POCTs zu einer verminderten Genau-
igkeit bei der Ausfithrung durch untrainiertes Personal, wie eine deutsche Studie ergeben
hat [13]. Problematisch ist dabei die korrekte Durchfithrung der Probennahme. Diese wird
zwar in einer beifiigten Anleitung erldutert, jedoch werden haufig Begriffe verwendet,
die ohne Expertenwissen nicht verstanden werden konnen. Diese Sprachbarrieren und
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oftmals auch Nervositit in der Durchfiithrung sind die Hauptgriinde fiir Fehler durch un-
trainiertes Personal. Nicht ohne Grund werden Labore, in denen PCR-Tests durchgefiihrt
werden, einer regelméfigen Uberpriifung der Validitdt durch Ringversuche unterzogen
[14]. Die Bundesarztekammer hatte dazu bereits vor dem Beginn der Pandemie neue
Richtlinien zur internen und externen Qualitdtskontrolle beim Einsatz von POCT im
klinischen Umfeld veroffentlicht (RiliBAK, Teil B3 [15]). Zur internen Qualititskontrolle
wird die Mitnahme einer Positiv- und einer Negativkontrolle bei jeder Durchfiihrung
empfohlen. Fiir Kartuschensysteme, die hdufig nur eine Probe pro Durchlauf verarbeiten
konnen, ist eine Kontrollprobe nur bei Chargenwechsel oder Orts- bzw. Bedienerwechsel
notwendig. Zur externen Qualitdtskontrolle empfiehlt die Bundesdrztekammer die Teil-
nahme an halbjdhrlichen Ringversuchen. Mit den gegenwdrtig verfiigbaren Tests wird auf
eine engmaschige Kontrolle mit giinstigen, in Massen verfligbaren Antigentests gesetzt,
um Covid-Erkrankungen zu erfassen. Nattirlich wire es effektiver, fiir die Massentestung
auf NAT-Verfahren zuriickzugreifen. Die Sensitivitat ist hoher und auch der Zeitraum,
in der der Virus nachgewiesen werden kann ist langer [16]. Deshalb ist das Ziel der For-
schung und Entwicklung, diese Liicke zu schliefsen. In Bayern wurden kiirzlich PCR-Tests
entwickelt, die durch ein innovatives Heizverfahren die Reaktionszeit um mehr als die
Halfte verkiirzen [17]. Per Laserpuls werden Nanopartikel im Reaktionsvolumen angeregt
und heizen die Probenfliissigkeit in duflerst kurzer Zeit auf. Das Verfahren kann nur in
Laborumgebungen umgesetzt werden. Da es keine echte Losung fiir POCTs bietet, hat es
sich bisher auch nicht in diesem Bereich durchgesetzt [18]. Grofie Hoffnungen liegen aktu-
ell auf dem LAMP-Verfahren [19]. Diese befinden sich aktuell in der Entwicklungsphase
[20, 21] und konnten in Zukunft PCR ersetzen.

1.2 Neue Wege in der Virusdiagnostik

LAMP ist ebenfalls ein vielversprechender Kandidat, wenn es um den Einsatz von NAT-
POCTs geht. Es lauft bei konstanter Temperatur ab und benétigt somit weniger Equipment
als die konventionelle PCR [9]. Everitt u. a. untersuchten aktuelle LAMP-basierte POCTs
auf deren Tauglichkeit [2]. Darunter befanden sich Marktprodukte, die nach den CLIA-
waiver Kriterien zertifiziert wurden (siehe Tabelle 1.1), sowie Produkte in der Entwicklung.
Sie kommen dabei zu dem Schluss, dass im Allgemeinen zu wenig Fokus auf die Problema-
tik einer validen Probenvorbereitung gelegt wird. Ein LAMP-basiertes Schnelltestsystem
erreichte dadurch ein sehr schlechtes Ergebnis in der klinischen Studie [22]. Daher formu-
lierten Everitt u. a. ein neues Set von moglichen Bewertungskriterien fiir POCTs (siehe
Tabelle 1.2). Sie setzen dabei auf ein moglichst einschrittiges Probennahmeverfahren
(Sample-to-answer), auf eine schnelle Analyse (Rapid), eine Vor-Ort-Durchfiithrung des
Tests (Local), welche giinstig ist (Inexpensive) und einen hohen Durchsatz bei geringem
Equipmenteinsatz ermoglicht (Throughput/Equipment).
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Tabelle 1.2: STARLITE Kriterien zur Bewertung von POCTs [2].

STA Sample-to-answer Einschrittverfahren ohne Benutzereingriff
Ergebnis steht innerhalb

R Rapid

apt des Aufenthalts im Testzentrum bereit
L Local Durchfithrung am Ort der Probennahme
I Inexpensive Niedrige Kosten pro Test

TE  Throughput/Equipment Hoher Durchsatz bei geringem Equipmenteinsatz

Die Autoren erkldren den ausbleibenden Erfolg bereits zertifizierter Testverfahren mit-
unter auch an den zu weichen Kriterien der FDA. Gerade der Sample-to-answer Aspekt
werde von vielen Forschenden zu sehr aufier Acht gelassen. Oft seien der Einsatz von
Papier-basierten Sensoren oder Mikrofluidik Grund genug, von einem POCT-fadhigem
Gerit zu sprechen. Das Kriterium des Sample-to-answer-Ansatzes greift hier weiter als
die CLIA-Kriterien, da die Notwendigkeit der Kalibrierung oder die notwendige Vorbe-
reitung von Reagenzien ein mehrschrittiges Verfahren implizieren. Als Antwort auf den
zunehmenden Einsatz von POCT-Systemen im klinischen Umfeld wurde kiirzlich eine
gemeinsame Empfehlung zur Implementierung von NAT-POCTs durch die deutschen
Gesellschaften fiir klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin (DGKL), Hygiene und
Mikrobiologie (DGHM) und Virologie (GfV) und dem Berufsverband der Arzte fiir Mi-
krobiologie, Virologie und Infektionsepidemiologie (BAMI) herausgegebenen [23]. Darin
finden sich unter anderem Selektionskriterien fiir POCTs und Best-Practice-Regeln fiir
die Implementierung im klinischen Umfeld, aus denen sich auch Bewertungskriterien
tir die Entwicklung von POCT-Systemen ableiten lassen. Die Autoren Luppa u. a. gehen
dabei tiber die Bewertung der technologischen Aspekte, wie Probennahme, Spezifitit,
Sensitivitat, Wiederholbarkeit und Kosten pro Test hinaus und fiihren auch praktische
Voraussetzungen an. Darunter erwdhnen sie die Integration in bestehende IT-Systeme, Da-
tensicherheit, Risikokontrolle, Nutzerakzeptanz, Verfiigbarkeit der Verbrauchsmaterialien
und Reparaturmoglichkeiten.

1.2.1 Isothermale Nukleinsaure-Amplifizierung

Warum LAMP im Zentrum der Aufmerksamkeit steht, wird am Beispiel der Probenauf-
bereitung deutlich. Fiir die Amplifizierung muss das genutzte Enzym Zugriff auf die
Virus-RNA bekommen. Dafiir ist ein Aufspalten der Virushiille (Lysis) notwendig. Vor
einigen Jahren wurde bereits gezeigt, dass dafiir die Temperatur des LAMP-Prozesses
ausreicht [24]. Dass auf den Schritt der Lysis tatsdchlich verzichtet werden kann, wurde
inzwischen experimentell bestitigt [7]. Die Schnelligkeit des LAMP-Verfahrens tibertrifft
die der PCR. Konventionelle Laboranalysen mit PCR nehmen etwa zwei Stunden in An-
spruch, LAMP liefert bereits nach maximal einer Stunde Ergebnisse. Das Primerdesign
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spielt dabei eine wichtige Rolle. Primer sind Oligonukleotide, welche dem Enzym in der
Amplifizierung als Startpunkt dienen. Durch geschickte Wahl Kiirzlich konnte durch die
Erhohung der Anzahl der Primer die Zeit sogar unter 30 min gedriickt werden [25]. Die
Durchfiihrung erfordert wenig bis keine Instrumente. Die schwierigsten Aspekte sind
die Bereitstellung der Reaktionstemperatur und das Auslesen des Ergebnisses. Fiir die
Temperierung wurde beispielsweise eine chemisch-aufgeheizte Tasse entwickelt, welche
sich die Reaktion zwischen Mg-Fe und Wasser zunutze macht [9]. Auf der Seite der Evalua-
tion wurden Proben-basierte Methoden vorgestellt, die jedoch komplexe Arbeitsschritte
beinhalten, die durch trainiertes Personal durchgefiihrt werden miissen [26, 27]. Jede
LAMP Amplifikationsreaktion produziert ein Proton. Dadurch d@ndert sich der pH-Wert
und dieser kann tiber die Farbe des Indikators mit dem Auge beobachtet werden [28]. Die
Firma New England Biolabs vertreibt einen schwach-gepufferten LAMP-Reaktionsmix,
der Phenolrot als Indikatorfarbstoff enthélt [29]. Es wurden bereits Systeme présentiert,
welche mithilfe von Smartphone-Kameras den Farbumschlag in Echtzeit aufnehmen und
dadurch auch eine Quantifizierung der Viruslast ermoglichen [30].

Nachteile ergeben sich aus der zunehmenden Vereinfachung der Laborprozesse ebenfalls.
So zeigte LAMP in Studien eine hohe Falsch-Positiv-Rate [31], welche auf die Selbst-
amplifizierung der Primer zuriickgefiihrt wird. Im Labor kénnen solche Fehler durch
Schmelzkurvenanalyse [32, 33] oder Gelelektrophorese erkannt werden. Edgii u. a. ver-
wendeten Lateral-Flow-Tests, wie sie in Antigen-Tests Einsatz finden, um die zuvor
Biotin-markierten Amplifikate nochmals zu verifizieren. Dafiir ist allerdings ein erneuter
Transfer des Reaktionsproduktes auf die Teststreifen notwendig [7], was jedoch nicht dem
Sample-to-answer Aspekt entspricht.

1.2.2 Stand der Technik

Die meisten am Markt verfiigbaren NAT-POCT-Geréte setzen auf ein Kartuschensystem.
Dabei wird fiir jeden Test ein Probenbehilter in ein Gerit eingefiithrt. Konventionelle
PCR ist als Amplifikationsmethode am weitesten verbreitet, wobei es auch Gerate gibt,
die die isothermale Amplifikation nutzen [34], wie z.B. der ID NOW™. Die Kartuschen
unterscheiden sich je nach eingesetzter Technologie fiir die Probenverarbeitung. Klassi-
sche Kartuschen kommen beim GeneXpert® zum Einsatz [35], der Roche cobas® Liat®
benutzt ein Rohrchen (Lab-in-a-tube) [36], beim Spindiag Rhonda™ kommt eine Scheibe
mit mikrofluidischen Kanédlen zum Einsatz (Lab-on-a-disc) [37]. Zur Auswertung der
Amplifikation werden zumeist Fluoreszenz-Label eingesetzt, wie auch in der konven-
tionellen, quantitativen PCR (qPCR). Meist muss eine Abstrichprobe in die Kartusche
eingefiihrt werden und die Kartusche in das Gerdt, um die Virusanalyse zu starten. Bei
dem bereits erwdhnten ID NOW™ besteht das System aus mehreren Einzelteilen, welche
vor dem automatischen Prozess manuell zusammengesteckt werden miissen. Die Gerite
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liefern die Ergebnisse innerhalb von 30 bis 60 min. Nicht erwdhnt werden hier Geréte
die eine Probe gleichzeitig auf mehrere Pathogene testen konnen (bspw. Rhonda oder
GeneXpert). Die Verarbeitung von mehr als einer Probe erlaubt von den vorgestellten
Gerdten nur der GeneXpert, welcher auch als System fiir bis zu 16 Proben erhdltlich ist.
Mit dem Ansteigen der Anzahl der Proben, die verarbeitet werden konnen, steigt jedoch
auch die Produktgrofse, sodass nur das kleinste System fiir zwei Kartuschen als POCT im
eigentlichen Sinne verstanden werden kann.

1.3 Problemstellungen flir den markierungsfreien Ansatz in
Losung

Fiir diese Arbeit wurde ein markierungsfreier (Label-freier) Ansatz in Losung gewéhlt,
um eine moglichst giinstige und robuste Anwendung zu erzielen. Es soll untersucht
werden, inwieweit auf Biotin-Labeling und oder Immobilisierung von Ribonukleinsdure
(RNA) verzichtet werden kann und dabei trotzdem eine hohe Validitit bei Einhaltung
der STARLITE Kriterien (siehe Tabelle 1.2) zu erméglichen. Zum Einsatz kommen dabei
Mikrosysteme und chemische Sensoren, um dem Sample-to-answer Aspekt moglichst
nahe kommen zu kénnen. Nachfolgend wird in die dafiir zentralsten Problemstellungen
noch einmal néher eingefiihrt.

1.3.1 Einsatz des Sensors in chemischer Umgebung

An den Stellen, an denen Elektronik mit chemischen Medien in Verbindung kommen soll,
ist eine verldssliche Aufbau- und Verbindungstechnik (AVT) mit ein kritischer Punkt, an
dem sich der Erfolg eines solchen Unternehmens entscheidet. Miniaturisierte Bauteile
zeichnen sich meist durch minimale Abstdnde zwischen verschiedenen elektronischen
Signalen aus, welche auf keinen Fall kurzgeschlossen werden diirfen. Das Eindringen von
Wasser oder Feuchtigkeit in diese kritischen Strukturen muss also in jedem Fall verhindert
werden. Diese Arbeit stellt dafiir ein neuartiges hybrides Packaging-Konzept vor, welches
diesen Problemen vorbeugt.

1.3.2 Sensitivitat auf gezielte Erkennungsevents

Ein Label-freier Ansatz schliefst die Nutzung von Erkennungsreaktionen aus, die auf
der spezifischen Bindung von komplementiaren Molekiilen beruhen. Biosensorkonzepte,
welche beispielsweise auf der Bindung von Biotin und Avidin oder auf Hybridisierung
zwischen komplementdren DNA Strangen beruhen, konnen nicht angewandt werden. Die
dazu notwendigen Prozessschritte des Auswaschens oder Aufkonzentrierens bendtigen
funktionalisierte Oberflachen mit immobilisierten Molekiilen, auf welche eben gerade
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verzichtet werden soll. Daher ist es notwendig auf biochemische Prozesse aufzubauen, die
die Selektivitdt bereits mitbringen und physikalische Effekte fiir diese Prozesse zu identifi-
zieren, welche anschlieflend mit elektrochemischen Umsetzern (Transducer) gemessen
werden konnen.

1.3.3 Kontrolle der vorhandenen Querempfindlichkeit

Chemische Sensoren weisen ungleich zu physikalischen Sensoren eine Vielzahl von Quer-
empfindlichkeiten auf, die es zu umgehen oder zu kompensieren gilt. Dazu zéhlt insbeson-
dere die Temperatur, jedoch auch chemische Parameter, wie die Ionenkonzentration, also
auch pH-Wert oder Leitfdhigkeit. Da diese Querempfindlichkeiten theoretisch nur sehr
schwer abgeschétzt werden konnen, muss der Einfluss eben jener Parameter experimentell
bestimmt werden. Beim Sensordesign kann zusitzlich darauf geachtet werden, Einfliisse
durch Querempfindlichkeit zu minimieren.

1.3.4 Mehrwert durch den Einsatz elektrochemischer Umsetzer

Der Einsatz von elektrochemischen Transducern erhoht in gewissem Mafse die Kom-
plexitat eines Messsystems. Das Erreichen eines Mehrwerts muss also mit dem Einsatz
einhergehen, um diesen erhthten Aufwand zu rechtfertigen. Die Identifikation von existie-
renden Problemen oder Beschrankungen ist dahingehend zu erfolgen, ob und inwieweit
elektrochemische Transducer zur Losung dieses Problems einen unbedingten Mehrwert
beitragen.

1.4 Uberblick

In der vorliegenden Arbeit werden zunéchst die verwendeten Materialien und Methoden
dargestellt und erldutert. Das umfasst zuerst die biochemischen Analysemethoden LAMP
und MCA (Melt Curve Analysis, Schmelzkurvenanalyse), welche in der vorliegenden Ar-
beit zum Einsatz kommen. Die verwendeten Biosensoren werden eingefiihrt, Werkzeuge
der Charakterisierung vorgestellt und der aktuelle Stand der Technik erldutert, der den
Einsatz in der Virendiagnostik betrifft. Da fiir den Einsatz von Transducern in fliissigen
Medien die AVT eine wichtige Rolle spielt, werden ebenso Leiterplattentechnologien und
Bondverfahren erldutert.

Darauf aufbauend wird im Ergebnisteil das entwickelte Sensorpackaging vorgestellt
und alle Module der Systemintegration erldutert, welche beim Aufbau der Demonstrato-
ren und Prototypen zum Einsatz kamen. Dies umfasst neben den Messsystemen fiir die
Biosensoren auch eine Temperaturregelung, welche mithilfe von Temperatur- und Heizwi-
derstdnden auf dem Interdigitaltransducer (IDT) realisiert wurde. Die Biosensoren wurden
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fiir den Einsatz in der Endpunkterkennung und Auswertung einer LAMP-Reaktion und
tiir die Durchfiihrung einer MCA getestet und evaluiert. Die Ergebnisse werden vorgestellt
und Ansitze zur Integration in ein POCT-System présentiert.

Anschlieffend werden die Ergebnisse diskutiert und anhand der in dieser Einleitung
eingefiihrten Kriterien bewertet. Das angestrebte Konzept wird mit den aktuell vorhan-
denen Systemen verglichen und mogliche Ansétze fiir eine Weiterentwicklung werden
erortert.

Schliefilich erfolgt eine Zusammenfassung der Ergebnisse aus Sicht der verschiedenen
Disziplinen Sensorentwicklung, Systemintegration, Biochemie und Laboratoriumsmedi-
zin.
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Material und Methoden

2.1 Amplifizierungsmethoden in der Virendiagnose

Bereits in der Einleitung wurde erldutert, dass fiir den Virennachweis Amplifizierungs-
methoden den Antigentests iiberlegen sind. Das betrifft vor allem die Sensitivitit (siehe
Abbildung 1.1). Einen kompletten Uberblick iiber die vorhandenen Tests liefert Abbil-
dung 2.1 nach [3]. Amplifizierungstests detektieren das spezifische genetische Material
des Virus. Die Probennahme erfolgt durch Rachen- oder Nasenabstrich [38]. Je nach Art
der Amplifizierung sind verschiedene Vorbereitungsschritte notwendig. Dazu zdhlen die
Aufspaltung der Zellwand (Lysis) und die Umwandlung der RNA in komplementére
DNA (cDNA) per Reverser Transkriptase (Enzym) [39]. Die Amplifikation selbst beno-
tigt einen Mix aus den virusspezifischen Primern, der Polymerase (Enzym), den vier
Desoxy-Nukleotiden und einem Puffer [40]. Die Amplifizierung findet dann in einem
Thermocycler statt, ein Gerat, welches Probengefifie aufnehmen und die Temperatur des
enthaltenen Mix prézise einstellen kann. Ist der Virus in der Probe vorhanden, findet
die Amplifikation statt, ansonsten nicht. Die Reaktion wird so lange durchgefiihrt bis
die Amplifikate detektiert werden konnen, beziehungsweise bis nicht mehr mit einer
erfolgreichen Amplifikation gerechnet werden kann. Detektionsprinzipien sind vielfiltig
und gliedern sich in nachgeschaltete Analysemethoden (Gelelektrophorese, Schmelzkur-
venanalyse oder Beobachtung von Salzausfall) bis hin zu Live-Monitoring. Mittels des
Live-Monitorings kann auch der Zeitpunkt bestimmt werden, bei dem die Amplifikation
einsetzt. Dieser ist ein Maf3 fiir die Viruslast in der Probe. Die untere Nachweisgrenze
liegt weit unter der von Antigen-Tests. Was die Dauer und den Preis betrifft, kann der
Test jedoch nicht punkten. Die Probe muss in ein Labor gebracht werden. Zudem sind die
eingesetzten Reagenzien teurer im Vergleich zum Antigen-Test.

Dieser beruht auf einem anderen Detektionsprinzip. Die Virushiille ist bedeckt mit spezifi-
schen Antigenen. Fiir den Antigen-Test wird ein Assay entworfen, bei dem die zugehori-
gen Antikorper eingesetzt werden. In einem ersten Schritt wird die Abstrichprobe in eine
Losung eingetaucht, welche farbig markierte Antikorper enthélt. Die Losung wird auf
einen Teststreifen aufgebracht. Durch Kapillarkrifte fliefit die Losung entlang des Streifens.

11
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Dadurch gelangen diese Komplexe an das Testfeld, welches immobilisierte Antikorper
aufweist. Die Komplexe binden daran und bei hinreichend grofler Anreicherung wird
eine Verfarbung sichtbar. Am Kontrollfeld befinden sich immobilisierte Proteine, an denen
die markierten Antikorper andocken. Tritt dort keine Farbdnderung auf, muss von einem
Fehler bei der Durchfiihrung ausgegangen werden. Dasselbe Detektionsprinzip findet
beim Antikorper-Test statt, nur dass dabei die Rollen der Antigene und Antikorper ge-
tauscht sind. Die Probennahme erfolgt durch einen Piks in den Finger und der Entnahme
eines Bluttropfens mithilfe beispielsweise einer Kapillare. Beide Verfahren sind als POCTs
verfiigbar und kdnnen auch im Selbsttest durchgefiihrt werden.

Amplifizierung-Test Antigen-Test

B b

Detektiert Proteine an
der Virushille
(Antigene).

Antikorper-Test

Detektiert Immunantwort
im Blut (Antikorper).

Detektiert virales
genetisches Material
(RNA).

Probennahme
‘ durch kapillare
Blutentnahme.

Probennahme durch
Rachen- oder
Nasenabstrich.

Probennahme durch
Rachen- oder
Nasenabstrich.

Amplifikation | Analyse durch Analyse durch
in Laborgerét, Teststreifen. Teststreifen.
je nach Art | PoC méglich. PoC mdglich.
(PCR, LAMP) ! |:|

komplexe :

Durchfiihrung. O

Ist der Virus vorhanden? Virus nur bei hoher

Auch geringe Mengen Viruslast nachweisbar. Ist
Kennt das Immunsystem

+ Vergangene Infektion oder
nachweisbar. der Patient ansteckend? :
den Virus?

Impfung nachweisbar.

Stunden/ Minuten Minuten
Tage

Abbildung 2.1: Vergleich von verschiedenen Virustests (adaptiert von [3]). Ge-
ringe Viruslasten kénnen nur mit Genamplifizierungstests nachgewiesen werden.
Jedoch bei hohen Kosten und langer Dauer. Ginstige Schnelltests weisen hohe
Viruslasten nach oder erkennen vergangene Infektionen. Sie basieren auf der
Antigen-Antikérper-Bindung.

Technologische Hiirden fiir die Amplifikationsverfahren sind das Design der virusspezi-
fischen Primer. Fiir einen spezifischen NAT ist es erforderlich, dass einzig die Gensequenz
des zu detektierenden Virus amplifiziert werden kann. Um diese Gensequenzen zu be-
stimmen kommen umfangreiche Berechnungsprogramme zum Einsatz, welche auf riesige
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Genomdatenbanken zuriickgreifen, die bereits entschliisselte Sequenzen beinhalten. Durch
Mutation von Viren kann die Genauigkeit von NATSs sinken. Fiir die Entwicklung der
Teststreifen muss die Herstellung der Antikorper, bzw. Antigene moglich sein und Ver-
fahren fiir das Labeln mit Farbstoffen beziehungsweise fiir die Immobilisierung auf den
Teststreifen vorliegen. Beide Tests greifen auf Pufferlosungen zuriick und sind dadurch
dhnlich lange haltbar (ca. 2 Monate).

2.1.1 Polymerase Kettenreaktion

Seit der Entdeckung der PCR in den Achtzigerjahren [41] spielt sie eine zentrale Rolle
in der molekularbiologischen Forschung und hat sich in den letzten Jahren zum Gold-
Standard in der Labordiagnostik entwickelt [42]. Bei der PCR sind fiir jeden der drei
Einzelschritte eines Amplifizierungsdurchgangs unterschiedliche Temperaturen notwen-
dig [43]. Im ersten Schritt wird die cDNA (doppelstrangig) bei 95 °C in zwei Einzelstrange
aufgespalten. Fiir die Primeranlagerung wird die Probe auf 40 °C gekiihlt. Die eigentliche
Amplifizierung durch die Polymerase findet im dritten Schritt bei ca. 70 °C statt. Hier
wird von den angelagerten Primern ausgehend durch die Polymerase wieder eine kom-
plementdre DNA (cDNA) hergestellt. Fiir jeden Amplifizierungsschritt verdoppelt sich
die Anzahl der cDNA-Molekiile. Bei der PCR wird die Reaktion nach ca. zwei Stunden
gestoppt. Proben, welche bis zu diesem Zeitpunkt keine Amplifikation gezeigt haben,
werden als negativ interpretiert. Eine erwdhnenswerte Form des Live-Monitorings ist
die qPCR. Dabei werden beim Amplifizierungsschritt Fluoreszenzmarker aktiviert. Uber
die Zunahme der Fluoreszenz kann die Konzentrationszunahme der Amplifikate live
beobachtet werden [44].

Fluoreszenz

Schwellwert
Basislinie
TTTT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T TTTTTTT

Zyklus

Abbildung 2.2: Beispielhaftes Ergebnis einer gPCR. Die Fluoreszenz der Probe
wird gemessen wahrend die Temperaturzyklen durchgefahren werden. Ab einem
bestimmten Punkt Gberschreitet die Anzahl der aktivierten Fluoreszenzlabel einen
Schwellwert. Je friiher dieser Punkt einsetzt, desto héher die Viruslast in der
untersuchten Probe (blau: hohe Viruslast, gelb: niedrige Viruslast).

Abbildung 2.2 zeigt den typischen Verlauf einer Amplifikationsreaktion, wie sie von ei-
nem qPCR-Cycler aufgezeichnet wird. Uber der steigenden Anzahl der Zyklusdurchlaufe
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ist das Fluoreszenzsignal aufgetragen. Eine Amplifikation gliedert sich in drei Phasen. In
der Initialen Phase findet gegebenenfalls die Umwandlung der RNA in cDNA statt und
die Anzahl der erzeugten Amplifikate ist noch zu gering, um eine messbare Erhohung im
Fluoreszenzsignal zu erzeugen. Spitestens mit dem Uberschreiten des Threshold-Wertes
befindet sich die Reaktion in der Phase der exponentiellen Zunahme. Hier verdoppelt
sich die Anzahl der cDNA mit jedem Zyklus. In der dritten Phase erreicht das Fluores-
zenzsignal ein Plateau. Hier findet keine Amplifikation mehr statt. Griinde dafiir sind
das Aufbrauchen der Desoxy-Nukleotide oder Primer, beziehungsweise die Séttigung des
Puffers. Die verschiedenen Kurven stellen unterschiedliche Proben mit unterschiedlicher
Ausgangskonzentration der Probe dar. Je frither die Kurve zeitlich gesehen zu steigen
beginnt, desto hoher ist die Konzentration der Probe. Eine quantitative Bestimmung
der Ausgangskonzentration erfordert eine Kalibrierung mit bekannten Standards des zu
messenden Ausgangsmaterials. Die Einsatzzeit ist dabei indirekt proportional mit dem
Logarithmus der Konzentration [44]. Bleibt eine Kurve unter der Threshold-Linie wird
sie als negativ bewertet. Ein weiterer Vorteil der quantitativen Methode ist auflerdem,
dass im Falle einer positiven Probe die Durchfiihrungszeit mittels Endpunkterkennung
reduziert werden kann.

2.1.2 Isothermale Schleifen-vermittelte Amplifizierung

Ein relativ junger Vertreter der Amplifizierungsverfahren ist die LAMP-Methode [45].
Dabei handelt es sich um ein isothermales Verfahren. Die Reaktion lduft bei einer Tem-
peratur zwischen ca. 60 und 70 °C ab. Moglich wird dies durch die Verwendung einer
speziellen Modifikation der Polymerase, welche eine Strangverdrangungsaktivitit besitzt.
Die Notwendigkeit des Aufheizens bis zur Denaturierung entféllt. Das Primerdesign ist
komplexer als bei der konventionellen PCR. Benotigt werden vier Primer, welche ins-
gesamt sechs spezifische Sequenzen der Ziel-DNA beinhalten. Zusétzlich konnen zwei
Loop-Primer eingesetzt werden, um die Reaktionszeit auf 30 min zu reduzieren [25].
Entwickelt wurde das Verfahren bei der Firma Eiken, Japan [46]. Abbildung 2.3 zeigt den
schematischen Ablauf ohne den Einsatz von Loop-Primern. Die anvisierten Sequenzen
befinden sich an der vorderen (F fiir front) und hinteren (B fiir Back) Ende der Ziel-DNA.
Fiir beide Enden werden duflere komplementare Einzelsequenzen gewahlt (F3 und B3), so-
wie innere Primer (FIP und BIP), welche aus der komplementédren mittleren Sequenz und
der innersten Sequenz zusammengesetzt sind. Bevor die exponentielle Amplifizierung
anlaufen kann, muss eine hantelférmige Start-Struktur erzeugt werden (Abbildung 2.3c).
Der FIP hybridisiert an das vordere Ende der Ziel-DNA und der Rest wird komplementar
synthetisiert (Abbildung 2.3a). Anschlieflend dockt der F3 Primer an das noch freie Ende
des Ausgangsstrangs, auch hier startet anschlieffend die komplementére Synthetisierung.
Wihrenddessen sorgt die Strangverdrangungsaktivitiat der Polymerase dafiir, dass der
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im ersten Schritt erzeugte Komplementérstrang abgetrennt wird. Die dufSere Sequenz des
vorderen Endes ist nun komplementér zur inneren Sequenz. Durch Hybridisierung der
beiden bildet sich das vordere Hantelende (Abbildung 2.3b). Analog dazu wird durch die
Primer BIP und B3 das hintere Hantelende gebildet. Die Start-Struktur ist fertig (Abbil-
dung 2.3c). Die dufseren Primer (F3 und B3) werden nun fiir die Amplifizierung nicht mehr
benétigt. Ein innerer Primer (z.B. FIP) dockt an das betreffende Ende an. Nun laufen an
dieser Struktur zwei Synthetisierungsprozesse ab. Am vorderen Ende der Hantelstruktur
(1) und vom FIP ausgehend (2). Der zweite Synthetisierungsvorgang trennt das Ergebnis
des ersten ab - hier kommt wieder die Strangverdrangungsaktivitidt der Polymerase zum
Finsatz - sodass die Struktur wie in Abbildung 2.3d entsteht. Dabei handelt es sich um
die komplementére Start-Struktur, welche an einer Struktur hybridisiert wird, die eine
Schleife von doppelter Lange der Start-Struktur synthetisiert. Nach Vollendung dieser
Schleife liegen zwei Strukturen vor, an welche die inneren Primer (FIP und BIP) wie
an die Start-Struktur andocken kénnen. Mit Fortgang der Reaktion verdoppelt sich die
Anzahl der Strukturen und gleichzeitig wachst die Schleifenldnge der Amplifikate an. Um
die Synthetisierung zu beschleunigen, konnen Loop-Primer eingesetzt werden, welche
Sequenzen aus dem Zentrum der Ziel-DNA beinhalten.
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Abbildung 2.3: LAMP (adaptiert nach [46, 47]). Mithilfe zweier Primerpaare wird
eine hantelahnliche Startstruktur (c) erzeugt. Durch die Strangverdrangungsaktivitat
der eingesetzten Polymerase kann der Vorgang bei isothermalen Bedingungen
stattfinden. Das innere Primerpaar (FIP und BIP) hybridisiert an die Startstruktur
und wird komplementéar synthetisiert. Dabei entstehen langerkettige Variationen
der Startstruktur und Kopien derselben.

Ein wéhrend der komplementdren Synthetisierung frei werdendes Proton kann fiir ein
Live-Monitoring der Reaktion verwendet werden [48]. In schwach gepufferten Mixen
kann dadurch eine Anderung des pH-Werts erreicht werden. Darauf basierend wurden
kolorimetrische Mixe entwickelt, welche den Fortschritt einer LAMP-Reaktion tiber die
Farbe eines Indikators sichtbar machen [28], welche von der Firma New England Biolabs
vertrieben werden. Sie beinhalten den Farbstoff Phenolrot. Der pH-Wert des vorbereiteten
Mix liegt bei ca. pH 8,5 und erscheint deshalb pinkrot. Nach erfolgreicher Amplifikation
sinkt der pH-Wert auf pH 6, die Farbe wechselt zu gelb.

2.1.3 Schmelzkurvenanalyse

Mithilfe der Schmelzkurvenanalyse (MCA) wird das temperaturabhédngige Denaturie-
rungsverhalten der DNA untersucht. Heizt man eine Losung von doppelstrangigen
Nukleotid-Sequenzen, also beispielsweise DNA, auf, so kommt es zu einer Aufspaltung
in zwei Einzelstrange (ssDNA [49]. Die Temperatur, bei der dies geschieht, ist abhdngig
von der Sequenz. Im Nachgang an eine qPCR wird die MCA héiufig zur Analyse des Am-
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plifikats eingesetzt. Wiahrend der qPCR werden Fluoreszenzfarbstoffe in die amplifizierte
DNA eingebaut und aktiviert. Diese Farbstoffe schalten sich bei der Denaturierung wieder
ab. Die zum Amplifikat gehorende Schmelzkurve kann somit relativ einfach bestimmt wer-
den. Das Amplifikat verbleibt im qPCR-Cycler, die Temperatur wird in kleinen Schritten
bis ca. 100 °C erhoht und das Fluoreszenzsignal gemessen [32]. Im Vergleich zu Abbildung
2.2 ergibt sich eine umgekehrte sigmoidale Kurve. Die iibliche Darstellung erfolgt dann
in der Auftragung der negativen ersten Ableitung des Signals, wie in Abbildung 2.4
dargestellt. Die rote Linie stellt den Verlauf einer cDNA-Probe statt, die schwarze Linie
eine Kontrollprobe, ohne Amplifikat. Nahe Raumtemperatur bleibt das Fluoreszenzsignal
stabil. Erst bei einer erhohten Temperatur beginnen die Doppelstrange zu denaturieren.
Die Abnahme der Fluoreszenz erreicht ein Maximum, der Punkt, der als Schmelztem-
peratur Ty, definiert wird. Die Rate der sich aufspaltenden Doppelstriange ist hier am
hochsten. Die Hélfte des vorhandenen Amplifikats ist denaturiert. Theoretisch wiirde sich
die Fluoreszenz danach langsam dem Basiswert der Referenzmessung annahern.

-d(Fluoreszenz)/d(Temperatur)

Temperatur

Abbildung 2.4: Exemplarischer Datenverlauf der MCA einer DNA-Probe (rot) und
von reinem Wasser (schwarz). Aufgetragen ist die negative erste Ableitung des
Fluoreszenzsignals nach der Temperatur. Das Maximum der Kurve markiert die
charakteristische Schmelztemperatur der untersuchten DNA.

Es existieren eine Reihe von Modellen, mithilfe derer sich Ty, ausgehend von der Gense-
quenz berechnen lasst [50]. Die Selektivitit ist dabei eingeschrankt. Zwar hangt T,,, vom
GC-AT-Verhiltnis, der Lange und der Sequenz ab, jedoch liegen die Schmelztemperaturen
nah beieinander und in der Praxis liegt die Temperaturauflosung selten unter 0.25°C.
Beim Nachweis von Mutationen ist die Methode jedoch duflerst zuverldssig [51]. Gera-
de bei der Verwendung von qPCR ist die MCA eine schnelle Analysemethode, um das
Amplifikat zu charakterisieren [52, 53]. Die Probe verbleibt im Gerét. Im Vergleich zur
Gelelektrophorese spart man sich Zeit und vermeidet Verunreinigungen, da ein Handling
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der Probe nicht notwendig ist. Im Vergleich zum Einsatz von kolorimetrischen Puffern
oder Salzen, die nach der Amplifizierung ausfallen, ist der zeitliche Aufwand grofer.
Dafiir bekommt man zusétzliche Informationen iiber die ungefahre sequentielle Struktur
des Amplifikats.

2.2 Biosensoren

Ein Sensor ist ein Gerit, welches einen Impuls registriert und darauf mit einem elek-
trischen Signal reagiert [54, S. 2]. Wie gut ein Sensor dabei arbeitet, ldsst sich anhand
zahlreicher Merkmale charakterisieren, die von der Genauigkeit {iber die Wiederholbar-
keit bis hin zur Verldsslichkeit reichen. Nicht ohne Grund heifst es, , wir kennen viele
Sensoreffekte, aber wenig Sensoren” oder ,,alle Sensoren sind zuerst einmal Tempera-
tursensoren” [55]. Fiir einen Biosensor gelten dabei die gleichen Kriterien, insbesondere
aber die Selektivitit. Sie ist ein Mafs fiir die Abwesenheit von Interferenzen. Ein Biosensor
tir die Virusdiagnostik weist demnach eine hohe Selektivitit auf, wenn er nur fiir einen
bestimmten Virus ein Signal ausgibt und auf andere Viren nicht reagiert. Biosensoren
sind meist nach demselben Prinzip aufgebaut (siehe Abbildung 2.5 nach [56]). Im Mit-
telpunkt steht das selektive Erfassungsevent. Das Biomolekiil, welches nachgewiesen
werden soll, wird in irgendeiner Art und Weise spezifisch erfasst. Das Erfassungsevent
kann die Bindung eines zu bestimmenden Antigens an einen Antikdrper sein oder die
Hybridisierung eines Primers an eine zu amplifizierende Gensequenz. Tritt das Event
auf, wird es durch den Transducer in ein physikalisches Signal tibertragen. Nicht in je-
dem Fall besitzt der Transducer eine funktionale Sensorschicht. In jedem Fall jedoch ist
die Ubertragungsfihigkeit des Transducers lokal begrenzt. Ein Fluoreszenzmikroskop
ist beispielsweise ein Transducer, der die Prasenz eines aktivierten Fluorophors in ein
(elektrisches) Bildsignal tibersetzt. Eine Quartzkristall-Mikrowaage (QCM) tibersetzt die
Massendnderung auf seiner Oberfldche in eine Frequenzénderung seiner Eigenschwin-
gung. Im nédchsten Schritt wird dieses physikalisches Signal gemessen und verarbeitet
(verstarkt oder gefiltert). Im Beispiel des Fluoreszenzmikroskops kommt eine Kamera
zum Einsatz, die das vom Fluorophor emittierte Licht einfangt. Der QCM wird durch eine
Ansteuerung angeregt und die Eigenfrequenz mithilfe eines Frequenzzihlers bestimmt.
Eine Datenanalyse ist fiir die Bewertung des Signals wichtig. Hier findet moglicherweise
die Anwendung einer Kalibrierfunktion statt. Im Beispiel des Fluoreszenzmikroskops
wird die Intensitit des eingefangenen Lichtes berechnet und mit Messwerten bekannter
Proben verglichen. Bei der QCM-Messung liegt ein linearer Zusammenhang zwischen der
Frequenzdnderung und der Massendnderung vor. Storeinfliisse miissen eventuell durch
Integration der Messwerte herausgefiltert werden.
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Abbildung 2.5: Aligemeines Schema von Biosensoren (adaptiert nach [56]). Das
selektive Erfassungsevent wird mithilfe einer Sensorschicht von einem Transducer
in ein elektrisch messbares Signal umgewandelt. Die Signalverarbeitung erzeugt
daraus eine Datenlage, die interpretiert werden kann.

Eine Klassifizierung von Biosensoren fillt aufgrund der Fiille der moglichen Anwen-
dungsfelder schwer. Beschrankt man sich auf den Bereich der Virusdiagnostik, werden
hauptsachlich elektrochemische, optische, kalorimetrische und gravimetrische Transducer
verwendet [57]. Zu den elektrochemischen Transducern gehéren amperometrische Elektro-
den. Diese 3-Elektroden-Systeme (Arbeitselektrode, Gegenelektrode und Bezugselektrode)
erlauben die Durchfiihrung einer Vielzahl von elektrochemischen Techniken, wie bei-
spielsweise Zyklovoltammetrie. Daneben gibt es impedimetrische und konduktimetrische
Elektroden. Diese 2-Elektroden-Systeme werden hédufig in interdigitaler Form als zwei
ineinandergreifende Kamm-Strukturen realisiert. Sie Messen entweder die Impedanz
oder die Leitfahigkeit. Potentiometrische Elektroden nehmen Spannungen zwischen zwei
Bezugspunkten auf. Zu ihnen zdhlen auch ionensensitive Feldeffekttransistoren. Sie er-
leichtern die Messung der extrem hochohmigen Potentialunterschiede. Zu den optischen
Sensoren zdhlen Transducer, die Anderungen im Brechungsindex oder der Schichtdicke
messen, sowie auch Lichtsensoren. Beispiele fiir erstgenannte sind Oberflichenplasmo-
nenresonanzsensoren (SPR) oder faseroptische Sensoren wie in der Evaneszentwellen-
Sensorik. Lichtsensoren detektieren Lichtabsorption oder -emission (beispielsweise unter
Verwendung von Indikator- oder Fluoreszenzfarbstoffen). Kalorimetrische Sensoren de-
tektieren Anderungen in der Warmeleitung, indem Temperatursensoren die Abwérme
eines nahegelegenen Heizelementes aufzeichnen. Der Grad der Abkiihlung ist dabei
stark masseabhingig. Kleinste Masseédnderungen durch Adsorption werden mit gravi-
metrischen Transducern, wie QCM, Aktustischen-Oberflichenwellen-Sensoren (SAW)
oder Cantilevern detektiert. Bei den relevanten biochemischen Methoden LAMP und
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MCA geht es um den Nachweis der Amplifikation beziehungsweise Denaturierung der
Nukleinsduren. Fir die LAMP-Methode unterscheiden Bechterer und andere nach ho-
mogenen und heterogenen Nachweismethoden, sowie den Einsatz von Partikeln fiir den
Nachweis [58]. Betrachtet wird zum einen der Zustand der Elemente, welche durch den
Transducer detektiert werden. Befinden sich die Elemente in Losung, handelt es sich um
eine homogene Methode, sind sie auf einer Oberflache gebunden bzw. immobilisiert, so
handelt es sich um eine heterogene Methode. Zum anderen geht es um den Nachweis an
sich. Detektiert der Transducer die Nukleinsdure direkt oder werden die Nukleinsduren
markiert und die Marker detektiert. Tabelle 2.1 listet Beispiele fiir die verschiedenen Arten
von LAMP-Nachweismethoden auf.

Tabelle 2.1: Beispiele fir LAMP-Nachweismethoden nach [58].

Homogen Heterogen

Biotin-Label
Fluorophor im rofh-Labetan

Partikel-frei innerem Primer,

inneren Primer
Avidin an Transducer
Komplementérstrang Komplementérstrang
Partikel-basiert immobilisiert immobilisiert
an Nanopartikel an Transduceroberfldche

Ein Partikel-freier homogener Ansatz ist beispielsweise die Verwendung von inneren
Primern, (FIP und BIP) in die ein inaktives Fluorophor eingebaut ist, welches durch Hy-
bridisierung aktiviert wird. Durch die fortschreitende Amplifizierung steigt die Anzahl
der eingebauten inneren Primer und dadurch die Anzahl der aktiven Fluorophore. Die
Intensitat des fluoreszierenden Lichts ist damit ein Maf fiir den Fortschritt der Amplifika-
tion [59]. Ein Partikel-freier heterogener Ansatz wire der Einsatz von Primern in welche
ein Biotin-Label eingebaut ist. Nach Ablauf der LAMP liegen dadurch Amplifikate mit
Biotin-Markern vor. Werden diese tiber einen mit Avidin beschichteten QCM-Transducer
gegeben und anschlieffend gespiilt, kann der Massenzuwachs durch die Avidin-Biotin-
Bindung gemessen werden [60]. Partikel-basierte Methoden nutzen die Hybridisierung der
Ziel-DNA an einen komplementéren Einzelstrang. Der Nachweis findet dann entweder
tiber eine Charakterisierung der funktionalisierten Oberfldchen (z.B. {iber enzymatische
Zyklovoltammetrie [61]) oder der funktionalisierten gelosten Nanopartikel (z.B. iiber
Ramanspektroskopie [62]) statt. Partikel-basierte Methoden greifen nach dieser Klassi-
tizierung auf Rezeptormolekiile zuriick, um die Ziel-DNA zu detektieren. Nicht in der
Klassifizierung inbegriffen ist die Unterscheidung beziiglich der Verwendung von Marker-
molekiilen, wie beispielsweise Fluoreszenzfarbstoffen. Heterogene Ansitze setzen dabei
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grofitenteils ein mehrstufiges Verfahren ein, bei dem die funktionalisierte Oberflache
gespiilt werden muss, wodurch eine Immobilisierung notwendig wird.

2.2.1 Transducer fir den markierungsfreien Ansatz

Eine Fokussierung auf einen Label-freien Ansatz in Losung, wie sie in dieser Arbeit
vollzogen wird, fligt sich nach der Klassifizierung von Becherer (siehe Tabelle 2.1) in
den Bereich der Partikel-freien homogenen Methoden ein. Dariiber hinaus verzichtet
er auf den Einsatz von Markermolekiilen. Um diesem Ansatz gerecht zu werden, miis-
sen physikalische Effekte genutzt werden, die bereits in der Natur der Amplifizierung
und Denaturierung vorhanden sind. Zum einen wurde ausgehend von den Ergebnissen
von Lee [63] und Ma [64] die Impedanzabhingigkeit von Nukleinsduren in Bezug auf
deren Liange, Konzentration und Strangkonfiguration in Betracht gezogen, zum ande-
ren die Erzeugung von Protonen wéhrend der Amplifikation [28, 48]. Als Transducer
wurden Interdigitalkondensatoren (IDK) fiir die Messung der Impedanz gewéhlt. Diese
werden in einer Metallebene (Gold) auf Glassubstraten realisiert. Dabei konnen Wider-
standsstrukturen fiir Heizung und Temperaturmessung einfach integriert werden. In
der Literatur finden potentiometrische Sensoren zur Messung der pH-Anderung bei
LAMP-Reaktionen eine hohere Aufmerksamkeit [65-70]. Somit wurde als Alternative der
Einsatz eines ISFETs untersuchen. Fiir das selektive Erkennungsevent wurde die LAMP-
Reaktion ausgewdhlt. Einerseits verspricht sie eine hohe Sensitivitdt, andererseits benotigt
die Reaktion nichts weiter als das Aufheizen der Losung auf eine konstante Temperatur.
Die hohe Falsch-Positiv-Rate der LAMP-Reaktion (siehe Kapitel 2.1.2) stellt allerdings
ein Risiko dar. Um die Validitdt dennoch auf ein hohes Niveau zu bringen, wurde im
Rahmen der Arbeit der Einsatz der Schmelzkurvenanalyse als Erkennungsmethode der
Falsch-Positiv-Amplifikate untersucht. Dafiir kamen die IDKs zum Einsatz.

Abbildung 2.6: Sensorprinzip fiir den Ansatz mit Interdigitalkondensatoren als
Transducer. Auf dem Sensorsubstrat befinden sich Fingerelektroden. Deren Kapazi-
tat wird von den dielektrischen Eigenschaften der DNA-L&sung bestimmt. Zuséatzlich
beinhaltet der Sensor einen Temperaturwiderstand und einen Heizmaander zur
geregelten Temperierung der DNA-L&sung.

Tabelle 2.2 listet die Komponenten fiir beide Ansidtze gemifl dem Biosensorschema
aus Abbildung 2.5 auf, welche hier zusammenfassend noch einmal erldutert werden
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sollen. Gegenstand der Untersuchung ist ein zweistufiger Analyseprozess aus LAMP und
MCA. Der Prozess benotigt keine vorangehende Immobilisierung von Rezeptoren auf
der Sensoroberfldche sowie keine Zugabe von Markierungspartikeln. Der LAMP-Schritt
dient dem Nachweis von spezifischer Virus-RNA und der Quantifizierung derselben. Der
MCA-Schritt dient der Erhohung der Validitat der LAMP-Reaktion. Untersucht werden
der Einsatz eines pH-Sensors (Ionensensitiver Feldeffekttransistor (ISFET)) fiir die LAMP-
Reaktion und eines IDKs fiir die LAMP-Reaktion und die MCA.

Tabelle 2.2: Biosensor Ansatze fir die Virendiagnostik.

‘ LAMP auf ISFET LAMP auf IDK MCA auf IDK
selektives Ampli'fi.zierung‘durch charakteristische T
Erkennungsevent spezifische Primer
H-And ,
Sensorschicht p n eru.ng Anderung der Dielektrizitdtszahl
durch Reaktion
Transducer ‘ ISFET IDK
Messung ‘ Eingangskennlinie Messung C
Zeitpunkt d
. . erp ur.1 . e Zeitpunkt der Maximum der
Signalverarbeitung Kennlinien- h "
, C-Anderung C-Anderung
verschiebung
Quantifizierung durch Kalibrierung  Identifizierung Falsch-Positiver
Datenanalyse . . . o
mit bekannter Viruskonzentration durch niedrigere Try

Die Sample-to-answer-Abfolgen fiir die drei untersuchten Prozesse konnen wie folgt zu-
sammengefasst werden: Fiir die LAMP-Reaktion auf ISFETs gilt: Eine Abstrichprobe wird
in einen LAMP-Mix mit spezifischen Primern eingetaucht. Die vorhandene Virus-RNA
wird amplifiziert, dabei tritt eine pH—Anderung des Puffers auf. Die Eingangskennlinie
des ISFETs verschiebt sich. Der Zeitpunkt der Verschiebung gibt durch den Vergleich mit
Messungen aus bekannten Viruskonzentrationen Informationen iiber die Konzentration
des Virus in der Probe. Fiir die LAMP-Reaktion auf IDKs gilt analog: Die vorhandene
Virus-RNA wird amplifiziert, dabei tritt eine Anderung in der Dielektrizititszahl der
Probenlosung auf. Die Kapazitit des IDKs é@ndert sich. Der Zeitpunkt der Kapazitatsan-
derung gibt durch den Vergleich mit Messungen aus bekannten Viruskonzentrationen
Informationen tiber die Konzentration des Virus in der Probe. Fiir den zweiten Schritt der
MCA auf IDKs gilt: Das Amplifikat wird erhitzt, bei einer charakteristischen Temperatur
findet eine Denaturierung der enthaltenen cDNA statt. Die Kapazitdt des IDKs dndert
sich. Die Temperatur, bei der die Kapazitdtsanderung ihr Maximum erreicht, ist die cha-
rakteristische Schmelztemperatur Tp,. Sie wird mit der zu erwartenden theoretischen Ty,
der Virusamplifikate verglichen. Liegt sie darunter, handelt es sich um eine Falsch-Positiv-
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Probe. Es war keine Virus-RNA enthalten, stattdessen fand eine Selbstamplifizierung von
Primern statt.

2.2.2 lonen-Sensitiver Feldeffekt-Transistor

Der ionensensitive Feldeffekttransistor ISFET kann inzwischen auf eine 50-jahrige Ent-
wicklungsgeschichte zuriickblicken. 1972 erschien der erste Artikel in einer Fachzeitschrift
von Peter Bergveld [71]. Die Idee dabei war, den Transistor als Impedanzwandler fiir
hochohmige Spannungssignale in der Medizintechnik zu verwenden. Die ersten Versuche
machte Bergveld mit einem Metal Oxide Semiconductor Field-Effect Transistor (MOSFET),
der nicht zu Ende prozessiert worden war und tiber kein Gate verfiigte [72]. Im Folgenden
soll die Entwicklung des ISFETs anhand der im Laufe der Jahre entwickelten ISFET-
Varianten vorgestellt werden. In Kapitel 3.1.2 wird der Floating-Gate ISFET (FG-ISFET),
welcher in dieser Arbeit entwickelt wurde, ausgehend von diesen Varianten eingefiihrt.

(a) (b)

gate
oxide

Vg b
source drain ._| tl
S

substrate

Abbildung 2.7: MOSFET, ein Feldeffekttransistor mit einem Schichtaufbau aus
Metall, Oxid und Halbleiter. Zwischen den dotierten Gebieten von Source und Drain
bildet sich ein Leitungskanal aus. Der Widerstand in diesem Kanal folgt aus der
Konzentration der vorhandenen Ladungstrager, die Gber das Potential am Gate
eingestellt werden kann.

Abbildung 2.7 zeigt den schematischen Aufbau und das Schaltbild eines MOSFETs.
N-Kanal und P-Kanal MOSFETs gehoren zu den Grundbausteine der Mikroelektronik,
weshalb man von CMOS-Technologie (complementary MOS) spricht. Wir betrachten als
Beispiel einen N-Kanal MOSFET. Das Substrat besteht aus leicht p-dotiertem Silizium
mit zwei hochdotierten (n++) Gebieten (Source und Drain). Im Kanal zwischen Source
und Drain ist durch die beiden entgegengesetzten Diodeniibergédnge zum Substrat kein
Stromfluss moglich. Uber dem Kanal befindet sich das Gate, welches aus Metall oder
Polysilizium besteht und auf einer Isolatorschicht (hdufig Siliziumdioxid) liegt [73]. Durch
Anlegen eines positiven Potentials am Gate bildet sich im Kanal eine Inversionslage mit
negativen, beweglichen Ladungstriagern aus, welche Source und Drain verbindet und
einen Stromfluss erlaubt. Der Drainstrom im linearen Bereich (vergleiche Beginn des
Graphs in Abbildung 2.11b) kann durch folgende Gleichung beschrieben werden [73]:

. W eox Vd52
la=p7 1o <(Vg Vin) Vas > (2.1)
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wobei W und L die Weite und Lange des Gates sind, €ox und dox die Permittivitat und die
Dicke des Gate-Oxids und u die Ladungstragerbeweglichkeit im Inversionskanal. Neben
der Source-Drain-Spannung Vg, hidngt der Drainstrom mafigeblich von der Spannung am
Gate Vy ab. Ein MOSFET kann demnach als elektrischer Schalter verwendet werden. Liegt
die Spannung am Gate jenseits eines bestimmten Schwellwerts Vy,, ist der Schalter an,
liegt sie darunter, ist er aus. Im Schaltbild (Abbildung 2.7b) sind die drei Terminals des
Bauteils, Source (S), Drain (D) und Gate (G) zu sehen.

(a)

reference (b)

oxide
| source drain | @_@_‘_{tl

substrate

Abbildung 2.8: Bei einem ISFET fehlt das Metallgate und ist durch eine Flissigkeit
ersetzt, in die eine Referenzelektrode eingetaucht ist. Die gedachte Gatespannung
V( folgt aus der Spannung an der Referenzelektrode und einer pH-Spannung Vi
welche sich durch die Ausbildung einer elektrochemischen Doppelschicht bildet.

Lasst man das Gate weg und ersetzt es durch eine Fliissigkeit, in die eine Referenzelek-
trode eingetaucht ist, erhilt man einen ISFET (Abbildung 2.8). An der Oberfldche des Iso-
lators bildet sich eine elektrochemische Doppelschicht aus, welche nach dem Stern-Modell
aus Helmholtz-Schicht und Gouy-Chapman-Schicht besteht [74]. Im Gouy-Chapman-
Modell hdngt die Kapazitit der Schicht vom pH-Wert ab, sodass die Schwellspannung
fiir den ISFET aus einer kapazitiven Kopplung aus der elektrochemischen Doppelschicht
und der Charakteristik des MOSFETSs entsteht [75]. Vereinfacht kann eine zusitzliche
verdnderliche pH-Spannung V, angenommen werden.

Vinasrer) = Vin(mosrer) + 7 + @N pH (2.2)
~—
Vpn
wobei 7y eine chemische Konstante ist. Sy bezeichnet die ideale pH-Sensitivitét einer pH-
Elektrode abgleitet aus der Nernst-Gleichung. Diese ist 59 mV /pH in Raumtemperatur.
Aufgrund der begrenzten Oberflachenpufferkapazitit des Gate-Isolators wird dieser Wert
fiir die meisten Materialien nicht erreicht [76]. Daher gilt « < 1. ISFETs, welche industriell
in CMOS-Prozessen gefertigt werden, verwenden haufig Si3sNy als Sensormaterial [70,
77]. Wo hingegen eine hohe Sensitivitdt wiinschenswert ist, hat sich Ta;Os als bestes
Material fiir die abschliefiende Schicht auf dem Gate-Isolator herausgestellt [66, 78, 79].
Der Grund dafiir liegt in der hohen Oberflichenpufferkapazitit, welches auch dazu dient,
die Querempfindlichkeit zur Leitfahigkeit signifikant zu reduzieren [74, 80].
Um die kleine Baugrofie des ISFETs im Vergleich zu einer kombinierten Glaselektrode
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auszunutzen, werden auch fiir die Referenzelektrode integrierte Losungen entwickelt.
Dabei kommen noble Metalle [69, 81] zum Einsatz, aber auch miniaturisierte Ag/AgCl-
Elektroden [82-84]. Ebenso wurden Losungen vorgestellt, die auf den FEinsatz einer Refe-
renzelektrode verzichten [70]. Dabei kommt ein zweiter ISFET zum Einsatz, der in einer
Referenzlosung verweilt. Eine Vorab-Charakterisierung des Driftverhaltens ist fiir diese
Messung jedoch unabdingbar.

(a)

reference

(b)

passivation
floating gate vV D
oxide RE Vg Vfg
source drain RE ( ) Q 5
substrate VpH CP S

Abbildung 2.9: Mittels Standard-CMOS-Prozesse kann ein Extended-Gate Feldef-
fekttransistor (EGFET) hergestellt werden [75]. Es handelt sich um einen MOSFET
mit einem floatenden Gate, welches mit einer Passivierung abgedeckt ist. Die
Dampfung des Sensorsignals durch den kapazitiven Spannungsteiler aus Cp und
der Kapazitat des MOSFETs ist zu beachten.

Wenn neben dem ISFET zusitzliche elektronische Bauteile auf einem Sensorchip in-
tegriert werden sollen und der CMOS-Prozess nicht angepasst werden kann, muss ein
ISFET in der dargestellten EGFET Konfiguration gefertigt werden [75]. Dabei wird ein
MOSFET in konventioneller Technologie gefertigt und eine Passivierung auf das Gate-
Metall aufgebracht, die dann zur Fliissigkeit hin offen liegt. Das Gate des MOSFETs bleibt
floatend. Dieser Aufbau bringt den Vorteil mit sich, dass Sensorelektrode und MOSFET
ortlich getrennt werden kdnnen und somit weniger von den umgebenden Lichteinfliissen
abhédngen [85]. Andererseits wird durch die Einfithrung von Cp (siehe Abbildung 2.9b)
die Sensitivitat um einen Faktor [75]

Cp

" Cp+ (CoxCq)/(Cox + Cq) @3)

p

geddampft, wobei Cox und Cy4 die Kapazititen der Oxidschicht und der Verarmungszone
widerspiegeln. Hinzu kommt eine hohe Variation der Einsatzspannung aufgrund von
prozess-technisch nicht definierten Ladungstréagern im Gate-Oxid und auf dem Floating-
Gate selbst [86].

Um dieses Problem zu beheben, wurde am Imperial College London der Programmable-
Gate Ionensensitiver Feldeffekttransistor (PG-ISFET) vorgestellt, welcher eine zusétzliche
Elektrode unter dem Extended-Floating-Gate besitzt [87]. Durch Anlegen einer spezi-
tischen Hilfsspannung kénnen Verschiebungen in der Einsatzspannung kompensiert
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werden. Dies macht den PG-ISFET vor allem fiir Anwendungen interessant, in denen
Arrays von ISFETs eingesetzt werden [88]. Eine Alternative dazu stellen Losungen dar, in
denen - dhnlich wie beim EEPROM - Ladungen iiber Tunnelkontakte auf das Floating-Gate
induziert werden konnen [89].

(a)

reference (b)
| passivation VRE V Vfg ,_T D

floating gate RE ._@_@_og_{
oxide oxide
V
| source drain | control pH Cl S

substrate C C j

Ve G,

Abbildung 2.10: Der PG-ISFET zeichnet sich durch eine zusétzliche Hilfselektro-
de aus, welche unterhalb des floatenden Gates positioniert ist. Unterschiede in
PG-ISFET-Arrays, die durch eine unkontrollierbare Beladung des floatenden Gates
zustande kommen, kénnen damit kompensiert werden.

Ein Vorteil bei Einsatz eines Floating Gate ist die Moglichkeit, die beiden Kondensatoren
zur Signalverstarkung zu benutzen [90, 91]. Ein PG-ISFET mit Si3Ny-Passivierung erreichte
dadurch eine Sensitivitdt von 113 mV /pH [77]. Dafiir wurden die Kapazitidtswerte von
C; und C; (in Abbildung 2.10b) so eingestellt, dass eine etwa zweifache Verstarkung der
Spannungsdnderung erreicht wurde. Eine Weiterentwicklung des PG-ISFETs stellt der
FG-ISFET dar, welcher fiir die vorliegende Arbeit entwickelt wurde. Dieser wird in Kapitel
3.1.2 vorgestellt.

2.2.2.1 Charakterisierung und Messung

Bei diesem FG-ISFET ist das Floating-Gate kapazitiv an zwei Elektroden gekoppelt: Die
Referenzelektrode in der Fliissigkeit und die Control-Elektrode unter dem Floating-Gate.
In der Regel wurden die Messungen an den Bauteilen bei festem Potential an der Refe-
renzelektrode durchgefiihrt. Abbildung 2.11 zeigt eine Messung der Ein- und Ausgang-
scharakteristik eines FG-ISFETs. Die Spannung an der Referenzelektrode Vi wurde so
gewdhlt, dass die Einsatzspannung Vy, bei etwa 900 mV liegt. Dies entspricht dem Wert,
der fiir den verwendeten n-Kanal MOSFET ausgehende der durchgefiihrten Implantati-
onsdosis erwartet wurde. Fiir eine Messung des Eingangskennlinienfeldes (Abbildung
2.11a) wurde an den Source Anschluss Massepotential angelegt, an Drain wurden diskrete
Spannungswerte V4 von 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 und 0.9 V angelegt. Die Spannung an der Control-
Elektrode V. wurde von -2 bis 5 V gefahren und dabei der Strom durch den Leitungskanal
I3 gemessen. Aufgetragen sind die Stromwerte bei den verschiedenen Drainspannungen
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V4 in linearer (schwarz) und logarithmischer (rot) Darstellung und die Transkonduktanz
gm, die erste Ableitung von I3 nach V.. Fiir steigende V4 nimmt auch die Transkonduktanz,
also die Steigung von I4 zu, sodass auf eine Beschriftung der Datenlinien verzichtet wurde.
Das Ausgangskennlinienfeld (Abbildung 2.11b) zeigt den Verlauf des Drainstroms I3 bei
Variation der Drainspannung Iy fiir verschiedene Spannungen an der Control-Elektrode
V. 0,1,2,3,4und 5 V. Hier wird ebenfalls auf eine Beschriftung der Datenlinien verzichtet.
Charakteristisch ist der ohmsche Bereich zu Beginn der Messung (0 < V3 < 0.5V) und
der anschliefSende Sattigungsbereich.

(a) (b)
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Abbildung 2.11: Dargestellt sind Kennlinienfelder, die fiir die Charakterisierung
der FG-ISFETSs bei einer festen Referenzspannung aufgezeichnet werden. Das
Eingangskennlinienfeld (a) zeigt den Drainstrom gegen die Controlspannung fir ver-
schiedene Drainspannungen (aufsteigend). Das Ausgangskennlinienfeld (b) zeigt
den Drainstrom gegen die Drainspannung bei verschiedenen Controlspannungen.
Der lineare Bereich bei V3 < 0.5 V wird durch Gleichung 2.1 beschrieben.

Etwaige Leckstrome im Leitungskanal konnen schnell erkannt werden, wie sie im
Beispiel etwa ab 4.5V auftreten. Im Sperrzustand (V. = 0V) fliefst iiber den ganzen
Messbereich folgerichtig kein Strom. Wichtige Kennwerte, die aus der Eingangskennlinie
(Abbildung 2.11a) abgelesen werden konnen, sind die maximale Transkonduktanz gmax,
die Einsatzspannung Vj;, und der Sperrstrom Iy¢. gmax ist das Maximum der Transkonduk-
tanz, Vi, die Spannung, bei dem Strom zu flieffen beginnt und I,¢ der kleinste gemessene
Strom im geschlossenen Zustand. Im Beispiel aus Abbildung 2.11a sind die Werte:

Tabelle 2.3: Charakteristische Werte aus den MOSFET Kennlinienfeldern.

gmax Maximale Transkonduktanz 680 pS bei V4 = 900 mV
Vin Einsatzspannung 950 mV
Togt Sperrstrom < 100 fA
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Beide Messungen wurden fiir die Charakterisierung der verwendeten FG-ISFETs aufge-
nommen. Dariiber hinaus wurden zeitlich abhdngige Messungen durchgefiihrt, bei denen
ein Arbeitspunkt (Vief, Vg, Ve und I4) gewidhlt wurde und die zeitliche Anderung einer
Variablen aufgezeichnet wurde (V. oder Iy).

Waferlevel Fiir die Messungen kam ein Waferprober PA-200 der Firma Cascade Micro-
tech mit einem Agilent BIS00A Parameter Analyzer [92] zum Einsatz. Der Waferprober
verfligt tiber einen heizbaren Chuck, der in xyz-Richtung gefahren werden kann. Der Wa-
ferprober ist erschiitterungsfrei in einer Dunkelkammer aufgebaut (siehe Abbildung 2.12).
Zum Kontaktieren der elektrischen Kontakte auf dem Wafer stehen 5 Probereinheiten mit
Wolframnadeln zur Verfiigung.

Abbildung 2.12: Der eingesetzte Waferprober Cascade Microtech PA-200 mit
Mikroskop, fahrbarem Waferchuck und Probernadeln in einer verschlieBbaren
Dunkelkammer (© Bernd Mdiller, Fraunhofer EMFT).

Der B1500A Parameter Analyzer verfiigt iiber einzeln ansteuerbare SMUs, welche
entweder Spannungssignale ausgeben und Strome messen, oder Strome ausgeben und
Spannungssignale messen. Die Genauigkeit geht je nach Modul bis in den Femtoam-
perbereich. Zusitzlich steht ein Kapazitatsmessmodul zur Verfiigung. Die proprietare
Messsoftware des Geréts erlaubt eine Vielzahl von Standardmessungen, darunter auch die
Aufnahme von Ein- und Ausgangskennlinienfeldern. Eine zeitliche Messung ist jedoch
nicht moglich.

Labormesstechnik Da innerhalb des Waferprobers nicht mit Fliissigkeiten hantiert wer-
den kann, wurde ein zweiter Aufbau realisiert. Mithilfe eines HP4142B Modular DC
Source Monitors [93] und einer E5250A Switch Matrix [94] wurde ein achtkanaliges Setup
aufgebaut, welches Ein- und Ausgangskennlinienfelder, sowie zeitliche Messungen er-
laubt. Dafiir wurde auf das Open Source Framework PyMeasure [95] zuriickgegriffen und
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entsprechende Gerétetreiber programmiert. Wo nicht anders erwédhnt, kamen als Referen-
zelektroden die DRIREF-Serie der Firma World Precision Instruments zum Einsatz [96].
Diese bestehen aus einem chlorierten Silberdraht in einem mit 3M KCl als Innenelektrolyt
gefiilltem Rohrchen, welches mit einer Glasfritte aus Corning Vycor™ verschlossen ist.
Das Rohrchen besteht dabei aus TPU (DRIREF-2SH) oder PP (DRIREF-L). Die DRIREF-
Serie zeichnet sich durch eine sehr geringe Ausdiffusion von Chlorid-Ionen aus. Fiir einige
Versuche wurde auch die integrierte Referenzelektrode verwendet. Dabei handelt es sich
um ein Goldpad mit 500 pum Durchmesser, welches mit einer Silber-/Silberchlorid-Paste
der Firma Gwent/Sun Chemicals bedruckt wurde [97]. Verwendung fand diese Losung
bei den Experimenten mit LAMP-Reaktionen auf FG-ISFETs, bei denen die Reaktionsge-
fafle dicht verschlossen sein mussten, um ein Verdampfen der Reaktionsfliissigkeit zu
verhindern. Erwartungsgemafs zeigten die Sensoren in diesen Experimenten ein hoheres
Driftverhalten, als mit kommerziellen Referenzelektroden.

Systemintegration Um dem POCT-Ansatz Rechnung zu tragen, wurde eine Auswerte-
Elektronik entworfen und aufgebaut, welche ebenfalls zur Charakterisierung der
FG-ISFETs verwendet wurde. Diese wird im Absatz 3.2.2.1 ndher beschrieben.

2.2.2.2 Einsatz in der Virendiagnostik

Da wiahrend der Hybridisierung Protonen frei werden, liegt die Idee nahe, pH-Sensoren
als Messsonden fiir den Fortschritt von Amplifikationsreaktionen analog zur qPCR zu ver-
wenden. EIS-Sensoren wurden dazu verwendet, eine LAMP-Reaktion zu monitoren [66,
98]. Der EIS-Sensor besteht analog zu einem Metall-Isolator-Halbleiter (MIS) Bauelement
aus dem Elektrolyt (mit einer Referenzelektrode), einem Isolator und einem Halbleiter.
Uber C-V Messungen kénnen Potentialinderungen an der Grenzfliche zwischen Elek-
trolyt und Isolator analog zum ISFET gemessen werden. Im Vergleich zum ISFET fehlt
jedoch die Vorort-Impedanzwandlung des Spannungssignals, sodass dieser Sensor stets
auf die Nutzung priziser Messinstrumente mit hoher Eingangsimpedanz, sowie auf kurze
Signalwege angewiesen ist. Die Experimente zeigen, dass der Vorgang der Hybridisie-
rung und die dabei entstehende pH-Anderung mit solchen Sensoren gemessen werden
kann. Auch mit ISFETs ist das moglich. Eine Arbeitsgruppe am Imperial College in Lon-
don hat dieses Prinzip der qPCR auf ISFETs bereits 2010 patentiert [99] und in einigen
Anwendungen nutzbar gemacht. Mit dem entwickelten ISFET konnte gezeigt werden,
dass die Erkennung von Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP), also Variationen in
einzelnen Basenpaaren moglich ist [67]. Dazu wurden Variationen von Einzelstrangen
auf den Oberflichen von ISFETs immobilisiert und die pH-Anderung wihrend der Hy-
bridisierung gemessen. Da sich die Kinetik fiir vollstindig komplementire DNA Strange
und solchen mit SNPs unterscheidet, konnen diese erkannt werden. Darauf aufbauend
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konnten ISFET-Anordnungen entwickelt werden, welche zur Erkennung von Mutatio-
nen eingesetzt werden [70]. Die Gruppe benutzte dafiir in CMOS-gefertigte ISFETs mit
Sensormaterial Siliziumnitrid. Die bei diesen Sensoren auftretende Drift kompensieren
die Forscher durch eine Extrapolation des Driftverhaltens aus einer initialen Charakteri-
sierungsphase bei gleichbleibenden Bedingungen. Fiir diese Array-Anordnungen wurde
dabei eine gemeinsame Referenzelektrode fiir alle ISFETs verwendet [88]. Eine Weiter-
entwicklung dieses Prinzips fiihrte dann zur Einfithrung des Ion Torrent™ Systems zur
Sequenzierung von DNA. Eine Probe wird auf ein Array aus ISFETs gegeben, auf denen
je eine Variation eines Einzelstrangs immobilisiert ist. Durch aufeinanderfolgende Zugabe
der vier verschiedenen Nukleinsduren kann der Hybridisierungsvorgang erkannt werden.
Die verwendeten Ion Torrent™ besitzen bis zu 10° ISFETs. Damit kommen sie dem sehr
nahe, was der Erfinder des ISFETs, Piet Bergveld, anstrebte: eine chemische Kamera,
mit der die Ionenaktivitdat um Muskel- und Nervenfasern gemessen werden kann [72].
Inzwischen wurden auch ISFET-REFET Konfigurationen mit Quasi-Referenzelektroden
aus Edelmetallen als Sensoren fiir NATs untersucht [69].

2.2.3 Interdigitalelektroden

Ein zweites Sensorprinzip, welches in dieser Arbeit zur Anwendung kommt, ist ein
kapazitives. In anderen Veroffentlichen wurde bereits gezeigt, dass sich Veranderungen
in der Konfiguration von Nukleinsduren auf die Dielektrizitdtszahl auswirken [63, 64].
Ein Kondensator im einfachsten Sinne besteht aus zwei parallelen leitfihigen Platten.
Durch Anlegen einer Spannung V kommt es zu einer gegensitzlichen Beladung mit einer
Ladung Q = CV. C ist die Kapazitit, fiir die im Beispiel des Plattenkondensators gilt:

C= €o€r§ (2.4)

Dabei ist A die Flache der Platten und d der Abstand zwischen ihnen, ¢ ist die Dielektri-
zitdtskonstante und €, die spezifische Dielektrizitdtszahl oder Permittivitat des Materials
zwischen den Platten. Tabelle 2.4 listet einige Materialien und ihre Dielektrizitdtszahlen

auf.

Tabelle 2.4: Einige Materialien und ihre Dielektrizitatszahl.

Luft 1
Wasser 80
Silizium 11.9

Borosilikatglas 42
1% DNA-Losung 100 [100]

Wasser hat dabei eine sehr hohe Dielektrizitatszahl, da durch den Dipolcharakter des
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Wassermolekiils zusitzlich elektrische Energie in der Polarisation der Wassermolekiile
gespeichert werden kann. Elektrolytlosungen haben gewohnlicherweise eine niedrigere
Dielektrizitatszahl, da geloste Ionen die Wassermolekiile verdrangen. Anders ist es bei
Losungen, deren Bestandteilen stiarkere Dipole als das Wassermolekiil bilden konnen. Fiir
DNA ist das der Fall, da sich in Losung die Phosphatgruppen der Basenpaare abspalten
und die DNA somit zweifach negativ geladen ist. Dort lagern sich Gegenionen an, welche
sich im elektrischen Feld entlang der DNA-Struktur verschieben. Die induzierten Partial-
ladungen sind starker als bei Wassermolekiilen [101, 102]. Noch grofer wird der Effekt fiir
denaturierte DNA, da sich die intrinsischen Dipolmomente in der Doppelhelixstruktur
aufheben, im Einzelstrang jedoch nicht.

Fiir diese Arbeit wurden interdigitale Kondensatoren verwendet, welche aus zwei inein-
andergreifenden Kammstrukturen bestehen (Abbildung 2.13).

Abbildung 2.13: Der Interdigitalkondensator besteht aus zwei ineinander greifen-
den Kammstrukturen (hellgrau und dunkelgrau), wie hier schematisch dargestellt.
Die Kammstrukturen werden aus einer Metallebene auf einem Wafersubstrat mittels
lithografischer Atzverfahren hergestellt.

Zur Berechnung der Kapazitdt eines Interdigitalkondensators kann eine Einheitszel-
le (siehe Abbildung 2.14) angenommen werden und die Gesamtkapazitit aus der 2D-
Kapazitit der Einheitszelle abgeleitet werden nach [103]

C=Cp(N-1)L (2.5)

fiir einen Interdigitalkondensator mit N Fingern an einer Kammstruktur der Lange L.
Dabei wird fiir die Berechnung der 2D-Kapazitit der Einheitszelle

+ €pEr— (2.6)

C1+GC3

wobei b die Summe aus Fingerdicke und Fingerabstand und K [x] das elliptische Integral
erster Ordnung sind. Werden kapazitive Sensoren in fliissigen Medien eingesetzt, ist
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eine Passivierung der Elektroden notwendig. Elektroden ohne Passivierung bilden einen
leitenden Kontakt zur Fliissigkeit und werden zur Leitfahigkeitsmessung eingesetzt. Bei
Schichtaufbauten mit Passivierung kann die Berechnungsmethode nach Endres [103] nicht
verwendet werden. In der Praxis werden fiir die Berechnung der 2D-Kapazitét Finite
Elemente Methoden (FEM) eingesetzt [104]. Bei komplizierteren Geometrien werden auch
Simulationen der gesamten Elektrodenanordnung in drei Dimensionen simuliert [105,
106].

Analyt (g,)

a

o Schicht (g,)

Substrat (&3)

Abbildung 2.14: Modell zur Berechnung der Kapazitat nach [103]. Dargestellt ist
ein Querschnitt durch eine Einheitszelle eines IDKs. Die Einheitszelle wird durch
die Mittellinie zweier benachbarter Finger begrenzt.

Charakteristisch fiir die Elektrodenstruktur ist dabei nicht nur ihre Gesamtkapazitat
sondern insbesondere die Eindringtiefe des elektrischen Felds d, in beide zur Kamm-
struktur orthogonalen Richtungen. Idealerweise ist das Feld nach unten hin innerhalb des
Substrats begrenzt. Das kann im Bedarfsfall durch Anbringen einer Aquipotentialflache
erreicht werden. Die Eindringtiefe in den Analyten hangt stark von dessen Dielektrizi-
tatszahl ab. Beim Einsatz in fliissigen Medien muss die Passivierung notwendigerweise
diinn sein, damit Anderungen in der Dielektrizitdtszahl des Analyten hinreichend grofe
Kapazitdtsanderungen bewirken. Die Eindringtiefe d, reicht bis zu dem Punkt, an dem
das elektrische Feld auf 1/e (ca. 37 %) abgefallen ist.
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2.2.3.1 Charakterisierung und Messung

Strom-
PCR Tube Cap | quelle

il MOSFET Sample solution PCR Tube
uC
HP4192A
MUX
3 m \m o ADG1207

Interdigitaltransducer mit Heizer und Temperaturwiderstand

PID
Control
Spannungs-
teiler |

Abbildung 2.15: Der Versuchsbau fur die LAMP und MCA Messung auf IDTs
schematisch dargestellt. Die kapazitiven Strukturen sind Uber einen Multiplexer
(MUX) an den HP4192A Impedanzanalysator angeschlossen. Der Temperaturwi-
derstand wird Uber einen Spannungsteiler ausgelesen und als Input fir einen PID
Regler verwendet, der den Heizstrom (ber einen MOSFET per PWM steuert. Um
Kondensation zu vermeiden, wird der Deckel des ReaktionsgefaBes mithilfe einer
Aluplatte geheizt.

Das Messsystem fiir den Einsatz der IDTs ist in Abbildung 2.15 dargestellt. PCR-Tube
Strips, bei denen der Boden abgeschnitten wurde, sind auf die Polyimid-Leiterplatte (nicht
im Bild) aufgeklebt, welche den Sensor beinhaltet. Dieser besitzt einen Heizer, welcher per
MOSFET und PWM angesteuert werden kann. Die PID-Regelung bezieht sich dabei auf
den Messwert des Temperaturwiderstands, der iiber einen Spannungsteiler ausgelesen
wird (Beschreibung in Kapitel 3.2.2.5). Die Kapazitdtsmessung geschieht wahlweise iiber
einen Multiplexer und einen Impedanzanalysator oder iiber eine integrierte Messung
(siehe Kapitel 3.2.2.3). Der PCR-Tube Strip bildet die Reaktionsgefifie, welche mit einem
passendem Cap Strip verschlossen werden konnen. Um Kondensation an der Deckelin-
nenseite zu verhindern, wurde auf den Cap Strip eine Aluminiumplatte gelegt, welche
mithilfe von Leistungstransistoren auf 70 °C geheizt wurde.

Da fiir die Messung zundchst geklart werden sollte, ob die Methode mit rein kapazitiven
Auswertemethoden funktioniert, wurde die Impedanzspektroskopie angewandt. Zudem
sollte der ideale Frequenzbereich fiir die Messung bestimmt werden. Vor jeder Messung
wurden die Sensoren gereinigt. Dazu wurde 70 % Ethanol in die Reaktionsgefafie gefiillt
und die Sensoroberfldche vorsichtig mit einem Wattestabchen gesaubert.

Impedanzspektroskopie Bei der Impedanzspektroskopie oder elektrochemischen Im-
pedanzspektroskopie (EIS) wird ein Bauteil mit einer sinusférmigen Wechselspannung
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angeregt und die Stromantwort gemessen. Dies kann in einer 2-Pol-Konfiguration erfol-
gen. Um den Einfluss der Zuleitung zu kompensieren, wird haufig eine 4-Draht-Messung
durchgefiihrt, wobei die Strommessung an separat gefiihrten Messleitung moglichst
nah am Bauteil erfolgt. Bei der Impedanzspektroskopie werden konsekutiv Messungen
bei unterschiedlicher Frequenz durchgefiihrt. Ein wichtiger Parameter ist aufierdem die
Amplitude des Anregungssignals. Das Ergebnis der Messung kann als Wertepaar aus Im-
pedanz |Z| und Phasenverschiebung 6 dargestellt werden oder als Vektor im imagindren
Raum:

Z(w) = V{w) = |Z|sin(w +0) = R+iX (2.7)

~——

I(w)  ——
polar karthesisch

mit dem Widerstand R und dem Blindwiderstand X. Lauft der gemessene Strom der
Spannung hinterher 6 < 0, handelt es sich um ein Bauteil mit einem Kondensator. Dann
berechnet sich der Blindwiderstand aus X = — & Im Sonderfall 6 = —90° handelt es sich
um einen reinen Kondensator ohne Widerstandsanteil und C = — ﬁ Die Darstellung
erfolgt tiblicherweise als Bode-Plot wobei |Z| und 6 tiber die Frequenz (logarithmisch) ge-
plottet werden. Bei Untersuchungen von DNA gel6st in Wasser wird ein Frequenzbereich
von 100 Hz bis 100 kHz untersucht [107-109].

HP 4192A Fiir die Charakterisierung kam ein Impedanzanalysator HP 4192A [110] mit
einem Frequenzbereich von 10 Hz bis 100 MHz und einem Anregungssignal von 1 bis 1000
mV zum Einsatz. Er besitzt vier Anschliisse fiir eine 4-Draht-Messung. Die Ergebnisse
wurden in der polaren Darstellung gespeichert und fiir die Datenanalyse nach dem Modell
eines parallelen RC-Glieds gemif der Gleichung

1

€= " 27fZsin()

(2.8)

in Kapazititswerte umgewandelt. Um alle 8 Sensoren parallel messen zu konnen, wurde
ein Multiplexer der Firma Analog Devices ADG1207 [111] verwendet, welcher iiber eine
geringe Kapazitit verfiigt.

Systemintegration Um dem POCT-Ansatz gerecht zu werden, wurden zwei Mikrochips
tir die Impedanz- beziehungsweise die Kapazitdtsmessung eingesetzt. Diese sind in
Abschnitt 3.2.2.5 naher beschrieben.

2.2.3.2 Einsatz in der Virendiagnostik

Amplifizierungsreaktionen Die Erfassung von Hybridisierungsvorgangen mithilfe von
Impedanzsensoren mit immobilisierten Komplementarstrangen wurde bereits intensiv
untersucht [109, 112] und auch patentiert [113]. Wobei auch mitunter eine Immobilisie-
rung der Enzyme auf den Impedanzsensoren durchgefiihrt wird. In jedem Fall aber wird
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so der Vorgang der Hybridisierung lokal auf die Oberfliche der Sensoren forciert, um
ein moglichst hohes Signal-Rausch-Verhiltnis zu erhalten. Die Funktionalisierung mit
immobilisierten Einzelstrangen ist jedoch teuer und verringert die Robustheit der einge-
setzten Sensoren. In mikrofluidischen Systemen wurden Impedanzsensoren eingesetzt
um zwischen amplifiziertem und nicht amplifiziertem Material zu unterscheiden [114] .
Patente zur Durchfiihrung von qPCR in Losung, also ohne die Funktionalisierung, wurden
ebenfalls verdffentlicht [115, 116]. Auch Studien zur Bestimmung der optimalen Frequenz
bei der Impedanzmessung wurden publiziert [117]. In der Klassifizierung nach Becherer
(siehe Kapitel 2.5) ordnet sich dieser Ansatz in die Partikel-freien und homogenen Me-
thoden ein. Zusatzlich verzichtet er auf den Einsatz von Markermolekiilen. In der Praxis
ist die Methode jedoch anfillig fiir allerlei Querempfindlichkeiten, da letzten Endes mit
den Elektroden die Leitfiahigkeit der Losung gemessen wird, die von mehr Eigenschaften
beeinflusst wird, als nur von der Konzentration und Konfiguration der vorhandenen
Nukleinsduren.

Schmelzkurvenanalyse Schmelzkurvenanalyse von doppelstrangigem DNA-Material
mit IDTs wurden in der Vergangenheit bereits angedacht und Systeme dafiir ent-
wickelt und charakterisiert [118]. Aufgrund des geringen Signal-Rausch-Verhéltnisses
wurden jedoch optische Methoden zur Messung des Denaturierungsprozesses hau-
tig bevorzugt [119]. Der Einsatz von Impedanzsensoren beschréankt sich dabei auf 3-
Elektrodenanordnungen, bei welchen die Arbeitselektrode mit DNA immobilisiert wurde
[107, 120, 121]. In veroffentlichten Studien kamen Heizmdander oder Heizgitter zum
Einsatz, welche Temperaturen bis iiber 100 °C erreichen kénnen [119, 122].

2.3 Technologische Grundlagen

Da in dieser Arbeit Packaging Methoden entwickelt wurden, sollen im folgenden die
wesentlichen Hintergriinde der Leiterplattentechnologie sowie Bondverfahren fiir Mi-
krochips vorgestellt werden. Dabei wird ein besonderes Augenmerk auf die Herstellung
flexibler Leiterplatten gelegt und anschlieffend das Thermokompressionsverfahren be-
schrieben.

2.3.1 Flexible Leiterplatten

Die Herstellung von flexiblen Leiterplatten unterscheidet sich nicht wesentlich von der
konventioneller FR-4 Leiterplatten. Am Anfang steht ein mit Kupfer beschichtetes Basis-
material. Die Strukturierung erfolgt subtraktiv durch Fotolithographie und Atzen. Fiir
die Herstellung von Mehrlagenleiterplatten steht jedoch kein Prepeg (vorgetrocknetes
Gemisch aus Glasfaser und Harz) zur Verfiigung. Bei flexiblen Leiterplatten werden
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einzelne Schichten Polyimidfolien miteinander verklebt. Da die Substrate nur eine gerin-
ge Dicke (25 oder 50 um plus Kupfer) aufweisen, muss keine mechanische Bearbeitung
stattfinden. Kanten und Bohrungen werden {iiblicherweise per Laserschneiden erstellt.
Durchkontaktierungen werden wie bei den starren Leiterplatten durch Galvanisieren
erzeugt.

Coverlay
Kleber
18 ym Kupfer
50 um Polyimid Via
18 ym Kupfer
25 ym Kleber
25 um Coverlay
40 ym Kleber
124 ym Stiffener

Abbildung 2.16: Beispielhafter Lagenaufbau einer flexiblen Leiterplatte. Die L6t-
stoppmaske besteht aus einer aufgeklebten Polyimid Coverlay Folie. Vias sind
standardmanig bedeckt. Mithilfe eines aufgeklebten Stiffeners erreicht die Folien-
platine im Bereich des Steckkontakts die erforderliche Mindestdicke.

Fiir die Abdeckung aller Bereiche, in denen nicht gel6tet wird, kann konventioneller Lot-
stopplack aufgebracht werden. Alternativ wird ein Polyimid-Coverlay aufgeklebt, welches
zuvor per Laserschneiden bearbeitet wurde. Durch die fehlende Verwindungssteifigkeit
des Materials Polyimid kann es dabei zu grofieren Ungenauigkeiten als beim Lotstopplack
kommen, sodass in etwa Freistellungen mit 200 um anstatt 50 pm vorgesehen werden
sollten. Der Vorteil bei der Verwendung von Coverlay ist jedoch die Moglichkeit Vias ohne
zusétzliche Schritte abzudecken. Abbildung 2.16 zeigt beispielhaft den Lagenaufbau einer
flexiblen Leiterplatte. Im Bereich der Steckkontakte wird ein FR4 Stiffener aufgebracht.
Damit erreicht die Leiterplatte eine Dicke von300 pm und kann in Standardkonnektoren
eingesteckt werden. Das Material Polyimid ist biokompatibel, sodass es sich hervorragend
tiir den Einsatz im Packaging fiir Biosensoren eignet [123].

2.3.2 Bondverfahren

Mikrochips kénnen durch unterschiedliche Verfahren in elektrische Baugruppen integriert
werden. Ein zentraler Punkt ist dabei die elektrische Verbindung. Egal ob der Chip unge-
haust auf die Leiterplatte aufgebracht oder auf einen Trager fixiert wird, der anschlieffend
vergossen wird, kommen dabei hauptsachlich zwei Verfahren zum Einsatz: Drahtbon-
den und Thermokompressionsbonden. Beim Drahtbonden wird ein Draht (15 bis 50 ym)
tiber eine Kapillare auf ein Kontaktpad gepresst. Das Kontaktpad wird dabei erhitzt und
zusatzliche Energie durch Anlegen von Ultraschall an die Kapillare eingebracht. Man
unterscheidet dabei Ball- und Wedgebonds. Beim Ballbond wird der Draht senkrecht
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von oben aufgepresst, wobei ein ballférmiger Fuf entsteht. Beim Wedgebond wird das
Ende des Drahtes waagrecht mit einem Tool angepresst. Verbindungen mit Golddrdhten
werden tiber Ball-Wedge-Verbindungen, Verbindungen mit Aluminiumdrihten werden
mit Wedge-Wedge-Verbindungen ausgefiihrt. Durch Abreifien des Golddrahts exakt {iber
dem ersten gesetzten Ball, wird ein Bump erzeugt. Der Durchmesser eines Bumps hiangt
von der Dicke des verwendeten Golddrahts ab. Die Hohe kann durch nachtriagliches
Verpressen (Coining) verringert werden. Diese Gold Stud Bumps werden in der Aufbau
und Verbindungstechnik verwendet um Kontaktpads zu verstarken. Fiir die Montage
auf einem Trager wird der Chip zunéichst aufgeklebt und anschliefend die Kontakte
per Drahtbond gezogen. Der Platzbedarf um den Chip fiir die Landungspads kann in
Anwendungen zu Nachteilen fiihren. Ebenso ist eine gewisse Hohe fiir das Ziehen der
Drahtloops erforderlich.

Abbildung 2.17: Beim Drahtbondverfahren (links) wird der Chip mit den Kontakten
nach oben auf die Platine geklebt und elekirische Kontakte durch Drahtbonden
auf seitlich liegende Létkontakte ausgeflihrt. Beim Thermokompressionsverfahren
(rechts) sind die Kontakte mit Bumps versehen. Er wird kopflber auf die Platine
gepresst. Dabei kommt ein anistrop leitfahiger Kleber zum Einsatz, der fiir die
Haftung und den elektrischen Kontakt sorgt.

Eine Alternative dazu mit geringerem Platzbedarf ist das Flip-Chip-Bond-Verfahren.
Der Chip wird dabei kopfiiber auf den Tréger aufgebracht. Die Position der Kontaktpads
des Trédgers sind dabei spiegelverkehrt zu den Kontakten des Chips angeordnet. Bei der
Aufbringung kommen unterschiedliche Klebstoffe zum Einsatz. Dazu gehoren Fliissig-
klebstoffe oder Klebefilme. Diese konnen mit leitfahigen Partikeln versetzt sein, um beim
Klebevorgang eine anisotrop leitfahige Verbindung zu ermoglichen. Wichtige Parameter
fiir den Bondvorgang sind die Kraft, mit der der Chip auf den Trager aufgepresst wird, die
Temperaturen des Chips und des Trégers, sowie die Anpresszeit. Wie auch beim Drahtbon-
den kann zusétzlich Energie tiber Ultraschall eingebracht werden. Ein vorheriges Leveling
der Kontakte durch Anpressen auf eine glatte Oberfldche ist optional.

2.4 Chemische Puffer und Amplifizierungsreaktionen

2.4.1 Kalibrierpuffer fir pH-Sensoren

Fiir den Test der pH-Sensoren wurden sowohl kommerziell erhdltliche Kalibrierpuffer
fiir Glaselektroden verwendet, als auch phosphatgepufferte Salzlosungen PBS herge-
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stellt. Kalbirierpuffer wurden von Hanna Instruments mit den pH-Werten 4.01, 7.01 und
10.01 bezogen. PBS ist ein Puffersystem aus den Ionen Hydrogenphosphat H,PO3~ und
Dihydrogenphosphat H,PO, , dem zusétzlich Kochsalz NaCl und Kaliumchlorid KCl bei-
gesetzt sind. Als Puffersalze kommen Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Na,HPO4
und Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO4 zum Einsatz. PBS wird in der Biochemie bei
Versuchen eingesetzt, in denen die Umgebung des menschlichen Organismus simuliert
werden soll. Die Konzentration der eingesetzten Salze ist festgelegt, um den osmotischen
Druck und den pH-Wert (7.4) im menschlichen Organismus zu reproduzieren. PBS leitet
sich vom Sorensen-Puffer ab, der nur aus den beiden Phosphat-Salzen besteht. Er kann
zwischen ca. pH 5 und pH 8 verwendet werden [124]. Fiir die vorliegende Arbeit wurden
zwei Stammlosungen hergestellt mit 100 mM NaCl und 100 mM des jeweiligen Phos-
phatsalzes. Anschliefiend wurden per Titration Puffer mit den pH-Werten 5, 6, 7 und 8
hergestellt. Die Puffer wurden dunkel bei Kiihlschranktemperaturen gelagert und ca. 60
min vor den Experimenten entnommen um sich der Raumtemperatur anzugleichen. Vier
Wochen nach dem Ansetzen wurden die Puffer entsorgt und neu angesetzt.

2.4.2 Reaktionsmix fur isothermale Amplifizierung und Schmelzkurvenanalyse

Untersucht wurden zwei verschiedene Virenarten. Zuerst ein starkes Pflanzenvirus, wel-
ches in Stidamerika Weinpflanzen beféllt. Symptome sind eingerollte Blatter und ein ver-
minderter Ernteertrag [125]. Den Symptomen folgt auch die Namensgebung. Es handelt
sich um das Grapevine Leafroll Virus Type 2 (GLRV2). Die LAMP Experimente wurden
mit kiinstlichen Proben durchgefiihrt. Die erzeugten Amplifikat-Losungen wurden ohne
Anpassung fiir die MCA Experimente verwendet. Die Primer, sowie die Target-RNA
wurden bei Integrated DNA Technologies (IDT) bestellt. Dabei handelte es sich um die
Sequenz des GLRV2. Abbildung 2.18 zeigt die Sequenz der Target-RNA. Markiert wurden
die fiir das Primerdesign ausgewédhlten Sequenzen F3c, F2¢ und Flc, sowie B1, B2 und
B3. Fiir die Anwendung im Virennachweis muss eine RNA amplifiziert werden. Fiir die
LAMP Methode setzt dies eine Umwandlung in cDNA per reverser Transkription (RT)
voraus, sodass genau genommen von RT-LAMP gesprochen werden muss. Daher sind
die Primer, welche in den Abbildungen 2.19-2.22 dargestellt sind, nicht komplementar zur
Target-RNA.
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ACACTTTGCGTGTACTTGCACTGGGGTTATTTGTTCAGTACCTGCC AATTATGATA
F3c F2c

GCGTTCAAAGGAATTTCACTGATC AGTGTGTTTCACTCAGCGGTTATCAGTGCGTA
Flc

TATATGATCAATGA ACCTTCAGCGGCTGCGCTAT CTGCGTGTAATTCGGTTGGAAA
Bl

GAAATCCGCAAATTTGGCTGTTTACGATTTCG GTGGTGGGACCTTTAACGTG AATG
B2 B3

GTTGTCATACA

Abbildung 2.18: Genomsequenz des GLRV2, welche fir die LAMP Versuche
verwendet wurde. Es besitzt 236 Basen. Markiert sind die Sequenzen, welche fir
das Primerdesign selektiert wurden.

TGCGTGTACTTGCACTGG
F3c

Abbildung 2.19: Die Seuquenz F3c wurde als F3 Primer benutzt. Sie besitzt 18
Basen.

TAACCGCTGAGTGAAACACACT TTTTATTTGTTCAGTACCTGCC
Fl1 F2c

Abbildung 2.20: Die Sequenzen F2c und das Komplement zu F1c¢ wurden fiir den
FIP verwendet. Er besteht aus 44 Basen.

CACGTTAAAGGTCCCACCAC
B3c

Abbildung 2.21: Das Komplement zu B3 wurde als B3 Primer verwendet. Er
besteht aus 20 Basen.

ACCTTCAGCGGCTGCGCTATTTTTTT CGAAATCGTAAACAGCCAA
Bl B2c

Abbildung 2.22: B1 und das Komplement zu B2 wurden als BIP Primer verwendet.
Er besteht aus 45 Basen.

39



Kapitel 2 Material und Methoden

Zusitzlich dazu wurden weitere Proben verwendet, welche im Rahmen des Forschungs-
projektes CoVMoTe vom Fraunhofer IME bereitgestellt wurden. Dabei handelte es sich
um eine in vitro transkribierte Sequenz des SARS-CoV-2 Virus (Basen von 28287 bis 29230,
N-Gen des Wuhan Wildtyps [126]), ein starkes Virus, das den Menschen befillt. Fiir die
LAMP-Reaktionen kam ein 6-teiliges Primerset in einer Vorentwicklungsstufe zum Einsatz
[127]. Neben den F3, B3, FIP und BIP Primern enthilt dieses Set sogenannte Loop-Primer,
welche den einen Teil der Sequenz zwischen FIP und BIP abbilden. Durch den Einsatz von
Loop-Primern kann die Reaktionszeit fiir eine LAMP auf unter 30 min verkiirzt werden

[7].

Tabelle 2.5: Basen von 28287 bis 29230, N-Gen des SARS-CoV-2 Wuhan Wildtyps [126]

GACCCCAAAATCAGCGAAATGCACCCCGCATTACGTTTGGTGGAC
CCTCAGATTCAACTGGCAGTAACCAGAATGGAGAACGCAGTGGGG
CGCGATCAAAACAACGTCGGCCCCAAGGTTTACCCAATAATACTG
CGTCTTGGTTCACCGCTCTCACTCAACATGGCAAGGAAGACCTTAA
ATTCCCTCGAGGACAAGGCGTTCCAATTAACACCAATAGCAGTCCA
GATGACCAAATTGGCTACTACCGAAGAGCTACCAGACGAATTCGTG
GTGGTGACGGTAAAATGAAAGATCTCAGTCCAAGATGGTATTTCTA
CTACCTAGGAACTGGGCCAGAAGCTGGACTTCCCTATGGTGCTAAC
AAAGACGGCATCATATGGGTTGCAACTGAGGGAGCCTTGAATACAC
CAAAAGATCACATTGGCACCCGCAATCCTGCTAACAATGCTGCAAT
CGTGCTACAACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCAAAAGGCTTCTAC
GCAGAAGGGAGCAGAGGCGGCAGTCAAGCCTICTTCTCGTTCCTCAT
CACGTAGTCGCAACAGTTCAAGAAATTCAACTCCAGGCAGCAGTAG
GGGAACTTCTCCTGCTAGAATGGCTGGCAATGGCGGTGATGCTGCT
CTTGCTTTGCTGCTGCTTGACAGATTGAACCAGCTTGAGAGCAAAA
TGTCTGGTAAAGGCCAACAACAACAAGGCCAAACTGTCACTAAGA
AATCTGCTGCTGAGGCTTCTAAGAAGCCTCGGCAAAAACGTACTGC
CACTAAAGCATACAATGTAACACAAGCTTTCGGCAGACGTGGTCCA
GAACAAACCCAAGGAAATTTTGGGGACCAGGAACTAATCAGACAA
GGAACTGATTACAAACATTGGCCGCAAATTGCACAATTTGCCCCCA
GCGCTTCAGCGTTCTTCGGAATGTCGCGC

Die Herstellung des Reaktionsmix wurde in der stets gleichen Reihenfolge durchgefiihrt.
Zur Verdiinnung der Bestandteile wurde Nuklease-freies Wasser verwendet, welches
von New England Biolabs (NEB) bezogen wurde. Die Primer lagerten in einer 100 pM
Stammlosung bei —18 °C. Die verwendeten Bestandteile wurden 45 min vor der Proben-
vorbereitung aus dem Gefrierfach bzw. Kiihlschrank entnommen, um Raumtemperatur
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anzunehmen. Nach dem Auftauen wurde daraus eine 10 pM Arbeitslosung hergestellt.
Bezogen auf den schlussendlichen Reaktionsmix wurden zuerst die Primer zusammenge-
mischt mit 1.6 uM der inneren Primer (FIP und BIP), sowie 0.2 uM der dufSeren Primer (F3]
und B3), welche nur zur Erzeugung der Startstruktur benotigt werden. Der Primermix
stellt 10 % des Volumens des Reaktionsmix dar. Anschliefend wurde Nuclease-freies
Wasser mit einem Anteil von 36 % hinzugegeben. Darauf folgte die Zugabe des WarmStart
Colorimetric LAMP 2X Master Mix mit einem Volumenanteil von 50 % und schliefslich
die Target-RNA mit einem Volumenanteil von 4 %. Der WarmStart Colorimetric LAMP
2X Master Mix wurde ebenfalls von NEB bezogen. Er enthilt die RT-LAMP Polymerase,
Nukleinsdure-Bausteine, Magnesium, Puffersalze, sowie den Indikatorfarbstoff zur An-
zeige des pH-Werts Phenolrot. Bis zum Einfiillen in die Reaktionsgefidfie und Aufheizen
wurde der Reaktionsmix im Kiihlschrank gelagert. Alle Oberflichen und Reaktionsgefdfie
wurden vor der Benutzung mit 70 % Ethanol gereinigt.

2.5 Methoden der Signalverarbeitung

2.5.1 Savitzky-Golay-Filter

Bei der Berechnung der Schmelzkurven aus den kapazitiven Messungen wurden die
Messwerte vor der Bildung der ersten Ableitung mithilfe eines Savitzky-Golay-Filters
gegldttet. Dieser stellt eine Weiterentwicklung einer lokalen polynomialen Regression
dar [128]. Der Filter findet besonders bei der Gldttung von rauschhaften Signalen in
chemischen Messungen Anwendung, da er die Form und die Hohe vorhandener Peaks
erhilt. Im Frequenzraum handelt sich beim Savitzky-Golay-Filter um einen Lowpass-Filter
[129].
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Kapitel 3

Ergebnisse und Diskussion

3.1 Sensordesign und Charakterisierung

Beide Sensorbausteine wurden mit iibereinstimmenden Aufsenmafien und Bondpad-
Rastern designt. Angelehnt an das Rastermaf3 einer 192er Wellplatte wurde als Grund-
struktur ein Quadrat mit der Seitenldnge 4.5 mm gewdhlt. Dadurch ist es moglich, eine
192er Wellplatte ohne Boden auf einen Wafer aufzukleben und dabei je einen Sensor in
jedem Well zu haben (siehe Abbildung 3.1).

QRN NI IR
0 S S C IR S CAIE e
R NI R BRI RS
R e R St S
RGN e
e ot e e ot e o S A S A I IS
e ot e e ot e e S S S A TIPS

Abbildung 3.1: Eine 192er Wellplatte kommt zur Untersuchung einer Vielzahl von
parallel laufenden biochemischen Reaktionen zum Einsatz. Moderne qPCR-Cycler
nehmen solche Platten auf und messen die Fluoreszenz in jedem der 192 Gefal3e.
Der Abstand zwischen den GefaBen betragt 4.5 mm und diente fiir die vorliegende
Arbeit als Ausgangsraster fir die Dimensionierung der Biosensoren.
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3.1.1 Interdigitalelektroden

Im Zuge dieser Arbeit wurden im Reinraum der Fraunhofer Einrichtung fiir Mikrosysteme
und Festkorpertechnologien (EMFT) IDTs hergestellt. Daftir wurden 150 mm Glaswafer
mit einer strukturierten Goldbeschichtung versehen. Glas besitzt eine hohe chemische
Bestandigkeit und eignet sich daher exzellent als Substrat fiir chemische Sensoren. Es ist
transparent und unterstiitzt daher viele Verfahren der optischen Inspektion. Im Vergleich
zu Silizium besitzt es eine niedrigere Dielektrizitdtszahl. Warum diese jedoch vernach-
lassigt werden kann, darauf wird im spéateren Kapitel 3.1.1.2 ndher eingegangen. Als
Metallisierung wurde Gold gewéhlt. Seine chemische Bestdandigkeit reicht nicht an die-
jenige von Platin heran, doch gehort es ebenfalls zur Gruppe der Edelmetalle und ist
inert. Kritisch ist der Einsatz von Gold bei Elektrodenspannungen im Voltbereich, da es
durch Oxidation und Elektrolyse zur Auflosung der Goldschicht kommen kann. Bei der
verwendeten Impedanzspektroskopie wurden jedoch maximal 300 mV Spannungsunter-
schied zwischen den Goldelektroden angelegt. Gold ist zudem giinstiger als Platin und
es stehen als Strukturierungsmethoden neben dem Lift-Off-Prozess auch ein Atzprozess
zur Verfiigung. Der Atzprozess ist ein subtraktives Verfahren, bei dem der Wafer im
ersten Schritt ganzflachig metallisiert wird. Im zweiten Schritt wird Fotolack aufgebracht,
belichtet und entwickelt, sodass die designten Metallstrukturen mit Lack geschiitzt sind.
Alle tibrigen Flachen werden nasschemisch oder trocken im Plasma weggeitzt. Dabei
konnen Unterdtzungen auftreten [130]. Beim Lift-Off wird im ersten Schritt der Fotolack
aufgebracht und strukturiert, sodass die designten Metallstrukturen frei von Lack sind.
Im zweiten Schritt erfolgt die ganzflachige Metallisierung. Darauf folgt der eigentliche
Lift-Off, bei dem der Fotolack zusammen mit dem unerwiinschten Metall entfernt wer-
den [130]. Unterdtzungen gibt es hier nicht. Trotz dieses Vorteils wurden die Sensoren
in dieser Arbeit mit dem Atzverfahren hergestellt, da gerade die langen und diinnen
Fingerstrukturen beim Lift-Off hdufig Haftungsprobleme zeigten.

3.1.1.1 Design

Um die Haftung auf dem Glassubstrat zu verbessern, wurde unter der 175 nm Gold-
metallisierung eine 10 nm Titan-Wolfram-Schicht vorgesehen. Der Schichtaufbau wird
durch eine Polyimidschicht komplettiert, welche als Passivierung verwendet wird. Po-
lyimid haftet sowohl auf Glas, als auch auf Gold, auf eine Haftschicht kann verzichtet
werden. Eine Passivierung ist vor allem bei Zuleitungen sinnvoll. Aufserdem kann sie
als Kantenschutz eingesetzt werden. Da die Dicke einer Polyimidschicht typischerweise
bei einigen Mikrometern liegt, ist ein Kantenschutz beim IDK wenig sinnvoll. Abbil-
dung 3.2 zeigt das Design der IDTs exemplarisch am Beispiel der Struktur ,50B”. In der
Metallisierungsebene (rot) befinden sich 5 aktive Strukturen, welche jeweils tiber zwei
Bondpads angeschlossen sind. Passive Strukturen umfassen Sagemarken, Justagemarken
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tir den Flip-Chip-Bond und Beschriftungen. Vom Mittelpunkt des Chips aus nach aufsen
gehend befinden sich eine Referenzelektrode, zwei ineinandergreifende Kammelektroden,
welche einen IDK bilden, ein Temperaturwiderstand mit Bahnbreite 10 um und ein Heiz-
widerstand mit Bahnbreite 54 um. Die Doppelbelegung der Bondpads ist einerseits bei
den Widerstanden notwendig und andererseits hilfreich. Beim IDK wird dadurch eine
Vierdrahtmessung erleichtert, bei der Referenzelektrode kann der Kontaktwiderstand der
Aufbau- und Verbindungstechnik bestimmt werden. Die designten Metallbahnen unter-
scheiden sich nur in der Geometrie des IDK. Dabei wurden die Abstdnde zwischen den
Fingern, sowie die Breite derselben variiert mit den Werten 3, 6, 10, 20 und 50 pm. Unter
Berticksichtigung des Schichtwiderstands, der nach dem Aufsputtern der Goldschicht
aufgrund von Korngrenzen hoher liegt als die theoretischen 2.44 x 10~8 (O m, ergeben
sich fiir den Temperaturwiderstand ca. 500 (2 und fiir den Heizwiderstand ca. 150 (). Die
Geometrie dieser Strukturen wurde bereits in vorhergehenden Studien entwickelt, um
Luftfeuchtigkeitssensoren zu temperieren und funktioniert bis etwa 200 °C [131].

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung eines IDT mit Metalllage (braun) und
Passivierung (gelb). Von innen nach auBen besitzt der Transducer eine Referenz-
elektrode, zwei Interdigitalelektroden, die einen IDK bilden, einen Temperaturwider-
stand und einen Heizdraht. Die Passivierung ist ausschlielich an den Bondpads
und der Referenzelektrode geéffnet (dunkelbraun).

Fiir die Passivierung kam ein photostrukturierbares Polyimid Fujifilm Durimid® 7505
zum Einsatz. Die Sdgestrafsen wurden von Polyimid freigestellt, um ein Verschmutzen
der Sageblitter zu verhindern. Interdigital-Sensoren, deren Strukturen vollstandig mit
Polyimid bedeckt sind, messen eine Anderung in der Dielektrizitatszahl.

45



Kapitel 3 Ergebnisse und Diskussion

68
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Abbildung 3.3: Fotographie des in Abbildung 3.2 dargestellten IDTs. Dabei handelt
es sich um ein alternatives achteckiges Design.

3.1.1.2 Charakterisierung

Als Substrat fiir die Sensoren wurde Borosilikatglas verwendet. Im Vergleich zu Silizium
ist es weniger reaktiv im Kontakt mit einer Vielzahl von Chemikalien. AufSerdem besitzt
es eine deutlich niedrigere Dielektrizitatszahl (siehe Tabelle 2.4). Dadurch ist die Grund-
kapazitdt im Verhiltnis zur Signalanderung geringer, was den Full Scale Change (FSC)
Wert erhoht. Die entworfenen Kapazitatsstrukturen wurden in das FEM-Tool COMSOL
Multiphysics® importiert und um weitere Lagen zu dem in Abbildung 3.4 dargestellten
Modell erweitert. Das Modell besteht aus dem Substrat, den Elektroden, der Passivierung
und dem dariiber liegenden Medium. COMSOL wurde verwendet, um die Kapazitat
zwischen den Fingerstrukturen in verschiedenen Medien, Luft, Wasser und DNA-Losung
zu berechnen.

Abbildung 3.4: Modell des IDT fur die Simulation der Kapazitat. Auf der Substrat-
schicht befinden sich die beiden Goldelektroden, bedeckt von der Polyimidschicht.
Darlber eine Schicht, deren Dielektrizitatskonstante gemani den Werten aus Tabel-
le 2.4 variiert wurde.

Abbildung 3.5 zeigt die Verteilung des elektrischen Potentials und die Feldlinien des
elektrischen Feldes im Querschnitt zwischen zwei Fingerstrukturen eines Sensors mit
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20 pm Fingerabstand in Wasser. Die weifen Linien reprasentieren die Feldlinien. Ihre
Dicke zeigt die Grofie der elektrischen Feldstiarke an diesem Punkt im Diagramm an. Es
ist leicht erkennbar, dass sich der Grofsteil der elektrischen Feldenergie in den Bereichen
mit niedriger Dielektrizitdtszahl speichert. In der Passivierung und im Substrat befinden
sich die Feldlinien der grofiten Linienstérke.
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Abbildung 3.5: Simulation des elekirischen Feldes. In Farbe ist das elektrische
Potential dargestellt, weil3 Uberlagernd die elektrischen Feldlinien. Die Dicke gibt
dabei den Absolutwert des elektrischen Feldes an dieser Position an. Der Grof3teil
der elektrischen Feldenergie konzentriert sich auf die Bereiche mit niedriger Dielek-
trizitdtszahl (Substrat, Passivierung).

Trotzdem ragen die Feldlinien auch in den Bereich des Mediums, obwohl ihre Aus-
breitung dort sehr viel starker gehemmt wird (die Dielektrizitatszahl von Wasser ist um
einen Faktor 20 grofler). Die anteilige Anderung der Kapazitit, hervorgerufen durch die
dielektrischen Eigenschaften des Mediums, sind je grofser, desto grofser das Verhiltnis
zwischen Fingerabstand und Dicke der Passivierung (2 pm) ist. Dieser FSC wurde fiir
die verschiedenen Geometrien bestimmt, indem die prozentuale Verdnderung fiir eine
Simulation in Wasser und einer in 1 %-iger DNA-Ldsung berechnet wurde. Abbildung 3.6
zeigt sowohl die Kapazitatswerte (Balken), als auch den FSC (rote Linie). Auch hier wird
deutlich, je grofer der Fingerabstand, desto grofier der FSC. Jedoch sinkt dabei auch durch
die gleichbleibende Sensorfliche die Anzahl der Finger und somit die Gesamtkapazitét.
Niedrige Kapazitdten wiederum stellen hohere Anforderungen an die Messtechnik.
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Abbildung 3.6: IDT Simulation der zu erwarteten Signalanderung wahrend der
Amplifizierungsreaktion. Aufgetragen sind die absoluten Kapazitatswerte der einzel-
nen Geometrien fir verschiedene Medien in der obersten Schicht des Modells. Der
Full Scale Change (FSC) ist bei héheren Fingerabstand gréBer, die Grundkapazitat
jedoch geringer.

Die bestimmten Kapazititen in Luft wurden mit Messwerten verglichen, die mit einem
Impedanzanalysator aufgezeichnet wurden. Die Messung fand bei 40 kHz statt. Die
Berechnung der Kapazitét erfolgte intern im Gerat anhand des parallelen R-C-Modells.
Tabelle 3.1 stellt die Werte fiir die verschiedenen Geometrien gegentiber. Zeigen die Werte
fiir Fingerabstinde von 50 und 20 um noch eine relativ genaue Ubereinstimmung, so
treten mit abnehmendem Fingerabstand immer grofier werdende Abweichungen auf. Im
Modell ist fiir die Passivierung ein perfekter Isolator angenommen, welcher sich jedoch in
der Praxis als nicht realitdtsgetreu erweist.

Tabelle 3.1: Testmessungen im Vergleich zu simulierten Kapazitatswerten.

Geometrie gemessener Wert simulierter Wert
Cp bei 40 kHz COMSOL

3um 35 pF 167 pF
6 pm 19 pF 54 pF
10 pm 14 pF 22 pF
20 pm 7 pF 6.3 pF
50 pm 1.5 pF 1.5 pF

Der Isolator, in diesem Fall Polyimid nimmt Feuchte auf und kann durch Ionentransport
kleine Ladungstransporte ermdglichen [132]. Daher kann gerade in den IDTs mit geringem
Fingerabstand von 10 pm und kleiner nicht dieselbe Ladung gespeichert werden, da
es aufgrund der Leckstrome zu Ladungsverlusten kommt. Nichtsdestotrotz liefert die
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Simulation einen ersten quantitativen Anhaltspunkt, in welcher Grofsenordnung die zu
erwarteten Werte und Signaldnderungen liegen.

3.1.2 lonen-Sensitiver Feldeffekt-Transistor

Fiir die pH-Messung wurde ein ISFET entwickelt, der das Prinzip des PG-ISFETs adaptiert
und einen zusétzlichen Operationsverstiarker (OP) als Spannungsfolger am Floating-Gate
beinhaltet. Dieser wurde im Reinraum der Fraunhofer EMFT (ISO Class 4) in einem
0.8 um-Prozess hergestellt. Die hergestellten Gate-Oxide sind fiir einen Betrieb bis 5 V
Versorgungsspannung dimensioniert. Abbildung 3.7 zeigt den schematischen Aufbau.
Das Potential auf dem Floating-Gate hingt vom pH-Wert und der Spannung an der
Referenzelektrode ab, ist aber zusédtzlich auch tiber die Control-Elektrode kapazitiv
gekoppelt. Das Floating-Gate-Potential kann nun entweder {iber den MOSFET oder
tiber den Operationsverstarker gemessen werden. In beiden Fillen findet eine Impedan-
zwandlung des Spannungssignals statt. Beide Optionen der Impedanzwandlung konnen
dabei unabhédngig voneinander verwendet werden. Die Eingangsstufe des OPs ist ein
MOSFET-Gate und lésst das Floating-Gate-Potential unverandert. Diese Konfiguration
erdffnet nun mehrere Moglichkeiten der Messung des Sensorsignals.

Die erste Moglichkeit ist die Messung tiber den OP. Da der FG-ISFET die Nachteile
des PG-ISFETs erbt, gilt auch fiir ihn, dass das Potential auf dem Floating-Gate durch
unkontrollierte Beladung wéahrend der Prozessierung stark variiert und moglicherwei-
se auflerhalb des Arbeitsbereichs des OPs liegt. Diese Verschiebung kann durch eine
Hilfsspannung an der Control-Elektrode oder durch Wahl der Spannung an der Referenz-
elektrode kompensiert werden, verhindert in diesem Fall aber eine weitere vorteilhafte
Option des Einsatzes dieses OPs. Im Gegensatz zum klassischen ISFET kann mit einem
EGFET oder PG-ISFET das Nernst-Limit aufgrund der kapazitiven Ddampfung nicht mehr
erreicht werden (siehe Gleichung 2.3). Der FG-ISFET 16st dieses Problem. Verbindet man
den Output A mit der Control-Elektrode C loschen die gleichen Potentiale an C, seinen
Einfluss aus, eine Daimpfung findet nicht statt.
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der auf dem pH-Sensor eingesetzten
FG-ISFET Struktur. Im Unterschied zum PG-ISFET kommt hier ein OP zum Einsatz,
der als Spannungsfolger an das Floating-Gate angeschlossen ist. Damit Iasst sich
durch Verbindung von A und C die kapazitive Dampfung kompensieren.

&

Bei der Verwendung des OPs ist das Sensorsignal die Ausgangsspannung des OPs,
die vom pH-Wert abhéngt. Bei Verwendung des MOSFETs fiihrt eine pH-Anderung zu
einer Anderung der Spannung am Gate und somit zu einer Anderung des Drainstroms.
Wird die Referenzelektrode auf ein festes Potential gesetzt und der Drainstrom wahrend
eines Spannungssweeps an der Control-Elektrode gemessen, lasst sich eine FG-ISFET
Eingangskennlinie messen (vergleiche Abbildung 2.11a). Eine pH-Anderung fiihrt dann
zu einer Verschiebung der Einsatzspannung. Beim Einsatz einer Regelschaltung kann die
kapazitive Anordnung aus C; und C; zur Verstarkung des Sensor-Signals genutzt werden.
Néaheres dazu im Kapitel 3.2.2b.

3.1.2.1 Design

Der Sensorchip verfiigt tiber eine integrierte Referenzelektrode und 3 Anordnungen der in
Abbildung 3.7 dargestellten FG-ISFET-Struktur. Diese unterscheiden sich im Schichtauf-
bau (siehe Abbildung 3.9), das Verhiltnis der Kapazititen C; und C; ist jedoch identisch.
Die genauen Unterschiede werden spater im Abschnitt erldutert. Die drei Anordnungen
werden dabei mit ISE1, ISE2 und ISE3 bezeichnet (ISE, Ionensensitive Elektrode). Auf ISE3
wird nicht ndher eingegangen, da es sich um eine technologische Variation handelt, die
fiir den Betrieb des Sensors keine Bedeutung innehat. Wie in Abbildung 3.8 ersichtlich,
wurden die Sensorstrukturen von den elektrisch aktiven Strukturen raumlich getrennt. In
der Mitte des Chips befinden sich die Referenzelektrode (oben) und die drei kreisférmigen
Sensorelektroden von ISE1 (links), ISE2 (unten) und ISE3 (rechts). Im unteren Bereich
befinden sich die Bondpads, dariiber die drei Operationsverstdrker. Nicht erkennbar, da
deutlich kleiner, sind die drei zugehorigen MOSFETs, sowie die Temperaturdiode, die sich
zwischen den Bondpads 11 und 12 befindet. Ein Heizmdander wurde aufgrund Platzman-
gels nicht integriert. Wie bereits eingangs des Kapitels erwdhnt, betrdgt die Kantenlédnge
des Chips 4.5 mm. Eine Arraybildung fiir das Raster einer 192-Well PCR-Platte ist auf
Waferlevel prinzipiell moglich.
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Abbildung 3.8: Fotographie des FG-ISFET pH-Sensorchips. Uber den Bondpads
finden sich mit den MOSFETs und den Operationsverstarkern die elektrisch aktiven
Komponenten. Darlber in der Mitte die 4 Elektroden der Sensorflache, welche
aus Referenzeleketrode (weil3) sowie drei FG-ISFET Strukturen bestehen. Als
Passivierung kommt dabei einmal LPCVD-Nitrid (blau) und zweimal PECVD-Nitrid
(orange) zum Einsatz.

Die Referenzelektrode wurde als durchgehende Polysiliziumfldche ausgefiihrt. Diese
wurde dann entweder mit einer Silber-Silberchloridpaste (Gwent/Sun Chemicals) oder
mit Titan-Wolfram und Gold beschichtet. Tabelle 3.2 listet die Bondpad-Zuordnung fiir den
Sensorchip auf. Referenzelektrode (1), N-Wanne (2), P-Wanne (3) und VS (4) sind fiir alle
drei FG-ISFET-Anordnungen gemein. N-Wanne ist gleichzeitig die positive Versorgung
aller drei OPs, P-Wanne der gemeinsame Source-Anschluss fiir alle drei MOSFETs und
VS die negative Versorgung fiir alle drei OPs. Fiir jede FG-ISFET-Anordnung gibt es
drei Anschliisse fiir den OP-Ausgang, den MOSFET-Drain-Anschluss und die Control-
Elektrode und schliefilich noch die beiden Anschliisse fiir die Temperaturdiode.
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Tabelle 3.2: Bondpads des FG-ISFET Chips mit Funktionen.

Name Funktion

1 RE Referenzelektrode

2 NW N-Wanne und positive Versorgung fiir alle OPs
3 PW P-Wanne und gemeinsames Source fiir alle MOSFETs
4 VS negative Versorgung fiir alle OPs

5 Al OP Ausgang ISE1

6 T1 Drain ISE1

7 C Control-Elektrode ISE1

8§ A2 OP Ausgang ISE2

9 T2 Drain ISE2

10 C2 Control-Elektrode ISE2

11 DA Temperaturdiode Anode

12 DK Temperaturdiode Kathode

13 A3 OP Ausgang ISE3

14 T3 Drain ISFET3

15 C3 Control-Elektrode ISE3

Abbildung 3.9 gibt einen Eindruck davon, wie sich die FG-ISFET-Anordnungen in ih-
rem Schichtaufbau unterscheiden. Sowohl fiir ISE1, als auch ISE2 ist die Control-Elektrode
durch ein hochdotiertes Gebiet in der P-Wanne ausgefiihrt und bildet zusammen mit
dem Floating-Gate den Kondensator C,. Das Floating-Gate ist bei ISE1 in der Metalle-
bene ausgefiihrt, fiir ISE2 im Polysilizium. Das C-Dielektrikum fiir ISE2 besteht aus
Feldoxid (FOX), fiir ISE1 zusétzlich noch aus TEOS und BPSG. Der Kondensator C; bildet
sich zwischen dem Floating-Gate und der Fliissigkeit aus. Das Dielektrikum im Falle
der ISE1 besteht aus Plasmaoxid und Plasmanitrid, im Falle der ISE2 aus TEOS-Oxid
und LPCVD-Nitrid. Aus der Literatur ist bekannt, dass LPCVD-Nitrid eine hohere pH-
Sensitivitiat aufweist [133]. Somit konnen ISE1 und ISE2 als ISFET-REFET-Paar verwendet
werden [134, 135]. Dabei handelt es sich um eine Kombination zweier ISFETs, die sich in
ihrer pH-Empfindlichkeit unterscheiden, nicht aber in ihrem Driftverhalten. Uber eine
Differenzbildung kann somit der Drifteffekt kompensiert werden. Eine 50 nm dicke Ta,Os-
Schicht iiber den Schichtstapeln von ISE1 und ISE2 wurde auf einige Chips aufgebracht,
um eine Verbesserung im Driftverhalten und in der pH-Steilheit zu erreichen.
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Abbildung 3.9: Der FG-ISFET-Schichtaufbau schematisch dargestellt. Bei ISE1
und ISE2 ist die Control-Elektrode als dotiertes Gebiet im Substrat ausgefiihrt.
Das Floating-Gate fir ISE1 befindet sich in der Metallebene, die Sensorschicht ist
PECVD-Si3Ny. Fiur ISE2 liegt das Floating-Gate im Polysilizium. Sensorschicht ist
LPCVD-Nitrid, welches durch einen Atzprozess freigelegt ist. Beide Floating-Gate-
Strukturen sind an das Gate eines MOSFETs angeschlossen.

Dafiir wurden die Kapazitdten der beiden FG-ISFET-Schichtaufbauten auf dasselbe
Kapazitatsverhaltnis C1S-2C2 = 0.7 durch geeignete Wahl der Oxiddicken eingestellt. Die
Durchmesser der Elektroden wurden so gewdhlt, dass auch die absoluten Kapazitaten
nahezu identisch sind. C; lag fiir ISE1 bei 32.2 pF, fiir ISE2 bei 31.9 pF, C; fiir ISE1 bei 12.6
pF und 11.7 pF fiir ISE2. Neben den Sensoren befinden sich auf dem Wafer zusétzlich
Teststrukturen. Diese umfassen neben Strukturen fiir das Prozesskontrollmonitoring auch

eine Reproduktion der im FG-ISFET verwendeten MOSFET und OP.

3.1.2.2 Charakterisierung

Die pH-Sensoren wurden nach der in Kapitel 3.2.1 beschriebenen Vorgehensweise aufge-
baut und die in Kapitel 2.4.1 vorgestellten Phosphatpuffer auf die Sensorflache aufgebracht.
Als Referenzelektrode kam eine World Precision Instruments DRIREF-2SH zum Einsatz.
Sie besteht aus einem Polyurethan-Rohrchen mit einer Glaskeramik-Fritte, in der ein
KCl-Innenelektrolyt eine Silber-Silberchlorid-Elektrode umgibt. Messungen wurden im
linearen Bereich (V4 = 0.5 V) durchgefiihrt (siehe Abbildung 2.11b. Abbildung 3.10 zeigt
die Eingangskennlinie einer ISE1-Struktur bei verschiedenen pH-Werten im Ganzen (3.10a)
und im Detail (3.10b) bei I3 = 300 pA. Der Puffer wurde auf den Sensor gegeben, die
Referenzelektrode in den Puffer eingetaucht, fiinf Minuten gewartet und anschliefiend
die Kennlinie von ISE1 mithilfe des in Kapitel 2.2.2.1 beschriebenen Messgerits bei ei-
ner Source-Drain-Spannung von Vys = 500 mV aufgezeichnet. Die Referenzspannung
lag dabei konstant bei -1 V. Die Messung des Drainstroms Iy erfolgte iiber eine Span-
nungsdnderung an der Control-Elektrode V. Zwischen den Pufferwechseln wurden alle
Komponenten mit vollentsalztem Wasser gespiilt.
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Abbildung 3.10: Kennlinien in Kalibrierpuffer Gber den gesamten Sweepbereich
(a) und im Detail bei I = 300 pA (b). Die Kennlinien wurden bei V4 = 0.5V und
Viet = —1V fUr eine MOSFET an ISE1 aufgezeichnet.

Abbildung 3.10b zeigt die Ergebnisse des Experiments im Detail, bei dem der Sensor
zuerst in pH 7, dann in pH 6, wiederum in pH 7 und schliefSlich in pH 8 vermessen wurde.
Wire der Sensor in der Regelschaltung eingebaut (Kapitel 3.2.2.1), gébe es eine Verstarkung
des FG-ISFET-Signals um einen Faktor % = 2.7. In diesem Fall verhlt sich der Aufbau
jedoch anders. Um den Verstarkungsfaktor fiir diesen Messaufbau zu bestimmen, wurde
die Kennlinie in pH7 Puffer bei verschiedenen Spannungen an der Referenzelektrode
aufgezeichnet. Das Verhiltnis zwischen der Anderung in der Referenzspannung und
der Verschiebung der Kennlinie betrug 2.2, was dem Faktor % entspricht (Daten
nicht dargestellt). Tabelle 3.3 listet die Spannungswerte V. fiir die vier verschiedenen
pH-Werte auf. Fiir den Ubergang zwischen zwei pH-Werten kann jeweils eine pH-Steilheit

berechnet werden. Wird diese Steilheit um den gerade beschriebenen Faktor glf% aus

der kapazitiven Spannungsteilung korrigiert, erhilt man 71 mV fiir den Ubergang von
pH 7 nach pH 6, 59 mV fiir die Stufe von pH 6 nach pH 7 und 89 mV von pH 7 nach pH 8.

Tabelle 3.3: Spannungsanderungen im pH-Test aus Abbildung 3.10b.

pH-Schritt AV, pH-Steilheit
pH7-6 156 mV  70.9mV/pH
pH 6-7 130mV  59.0mV/pH
pH7-8 196mV  89.1mV/pH

Wie aus Kapitel 2.2.2 bekannt, kann die pH-Steilheit nicht grofSer als das Nernst-Limit
von 59 mV bei Raumtemperatur sein. Das Ergebnis des Ubergangs von pH 7 auf pH 8
deutet also auf einen tiberlagernden Drifteffekt hin. Ebenso zeigt die Diskrepanz zwischen
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der Spannungsdnderung von pH 7 auf pH 6 und zuriick von pH 6 auf pH 7, dass das
Sensorsignal einer Drift unterliegt. Zur Untersuchung der zeitlichen Abhangigkeit wur-
den Vyg, Vier und V. auf einen festen Wert gesetzt und Iy mit der SMU gemessen. Dabei
wurde der Puffer, in dem sich der Sensor befindet, alle drei Minuten durch Pipettieren
ausgetauscht. Abbildung 3.11 zeigt die Ergebnisse dieses Tests fiir ISE1 und ISE2. Der
gemessene Drainstrom ist {iber die Messzeit aufgetragen. Farblich hinterlegt sind die Zeit-
punkte bei denen pH 7 (weif3), pH 6 (grau) und pH 8 (blau) auf dem Sensor befiillt waren.
Wiéhrend ISE1 eine relativ stabile Messkurve iiber die Dauer von 45 min zeigt, fallen bei
ISE2 extreme Drifteffekte auf, die den pH-bedingten Einfluss auf den Messwert teilweise
tibertreffen. Betrachtet man die Kurve von ISE1 sieht man eine Stromédnderung von ca. 10
pA pro pH-Stufe. Mit der Transkonduktanz von 110 uS aus den Daten aus Abbildung 3.10
folgen daraus etwa 90 mV Spannungsdnderung, welche ohne die kapazitive Verstarkung
einer pH-Steilheit von ca. 41 mV/pH entsprechen. Dieser Wert liegt deutlich unter dem in
Tabelle 3.3 bestimmtem Wert fiir die pH-Steilheit.

3004 —

360.0 L . I .

04—

lq (LA)

180.0 1

150.0 4

120.0 4
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Abbildung 3.11: Die Wiederholbarkeit des FG-ISFET wurde sowohl fir Struktur
ISE1 als auch ISE2 getestet. Dafur wurden V4 = 0.5V, Ve = =1V und V. =3V
auf feste Werte gesetzt und I Uber die Zeit bei verschiedenen pH-Puffern mit pH
6 (grau), pH 7 (weif3) und pH 8 (blau) gemessen. ISE2 zeigt aufgrund der offenen
BPSG-Flanken aus dem Atzen ein erhebliches Driftverhalten.

Das Verhalten der ISE2 deutet zumindest auf eine hohere pH-Steilheit hin, jedoch wer-
den diese von erheblichen Drifteffekten tiberlagert. Diese Drift wird durch die offenen
Atzflanken im BPSG (siehe Abbildung 3.12) hervorgerufen. Durch die Freidtzung der
LPCVD-Si3N, Sensorschicht, kommt es zu dieser Atzflanke im BPSG, welches fiir seine
unzureichende Bestdndigkeit gegeniiber Wasser bekannt ist [136]. Versuche, in denen die
ISE2-Struktur mit Carbonpaste abgedeckt waren, zeigten ein vermindertes Driftverhalten
bei ISE1 (Daten nicht gezeigt). Fiir die Reduktion der Drift wurden zwei Ansétze ange-
stofen. Ein optimiertes Design, welches einen Guard-Ring neben der BPSG-Atzflanke
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beinhaltete, wurde erstellt und in die Produktion im Reinraum tiberfiihrt. Des Weiteren
wurde eine Ta;Os-Beschichtung (siehe Abbildung 3.12) realisiert. Die Ergebnisse sind in
einem nachfolgendem Abschnitt beschrieben.

Ta,0s5 (optional)

o PECVD-Si3N,
_ Eindiffusion PECVD-SIO,
BPSG-SiO,
I LPCVD'S|3N4
TEOS-SiO,
Schichtstapel FOX-SI0,
poly-Si
ISE2 hochdotiert
P-Wanne
N-Wanne

Substrat (n+)

Abbildung 3.12: Der Schichtstapel bei ISE2 weist eine offene Atzflanke in der
BPSG-Schicht auf. Eindiffusion von Wasser und anderen lonen fiihrt zu den beob-
achteten Drifteffekten.

Die Drift trat besonders bei wiederholt durchgefiihrten Messungen auf. Um das Kon-
zept der ISFET-REFET-Anordnung zu tiberpriifen, in dem PECVD-Si3Ny (ISE1) mit gerin-
ger pH-Steilheit und LPCVD-SizNy (ISE2) mit hoher pH-Steilheit zum Einsatz kommen,
wurde ein Chip direkt nach dem Packaging getestet. Abbildung 3.13a zeigt diese Mes-
sung eines frisch gepackagten ISE1-ISE2-Paares mit der in Kapitel 3.2.2.1 beschriebenen
Regelschaltung. Der Graph zeigt die Anderung der Ausgabespannung, welche an der
Control-Elektrode anliegt, {iber die Zeit gemessen an in verschiedenen kommerziellen
Kalibrierpuffern (pH 4.01, 7 und 10.01). Farblich gekennzeichnet sind die Zeitabschnitte,
in denen sich der Sensor im selben Puffer befand.
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Abbildung 3.13: Eine FG-ISFET Differentialmessung wurde mit einem frisch ge-
packagetem pH-Sensorchip mit kommerziellen pH-Puffern pH 4, pH 7 und pH
10 durchgefiihrt (a). Die Differenzbildung der beiden kapazitiv amplifizierten Sen-
sorsignale (b) zeigt mit 50 mV/pH eine annahernd Nernste pH-Steilheit und ist
gleichzeitig immun gegen Drifteffekte wie sie beispielsweise bei Minute 10 auftreten.

Wie bereits im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, besitzt LPCVD-SizNy (ISE2)
eine signifikant hohere pH-Steilheit als PECVD-Si3Ny (ISE1). Dies wird in folgender
Messung besonders deutlich. Die Ansprechzeiten sind fiir ISE2 geringer, was an der
Geometrie des Aufbaus liegen konnte (siehe Abbildung 3.9). Die Sensorschicht von ISE2
liegt tiefer als der Rest des Sensorchips. Fliissigkeitsaustausch findet eventuell verzogert
statt. Spannend ist die Betrachtung des Abschnitts zwischen 10 und 15 Minuten. Wahrend
des Kontakts mit dem pH-10-Puffer erfolgt ein Driftevent, welches das Sensorsignal um ca.
70 mV verschiebt. Das Driftevent findet parallel im gleichen Umfang fiir beide ISFETSs statt.
Der Grund fiir dieses Driftevent konnte nicht bestimmt werden. Entweder handelt es sich
um eine Degradation in der Referenzelektrode oder aber eine Verdnderung im Interface
zwischen Fliissigkeit und der Siliziumnitrid-Sensorschichten. In jedem Fall aber kann das
Driftevent durch Differenzbildung eliminiert werden. Abbildung 3.13b zeigt die Differenz
der Signale aus ISE1 und ISE2. Nach der Differenzbildung bleibt das Sensorsignal stabil
tiir die jeweiligen pH-Werte. Aufgrund der kapazitiven Verstarkung erreicht der Sensor in
dieser Konfiguration noch immer eine Steilheit von etwa 50 mV pro pH-Stufe.

Ein zweiter Losungsansatz {iber die Abdeckung der Atzflanke mit einer 50 nm Ta,Os-
Schicht konnte hingegen realisiert werden. Die verwendeten Chips fiir diesen Test stam-
men aus einer anderen Charge als die Chips, welche fiir die bisher prasentierten Ergebnisse
verwendet wurden. Die TayOs-Schicht wurde mittels reaktivem Sputtern mit einem Tantal-
Target in Sauerstoffatmosphére aufgebracht und tiber einen Lift-Off-Prozess strukturiert.
Um eine mogliche Verbesserung der FG-ISFETs durch Aufbringen dieser Schicht zu un-
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tersuchen, wurden Sensoren mit unterschiedlichem Sensorschichtaufbau gepackaget und
getestet. Beim SizN4-FG-ISFET handelte es sich dabei um eine ISE1 mit dem Schichtauf-
bau aus Floating-Gate (Aluminium) und einer Plasma-Oxid /Plasma-Nitrid-Passivierung
(PECVD-Si3Ny, siehe Abbildung 3.9). Mit Ta,Os kamen sowohl ISE1, als auch ISE2 zum
Einsatz. Dabei besitzen die Sensoren zusitzlich tiber der PECVD-Si3Ny- bzw. LPCVD-
SizNy-Schicht eine 50 nm Ta;Os-Schicht mit 10 pm positivem Uberlapp.

Abbildung 3.14: Testaufbau mit automatischem Pufferwechsel. (a) Foto zeigt die
verwendeten Laborgerate HP4142B SMU und E5250A Switch Matrix. Im Vorder-
grund vier unter Druckluft stehende Flaschen mit pH-Pufferldsungen. Uber die
transparenten Schlauchverbindungen werden vier Flissigkeitssdulen an ein Motor-
auswahlventil geflihrt, welches eine davon an die Messkammer weitergibt. (b) Foto
der Messkammer mit IDEX Flangeless Fittings Anschliissen, zwei FG-ISFETs in
einer Messkammer und Referenzelektrode.

Um die Ta;Os-beschichteten FG-ISFETs zu charakterisieren, wurde das in Kapitel 2.2.2.1
beschriebene Messsystem um eine Anordnung zum automatischen Pufferwechsel erwei-
tert. Abbildung 3.14 zeigt Fotos des Aufbaus. Laborflaschen dienen als Fliissigkeitsreser-
voirs fiir die verwendeten Puffer. Diese sind unter Druckluft gesetzt (ca. 1.5 bar). Uber
einen eingetauchten Schlauch steht somit fiir jede Flasche eine Fliissigkeitssdule an einem
Motorauswahlventil (Rheodyne MXX777-605 [137]) an. Der Ausgang des Ventils ist tiber
ein Absperrventil und ein Nadelventil zur Flussregulierung an die Messkammer (Abbil-
dung 3.14b) angeschlossen. Von dort fiihrt ein Schlauch in ein Abwassergefaf3. Fiir die
Schlauchverbindung kommen IDEX Flangeless Fittings [138] zum Einsatz. Uber das Na-
delventil wurde ein Durchfluss von etwa 25 ml/min eingestellt, was zu einem Austausch
der Fliissigkeit in der Kammer innerhalb ca. 5 s fiihrt. Als Referenzelektrode kam eine
WPI DRIREF-L [96] zum Einsatz. Deren Spitze ist als Luer-Anschluss ausgefiihrt. Eine ent-
sprechend konisch geformte Offnung in der PMMA-Kammer sorgt fiir eine abdichtende
Steckverbindung der Referenzelektrode. Im verwendeten PMMA-Block sind 4 Kammern
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mit jeweils Ein- und Auslass eingefrast. In jeder Kammer sitzen jeweils zwei FG-ISFET
Chips. So konnten FG-ISFETs mit und ohne Ta;Os-Beschichtung verglichen werden.

(a) (b)

1.0m 1.0m
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Abbildung 3.15: Die Eingangskennlinien zweier FG-ISFETs mit unterschiedlichen
Sensormaterialien wurden in verschiedenen pH-Kalibrierpuffern gemessen. Graph
(a) zeigt die Ergebnisse einer ISE2 mit Ta,Os, (b) die Ergebnisse einer ISE1 mit
Si3N4. Die Legende in (a) gibt die Reihenfolge an. Beide Messungen fanden mit
zwei FG-ISFETs in einer gemeinsamen Kammer (siehe Abbildung 3.14b) statt.

Die Daten in den Abbildungen 3.15 und 3.16 zeigen die Ergebnisse aus einer Vergleichs-
messung. Dazu wurde fiir eine ISE2 mit Ta;Os-Beschichtung und eine ISE1 ohne diese
Beschichtung, also mit Si3Ny als Sensorschicht, die Eingangskennline in verschiedenen
pH-Kalibrierpuffern wiederholt gemessen. Die Drainspannung V3 war dabei 500 mV, die
Spannung an der Referenzelektrode war auf Vggr = —1V eingestellt.
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Abbildung 3.16: VergréBerung der Kennlinien aus Abbildung 3.15 bei I = 300 pA.
(a) ISE2 mit Ta,O5-Beschichtung, (b) ISE1 ohne Ta,Os-Beschichtung (SizNg-
Sensorschicht). ISE2 mit Ta,O5-Beschichtung zeigt bessere Werte in der Sen-
sitivitat, Linearitat und Wiederholbarkeit. Die Spannungsanderungen sind in Tabelle
3.4 aufgeflhrt.

Betrachtet man die Kennlinienverschiebung im Detail (Abbildung 3.16) wird deutlich,
dass sich die beiden Sensoren in ihrem Driftverhalten qualitativ kaum unterscheiden.
Dieses wurde mit einem spateren Experiment genauer untersucht (siehe Text zu Abbildung
3.17). Was die Sensitivitdat angeht, kann jedoch durch die Beschichtung mit TapOs eine
deutliche Verbesserung erreicht werden. Um diese quantitativ zu erfassen, wurden die
Werte fiir die Kennlinienverschiebung erfasst und sind in Tabelle 3.4 aufgefiihrt.

Tabelle 3.4: Spannungsanderungen im pH-Test aus Abbildung 3.16.

pH-Schritt AV. pH-Steilheit AVL pH-Steilheit
SizNy Taz05
7-4 - - 449 mV  59.0mV/pH
4-7 - - 485mV 647 mV/pH
7-10 236 mV  35.8mV/pH 440mV 58.7 mV/pH
10-7 209mV  31.7mV/pH 39%6mV 52.8mV/pH
7-4 115mV  174mV/pH 476 mV 63.5mV/pH
4-7 124mV  188mV/pH 472mV 63.0mV/pH

Mittelwert 171mV 259 mV/pH 453 mV 60.3 mV/pH

Im Vergleich zu den vorhergehenden Messungen der SizNy-Schicht (siehe Tabelle 3.3)
fallt eine deutliche Abnahme der Sensitivitat im Mittel von 73 mV /pH auf 25.9 mV/pH auf.
In beiden Messungen wurde der verstarkende Faktor von 2.2 durch den Spannungsteiler
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beriicksichtigt. In der vorhergegangenen Messung waren offene BPSG-Atzflanken noch
als Grund fiir extreme Drifteffekte identifiziert worden (siehe Abbildung 3.12), welche
in dieser Messung durch die Abdeckung mit Ta;Os keinen Einfluss mehr haben. Da es
sich bei ISE1 um eine PECVD-Si3Ny-Schicht handelt, ergibt die geringere Sensitivitdat von
25.9 mV /pH auch durchaus Sinn. So sollte das PECVD-Si3Ny urspriinglich als REFET
zur Driftreduktion verwendet werden, wo eine geringere pH-Abhéngigkeit von Vorteil
ist. Fiir ISE2 mit der zusatzlichen Ta;Os-Schicht sinkt der Wert von Cq, somit steigt der
Faktor fiir die Kennlinienverschiebung % auf 2.5. Die gemessenen Daten zeigen eine
mittlere pH-Sensitivitdat von 60.3 mV /pH, welche im Rahmen der Messungenauigkeit
dem Nernst’schen Potential von 59 mV/pH bei Raumtemperatur entspricht. Um die
Drift fiir beide Sensoren zu bestimmen, wurde ein weiteres Experiment durchgefiihrt.
Dazu wurde der Drainstrom I der Sensoren bei konstanten Spannungen Vg, Ve und Vygr
aufgezeichnet, wahrend der Puffer ca. alle 60 s gewechselt wurde. Fiir dieses Experiment
wurde Phosphatpuffer nach Sorensen mit den pH-Werten 5, 6, 7 und 8 verwendet (siehe
Kapitel 2.4.1). Abbildung 3.17 zeigt die Ergebnisse der beiden Sensoren mit Ta,Os bzw.
SizNy. Auffillig ist der deutlich hohere Drift bei ISE1 mit SizN4. Das nahezu driftfreie
Verhalten aus den vorangegangenen Ergebnissen (siehe Abbildung 3.11) mit den ISE1-
Sensoren aus der fritheren Produktionscharge konnte nicht reproduziert werden.

650u

600 -

5501 ——Ta205
—— Si3N4

Delta+500!

50011 elta st
©
1450 1
400p
SSOH_W
300p T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35

Zeit (min)

Abbildung 3.17: Messung zur Bestimmung des Driftverhaltens der beiden Sensor-
schichten Ta,O5 (schwarz) und PECVD-Si3zNy (rot). Dargestellt ist der Drainstrom
bei konstanter Vrgr und V. Zusatzlich ist die Differenz aus den beiden Kurven
(blau) in positive Richtung verschoben (zur besseren Darstellbarkeit). Daftir wurden
Phosphatpuffer mit pH 5 (dunkelgrau), pH 6 (grau), pH 7 (hellgrau) und pH 8 (weif3)
durch die Kammer geleitet. Bei Minute 34 wurde die Kammer mit Luft gespuilt.

Diese Anordnung aus SizNy- und TapOs-Sensor kann als ISFET-REFET Kombination be-
nutzt werden, um die beschriebenen Drifteffekte zu minimieren. Die Differenz der beiden
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Sensorsignale weist bei bleibend hoher Signalauflosung ein geringeres Driftverhalten auf.
Durch die Beschichtung mit Ta,Os konnte im Grofien und Ganzen die Sensitivitdt erhoht
und der Einfluss von Drifteffekten verringert werden.

Fiir den Einsatz in der Echtzeitmessung von Amplifikationsprozessen ist jedoch auch
die Querempfindlichkeit zur Leitfahigkeit wichtig. Zwar sollte sich die Anderung der
Leitfahigkeit im zeitlichen Verlauf nicht von der pH-Anderung unterscheiden, da bei-
de Parameter von der Erzeugung von doppelstrangige DNA (dsDNA) abhidngen. Im
schlechtesten Fall wiirden sich diese Sensoreffekte jedoch gegenseitig aufheben. Daher
wurde im folgenden Experiment die Querempfindlichkeit der FG-ISFETs zur Leitfahigkeit
untersucht. Dazu wurden pH 7 Phosphatpuffer mit verschiedenen Konzentrationen an
NaCl angesetzt und die Kennlinien der Sensoren in diesen Pufferlosungen gemessen.
Abbildung 3.18b zeigt die Anderungen der Kennlinienverschiebung in Bezug auf die Mes-
sung in 0.5 mM NaCl Konzentration (bereinigt um die Verstirkung durch den kapazitiven
Spannungsteiler). Zum Vergleich dazu ist in Abbildung 3.18a eine Vergleichsmessung
fiir verschiedene ISFET-Sensormaterialien aus der Literatur [80] mit derselben Skalierung

dargestellt.
(a) (b)
40.0m 40.0m
—Sio, —=— ISF1 Ta205
2:334 —e—ISF1 SiN
i 2V3 —4A—|SF2 Ta205
30.0m Ta,05 30.0m —v—ISF2 SiN
S 20.0m+ S 20.0mH
(8]
> >
10.0m - 10.0m -
0.0 0.0
10 103 102 107 10° 10* 10° 102 10 10°
c (M) c (M)

Abbildung 3.18: Um die Querempfindlichkeit der FG-ISFETs zur Leitfahigkeit zu
testen, wurden die Kennlinien in verschiedenen pH 7 Phosphatpuffern gemessen,
welchen eine unterschiedliche Konzentration an NaCl beigemischt war (x-Achse).
(a) zeigt die Referenzdaten eines Vergleichs aus der Literatur [80], (b) die Verschie-
bung der Kennlinie ohne eine Bereinigung der Verstarkung durch den kapazitiven
Spannungsteiler (Faktor 2.2).

Die Bedeckung mit TayOs fiihrt fiir ISE1 zu einer Reduktion der Querempfindlichkeit
um 100 %. Bei ISE2 fiihrt die Beschichtung mit Ta,Os ebenfalls zu einer signifikanten
Reduktion der Querempfindlichkeit. Die Tatsache, dass es sich bei der Variante ISE2
(LPCVD-Si3Ny) um eine starke lineare Abhdngigkeit zur NaCl Konzentration handelt,
stiitzt die Vermutung, dass Ionendiffusion in die BPSG-Atzflanke der Grund fiir die Drift-
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effekte ist (vergleiche Abbildung 3.12). Die immer noch zu hohe Signalabhédngigkeit von
der Leitfahigkeit bei ISE2, der mit 50 nm Ta,Os beschichtet wurde, legt nahe, dass die
Kantenabdeckung nicht vollstandig erfolgt ist. Eine weitere Untersuchung der Kantenab-
deckung mittels FIB-REM bzw. eine Erh6hung der abgeschiedenen Ta;Os-Schichtdicke
steht noch aus. Trotz der noch hohen Drift wurden diese Sensoren mit dem vorliegenden
Fertigstellungsgrad in der Echtzeitmessung der LAMP-Reaktionen verwendet (Ergebnisse
siehe Kapitel 3.3).

3.2 Systemintegration

Um die Sensoren in die Umgebung einer biochemischen Pufferlosung bringen zu kon-
nen, muss sichergestellt werden, dass nur die aktive Sensorflache in Kontakt mit der
Fliissigkeit kommt. Andere aktive Bereiche auf dem Sensorchip und insbesondere elek-
trische Kontaktstellen miissen vor dem Kontakt mit leitfahigen Fliissigkeiten geschiitzt
werden. In der AVT kommen verschiedene Losungen zum Einsatz, welche das Eindringen
von Fliissigkeit in die elektrischen Bereiche verhindern sollen. Bevor elektrochemische
Sensoren in Industrie und im Consumerbereich eingesetzt werden konnten, stellten das
Haupthindernis die Probleme dar, die beziiglich der AVT geltst werden mussten [139,
140]. Der meistverwendete Ansatz dafiir war und ist der Verguss der zu schiitzenden
Bereiche mit einem Kunststoffharz. Der Chip wird auf eine Leiterplatte aufgeklebt, die
Kontakte werden per Drahtbond verbunden und die Drahte anschlieffend vergossen [141].
Fiir die Herstellung von pH-Sonden, die auf der ISFET-Technologie basieren wurde dafiir
ein komplizierter mehrstufiger Verguss-Prozess entwickelt [142]. Der Zeitpunkt dieser
Entwicklung, circa 25 Jahre nach der Erfindung des ISFETs, zeigt die Komplexitdt und
Schwierigkeit dieses Problems. Schon im Design der Bauteile wurde auf die Herausfor-
derungen fiir den Verguss Riicksicht genommen. Durch Atzverfahren stellte die Gruppe
um Bergveld einen ISFET mit einer erhohten Sensorfldche her [143], um das Kriechen
der Vergussmasse auf die Sensorflache zu verhindern. Schon frith wurden Bauteile vor-
geschlagen, deren elektrische Kontakte auf der Riickseite sitzen [141], was den Prozess
erheblich vereinfachen wiirde. Am Fraunhofer EMFT wurde ein ChemFET vorgestellt,
der die elektrisch aktiven Bereiche und die Sensorflache auf Vorder- und Riickseite des
Chips aufteilt [77]. Fiir diesen Fall sind jedoch Durchkontaktierungen erforderlich, welche
einen enormen Kostenaufwand in der Sensorfertigung bedeuten.
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Abbildung 3.19: FG-ISFET als Eintauchsensor in einem in diesem Kapitel be-
schriebenen Folienpackage. Die flexible Leiterplatte tragt die elektrischen Kontakte
zum Sensor. Kontaktierung und Abdichtung erfolgen tber einen Thermokompressi-
onsbond auf eine Folienplatine mit Lochaussparung fir die Sensorflache (© Bernd
Muller, Fraunhofer EMFT).

Einfachere Losungen, die sich die Vorteile von flexiblen Leiterplatten zu Nutze ma-
chen, wurden ebenfalls bereits in der Vergangenheit angedacht [144] und entwickelt
[145]. Dabei wurde eine flexible Leiterplatte mit einer Offnung von oben auf den Sensor
geklebt, die elektrische Kontakte durch Anpressen realisiert. Die Klebung basierte hier
jedoch ebenfalls auf einem Verguss mit fliissigem Kunststofftharz, welches den Prozess
nur schwer reproduzierbar und aufwandig in der Durchfithrung machte. In der Industrie
wurden fiir die Verklebung von ungehdusten Chips bereits in den 90er Jahren anisotrop
leitfahige Klebefilme (ACF) entwickelt [146]. Diese beinhalten vergoldete Mikropartikel,
welche beim Verpressen des Films leitfahige Pfade in vertikaler Richtung bilden. Der
Einsatz eines solchen Films erlaubt eine Herstellung eines solchen Sensor-Packagings
ohne die Unwégbarkeiten beim Einsatz von Fliissigkleber. Am Fraunhofer EMFT wurde
dieses ,,Sensor-on-hole” Package fiir den Einsatz von Drucksensoren in Stromungskana-
len entwickelt [147] und patentiert [148]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dieser Ansatz
weiterentwickelt, um den Sensor zusatzlich hermetisch abzudichten und so den Einsatz in
Fliissigkeiten zu ermoglichen.

3.2.1 Sensor Packaging

Fiir das Packaging der Sensoren wurde eine hybride Losung entwickelt [149]. Die Vorteile
der flexiblen Leiterbahntechnologie wurden auf das Packaging von Festkorperbauteilen
angewandt, die Methode fiir beide Sensoren, den FG-ISFET und den IDT, entwickelt und
erfolgreich eingesetzt. Abbildung 3.21 zeigt den Schichtaufbau des Packaging schematisch.
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Abbildung 3.20: Folienplatine fir die Durchfiihrung des Packagingprozesses.
Der grine Kasten markiert die AuBenmafie des Sensorchips, der rote Kreis die
Schnittlinie des Lasers. Die Besonderheiten im Lagenaufbau von oben nach unten
sind die Aussparung im Coverlay, sodass der Chip nicht auf dem Coverlay aufliegt,
in der oberen Metallisierungsebene die Bondpads, die Justagekreuze in den Ecken
des Chips fur das Alignmentsystem des Flip-Chip-Bonders und eine Leiste fur das
korrekte horizontale Leveling des Chips. In der unteren Metallebene die Metallflache
fir den Lichtschutz und ein Guardring um Potentialeintrag in die Fllssigkeit zu
verhindern.

Grundlage dafiir bildet eine flexible Leiterplatte, die in einem Pooling Service in 2-
Lagen Ausfiihrung hergestellt wurde. Auf der oberen Seite befinden sich die elektrischen
Kontakte fiir den Sensorchip. Diese sind in der exakt gleichen Geometrie wie auf dem
Sensor ausgefiihrt. Im Bereich des Sensorchips ist die Coverlay Passivierung freigestellt.
Auf der Unterseite ist das Metall flichig ausgefiihrt. Da beide Sensoren nur mit einer Me-
talllage ausgefiihrt sind, wirkt diese Metallfldche auf der Unterseite als lichtschiitzender
Schild. Abbildung 3.20 zeigt den Bondbereich der Folienplatine fiir einen FG-ISFET. Die
Anschliisse fiir die Temperaturdiode sind nicht angeschlossen. Rot ist die Schnittlinie
fiir den Laser eingezeichnet, die griine Linie zeigt die Auflenabmessungen des Chips.
In der oberen Metalllage sind die Justagekreuze fiir den Flip-Chip-Bond in den Ecken
der Coverlay-Aussparung sichtbar, gegeniiber den Bondpads eine Metallleiste zum ho-
rizontalen Hohenausgleich des Chips. In der unteren Metalllage wird die Schnittlinie
von einem floatenden Metallring umgeben. Dieser erhoht zum einen die Abdichtung
zwischen Coverlay und Folie, zum anderen verhindert er Leckstrome in die Fliissigkeit
von der Metallflache, die zur Lichtabdeckung vorhanden ist. Zwischen Sensor und fle-
xibler Leiterplatte wirkt der ACF als Klebeverbindung. Die elektrischen Kontakte werden
zusitzlich {iber Gold Stud Bumps sichergestellt. Von der Unterseite her entsteht eine
hermetische Abdichtung gegen Fliissigkeiten bei niedrigem Druck. Zwischen Coverlay
auf der Oberseite und Sensor bleibt ein kleiner offener Rand. Soll das Package auch in
Hochdruckanwendungen zum Einsatz kommen muss der Sensor noch zusatzlich vergos-
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sen werden. Mit dem zusétzlichen Verguss ist auch die Oberseite fliissigkeitsdicht, sodass
die Konfiguration auch als Eintauchsensor verwendet werden kann (Abbildung 3.19).

== Bondpad mmm  Sensorflache
Gold Stud Bumps Kupfer
Klebefilm Verkapselung (optional)
Coverlay Polyimide

Abbildung 3.21: Der Schichtaufbau des Packagings nach der Fertigstellung. Die
Bondpads erhalten den elektrischen Kontakt zum Kupfer auf dem FLEX-PCB Uber
die Gold Stud Bumps. Der Klebefilm dichtet den Chip zur Folie hermetisch ab. Fur
Eintauchanwendungen ist aufgrund des Spalts zwischen Sensor und Coverlay an
der Oberseite ein zusatzlicher Epoxy-Verguss notwendig.

Abbildung 3.22 zeigt schematisch den Ablauf der Herstellung. Im ersten Schritt (a)
liegen beide Komponenten, Folie und Chip, mit geometrisch passenden Kontakten vor.
Im zweiten Schritt (b) werden die Bondpads des Sensorchips verstirkt, beispielsweise
mit Gold Stud Bumps, und ein ACF in der Grofle des Sensorchips auf die flexible Leiter-
platte laminiert. Im dritten Schritt (c) wird per Ultrakurzzeitlaser ein Loch fiir die aktive
Sensorfldche in die Leiterplatte geschnitten. Anschliefflend kann der Chip per Thermokom-
pressionsverfahren aufgebracht werden.

() (b) ()

<
\ SO \ \\\\\\\\\\\\\ \ R

Abbildung 3.22: Der Ablauf des Packagings schematisch dargestellt. Im ersten
Schritt (a) wird die Leiterplatte gemaf der Sensorgeometrie gefertigt, im zweiten
Schritt die Bondpads verstarkt und der Klebefilm auf das FLEX-PCB laminiert. Im
dritten Schritt (c) wird das Loch fiir die Sensorflache gelasert bevor der Thermo-
kompressionsbond erfolgt.

Die Verstarkung der Kontakte auf dem Chip wurde mit Gold Stud Bumps ausgefiihrt,
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kann jedoch auch galvanisch erfolgen. Auf beiden Komponenten liegt dadurch eine Er-
hohung der Kontakte gegeniiber dem Substrat vor. Fiir die Lotkontakte auf der flexiblen
Leiterplatte ergibt sich aus dem Basiskupfer (17 pm), der Durchkontaktierung (20 pm),
der Nickelsperrschicht (5 pym) und dem Goldfinish (100 nm) eine Enddicke von ca. 42 pm.
Die Gold Stud bumps auf der Chip sind ca. 50 pm dick (siehe Abbildung 3.23). Im Falle
des FG-ISFETs bestehen die Bondkontakte aus Aluminium. Die Ausbildung einer inter-
metallischen Gold-Aluminium-Legierung fiihrt in der AVT hdufig zum Abreifien von
Aluminium-Zuleitungen. Um die Ausbildung dieser sogenannten ,,Purpurpest” zu verhin-
dern, wurden die Pads mit einer 10 nm dicken Titanwolfram-Schicht und anschliefSend 150
nm Gold besputtert. Die Ausformung des Gold Stud Bumps erfolgte unter Verwendung
eines 25 pm dicken Golddrahts. Ein Ball-Wedge-Bond wurde durchgefiihrt, wobei der
Wedge zum Ball um 50 pm in die Ausfiithrungsrichtung verschoben war. Im Schichtaufbau
ergeben beide Erhohungen zusammen eine Hohe von 80 um, die durch den Klebefilm
gefiillt werden miissen, um eine hermetische Abdichtung zu erreichen. ACFs werden bis
zu einer Maximaldicke von 40 pm gefertigt. Fiir diese Anwendung wurde ein Hitachi
Chemicals AC-246] verwendet, der auch unter dem Markennamen , Anisolm” bekannt ist.
Es ist ein Kunststofftharz-basierter Klebefilm, welcher mit goldbeschichteten Kunststoffpar-
tikeln einer Grofie von 3 pm versetzt ist. Er wird auf einer 50 pm dicken PET Laminierfolie
ausgeliefert. Der Klebefilm wird bei 90 °C auflaminiert. Nach dem Laserschnitt wird die
Laminierfolie entfernt. Der Bondvorgang wird standardmaéfig bei 200 °C und einem An-
pressdruck 200 MPa fiir 10 s durchgefiihrt. Bei einer Bondpadgrofie von ca. 150 pm sollte
der Bondkopf die Komponenten also mit einer Kraft von 4.5N verpresst werden.

EMFT 20kV 27mm 700x

Abbildung 3.23: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme eines Gold Stud Bumps.
Nach dem Setzen besitzt er eine Héhe von 48 um, welche durch einen Levelings-
chritt auf ca. 25 pum gecoint wird.

Das Bonden des Chips auf der flexiblen Leiterplatte per Thermokompressionsverfahren

67



Kapitel 3 Ergebnisse und Diskussion

wurde auf einer Panasonic FCB3 durchgefiihrt. Fiir die ersten Tests wurden IDTs verwen-
det. Bei den Glassubstraten konnte die Abdichtung optisch mit dem Mikroskop bewertet
werden. Erwartungsgemaf reichte der Einsatz der Standardparameter fiir eine herme-
tische Abdichtung nicht aus. Im Bereich der Bondpads konnte der Klebefilm die Liicke
zwischen Sensorchip um Polyimidfolie nicht auffiillen. Um dies zu erreichen, wurden drei
Mafinahmen getestet. Zuerst das Laminieren von zwei Lagen ACF, um eine Klebefilm-
dicke von 80 um zu erreichen. Weiter wurde ein zusitzlicher Coining Schritt eingefiihrt.
Dabei wird der Sensorchip nach Aufbringen der Stud Bumps mit bis zu 100 N auf eine
planare Flache gedriickt, um diese abzuflachen. Zusétzlich wurden alle Parameter fiir den
Thermokompressionsschritt variiert, um eine moglichst gute Abdichtung zu erreichen.
Das beinhaltet den Anpressdruck, die Bondtemperatur und die Bonddauer. Der Ansatz
mit einer doppellagingen Klebeschicht erreichte zwar eine fluidische Abdichtung, wurde
jedoch verworfen, da der Kleber 200 um in die Sensordffnung gedriickt wurde. Durch das
Coining konnte die Hohe der Stud Bumps auf weniger als 40 pm reduziert werden (siehe
Abbildung 3.24). Die idealen Parameter fiir einen Bond, der auch fluiddicht war, sind in
Tabelle 3.5 aufgelistet.

Tabelle 3.5: Bondparameter.

Verwendete Parameter Empfohlene Parameter

Levelling 100N

Anpressdruck 25N 5N
Bondtemperatur 280°C 200°C
Bondzeit 20s 10s

Abbildung 3.24 zeigt einen Querschnitt durch einen Thermokompressionsbond, der mit
einem FG-ISFET durchgefiihrt wurde. Von der unteren Bildseite aufwérts gehend sind die
einzelnen Schichten und Komponenten zu erkennen: die untere Metalllage der flexiblen
Leiterplatte (kupferfarben), das Polyimid-Substrat (dunkelgrau), den Bondbereich und der
Sensorchip (Silizium, silberfarben). Zwischen Polyimidsubstrat und Siliziumchip befinden
sich die Bondkontakte und der mit ACF gefiillte Zwischenraum. Die Bondkontakte beste-
hen aus dem Lotkontakt (kupferfarbenen das Basiskupfer, silbern die Nickelsperrschicht)
und dem auf etwa 30 pm Hohe geplitteten Gold Stud Bump.

68



3.2 Systemintegration

Abbildung 3.24: Mikroskopaufnahme eines Querschnitts durch den Bond. Von
unten nach oben: Bottom-Lage, Pl Substrat, Kupfer Top-Lage, Stud Bump (gecoint),
Siliziumchip. Zwischen den Kontakten befindet sich der Klebefilm als Fillmaterial.

In der Exposition des Sensors in Fliissigkeiten sind nur die flexible Leiterplatte, die
Sensoroffnung und der dort vorhandene Kleberand mit dem Medium in Kontakt. Um
etwaiges Eindringen von Losungen in den Klebebereich zu untersuchen, wurde ein
IDT verwendet, der aus sechs Konzentrischen Kreisen besteht (Abbildung 3.25b). Uber
einen Zeitraum von 24 Stunden wurde dieser gepackagte Testchip in 0.1 M KCI-Lésung
gelagert und der Widerstand zwischen den zwei mittleren der vier aufSen liegenden
Ringen gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.25a dargestellt. Die schwarze Kurve
bleibt wihrend der ganzen Zeit iiber einem Wert von 10 MQ. Die Anderungen kénnen
auf Messungenauigkeiten zurtickgefiihrt werden, da die flieSenden Strome bei diesen
hohen Widerstdnde sehr nah an der unteren Messgrenze des verwendeten Multimeters
liegen. Auffallend war, dass der Testchip, der mit zweilagigem ACF gebondet worden
war, eine hohe Leitfdhigkeit zwischen den Ringen aufwies: unter 200 () bei einem Abstand
von 200 pm. Erklart werden kann dies nur durch das Ausbilden von leitfihigen Pfaden
zwischen den Ringen durch die im ACF enthaltenen Partikel. Werden die Klebefilme auf
dieselbe Enddicke verpresst, so bedeutet eine Verwendung von zwei Lagen ACF einer
Verdoppelung der Konzentration dieser Partikel, was diese Annahme wahrscheinlich
macht.
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Abbildung 3.25: Fir die Messung der Dichtigkeit wurde ein Testchip (b) gebon-
det und der Widerstand mit einem Impedanzanalysator gemessen, wahrend das
Package 24 h in Salzlésung verweilte (a). Die Verwendung von doppellagigem ACF
erlaubte zwar geringere Anpressdricke, flihrte jedoch durch eine Konzentration
der leitfahigen Partikel zu Leitungspfaden zwischen den Ringstrukturen und damit
einem Widerstand im Bereich 100 Q).

Die vorgestellte AVT ermoglicht ein hermetisch dichtes Packaging bei einer geringen
Bauhohe und nahezu flachem fluidischen Interface. Der Einsatz der Sensoren im Boden
einer 192er Wellplatte (siehe Abbildung 3.1) ist mit dieser Methode realisierbar. Eine kiirz-
lich an der TU Miinchen verdffentlichte Arbeit zeigt dieses Konzept in einer Abwandlung
mit einer Integration der Sensoren und der zugehorigen Auswerteelektronik fiir eine 24er
Wellplatte [150]. Durch eine Erh6hung der Lagenanzahl und der Verwendung von Blind
Vias konnte ein dhnlicher Aufbau fiir eine 96er Platte mit den vorhandenen Sensoren
realisiert werden.

Fiir die vorliegende Arbeit wurde eine Folienplatine gefertigt, auf welche 8 Sensoren auf-
gebracht werden kénnen. Diese wurden in einer Reihe angeordnet auf einem Raster von 9
mm. Als Reaktionsgefdfie wurden PCR-Tube-Streifen mit demselben Raster verwendet.
Der Boden der Tubes wurde abgeschnitten und die GefiafSe auf die Folienplatine geklebt.
Aufgrund der schlechten Klebeeigenschaften der Tube-Streifen (Material Polypropylen)
kam ein spezieller Sekundenkleber von Henkel, der Loctite® 424 in Verbindung mit dem
Primer Loctite® SF 777 zum Einsatz. Das Ergebnis war zufriedenstellend fiir die Durch-
fithrung von zwei bis drei Versuchen. Bei mehrmaligem Aufheizen und mechanischer
Belastung loste sich die Klebestelle, was zu undichten Reaktionsgefafien fiihrte (siehe
Abbildung 3.44). Praktischerweise konnten zugehorige PCR Cap Strips zum luftdichten
VerschliefSen der Reaktionsgefafie verwendet werden.
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3.2.2 Auswerteschaltungen

Der FG-ISFET stellt einen Impedanzwandler zur Messung von hochohmigen Potentialen
in Fliissigkeiten dar. Eine Moglichkeit, diese Potentiale zu messen, ist das Ausgangssignal
der integrierten OPs mit einer Verstarkung von 1 direkt an einen Analog-Digital-Converter
(ADC) anzuschlieflen. Eine hohere Flexibilitat wird durch die Messung tiber die MOSFETs
erreicht. In der Praxis kommen zur Messung von ISFETs hédufig Source-Drain-Follower
zum Einsatz [75]. Dabei wird die Drainspannung und der Drainstrom konstant gehalten
und die resultierende Spannung an der Referenzelektrode gemessen. Diese ist dann linear
zum pH-Wert. Alternativ werden die Spannungen auf einen festen Wert eingestellt und
der Drainstrom gemessen. Der Einsatz eines Source-Drain-Followers hat Vorteile, wie die
Linearitdt des Sensorsignals und der einfachen Umsetzbarkeit einer Spannungsmessung.
Fiir den FG-ISFET gibt es dabei mehrere Optionen, welche kurz diskutiert werden sollen.
Der Drainstrom héngt von der Drainspannung und dem Potential ab, welches auf dem
Floating-Gate vorhanden ist (siehe Gleichung 2.1). Dieses ist kapazitiv sowohl an das
Potential der Control-Elektrode, als auch das Potential der Fliissigkeit, welches durch die
Referenzelektrode vorgegeben ist, gekoppelt.

a) Festes Potential an der Control-Elektrode, Regelung liber die Referenzelektrode

Wie bereits erwéhnt, kann die Control-Elektrode dazu genutzt werden, Ungleichheiten
in der Ladungstragerbelegung des Floating-Gate zwischen verschiedenen FG-ISFETs
auszugleichen. In diesem Fall verhilt sich der FG-ISFET wie ein normaler ISFET mit der
einen Einschrankung, dass es zu einer kapazitiven Dampfung des Sensorsignals kommt.

b) Festes Potential an der Referenzelektrode, Regelung iiber die Control-Elektrode

Hierbei verhilt es sich analog zu der unter a) beschriebenen Konfiguration. In manchen An-
wendungsfillen mag es vorteilhaft sein, die Referenzelektrode auf das Ground-Potential
zu legen. Ein weiterer Unterschied ist die Moglichkeit sich in dieser Anordnung die
Kondensatoren als Signalverstarker zu Nutze machen zu konnen. Angenommen, die
Schichtdicken der Isolatoren in C; und C, werden so gewéhlt, dass C; doppelt so grofs
ist, wie C;. Der Source-Drain-Follower regelt die Control-Elektrode so, dass sich das
Potential am Floating-Gate nicht dndert. Kommt es aufgrund einer pH-Anderung zu
einer Anderung im Fliissigkeitspotential AV, so muss an der Control-Elektrode die Span-
nung um 2AV geregelt werden. Das Ausgangssignal wird also im Vergleich zu einem
konventionellem ISFET um den Faktor 2 verstarkt.
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c) Referenzelektrode und Control-Elektrode kurzgeschlossen

Hierbei wird die Regelspannung in gleicher Weise auf die Referenz- und die Control-
Elektrode ausgegeben. Die Kennlinie eines FG-ISFETs in dieser Konfiguration ist durch
die Ladungstrager auf dem Floating-Gate und das einflieffende chemische Potential in der
Einsatzspannung Vy, verschoben. Die kapazitive Dampfung ist hier ebenfalls zu beachten.

3.2.2.1 FG-ISFET Regelschaltung

Im Rahmen der Arbeit wurde eine Regelschaltung aufgebaut, welche in Abbildung 3.26
schematisch dargestellt ist. Sie besteht aus zwei Teilen. Den ersten Teil (links) bildet eine
Differenzverstarkerschaltung, dessen Eingangsspannungen kurzgeschlossen sind. Der
Drain des FG-ISFETs ist an den negativen Eingang des OPs angeschlossen, sodass durch
DACI die Drainspannung

Vas = Vpaci—~ (3.1)

eingestellt werden kann, ohne dass Vpac1 auf die Ausgabespannung des OPs wirkt. Diese
Ausgabespannung V; entspricht dem Drainstrom, da der OP zusitzlich als Transimpe-

danzverstiarker wirkt:
Vi =Ryly (3.2)

Der rechte Teil ist ein PI-Regler, welcher iiber die Spannung von DAC2 den Drainstrom
einstellt gemafs:

Iy = VD;;z (3.3)
Source ist an Masse angeschlossen. An der Referenzelektrode liegt ein fester Wert an. Die
Ausgabespannung am Punkt A ()Veonirol) liegt zudem an der Control-Elektrode an. Andert
sich die Spannung am Sensor Vg um einen Wert AV, so regelt die Schaltung Vcongrol um
den Wert %AV, sodass die vorangegangen Werte fiir Drainstrom und Drainspannung
wieder erreicht sind. Somit kann % als kapazitive Verstirkung der pH-Spannung genutzt

werden.
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Abbildung 3.26: Die FG-ISFET Regelschaltung besteht aus zwei Teilen. DAC1
legt die Drainspannung am Differenzverstarker fest, der gleichzeitig als Transim-
pedanzverstérker wirkt. DAC2 dient zur Einstellung des Drainstroms Uber einen
Pl-Regler. Die Spannung Vj ist die Regel- und Ausgabespannung. Sie wird zurlick

auf die Control-Elektrode gefiihrt. Erfolgt Gber C; eine Spannungsanderung muss

die Spannung Vs an der Control-Elektrode um den Faktor % nachgeregelt werden,

was zu einer Verstarkung des Signals fuhrt [91].

Die vorgestellte Schaltung lieferte erwartungsgeméfie Werte, solange der Sensor in Luft
vermessen wurde. Fiir den Fall also, in dem tiber C; keine Spannung an das Floating-Gate
gekoppelt ist. Auch in Fliissigkeiten wurde die Schaltung verwendet (siehe Abbildung
3.13). Aus ungeklarten Griinden iibersteuert die Regelung hier hdufig in positiver Rich-
tung. Als Ursache wire denkbar, dass bei einer Verwendung in Luft C; gegen Null geht
und somit die Transkonduktanz hoher ist als bei der Verwendung in Fliissigkeit. Fiir die
in Kapitel 3.3 gezeigten Ergebnisse wurde zum Teil ein modularer DC Source Monitor
verwendet. Leider konnte das Verhalten der Regelschaltung anhand von Schaltungssimu-
lationen nicht vollstandig nachvollzogen werden. Eine Anpassung des Arbeitsbereichs hin
zu geringeren Stromen brachte ebenfalls nicht den erhofften Erfolg, sodass eine alternative
Auswerteschaltung zur Eignungspriifung herangezogen wurde.

3.2.2.2 Integriertes ISFET-Frontend

Als weitere Option zur Messung der FG-ISFET-Anordnung tiber den MOSFET wurde
ein integriertes ISFET-Frontend auf Basis des MPS430FR2355 untersucht, welches an der
TU Miinchen entwickelt wurde [150-152]. Beim MSP430FR2355 handelt es sich um einen
Mikrocontroller von Texas Instruments mit einem integrierten analogen Frontend, welches
aus vier sogenannten Smart-Analog-Combos (SAC) besteht. Dabei handelt es sich um eine
Kombination aus einem Digital-Analog-Converter (DAC) und einem OP, welche tiber die
Firmware des Mikrocontrollers beliebig verschaltet werden konnen. Diese Option wird
hier genutzt, um eine Regelung geméafs dem Schaltbild in Abbildung 3.27 aufzubauen
[151].
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Abbildung 3.27: Integriertes ISFET Frontend. DAC2 stellt die Drainspannung,
DAC1 den Drainstrom ein. Uber ADC1 und ADC2 kénnen Vg4 und anschlieBend I4
gemessen werden. Uber einen Softwarealgorithmus, werden die DAC Spannungen
angepasst, bis die gemessen Werte den Sollwerten entsprechen. Die Sourcespan-
nung ist in diesem Fall variabel.

SAC2 wird verwendet, um die Drainspannung iiber DAC2 einzustellen. Die Source-
spannung stellt sich tiber den Operationsverstarker aus SAC2 ein. SAC1 wird verwendet,
um den Drainstrom tiber den Widerstand R festzulegen.

Iy — Vbac2 ; Vbaci (3.4)

SAC3 wird verwendet, um die Spannung an der Referenzelektrode einzustellen. Uber
DAC2 und DAC1 werden Vg, und Iq festgelegt und V iiber DAC3 so eingestellt, dass die
an ADC1 und ADC2 gemessenen Spannungen die Sollwerte fiir V35 und I3 ergeben. Im
Detail lduft die Messroutine wie folgt ab. V; wird auf den kleinstmoglichen Wert Vg = 0
gesetzt. DAC2 wird auf den Sollwert von Vs gesetzt, DAC1 ergibt sich nach dem Sollwert
fiir I aus Gleichung 3.4. V; ist ein freier Parameter, welcher sich durch die Riickkopplung
so einstellt, dass Vs und I3 den Sollwerten entsprechen. Uber ADC1 und ADC2 werden
Vg und V bestimmt und die realen Spannungen fiir Vs und Vs berechnet. Diese weichen
von den Sollwerten ab, falls mit den anliegenden Werten fiir V4 und V, der eingestellte
Drainstrom I3 nicht erreicht werden kann. Ist dies der Fall, werden DAC2 und DAC1 um
diese Abweichung nachjustiert [151].

VDACZ = VDACZ - (Vds,soll - Vds,real) (35)

und

I
Vbact = Vpac2 — d;ou (3.6)

Ist diese Nachjustierung nach 30 Versuchen nicht erfolgreich, wird V; umd 100 mV erhoht.
Vereinfacht gesprochen wird Vy4 solange auf dem zur Verfiigung stehenden Spannungs-
intervall geschoben, bis die Sollwerte fiir Vys und I4 erreicht sind. Zur Erhohung der
Genauigkeit kann der noch verfiigbare SAC4 genutzt werden, um das V; Signal zu verstar-
ken. Die Methode ist auf den Einsatz fiir konventionelle ISFETs mit 3 Anschliissen (Source,
Drain und Referenz) mit moglichst wenig externen Bauteilen optimiert. Um sie auf die in
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dieser Arbeit vorliegenden FG-ISFETs anzuwenden sind zwei Wege moglich, die im Fol-
genden als Ausblick diskutiert werden: Der erste Weg beschrankt sich auf die in Abschnitt
3.2.2¢ beschriebene Konfiguration. Durch Kurzschluss der Referenz und Control-Elektrode
ergibt sich ein ISFET mit drei Anschliissen, welcher mit der beschriebenen Schaltung kom-
patibel ist. Um jedoch die Verstarkung des Signals tiber den kapazitiven Spannungsteiler
optimal auszunutzen, ist die unter Abschnitt 3.2.2 beschriebene Konfiguration notwendig.
Vg wird in diesem Fall (2. Weg) an die Control-Elektrode ausgegeben. Durch einen Verzicht
auf die Auflosungserhohung kann SAC4 als zusédtzlicher Analogausgang fiir die Referenz-
elektrode umgewidmet werden. Da diese Spannung jedoch auf das Source-Potential V;
bezogen werden muss, ist die ausgegebene Referenzspannung auf den Bereich von 0 bis
Vgs begrenzt. Gerade beim Einsatz von FG-ISFETs, die sich durch eine starke Streuung in
der Einsatzspannung von Chip zu Chip auszeichnen, birgt dies jedoch die Gefahr, dass
mit der zur Verfiigung stehenden Potentialwerte kein optimaler Arbeitspunkt gefunden
werden kann. Ein moglicher Losungsweg wire, den Regelbereich fiir V5 zu beschranken
um dafiir einen grofleren Spielraum fiir die Spannung V¢ zu erhalten.

3.2.2.3 Kapazitat-zu-Digital Konverter

Fiir eine integrierte Messung der IDKs wurde auf die STM32L4 Mikrocontrollerreihe
zuriickgegriffen. Diese verfiigt tiber einen Touch Sensing Controller (TSC), welches fiir
die Kapazitatsmessung genutzt werden kann. Abbildung 3.28 zeigt den schematischen
Aufbau einer Kapazitdtsmessung mit diesem Controller.

Abbildung 3.28: Messprinzip der Kapazitat in einem STM32L4. Durch wiederholte
Ladungstiibertragung vom Sensor Cg auf einen deutlich gréBeren Referenzkonden-
sator Crgr Uber den Schalter S, kann auf die Ladung auf dem Sensor und somit
seiner Kapazitat geschlossen werden.
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Uber einen Schalter S; wird eine Ladung Q auf den kapazitiven Sensor Cs gebracht
und anschliefSend iiber den Schalter S, auf einen Referenzkondensator transferiert. Dieser
Vorgang wird so oft wiederholt, bis am Referenzkondensator Crgr ein Spannungswert
Vrn erreicht wird. Die Kapazitdt des Sensorkondensators errechnet sich dann aus

Cs = _ CReF (1 _ Vi ) . (3.7)

N 33V

Das Prinzip wird auch als Charge-Transfer-Methode bezeichnet [153, 154].

3.2.2.4 Integrierte Impedanzspektroskopie

Fiir die integrierte Impedanzmessung wurde der Analog Devices ADuCM355 eingesetzt.

Abbildung 3.29: Messprinzip der Impedanz bei einem ADuCM355. Ein Frequenz-
generator erzeugt einen Sinuspuls, der auf ein Messobjekt Z angelegt wird. Die
Stromantwort wird mithilfe eines Transimpedanzverstarkers gemessen.

Dabei handelt es sich um ein analoges elektrochemisches Frontend mit Impedanzmes-
sung (baugleich zum AD5940) in einem Package mit einem ARM M3 Mikrocontroller.
Abbildung 3.29 zeigt das Schema fiir die Impedanzmessung. Ein interner Frequenz-
generator erzeugt eine Sinusspannung, welche tiber einen ADC gemonitort wird. Die
Strommessung erfolgt tiber einen Transimpedanzverstarker, wobei der Wert des Transim-
pedanzwiderstands Rria per Softwarecode eingestellt werden kann. Die Empfindlichkeit
der Strommessung ist somit einstellbar. Das macht den Chip auch fiir bioimpedimetrische
Messungen am Menschen einsetzbar.
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Abbildung 3.30: Entwickeltes ADuUCM355 Modul, welches per Hand auf Testpla-
tinen aufgel6tet werden kann. Es enthalt den LGA-Mikrocontroller, Oszillatoren,
Taster, Entstérkondensatoren und eine Programmierschnittstelle.

Der ADuCM355 liegt als 72-Pin Land-Grid-Array (LGA) vor. Da sich die 72 Anschluss-
pads auf der Chipunterseite anordnen, muss der Chip maschinell besttickt werden. Um
einen schnelleren Aufbau von Prototypen zu ermoglichen, wurde das in Abbildung 3.30
dargestellte Modul entwickelt. Es handelt sich um eine 17 x 17 mm Platine mit seitlich
ausgefiihrten Halbloch-Anschlusspads. Darauf befindet sich der ADuCM355 Mikrocon-
troller, 2 externe Oszillatoren, Druckknopfe fiir BOOT und RESET, Entstorkondensatoren
und ein Tag-Connect Anschlusspad fiir das Programmierinterface.

3.2.2.5 System zur Temperaturregelung

Die auf dem IDT vorhandenen Widerstandsmdander konnen zur Heizung des Chips und
zur Temperaturmessung genutzt werden (siehe Kapitel 3.1.1.1). In einer vorhergehenden
Arbeit wurde ein dhnliches Design bereits fiir die geregelte Heizung von Polymerschich-
ten in Gassensoren verwendet [155]. Fiir die vorliegende Arbeit wurden die Strukturen
verwendet, um die Temperatur, die fiir die LAMP-Reaktion erforderlich ist, einzustellen,
beziehungsweise um die Temperatur bei der MCA geregelt von 65 bis 100 °C zu dndern.
Dafiir wurde ein Mikrocontroller-gestiitztes System zur Temperaturregelung entwickelt.
Zum einen erlaubt diese den Einsatz in POCT-Anwendungen, zum anderen erlaubt sie
eine schnelles Regelintervall, welches fiir die geringe Zeitkonstante des Aufheizvorgangs
im Bereich von zehntel Sekunden notwendig ist. Abbildung 3.31 zeigt den schematischen
Aufbau des Gerits. Betrieben wird die Schaltung mit einer 12 V Spannungsversorgung,
welche z.B. auch von einer Autobatterie kommen kann. Weitere Spannungslevel werden
tiber DC-DC-Wandler (24 Volt fiir die Sensorheizung) und Spannungsregler (5V fiir den
ADC) und 2 V (Spannungsreferenz fiir den ADC) erzeugt. Im ersten Entwicklungsschritt
kam ein Evaluationsboard der Firma STMicroelectronics des Typs Nucleo-L476RG zum
Einsatz, welches mit 12 V versorgt werden kann. Dieser Mikrocontroller wurde gewéhlt,
da er iiber einen Touch Sensing Controller (TSC) verfiigt, der zur Kapazititsmessung
genutzt werden kann (siehe Kapitel 3.2.2.3).
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Abbildung 3.31: Temperaturregelungssystem firr die IDTs. Gespeist von einer
Autobatterie oder einem Netzteil, werden die 12 V in 5 V fir den Digitalteil und 24 V
fUr die Heizspannung transformiert. Ein zuséatzlicher Spannungsregler stellt eine 2
V Referenzspannung zur Verfligung. Ein SPI-ADC misst den Temperaturwiderstand
Ryess Uber einen Spannungsteiler, ein PWM-gesteuerter MOSFET legt den Heiz-
strom fest. Optional misst der Touch Sensing Controller (TSC) im Mikrocontroller
die Kapazitat.

Das System wurde so ausgelegt, dass eine Folienplatine mit 8 IDTs angeschlossen
werden kann. Der Einfachheit halber ist in Abbildung 3.31 nur ein Kanal dargestellt.
Die Komponenten Rgef, Cref und der MOSFET sind jeweils achtfach ausgefiihrt. Grau
hinterlegt sind die drei Komponenten des IDTs dargestellt, Heizm&dander Ry, IDK
Csens und Temperaturwiderstand Ryjess- Bei dem ADC handelt es sich um einen 8 Kanal
ADC, der auf dem Prinzip der sukzessiven Approximation (SAR) basiert. Er misst die
Temperaturwiderstande tiber den Spannungsteiler aus Rgef und Rygess. Zur Erhohung
der Genauigkeit wurde eine externe Referenzspannung eingesetzt. Fiir den ADC fiel
die Wahl daher auf den Texas Instruments ADS8332, der tiber einen Eingang fiir eine
externe Referenzspannung verfiigt. Die Dateniibertragung zum Mikrocontroller erfolgte
tiber das SPI-Protokoll. Die Heizung wurde iiber einen Pulsweitenmodulation (PWM)
gesteuerten MOSFET realisiert. Dabei wird ein Rechtecksignal mit einer festen Frequenz
an das Gate angelegt und die Impulsdauer moduliert. Der Tastgrad, also das Verhiltnis
der Einschaltzeit zur Periodendauer, auch Duty-Cycle genannt, legt fest, wie viel Strom
auf den Heizwiderstand flieffen kann. Auf dem Mikrocontroller wurde ein PID-Regler
implementiert, der ausgehend vom ADC-Messwert den Duty-Cycle berechnet. Dieser
wird dann per Timer als PWM-Signal auf den MOSFET ausgegeben. Abbildung 3.32
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Abbildung 3.32: Fotographie des Temperaturregelungssystems. Der eingesetzte
Mikrocontroller wird als Nucleo-Entwicklungsplatine aufgesteckt. Die rechte Halfte
des PCBs umfasst die Spannungsversorgung. Auf der linken Halfte befinden sich je
8 MOSFETSs, Spannungsteiler und Zuleitungen zu 8 IDTs auf einer Folienplatine.

zeigt den fertigen Prototypen. Das Nucleo-L476RG Evaluationsboard, durch den weifsen
Lotstopplack erkennbar, verfiigt neben dem Mikrocontroller auch iiber ein Programmer-
Modul und eine zugehorige USB-Schnittstelle, iiber die auch das UART-Interface des
Mikrocontrollers angesprochen werden kann. Im oberen Bild rechts oben ist der DC-
DC-Wandler (48 W) zu sehen. An der linken Seite befinden sich 8 Foliensteckerbuchsen,
um die Folienplatine mit den IDTs aufzunehmen. Auf der Unterseite (unteres Bild) sind
die Pufferkondensatoren fiir den DC-DC-Wandler zu sehen, sowie der Spannungsregler
fir die 5 V. Bei den 4 kleineren Kondensatoren handelt es sich um vier 220 nF C0G
Kondensatoren. Diese tibernehmen die Funktion des Cg,s fiir jeweils zwei IDKs. COG ist
ein Dielektrikum mit einer besonders niedrigen Temperaturabhéngigkeit.
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Abbildung 3.33: Test des Temperaturregelungssystems. Die ADC Werte sind
gegen die Zeit aufgetragen (schwarze Punkte). Wahrend der Messung wurde die
Solltemperatur von 75 °C alle 5 s um ein halbes Grad erhéht.

Uber die serielle Schnittstelle kénnen Kommandos gesendet werden und Messdaten
empfangen werden. Es wurden Kommandos zur Einstellung der Proportional-Integral-
Differenzial-Regler (PID)-Regelparameter, zum Starten und Stoppen der Regelung, zum
Einstellen der Zieltemperatur und zur Abfrage der aktuellen ADC und TSC-Messwerte
gesendet. Dartiber hinaus wurde ein Kalibrierprogramm implementiert. Die Sensoren
werden dafiir in einer Temperaturkammer platziert und ADC-Messungen getriggert.
Die Temperaturen und die zugehorigen Messwerte werden in den Speicher des Mikro-
controllers abgelegt und zur Berechnung des PID-Duty-Cycles genutzt. Abbildung 3.33
zeigt den zeitlichen Verlauf einer Regelung von 75 bis 79 °C in 0.5 °C Schritten alle fiinf
Sekunden. Die rote Linie zeigt dabei den Sollwert an und die schwarzen Punkte die
ADC-Messwerte. Trotz einiger Ausreifler bei der ADC-Messung ist die PID-Regelung
so eingestellt, dass die AusreifSer nicht ins Gewicht fallen und trotzdem ein schnelles
Umschalten der Temperaturen ermoglicht wird.

Die verwendeten Sensoren wurden mit der beschriebenen Methode kalibriert und
die Kalibrierparameter lokal abgespeichert. Bei Wechsel der Sensorplatinen konnten
somit die zugehorigen Kalibrierparameter geladen werden. Ein weiterer Test bestand in
der Durchfithrung einer LAMP-Reaktion mithilfe der integrierten Sensorheizung. Die
Solltemperatur wurde auf 65 °C eingestellt und der Reaktionsmix, wie in Kapitel 2.4.2
beschrieben, vorbereitet und eingefiillt. Nach 60 min war ein deutlicher Farbumschlag
von Rot nach Gelb sichtbar, wie er fiir eine erfolgreiche LAMP-Reaktion erwartet wird.
LAMP ist, was die Temperatur betrifft, eine sehr robuste Methode, welche zwischen 63
und 67 °C verwertbare Ergebnisse liefert [156]. Von diesem ersten Versuch konnte die
Genauigkeit des Systems zumindest auf -2 °C eingeschrankt werden.
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3.3 Quantifizierung und Endpunkterkennung von isothermaler
Ampilifizierung

Mittels Echtzeitmessung von Amplifizierungsprozessen kann auf die Konzentration der
Viren in einer Probe geschlossen werden. Auflerdem erlaubt die zeitaufgeloste Messung
eine Auswertung der Reaktion inklusive einer Endpunkterkennung. Fiir eine Anwendung
von elektrochemischen Transducern auf die quantifizierbare LAMP-Reaktion (QLAMP)
wurden die bereits vorgestellten FG-ISFETs und IDTs untersucht.

3.3.1 Quantifizierung durch pH-Messung

LAMP-Reaktionspuffer wurden, wie in Kapitel 2.4.2 beschrieben, vorbereitet und 35 pl
in die Reaktionsgefafse gefiillt, welche am Boden mit einem FG-ISFET-Sensor ausgerii-
stet waren. Ein Deckelstreifen wurde verwendet, um die Reaktionsgefafe luftdicht zu
verschliefSen. Die Folienplatinen mit den Reaktionsgefafien wurden zwischen zwei Metall-
platten geklemmt, welche mithilfe zweier Leistungswiderstinde und einem PT100 auf
65 °C beheizt wurden. Da der verwendete Aufbau keinen Platz fiir eine externe Referen-
zelektrode vorsieht, wurde die integrierte Referenzelektrode verwendet. Dabei handelt
es sich um eine Elektrode auf dem Chip, welche mit einer Silber-/Silberchloridpaste be-
druckt ist (Kapitel 2.2.2.1). Dies erkldrt die teils starker auftretende Drift in den folgenden
pH-Messungen.
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Abbildung 3.34: Messsystem flir FG-ISFETs zum Monitoring von LAMP-Reaktion.
Die Platine beinhaltet 8 Source-Drain-Follower-Schaltungen (siehe Abbildung 3.26)
mit den zugehdrigen DACs und ADCs, sowie einer Mdglichkeit, eine Referenz-
spannung an die integrierte Referenzelektrode anzulegen. Eine Folienplatine mit
8 FG-ISFETSs kann eingesteckt werden. Um LAMP-Reaktion messen zu kénnen,
wird die Platine in einen Temperaturschrank bei 65 °C gelegt.

Das erste Experiment, welches mithilfe der in Kapitel 3.2.2.1 vorgestellten Regelschal-

tung (siehe Abbildung 3.34) aufgezeichnet wurde, fand im Mikrobiologie-Labor im Fraun-
hofer CSB statt. Dafiir wurde eine LAMP-Reaktion mit Proben von Bldttern von an GLRV2
erkrankten Weinpflanzen auf den Sensoren durchgefiihrt. Wie bereits in Kapitel 3.2.2.1
erwdhnt, konnten die FG-ISFETs mit der aufgebauten Schaltung nicht zuverlassig ver-
messen werden. Diese Tatsache verbunden mit der geringen Chip-Ausbeute aus Charge 1
tithrte dazu, dass aus den zahlreichen Experimenten nur diese eine verwertbare Kurve
aufgenommen werden konnte.
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Abbildung 3.35: ISFET Messung LAMP Charge 1. Verwendet wurde ein ISE1
mit SizNy4 als Sensormaterial zur Vermessung einer LAMP-Reaktion von GLRV2.
Nach dem Aufheizen (2 min) driftet die Kurve konstant bei etwa 0.8 V/h. Nach 20
min beginnt der pH zu sinken (positive Signalanderung) und erreicht ab Minute 35
eine Sattigung. Die Absolute Spannungsénderung betragt etwa 450 mV, was nach
Bereinigung der kapazitiven Verstarkung von 2.7 einer erwartbaren pH-Anderung
von ca. pH 8.8 nach pH 6 entspricht [28].

In Abbildung 3.35 ist der Verlauf der Ausgabespannung V¢ iiber die Zeit dargestellt.
Die Messung ist durch eine konstante Drift von ca. 800 mV /h {iberlagert, welcher zu
Beginn und zum Ende der Messung sichtbar ist. Ab Minute 20 setzt das exponentielle
Wachstum der Amplifikatkonzentration ein. Durch die Erzeugung eines Protons bei jedem
Hybridisierungsvorgang sinkt der pH-Wert von etwa pH 8.8 zu Beginn auf pH 6.5-6.0 zum
Endpunkt der Reaktion (Sattigungsbereich) [28]. Die Abnahme des pH-Werts wird durch
den FG-ISFET tiber eine Zunahme des Messsignals gemessen. Unter Beriicksichtigung
der Drift zeigt sich eine Signal—Anderung um 450 mV, was nach der Bereinigung um den
Faktor 2.7 der kapazitiven Verstirkung und der Annahme einer pH-Anderung von 2.8
Stufen einer Sensitivitdt von etwa 60 mV /pH entspricht. Das Nernst’sche Potential bei der
LAMP-Reaktionstemperatur von 65 °C liegt bei etwa 67 mV /pH. Vergleicht man diesen
Wert mit den in vorangegangenen Untersuchungen erhaltenen Sensitivitdten fiir ISE1,
liegt die Vermutung nahe, dass der Sensor hier zusétzlich auf eine Leitfahigkeitsinderung
reagiert. Messungen zur Leitfahigkeit (Abbildung 3.18) zeigen, dass sich das ISFET Signal
proportional zur Leitfahigkeit verhalt.
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Abbildung 3.36: ISFET-Messung einer SARS-CoV-2-LAMP-Reaktion mit
FG-ISFETs aus Charge 2. (a) ISE1 mit Si3N4 als Sensorschicht und (b) ISE2
mit einer Ta, O5-Sensorschicht. Fir beide Kurven wurde die lberlagernde Drift aus
der Startphase der Reaktion extrapoliert und die Signaldnderung dazu in Relation
gesetzt.

Die Experimente wurden mit dem Reaktionsmix fiir die SARS-CoV-2 RNA und den an-
gepassten FG-ISFETs aus Charge 2 wiederholt. Abbildung 3.36 zeigt die Ergebnisse eines
(a) ISE1 mit SizNy und (b) ISE2 mit Ta;Os als Sensorschicht. Auch hier kam als Referenz-
elektrode die mit Silber/Silberchlorid bedruckte integrierte Elektrode auf dem Chip zum
Einsatz. Fiir die Messung wurde der modulare DC-Source-Monitor verwendet. Um auf
die zeitaufgelosten Daten der Control-Spannung zu kommen, wurde zu jedem Zeitpunkt
eine Kennlinie bei fester Drainspannung Vy und Referenzspannung Vrgr aufgenommen
und im Anschluss die Control-Spannung bei Iy = 300 pA per Interpolation zwischen
den benachbarten Messwerten bestimmt. Fiir Si3sN4 wurde eine hohe Drift von etwa 1
V/h beobachtet, welcher in derselben Grofsenordnung liegt wie bei ISE1 aus Charge 1.
ISE2 mit Ta,Os zeigte eine geringere Drift von nur 12 mV /h. Die pH—Anderung wihrend
der LAMP-Reaktion konnte mit beiden Sensoren gemessen werden, allerdings blieben
die Signalhthen deutlich hinter den bestimmten Sensitivitdten zuriick. Eine Auswertung,
wie sie bei der Verwendung von pH-Sensoren zur zeitlich aufgelosten Messung von
PCR-Reaktionen durchgefiihrt wurde [70], ist auch hier moglich. Die ersten Minuten, in
denen keine Signaldnderung auftritt, werden genutzt, um die Drift zu bestimmen, wel-
cher anschliefiend fiir das gesamte Experiment abgezogen wird. Jegliche Signaldnderung,
welche dem Kurvenverlauf einer Amplifizierung (entsprechend Abbildung 2.2) entspricht
und einen festgelegten Threshold-Wert tibersteigt, wird normiert und als positives Signal
gewertet. Fiir die verwendete Amplifikation der SARS-CoV-2 RNA ist der Zeitraum zur
Driftberechnung zu Beginn der Reaktion etwas zu kurz. Zusatzlich reagiert der verwende-
te FG-ISFET stark auf Temperatur, sodass die Aufheizzeit nicht hinzugenommen werden
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kann. Eine On-Chip Temperaturregelung, wie sie auf den IDTs zum Einsatz kommt, wiirde
hier einen bedeutenden Vorteil verschaffen, zumal es schwieriger ist, Temperatureffekte zu
kompensieren, da diese auf viele Komponenten des Systems Einfluss haben (Sensitivitat,
Referenzelektrode, Halbleitereffekte und Effekte an der Sensorschicht) [75].

3.3.2 Quantifizierung durch Kapazitatsmessung

Fiir die Impedanzspektroskopie wurde der in Kapitel 2.2.3.1 beschriebene Impedanzana-
lysator verwendet. Die ersten Versuche wurden mit Sensoren mit 6 pm Fingerabstand
durchfiihrt. Trotz niedrigem zu erwartenden FSC verfiigen diese iiber eine hohere Grund-
kapazitit, welche die Messgenauigkeit erhoht. Das System zur Temperaturregelung stand
noch nicht zur Verfiigung. Die Sensoren wurden zwischen zwei Aluminiumkdorper ge-
klemmt, welche mithilfe von Leistungswiderstdnden und einem PT100 aufgeheizt wurden.
In einem ersten Versuch wurde der Impedanzanalysator direkt an einen Sensor in einer
Vierdrahtkonfiguration verbunden und Impedanzspektren im Freugenzbereich von 100
Hz bis 1 MHz in zeitlicher Abfolge aufgezeichnet. Abbildung 3.37 zeigt die Spektren im
Abstand von 10 min fiir eine Dauer von 80 min in einem Bode-Diagramm.
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Abbildung 3.37: Ergebnis des ersten Versuchs einer LAMP-Reaktion auf einem
6 um Sensor mit einer Aluminiumblockheizung. Dargestellt ist ein Bodediagramm
flr verschiedene Zeitpunkte vom Einflllen des Reaktionsmixes (0 min, griin) in
10-Minuten-Schritten bis 80 min nach dem Einfillen (orange).

Dargestellt sind Absolutwert der Impedanz und Phasenwinkel iiber die Frequenz in
doppelt logarithmischer beziehungsweise halb logarithmischer Darstellung. Die aufge-
zeichneten Kurven entsprechen den Werten direkt nach Einfiillen des Reaktionsmix (0
min, griin) bis zum Zeitpunkt 80 min (orange) in 10 Minuten Schritten. Zudem stellt der
Graph 0 min (griin) das Impedanzspektrum bei Raumtemperatur vor dem Aufheizen
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dar. Gerade bei niedrigen Frequenzen tibersteigt der resistive Anteil (Phasenwinkel nahe
0°) den kapazitiven Anteil. Dies ist besonders bei den Spektren der Fall, die 10 min nach
Beginn der Messung und spéter aufgezeichnet wurden. Erkldren lasst sich dies durch den
Ionentransport in der Polyimid-Passivierung, welcher bei vollstindiger Durchnédssung der
Polyimid-Schicht hoher ansteigt [132]. Oberhalb von 10 kHz zeigt der Sensor ein nahezu
vollstandiges kapazitives Verhalten, welches sich durch die Gerade im logarithmischen
Raum des Impedanzplots und des Phasenwinkels nahe —90 ° auszeichnet. Der Sensor
kann als Widerstand und Kondensator in einer Parallelschaltung betrachtet werden, wobei
der Widerstand mit ca. 10 M(Q) eine Grofie aufweist, die fiir Messungen bei Frequenzen im
oberen Kilohertz Bereich vernachldssigbar ist. Mit fortschreitender Dauer des Experiments
sinkt die Impedanz. Fiir die genauere Betrachtung dieses Effekts wurde der Frequenz-
bereich von 10 bis 400 kHz gewahlt. Der erste Grund dafiir ist, dass die Impedanz in
diesem Bereich unter 1 MQ) liegt, und somit hohere Strome flieflen, welche auch mithilfe
einfacher elektrischer Schaltungen gemessen werden kénnen. Der zweite Grund liegt im
Mechanismus des Sensorprinzips. Bei niedrigen Frequenzen spielt vor allem der Ionen-
transport im Polyimid eine Rolle. Fiir diese Anwendung ist jedoch vorrangig die Messung
der Sensorkapazitdt von Interesse, da diese von der Dielektrizititszahl des umgebenden
Mediums abhéngt, welche sich wihrend der LAMP-Reaktion dndert. Sichtbar wird dies,
wenn aus den vorliegenden Daten anhand des parallelen R-C-Modells der kapazitive

Anteil der Impedanz gemaf
1

~ Z|Z|2nf sin®
berechnet wird. Fiir die Frequenz von 400 kHz ist dies in Abbildung 3.38 dargestellt.

C (3.8)
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Abbildung 3.38: Kapazitatswerte der ersten IDT Messung LAMP. Verwendet wurde
das in Kapitel 2.4.2 beschriebene Material des GLRV2, welches erst nach langer
Startphase von 50 min in das exponentielle Wachstum Ubergeht. Der Eingang in
die Endphase der Reaktion ist am Abflachen der Kapazitatskurve zu Ende der
Messung erkennbar.

Der Anstieg der Kapazitat geht einher mit dem Anstieg in der Dielektrizitdtszahl des
LAMP-Reaktionsmix, hervorgerufen durch die steigende Anzahl an induzierbaren Dipo-
len, ndmlich die cDNA-Produkte der Amplifikation. Charakteristisch fiir den Verlauf einer
LAMP-Reaktion befindet sich die Kapazitit zuerst auf einem Plateau, geht dann in eine
exponentielle Wachstumsphase tiber und flacht schliefslich wieder ab. Das vorliegende
Experiment wurde augenscheinlich zu frith abgebrochen, sodass die letzte Phase der
Sattigung nicht dargestellt werden kann (vergleiche Abbildung 2.2). Das hier verwendete
Primerset bendtigt ca. 50 min, bis das exponentielle Wachstum einsetzt. Daher wurde
bei den folgenden Versuchen das SARS-CoV-2-Primerset eingesetzt, welches deutlich
schnellere Reaktionszeiten aufweist (siehe Kapitel 2.4.2). Von den Werten aus den vorange-
gangen Simulationen ergeben sich Abweichungen sowohl in der Grundkapazitit, als auch
im FSC. Die Abweichung in der Grundkapazitdt kann, wie bereits vorangehend erldutert,
dadurch erkldrt werden, dass sich Polyimid, besonders wenn es durchnésst ist, nicht wie
ein idealer Isolator verhdlt. Fiir den FSC waren beim Einsatz des 6 ym Sensors ca. 1 %
Signaldnderung erwartet worden. Nun liegt sie in dieser Messung bei ungefdhren 20 %.
Ein Erkldarungsansatz fiir die Differenz ist, dass sich die Dielektrizitatszahl nicht genau
von 80 auf 100 dndert. Im Anfangszustand enthilt der Reaktionsmix viele Ionen und
Molekiile, welche die starken Wasserdipole verdrangen und somit zu einer Verringerung
der Dielektrizitatszahl fiihren. Auf der anderen Seite hingt die Kapazitét stark von der
Polyimidoberfliche und wenigen Mikrometern dariiber ab. Amplifikate der verwendeten
RNA, die selbst etwa 100 nm lang ist, konnen schnell eine Lange von einigen Mikrometern
erlangen, welche in der optimalen geometrischen Anordnung durch Dipolinduzierung

87



Kapitel 3 Ergebnisse und Diskussion

auch hohere Dielektrizitdtszahlen erreichen konnen, als rein homogen betrachtet, in Lo-
sung. Ein vollumféangliches Bild kann die Simulation hier an keiner Stelle liefern, jedoch
konnte die Hinzunahme des Stofftransports in der Polyimidschicht das Modell erheblich
verbessern. Die Software dazu lag bei der Erstellung dieser Arbeit jedoch nicht vor.

Um die optimalen Messparameter zu bestimmen, wurden diese Experimente in einem
grofieren Umfang wiederholt. Dafiir kam das in Kapitel 3.2.2.5 vorgestellte System zur
Temperaturregelung zum Einsatz. Fiir die Impedanzmessung wurden zwei 8:2 Multiple-
xer Analog Devices ADG1207 auf dem Board integriert, um zwischen den 8 Sensoren,
die auf einer Sensorplatine sitzen, durchzuschalten. Diese Multiplexer besitzen einen
relativ hohen Einschaltwiderstand von 120 (), zeichnen sich im Gegensatz dazu jedoch
durch eine sehr niedrige Kapazitdt und Ladungsinjektion aus, was sie besonders fiir
Impedanzspektroskopie-Anwendungen interessant macht [111]. Der Frequenzbereich
wurde auf das Band zwischen 10 und 400 kHz festgelegt. In diesem Bereich zeigte der Sen-
sor anndhernd rein kapazitives Verhalten. 400 kHz ist dazu die maximale Messfrequenz,
die der TSC des verwendeten STM32L476 Mikrocontrollers erreichen kann. Abbildung
3.39 zeigt die Impedanzspektren als Bode-Diagramme. Farblich von griin nach orange
sind hier zeitlich die Messungen von 0 bis 45 min in 5-Minuten-Schritten dargestellt.
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Abbildung 3.39: LAMP-Reaktion mit dem SARS-CoV-2-Reaktionsmix auf Senso-
ren mit verschiedenen Elektrodenabstanden von (a, d) 6 um, (b, €) 10 um und (c,
f) 50 um. Dargestellt sind die Bode-Diagramme, Impedanz und Phase tber die
Frequenz bei verschiedenen Zeitpunkten der Reaktion: 0 min (griin) bis 45 min
(orange) in 5 min Schritten.

In erster Betrachtung tritt das kapazitive Verhalten des Sensors auch in diesem Experi-
ment deutlich in Erscheinung. Die Impedanz bildet im doppelt logarithmischen Raum
eine Gerade und der Phasenwinkel bewegt sich nahe —90 °. Die Impedanz erfdhrt mit der
Zeit eine Anderung, die umso grofler ausfillt, je grofer der Abstand zwischen den Fingern
der Elektrode ist. Auffallend bei der Betrachtung der Spektren sind die Abweichungen
vom rein kapazitiven Verhalten, welche in der Linearitdt des Impedanzplots auftreten
und in Werten fiir die Phasenwinkel, die von —90 ° abweichen. Bei etwa 600 k() geht
der Impedanzanalysator in einen anderen Strom-Messbereich tiber, welcher als Knick in
der Impedanz sichtbar wird. Der Phasenwinkel bewegt sich iiber den Frequenzbereich
von —45 ° bis —125 °, wobei auch hier eine sprunghafte Anderung auf das Umschalten
des Strom-Messbereichs zuriickzufiihren ist. Je hoher die Frequenz, desto ndher befinden
sich die Messdaten an den erwartbaren Werten eines idealen Kondensators. Betrachtet
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man die Daten in einem Nyquist-Digramm (Abbildung 3.40), so ist eine vertikale Linie zu
sehen, welche sich fiir zunehmend kleiner werdende Frequenzen im Halbraum verliert.
Wie bereits im vorangegangenen Experiment spielt der Ladungstransport durch Ionen
im durchnéssten Polyimidfilm auch hier fiir niedrige Frequenzen eine starke Rolle. Erst
ab etwa 40 kHz, nach dem Umschalten auf den hoheren Strom-Messbereich, fallt dieser
resistive Anteil weniger ins Gewicht.

(a) (b) (c)

ofo 200'.0k 40(5.0k OtO 20C').0k 400'.0k ofo 206.0k 406.0k
Re(2Z) Re(2) Re(2Z)

Abbildung 3.40: LAMP-Reaktion mit dem SARS-CoV-2-Reaktionsmix auf Senso-
ren mit verschiedenen Elektrodenabstanden von (a) 6 um, (b) 10 um und (c) 50
pum. Dargestellt sind die Nyquist-Diagramme.

Im Gegensatz zur vorangegangenen Messung tritt hier fiir Frequenzen grofser als 40
kHz ein Phasenwinkel kleiner als —90 ° auf. In der Theorie entspricht dies einer kapaziti-
ven Komponente mit einem zusétzlichen negativen Widerstand. Ein negativer Widerstand
zeichnet sich durch einen niedrigeren Stromfluss bei hoherer Spannung aus. Dieses Er-
gebnis erwidchst aus der Hinzunahme der integrierten Temperaturregelung tiber den
Temperaturwiderstand und den Heizm&dander. Beide miissen als zusatzliche Elektroden
aufgefasst werden, an denen eine hohere Spannung anliegt als an den Fingerelektroden.
Uber den bereits beschriebenen Ladungstransport im Polyimid sammelt die Messelektrode
auch diesen Strom auf. Dieser entsteht durch die Spannungsdifferenz der Anregungsspan-
nung und der konstanten Mess- bzw. Heizspannung. Je hoher die Anregungsspannung
ist, desto niedriger diese Spannungsdifferenz und damit auch desto niedriger der Strom.
Dieser indirekte Zusammenhang fiihrt zu dem negativen Widerstand, den der Impedanz-

analysator registriert.
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Abbildung 3.41: Details der Geometrien der 6-, 10- und 50-um-Sensoren. Unter
den Sensorstrukturen sind im Detail die Abstédnde zwischen Sensorelektroden und
Widerstandsméaandern dargestellt.

Fir den 50-pum-Sensor ist dieser Effekt deutlich kleiner als fiir die beiden 6 pm und
10-um-Sensoren, da der Abstand zwischen den Elektroden und den Widerstandsmé&an-
dern grofer ist (siehe Abbildung 3.41). Fiir Frequenzen unter 40 kHz ist der Beitrag des
positiven Widerstands zwischen den Sensorelektroden betragsméfiig hoher, sodass der ne-
gative Widerstand im Phasendiagramm nicht zum Tragen kommt. Deutlicher werden die
genannten Effekte, wenn die Impedanzwerte iiber den zeitlichen Verlauf betrachtet wer-
den. Nachfolgend sind der Verlauf der Impedanz, des Phasenwinkel und der errechneten
Kapazitit tiber die Zeit fiir die Frequenzen 25 kHz (Abbildung 3.42) und 400 kHz (Abbil-
dung 3.43) dargestellt. In diese Graphen wurden nun auch die Fehlerbalken eingeftigt,
welche deutlich machen, dass der Impedanzanalysator fiir niedrigere Impedanzwerte
genauere Ergebnisse liefert. Fiir den 6-um-Sensor entspricht der Fehler der Impedanz-
messung bei 25 kHz fast der Hélfte der Signaldnderung. Die Messung bei 400 kHz kann
hier deutlich genauere Werte erzeugen. Zusétzlich ist auch der Kapazitiatswert hoher. Fiir
eine Mikrocontroller-basierte Messung ist ein hoher Kapazitdtswert von Vorteil, da die
Auflosung des TSCs nur 10 fF betrdgt. Wie im ersten Experiment kommt es auch in diesem
zu einer Abnahme in der Impedanz. Da die Reaktion deutlich schneller ablduft, sind
alle Phasen der Amplifikationsreaktion sichtbar. In den ersten 10 Minuten stagniert die
Kapazitat. Hier lduft die reversible Transkription ab und die Startstruktur fiir die LAMP
wird gebildet. Danach entsteht schnell eine Phase des exponentiellen Wachstums, in der
die Startstruktur vervielfaltigt wird. Dieser Anstieg erreicht nach ca. 30 Minuten eine Sat-
tigung. Zu diesem Zeitpunkt lauft die Reaktion nicht mehr oder nur noch gehemmt ab, da
entweder keine Nukleotid-Bausteine mehr vorhanden sind oder die Pufferbedingungen,
also insbesondere der pH-Wert, die Enzymaktivitidt der Polymerase hemmen. Dies stellt
den Endpunkt der Reaktion dar. Ab hier kann das Experiment abgebrochen werden.
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Abbildung 3.42: Zeitlicher Verlauf der (a) Impedanz, (b) Phase und (c) der be-
rechneten Kapazitét fir eine Messfrequenz von 25 kHz. Aufgrund des geringen
Stroms sind der Messfehler und das Signalrauschen noch zu grof3, um eine saube-
re Datenaufnahme zu erméglichen. Nichtsdestotrotz sind im Kapazitats-Plot die
drei Phasen der LAMP-Reaktion zu erkennen (Start der Reaktion, exponentielles
Wachstum, Sattigung).
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Abbildung 3.43: Zeitlicher Verlauf der (a) Impedanz, (b) Phase und (c) der berech-
neten Kapazitat fir eine Messfrequenz von 400 kHz. Im Kapazitats-Plot sind die
drei Phasen der LAMP-Reaktion zu erkennen (Start der Reaktion, exponentielles
Wachstum, Sattigung).

Um zu zeigen, dass die Methode auch zur Quantifizierung der Viruslast geeignet
ist, wurde das Experiment zeitgleich mit drei verschiedenen RNA-Konzentration 160
pg/nl, 16 pg/pl und 4.6 pg/pl auf drei unterschiedlichen 6-um-Sensoren durchgefiihrt.
Abbildung 3.44 zeigt den zeitlichen Verlauf dieses Dreichfachexperiments. Zur besseren
Vergleichbarkeit wurden die Kapazitdtswerte auf die Werte des exponentiellen Anstiegs
normiert. Das Reaktionsgefafs mit der 4.6 pg/ul RNA-Konzentration hatte ein Leck, was
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dazu fiithrte, dass die Pufferlosung nach 10 min vollstandig aus dem Gefafs verdampft war.
Bis zu diesem Zeitpunkt lieferte die Messung jedoch plausible Werte. Der Zusammenhang
zwischen der Viruslast und dem Zeitpunkt des Einsatzes des exponentiellen Wachstums
ist klar zu sehen. Zuerst setzt die hochkonzentrierte 160 pg/ul Probe ein, gefolgt von der
16 pg/ul und der 4.6 pg/pl. Sind Patientenproben mit bekannter Viruslast vorhanden,
kann diese Methode genutzt werden, um die Viruslast mittels einer Vergleichsmessung zu

bestimmen.
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Abbildung 3.44: Anderung der Kapazitit wahrend der LAMP-Reaktion dreier
SARS-CoV-2 RNA Proben mit unterschiedlicher Konzentration (normiert). Eine
Quantifizierung der RNA-Konzentration ist mittels der kapazitiven Messung mdglich.
In diesem Experiment ist die Reaktionsfllissigkeit der 4.6 pg/ul Probe aufgrund
eines Lecks ab Minute 10 verdampft.

Um die Verldsslichkeit der Methode der kapazitiven Auswertung der LAMP-Reaktion
zu testen, wurden eine Reihe von positiven Standardproben untersucht, der Zeitpunkt
des Einsatzes des exponentiellen Wachstums, sowie der Full-Scale-Change (FSC), der
sich aus der Differenz der Kapazitat in der Startphase und in der Sattigung, bezogen auf
die Kapazitit in der Startphase, berechnet. In Abbildung 3.45 sind diese Experimente
dargestellt, welche ausnahmsweise mit der 160 pg/pl SARS-CoV-2-Probe durchgefiihrt
wurden. Bezogen auf den FSC erscheint eine hohe Streuung. Da es bei LAMP-Produkten
durch wiederholte Amplifizierung zu langkettigen dsDNA-Strangen kommt [45], kann
die rdumliche Orientierung dieser Produkte zur Sensoroberfldache eine grofie Rolle spielen.
Zehn aneinandergekettete LAMP-Produkte verfiigen bereits iiber eine Lange von etwa 1
pm.
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Abbildung 3.45: Im Graphen sind die durchgefihrten Experimente mit der
SARS-CoV-2-RNA (160 pg/ul) dargestellt. Die Position auf der X-Achse (t) stellt
den Beginn der Kapazitatszunahme (Einsatzzeit), die Position auf der Y-Achse den
FSC zwischen Beginn der Reaktion und Sattigung dar. Im Rahmen von 1 bis 5
% FSC und 0 bis 7 min Einsatzzeit kann auf eine valide positive LAMP-Reaktion
geschlossen werden.

3.4 Schmelzkurvenanalyse

Im Anschluss an die Messung der LAMP-Reaktion kann mithilfe der kapazitiven Sensoren
direkt eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt werden. In einigen Féllen wurden nach
der LAMP die Reaktionsgefifie gedffnet, um den Fliissigkeitsverlust zu bestimmen und
das Ergebnis der LAMP auch optisch tiber den Farbumschlag zu bestimmen. Fiir dieses
Experiment wurde abermals die Heizung des Deckels eingesetzt, um die Kondensation
von Fliissigkeit im Deckel zu vermeiden. Bevor das Temperaturregelungssystem zur
Verfiigung stand, wurde das Experiment wie folgt durchgefiihrt: Wie im Experiment
zu Abbildung 3.37 kamen zwei Alublocke zum Einsatz, welche iiber Leistungswider-
stande aufgeheizt wurden. Zusammen mit jeweils einem PT100 wurde tiber ein Python-
Programm eine PID-Regelung aufgesetzt. Die Regelung wurde auf ein festes Aufheizprofil
eingestellt, sodass sich die Temperatur von 65 bis 95 °C in Schritten von 0.25°C alle 10
s dnderte. In diesem Experiment wurde die Impedanz nur eines Sensors bei nur einer
Frequenz (400 kHz) kontinuierlich vermessen. Die aktuelle Temperatur wurde gemeinsam
mit den Impedanzwerten in eine Log-Datei geschrieben und zur Datenauswertung heran-
gezogen. Die aufgezeichnete Messkurve verfiigt somit tiber eine sehr dichte Abtastrate
(siehe Abbildung 3.46a). Charakteristisch ist die lange unveranderliche Kapazitit, die beim
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Annédhern an die Schmelztemperatur rapide absinkt und sich danach wieder langsam
stabilisiert. Der Zeitpunkt der grofiten Kapazitdtsabnahme ist als Schmelztemperatur Ty,
definiert. Um diesen zu bestimmen, wurde zuerst ein Savitzky-Golay-Filter (siehe Kapitel
2.5.1) angewandt, um die Daten zu glatten.
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Abbildung 3.46: (a) Kapazitatsverlauf fiir die MCA eines Amplifikats aus einer
GLRV2 Probe. Aufgenommen wurde die Kurve durch die direkte Messung mit
einem Impedanzanalysator wahrend dem kontinuierlichen Aufheizvorgang durch
zwei Aluminiumplatten. (b) Negative Ableitung der Kurve aus (a, schwarz) im
Vergleich der theoretisch zu erwartenden Schmelzkurve in einem gPCR Cycler
(berechnet mit uMeltSM).

Anschlieffend wurde die erste Ableitung der Daten nach der Temperatur gebildet und
geplottet (siehe Abbildung 3.46b). Die Kapazititsabnahme erreicht einen Hohepunkt bei
88.25°C. Parallel dazu wurde der Online-Kalkulator uMELTM verwendet, um T, fiir
das Amplifikat des GLRV2 (siehe Abbildung 2.18) zu berechnen. Diese betrédgt 88 °C. Die
erwartbare Kurve im qPCR-Gerit ist als rote Linie in Abbildung 3.46b eingetragen. Die
Anderung in der Kapazitit tritt nicht in derselben Schirfe auf, wie sie bei der Anderung
im Fluoreszenzsignal typisch ist. Die Breite des Peaks fiir das Kapazitatssignal in Abbil-
dung 3.46b ist daher breiter. Die Peakposition dagegen stimmt bis auf eine Abweichung
von 0.25 °C tiberein. Ein Grund fiir die Verbreiterung der Peakkurve konnte die unter-
schiedliche Dynamik der beiden Prozesse sein. Bei der Fluoreszenz-Messung stehen die
Ereignisse Denaturierung und Deaktivierung der Fluoreszenzfarbstoffe in direktem zeit-
lichen Zusammenhang. Anderungen in der Dielektrizititszahl der gelosten Nukleotide
gehen jedoch auch mit Begleitprozessen wie der Anderung der raumlichen Konfiguration
der Stréange einher. Dies fiithrt unter Umstdnden zu sich tiberlagernden Effekten, falls
sich die Prozesse in ihrem Beitrag zum Dipolcharakter gegensatzlich verhalten. Fiir die
transkribierte RNA aus dem SARS-CoV-2 Virus ist dies der Fall, wie die Ergebnisse aus
den Experimenten mit dieser Probe zeigen.
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Auf drei gleichartigen Sensoren wurde die Schmelzkurve des Amplifikats aus der
SARS-CoV-2-LAMP-Reaktion untersucht. Da die Basiskapazitidt der Sensoren aufgrund
von Unterschieden in der Fertigung und der elektrischen Zuleitungen voneinander ab-
weicht, zeigt Abbildung 3.47a nur die Anderungen in der Kapazitit bezogen auf die
Kapazitit bei 70 °C. Der Kapazitatsverlauf zwischen 70 und 100 °C unterscheidet sich
kaum in seinem Verlauf. Nimmt man die Ableitung dieser drei Kurven und berechnet
daraus den Mittelwert, erhidlt man eine geringe Standardabweichung (siehe Fehlerbalken
in Abbildung 3.47b). Dies spricht fiir eine hohe Reproduzierbarkeit der durchgefiihrten
Schmelzkurvenanalyse.

(a) (b)

8.0p
6.0p -
4.0p A
2.0p 1

0.0

AC (F)

-2.0p A
-4.0p -
-6.0p 1
-8.0p

-10.0p T T T T T T
65 70 75 80 85 90 95 100

T (°C)

-dC/dT (F/°C)

Abbildung 3.47: (a) Kapazitétsverlauf fir die MCA eines Amplifikats aus einer
SARS-CoV-2 Probe. Aufgenommen wurde die Kurve durch Messung mit einem
Impedanzanalysator. Die Temperatur wurde mit dem Regelungssystem in 0.25°C
Schritten eingestellt. Dargestellt sind drei Messungen, die parallel auf drei unter-
schiedlichen 6-um-Sensoren durchgefiihrt wurden (Delta C in Bezug auf C bei
70°C). (b) Mittelwert der negativen Ableitung der Kurven aus (a) mit Standard-
abweichung (Fehlerbalken). Der Kapazitatsanstieg bei 88.25 °C steht in guter
Ubereinstimmung mit der erwarteten Schmelztemperatur.

Die Bestimmung der Schmelzkurve fallt allerdings deutlich schwerer als fiir das GLRV2
Amplifikat (Abbildung 3.46b). In der Messung tritt eine Kapazitdtsabnahme auf, die
etwa bei 85 °C startet und bei 90 °C in eine Kapazitdtszunahme {iibergeht. Dies fiihrt
dazu, dass in der Darstellung der Ableitung ein lokales Maximum bei 88.25 °C und ein
lokales Minimum bei 92.5 °C auftreten. Ob diese Peaks jedoch einen Zusammenhang mit
den Schmelztemperaturen haben, ist aufgrund der sich iiberlagernden Prozesse fraglich.
Abbildung 3.48 zeigt die Schmelzkurvenanalyse des SARS-CoV-2 Amplifikats, die an
einem qPCR Cycler durchgefiihrt wurde.
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Abbildung 3.48: Schmelzkurvenanalyse des SARS-CoV-2 Amplifikats mit einem
gPCR-Cycler. Dargestellt ist die Schmelzkurve fir eine Positivkontrolle (schwarz),
eine Negativkontrolle (rot) und die theoretische zu erwartende Kurve, die mit
UMELTSM aus der amplifizierten Sequenz errechnet wurde.

Auch in diesem Plot findet sich die modellierte Kurve, welche mithilfe von uMELTSM
berechnet wurde. Die tatsdchliche Schmelztemperatur dieses Amplifikats liegt bei 91.2 °C.
Sie liegt zwischen den beiden Peaks, die in der kapazitiven Messung sichtbar werden.
Geht man jedoch von den beiden Annahmen aus, dass ndmlich die Denaturierung des
Amplifikats mit der Kapazitdtsabnahme einhergeht und die Peakbreite fiir beide Mes-
sungen gleich ist, so kann der Beginn der Kapazitdtsabnahme als Ankerpunkt fiir die
Abschidtzung der Schmelztemperatur aus der Messung in Abbildung 3.47b verwendet
werden. Dieser liegt mit 83 °C drei Grad hoher als bei der GLRV2 Probe. Auch hier landet
der Schmelzpunkt mithilfe dieser Abschdtzung dann beim theoretischen Wert von 91.2°C
(siehe rote Linie in Abbildung 3.47b).

(a) (b) (c) (d)

[ol
>y Ay

Abbildung 3.49: Sekundarstruktur der SARS-CoV-2 RNA Probe (Tabelle 2.5) bei
(a) 89°C, (b) 89 °C und der (c) GLRV2 Probe (Abbildung 2.18) bei (c) 89 °C, (d)
89 °C simuliert mit der ViennaRNA Software [157].
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Um die hinter den Kapazitdtsdanderungen liegenden Mechanismen genauer zu un-
tersuchen, sind weitergehende Experimente notwendig. Dabei sollten nicht nur unter-
schiedliche RNA Sequenzen in ihrem Schmelzverhalten untersucht werden. Beispiels-
weise konnte chemisch induzierte Denaturierung von dsDNA mit impedimetrischen
Sensoren untersucht werden, um die durch Denaturierung auftretende Anderung in der
Dielektrizitdtszahl unabhdngig von anderen temperaturabhidngigen Prozessen wie raumli-
cher Konfiguration betrachten zu kdnnen. Eine Visualisierung der Sekundérstruktur der
verwendeten RNA Sequenzen zeigt (Abbildung 3.49), dass sich die SARS-CoV-2 RNA
Sequenz (Tabelle 2.5) zwischen 88 und 89 °C tatsdchlich dndert, wahrend die GLRV2 Probe
dies kaum tut. Die Form dndert sich dabei in ein eher langliches Molekiil, was durchaus
mit einem hoheren induzierten Dipolmoment einhergehen kann. Diese raumliche Rekon-
figuration konnte den Kapazitatsanstieg bei 89 °C in Abbildung 3.47b erkldren. Um den
Einfluss der rdumlichen Konfiguration auf die Dielektrizitdtszahl untersuchen zu konnen,
sollte eine temperaturabhidngige Vermessung von aufkonzentrierten RNA-Proben mit den
kapazitiven Sensoren in weitergehenden Untersuchungen durchgefiihrt werden.

3.5 Systemgedanken

Die bisher vorgestellten Messungen an den kapazitiven Transducern wurden mit einem La-
borgerat, dem HP 4192A Impedanzanalysator durchgefiihrt. Um diese Messungen in ein
mobiles, kompaktes System zu {iberfithren, wurden verschiedene integrierte Impedanz-
und Kapazitdtsmesssysteme aufgebaut (siehe Kapitel 3.2.2). Aus den Messergebnissen
zur LAMP und zur MCA wurde deutlich, dass eine Kapazititsmessung bei Frequenzen
oberhalb von 100 kHz die besten Daten liefert. Daher wurde fiir den Aufbau eines mobi-
len Messsystems die Kapazitdtsmessung mithilfe des TSC aufgebaut, der im STM32L4
Mikrocontroller integriert ist, welcher bereits fiir die PID-Regelung der Sensortempera-
tur verantwortlich ist. In Kapitel 3.2.2.5 wurde der Aufbau in Abbildung 3.31 bereits
dargestellt und erldutert. Basierend auf dieser Schaltung wurde eine Platine aufgebaut
(Abbildung 3.50a), die in einem Funktionsdemonstrator (Abbildung 3.50b) Platz findet.
Der Funktionsdemonstrator erlaubt die Aufnahme einer Sensorplatine mit 8 IDTs und
verfligt neben der Elektronik zur Temperaturregelung und zur Kapazititsmessung tiber
ein Display, einen Drehencoder, eine Kamera und einen Einplatinencomputer (Raspberry
Pi 3B+).
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Abbildung 3.50: (a) Platine fir den Funktionsdemonstrator. Integriert sind auf der
Platine die Stromversorgung und der STM32L4 Mikrocontroller. Zum einfacheren
Wechsel der Sensorplatine ist diese Variante nur mit einem Flachbandstecker
ausgestattet (© Bernd Muller, Fraunhofer EMFT). (b) Innenleben des Demonstra-
torgehauses, das neben der Platine (a) ein Display, einen Drehencoder, einen
Raspberry Pi und eine Kamera zur Farbomessung beinhaltet.

Das Display und der Drehencoder dienen zur Auswahl von Prozessen, die der Nutzer
durchfiihren mochte. Auf dem Display werden die Prozessschritte (beispielsweise fiir
die Probenaufbereitung) angezeigt und Messdaten wiedergegeben. Die Kamera dient zur
Aufnahme der Farbe der Probenfliissigkeit wahrend der LAMP-Reaktion. Diese enthalt
den Indikatorfarbstoff Phenolrot (siehe Kapitel 2.4.2) und erlaubt somit eine visuelle
Erfassung des pH-Wertes, welcher sich bei einer erfolgreichen Amplifizierungsreaktion
von ca. pH 8 (Farbe pink) nach pH 6 (Farbe gelb) dndert.

Abbildung 3.51: Kamerabild des Funktionsdemonstrators nach der LAMP-
Reaktion. In Kanal 3 und 7 ist die Farbe der Reaktionsfliissigkeit unverandert
pink. In diesen GefaBen hat keine Amplifizierung stattgefunden.

Abbildung 3.51 zeigt den Ausschnitt des Kamerabildes, in welchem die Reaktionsgefifse
des Funktionsdemonstrators zu sehen sind. Im dritten und siebten Gefaf’ (gezahlt von
links nach rechts) ist die Farbe der Reaktionsfliissigkeit unverdandert pink, was darauf
schlieflen ldsst, dass in diesen Proben keine LAMP-Reaktion stattgefunden hat. Eine
automatisierte Auswertung des Kamerabildes kann bei einer LAMP-Reaktion, wie auch
die kapazitive Messung zu einer Echtzeitmessung und Endpunkterkennung verwendet
werden. Abbildung 3.52 zeigt die Daten einer Messung fiir eine LAMP-Reaktion einer
GLRV2 Probe. Zu Beginn der Reaktion ist die Farbe des Puffers pink, bleibt die ersten 30
min gleich und geht dann in eine Anderung iiber, in der sich der Gelbanteil exponentiell
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erhoht. Nach ca. 60 min flacht die Farbanderung merklich ab und erreicht nach 75 min
eine Sattigung.
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Abbildung 3.52: Farbverlauf einer positiven LAMP-Reaktion einer GLRV2 Probe.
Aufgezeichnet ist der Gelbanteil des Kamerabilds im entsprechenden Bildausschnitt.
Wie auch bei der pH-Messung mit ISFETs (Abbildung 3.35) sind auch hier die
Startphase, die Phase des exponentiellen Wachstums und die Sattigung sichtbar.

In der Sample-to-answer-Abfolge (siehe Tabelle 2.2 in Kapitel 2.2.1) entspricht auch hier
die Sensorschicht der Anderung des pH-Wertes durch die Reaktion wie beim Ansatz der
Messung mit ISFETs. Der Transducer ist jedoch kein ISFET, sondern der Indikatorfarbstoff.
Die Messung erfolgt iiber die Kamera, die Signalverarbeitung iiber die Berechnung des
Gelbanteils im entsprechenden Bildausschnitt. Damit kann jedoch nur die Amplifizierung
von RNA durch spezifische Primer sensorisch erkannt werden. Die Bestimmung der cha-
rakteristischen Schmelztemperatur ist mit diesem Ansatz nicht moglich. Die beschriebene
Farbbestimmung dient als zusétzliche Echtzeit-Messung der LAMP-Reaktion fiir den
Fall einer unbestimmten Sensorantwort bei der kapazitiven Messung. Die Anderung der
Kapazitat wahrend der LAMP-Reaktion kann mit dem Demonstrator selbstverstandlich
auch aufgezeichnet werden. Zusatzlich ist die Durchfithrung der Schmelzkurvenanalyse
auf den kapazitiven Sensoren moglich.
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Abbildung 3.53: LAMP und MCA einer SARS-CoV-2 RNA Probe, aufgezeichnet
mit der Kapazitdtsmessmethode des TSCs des Mikrocontrollers im Funktions-
demonstrator. Das erste Maximum in der negativen Ableitung, welches auch in
Abbildung 3.47b sichtbar ist, kann der Mikrocontroller auflésen, das Minimum nicht.

Abbildung 3.53 zeigt die Ergebnisse einer Messung mit dem Demonstrator. Hierfiir
wurde die SARS-CoV-2 Probe verwendet. Als Sensoren kamen Transducer mit Fingerab-
stand 6 ym zum Einsatz, da diese eine hohe Grundkapazitit aufweisen und somit bei der
Kapazitatsmessung mit dem TSC des Mikrocontrollers die hochste Genauigkeit erzielen.
Diese reicht aus, um den zeitlichen Verlauf und die Anderung der Kapazitdt wihrend einer
LAMP-Reaktion zu messen (siehe Abbildung 3.53a). Bei der Schmelzkurvenanalyse kon-
nen die Daten, die auf diese Weise generiert wurden, nur mit Einschrankungen verwendet
werden. Abbildung 3.53b zeigt die bereits tiber einen Savitzky-Golay Filter geglédtteten
Daten in der negativen Ableitung. Die Grofse des Glédttungsintervalls wurde so gewéhlt,
dass auftretende Peaks noch zu erkennen sind. Im Vergleich zu den vorangegangenen
Messungen mit dem Impedanzanalysator zeigt der Kapazitdtsverlauf auch in diesem
Experiment eine Abnahme, welche sich bei 88.3 °C in einen Kapazitatsanstieg umkehrt.
Das lokale Minimum bei 92.5 °C kann mit der mikrocontrollerbasierten Messung jedoch
nicht aufgeldst werden. Nichtsdestotrotz weist die MCA der positiven SARS-CoV-2 Probe
(PC, schwarze Kurve) zumindest ein charakteristisches Merkmal auf, wohingegen die
Negativkontrolle (NTC, rote Kurve) keinen Extrempunkt aufweist und sich nahe dem
Nullpunkt bewegt, was einer gleichbleibenden Kapazitit tiber dem gesamten Tempera-
turbereich entspricht. Somit erreicht der Demonstrator die Anforderung, mittels MCA
zwischen positiven und negativen Amplifikaten unterscheiden zu konnen. Ebenfalls liegt
nahe, dass mit dieser Methode Positivproben und Falsch-Positivproben unterschieden
werden konnen, da sich diese in ihrer Schmelztemperatur deutlich unterscheiden (siehe
Erlduterungen in Kapitel 1.2.1).
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3.6 Einsatz in Patienten-naher Diagnostik

Einleitend wurden mehrere Kataloge zur Bewertung von POCT angefiihrt. Einen umfas-
senden Blick aus der Sicht des Anwenders gibt die Betrachtung von Luppa et al. [23].
Der Einsatz des entwickelten Funktionsdemonstrators mit den kapazitiven Sensoren soll
anhand der dort angefiihrten Punkte nun diskutiert werden und potenzielle Entwick-
lungsfelder sollen aufgezeigt werden. Als Diskussionsgrundlage dient dafiir ein Protokoll,
das am Fraunhofer IME erfolgreich beim Nachweis von Kartoffelviren angewandt wurde.
Dabei wurden Proben in Wasser eingelegt und gefilterte Mengen davon in einer LAMP-
Reaktion untersucht. Das Verfahren lédsst sich auch auf das SARS-CoV-2 iibertragen. In
diesem Fall kann mit Gurgelwasser gearbeitet werden [158].

Kartoffel Virus Schnelltest

Aufbrechen Amplifikation @ Visialisierung
Kartoffelknollen - .
mit korkigen Inkubation von Filtern des Isothermale Farbwechsel und
Ringflecken- Knollengewebe Ikubations- Amplifizierung in Lateral-Flow-

Symptomen in Wasser wassers beheiztem Test
Wasserbad

30 min 5 min 45 min 10 min

Abbildung 3.54: Ablauf eines auf LAMP basierendn Schnelltests flr Kartoffelviren.
Die hohe Sensitivitat der LAMP-Reaktion erlaubt eine vereinfachte Probennahme
durch Inkubation in Wasser (Abbildung nach [7]).

Im Vergleich zur konventionellen PCR liegt die Falsch-Positiv-Rate bei der LAMP zwar
hoher [159, 160], im Gegenzug aber liegt die untere Nachweisgrenze bei niedrigeren
Konzentrationen [7, 161]. Zusitzlich konnte in einigen Studien gezeigt werden, dass eine
vereinfachte Probennahme bereits zufriedenstellende Ergebnisse liefert [7, 161]. Abbildung
3.54 zeigt den Ablauf einer am Fraunhofer IME entwickelten Nachweismethode fiir
Kartoffelviren. Gewebeproben werden 30 min bei Raumtemperatur in Wasser gelegt,
das Inkubationswasser gefiltert und anschlieffend zusammen mit dem kolorimetrischen
LAMP Master Mix und den Primern fiir 45 min auf eine Temperatur von 65 °C gebracht.
Ob ein Farbwechsel stattgefunden hat, gibt Auskunft dartiber, ob die Amplifikation positiv
abgelaufen ist und der Lateral-Flow-Test dient zur Bestdtigung und der Identifizierung
falsch-positiver Amplifikate. Im Falle von SARS-CoV-2 erreichten die Kollegen am IME
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eine Testdauer von nur 40 min [158]. Beim Einsatz des Funktionsdemonstrators mit den
IDTs verldangert sich die Testdauer auf 50 min, da fiir die MCA etwa 20 min eingeplant
werden miissen, anstatt der 10 min fiir den Lateral-Flow-Test.

Probennahme Durch die hohe Sensitivitidt der LAMP erfolgt die Probennahme relativ
problemlos. Beim Nachweis von Pflanzenviren reicht die Inkubation von Pflanzengewebe
in Wasser bei Raumtemperatur aus. Fiir das SARS-CoV-2 wird Gurgelwasser ohne weitere
Aufbereitung benutzt. Die einzig bleibende Herausforderung ist die Zugabe von ca. 1
pl des Gurgelwassers zum Reaktionsmix. Dies kann durch Eintauchen einer Impfése (in
der Grofse 1 pl verfiigbar) zuerst in das Gurgelwasser und dann in den vorbereiteten
Reaktionsmix erfolgen. In Hinsicht auf die Probennahme und -vorbereitung kann das
vorgestellte Verfahren seine Starken voll einsetzen.

Spezifitat und Wiederholbarkeit Das Design und die Erprobung der Primer stellt natiir-
lich die grofite Herausforderung an das Design des Verfahrens an neue Virusarten dar.
Davon hangt in hohem Mafie auch die Spezifitit und Querempfindlichkeit ab. Mit der
zusétzlich durchgefiihrten Schmelzkurvenanalyse steht jedoch prinzipiell ein wirksames
Mittel zur Verfiigung, mit der DNA-Sequenzen unterschieden werden konnen, falls es
doch aufgrund von Fehlern im Primer-Design zur Amplifizierung von RNA kommt, auf
die der Test nicht abgezielt hatte. Die hohe Skalierbarkeit des Systems ist ein zusatzlicher
Vorteil in Hinblick auf die Spezifitit. Denkbar wére, eine 96er Wellplatte, komplett mit
IDTs besttickt, zu benutzen, um ein und dieselbe Probe mithilfe von jeweils unterschiedli-
chen Primersets in den einzelnen Gefédfien auf eine Vielzahl von Pathogenen gleichzeitig
zu testen. Aufgrund der einfachen Skalierbarkeit sind auch Duplex-Reaktionen ohne
besonderen Mehraufwand moglich. Durch die geringe Menge an nétigem Probenmaterial
kann ein Test mit demselben Inkubationswasser beliebige Male wiederholt werden.

Risikokontrolle Durch die Tatsache, dass der Test nach dem Verschliefsen der Reakti-
onsgeféfse konsekutiv ohne weiteren manuellen Eingriff ablaufen kann, ist das Risiko
einer Verfilschung des Ergebnisses durch Eintrag fremder Partikel minimiert. Gerade
im Vergleich zum Ansatz, der in Abbildung 3.54 vorgestellt ist, wo ein Pipettieren des
LAMP Produkts auf die Lateral-Flow-Tests notwendig ist. Zusitzliche Risiken, die von
einer unsachgemaifien Anwendung her kommen, konnten durch eine Erweiterung des
Sensorkonzepts abgefangen werden. Beispielsweise konnte mithilfe einer vertikalen An-
ordnung der kapazitiven Sensoren der Fiillstand in den Reaktionsgefdfsen tiberpriift und
somit Verdampfungsvorgéange oder falsche Befiillung automatisch erkannt werden.

Testkosten und Verfiigbarkeit von Verbrauchsmaterialien Im Bereich der Reagenzien
sind die Kosten in derselben Grofienordnung wie bei der konventionellen PCR ohne
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Quantifizierung durch Fluoreszenzmessung (also einige wenige Euro). Da es sich um ein
mobiles Gerat handelt, entfallen Transport und Logistikkosten. Fiir den Ort des Tests ist
jedoch eine Kiithlmoglichkeit notwendig, da der LAMP Reaktionsmix nicht bei Raum-
temperatur gelagert werden kann [29]. Die Kosten pro Test hiangen aktuell sehr stark
vom Sensor und der AVT ab. Diese konnte aufgrund des Rolle-zu-Rolle kompatiblen
Packaging in eine industrielle Fertigung tiberfiihrt werden. Die passivierten Sensoren
sind fiir die Messung nicht im direkten Kontakt zur Probenfliissigkeit. Ein Entwicklungs-
ansatz wire, Passivierung und Sensor voneinander zu trennen. In diesem Fall konnte
auch das Reaktionsgefafs durch einfaches Formen von Kunststoffteilen kostengiinstig und
auch massenhaft gefertigt werden. Der Materialeinsatz fiir den Funktionsdemonstrator in
seinem aktuellen Entwicklungsstand liegt bei etwa 150 €.

IT-Integration und Datensicherheit Mit dem Raspberry Pi als Basis des Systems ist ein
kostengtinstiger und flexibler Mini-PC vorhanden, der in bestehende Datenbanksysteme
drahtgebunden oder drahtlos eingebunden werden kann. Fiir die Weiterentwicklung des
Demonstrators ist hier die Zusammenarbeit mit einer Klinik oder einem Testzentrum
unabdingbar, um die notwendigen Schnittstellen zu identifizieren und Losungsansétze
erarbeiten zu konnen.

Nutzerakzeptanz und Reparaturmdglichkeiten LAMP hat sich im Vergleich zur PCR in
Laboren noch nicht durchgesetzt. Dies hdngt zu einem grofsen Teil auch mit den auftreten-
den falsch-positiven Ergebnissen zusammen [159, 160]. Vergleicht man das vorgestellte
Testkonzept jedoch mit den vorhanden mobilen Antigen-Schnelltests (sieche Abbildung
2.1), dann erhilt man bei etwas geringerer Probenvorbereitung ein deutlich genaueres
Testergebnis, da die Sensitivitdt von LAMP noch weit unter der von PCR Tests liegt [158].
Testkandidaten wiirden wahrscheinlich in jedem Fall das Gurgeln einem hinteren (oder
auch vorderen) Nasenabstrich vorziehen. Bei der Probenvorbereitung ist nur noch die
Ubertragung des Probenvolumens per Impfose in das vorbereitete Reaktionsgefaf notig.
Einzig die Dauer des Tests steigt auf ca. 50 min. Die Einbettung der Biosensoren in ein
handliches Gerit, welches in seiner Art modernen Kiichengeriten dhnelt (siehe Abbildung
3.50b), erlaubt den Verzicht auf eine gedruckte Anleitung. Die Schritte der Probennahme,
welche entscheidenden Einfluss auf die Genauigkeit des Tests haben (siehe Kapitel 1.1),
konnen als Video auf dem Bildschirm angezeigt werden. Sprachbarrieren und Nervositat
werden abgebaut, die Verldsslichkeit der Testdurchfiihrung steigt.

Mit der Adressierung der von Luppa vorgeschlagenen Anforderungen werden auch die
STARLITE Kriterien erfiillt. Das Sample-to-answer Konzept (STA) wird durch das vorge-
stellte Verfahren umgesetzt. Es folgt aus der Bestrebung, jegliche Risikomoglichkeiten zu
minimieren. Die Schnelligkeit des Tests (R, rapid) ist eine Voraussetzung fiir die Nutzerak-
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zeptanz und durch die 50 min Testdauer fiir Probennahme, LAMP und MCA gegeben. Die
lokale Durchfithrung (L) ist fiir den POCT Ansatz eigentlich selbstverstandlich, im Falle
des vorgestellten Verfahrens jedoch auf Orte beschrankt, an denen eine Kithlmoglichkeit
zur Lagerung des Reaktionsmix vorhanden ist. Denkbar ist beispielsweise eine Arztpraxis
oder die Pforte eines Klinikums oder auch einer grofseren Arbeitsstétte. Geringe Testkosten
(I, inexpensive) wurden bereits diskutiert und hiangen bedeutend mit der Weiterentwick-
lung der Sensoren zusammen. Equipment und Durchsatz (TE, throughput and equipment)
wurden unter dem Punkt Testkosten und Verfiigbarkeit von Verbrauchsmaterialien eben-
talls andiskutiert. Der limitierende Faktor ist auch hier die Produktion der Sensoren
bzw. Reaktionsgefifie. Elektrochemische Transducer konnen also in der Virendiagnostik
durchaus einen Mehrwert gegeniiber existierenden Losungen bieten. Sie ermdglichen den
Transfer komplexer Laboranalyseprozesse auf miniaturisierte Systeme. Zudem senken sie
den notigen Ressourceneinsatz fiir fortgeschrittene Untersuchungen. Die Quantifizierung
von Amplifikationsreaktionen (QLAMP) und Schmelzkurvenanalyse (MCA) kann ohne
den Einsatz von Fluoreszenzmarkern und Fluoreszenzmikroskopen durchgefiihrt werden.
Zudem schaffen sie eine Erhohung der Validitdt von LAMP-Reaktionen bei Bewahrung
des Sample-to-answer Konzepts.

3.7 Einordnung vorhandener Systeme

Verglichen mit den eingangs aufgefithrten POCT Geraten (Kapitel 1.2.2), handelt es sich
beim vorgestellten Konzept der kombinierten LAMP und MCA noch nicht um ein ver-
triebsreifes Produkt. Es kann daher nur in Anséatzen diskutiert werden, wo die Potenziale
liegen, wie der Einsatz kapazitiver Sensoren gegeniiber den existierenden Losungen einen
Mehrwert liefern kann.

Die Validitdt in den existierenden Systemen kommt hauptséachlich durch den Einsatz der
konventionellen und erprobten PCR und einer griindlichen Probenvorbereitung zustande.
Datfiir sind Kartuschensysteme notwendig, in denen die verschiedenen Prozesse von der
Zellaufspaltung tiber die Extraktion und Waschschritte bis hin zur Zugabe der Reaktions-
fliissigkeit abgebildet werden konnen. Die reduzierte Probenvorbereitung im vorgestellten
Prozess bietet hier einen Vorteil, der auch durch den Einsatz von LAMP moglich wird.
Diese gilt im Vergleich zur PCR sowohl als robuster als auch sensitiver [7]. Leider geht das
auf Kosten der Validitdt. So wird beispielsweise fiir den Abbott ID NOW™, in welchem
ebenfalls eine isothermale Amplifizierung dhnlich der LAMP zum Einsatz kommt, eine
geringe Validitat berichtet [162]. Durch die konsekutive Durchfithrung von LAMP und
MCA bei Bewahrung des Sample-to-answer Konzepts, erhoht sich die Validitdt auf ein
wenigstens gleiches Niveau. Die Moglichkeit eines Verzichts auf eine Kartusche erlaubt
zudem die einfache Skalierung auf ein mehrkanaliges System ohne dabei die Gerdtemafse
proportional skalieren zu miissen, wie es beispielsweise beim GeneXpert der Fall ist [35].
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Denkbar wire ein 96 kanaliges System in der Grof3e eines konventionellen Thermocyclers.
Die Kosten fiir die Produktion der Reaktionsgefédfse mit passivierten kapazitiven Sensoren
sind schwer abzuschétzen. Im Vergleich zur Produktion der Kartusche kann jedoch auf
den Einsatz von Markierungspartikel, wie teuren Fluoreszenzfarbstoffen oder magneti-
schen Beads verzichtet werden. Eine Funktionalisierung von Oberfldchen ist ebenfalls
nicht notwendig. Entscheidend ist also fiir den erfolgreichen Einsatz in POCT Anwendun-
gen die Verfiigbarkeit der Verbrauchsmaterialien. Die Herstellung eines Reaktionsgefafies,
welches mit einer kapazitiven Sensoreinheit gekoppelt wird, kann im Vergleich zur Ferti-
gung einer Kartusche weniger aufwendig gestaltet werden. Somit entscheidet sich der
Einsatz von elektrochemischen Transducern in der Virendiagnostik am Transfer des hier
vorgestellten Sensorkonzepts in ein industriereifes Produkt.
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Der Einsatz von elektrochemischen Transducern in der Virendiagnostik wurde unter-
sucht. Ausgehend von den bekannten physikalischen Effekten der pH-Anderung bei
der Hybridisierung und der Abhéngigkeit der Dielektrizitatszahl von Stranglange und
-konfiguration wurden Sensoren entwickelt, die diese Effekte messen kénnen. Fiir die
pH-Messung war dies ein FG-ISFET mit integrierter Referenzelektrode und Operations-
verstdrker, fiir die Messung der Dielektrizitdtszahl ein passivierter IDT mit Heizmdander
und Temperaturwiderstand, verbunden mit einer hochfrequenten Kapazititsmessung.

Fiir die Sensoren wurde eine Aufbau- und Verbindungstechnik entwickelt und reali-
siert, welche sich durch eine geringe Bauhohe, ein extrem flaches fluidisches Interface,
den Einsatz von biokompatiblen Materialien und abschirmende Eigenschaften beziiglich
elektromagnetischer Strahlung auszeichnet. Im experimentellen Aufbau wurden PCR-
Tube-Streifen als Reaktionsgefdfie auf die Sensoren geklebt. Fiir zwei verschiedene starke
Virenarten, GLRV2 und SARS-CoV-2, wurden die zeitaufgeloste Messung von isotherma-
ler Amplifikation (LAMP) auf ISFETs und IDTs sowie die Schmelzkurvenanalyse (MCA)
auf IDTs durchgefiihrt. Durch die robuste AVT kam es in keinem der Experimente zu Aus-
tallen im Betrieb der Sensoren durch das Eindringen von Fliissigkeit im Bereich sensitiver
elektrischer Strukturen. Als Schwachstelle entpuppte sich dagegen die Klebeverbindung
zwischen den Reaktionsgefdflen und der Sensorplatine. Das Austreten von Fliissigkeit
durch undichte Stellen fiihrte dazu, dass der Sensor nicht mehr in Kontakt zur Fliissigkeit
stand, die vermessen werden sollte. Dies trat jedoch nur vereinzelt auf und verhinderte
keineswegs die Eignungstests der Sensoren fiir die angestrebte Anwendung.

Die Untersuchungen zeigen, dass beide Sensorkonzepte geeignet sind, um LAMP-
Reaktionen in Echtzeit zu vermessen. Damit wurde eine Label-freie Virendiagnostik
mittels elektrochemischer Transducer erreicht. Das selektive Erkennungsevent findet in
der spezifischen Amplifikation durch den Ansatz speziell auf die Zielsequenz designter
Primersets statt. Es wurden zwei physikalische Effekte identifiziert und experimentell
bestitigt, die dieses Erkennungsevent zeitaufgelést messen konnen: die Anderung des
pH-Werts durch FG-ISFETs und die Anderung der Dielektrizititszahl durch passivierte
IDTs. Der Ansatz der kapazitiven Messung mit IDTs besticht dabei durch eine Reihe von
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Vorteilen. Die Integration von Heizmdandern ist einfacher, da es nicht zu Elektromigration
kommen kann. Drifteffekte sind geringer und die Querempfindlichkeit zur Leitfdhigkeit
tallt weniger stark ins Gewicht. Zudem kann die Messung der Dielektrizitatszahl auch
tiir andere molekularbiologische Verfahren genutzt werden. Schmelzkurvenanalyse ist
ein Beispiel, welches im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich umgesetzt wurde. Aber auch
andere Analyseverfahren, die in der Diagnostik eingesetzt werden, wie beispielsweise
CRISPR/Cas9-RPA [163], konnen theoretisch auf den kapazitiven Transducern durchge-
fiihrt und in Echtzeit gemessen werden.

Der Nachteil besteht im Vergleich zum FG-ISFET in der fehlenden Impedanzwandlung,
sodass bei der Verwendung von langen Kabeln grofie Storeinfliisse in die kapazitive
Messung einflieflen. Das vorgestellte Packaging-Konzept ldsst sich jedoch leicht mit inte-
grierten Kapazititswandlern wie dem verwendeten TSC des STM32L4 Mikrocontrollers
kombinieren und somit lassen sich Leitungsldngen minimal halten. Auch andere Sensor-
konzepte mit ICs geringerer Baugrofie konnen zur Impedanzmessung verwendet werden,
wie der MSP430FR2355 [150].

Bei der Messung der LAMP-Reaktion zeigten die Sensoren zwar eine hohe Streuung,
was den FSC und die Einsatzzeit der Signalanderung betrifft, jedoch konnten positive
Reaktionen zuverldssig erkannt werden. Bei gleicher Probenvorbereitung und zeitlich
gekoppelter Ausfithrung konnten verwertbare Ergebnisse erzielt werden. Der Ursprung
in den Anderungen der Kapazitit wihrend der Schmelzkurvenanalyse konnte final nicht
ganzlich geklart werden. Zwar war es moglich, die theoretisch erwartete Schmelztempera-
tur durch die Messung zu bestitigen, jedoch traten im Messbereich andere Effekte auf, die
in einem ungtinstigen Fall die Schmelzkurve (Kapazititsabnahme) tiberlagern konnten.
Hier ist es erforderlich, die verschiedenen molekularbiologischen Prozesse mit kapazitiven
Sensoren im Detail in den Blick zu nehmen. Denkbar wére dabei, den Denaturierungspro-
zess chemisch zu induzieren [108], um Temperatureffekte auszuklammern. Die Grundidee,
die Validitat der LAMP-Reaktion zu erhohen, indem man negative und falsch-positive
Amplifikate aussortiert [159, 160], ist dennoch umsetzbar, da die Schmelzkurven dieser
Proben im Temperaturbereich von 65 bis 95 °C gar keine Kapazitidtsinderungen zeigten.

Durch die Verwendung passivierter kapazitiver Sensorstrukturen kann die Queremp-
tindlichkeit zur Leitfahigkeit kontrolliert werden. Der Einsatz einer integrierten und
geregelten Sensorheizung erlaubt die Kontrolle der Temperatur auf einen konstanten
Wert, beziehungsweise eine kontrollierte Temperaturanderung im Falle der MCA. Weite-
re Querempfindlichkeiten tauchten in den MCA Experimenten dort auf, wo neben den
Denaturierungsprozessen weitere Effekte die Dielektrizitdtszahl in der Probenfliissigkeit
beeinflussten. Der Ursprung dieser Anderungen konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
vollstandig gekldart werden. Sie scheinen abhédngig von der Sequenz des amplifizierten
Produkts zu sein, da sie nur fiir eine der beiden untersuchten Virenarten auftraten.

Die hohe Skalierbarkeit des Systems, die Moglichkeit ohne den Einsatz von Fluoreszenz-
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markern LAMP-Reaktionen zeitaufgelost zu messen und MCA durchzufiihren, stellen
einen echten Mehrwert beim Einsatz elektrochemischer Transducer in der Virendiagnostik
dar. Ob dieser auch fiir den Einsatz in POCT Anwendungen nutzbar gemacht werden
kann, hdangt mit der Entwicklung eines vertriebsreifen Produkts zusammen, bei dem
insbesondere auf eine hohe Verfiigbarkeit von kostengiinstigen Verbrauchsmaterialen
geachtet werden muss.

4.1 Weiterentwicklung der Transducer

Dazu gibt es verschiedene Ansitze. Die Verwendung eines IDTs in Reinraumtechnologie
mit Goldstrukturen auf einem Glassubstrat bringt den Vorteil einer hohen Kapazitat bei
geringer Sensorgrofle. Mit alternativen Technologien kénnen zwar nur weniger feine
Elektrodenabstidnde realisiert, die Elektrodenanordnung aber flexibler gestaltet werden.
Eine giinstigere Losung, ein Reaktionsgefafs zu formen, wére beispielsweise ein Interdi-
gitaltransducer auf einem flexiblen Substrat mit einer Polyimid-Coverlay Passivierung,
der um einen Zylinder gewickelt und unten verschlossen wird. Folienbasierte Systeme
bieten in dieser Hinsicht enormes Potenzial, die notigen elektrischen Sensorstrukturen mit
den Kunststoff-basierten Verbrauchsmaterialien in der Bioanalytik zu verkniipfen. Unter
dem Einsatz der 3D-MID-Technologie wire es denkbar, PCR-Tubes zu formen, an deren
Aufienseite IDTs angebracht sind. Eine Anbringung an der Auflenseite wiirde zudem
die Messung des Fiillstands ermoglichen. Fehler bei der Befiillung oder Fliissigkeitsver-
lust durch schlecht verschlossene Gefifie konnten so erkannt und in die automatisierte
Bewertung des Ergebnisses einbezogen werden. Dies wiirde auch die Verwendung von
Polypropylen-Geféafien vermeiden, welche sich zwar durch hohe chemische Bestandig-
keit auszeichnen, genau aus diesem Grund aber schlecht verklebt werden konnen. Der
gegenwartige Entwicklungsstand der FG-ISFETs erlaubt den Einsatz in Anwendungen,
wie der Echtzeitanalyse von LAMP-Reaktion, in denen allein eine pH—Anderung uber
eine kurze zeitliche Dauer erforderlich ist. Um die Sensoren in anderen Bereichen einset-
zen zu konnen, ist jedoch die Weiterentwicklung einer stabilen Referenzelektrode nétig.
Mogliche Ansédtze wiren die Verwendung eines edlen Metalls und der Einsatz einer
differentiellen Messung [70] oder die elektrochemische Abscheidung von Silber und die
Chlorinierung zu Silber/Silberchlorid [164]. Die Integration eines Heizm&anders wiirde
eine starkere Miniaturisierung unterstiitzen. Denkbar wire die Nutzung der Waferrtick-
seite fiir Heizstrukturen, wie dies bereits in vorangegangenen Projekt realisiert wurde
[77]. Im Hinblick auf das System bietet die Verwendung des Einplatinencomputers grofes
Entwicklungspotenzial fiir die Integration in bestehende IT-Systeme von Kliniken und
Testzentren. Zudem konnte der in der MCA verwendete Savitzky-Golay-Filter in das
System tiibertragen werden. Die schrittweise Anleitung auf dem Display konnte mit der
kapazitiven Fiillstandsmessung gekoppelt und somit Fehler gleich vor Beginn der Reakti-
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on korrigiert werden. Das vorgestellte Konzept der Probennahme in Verbindung mit der
kapazitiven Messmethode legt den Grundstein fiir die Entwicklung eines POCT-Systems
tir die Virusdiagnostik mit computergestiitzter gefiihrter Probennahme durch den An-
wender und Fehlererkennung durch eine intelligente Sensorik. Die verwendete kapazitive
Messung von LAMP und MCA erlaubt eine dufserst sensitive und valide Erkennung von
Virusinfektionen und bietet zusitzlich eine hohe Skalierbarkeit.
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