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Kurzfassung

In dieser Arbeit wurde der laserinduzierte Vorwartstransfer (LIFT) fiur die
kombinatorische Herstellung von biomolekularen Arrays, insbesondere Peptidarrays,
adaptiert. Die ablaufenden physikalischen Vorgiange wurden aufgeklart, der Prozess
systematisch untersucht und optimiert, ein Demonstrator fiir Kooperationspartner
nutzbar gemacht und Anwendungsbeispiele fiir die besonderen Maoglichkeiten des
Verfahrens gezeigt.

Peptidarrays sind rdumliche Anordnungen von Regionen (genannt Spots) auf einem
Substrat. Innerhalb des selben Spots ist jeweils die gleiche Art Peptid lokalisiert. An jedem
Spot liegt eine andere Art Peptid vor. Das Raster der Spots ist in der GréfRenordnung von
Hunderten Mikrometern. Die Anordnung im Arrayformat ermoglicht den parallelen Test
vieler verschiedener Peptide gleichzeitig auf gewisse Eigenschaften, etwa die Fahigkeit,
Antikorper aus einer Blutserum-Probe zu binden. Anwendung finden Peptidarrays
deshalb in der Immunologie-Forschung, beispielsweise in der Entwicklung neuer
Impfstoffe. Die kombinatorische Synthese von Peptiden aus Aminosdurebausteinen
erlaubt es, Arrays mit einer grofden Vielfalt an beliebigen Peptiden herzustellen.

LIFT ist eine Klasse von Verfahren, bei denen mittels Laserstrahlung Material von einem
Ausgangstrager (Donor) auf ein Zielsubstrat (Akzeptor) libertragen wird. Der Laser wirkt
dabei nicht unmittelbar durch Strahlungskrifte, sondern wird als Mittel zum
kontrollierten Energieeintrag genutzt und l6st den Materialtransfer zumeist thermisch
aus. Der genaue Wirkungsmechanismus unterscheidet sich innerhalb der verschiedenen
LIFT-Implementierungen. Die hier untersuchte Implementierung zeichnet sich im
Vergleich zur restlichen Literatur dadurch aus, dass besonders wenig Material {ibertragen
wird.

Hier wird LIFT kombinatorisch als combinatorial LIFT (cLIFT) genutzt, um spotweise
verschiedene Aminosdure- und andere Bausteine zu Ubertragen, nétigenfalls in situ zu
aktivieren, und aus diesen nach und nach Peptidarrays herzustellen.

Dabei besteht der Donor aus einem Glasobjekttrager als Substrat, einer Polyimidfolie zur
Absorption des Laserstrahls und einer diinnen Schicht des zu libertragenden Materials. Er
kann am selben Ort mehr als 20 Mal wiederverwendet werden. Das Material wird bei der
Bestrahlung als Aerosol in einem advektiv-diffusiven Transportprozess iibertragen. Die
zuganglichen Prozessparameter wirken sich in einer definierten Weise auf die Gréf3e und
Starke der Spots aus. Substrate konnen in vertikaler Nanometerauflosung additiv
strukturiert werden. Es konnen in 44 s Bestrahlungsdauer pro Lage 8750 Spots auf einen
Akzeptor iibertragen werden; die Spotdichte ist vergleichbar mit der von kommerziell
erhaltlichen Peptidarrays. Die Ablenkung des Laserstrahls erfolgt durch einen Scanhead
mit hoher absoluter Ortsgenauigkeit. Wiederholgenauigkeit wird durch Markierungen
erreicht, die bei geeigneter Gestaltung eine Genauigkeit von mehr als 2,5 pum erméglichen,
robust erkannt werden und eine Identifikationsnummer beinhalten kénnen.






Abstract

In this thesis "Combinatorial laser-induced forward transfer for the fabrication of
biomolecular microarrays", the laser-induced forward transfer (LIFT) was adapted for the
combinatorial synthesis of biomolecular arrays, especially peptide arrays. The mechanism
of the transfer was elucidated, the process was systematically investigated and optimized,
a demonstrator was made available for cooperation partners and application examples of
the specific capabilities of the process were shown.

Peptide arrays are spatial arrangements of regions (spots) on a substrate. Within one spot,
the same type of peptide is localized. Each of these spots features a different type of
peptide. The grid of the spots is in the order of magnitude of a few hundred micrometers.
The arrangement in array shape allows for the parallel screening of many different
peptides for certain properties such as the ability to bind antibodies from blood serum
samples. Therefore, peptide arrays are being applied in immunology research, for instance
in the development of new vaccines. The combinatorial synthesis of peptides from amino
acid building blocks makes it possible to produce arrays with a very large variety of
peptides.

LIFT denotes a class of procedures in which material is transferred from a donor substrate
to an acceptor substrate by laser radiation. The laser does not act directly by light forces,
but is used as a means for the controlled energy input and usually triggers the material
transfer thermally. The exact mechanism of the transfer differs within the various LIFT
implementations. In comparison to the rest of the literature, the implementation examined
here is characterized by the fact that very little material is transferred.

Here, LIFT is used combinatorially as so-called cLIFT for transferring step by step spots of
different amino acids and other building blocks, to activate them in situ if required, and to
produce peptide arrays therefrom.

A donor slide comprises a glass substrate, a polyimide foil for the absorption of the laser
beam, and a thin film of the material to be transferred. It can be reused more than 20
times. The material is transferred as aerosol in an advective-diffusive transport process
during irradiation. The accessible process parameters have a defined effect on size and
strength of the spots. It is possible to structure substrates in nanometer-scale vertical
resolution. 8750 spots can be transferred to an acceptor slide in 44 s irradiation time per
layer; the spot density is comparable to that of commercially available peptide arrays. The
laser beam is deflected via a scan head with a high absolute spatial accuracy. Repeatability
is achieved by means of position markers, which, if suitably designed, enable an accuracy
of more than 2.5 um, can be reliably detected, and may include an identification number.
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Einleitung

1 Einleitung

Diese Arbeit befasst sich damit, wie mit Hilfe des laserinduzierten Vorwartstransfers
kombinatorische molekulare Arrays, insbesondere Peptidarrays, hergestellt werden
konnen.

1.1 Kombinatorik: Vielfalt aus wenigen Bausteinen

Das Prinzip der Kombinatorik ist, dass aus der Kombination einiger weniger
Grundbausteine eine Vielfalt an komplexeren Konstrukten entsteht. So wie sich
beispielsweise der Text dieser Arbeit aus Buchstaben zusammenfiigt, sind auch manche
wichtige Biomolekiile eine Kette elementarer Bausteine; in dieser Arbeit sind besonders
die Peptide - kurze Proteine - belangreich, die aus Aminosduren zusammengesetzt sind
[1]. Die Aminosduren werden dabei {iblicherweise durch einen Einbuchstabencode
bezeichnet (Abbildung 1.1).

A
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Abbildung 1.1: Komplexe Konstrukte aus Buchstaben-kodierten Grundbausteinen. (A) Worter

sind aus Buchstaben zusammengesetzt, die Desoxyribonukleinsdure aus
Nukleotiden aufgebaut (B) und Peptide und Proteine sind Ketten aus
Aminosduren (C). Die gebrauchlichsten proteinogenen Aminosduren - hier
jeweils mit Ein- und Dreibuchstabenabkiirzung aufgefiihrt - sind: A / Ala /
Alanin, C / Cys / Cystein, D / Asp / Asparaginsaure, E / Glu / Glutaminsaure, F
/ Phe / Phenylalanin, G / Gly / Glycin, H / His / Histidin, I / Ile / Isoleucin, K /
Lys / Lysin, L / Leu / Leucin, M / Met / Methionin, N / Asn / Asparagin, P / Pro
/ Prolin, Q / GIn / Glutamin, R / Arg / Arginin, S / Ser / Serin, T / Thr /
Threonin, V / Val / Valin, W / Trp / Tryptophan und Y / Tyr / Tyrosin.
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1.1.1 Peptidarrays

Peptidarrays sind rdaumliche Anordnungen von Regionen (,Spots‘) auf einem Substrat,
innerhalb derer jeweils die gleiche Art Peptid lokalisiert ist - in jedem Spot aber eine
andere (Abbildung 1.2). Das Raster der Spots (,Pitch‘) ist klein und typischerweise in der
Groflenordnung von Hunderten Mikrometern.

Die Anordnung im Arrayformat ermoglicht den parallelen Test vieler verschiedener
Peptide gleichzeitig auf gewisse Eigenschaften, etwa die Fahigkeit, Antikorper (in der
Abbildung als Y dargestellt) aus einer Blutserum-Probe zu binden.

Antikorper Pathogen

Array
M R R S
R A S
K A Y S R w N
Spot ¥ S R W N x M
°po Reawom. N Mo R
N M R A Pitch
R A S . e
Abbildung 1.2: Schema eines Peptidarrays und seiner Anwendung in der Immunologie.

Anwendung finden Peptidarrays ndmlich in der Immunologie-Forschung, beispielsweise
in der Entwicklung neuer Impfstoffe. Dafiir wird die Struktur potentieller Antigene des
Erregers gedanklich in Abschnitte - Peptide - zerlegt, die dann als Peptidarray angeordnet
werden (Abbildung 1.2). Uber die Messung, an welchen Peptidspots Antikérper angreifen,
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koénnen Epitope, also die Molekularstrukturen des Erregers, die vom Korper erkannt
werden und zu einer Immunreaktion fiihren, identifiziert werden [2]. Zu einer gezielteren
Charakterisierung der Bindung von Antikorper und Peptid und der jeweils dafiir
essenziellen Aminosdurekombinationen konnen Arrays mit systematischen Variationen
eines Peptids eingesetzt werden; siehe dazu, sowie fiir weiterfithrende Informationen zur
Anwendung von Peptidarrays in der Immunologie Quelle [3].

1.1.2 Synthese im Arrayformat

Erforderlich fiir die oben geschilderten Anwendungen ist es, dass eine Vielfalt
verschiedener Peptide gezielt synthetisiert werden kann. Da es bei einer Anzahl von
mehreren Tausend verschiedenen Spots nicht praktikabel ist, die Peptide als Ganzes
vorzubereiten und als Array anzuordnen, miissen sie auf dem Array aus ihren
Grundbausteinen, den Aminosduren, lagenweise aufgebracht werden.

Die Peptidsynthese wird kombinatorisch (nach [4]) in der festen Phase vorgenommen
(nach [5]). Dabei sind die Aminosdurebausteine in einem Matrixpolymer eingebettet, was
sie unter anderem vor duferen Einfliissen schiitzt und sie lagerbar macht. Abbildung 1.3
skizziert den Prozess:

Fiir jede ,Lage‘ / ,Schicht’ entlang der Aminosaurenkette wird, nacheinander fiir jeden
Aminosiurebaustein, Material an den Orten abgelagert, wo es in der Planung des Arrays
vorgesehen ist (,Material° meint das Matrixpolymer mit eingebetteten Bausteinen). Dies ist
der ,Druck’-Schritt des Prozesses (Abbildung 1.3A). In fritheren Arbeiten der Gruppe
erfolgte er beispielsweise durch Laserdruck [6], Aerosolablagerung auf einem
elektronischen Chip [7], oder selektives Laseranschmelzen [8]; fiir eine Zusammenfassung
anderer Technologien sei auf die Einleitung in Quelle [9] verwiesen. In der vorliegenden
Arbeit wird untersucht, wie der laserinduzierte Vorwartstransfer dafiir verwendet
werden kann.

Fertig strukturierte Lagen werden dann als Ganzes weiter prozessiert (Abbildung 1.3B).
Bei erhohter Temperatur wird das Matrixpolymer niedrigviskoser, und die eigentliche
chemische Kupplung an bereits vorhandene Lagen bzw. das funktionalisierte
Akzeptorsubstrat kann erfolgen. In nasschemischen Schritten wird dann die Matrix
entfernt und das Array fiir das Aufbringen der nachsten Lage vorbereitet. Nach
Wiederholung der physischen und chemischen Schritte erhdlt man schliefilich ein
kombinatorisch synthetisiertes Peptidarray (Abbildung 1.3C).
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Prozessschritte der kombinatorischen Festphasen-Peptidsynthese im

Abbildung 1.3:

Arrayformat. Man beachte die Trennung physischer und chemischer Schritte.
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1.2 Der laserinduzierte Vorwartstransfer

LIFT - laser-induced forward transfer - ist eine Klasse von Methoden, bei denen mittels
Laserstrahlung Material von einem Ausgangstrager, meist ,donor‘ oder in Anlehnung an
die Kathodenzerstdaubung (sputtering) ,target’ genannt, auf einen Zieltrager, ,acceptor’
oder ,receiver’ genannt, iibertragen wird (Abbildung 1.4). Der Laser wirkt dabei nicht
unmittelbar durch Strahlungskrifte wie etwa bei einer optischen Pinzette, sondern wird
nur als Mittel zum kontrollierten Energieeintrag genutzt und lost den Materialtransfer
zumeist thermisch aus. Die Richtungsangabe ,vorwirts' meint, dass es sich um ein
additives Verfahren handelt. Ist in der LIFT-Literatur von ,reverse transfer' [10] die Rede,
wird damit lediglich bezeichnet, dass der Laserstrahl nicht auf der Riickseite des Donors
eintritt, sondern durch den Akzeptor hindurch auf der Donorvorderseite und damit die
Richtung des Materialflusses entgegengesetzt der Richtung des Laserstrahls ist.

Lasersgfahlung

Materi ertrag

/]
,Akzeptor'-Substrat /

I

Abbildung 1.4: Schema der LIFT-Verfahren allgemein. Material wird mittels Laserstrahlung
von einem Ausgangs- auf einen Zielsubstrat iibertragen.

1.2.1 Stand der Technik

Seit der ersten Beschreibung der Methode vor etwa drei Jahrzehnten [11] wurde eine
Vielzahl an Varianten entwickelt, die sich im Ubertragsmaterial, der geometrischen
Ausgestaltung und dem Wirkungsmechanismus unterscheiden. Im September 2016 listete
die Zitationsdatenbank Web of Science (webofknowledge.com, Thomson Reuters) 271
Publikationen, die auf die erste Veroffentlichung zumindest direkten Bezug nehmen. Die
erste [12], aus der selben Arbeitsgruppe, wahlte und pragte den Namen ,LIFT".

Das zu iibertragende Material waren zuerst Metalle und Halbmetalle wie Kupfer [11],
Vanadium [13], Selen-Germanium-Doppelschichten [14], Aluminium [15], Titan und
Chrom [16] und Oxide wie der Supraleiter YBaCuO [17]. Weitere feste Materialien sind
Polymere (z.B. im ,laser-induced thermal imaging LITI° [18]), oder beispielweise in
Photolack eingebettete Diamantpartikel [19], die nach dem Ubertrag als
Nukleationspunkte in der Chemischen Gasphasenabscheidung dienen sollten, und
Pilzsporen [20]. Unter dem Namen ,laser-driven micro transfer placement' (LMTP) [21]
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wurde ein komplexes Mikrobauteil - eine LED - iibertragen. Auch fliissiges Material und
Suspensionen werden transferiert, zum Beispiel DNA in Losung [22] oder Stammzellen in
einem Medium [23].

Dabei werden verschiedene Effekte ausgenutzt, um den Ubertrag auszulosen. Das
Ubertragsmaterial kann aufgeschmolzen und durch thermische Ausdehnung
weggeschleudert oder durch verdampfte Anteile aus der Schicht herausgel6st werden
[24][25]. Dabei entstehende Deformationen der Materialschicht [26], bzw.
Sollbruchstellen in der Materialschicht [27] konnen diese Vorginge beglinstigen.
Wiederholte Bestrahlung kann den Ubertrag materialschonender machen (im ,ballistic
laser-assisted solid transfer BLAST* [28]). Das Ubertragsmaterial kann in eine photo-
sensitive Matrix eingebettet werden (,matrix assisted pulsed laser evaporation direct-write’
MAPLE-DW), die bei Bestrahlung verdampft [29]. Eine Hilfsschicht, die bei Erwarmung
explosionsartig Gas freisetzt, kann verwendet werden [30]. Ein absorbierendes Substrat
kann in Folge der Bestrahlung von Schockwellen durchzogen werden, die beschichtetes
Material abstoflen (,shock-wave-induced film delamination patterning SWIFD* [31]);
thermische Spannungen wurden auch an anderer Stelle als Ubertragsmechanismus
ausgenutzt [21]. Die Delamination einer absorbierenden Hilfsschicht kann den Ubertrag
aktuieren ([23]; ,blister-actuated LIFT‘ [32]).

Die Materialschicht absorbiert die Laserstrahlung entweder selbst, oder ist auf eine
absorbierende Hilfsschicht aufgetragen. Bei Fliissigkeiten als Ubertragsmaterial wird teils
auf ein Substrat verzichtet, sondern die Fliissigkeit aus einem Reservoir heraus iibertragen
[33][34]. In der Literatur finden sich weitere Architekturen: Der Auftreffort der
Laserstrahlung kann vorder- oder riickseitig sein [10], der Donor kann mit Mikropartikeln
selbst-organisiert strukturiert sein, um bestimmte Muster zu iibertragen [35] oder als
Metamaterial gestaltet werden [36]. Als Akzeptoren wurden nicht nur ebene und starre
Substrate, sondern auch beispielsweise mit micro wells strukturierte Substrate [37] oder
optische Fasern [38] verwendet.

Biologische Anwendungen fand LIFT bisher beispielsweise im Ubertrag von DNA [39][22],
Enzymen [40][41], Proteinen fiir das tissue engineering [42] oder Antikorpern [43].
Peptidarrays wurden nach bestem Wissen noch nicht mit LIFT hergestellt; allerdings lief3e
sich zumindest der in der Arbeitsgruppe entwickelte laser-assisted particle transfer [44],
der Potential dazu aufweist, auch als LIFT-Implementierung interpretieren.

Kombinierte Muster aus verschiedenen Materialien wurden gelegentlich — besonders im
biologischen Kontext (beispielsweise vorgefertigte DNA [45] oder Zellen [46]) -
iibertragen oder aufeinandergestapelt [47]. AufRerdem wurden von einem zweischichtig
aufgebauten Donor zwei Metalle libertragen, die sich dabei zu einer Legierung mischen
[48]. Es wurde jedoch nach bestem Wissen noch nie mit Hilfe von LIFT mit separat
tibertragenen Bausteinen kombinatorische Chemie im Arrayformat ausgefiihrt.

Die LIFT-Implementierung der vorliegenden Arbeit hebt sich in einem weiteren Punkt von
der vorhandenen Literatur ab: Die Menge des Ubertragenen Materials, speziell die Hohe
der Materialportionen, ist besonders klein. In Abbildung 1.5 ist fiir eine reprasentative
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Auswahl von Veroffentlichungen, die keinen Anspruch auf Vollstindigkeit erhebt, die
laterale und vertikale Grofle der libertragenen Spots eingetragen ([12][13][49][50][51]
[52][38][22][53][23][54][55][56][57][58]). Der Bereich des Parameterraums, den die
vorliegende Arbeit einnimmt, ist bislang unerforscht; vermutlich deshalb, weil die hier

auftretenden Anwendungen und damit Nachweismethoden besonders empfindlich sind.
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Abbildung 1.5: Kenngrofien ausgewahlter
Gefiillte, rote Symbole bezeichnen Veroffentlichungen, in denen urspriinglich
festes Material tibertragen wurde; offene, blaue Symbole kennzeichnen
fliissiges Ubertragsmaterial (sofern die Tropfenhdhe nicht angegeben worden
ist, wurde der Tropfen als Halbkugelférmig angenommen). Linien im
Diagramm geben einen Wertebereich an.
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1.2.2 cLIFT

Die Verwendung von LIFT zur kombinatorischen Strukturierung werde als ,combinatorial
LIFT* (cLIFT) bezeichnet.

In Vorversuchen zu dieser Arbeit [59] war eine geeignete Substratarchitektur zum
Ubertrag von Matrixpolymer mit Aminosiurebausteinen gefunden und in einem Laser-
Scanning-System [9] erprobt worden (Abbildung 1.6). In dieser Arbeit wurde dies weiter
systematisch untersucht, der Wirkungsmechanismus des Ubertrags geklirt und das
Verfahren in seinen prozesstechnischen, Hardware- sowie Softwareaspekten im Hinblick
auf praktikable Anwendbarkeit und regelmafiige Nutzbarkeit durch Kollegen und
Kooperationspartner optimiert.

AOM

58 1mm
76 x 25 mm*
A 5b,ii 25 um
5¢ 1-2pm
.~ 6 1mm
Abbildung 1.6: Schematische Skizze zur Substratarchitektur und Anlage von cLIFT. Der Strahl

eines Dauerstrichlasers (1) wird von einem akusto-optischen Modulator (2)
moduliert und in einem Scanhead (3) mit f0-Linse (4) abgelenkt. Er trifft auf
einen Glasobjekttrager (5a) und wird von einer Absorptionsschicht (5b - 5b,i
Klebeschicht und 5b,ii eigentliche Polyimid-Absorptionsschicht) absorbiert.
Durch die entstehende Warme wird Material von einer diinnen
Materialschicht (5c) auf einen Akzeptorslide (6) mit funktionalisierter
Oberflache tibertragen. Donorslide (5a-c) und Akzeptorslide (6) liegen dabei
lose aufeinander. Fiir verschiedene Materialien konnen verschiedene
Donorslides angefertigt werden und mit diesen dann sequenziell eine
kombinatorische Strukturierung vorgenommen werden.



ZUM AUFBAU DIESER ARBEIT

1.3 Zum Aufbau dieser Arbeit

Ziel der Arbeit war es, LIFT fiir die Herstellung von biomolekularen Arrays, insbesondere
Peptidarrays, zu adaptieren. Dazu waren die ,cLIFT‘-Implementierung des
laserinduzierten Vorwartstransfers systematisch zu untersuchen (nach den im Kapitel 3
beschriebenen Methoden), die ablaufenden physikalischen Vorginge zu verstehen
(Kapitel 4), der Prozess zu optimieren (Kapitel 5) und fiir eine weitergehende
Automatisierung vorzubereiten (Kapitel 2) und bereits wahrenddessen fiir Gruppen-
interne und -externe Nutzer zugdnglich zu machen.

AAA LAl ATA | £
A Pl P &

Abbildung 1.7: Komplexitdtsstufen des kombinatorischen LIFT. V.l.n.r.: Einzelne Spots, Spots in
einer Lage, mehrlagige Arrays mit einem oder mehreren Bausteinen,
verallgemeinerte kombinatorische Synthese mit Bausteinen aus Bausteinen.

Der Aufbau dieser Arbeit orientiert sich an dem Ubergang vom Einfachen zum Komplexen
(Abbildung 1.7). Basis der Untersuchung ist die Beschaftigung mit dem
Materialiibertragsmechanismus als solchem (Kapitel 4) und der Auswirkung der
verschiedenen Prozessparameter auf den Ubertrag eines einzelnen Spots (Kapitel 5). Der
nachste Schritt ist es, nicht nur einzelne Spots, sondern Muster von Spots zu libertragen.
Dazu muss untersucht werden, wie flexibel cLIFT bezliglich der Materialwahl ist (Kapitel
5.4.2 und 5.4.3), aber auch, ob das sequenzielle Ubertragen von benachbarten Spots
besondere Auswirkungen hat und ob Donorslides in 6konomischer Weise mehrfach
verwendet werden koénnen (Kapitel 6). In der technischen Umsetzung ist absolute
Ortsgenauigkeit zu gewahrleisten (Kapitel 7). Der Aufbau mehrlagiger Arrays verlangt
zusatzlich nach einer relativen Wiederholgenauigkeit und dazu nach einem System zur
Erkennung von Positionsmarkierungen (Kapitel 8). Schliefslich kénnen nicht nur fertige
Bausteine ibertragen und miteinander verbunden werden, sondern Bausteine auch erst in
situ aus Unter-Bausteinen synthetisiert werden; dies ermdoglicht neue Moglichkeiten der
Anwendung, aber stellt neue Anforderungen an den Prozess (Kapitel 9).

Die Arbeit ist ausfiihrlich formuliert, um zukiinftigen Mitarbeitergenerationen einen
fundierten Einstieg in ihre eigenen Arbeiten zu ermdéglichen. Damit die Detailfiille dennoch
nicht zu Untibersichtlichkeit fithrt, wurde die Arbeit in modulare Kapitel aufgeteilt, die
jeweils moglichst unabhidngig gestaltet wurden und teilweise {iber eigene
Zusammenfassungen verfiigen. Somit kdnnen sich die verschiedenen Leserkreise auf die
Themen ihres Interesses beschrianken. Am Ende folgt eine Diskussion unter ausgewahlten
allgemeinen Gesichtspunkten (Kapitel 10).






Demonstrator

2 Demonstrator

Fiir den Versuchsaufbau zur Untersuchung von cLIFT wurden bereits vorhandene
Komponenten (aus den Arbeiten zu [9]) weiterverwendet, durch zusatzliche Bauteile
erganzt und in weiter verbesserter Form neu angeordnet. Es wurde darauf geachtet, dass
die Steuerung auch von technischen Laien bedienbar ist. Mit fortschreitendem Projekt
erschlossen sich chemische Anwendungsgebiete von cLIFT tber die Herstellung von
gewoOhnlichen Peptidarrays hinaus, so dass diese in gesonderten Projekten von
gruppeninternen Partnern erforscht werden konnten; Studierenden und Kollegen aus
anderen Fachbereichen musste also ein geeigneter Zugang zur selbststindigen Benutzung
der Anlage geschaffen werden. Grundlegende Schritte fiir den Ubergang iiber einen
assisted workflow hin zu einem automatisierten Demonstrator wurden unternommen.

2.1  Allgemeiner Aufbau der Anlage

Abbildung 2.1: Die cLIFT-Anlage von auf3en. Rechts davon befindet sich ein Schreibtisch mit
dem Steuerungscomputer und Netzteilen.

Abbildung 2.1 zeigt den Aufbau des cLIFT-Systems von aufien und Abbildung 2.2
beschreibt ihn von innen. Im Unterschied zu fritheren Zusammenstellungen der
Komponenten ([9], und eigene im Verlauf des Projekts) ist nun der Scanhead fest
installiert und der Werkstiicktrager (die Slide-Ablageflache) ihm gegeniiber verfahrbar.
Dies ist sinnvoll, da der Scanhead schwerer und mit strahlfihrenden Bauteilen fest
verbunden ist. Auflerdem ist nun die Kamera verfahrbar, was eine gleichbleibende
Position des Werkstiicktragers ermdglicht. Dies bietet gegentiber einer festen Kamera bei
verfahrbarem Werkstiicktrager Vorteile:

11
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Abbildung 2.2:
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Innerer Aufbau der cLIFT-Anlage. Der Laserstrahl wird im Dauerstrich-Modus
von einem diodengepumpten Festkérperlaser erzeugt (1 - FSDL-532-1000T,
Frankfurt Laser Company) und mit einem akusto-optischen Modulator (2 -
002AF1, Polytec GmbH; mit einer 100 mm f-6-Linse) in Millisekunden-Pulse
moduliert. Dessen Teilstrahlen werden gespiegelt bzw. auf ein
Leistungsmessgerat geleitet (3a - PM16-401, Thorlabs) und iiber weitere
Spiegel auf der Riickseite (3b) in den Scanhead gefiihrt (4 - hurrySCAN 10,
Scanlab AG). Die Slides werden in einem eigens gefertigten Werkstiicktrager
(5) fixiert bestrahlt. Eine verfahrbare Kamera (6 - CMOS-Kamera der DCC-
Serie, Modell C0754G13C, Thorlabs; Objektiv: PLN 4XCY, Olympus GmbH;
Tisch: SCANplus 100x100, Maerzhaeuser) dient zur Erkennung von
Positionsmarkierungen und Testbestrahlungen. Ein sog. Slideloader (7 - PL200,
Prior Scientific) wird als Werkstiickzufilhrung erprobt; er bendtigt einen
Magneten als Hohenmarkierung (Kreis).
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Zum einen lasst sich die Kamera komplett aus dem Bereich unterhalb des Slides
herausfahren, was Platz fiir andere Messgeridte schafft. Zum anderen wird zur Bewegung
ein Mikroskoptisch benutzt, der nur begrenzte Moglichkeiten zur Befestigung von
Bauteilen auf oder an ihm bietet. Da der Werkstiicktrdger nun unabhingig vom
Mikroskoptisch besteht, konnte er komplexer gestaltet werden (Unterkapitel 2.3). Auf
einen Kollimator im Strahlengang wurde verzichtet, da er keine merkliche Verbesserung
des Prozesses brachte, dafiir aber zusatzlicher Justage bedarf. Der freie Laserstrahl wurde
so geflihrt, dass sich die vom zur Steuerung der Strahlleistung eingesetzten akusto-
optischen Modulator ausgehenden Teilstrahlen moglichst weit voneinander entfernen,
bevor der nicht benétigte Strahl 0. Ordnung ausgekoppelt wird (Abbildung 2.3). Somit
wurde ein moglichst ungestortes Strahlprofil des Teilstrahls 1. Ordnung erreicht. Als
Strahlsenke fiir den Strahl 0.Ordnung dient ein Leistungsmessgerdat. Somit kénnen
unerwiinschte Schwankungen der Laserleistung bemerkt und gegebenenfalls kompensiert
werden. Zur schnellen Mitteilung des Anlagenstatus wurde eine Signalsdule angebracht
und die Steuerungssoftware mit einer Sprachausgabe versehen. Die Tiiren des Gehduses
des Aufbaus sind nun horizontal statt vertikal zu 6ffnen; dies verbessert die Ergonomie.

Abbildung 2.3: Uberwachung der Laserleistung. Der nicht verwendete Teilstrahl 0. Ordnung
des akusto-optischen Modulators wird auf ein Leistungsmessgerat geleitet.

2.2 Bedienelemente zur Justierung

Um die Justierung der Anlage zu erleichtern, wurden die wesentlichen Komponenten auf
manuellen Koordinatentischen installiert (Abbildung 2.4; teils im Rahmen einer vom
Verfasser betreuten studentischen Abschlussarbeit [60]). Zur Uberpriifung der
Korrektheit von deren Einstellungen wurden verschiedene Strategien entwickelt. Der
richtige Abstand der Slide-Ebene vom Scanhead wird ermittelt, indem die Hohe eingestellt
wird, wahrend der Scanhead einen mit einem handelsiiblichen warmeempfindlichen
Thermodrucker-Etikett (z.B. SLP-SRL, Zolemba GmbH) beklebten Slide bestrahlt und ein
Raster aus gleichartigen Spots schreibt. Die Hohe muss so gewahlt werden, dass die
bestrahlten Punkte auf dem Etikett moéglichst geschwérzt sind. Da das Thermopapier
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relativ unempfindlich auf die Bestrahlung reagiert, ist dies nur im Bereich der Fokusebene
der Fall. Der cLIFT-Materialiibertrag hat einen grof3eren Tiefenscharfebereich (vgl. Kapitel
5.5.1). Somit kann der optimale Arbeitsabstand gut eingestellt werden. Die Kalibrierung
des Slideloaders erfolgt am besten, wenn eine zusatzliche Mikroskopkamera so aufgebaut
wird, dass in den einzelnen Schritten (im sog. Debug-Modus des Slideloaders) des
Ablegens bzw. Aufnehmens der Slides die Position des Greifarms gut liberpriift werden
kann (Abbildung 2.5). Die Einstellung der Fixierungspositionen des Werkstiicktragers
erfolgt in dessen Kalibriermodus vor Ort (Abbildung 2.4/4).

Abbildung 2.4:
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Bedienelemente zur Einstellung des Aufbaus. Der Abstand des
Werkstiicktragers zum Scanhead ist verdnderlich (1a) und kann an einer Skala
verfolgt werden (1b). Der Abstand der Kamera dazu kann entsprechend
angepasst werden (2), so wie auch die Hohenmarkierung des Slideloaders (3a),
die sich in gleichbleibendem Abstand zur beweglichen Slideebene befinden
muss (3b). Die Positionen der Blattfedern des Werkstiickhalters zur
Slidefixierung konnen vor Ort eingestellt werden (4).
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Abbildung 2.5: Bild einer zur Justierung eingesetzten Kamera. Hier wurde durch eine
zusatzliche Mikroskopkamera die Hohe des Slideloaders iiberpriift, wenn
dieser einen Donorslide auf dem Akzeptorslide ablegt. Die Dicke der
Glassubstrate betragt 1 mm.

2.3 Werkstiickhalterung und -zufithrung

Weil im Gegensatz zur fritheren [9] Verwendung der verbauten Komponenten jetzt bei
cLIFT nicht nur ein einzelner Objekttrager prozessiert wird, sondern zwei Objekttrager
iibereinander gelegt werden, musste insbesondere die Ablagefliche dieser Slides den
neuen Anforderungen angepasst werden. Das normale Einsatzstlick des Mikroskoptischs
fiir Objekttrager erwies sich als unzureichend.

Zundchst wurde ein neues Einsatzstlick (Abbildung 2.6A) gestaltet, das den aufgelegten
Akzeptorslide durch Unterdruck fixiert (im Rahmen einer vom Verfasser mitbetreuten
studentischen Arbeit [61]) und das Aussparungen bietet, um die Positionsmarkierungen
zu beobachten. Dabei war die Position des Slides aber nicht bestimmt, was ein Auffinden
der Markierungen erschwerte. Zudem verrutschte der Donorslide beim Aufnehmen durch
den Slideloader. Deshalb wurde im Rahmen einer vom Verfasser betreuten studentischen
Abschlussarbeit [60] eine neue Werkstiickhalterung (Abbildung 2.6B) konstruiert. Diese
verfligt iiber eine moglichst grofle Aussparung zur Beobachtung des Slides, was aus
experimentellen Griinden zu dieser Zeit notwendig war. Ein Anschlag definiert den Ort der
Slides, Messungen zufolge auf < 1,1 pm (gegeniiber der langen Kante), bzw. <12 pm
(gegeniiber der kurzen Kante) genau. Er fiihrt zudem den Donorslide beim Abnehmen. Die
Fixierung des Akzeptorslides erfolgt durch vier Federbleche, die kostengiinstig, durch eine
iiberlegte Anordnung platzsparend von nur zwei Modellbau-Servomotoren verstellt
werden. Die Fixierungsstellung der Motoren darf nicht zu weit bzw. kraftig gewahlt
werden, weil sich sonst Fluktuationen des internen Regelsignals als Vibrationen des Slides
bemerkbar machen. Integriert sind in die Werkstiickhalterung zudem Leuchtdioden zur
Beleuchtung des Slides und seiner Positionsmarkierungen. Die Elektronik wird iiber ein
Arduino Mega-Board mit dazu angefertigter Zusatzplatine bedient und wird vom
Steuerungscomputer iliber eine virtuelle serielle Schnittstelle angesprochen.
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Abbildung 2.6: Werkstiickhalterungen. (A) Ein erstes Modell zum Einlegen in den
Mikroskoptisch fixierte den Akzeptorslide durch Unterdruck. (B) Komplexeres
Design [60]: Zwei Motoren (1 und 2) kénnen den Slide durch Federbleche an
einen Anschlag driicken (7). Dazu schiebt Feder (3) den Slide an die kurze
Kante, Feder (4) an die lange Kante und Feder (5) fixiert ihn. Feder (6) kann
den Slide wieder zuriick nach links schieben und Feder (4) seine Position
entlang der langen Kante des Anschlags ausrichten. In die Halterung ist auch
eine seitliche Beleuchtung fiir Dunkelfeld-Aufnahmen der
Positionsmarkierungen im Akzeptorslide integriert (8). Die Grofie eines Slides
(blau eingezeichnet) ist 76 mm X 26 mm.

In Vorbereitung auf eine zukiinftige, noch weitergehende Automatisierung der cLIFT-
Anlage wurde der Einsatz eines Werkstiickwechslers erprobt. Dazu sollte ein sogenannter
Slideloader (PL200, Prior Scientific) eingesetzt werden. Dieser besitzt einen um die
Hochachse schwenkbaren Greifarm, der Slides aus fest platzierten Kassetten entnimmt, an
beliebigem Ort ablegt, bzw. abnimmt und wieder zuriicksteckt. Der Slideloader wird
normalerweise mit einer in einen Mikroskoptisch einsetzbaren Vorrichtung ausgeliefert,
die die abgelegten Slides aufnimmt und fixiert. Dieser Mechanismus konnte aber in cLIFT
nicht iibernommen werden, da hier zwei Slides libereinander gelegt werden miissen, was
nicht den eigentlichen Spezifikationen des Loaders entspricht. Die Anforderungen an eine
Anlage fiir cLIFT - hier, dass ein Donor- auf einen Akzeptorslide gelegt werden muss -
verlangen auch, dass die Slides in unterschiedlicher Hohe abgelegt werden. Die Hohe des
Ablageorts ermittelt der Slideloader iliber einen Hall-Sensor aus einem in gewissem
Hohenabstand zum Ablageort angebrachten Magneten. Hier musste ein Magnet also
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hohenverstellbar montiert werden; dazu wurde er an einem Modellbau-Servo angebracht.
In Versuchen mit der ersten Werkstiickhalterung (Abbildung 2.6A) zeigte sich, dass die
Slides beim Abnehmen dann nicht verrutschen, wenn sie einem mechanischen Widerstand
ausgesetzt sind; in der neuen, dafiir konstruierten Werkstiickhalterung (Abbildung 2.6B)
wird dieser durch einen Anschlag (Abbildung 2.6B/7) und eine Blattfeder (Abbildung
2.6B/6) dargestellt. Wenn Slides verrutscht aufgenommen werden, koénnen sie namlich
unter Umstdnden nicht mehr in die Kassette zurlickgesteckt werden. Zudem ermdoglicht
ein Anschlag eine definierte Endposition des Slides, wie sie fiir das schnelle Auffinden von
Positionsmarkierungen oder gar den Verzicht auf Positionsmarkierungen nétig ist. Ein
Anschlag birgt aber das Risiko, dass der Slide beim Ablegen dessen Kante beriihrt und
dadurch beschadigt wird. Die Einstellung der Ablageposition ist, der Herstellerangabe zur
Schrittweite des Drehgebers nach, bei ausgefahrenem Greifarm in Schritten von 1,9 mm
am Ende des Slides moéglich und deren Prizision dann womdglich in ahnlicher
Grofdenordnung. Die Werkstiickhalterung wurde deshalb an einem Koordinatentisch so
befestigt, dass sie nach unten federnd nachgeben kann. Bei sorgfaltiger Justierung der
Anlage, die der Erfahrung nach, wohl durch thermische Ausdehnungen, nur etwa einen
Tag Giiltigkeit hat, ist es nichtsdestotrotz bereits mdéglich, automatisch Slides zu wechseln
und einen Akzeptorslide mit verschiedenen Donorslides zu strukturieren; dabei sollte die
Position des Akzeptorslides regelmafig liberpriift werden. Eine Losung des geschilderten
Problems (ein Anschlag ist notig, aber ein Anschlag ist riskant) kann sein, den Slide zwar
am Anschlag abzunehmen, aber in sicherem Abstand davon abzulegen. Dafiir ist die
Werkstilickhalterung beziiglich des Akzeptorslides ausgelegt; allerdings miisste auch der
Donorslide bewegt werden konnen. Zudem ist in der Steuerungsschnittstelle des
Slideloaders nicht vorgesehen, zwischen mehreren Ablage- bzw. Aufnahmeorten
umzuschalten. Es wird dort von nur einem Ort ausgegangen. Eine andere Losung des
Problems kann eine andere Art eines Anschlags sein: Ein zentrierender Backengreifer
konnte die Slides in eine definierte, zentriert liegende Position bringen und stellt beim
Ablegen der Slides bei auseinandergefahrenen Backen kein Hindernis dar. Hierbei muss
man allerdings in Kauf nehmen, dass Bauraum unter den Slides benétigt wird, der dann
nicht mehr fiir Kamerasysteme zur Erfassung von Positionsmarkierungen zur Verfiigung
steht.

Ist der Zeitbedarf des Werkstiickwechselns kritisch? Mit den in Kapitel 5.6 ermittelten
Prozessparametern betragt die reine Bestrahlungsdauer fiir ein komplettes Array mit
8750 Spots 44 s. Der Scanhead benotigt zusatzlich insgesamt etwa 491 s fiir die Spriinge
zwischen den Spots, wenn 20 Donorslides abgefahren werden. Man beachte, dass die
Schreibgeschwindigkeit mit den verwendeten Gerateeinstellungen etwa 100-fach
langsamer wire, den Laserstrahl statisch belassen und stattdessen der Slide mittels des
Mikroskoptischs bewegt wiirde. Nach jeder Schicht miissen Kupplungsschritte (bei
doppelter Kupplung zwei Ofenschritte von je 70 min inklusive Vor- und Nachbereitung)
und nasschemische Prozessschritte (etwa 20 min und 75 min, jeweils inklusive manueller
Handhabung) durchgefiihrt werden. Wahrend dieser 235 min kann die cLIFT-Anlage also
zur Strukturierung weiterer Slides genutzt werden, und zwar bei oben angegebener Dauer
fiir 26 Slides, falls deren Platzierung, Positionserkennung und Wegnahme nicht
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einberechnet wiirde. Derzeit konnen aber nur jeweils 7 Akzeptorslides gleichzeitig
chemisch automatisch prozessiert werden. Bei 7 Akzeptorslides ist fiir jeden etwa eine
halbe Stunde Zeit. Fiir jeden Slidebewegungsvorgang (Akzeptor- und Donorslides)
wahrend der Strukturierung eines Akzeptorslides mit 20 Bausteinen stehen also ungefahr
35 Sekunden zur Verfiigung. Tatsdchlich dauert es etwa 24 s, einen Slide mit dem
Slideloader zu platzieren und 25 s, um ihn abzunehmen. Die Vorginge sind also fiir die
derzeitigen Gegebenheiten tolerabel schnell. Derzeit ist der Durchsatz durch das
Fassungsvermdgen der chemischen Anlage begrenzt. Deshalb wéire ein Werkstiick-
wechselsystem mit einer Kapazitit von 7+20 Slides ausreichend. Diese nehmen
nebeneinandergelegt rechnerisch eine Fliche von weniger als einem A4-Blatt ein; daher
sind auch andere Konzepte fiir ein Platziersystem denkbar. Anderseits ist die Kapazitat
des Slideloaders von 200 Slides genau ausreichend fiir den Grenzfall einer beliebig
parallelisierten chemischen Anlage, fiir die in der gegebenen Zeit die oben genannten 26
Slides strukturiert werden miissten. Derzeit ist der Zeitbedarf des Werkstiickwechselns
allerdings nicht kritisch.

Sollte in Zukunft eine Erhohung des Slidedurchsatzes gefordert werden, sind zwei
Szenarien denkbar: Falls weiterhin die Werkstiickwechselzeit langer ist als die
Strukturierungszeit, konnten zwei - der symmetrisch aufgebauten - Slideloader den
Scanhead von links und von rechts bedienen. Falls ein schnelleres Wechselsystem
aufgebaut worden sein wird, ist die Zeit durch das Strukturieren begrenzt; da cLIFT ein
schreibendes Verfahren ist, miissten dann mehrere Scanheads eingesetzt werden. Es
konnte dabei ein Slide durch je zwei Scanheads, von oben und von unten, beschrieben
werden.

2.4 Nutzerfreundliche Steuerung

Die eigentliche Steuerung der Anlage erfolgt mittels Software von einem Computer aus.
Als Programmiersprache und -umgebung wurde MATLAB (The MathWorks Inc.) gewahlt.
Die dafiir erhaltlichen sog. Toolboxen - Funktionsbibliotheken, hier insbesondere fiir die
Bildverarbeitung - und die direkte Erstellbarkeit von graphischen Benutzeroberflachen
ermoglichten ein schnelleres Prototyping, als wenn die Steuerung in einer weniger
abstrakten Sprache implementiert worden ware. Fiir manche der Hardwarekomponenten
(z.B. Relaiskarte fiir Signalleuchten) wurden dazu wrapper-Programme in C++
geschrieben. Uber die Online-Plattform File Exchange (MathWorks) zum Austausch
zwischen Nutzern wurden Zusatzfunktionen bezogen ([62][63][64][65][66][67][68]).
LabVIEW (National Instruments) wurde nicht gewahlt, weil sich bei der Verwendung von
MATLAB im konkreten Fall die Steuerung direkter mit komplexer Auswertung und
Visualisierung von experimentellen Messungen verbinden lief3. Allerdings erwies es sich
als problematisch, dass die Maoglichkeiten, parallele Abldufe zu programmieren,
eingeschrankt sind; dies wére aber nétig, um die verschiedenen Komponenten der Anlage
unabhdangig arbeiten zu lassen. Aufierdem sind die Programme nicht ohne weiteres
echtzeitfahig, und somit beispielsweise Vorhersagen tiber die verbleibende Prozessdauer
einer Lasersitzung unzuverldssig. Da einige der Komponenten iiber Steckkarten
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(Mikroskoptisch, Scanhead) fiir ,PC-Computer (in Abgrenzung zu Plattformen der
Speicherprogrammierbaren Steuerung) und softwareseitig von einem Microsoft-
Windows-System angesteuert werden miissen (Slideloader), konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht auf einem hardwarendherem System aus der Automatisierungstechnik
aufgebaut werden.

Neben automatisch ablaufenden Skripten wurde zur erleichterten Bedienung eine
graphische Nutzerschnittstelle (GUI) erstellt, die Zugriff auf die wesentlichen Funktionen
erlaubt (Abbildung 2.7A). Als wesentliches Designelement wurde ein Haupt-Display
eingesetzt, auf dem sich je nach Bedarf eine Vorschau des Laserauftrags, das Bild einer
Beobachtungskamera oder der Mikroskopkamera anzeigen lasst (Abbildung 2.7B). Der Ort
etwaiger Positionsmarkierungen wird von Hand bestimmt, entweder durch Verfahren der
Kamera mit einem Joystick oder durch Anklicken im Haupt-Display. Wird ein Kreis als
Positionsmarkierung eingesetzt und sein Mittelpunkt aus mehreren angeklickten Punkten
auf dem Kreis automatisch ermittelt, erreicht man dabei eine Genauigkeit von 25 pm (aus
4 Punkten, 25 Wiederholungen nach zufélliger Positionsdanderung) bis hin zu 1,8 pm
(selber Datensatz, ohne einen offensichtlichen Ausreifder). Dies ist ausreichend fiir cLIFT
(vgl. Kapitel 7.4). Es ist auch moglich, durch Anklicken gezielt einzelne Punkte bestrahlen
zu lassen, um damit beispielsweise Positionsmarkierungen auf einem Donorslide zu
schaffen. Die Programmeinstellungen werden zur Ermoéglichung spaterer Fehlersuche
automatisch in ein Logbuch gespeichert. Wenn ein Bestrahlungsauftrag gestartet wurde,
wird ein Fortschrittsbalken angezeigt; der Laserauftrag kann abgebrochen werden. Der
Status der Anlage wird auf dem Bildschirm farblich angezeigt, der Hardware-Signalsaule
entsprechend, und als Sprachausgabe ausgegeben. Somit kann wihrend der Prozessierung
frei im Labor gearbeitet werden und dennoch Kenntnis iiber Statusdnderungen erlangt
werden.
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Abbildung 2.7: Bildschirmfoto der graphischen Benutzerschnittstelle der Steuerungssoftware.

(A) Die wesentlichen Funktionen sind tiber Schaltflichen aufrufbar. Die
Koordinaten von Ortsmarkierungen und Kalibrierpunkten werden in Tabellen
eingetragen; die Umrechnung der Spotkoordinaten erfolgt automatisch. Das
Grafikelement links visualisiert die Beziehung der in der ,Job‘-Datei mit den
Arraylayouts enthaltenen Donor- und Akzeptorslides und dient zu deren
Auswahl. Der Farbbalken oben indiziert den Anlagenstatus. Das grofie, hier
einfarbig ausgefiillte Element rechts ist das Haupt-Display (B). Es kann eine
Vorschau des gewdhlten Jobs anzeigen (unten links), das Livebild einer
Beobachtungskamera (unten Mitte) oder das Mikroskopbild zur Bestimmung
der Markerpositionen (unten rechts).

Das Layout des zu strukturierenden Arrays wird der Software als Auflistung der
Spotkoordinaten zusammen mit den jeweiligen Lasereinstellungen und Slidenummern
iibergeben. Zur Generierung dieser Koordinatenlisten wurden MATLAB-Skripte
geschrieben, die beispielsweise Pixelgraphiken umwandeln oder gangige
Parametervariationsmuster erzeugen. Im Rahmen eines vom Verfasser betreuten
studentischen Praktikums [69] wurde ein Tool mit graphischer Nutzeroberflache
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(Abbildung 2.8) konzipiert, implementiert und von Kollegen benutzt. Es erwies sich als
wichtig, dass bereits generierte Teilmuster per copy-and-paste vervielfaltigt, aber dennoch
abgedndert werden konnen miissen. Die Visualisierung der Spots erfolgte als Plot
abgerundeter = Rechtecke in ein axes-Objekt - durch rectangle (
'Position’', [x,vy,D,D], 'Curvature',1l ) - dies ist bei grofler Anzahl
gerade auf dlteren Computern zunehmend langsam. Es scheint vorteilhafter, die Vorschau
als Pixelgraphik zu rendern, mit der Funktion insertShape. Darlber hinaus sollten in
Zukunft Spots aufgefasst werden als hierarchisch gegliedert in einen ,Spot‘ (begrenzter Ort
auf dem Array), der aus einzelnen ,Dots’ (Materialportionen verschiedener Materialien)
bestehen kann und diese gegebenenfalls aus einzelnen ,Shots’ (Bestrahlungen)
zusammengesetzt werden; diese Struktur sollte im Programm objektorientiert abgebildet
werden.

|4 Layout Creator = E
S o =) ® =)
I T E m 5 E Select Action
T

Change Donor
Wove

Delete

| | I | ! Cancel 1

Abbildung 2.8: Bildschirmfoto eines Softwaretools zur Layouterstellung. Verschiedene
grundlegende Muster konnen in interaktiven Nutzerdialogen erstellt und
anschlieffend in der Vorschau verschoben, abgeandert, kopiert und geloscht
werden.
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3 Methoden

In diesem Kapitel werden die verwendeten Materialien und die Methoden zur
Charakterisierung von cLIFT besprochen. Dies bezieht sich auf die Akzeptorslides, die
Herstellung der Donorslides und die chemische Behandlung der Arrays mit dem Ziel der
indirekten Sichtbarmachung der Spots mit bildgebenden Verfahren und dem Gewinnen
von Kennzahlen daraus, und auf direkte geometrische Messungen der iibertragenen
Materialportionen.

Die Akzeptorslides sind kommerziell (PEPperPRINT GmbH) erhéltliche Objekttrager mit
funktionalisierter Oberflache (10:90 Poly(ethylenglycol)methacrylat und
Methylmethacrylat). Die Fabrikation der Donorslides wird hier im entsprechenden
Unterkapitel beschrieben.

Der Versuchsaufbau mit den Hardware- und Softwarekomponenten fiir den
Materialiibertrag ist im Kapitel 2 beschrieben. Er beinhaltet einen 1 W starken
Dauerstrichlaser im sichtbaren Spektrum.

Die tibertragenen Materialportionen koénnen teilweise direkt gemessen werden
(Unterkapitel 3.2), oder chemisch so prozessiert werden, wie es auch bei der Synthese
eines Peptidarrays geschieht (Unterkapitel 3.2.3) und dann durch Fluoreszenzbildgebung
sichtbar gemacht werden. Verschiedene Wege zur Extraktion von Kennzahlen aus den
Fluoreszenzbildern werden aufgezeigt (Unterkapitel 3.4).

3.1 Herstellung von Donorslides

Fiir eine Skizze zum Aufbau der Donorslides sei auf Abbildung 1.6 im Einleitungskapitel
verwiesen.

Als Substrate fiir die Donorslides dienen gewohnliche Mikroskopie-Objekttrager (Paul
Marienfeld GmbH & Co. KG) und in Spezialfillen Borosilikat-Waver (bei Durimide-
Beschichtung).

Darauf wird als Absorptionsschicht von Hand oder wunter Benutzung eines
Laminiergerdtes (Linea DH-360, Vivid Laminating Technologies) selbstklebendes ,Kapton
HN‘ (d.h. Polyimid; DuPont)-Klebeband (Artikelnummer 70110, CMC Klebetechnik GmbH)
aufgebracht.

Alternative Absorptionsschichten bestanden aus schleuderbelacktem ,Durimide 7505
(d.h. ein Polyimid-Prakursor; Fujifilm; 60 s mit 1500 rpm und 5000 rpm, 100 °C fiir 6 min,
Belichtung, Postbake 330°C fiir 1h), mit doppelseitigem Klebeband aufgeklebter
schwarzer Polyimidfolie (FI16035, Dr. Dietrich Miiller GmbH), oder aus Graphit (GRAPHIT
33, CRC Kontakt Chemie), das als Spriihlack aufgebracht wurde.
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Als Bausteine fiir die kombinatorische Peptidsynthese werden OPfp-aktivierte
(Pentafluorophenyl) und Fmoc-geschiitzte (9-Fluorenylmethoxycarbonyl) Aminosaure-
derivate verwendet, die mit einem Matrixpolymer (SLEC PLT 7552, Sekisui Chemical
GmbH) gemischt (15 mg/Slide in 135 mg/Slide; dies war von [70] optimiert worden) und
durch Schleuderbelackung (SCC-200, Schaefer Technologie GmbH; Material gelost in 1 ml
Dichlormethan pro Slide; 80 rps, ziigig auf das zu drehen beginnende Substrat
aufpipettiert, ca. 30 s rotierend) als diinner Film aufgebracht werden. Ein fiir Testzwecke
geeigneter, anderer Baustein - Biotin - weist eine schlechtere Loslichkeit, aber in der
Bildgebung deutlichere Signale auf; deshalb wurden von diesem nur 8 mg/Slide
eingesetzt. Andere Materialien und Bausteine, die in Spezialfallen tibertragen wurden, sind
an entsprechender Stelle im Fliefstext erwahnt. Nach der Beschichtung kann die Riickseite
der Slides beispielsweise mit Aceton gesdubert werden. Die Trocknung der Donorslides
erfolgt einige Minuten lang durch Ausdampfen im Abzug, ihre Lagerung bei Raumluft in
Aufbewahrungsboxen.

Die Schleuderbelackung (engl. spin coating) und insbesondere als materialsparendere
potentielle Alternative das Tauchbeschichten (engl. dip coating) wurden im Rahmen einer
vom Verfasser betreuten studentischen Abschlussarbeit [71] detaillierter untersucht. Als
Tauchbeschichter wurde dabei ein RDC von Bungard Electronics eingesetzt. Die
Ergebnisse sind in den folgenden entsprechenden Abschnitten teilweise wiedergegeben.

3.1.1 Schleuderbelacken der Materialschicht

Beim Schleuderbelacken wird Material auf das Substrat aufgebacht und dieses in Rotation
versetzt. Zentrifugalkrifte fithren Material ab und diinnen die Schicht [72].

Es wurden verschiedene Spinkurven fiir die Beschichtung mit dem Matrixpolymer-
Kunstharz, gelost in Dichlormethan, aufgenommen und damit beschrieben, wie die
Schichtdicke von Drehzahl und Materialkonzentration abhdngt. Mit Drehzahlen von 70 rps
bis 130rps und Konzentrationen von 70 mg/ml bis 150 mg/ml erreicht man
Schichtdicken von 0,5 pum bis etwa 2 pm. Die Zahlenwerte folgen dabei dem iiblicherweise
erwarteten Skalierungsverhalten als Potenzgesetz h~w? von Schichthohe h und Drehrate
w, hier mit Exponenten p zwischen - 0,17 und - 0,35. Eine Reduktion der Konzentration
der Losung um die Hélfte fihrt zu einer etwa 60 % dinneren Schicht. Als Volumen zur
Benetzung des Slides wird in allen Fdllen etwa 1 ml benétigt. Eine Einsparung von
Ubertragsmaterial lisst sich also bei gewiinschter Schichtdicke in gewissem Rahmen tiber
eine verringerte Konzentration und entsprechend angepasste Drehzahl erreichen.

Nachteile des Schleuderbelackens sind, dass es sich nicht fiir mehrere Substrate parallel
durchfiihren lasst, und das abgeschleuderte, liberschiissige Material sich nicht ohne
Weiteres wiedergewinnen lasst. Beide Nachteile hat das Tauchbeschichten nicht.
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3.1.2 Tauchbeschichten zur sparsameren Beschichtung

Beim Tauchbeschichten wird ein Substrat in das zu beschichtende Material eingetaucht
und daraus herausgezogen. Je schneller mit Geschwindigkeit v gezogen wird, desto dicker
(h) ist der zuriickbleibende Film, fiir newtonsche Fluide nach dem Landau-Levich-
Derjaguin-Gesetz der Beziehung h~v?/3 folgend ([73], S. 123f.).

5,00E+04 +

3,00E+04 + - I
I

2,50E+04 + T T

2,00E404 + I —1
L -

I 1
1,50E+04 -v-r - _ —**‘*
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Abbildung 3.1: Kennlinien des Tauchbeschichtens. Aus [71]. Fir verschiedene

Materialkonzentrationen des ,Harz“-Matrixpolymers in Dichlormethan (DCM)
und Ziehgeschwindigkeiten wurde die resultierende Schichtdicke aus jeweils
drei Messpunkten bestimmt. Je 104 Angstrom - die Messeinheit des
verwendeten Profilometers Dektak IIA (Bruker) - entsprechen einem
Mikrometer. Die Daten sind in doppelt-logarithmische Achsen eingezeichnet.

Es wurde die Abhdngigkeit der resultierenden Schichtdicke fiir verschiedene
Konzentrationen des Matrixpolymer-Kunstharzes in Dichlormethan und fiir verschiedene
Ziehgeschwindigkeiten ermittelt (Abbildung 3.1). Erwartungsgemafd wurden dabei fiir die
Beziehung h~vP Exponenten im Bereich von 0,65 bis 0,7 beobachtet. Es treten zwei
unerwiinschte Effekte auf, die den Prozess begrenzen (Abbildung 3.2): Bei langsamen
Ziehen kann der Film instabil diinn werden, sodass am Rand des Substrats Filmabrisse
entstehen und die Beschichtung dort entnetzt (engl. dewetting). Die nach Augenmaf}
gemittelte Tiefe des entnetzten Bereichs am Rand, also wie weit sich die Beschichtung
zuriickgezogen hat, wird in der Abbildung als ,Filmabrissbreite“ bezeichnet. Der zweite
Effekt ist, dass bei schnellem Ziehen und somit dicken Schichten sich an der
Eintauchgrenze und am Substratende Uberhéhungen bilden. Diese kénnen zwar
nachtraglich entfernt werden, aber das stellt einen zusatzlichen Arbeitsschritt dar. Im
Rahmen des Prozessfensters dazwischen lassen sich, dhnlich wie beim Tauchbeschichten,
Schichtdicken von etwa 0,5 um bis 2 pm erreichen.
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Abbildung 3.2: Grenzen des Tauchbeschichtens. Teilabbildungen aus [71]. (A) Unerwiinschte

Effekte: Randabriss bei Kkleinen Ziehgeschwindigkeiten (A links) und
Randiiberhdhungen bei grofden Schichtdicken (A rechts). (B) Quantifiziert man
diese Effekte (Skizze: B rechts), so bildet sich ein Prozessfenster fiir die
Ziehgeschwindigkeit (B links). Bei Ziehgeschwindigkeiten < 40 mm/s ist der
Randabriss aufgetragen, bei Ziehgeschwindigkeiten = 40 mm/s die Breite der
Randiiberhéhung. Weil die Randiiberhéhung zunichst nur an einem Ende
auftritt, bei mit leichtem Versatz iibereinander gelegten Donor- und
Akzeptorslides also keine Rolle spielt, gibt es einen Toleranzbereich.

Es wurden zwei verschiedene Tauchbader konstruiert, in die die Slides beim
Tauchbeschichten eingetaucht werden. Es hatte sich gezeigt, dass eine Dichlormethan-
Matrixpolymer-Losung aus einem offenen Gefidfd langsamer verdunstet als reines
Dichlormethan. Wenn man zusatzlich die Diffusionswegldange hin zur Raumluft auf 100
mm erhoht (Tauchbad 1, Abbildung 3.3 links), verdunsten schon bei reinem
Dichlormethan in 9 min nur 0,6 %. Verdunstungseffekte konnen dann also vernachlassigt
werden. Ein zweites Tauchbad (Abbildung 3.3 Mitte) nutzt hingegen die
Parallelisierbarkeit der Methode aus. Dort kénnen in 5 Kammern jeweils zwei Slides
(siehe Abbildung 3.3 rechts) eingetaucht werden. Die Slides werden mit Isopropanol
benetzt und aufeinandergepresst; so haften sie durch Kapillarkriafte aneinander.
Alternativ kann auch ein einzelner Slide riickseitig mit Adhasionsfolie abgedeckt und
alleine eingetaucht werden werden.
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Abbildung 3.3: Tauchbader. Aus [71]. Links: Das Tauchbad , 1“ wurde aus einem PTFE-Zylinder
gefertigt. Ein glaserner Messzylinder aus dem Laborbedarf minimiert die
Verdunstung in die Umgebungsluft. Mitte: Ein anderes Tauchbad , 2 verfiigt im
Gegensatz dazu iiber fiinf parallel zu benutzende Kammern. Jeweils zwei Slides
konnen gleichzeitig eingetaucht werden (rechts).

Die Beschichtung auf einem Slide entspricht rechnerisch schatzungsweise 0,03 ml der
urspriinglichen Losung. Da beim Tauchbeschichten das iiberschiissige Material
zuriickflieft, entspricht das theoretisch einer 33-fachen Effizienzsteigerung gegeniiber
dem Rotationsbeschichten, bei dem tiberschiissiges Material abgeschleudert wird und
verloren geht. Jedoch miissten zum Betrieb des Tauchbads zunidchst 50 ml der Lésung
bereitgestellt werden, um es zu fiillen. Nicht alle der Bausteine sind in fliissiger Losung
lange genug stabil, bis alle mit der Losung rechnerisch beschichtbaren Slides beschichtet
wurden. Deshalb wird dann die groffe Menge an bereitgestelltem Material nicht
ausgenutzt.

3.2 Charakterisierungsverfahren

Der Materialiibertrag durch cLIFT kann insbesondere an zwei Stellen im
Peptidsyntheseprozess charakterisiert werden (fiir eine schematische Darstellung der
Prozessschritte sei auf Abbildung 1.3 im Einleitungskapitel verwiesen). Zum einen kann
das Uubertragene Materialpaket, bestehend aus Polymermatrix und ggf. eingebetteten
Bausteinen, direkt nach dem Ubertrag betrachtet werden - dies ist der allgemeine Fall, bei
dem nicht zwingend von einer folgenden Peptidsynthese ausgegangen werden muss. Zum
anderen kann die Charakterisierung nach den chemischen Schritten (Protokolle siehe
Kapitel 3.2.3) erfolgen - das ist dann zwar nicht mehr die Auswirkung des Ubertrags
allein, aber das fiir die praktische Anwendung relevanteste Ergebnis.
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3.2.1 Indirekte Messung

Die Charakterisierung nach den chemischen Schritten wird indirekt durch eine Farbung
mit einem fluoreszenten Stoff und anschliefender Bildgebung (zu deren Auswertung siehe
Kapitel 3.4) vorgenommen. Dies ist ein hauptsichlich qualitatives Verfahren, bei der die
Signalstarke als proportional zur Farbstoffmenge und diese wiederum als proportional
zur nachzuweisenden Stoffmenge angesehen wird. Oft beeinflussen sich der Farbstoff und
die Umgebung chemisch (beispielsweise in Abbildung 5.17; vgl. [74]). Die Intensitat ist
nach oben begrenzt, denn die Akzeptoroberfliche kann nur eine gewisse Stoffmenge an
Baustein-Molekiilen binden. Da eine eingehendere Analyse der chemischen Ausbeute und
Reinheit nicht Bestandteil der vorliegenden Arbeit ist - dafiir kdmen photometrische
Messungen abgespaltener Schutzgruppen, sowie Massenspektrometrie abgespaltener
Syntheseprodukte eines kompletten Slides oder auch ortsaufgeléost durch
Sekundidrionenmassenspektrometrie  (ToF-SIMS) oder Matrix-unterstiitzte Laser-
Desorption/lonisation (MALDI) in Frage - es sei dazu auf die Quellen [75] bzw. [76], [77]
und das supplemental material von [78] verwiesen -, sondern die Grofde der iibertragenen
Spots die wichtigste Kennzahl darstellt, ist der Fluoreszenznachweis ein ausreichendes
Verfahren, sofern als ,chemische’ Randbedingung ,gesittigte’ und homogen erscheinende
Spots angestrebt werden.

3.2.2 Direkte Messung

Die direkte Charakterisierung nach dem Ubertrag ist mit Lichtmikroskopie im Normalfall
nicht méglich, da die iibertragenen Mengen zu gering sind. Uber Weiflichtinterferometrie
mit einem vertical scanning interferometer (VSI) bzw. phase shift interferometry (PSI)
(ContourGT, Bruker) sind die Topographie messbar und iibertragene Spots erkennbar.
Ublicherweise wird hier der Welligkeitsanteil der Hohenprofile abgezogen. Allerdings ist
die indirekte Messung nach Fluoreszenzfirbung empfindlicher (vgl. Abbildung 3.4A rechts
und links), so dass iiber die direkte Hohenmessung vor den chemischen Schritten nur
spater langst ,geséttigte’ Spots gemessen werden kdnnen (Abbildung 3.4 unten).

Fluoreszenz nach Farbung

OR N W s Ul o 3 00—
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Abbildung 3.4: Direkte und indirekte Messung von iibertragenen Materialportionen. (A) Aus

bzw. (B) adaptiert von [78]. (A) Es werden sehr flache Materialportionen
tibertragen (links), deren Hohe teilweise unter der Messbarkeitsgrenze von
Weifdlichtinterferometrie liegt - bemerke, dass der im Fluoreszenzbild (rechts)
sichtbare Bereich eines gleichartigen Spots grofder ist. Die Lange des
Mafdbalkens betragt in beiden Bildern 100 um. (B) Vergleicht man einen Schnitt
durch das Fluoreszenzbild eines Testmusters (Spots mit ansteigender ,Starke’
des Ubertrags) nach den chemischen Prozessschritten (griine Linie) mit einem
Schnitt durch die Hohendaten eines gleichen Testmusters direkt nach dem
Ubertrag (schwarze Linie), so stellt man fest, dass die Hohe erst messbar ist,
wenn das Fluoreszenzsignal wegen der beschrankten Beladbarkeit des
Akzeptorslides bereits in Sattigung ist. Die indirekte Messung iiber Fluoreszenz
geht also Information verlustig, wihrend die direkte Messung einen
beschrankten Einsatzbereich hat; es entsteht eine ,diagnostische Liicke’ (grau
eingezeichneter Bereich).

Das Aspektverhiltnis der libertragenen Materialportionen ist sehr gering - etwa 1-10 nm
Hohe auf 100 um Durchmesser; das ist ein Verhaltnis von 10-5 bis 10-4, was etwa der Hohe
einer oder einiger weniger Miinzen auf der Flache eines Fufdballplatzes entspricht. Das
iibertragene Material ist auferdem nicht scharf begrenzt. Dementsprechend war es nicht
moglich, Spots direkt mit einem Rasterelektronenmikroskop (Zeiss Supra 60VP) zu
vermessen; lediglich bei Ubertrag mit Einstellungen, die zu stark sind fiir die eigentliche
Anwendung, entstanden sichtbare Strukturen. Jedoch konnten auch die ,schwachen Spots’
im Rahmen eines vom Verfasser betreuten studentischen Praktikums [79] sichtbar
gemacht werden: Hierzu wurde der Akzeptorslide zunachst mit Gold beschichtet und dann
der Materiallibertrag vorgenommen. Da Gold leitfdhig ist, das libertragene Material aber
als Isolator wirkt, werden die Spots dann als ,Schatten‘ abgebildet (Abbildung 3.5). Bei
grofderen Materialmengen sind Strukturierungen der iibertragenen Schicht zu erkennen;
diese konnen aber auch von der Goldoberfliche mitbestimmt worden sein und miissen
nicht zwangslaufig auf einem normalen Akzeptorslide die selbe Gestalt haben.
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Abbildung 3.5: Direkter Nachweis von Spots mit einem Rasterelektronenmikroskop. Der
Akzeptorslide war vor dem Ubertrag mit Gold beschichtet worden. Das
libertragene, nicht leitfihige Material erscheint auf den Aufnahmen schwarz
(rechts: Ubertragseinstellungen stirker als iiblicherweise in dieser Arbeit
gewahlt) bzw. als ,Schatten’ (links: lblicherweise in diese Arbeit gewdhlte
Ubertragseinstellungen). Die Mabalkenldnge betragt 100 um.

Bei der direkten Abtastung libertragener Materialportionen mit einem Rasterkraft-
mikroskop (DIMENSION icon, Bruker) im tapping mode ist der Spot im Phasensignal
deutlich von freien Bereichen der Akzeptoroberfliche unterscheidbar (Abbildung 3.6).
Dies ist aber ein, besonders im Vergleich zur Weifilichtinterferometrie, langsames
Messverfahren, und seine hohe laterale Auflosung wird wegen des bendétigten grofden
Bildfelds nicht ausgenutzt.

-8.8°
-24.2°
00 Phase 50.0 ym
Abbildung 3.6: Direkter Nachweis eines Spots mit einem Rasterkraftmikroskop. Im

Phasensignal des tapping mode hebt sich die iibertragene, nicht weiter
prozessierte Materialportion von der Akzeptoroberflache deutlich ab.

29



CHEMISCHE PROZESSSCHRITTE METHODEN

3.2.3 Diskussion der Messmethoden

Zusammenfassend ist also zu sagen, dass die direkte geometrische Messung der
iibertragenen Materialportionen nur in Spezialfallen méglich ist, bei denen mehr Material
iibertragen wird als fiir die Peptidsynthese bendtigt, da die Materialhdhe sonst unter der
Messbarkeitsgrenze liegt (bei VSI/PSI, REM mit Spots auf Goldsubstrat). Erschwerend
kommt hinzu, dass das Aspektverhaltnis gering ist und die Spots keine Kanten aufweisen
(bei REM, AFM). Zumindest die Existenz von Spots kann nachgewiesen werden
(Phasensignal im AFM). Aufgrund der nicht ndtigen Vorbehandlung von Substraten und
schnellen Messung ist hier das PSI das Messgerat der Wahl. Die indirekte Messung mittels
Fluoreszenzanfarbung hat den Nachteil, dass durch Sattigung die geometrischen
Informationen verloren gehen, aber den Vorteil einer Interpretierbarkeit als chemische
Ausbeute, und ist bei der Ubertragung von geringen Materialmengen unter den hier
erprobten Messmethoden die einzig anwendbare.

Die ,diagnostische Liicke’ zwischen nur indirekt messbaren und direkt messbaren Spots
(Abbildung 3.4 unten) konnte in Zukunft geschlossen werden, wenn das Matrixpolymer,
das in den chemischen Schritten ja wieder entfernt wird, mit einem Fluoreszenzfarbstoff
verbunden werden konnte. Dies wiirde auch eine zerstdrungsfreie Qualitidtskontrolle
direkt nach dem Ubertrag erméglichen. Wahrscheinlich muss die Verbindung von
Farbstoff und Matrix chemischer Natur sein, da verschiedene Stoffe in cLIFT verschieden
iibertragen werden (vgl. Kapitel 5.4.2) und bei einer blofen Mischung nicht garantiert
werden kann, dass die eigentlichen Bausteine im selben Muster iibertragen werden wie
der Farbstoff.

3.3 Chemische Prozessschritte

Der Materialiibertrag mittels cLIFT stellt nur ein physisches Ubertragen dar; die
eigentliche chemische Synthese wird danach in weiteren Prozessschritten durchgefiihrt
(siehe Abbildung 1.3 im Einleitungskapitel): Die Kupplung der libertragenen Baustein-
Molekiile an den funktionalisierten Akzeptorslide oder Bausteine vorherig strukturierter
Lagen erfolgte innerhalb einer mit Argon gefiillten Edelstahlkammer in einem
temperaturgeregelten Laborofen. Die nasschemischen Schritte wurden von Hand in
Petrischalen ausgefiihrt, oder automatisiert in einem speziellem Apparat [80]. Die
jeweiligen Protokolle sind in Tabelle 1 aufgefiihrt; fiir die Zwecke der vorliegenden Arbeit
zeigten sich keine Unterschiede in den in der Arbeitsgruppe (vgl. auch
[91[59]1[75][77][81]) gebrauchlichen Varianten.

Die Bildgebung erfolgte mittels Fluoreszenzscannern, insbesondere den Modellen Genepix
4000B (Molecular Devices) und InnoScan 1100 AL (Innopsys) bei normalerweise 532 nm
Anregungswellenldnge mit 33 % bzw. ,low' Laserleistung und einem gain [a.u.] der
Photodetektoren von 600 bzw. 3. Die quantitative Auswertung der Scans wird im nachsten
Unterkapitel beschrieben.
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Tabelle 1: Protokolle der chemischen Prozessschritte
Abkiirzungen
DMF Dimethylformamid
ESA Essigsaureanhydrid
DIPEA Diisopropylethylamin
MEA 2-Methoxyethylamin
MeOH Methanol
EE Essigester
DCM Dichlormethan
PBS-T Phosphatgepufferte Salzlosung mit 0,05 % Tween 20
(Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat)
TAMRA NHS | (5/6-Carboxytetramethylrhodamin Succinimidyl) Ester
UsS Ultraschall;
bei manuellen Varianten im Ultraschallbad / in Chemianlage [80] 20 W
Kupplung Variante A i Variante B
Slides in Behaltnis geben, mit Argon fluten
- 90 °C in Ofen, fiir 60 min . - 90 °C in Ofen, fiir 90 min
Abkiihlen lassen
Variante A Variante B Variante C
(in Chemianlage [80])
Waschen
- 2 min Aceton, mit US -5 % 30 s Aceton, (falls danach zweiter
- 2 X 2 min Aceton, mit US Ubertrag erfolgt; sonst
ohne US direkt Blocken)
- 1 min 5:95 MEA und
Aceton, mit US
- 1 min Acteton, mit US
- 1 min MeOH, mit US
Blocken
- 30 min ESA und - mind. 4 h ESA und - 3 min ESA und DIPEA
DIPEA in DMF 1:2:7 DIPEA in DMF 1:2:7 { in DMF 1:2:7, mit US
- 15 min ESA und
DIPEA in DMF 1:2:7,
mit US
-2 X 5 min DMF -3 X 5 min DMF - 1 min Aceton, ohne US
-1 X 2 min MeOH und 1 min mit US
- 1 min Aceton, mit US
Entschiitzen

- 20 min Piperidin in DMF 2:8 - 1 min Piperidin in
DMF 2:8, mit US und
15 min ohne US

- 1 min Aceton, ohne US
und 1 min mit US

- 1 min Aceton, mit US

5-3x5minDMF
i—ZminMeOH

-2 X 5 min DMF
- 2 X 2 min Aceton

(Trocknen mit 6lfreier Druckluft)
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Farben Nachweis von Biotin Nachweis von Aminosiduren
Variante A Variante B
- 15 min PBS-T - 10 min PBS-T
- 30 min blocking buffer
(Rockland)
-1 min PBS-T

- 1 h DyLight (Thermo Fisher | -45 min TAMRANHS | -2h  TAMRA NHS in

Scientific) konjugiertes in PBS-T 1:20000 PBS-T 1:10000
Streptavidin und blocking (Konzentration in (Konzentration in
buffer (Rockland) in PBS-T der Stammlosung: der Stammldsung:
1:500:5000 (Konzentration 1 mg/ml) 1 mg/ml)

des Streptavidin in der
Stammlésung: 1 mg/ml)

- 3 X 3 min PBS-T - 3 X 3 min PBS-T - 2 min Wasser
- 2 min Wasser - Abspiilen mit - 5 min DMF
Wasser - 2 X 5 min Essigester
- 2 min MeOH
- 1 min DCM

(Trocknen mit 6lfreier Druckluft)

Alle Verhaltnisangaben beziehen sich auf das Volumen.

3.4 Digitale Bildverarbeitung

Flr die Analyse von Mikroarrays sind in den zu den Fluoreszenzscannern zugehoérigen
Softwarepaketen Werkzeuge enthalten. Auch das freie Programm Image] (imagej.nih.gov,
National Institutes of Health, USA) bietet entsprechende Moglichkeiten. In dieser Arbeit
wurden MATLAB und seine image processing toolbox genutzt, um eigene Routinen zu
implementieren, denn hierbei besteht grofie Flexibilitat beziiglich der auszuwertenden
Merkmale und der Methoden. Die meisten hier analysierten Spots haben keine ,ideale’
Form im Sinne von Symmetrie und scharfer Begrenztheit; es ware dann nicht immer klar,
was die Software eines Drittanbieters dann als Gréfle und Intensitit des Spots
interpretieren wiirde.

Bevor die absolute Ortsgenauigkeit der cLIFT-Anlage iiber komplette Slides hinweg
gewahrleistet werden konnte, und bei nachldssiger Kalibrierung auch danach, waren die
Spotmuster iiber grofde Lingenskalen hinweg verzerrt. Sie waren dann nicht liber ein
dquidistantes Raster auffindbar. Als Losung wurde ein Skript programmiert, bei dem
einzelne Ankerpunkte auf dem Fluoreszenzbild verschoben werden konnten und die
Bildkoordinaten des tibertragenen Spotmusters dann dieser Verzerrung entsprechend
linear interpoliert wurden.
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Die zu ermittelnden Kenngréfien sind letztlich Spotgrofie- und Intensitdt; bei
symmetrischen Spots sind sie ableitbar aus ihrem radialen Profil. Um einen Profilschnitt
durch einen Spot legen zu konnen (Unterkapitel 3.4.1), muss sein Mittelpunkt bekannt
sein. Ist er das nicht, oder hat der Spot beliebige Form, muss man das zweidimensionale
Bild des Spots betrachten (Unterkapitel 3.4.2); dies ist aber bei iiberlappenden Spots nicht
moglich.

Quantitative Fluoreszenzbildgebung ist stark anfillig fir Ausreifer, die durch Kratzer
(dunkle Stellen) oder Staubpartikel (helle Stellen) entstehen. Dies lasst sich nicht immer
aus den abgeleiteten Zahlenwerten erkennen und ausschliefden. Von den Farbeschritten
konnen eingetrocknete Tropfenumrisse zuriickbleiben. Die Statistik liber die ermittelten
Grofden sollte deshalb am besten robust gestaltet werden, beispielsweise durch
Verwendung des Medians statt des arithmetischen Mittels zur Bildung von
Durchschnittswerten (vgl. Abbildung 4.1). Je nach Gleichmafdigkeit der Inkubation oder
der Funktionalisierung des Substrates erkennt man in den Bildern aufderdem globale
Trends (Abbildung 3.7). Wenn Spots des Testmusters nicht ihrer Semantik nach, sondern
zufillig iiber den Slide verteilt sind, lasst sich dieser systematische Fehler in eine Art
Rauschen umwandeln (vgl. Abbildung 6.6).

Abbildung 3.7: Inhomogen gefarbter Slide. Dargestellt ist ein Ausschnitt (ca. 18 mm X 49 mm)
aus dem Fluoreszenzbild eines Musters eigentlich gleichartiger Spots. Es wurde
auf einem Orbitalschiittler gefarbt; moglicherweise stammt das Artefakt daher.

3.4.1 Eindimensionale Analyse

Um das radiale Intensitatsprofil eines Spots zu ermitteln (Abbildung 3.8; aus den Daten zu
Abbildung 5.6), muss man zunéachst seinen Mittelpunkt finden. Der Schwerpunkt aller
Pixel iiber einer gewissen Schwellintensitit kann diesen abschitzen, ist aber anfillig
gegeniiber hellen ,Schmutz‘-Pixeln und ist nicht vorhanden, wenn der Spot als Ganzes
weniger intensiv ist als der Schwellwert. Robuster ist es, die Symmetrie des Bildes
auszunutzen. Das Zentrum von Punktsymmetrie lasst sich finden, indem fiir jeden
Bildpunkt die Varianz von Pixelwerten entlang konzentrischer Kreise um den Punkt
berechnet wird; diese muss minimal sein. Dieses Vorgehen wurde im Rahmen eines vom
Verfasser betreuten studentischen Praktikums [69] erfolgreich erprobt. Es konnte auf
ellipsoide Spots verallgemeinert werden. Bei kreisformigen Spots ist es schneller, den
Schnittpunkt der Symmetrieachsen des Bildes aufzufinden. Hierzu wird fiir jede Position u
bzw. v auf den Bildachsen der Korrelationskoeffizient des Bildes links bzw. unterhalb der
Position mit seinem ,Spiegelbild‘ rechts bzw. oberhalb der Position berechnet. An der
Position der wahren Symmetrieachse ist dieser Koeffizient maximal.
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Abbildung 3.8: Plastische Darstellung des Fluoreszenzbildes eines typischen Spots. Uber das

Auffinden der Symmetrieachsen wurde sein Mittelpunkt ermittelt und eine
Schnittlinie eingezeichnet. Bei elliptischen Spots wird die Breite unterschatzt.

Die Schnittlinie kann {ber die entsprechenden Spalten bzw. Zeilen in der
Pixeldatenmatrix, oder iliber die Funktion interp2 extrahiert werden. An eine so
ermittelte Profillinie mit Pixelwerten I(|r|) (man beachte, dass die Linie von ,negativem’
zu positivem Radius verlauf) kann bei Spots, deren Signal nicht in Sattigung geht, als gute
Ndherung die Summe von ein oder zwei Gauf3-Funktionen angepasst werden (fit).
Daraus lassen sich dann die (maximale) Intensitit des Spots und sein ,Durchmesser’
ablesen. Als Durchmesser werde in dieser Arbeit die Halbwertsbreite (Full Width at Half
Maximum) verwendet.

3.4.2 Zweidimensionale Analyse

An das Bild eines Spots, dessen Fluoreszenzsignal nicht in Sattigung geht, kann eine
zweidimensionale Gauf3funktion angepasst werden und so maximale Intensitit und
Halbwertsbreite direkt ermittelt werden (Abbildung 3.9; aus den Daten zu Abbildung 4.1).

A B
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20 20 20 20
0 0 0 0
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Abbildung 3.9: Modellierung eines Spots als zweidimensionale Gauf3funktion. (A) Darstellung
der mittels Fluoreszenzbildgebung gewonnenen Messdaten und angepasstes
Modell (B).
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Bei gesattigten Spots kann man das Graustufenbild in Binarstufen umwandeln und den
Spotdurchmesser als Aquivalenzdurchmesser der hellen Pixelfliche ansetzen. Der
Schwellenwert fiir die Umwandlung ist dabei (z.B. MATLABs im2bw) aber nicht zwingend
das halbe Spotmaximum, sondern, sofern nicht explizit angegeben, heuristisch zur
Trennung von Bildvorder- und Hintergrund gewahlt (,to minimize the intraclass variance
of the black and white pixels“; Dokumentation MATLAB, MathWorks,[82]). Dennoch kénnen
so Aussagen liber die Form des Spots, beispielsweise die Exzentrizitit, gewonnen werden
(iiber regionprops; fiir Abbildung 5.28).

Das bevorzugte Vorgehen zeigt Abbildung 3.10. Hier wird als maximale Intensitit des
Spots der Median der p =5% hochsten aller Pixelwerte des Bildausschnitts
angenommen. Zuvor wurden der Bildhintergrund abgezogen und negative Pixelwerte auf
Null gesetzt. Als Durchmesser wird der Aquivalenzradius der Fliche verwendet, die alle
Pixel einnehmen, deren Wert mehr als die Halfte dieser maximalen Intensitdt betragt.
Analog wird eine ,Viertel- und ,Dreiviertelwertsbreite’ bestimmt; deren Differenz
voneinander kann als Maf$ dafiir dienen, wie scharf der Spot begrenzt ist.

Abbildung 3.10: Ermittlung von charakteristischen Grofien aus dem Fluoreszenzbild eines
Spots. Der Median der 5 % hellsten Pixelwerte in beliebigen Einheiten (weif3
eingegrenzt) ist die Intensitit des Spots. Davon ausgehend bestimmt die Anzahl
der Pixel, die heller als die Halfte der maximalen Intensitit sind, den
(Halbwerts-)Durchmesser (magentafarbene durchgezogene Linie). Analog
kann man die Breite des Spots auf 0,25 und 0,75-fachem Intensitdtsniveau
bestimmen (magentafarbene gestrichelte Linien) und damit eine Aussage iiber
die Begrenztheit des Spots treffen. Die Auflésung des Bildes betragt 5 pm/px.
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4  Wirkungsmechanismus des Ubertrags

Zu Beginn des Promotionsprojekts war unklar, wie der Materialiibertrag bei der neuen
LIFT-Implementierung ,cLIFT* (siehe Abbildung 1.6 im Einleitungskapitel) vonstatten
geht. Durch den schnellen Ablauf, die geschlossene Geometrie und die dufderst geringen
Materialmengen entzieht sich dieser Vorgang einer direkten Beobachtung. Riickschliisse
konnen aus den indirekt durch Farbung sichtbar gemachten Fluoreszenzbildern der Spots
und aus der Betrachtung der Donorslides nach deren Benutzung gezogen werden.

Eine spater widerlegte Arbeitshypothese war zunachst, dass die Polyimidschicht des
Donorslides durch Blasenbildung infolge der Bestrahlung delaminiert (wie bei [23]) und
aufgeschmolzenes Material gegen den Akzeptorslide driickt. Dies hitte beispielsweise
impliziert, dass eine besonders leicht delaminierbare Absorptionsschicht gefunden
werden miisste.

In Experimenten zur gezielten Untersuchung des Wirkungsmechanismus konnte dies
jedoch ausgeschlossen werden. Es stellte sich heraus, dass der Materialiibertrag
kontaktlos auch tiber Distanz hinweg (Unterkapitel 4.1) und nicht im Ganzen, sondern als
Aerosol (Unterkapitel 4.2) erfolgt. Fiir die Praxis ist daraus ableitbar, dass es eher wichtig
ist, dass Donor- und Akzeptorslide eine moglichst geringe Distanz zueinander haben. Da
zudem die Warmeleitung innerhalb des Slides ein dominierendes Phanomen ist (vgl.
Kapitel 5), ist es beispielsweise nicht unbedingt ausschlaggebend, den Laserstrahl
moglichst eng zu fokussieren.

Die erarbeiteten Modellannahmen zur Art des Materialliibertrags wurden in einer
numerischen Simulation tiberpriift (Unterkapitel 4.3). Dabei konnte die fiir die simulierten
Bedingungen auftretende charakteristische konzentrische mehrteilige Spotmorphologie
reproduziert werden.

4.1 Ausschluss eines Kontakt-Ubertrags

Mit cLIFT kann Material iiber einen Abstand hinweg libertragen werden (Abbildung 4.1).
Mit dem Abstand nehmen der Durchmesser der resultierenden Spots zu und ihre
Intensitat ab.

Postulierte man einen Kontaktiibertrag durch eine driickende Blase oder sonstige
Ausdehnung des Donors, erwartete man, dass die Kontaktfliche und damit die Spots mit
zunehmendem Abstand kleiner wiirden. Wegen der Diskrepanz zwischen dieser
Erwartung und den tatsidchlichen Beobachtungen lisst sich diese Form des Ubertrags
ausschliefien. Erst bei viel stirkerer Bestrahlungsstirke zeigten sich iibertragene
Materialportionen, die sich der intuitiven Vorstellung nach als per Kontakt iibertragen
deuten lassen (Abbildung 4.2); die Warmewirkung der Bestrahlung ist dabei jenseits
dessen, was sich im Experiment als fiir den Ubertrag von Aminosiurebausteinen
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vertraglich erwiesen hat. Im Fluoreszenzbild ware dann erkennbar, dass die Spots keine
definierte Form mehr haben und die Intensitit gering ist, was auf Beschadigung der
Molekiile zuriickzufiihren ist. Im Parameterbereich ,normaler’ Bestrahlung beobachtet
man solche delaminierten Materialportionen nicht.

Abbildung 4.1:

_

40 60 80 100 120 140 160 180

= Distanz Donor-Akzeptor [pum]

30 40 50 60 70 80 90 100
= Distanz Donor-Akzeptor [um]

Materialtibertrag tber einen Abstand hinweg. (A) ([83], unveréffentlicht):
Schema des Versuchs. Der Donorslide wird an einer Seite mit einem
Abstandshalter auf den Akzeptorslide gelegt. Dadurch nimmt deren Distanz hin
iiber den Slide hinweg zu. Die Steigerung der Distanz ist so gewahlt, dass sie auf
der Lange eines Spots vernachlédssigbar ist. (B) (aus [78]): Ausschnitt eines
Fluoreszenzbild von bei einem solchen Experiment iibertragenen Spots aus
Biotin. Die Lange des Maf3balkens betrdgt 1 mm. (C) (aus [78]): Darstellung des
Spotdurchmessers D (Halbwertsbreite) in Abhdngigkeit der beim Transfer
iiberwundenen Distanz  (,Dist.“) als box plot (ermittelt aus jeweils 31
gleichartigen Spots), bestehend aus Median (Kreise mit Punkt), dem Bereich
zwischen den umliegenden Quartilen (schwarze Balken) und dem
Wertebereich der Spotgrofden (schwarze Linien; falls es Daten gibt, die weiter
entfernt vom Balken liegen als der 1,5-fache Interquartilabstand, werden diese
als Ausreifder aufgefasst und nicht in die Linie integriert, sondern separat als
Kreissymbol eingetragen). Die durchgezogene blaue Linie ist eine
Regressionsgerade durch die Medianwerte.
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Abbildung 4.2: Kontaktiibertrag bei sehr starker Bestrahlung. ,Stark“ bedeutet hier, dass die
tibertragenen Molekiile durch die Hitzewirkung geschidigt wiirden, was sich
im Fluoreszenzbild durch geringe Intensitdt zeigen wiirde. Aufderdem hétten
die Spots keine definierte Form mehr. Deshalb wird solch ,starke’ Bestrahlung
nicht in der Herstellung von Peptidarrays mit cLIFT verwendet, sondern
schwichere Lasereinstellungen; es soll an dieser Stelle allerdings verdeutlicht
werden, dass Kontaktiibertrag durch LIFT prinzipiell méglich ist und wie er
aussehen wiirde. (A) Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der iibertragenen
Materialportion auf dem Akzeptorslide. Bei normaler Bestrahlungsstarke ware
wegen des kleinen Aspektverhaltnisses und unscharfer Begrenzung im REM-
Bild nichts erkennbar. (B) Die entsprechende Stelle auf Donorslide, mit einem
Lichtmikroskop aufgenommen. Teilweise wurde die komplette Materialschicht
libertragen. Bei dem iiblichen Ubertrag mit cLIFT bleibt jedoch ein Grofiteil des
Ubertragsmaterial auf dem Donorslide zuriick. Die Linge der Mafbalken
betragt jeweils 100 pum.

Wie kann der Ubertrag bei cLIFT aktuiert worden sein? Bei manchen LIFT-
Implementierungen (vgl. Kapitel 1.2.1) wird er durch eine Blase (engl. blister), die die
Donorbeschichtung delaminiert, ausgelost. Es stellte sich bei cLIFT allerdings heraus, dass
im Donorslide gegebenenfalls auftretende Blasen in (Abbildung 4.3) und nicht unter der
Absorptionsschicht liegen; erst bei Bestrahlung mit hoherer Leistungsdichte durch eine
stiarker fokussierende Linse tritt Delamination auf (Abbildung 4.4). Der Materialiibertrag
konnte aber auch iiberhaupt ohne Blasen als Begleiterscheinung gelingen. Ferner ist nicht
davon auszugehen, dass eine mechanische Ausdehnung der Absorptionsschicht das
Ubertragsmaterial ,wegschleudert, denn nicht nur mit Polyimidfolie, sondern auch einer
diinnen Graphitbeschichtung auf dem Glassubstrat war Ubertrag moglich (vgl. Kapitel 5.3).
Eine dadurch nicht auszuschlief}ende andere These ist es jedoch, dass Reste des
Losungsmittels vom Aufbringen des Ubertragsmaterials (Kapitel 3.1.1) durch die
Warmewirkung des Laserstrahls verdampfen, ferner sich diese Gase zusatzlich ausdehnen,
dabei Material mit sich reiffen und somit das Material in einer Zweiphasenstromung vom
Donorslide auf den Akzeptorslide iibertragen. Die Beobachtungen im néachsten
Unterkapitel stiitzen diese These.
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Abbildung 4.3: Lichtmikroskopbilder eines Donorslides nach dem Materialiibertrag. Aus [78].
In der rechten Halfte des Bildes, das zwei Bestrahlungsorte zeigt, wurde die
Ubertragsmaterialschicht entfernt und somit die Absorptionsschicht freigelegt.
In der Materialschicht bildet sich eine Ringwall-férmige Struktur, innerhalb der
Absorptionsschicht eine Traube von Gaseinschliissen. Die Lange des
Maf¢balkens im grof3en Bild (Auflicht) betragt 100 pm, die dessen im Ausschnitt
(Durchlicht) 10 pm.
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Abbildung 4.4: Delamination von Kapton-Klebeband. Bei hoéherer Leistungsdichte, erreicht
durch eine stiarkere Linse als die bei den restlichen Versuchen der Arbeit
eingesetzte, delaminiert die Absorptionsschicht an den bestrahlten Orten. Man
beachte, dass die sich bildenden Blasen dem Spotmuster folgend eine
rechteckige Form einnehmen. Die Lange des Maf3balkens betragt 500 um.

4.2  Ubertrag als Aerosol

Im letzten Abschnitt wurde postuliert, dass das Ubertragsmaterial in einer
Zweiphasenstromung iibertragen wird. Die Gasphase besteht dabei aus verdampften und
expandierten Losungsmittelresten des Beschichtungsvorgangs. In diesem Abschnitt wird
nun tiberlegt, in welcher Form das Material dabei vorliegt. Es ist wenig wahrscheinlich,
dass es ebenfalls gasformig wird, weil unter normalem Raumdruck gearbeitet wird und
dann eine Verdampfung von Polymeren nicht zu erwarten scheint. Es ist davon
auszugehen, dass das Material in festen oder zumindest ,fliissigen‘ (das Matrixpolymer hat
keinen Schmelzpunkt, sondern einen Glasiibergang [70]) Portionen iibertragen wird. Die
Frage ist, ob als Ganzes, oder in dispergierter Form - letzteren Fall kann man als
Aerosoliibertrag bezeichnen; dieser wird in diesem Kapitel nachgewiesen.
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Oft zeigen die Spots im Fluoreszenzbild (Abbildung 4.5) einen ringférmigen Hof (,Ring®).
Dieser ist mehr oder weniger vom Inneren des Spots (,Kern) abgegrenzt. Deshalb kann
das Material nicht als ein einzelnes Paket {ibertragen worden sein. Die Tatsache, dass sich
die Ringe benachbarter Spots konstruktiv im Bereich des Zwischenraumes zwischen Kern
und Ring Uberlagern koénnen, zeigt, dass es bei diesem dunklen Zwischenraum nicht
lediglich um ein Zerstorungs- oder Quenching-Artefakt handelt (durch zu hohe
Temperaturen hatten die zu iibertragenden Molekiile zerstért werden kénnen; bzw. bei
Fluoreszenzbildgebung kann aus verschiedenen Griinden Fluoreszenzausloschung
stattfinden und falsch-negative Ergebnisse liefern).

Abbildung 4.5: Ringe um Spots. [83], unveroffentlicht. Gezeigt ist ein Fluoreszenzbild. Man
beachte, dass sich die ,Ringe’ um die ,Kerne‘ der Spots konstruktiv iiberlagern
konnen. Die Lange des Maf¢balkens betragt 250 pm.

Die Ausgepragtheit des Rings hangt von der Distanz zwischen Donor- und Akzeptorslide
ab (Abbildung 4.6; Skizze des Experiments wie Abbildung 4.1A). Mit zunehmender Distanz
schwindet der Kern und der Ring wird dominanter, bevor er undefinierter wird und dann
von der Achse des Ubertrags seitlich wegzudriften erscheint.

» & » *

Dist. [um] = 100
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Abbildung 4.6: Veranderung der Spotmorphologie mit zunehmender Ubertragsdistanz. [83],
unverodffentlicht. Gezeigt ist oben ein Ausschnitt eines Fluoreszenzbilds von
Spots, die mit zunehmendem Abstand zwischen Donor- und Akzeptorslide
libertragen wurden. Die Linge des Mafdbalkens betrdgt 1 mm. Unten ist das
selbe Bild in Vergrofderung dargestellt. Der Kern schwindet, der Ring wird
gleichzeitig prominenter und dann immer weniger definiert. Die gestrichelte
Linie zeigt das ,Wegdriften‘ der Spots bei grofiem Slideabstand an.

In einer der ersten Veroffentlichungen zu LIFT [12] wurde ein Laser mit einem
Linienfokus eingesetzt und neben der iibertragenen Hauptlinie zwei weitere Linien
beobachtet - dies ist das eindimensionale Pendant zu einem Ring. In der weiteren
Literatur wurden nach gewissenhafter Recherche zwar Hinweise auf weiteres Auftreten
[84], aber keine detailliertere Untersuchung dieses Phdnomens gefunden. Eine Absenkung
der Hohe der iibertragenen Mittellinie wurde so gedeutet, dass dort das Zielsubstrat zu
heif ist, als dass sich das Material dort gut absetzen kann. Diese Erklarung greift jedoch
fiir cLIFT nicht, da hier gerade bei engerem Kontakt zwischen Akzeptor und Donor héhere
Oberflaichentemperaturen zu erwarten sind, dann aber die Kerne der Spots besonders
stark sind. Die Ringbildung scheint ein dem cLIFT- und generell dem LIFT-Ubertrag
immanentes Phdanomen zu sein. Dass es in die Literatur keinen verbreiteteren Eingang
fand, liegt wohl daran, dass dort, wo es beobachtet wurde, nur vergleichsweise geringe
Materialmengen {iibertragen und entsprechend prazise Untersuchungsmethoden
eingesetzt wurden.

Besonders beeindruckend ist das Resultat eines Experiments, bei dem sich die
iibertragenen Spots jeweils in mehrere konzentrische Ringe selbst-organisiert haben
(Abbildung 4.7). Hier kamen mit zunehmender Bestrahlungsdauer beim Ubertrag
zusatzliche Kreise aus dem Inneren hinzu, wahrend sich die duf3eren Kreise verbreiterten.
Es ist unbekannt, was spezifisch in diesem Experiment zu diesem Phdnomen gefiihrt hat;
die Materialschicht des Donorslides war vergleichsweise diinn (< 1 um), aber das erwies
sich nicht als hinreichende Bedingung. Es ist aber als verwandt zu den oben
beschriebenen ,einfachen’ Ringen zu sehen. Auch in die Fluoreszenzprofile von solchen
Spots lasst sich ein zusatzlicher Ring, dann vom Kern {iiberlagert, interpretieren -
vergleiche beispielhaft Abbildung 4.8; dies ist allerdings spekulativ und konnte auch
lediglich demonstrieren, dass sich eine Summe von Gauf3-Funktionen gut eignet, um
beliebige geschwungene Kurven zu approximieren.

Die Gestalt der Multi-Ring-Spots erinnert an optische Beugungsmuster, wie sie etwa von
Blenden verursacht werden. Man ist deshalb versucht, hier eine Strukturierung des
Laserstrahls anzunehmen und das iibertragene Muster dann als deren Abbild. Jedoch sind
die Langenskala des Laserfokus und die Distanz zwischen Auftreffort des Strahls und
Akzeptoroberflaiche ungefihr zehn Mal Kkleiner als die Langenskala der Spots im
Fluoreszenzbild. Zudem ist fraglich, wie angesichts der Dominanz der Warmeleitung eine
so fein gegliederte Struktur entgegen der diffusiven Verbreitung von Temperatorprofilen
bestehen konnte. Deshalb ist es verniinftig, anzunehmen, dass die konzentrischen Ringe
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ein Transportphdnomen darstellen. Die in den folgenden Abschnitten beschriebenen

Beobachtungen, Experimente und Simulationen sollen dies weiter beleuchten.

Abbildung 4.7:

Abbildung 4.8:
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Bestrahlungsdauer t

Komplexe Spots, bestehend aus selbst-organisierten konzentrischen Kreisen.
[83], unveroffentlicht. Gezeigt ist das Fluoreszenzbild. Anzahl und Auspragung
der Kreise nehmen zu, je linger beim Ubertrag bestrahlt worden war (vertikale
Achse des Bildes; 1, 1,5, 2, 3, 5, 7,5, 10, und 20 ms). Das Phdnomen ist innerhalb
des Musters reproduzierbar (horizontale Achse des Bildes). Die Liange des
Maf3balkens betragt 1 mm.
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Typisches Intensitatsprofil eines Spots und mogliche Zusammensetzung.
Gezeigt ist der Schnitt durch das Fluoreszenzbild eines typischen mit cLIFT
iibertragen Spots, mit Kern und Ring. Es wurde eine Summe (rote gestrichelte
Linie) von fiinf Gauf3funktionen (blaue durchgezogene Linien) an die Daten
(schwarze Punkte) angepasst. Die Spotgestalt lasst sich damit beschreiben als
Summe aus Kern, einem inneren, vom Kern liberlagerten und einem dufieren
Ring. Es sei auf die spekulative Natur dieses Postulats hingewiesen.
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Zu Beginn der Arbeit gab es die Uberlegung, ob das Héhenprofil, das sich auf der
Donoroberfliche wahrend der Bestrahlung bildet, verantwortlich fiir die Ringstrukturen
sein kann. Wenn man als Ansatz davon ausgeht, dass das Material senkrecht von der
Oberflache ausgehend iibertragen wird und vollstindig inertiale Partikel annimmt, die
diese Richtung beibehalten, ist die Gestalt des so ilibertragenen Spots abhingig vom
Abstand zwischen Donor- und Akzeptorslide. Durch die Welligkeit der Glassubstrate
betrdgt der Abstand zwischen den Slides, also die Luftschicht, bei aufeinander gelegten
Slides nach Messungen mit einem Messmikroskop im Mittel (50 +21) um. Falls
beispielsweise die Polyimidfolie einseitig unsauber abgetrennt wiirde, konnte ein weiterer
Spalt entstehen. Die plastische Deformation der Absorptionsschicht, die nach der
Bestrahlung zuriickbleibt, ist zwar gering im Vergleich zu ihrer lateralen Ausdehnung, so
dass das Entstehen eines im Vergleich noch gréfleren Spots nach diesem Modell nicht
plausibel erscheint; allerdings kommt im tatsidchlichen Verlauf wohl noch eine zuséatzliche
reversible thermische Ausdehnung hinzu. Deshalb wurde das Modell senkrecht
abgeschleuderter Partikel nicht verworfen, sondern seine Vorhersage der
Spotmorphologie in einer Art ray tracing qualitativ ermittelt. Aus Messungen wurde ein
typisches Donorprofil z(r) gewonnen und {iber elementare geometrische Uberlegungen
(Abbildung 4.9) wie dem Hohensatz des Euklid (Formel (4.1a)) berechnet, wo jeweils vom
Donorslide ausgehende Partikel-,Strahlen’ auf der Akzeptoroberfliche in Distanz D
ankommen (Formel (4.2)). Von dquidistanten Punkten entlang der Oberflachenlinie (also
als z(s) und nicht z(r) parametrisiert, wobei s die Bogenldange ist) wurden Teststrahlen
ausgesandt und die Menge der Auftrefforte r,.. gesammelt. Das entstehende Spot-Profil,
also die Teilchendichte, auf dem Akzeptor wurde durch Kerndichteschatzung (kernel
density estimation) aus diesen Auftrefforten geglittet dargestellt. Dabei muss eine
Gewichtung mit r4,,(5)/ 74| vorgenommen werden, denn die Fliche von Ringelementen
steigt mit zunehmendem Radius an. Man beachte als Randbemerkung, dass das Auftreffen
an einem ,negativen’ Radius erfolgen kann (deshalb die Betragsfunktion), denn konkave
Bereiche der Donoroberfliche kénnen Teilchen in negative r-Richtung aussenden, die
dann den Ursprung tberqueren; tragheitslose Teilchen, die dem Fluss der Tragerphase
folgen, konnten aus Symmetriegriinden keine solchen Trajektorien besitzen. Abbildung
4.10 zeigt, welche Spotprofile sich mit diesem Modell ergeben wiirden; sie waren
konzentrisch aufgebaut und vom Slideabstand abhingig, aber entsprechen nicht den
tatsdchlich beobachteten.

| 14z] .
F r Donorslide

B D_Z(rdon) D

Akzeptorslide

Ar

acc
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Abbildung 4.9: Skizze zum Modell der Aussendung inertialer Partikel. Material wird demnach
senkrecht von der deformierten Donorslide-Oberfliche z(s) am Ort ry,,
abgesondert und andert seine Richtung bis zum Auftreffen auf dem
Akzeptorslide im Abstand D bzw. Ar am Ort 1, nicht (grauer Pfeil). Aus der
Steigung der Donoroberfliche Az/Ar lasst sich beispielsweise {iber den
Hoéhensatz des Euklid der Auftreffort berechnen.

(Ar)? = |Az| - (D — z(Tgon)) (4.1a)
|Ar| _|Az
- D - Z(rdon) B E (b)
dz
= Tacc = Tdon — (D - Z(rdon)) “dr (4.2)

T=Tdon
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z [pm]

() B
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Abbildung 4.10: Vorhersage des Modells der Aussendung inertialer Partikel. (A) Das Modell
wurde auf ein gemessenes Donorslide-Hohenprofil angewandt - hier akkurate
Darstellung der ,Teststrahlen’; keine Skizze - und das zu erwartende
Intensititsprofil I(r) des Fluoreszenzbildes berechnet. Es hat eine Ahnlichkeit
zu manchen der Spots in Abbildung 4.7. (B) Weitere Profile wurden fiir einen
grofien Bereich der Distanz zwischen Donor- und Akzeptoroberfliche
berechnet; die gestrichelte Linie zeigt die Lage dessen aus (A). Sie sind deutlich
vom Abstand abhingig, aber weisen keinen Kern auf. Dies entspricht so nicht
den Beobachtungen.

Der zweite Grenzfall, was die Tragheit der libertragenen Partikel angeht, ist es, sie als der
Tragerstromung vollig passiv folgend anzusehen (der erste war die Annahme komplett
trager Partikel, die keinen Stromungseinfliissen unterliegen). Dies ist plausibel, da der
Drift und das zunehmende ,Verschmieren’ der Ringe in Abbildung 4.6 zusitzlich ein
diffusives Verhalten nahelegt, was auf sehr kleine Partikel hindeutet. Angenommen wird
hier deshalb der Ubertrag als Aerosol, also von Schwebstoffen in einem bzw. mittels eines
Fluids. Inspiration fiir den folgenden Versuch war die Verunreinigung eines Testmusters
durch eine Staubfaser, die im Fluoreszenzbild einen ,Schatten‘ geworfen, also wahrend des
Ubertrags das Material iibertragende Aerosol am Strémen gehindert hat (Abbildung 4.11).
Um diesen Effekt kontrollierter studieren zu kénnen, wurden spharische Mikropartikel
(10 pum Durchmesser; Spheromers CA-10, Microbeads) zufillig auf einem Akzeptorslide
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verteilt (Abbildung 4.12A) und anschlief?end darauf von einem Donorslide ein Testmuster
tibertragen. Mit Hilfe der Mikroskopkamera des cLIFT-Aufbaus wurden Bilder von den
Slides aufgenommen, so dass sich im Nachhinein bestimmen lief3, wo die Mikrokugeln
wihrend des Ubertrags gelegen haben. Im Ergebnis zeigte sich, dass Kugeln, die im Kern
des Spots liegen, keinen lateralen Schatten werfen (Abbildung 4.12B), und Kugeln, die
auflerhalb des Spotzentrums liegen, eine ,Einschniirung’ des Rings hervorrufen
(Abbildung 4.12C). Daraus kann geschlossen werden, dass der Kern senkrecht vom
Donorslide zum Akzeptorslide und der Ring durch eine laterale Stromung zwischen den
Slides {iibertragen werden. Zusammen mit der Gestaltinderung bei zunehmender
Slidedistanz (Abbildung 4.6) legt dieser Effekt nahe, dass Kern und Ring getrennt
betrachtet werden konnen, entfernt dhnlich wie Moden in anderen physikalischen
Bereichen bzw. erinnernd an Resonator-Moden.

T ———
° B .

Abbildung 4.11:  Verunreinigung der Slides durch eine Faser. Rechts: Lichtmikroskopbild des
Donorslides, links: zugehoériges Fluoreszenzbild der iibertragenen Spots. Die
Faser hat einen ,Schatten‘ geworfen. Das Spotraster ist 500 pm.

A | |
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Abbildung 4.12: Gezielte Blockade des Ubertrags. [83], unverdffentlicht. (A) Skizze des
Experiments. Mikrokugeln blockieren die Strémung des Aerosols beim
Ubertrag und werfen je nach dessen Stromungsrichtung einen ,Schatten’.
Offensichtlich wird der Kern der Spots senkrecht iibertragen (B) und der Ring
durch lateralen Stofftransport (mach beachte die durch den Pfeil angezeigte
,Einschniirung) (C). Die Lage der Blockadekugeln wurde durch weifse Kreise in
die Fluoreszenzbilder eingezeichnet. Die Linge der Mafsbalken betragt 100 pm;
der Kontrast fiir die Teilbilder wurde einzeln angepasst.
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Um in einem zweiten Experiment zu verifizieren, dass der Kern senkrecht vom Donorslide
zum Akzeptorslide und der Ring durch eine laterale Stromung zwischen den Slides
iibertragen werden, wurde als Akzeptorslide ein mit Mikrokavitidten versehenes Substrat
verwendet (Abbildung 4.13A; Durchmesser der Kavititen 23 um, Tiefe 8,7 pum,
Trennwande min. 9,5 um; Probe von [9]). Das vom Donorslide iibertragene Material
umfasste keinen Aminosdurebaustein, sondern ein fluorophores Molekiil, das ohne
weitere Prozessierung fluoreszent abgebildet werden konnte (Details hierzu in [85]). Die
Erwartung war, dass nur der Kern des Spots in die Kavitaten eindringen kann, und die
dufieren Bereiche des Spots, die lateral iibertragen werden, nur auf der Oberfliche der
Zwischenrdume abgelagert werden. In der Tat bestatigt das Resultat (Abbildung 4.13B)
diese Erwartung.

A | |

\/;J\/‘\/\:(\/ JIS

Abbildung 4.13:  Ubertrag in ein Substrat mit Mikrokavititen. [83], unveréffentlicht. (A) Skizze
des Experiments. (B) Fluoreszenzbild des Akzeptorslides nach dem Ubertrag.
Nur der innere Bereich der Kerne der Spots wurde auf die Boden der Kavitaten
libertragen. Die Lange des Mafdbalkens betragt 250 um.

Ferner hat sich in weiteren Beobachtungen abgezeichnet, dass die Ringe der Spots eine
endliche Zeit im Spalt zwischen den Substraten verbleiben, wie es sich durch deren
Abdriften in Abbildung 4.6 angedeutet hat: Die Ringe von Spots, die in engem Raster
iibertragen wurden, scheinen sich in ihrer Form gegenseitig zu beeinflussen, teilweise
,abzudringen’ (Abbildung 4.14). Das erklart auch, warum in Abbildung 4.13 die ,Ringe’
nicht kreisformig, sondern als geschwungene Linien vorliegen. Im Rahmen der
Modellannahme des Ubertrags durch einen advektiv-diffusiven Zweiphasenfluss (sehr
kleine Partikel in einem Tragerfluid) ist es plausibel, dass Ringe sich eher abdrangen (d.h.
vom Aerosolfluss neuer, benachbarter Spots abgedrangt werden) als schneiden, weil sich
die transportierten Partikel nur eingeschrankt unabhiangig vom Tragerfluid bewegen
konnen. Zudem sind kleinskalige Stromungen bekanntlich vorwiegend laminar und
erschweren deshalb Vermischung.
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Abbildung 4.14: Gegenseitig deformierende Ringe. Fluoreszenzbild; aus den Arbeiten zu [75],
freundlich zur Verfiigung gestellt. Das Spotraster betragt 200 pum, die
Bestrahlungsstirke nahm von rechts nach links leicht zu. Als
Absorptionsschicht des Donorslides wurde Durimide verwendet, was einen
sehr intensiven Ubertrag verursachte.

Die auf dieser und den vorherigen Seiten dargestellten Beobachtungen lassen sich durch
die Annahme eines Aerosoliibertrags motivieren bzw. widersprechen ihr nicht, festigen
also diese Hypothese.

4.3 Simulation

In den vorherigen Unterkapiteln wurde aus experimentellen Beobachtungen abgeleitet,
dass bei cLIFT der Ubertrag des Materials als Aerosol mit kleinen, passiven Partikeln
durch einen advektiv-diffusiven Transportprozess erfolgt. Nun wird mit diesen
Modellannahmen eine numerische Simulation durchgefithrt und gezeigt, dass dabei
charakteristische Phanomene reproduzierbar sind, die in den Experimenten beobachtet
worden waren ([83], noch unveroéffentlicht).

In der Simulation werden die Strémung und die Materialkonzentration zwischen den
Slides (vgl. Abbildung 4.15), sowie die Oberflichenkonzentration des auf dem
Akzeptorslide adsorbierten Materials berechnet. Letztere ist letztlich die Grofde, die im
Experiment indirekt als Fluoreszenzsignal messbar ist. Eine wesentliche Annahme des
simulierten Modells ist, dass das meiste Ubertragsmaterial zu Anfang in Bewegung gesetzt
wird und im weiteren Verlauf neu gebildetes Aerosol viel weniger Material mit sich tragt.
Es ist plausibel anzunehmen, dass leicht mitzureiffendes Material schnell von den
gebildeten Dampfen aus der Materialschicht mitgenommen wird.
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Abbildung 4.15: Skizze der Simulationsgeometrie in Zylinderkoordinaten. Die Aerosolstromung

(Geschwindigkeit u, Druck p und volumenbezogene Stoffkonzentration ¢) im
Spalt der Hohe H zwischen Donor- und Akzeptorslide wird berechnet. Der
Einlass des Areosols mit vorgegebener Geschwindigkeit U und Konzentration C
befindet sich am oberen Ende des Simulationsgebiets, also an der
Donoroberflache, von der Symmetrieachse bis zum Einlassradius R. Das rechte,
dufdere Ende des Gebiets bei r = L ist offen mit verschwindendem Druck p,. Auf
der weiteren oberen sowie der unteren Gebietsgrenze, also den Oberflichen
der Slides, wird in einer gekoppelten gewdhnlichen Differentialgleichung die
abgelagerte flachenbezogene Stoffkonzentration ¢; berechnet. Diese
Konzentration ist im Experiment als Fluoreszenzintensitat sichtbar. In der
Simulation sollen bei geeigneter Wahl von U, C, R die Auswirkung von
Variationen des Slideabstands H auf die entstehenden Muster der
Konzentration nachgestellt werden und dadurch die Hypothese des Aerosol-
basierten Materialiibertrags gefestigt werden.

Ein System aus partiellen und gewodhnlichen Differentialgleichungen wurde aufgestellt
(fiir theoretische Grundlagen der Fluidmechanik siehe z.B. Quelle [86]) und mit COMSOL
gelost. Das Problem wurde wegen seiner radialsymmetrischen Natur in
Zylinderkoordinaten behandelt. Das Stromungsfeld u(r,z,t) und der Druck p(r,z,t)
werden dabei durch die Navier-Stokes-Gleichungen fiir Newtonsche Fluide beschrieben
(Formel (4.3)) und das Fluid dabei als inkompressibel angenommen (Formel (4.3b)).
p = 1.636 kg/m3 ist dabei die Dichte und u = 18- 107° Pa's die Viskositit von Luft. Fiir
die Reynoldszahl des Problems gilt Re = 14, wohingegen die kritische Reynoldszahl fiir
Stromungen zwischen parallelen Platten grofier als 2285 ist [87]; deshalb wurde kein
dissipativer Modellterm fiir turbulente Strémung hinzugenommen.
ou

FT pu-Vu=V-[-pl+pu(Vu+ (Vu)T)] (4.3a)

pV-(u) =0 (b)

Gleichzeitig wird die Volumenkonzentration c(r, z, t) des libertragen werdenden Materials
durch eine Advektions-Diffusions-Gleichung beschrieben (Formel (4.4)). Der Diffusions-
koeffizient D = 10~7 m?/s wurde so hoch gewihlt, wie es gerade noch verniinftig fiir
Molekiile in Gas ist.

dc

5 TV (=DVe) +u-Ve =0 (4.4)
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Die Ablagerung von Material auf den Slideoberflichen wird durch eine auf den
Gebietsgrenzen der obigen partiellen Differentialgleichungen definierte gewdhnliche
Differentialgleichung fiir die Oberflaichenkonzentration c;(r) beschrieben (Formel (4.5)).
Als Massentransferkoeffizient k = 20000 m/s wurde ein sehr grofier Wert angenommen,
um eine komplette Ablagerung zu gewahrleisten. Die Betragsfunktion erleichtert dabei
numerische Stabilitat.

% = |kc]| (4.5)
Oberflachen- und Volumenkonzentration sind iiber eine entsprechende Randbedingung
auf der oberen und unteren Begrenzung, die jeweils einem Slide entspricht, ndmlich iiber
eine partielle Differentialgleichung (Formel (4.6a)) aneinander gekoppelt (n bezeichnet
den Normalenvektor). Fir die Stromung gilt an diesen Grenzen die no slip-Bedingung
(Formel (4.6b)).

—n - (=DVc + uc) = —kc (4.6a)
u=0 (b)

Randbedingung fiir den Einlass am ,oberen’ (z = H) Ende des Gebiets, bei 0 < r < R, mit
R = 37.5 pm, was in etwa der Grofde der aufgeschmolzenen Bereiche auf dem Donorslide
entspricht, ist ein senkrechtes Einstromen des Fluids mit |u| = U. Die Konzentration € am
Einlass von etwa 0.45 mol/m3 wurde so gewihlt, dass bei einer Einlassgeschwindigkeit
von 1 m/s insgesamt 1 pmol an Material ibertragen wird. Randbedingung fiir den Auslass
am ,rechten’ (r = L) Ende des Gebiets ist ein verschwindender Druck mit unterdriicktem
Rickfluss (Formel (4.7a)). Fiir die Volumenkonzentration gilt Formel (4.7b).

[-pI + u(Vu+ (Vw)T)|n = —pyn (4.7a)
wobei Po<0
“n-DVc =0 (b)

Die Einlassbedingung fiir u gilt fiir 0 < ¢t < T mit 7 = 1 ms, danach istu = 0. Wie eingangs
erwahnt, fiihrt das einstromende Fluid nur anfangs, namlich fir 0 < t < et mite = 1/2
eine Konzentration ungleich Null mit sich. Der numerischen Stabilitit wegen werden die
Werte nicht instantan gesetzt, sondern einer logistischen Funktion mit einer kleinen
Zeitskala y = 0.01ms < 7 folgend erreicht, nimlich ~1/(1+ exp((t — tsr)/X)) -

(1 —1/(1+ exp((t — teng)/x)))- Dabei isttyay = 5x, so dass der Ausdruck beit =0
nahezu verschwindet.

Anfangs ist das System in Ruhe und ohne Konzentration:
u(r,z,t=0)=0 (4.8a)

c(r,z,t=0)=0 (b)
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c(r,t=0)=0 (c)

Die Geometrie dehnt sich in r-Richtung hinreichend weit aus, namlich 500 pm. Die Héhe
des Simulationsgebiets, also der Abstand zwischen Donor- und Akzeptorslide, wird mit H
bezeichnet. Das Gebiet wurde mit COMSOL im sog. physics-controlled Modus in ein free
triangular mesh-Netz mit Elementen der GrofRenstufe ,finer' zerlegt. Diese finiten Elemente
haben dann eine durchschnittliche Fliche von (7.4 pm)2. Die Wahl der Elementgrofe
hatte keinen grofden Einfluss auf das Ergebnis der Simulation.

Die Gleichungen wurden mit der finiten Elemente-Methode geldst. Die Einstellungen des
Solvers wurden in den vorgegebenen Einstellungen des Programms belassen (BDF time
stepping, constant Newton fully coupled solver with Jacobian update once per time step,
PARDISO direct solver). Die Endzeit der Simulation wurde so gewahlt, dass sich die
Oberflachenkonzentration nicht mehr dndert.

In der Simulation wurden der Slideabstand H und die Einlassgeschwindigkeit U variiert.
Im Simulationsergebnis zeigt sich, dass das rekonstruierte Spotprofil einen Kern und
einen Ring aufweist (Abbildung 4.16C) und wie im Experiment der Kern bei
zunehmendem Slideabstand schneller abnimmt als der Ring (Abbildung 4.16D).

Diese Phianomene entsprechen grundsitzlich den experimentellen Beobachtungen (vgl.
Abbildung 4.6). Multiple Ringe wurden in den Simulationen zwar nicht beobachtet, aber
der Riickwirbel, hier im dritten Bild von Abbildung 4.16B zu sehen, kénnte prinzipiell
moglicherweise zu einem zweiten, engeren Ring fithren. Andererseits ist bei der Erhéhung
der Einlassgeschwindigkeit (Abbildung 4.16E) zu beobachten, dass nicht nur der Ring an
Durchmesser gewinnt, sondern auch im Zentrum des Kerns ein Minimum entsteht, der
Kern sich also in einen Ring wandelt. Eine andere Begrenzung der Simulation ist, dass bei
kleinen Slideabstinden der Trend in Abbildung 4.16D von den experimentellen
Beobachtungen abweicht und der Ring wird wieder weiter wird (gelbe gestrichelte Linie);
es konnte es zukiinftig allerdings auch nétig sein, die hier konstant angenommenen
Einlassbedingungen mit der Spaltgeometrie zu koppeln. Nichtsdestotrotz konnten hier mit
stark vereinfachten Annahmen wesentliche experimentelle Beobachtungen nachgestellt
werden. Diese Reproduktion grundlegender Phdnomene validiert das Simulationsmodell.

In Zukunft ware es wiinschenswert, die fluiddynamische Simulation zu koppeln mit einer
Simulation der thermischen Vorgange bei der Laserbestrahlung. Moglicherweise lief3e sich
damit eine Strategie entwickeln, wie durch geeignete Mikrostrukturierung der Donor- und
Akzeptorslides sich der Materiallibertrag optimieren lasst. Hierbei wird die Geometrie
allerdings komplexer und die Anzahl zu beriicksichtigender Effekte grofier und es
miissten, gerade in Unkenntnis bestimmter Materialeigenschaften, weitere starke
Annahmen getroffen werden, die die spezifische Aussagekraft der Simulation bzw. ihrer
theoretischen Modelle einschrianken. Im folgenden Kapitel {iber den Einfluss der
verschiedenen Prozessparameter wird der Materialiibertrag durch cLIFT deshalb eher
phdnomenologisch betrachtet. Die Erkenntnisse daraus koénnen in eine zukiinftige
erweiterte Simulation einflief3en.
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Abbildung 4.16: Ergebnisse der Simulation. [83], unveroffentlicht. (A) Quasistationires
Stromungsfeld (Grauwerte: Betrag, Pfeile: Richtung), das in der Mikrospalte
zwischen den Slides durch die Verdampfung von Ldsungsmittelresten in der
Materialschicht entsteht, und durch einen Einlass links oben modelliert wurde.
Das rechte Ende des Gebiets ist offen, das obere durch den Donorslide und das
untere durch den Akzeptorslide begrenzt. (B) Standbilder der
Volumenkonzentration in verschiedenen Abschnitten des Vorgangs: Zunichst
trifft der einstromende und Material tragende Jet die Akzeptoroberflache
senkrecht (erstes Bild) und wird dann radial nach aufden abgelenkt (zweites
Bild). Dann (hier zwischen 0,5 und 1 ms) stromt weiteres Fluid nach, aber bringt
kein weiteres Material mit sich (drittes Bild), bis der Einfluss komplett versiegt.
Das Material (Konzentration griin dargestellt) in der Spalte bildet dann eine
ringformige Wolke, die langsam diffundiert (viertes und fiinftes Bild) und an die
Slideoberflachen adsorbiert. (C) Rekonstruktion des Fluoreszenzbild des Spots
aus dem Profil, das aus der in (A) und (B) dargestellten Simulation berechnet
wurde. Der Spot weist einen Kern und einen Ring auf. (D) Radial aufgetragene
Oberflachenkonzentrationen fiir verschiedene Abstinde H zwischen Donor- und
Akzeptorslide bei gleicher Einlassbedingung (U = 5m/s). Wie von den Pfeilen
illustriert, verschwindet der Kern des Spots, wiahrend der Ring langsamer an
Intensitdt abnimmt und sich leicht vergrofRert. (E) Spotprofile fiir verschiedene
Einlassgeschwindigkeiten bei gleichem Slideabstand H = 150 um. Die Pfeile
illustrieren, dass der Kern bei schnelleren Jets stirker ausgepragt gegeniiber
dem Ring ist und sich in der Mitte ein Konzentrationsminimum bildet.
Erwartungsgemafd transportieren schnellere Stromungen den Ring weiter in
laterale Richtung.

4.4 Sonstige Beobachtungen

Abschlief}end werden nun sonstige Beobachtungen beschrieben. Die erste ist ein
,negatives Ergebnis’ bzw. eine ,Sackgasse’ - vielleicht kann sie dennoch fiir zukiinftige
Forschung hilfreich sein. Die Zweite ist eine grobe experimentelle Abschatzung der
Temperatur wihrend Materialiibertrag. Sie kann zur Uberpriifung von zukiinftigen
Simulationen dienen.

4.4.1 Topographie des Donorslides nach dem Ubertrag

Nach der Bestrahlung bleiben folgende Strukturen auf dem Donorslide zurtick (Abbildung
4.17): Der bestrahlte Bereich als solcher ist leicht erhoht (Grofienordnung Mikrometer), es
hat sich ein ,Ringwall’ gebildet (Durchmesser 102 pm und kleiner als der iibertragene Spot,
Breite 101 um, Hohe 10° um) und in gréfierem Abstand ist ein feiner ringformiger ,Graben’
zu erkennen. Bei dem Wall handelt es sich nicht um einen Entnetzungsring, denn die
darunter liegende Oberflache wird nicht freigelegt. Ein dhnliches Phdnomen war von [88]
beobachtet und untersucht worden. Der Graben ist meist nicht im Lichtmikroskopbild,
sondern nur in Messungen mit dem Weifdlichtinterferometer zu erkennen. Mit einem
Rasterkraftmikroskop wurde verifiziert, dass er eine Furche und keine Erhéhung ist. Er
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tritt nur bei der in dieser Arbeit iiblicherweise verwendeten Matrix in der
Materialbeschichtung auf. Meistens hat er den selben Durchmesser wie der ilibertragene
Spot im Fluoreszenzbild - deshalb bestand zunichst die Hoffnung, anhand des Grabens
allein die Spotgrofie vorhersagen zu konnen, ohne Messungen auf dem Akzeptorslide
durchfiihren zu miissen. Allerdings zeigte sich (beobachtet im Experiment zu Abbildung
5.26), dass diese Grofien nicht zwingend iibereinstimmen. Ein weiteres Merkmal dieser
Graben ist, dass sie sich nicht zu schneiden scheinen. Benachbarte Spots bilden einen
gemeinsamen Graben, der mehrere Spotzentren umgeben kann. Der unbekannte
Mechanismus, der zur Entstehung der Graben fiihrt, hat also ein Gedadchtnis. Dieses scheint
aber keine irreversible Anderung bei Uberschreitung einer Temperaturschwelle zu sein,
denn auf Donorslides, die zuvor so weit erhitzt worden waren (bis 240 °C), dass die
Materialbeschichtung dabei so gering viskos wurde, dass sie sich zu entnetzen begann,
bildeten sich bei Bestrahlung noch Griaben (im Rahmen eines vom Verfasser betreuten
studentischen Praktikums [69] untersucht).

100 um

Abbildung 4.17:  Topographie eines bestrahlten Donorslides. Am Bestrahlungsort hat sich die
Beschichtung des Donorslides plastisch ausgedehnt. Ein Wall hat sich gebildet
(in der Hohenskala rot), den ein Graben umgibt (Pfeil). Dargestellt sind als
bearbeitetes Bildschirmfoto der Messsoftware die Daten einer Messung mit
einem scanning vertical interferometer.

4.4.2 Abschitzung der Temperatur wihrend des Ubertrags

Im Rahmen eines vom Verfasser betreuten studentischen Praktikums [79] wurde
abgeschitzt, wie warm das Ubertragsmaterial wird. Dazu wurde eine
temperaturempfindliche Tinte (,Kromagen”, Black 90-NH W/B flexo ink, Hallcrest) anstatt
der Materialschicht auf die Absorptionsschicht der Donorslides aufgetragen. Die Tinte
verandert graduell je nach erfahrener Temperatur irreversibel ihre Farbe vom Weif3en ins
Schwarze. Ein solcher Donorslide wurde wie iiblich auf einem Akzeptorslide liegend mit
einem Testmuster, das die giangigen Lasereinstellungen umfasste, bestrahlt. Ein anderer
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solcher Donorslide wurde zerteilt und die Stiicke auf einer Heizplatte unterschiedlich
temperiert. Von den beiden Donorslides wurde hinterher mit einem Dokumentenscanner
gleichzeitig ein Bild aufgenommen. Der Vergleich beider Farbungen (Abbildung 4.18)
zeigt, dass etwa 130 °C erreicht wurden. Dies stellt natiirlich nur eine Abschitzung dar, da
die Thermotinte den Laser zusatzlich absorbiert bzw. in die Absorptionsschicht
zuriickstreut, und andere thermische Materialparameter besitzt als die eigentliche
Ubertragsschicht. Nichtsdestotrotz erlaubt dieses Experiment eine Einordnung der
Ubertragstemperatur in eine Gréenordnung.

80°C, 90°C, 100°C,110°C,120°C,125°C,130°C, 140°C

Abbildung 4.18:  Abschiatzung der Temperatur beim Ubertrag. Anstatt der normalen
Ubertragsmaterialschicht wurde eine Thermotinte auf den Donorslide
aufgetragen und deren Schwirzung mit der Farbe von Donorslidestiicken
verglichen, die verschiedenen Temperaturen ausgesetzt worden waren.

4.5 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde geklart, wie der Materialiibertrag bei cLIFT vonstatten geht. Das
Material wird als Aerosol mit kleinen, passiven Partikeln durch einen advektiv-diffusiven
Transportprozess iibertragen. Die Gasphase stammt dabei vermutlich von bei der
Laserbestrahlung verdampfenden Losungsmittelresten innerhalb der Materialschicht.

Hinweis auf diesen Mechanismus, aber auch seine Konsequenz ist das Auftreten von
konzentrischen Ringen um den Kern der Spots, das in der Literatur bisher kaum
beschrieben wurde. Moglicherweise lasst sich eine Anwendung fiir das Phdnomen der
Ringbildung finden; wollte man ohne Vorwissen ndmlich willentlich Mikroringe
generieren, wire dies sicherlich ein schwieriges Unterfangen. In der Anwendung zur
Synthese von Molekulararrays sind Ringe jedoch hinderlich. Ein méglichst geringer
Abstand zwischen Donor- und Akzeptorslide verhindert diese.

In Zukunft sollte die fluiddynamische Simulation des Ubertrags um ein Modell fiir die
thermischen Effekte im Donorslide erweitert werden.

54



Prozessparameter

5 Prozessparameter

In diesem Kapitel wird untersucht, wie die verschiedenen Parameter, die in der
vorliegenden Implementierung ,cLIFT“ des LIFT-Verfahrens Einfluss haben, sich auf die
resultierenden Spots auswirken. Ziel dabei ist es, die Begrenzungen des Verfahrens zu
ermitteln und ein optimales Prozessfenster aufzuzeigen.

5.1 Ziel- und einstellbare Grofien

Optimale Spots sind moglichst klein, damit ein Array viele Spots erfassen kann. Die
chemische Ausbeute ist wichtigste Nebenbedingung: Spots, die im Fluoreszenzbild keine
maximale, gesittigte Intensitdt zeigen, sind fiir wiederholte kombinatorische Synthese
unbrauchbar. AufRerdem sollte die Prozesszeit moglichst kurz sein.

Die Zielgrofien Grofde und Intensitat (im Fluoreszenzbild, als Hinweis auf die chemische
Ausbeute) der Spots sind nicht ginzlich unabhingig voneinander. Das Maximum der
Intensitit von iibertragenen Spots ist - bis zur Sattigung beim Wert I,,,, die eintritt, wenn
die Akzeptoroberfliche keine weiteren Molekiile mehr aufnehmen kann und die maximale
Ausbeute erreicht ist - umso hoher, je grofder deren Durchmesser (Halbwertsbreite) ist.
Die Spots weisen dabei ein universelles Intensititsprofil auf: Normalisiert man dieses auf
das Maximum und skaliert es mit dem Halbwertsradius, ergibt sich eine gaufdkurvenartige
Form (Abbildung 5.1).
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Abbildung 5.1: Universelles Intensitatsprofil ungesattigter Spots. Es wurden viele Spots mit

verschiedenen Laserparametern von einem Donor mit in dieser Arbeit
iiblicherweise verwendetem Aufbau (vgl. Einleitungskapitel) iibertragen, nach
der Kupplung mit einem fluoreszenten Stoff angefdrbt und mit einem
Fluoreszenzscanner  sichtbar gemacht. Links: 3303  Fluoreszenz-
Intensitdtsprofile in ihrer urspriinglichen Skalierung. Rechts: Normalisiert
man die Profile auf ihr Maximum und skaliert sie mit der halben
Halbwertsbreite, ergibt sich eine gauf3kurvenartige Form.
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In speziellen Anwendungsfallen sind von der obigen Zielsetzung abweichend besonders
grofde Spots gewiinscht, beispielsweise wenn fiir chemische
Charakterisierungsexperimente eine geschlossene Flache an Material ibertragen werden
soll. Das Hauptaugenmerk der Untersuchung liegt aber dennoch auf der zuverlissigen
Erzeugung moglichst kleiner Spots.

Es gibt bei cLIFT rein technische Parameter wie die Einstellungen des Lasers (Unterkapitel
5.2), wahlbare Material- bzw. geometrische Eigenschaften wie die der Absorptionsschicht
(Unterkapitel 5.3) und gegebene, aber variierende, teils der Messung unzugingliche
Stoffeigenschaften, die ebenfalls einen deutlichen Einfluss auf die Gestalt der Spots haben
(Unterkapitel 5.4). In den Experimenten hat sich gezeigt, dass absolute Werte noch
unvorhersagbar schwanken, das grundsatzliche qualitative Verhalten des cLIFT-Effekts
jedoch typisch und gut reproduzierbar ist.

5.2 Lasereinstellungen

]
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Abbildung 5.2: Typisches Fluoreszenzbild eines Testmusters zur Ermittlung des Einflusses
der Lasereinstellungen. In dhnlicher Form in [78]. Es wurden unabhéangig die
Bestrahlungsdauer 7 und die Leistung P des Strahls variiert. Es ist eine
geschwungene Grenzkurve ausmachbar, jenseits derer bei schwéacherer
Bestrahlung keine Spots mehr {ibertragen wurden. Man beachte, dass in der
abgedruckten Grofde des Bildes der subjektiv wahrgenommene Eindruck der
Helligkeit der Spots triigt: Kleine Spots sind von mehr Hintergrund umgeben
als grofde Spots und erscheinen deshalb dunkler. Nichtsdestotrotz lassen sich
auf groflen Langenskalen Schwankungen der Intensitit erkennen; diese
kénnen von einer inhomogenen Oberflachenfunktionalitit stammen oder
Farbeartefakte sein. Der Mafsbalken entspricht 1 cm.

Der technisch am einfachsten steuerbare Prozessparameter ist die ,Starke’ des Lasers.
Dabei konnen die Leistung P des Laserstrahls und die Bestrahlungsdauer t unabhangig
voneinander eingestellt werden. Abbildung 5.3 zeigt ein typisches Konturdiagramm
(Auswertung unter Verwendung von [89]) des Durchmessers D der resultierenden Spots
in Abhéngigkeit von der Leistung und Dauer der Bestrahlung. Datengrundlage ist das in
Abbildung 5.2 gezeigte und beschriebene Testmuster. Ausgeschlossen wurden dabei
iiberlappend grofde Spots, beschidigte Bereiche des Scans, offensichtliche Ausreifier, die
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durch Artefakte der Bildverarbeitung entstehen sowie Spots im Randbereich, die im
Vergleich zum Hintergrund so schwach sind, dass eine quantitative Vermessung ihres
Durchmessers nicht mdglich war. Man beachte, dass in der praktischen Anwendung sich
das sporadisch auftretende Fehlen einzelner Spots verhindern lasst, indem das selbe
Muster zwei Mal mit zwischenzeitlich bewegtem Donorslide iibertragen wird, und somit
Fehlstellen auf dem Donorslide umgangen werden.
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Abbildung 5.3: Einfluss von Bestrahlungsdauer und Leistung des Laserstrahls auf die

Spotgrofie. Die Spots wurden von einem Donorslide mit in dieser Arbeit
iiblicherweise verwendetem Aufbau (vgl. Einleitungskapitel) iibertragen. Bei
,schwachen’ Lasereinstellungen (links unten) werden keine Spots libertragen.
Spots bei ,starker’ Bestrahlung (rechts oben), die grofier sind als das
Spotraster und deshalb nicht getrennt betrachtet werden konnten, wurden aus
der Auswertung ausgeschlossen. Die Grenzkurve fiir den erfolgreichen
Spotiibertrag verlauft flacher als eine Linie konstanter Energie. Bei gegebener
Bestrahlungsdauer variiert der Durchmesser bei einer Schwankung der
Laserleistung von 5 % um etwa 25 pm.

Es gibt eine Grenze, jenseits derer bei schwacherer Bestrahlung keine Spots mehr
ibertragen werden. Dies deutet darauf hin, dass flir den Materialiibertrag eine
Schwellbedingung  iiberschritten = werden muss, vermutlich eine gewisse
Mindesttemperatur. Sowohl diese Grenzlinie, als auch die Konturlinien gleicher Spotgrofie
verlaufen geschwungen. Am Beispiel der Grenzkurve wird in der Abbildung illustriert,
dass der Verlauf dieser Linien im Leistungs-Zeit-Raum weniger steil ist als der von Kurven
konstanter Energie. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass der Verlust von Warmeenergie
durch Warmeleitung innerhalb des Donorslides dem Energieeintrag des Lasers
entgegenwirkt. In doppelt logarithmischer Achsenskalierung (in der Abbildung nicht
gezeigt, aber vgl. Abbildung 5.14) lisst sich der Verlauf durch P+/t = const. anndhern. Die
Grofie

P =P\t (5.1)

wird deshalb im Folgenden als empirischer kombinierter Prozessparameter verwendet
und wortschopferisch ,Laserstarke genannt.
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Méchte man nur einen der Laserparametern zur Steuerung des Ubertrags variieren, bieten
sich zwei Moglichkeiten fiir die Wahl des Arbeitspunkts: Entweder man arbeitet bei voller
Leistung und kurzen, verdnderlichen Bestrahlungsdauern (= 2-7 ms), oder bei langen
Bestrahlungsdauern (= 20 ms) und niedriger, veranderlicher Laserleistung (= 25-50 %)
dann verlaufen die Konturlinien im Parameterraum moglichst senkrecht dazu. Eine
geringe Leistung hat den Vorteil, dass mit einem schwacherem und womdéglich
gilinstigerem Laser gearbeitet werden kann. Eine geringe Bestrahlungsdauer dagegen
beschleunigt den Gesamtprozess. Das Arbeiten bei konstanter Leistung hat einen weiteren
Vorteil: Nicht alle Lasersysteme lassen eine direkte Beeinflussung der Leistung in
kontinuierlichen Stufen zu.

Der hier verwendete Laser war bereits langer in Benutzung gewesen und deshalb nicht
mehr so leistungsstabil wie zum Zeitpunkt des Erwerbs. Uber ldngeren Zeitraum hinweg
war, sofern nicht kompensiert, mit einer Schwankung in der Gréfdenordnung von etwa
5 % zu rechnen. Vergleichbare Spezifikationen kénnen neuwertige preisgiinstigere Laser
haben; macht man den Prozess robust dagegen, konnte man somit eine Einsparung
vornehmen. Auf der Zeitskala des Ubertrags eines Testmusters war die Leistung
normalerweise konstant. Etwaige Oszillationen waren als Streifen auf dem
Fluoreszenzscan wahrzunehmen. Wie in Abbildung 5.3 abzulesen ist, variiert der
Spotdurchmesser bei einer Schwankung der Laserleistung von 5 % um etwa 25 um - also
11 % bis 33 % des Spotdurchmessers - unabhingig davon, welcher der beiden oben
vorgeschlagenen Arbeitspunkte gewahlt wird. Fir deren Auswahl macht dies deshalb
keinen Unterschied. Allerdings empfiehlt es sich angesichts dieser starken Auswirkung,
die Leistung des Lasers regelmafiig zu messen und Schwankungen entsprechend zu
kompensieren.

Nur relativ grofde Spots weisen ein gesattigtes Fluoreszenzsignal auf. Kleinere Spots sind
ungesattigt und mit abnehmender Grofde immer weniger intensiv (Abbildung 5.4). Daraus
lassen sich zwei Kenngrofien ableiten, zum einen der minimale Durchmesser

Dgesittigr := min DII:Imax (5.2)

ab dem die Spotintensitat in Sattigung, also ihren maximalen Wert, geht - hier betragt
dieser Durchmesser etwa 100 um. Zum anderen kann man den Trend der proportional
kleiner und schwacher werdenden Spots extrapolieren und am Schnittpunkt mit/ = 0
eine theoretische minimale Spotgrofie

DUntergrenze = D|I=0 (5.3)

ablesen - hier 25pm. Spots mit sehr kleinen Intensititswerten waren durch die
Bildverarbeitung nicht vom Hintergrund zu trennen und wurden deshalb nicht in das
Diagramm eingezeichnet. Die grofdten Spots scheinen beziiglich ihres Intensititswerts am
wenigsten definiert. Diese Streuung der Datenpunkte koénnte von Farbeartefakten
verursacht sein; allerdings ist die entsprechende Tendenz auch aus anderen Experimenten
(vgl. Abbildung 5.18) lesbar. Wie eingangs erwahnt, ist das in der Abbildung gezeigte
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Verhalten  reproduzierbar und in allen Experimenten (hier Ubertrag eines Leucin-
Bausteins) dhnlich. Die absoluten Werte fiir die Kenngréfden schwanken jedoch. Fiir den
Ubertrag von einem Donorslide mit in dieser Arbeit tiblicherweise verwendetem Aufbau
(vgl. Einleitungskapitel) mit Glycin-Baustein sind im Mittel Dgegstiigr = 161 + 39 um und
Dyntergrenze = 70 £ 14 pm, wobei die Messunsicherheit mit durchschnittlich 18 pm bzw.
6,3 um kleiner als die statistische Streuung war (Zahlen im Vorgriff auf Abbildung 5.15).
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Abbildung 5.4: Einfluss der Laserparameter auf beide betrachteten Zielgrofden. Die Spots

wurden von einem Donorslide mit in dieser Arbeit iiblicherweise
verwendetem Aufbau (vgl. Einleitungskapitel) tibertragen. Jeder Datenpunkt
entspricht einem Spot. Die Diagrammachsen entsprechen den Zielgréfien
Spotdurchmesser D und maximale Intensitat I der Spots. Die Farbe codiert den
empirischen kombinierten Laser-Prozessparameter P. Die eingezeichnete
schrage Linie soll den Verlauf der Datenwolke extrapolieren. Ihr Schnitt mit
I = 0 ergibt die Kenngrofie des minimalen Spotdurchmessers Dypytergrenze; der

Durchmesserwert von Spots, die gerade so grof sind, dass ihre Intensititen
den gesittigten Wert annehmen, heifde Dgegsigr- Er ist durch die vertikale
Schnittlinie angezeigt.

In Abbildung 5.4 ist der jeweilige Wert des empirischen kombinierten Laserparameters P
fiir die Datenpunkte iiber die Farbe angegeben. Eine andere Farbskala erméglicht es, die
Empfindlichkeit der I(D)-Datenkurve fiir Anderungen der ,Laserstirke’®P zu erfassen:
Dazu wurden die Werteskala in Intervalle aufgeteilt, die jeweils einem Abschnitt eines
Wertes + 5 % entspricht, dhnlich der horizontalen Hilfslinien in Abbildung 5.3, und diesen
Intervallen alternierende Farben zugewiesen (Abbildung 5.5). Man sieht, dass die Spots
mit abnehmender Grofe immer empfindlicher fiir Anderungen des Prozessparameters
werden; im Extremfall kann ein # 5 %-Intervall zu Intensitidten im gesamten Wertebereich
fiihren (zweites magentafarbenes Intervall von links). Dies verdeutlicht die Schwierigkeit,
besonders kleine Spots zu erzielen: Gerade am Rand des zuldssigen Bereichs reagiert der
Prozess besonders empfindlich.
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Es sei darauf hingewiesen, dass der empirische Parameter P nicht der Energie entspricht;
gleiche Energiewerte fiihren nicht zum selben Wertepaar Spotgréfie-Spotintensitat, da bei
langeren Bestrahlungsdauern Energieverlust durch Waiarmetransport auftritt. Der
umgangssprachlich anmutende Begriff ,Laserstirke’ wurde hier fiir ? = Pt%° gewihlt
bzw. definiert, um dem Parameter einen Namen zu geben, der nicht bereits besetzt ist.

Farbe: PTO'S in Intervallen von + 5 %

0 1 1
0 50 100 150 200
D [pm]

Abbildung 5.5: Empfindlichkeit der Zielgrofien beziiglich der Laserstiarke. Die Spots wurden
von einem Donorslide mit in dieser Arbeit tiblicherweise verwendetem Aufbau
(vgl. Einleitungskapitel) tibertragen. Jeder Datenpunkt ist ein Spot. Die
Diagrammachsen entsprechen den Zielgrofien Spotdurchmesser D und
maximale Intensitit I der Spots. Die Farbe codiert den empirischen
kombinierten Laserparameter P in +5 % -Intervallen, abwechselnd in Griin
und Magenta. Zu grofderen Spots hin wird die Position im Zielgréfdenraum
zunehmend unempfindlicher gegen relative Schwankungen der ,Laserstarke’.

Weil die Spotgrofle und -intensitit korreliert sind und gemeinsam vom empirischen
kombinierten Laserparameter abhidngen, lassen sich nicht unabhangig sehr kleine, aber
trotzdem intensive Spots im selben Bestrahlungsvorgang iibertragen. Da die Intensitat der
Fluoreszenz proportional zur Stoffmenge ist, konnen jedoch Spots ,addiert’ werden: Durch
mehrfache Bestrahlung des selben Orts kann die Intensitdt ungesattigter Spots angehoben
werden (Abbildung 5.6A), theoretisch ohne seine Grofde zu verdandern - im Experiment
zeigte sich jedoch, dass sich dies unter praktischen Umstdnden nicht realisieren lief3, ohne
doch den Durchmesser zu erhohen (Abbildung 5.6B). Der Parameterbereich, in dem Spots
existieren, aber ungesattigt sind, ist zu empfindlich gegeniiber Storungen. Moglicherweise
miissten zwischen den Bestrahlungen lange Pausen eingehalten werden (vgl. Kapitel 6.1)
Man beachte, dass aussagekraftige Experimente im Regime ungesattigter Spots besonders
schwierig durchzufiihren sind, beispielsweise anderweitig begriindete globale Trends auf
dem Testarray dadurch aus den Daten ausgefiltert werden miissen, dass die Testspots
zufallig auf dem Array verteilt werden.
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Abbildung 5.6: Erhohung der Spotintensitit durch Mehrfachbestrahlung. Bei gleicher

Laserleistung wurde fiir zwanzig verschiedene Bestrahlungsdauern t
ermittelt, wie die Intensitdt (A) und die Halbwertsbreite (B) der iibertragenen
Spots im Fluoreszenzbild zunimmt, wenn der Spotort nacheinander mehrfach
(2 bis 99 Mal) bestrahlt wird, und dies gemaf3 der nach oben offenen Farbskala
eingezeichnet. Die Spots wurden von einem Donorslide mit in dieser Arbeit
tiblicherweise verwendetem Aufbau (vgl. Einleitungskapitel) {ibertragen. Die
Datenpunkte fiir einfache Bestrahlung wurden als Median aus jeweils 100
Testspots ermittelt und sind in den Diagrammen zum besseren Vergleich
dicker eingetragen. Die magentafarbenen Linien in (A) sollen verdeutlichen,
wo durch die Mehrfachbestrahlung eine deutliche Erh6hung der Intensitét
erfolgt bzw. Sattigung erreicht wird. Die Linien sind am selben Ort auch in (B)
gestrichelt eingetragen; hier kann man jedoch ablesen, dass im Experiment die
Intensitatserh6hung mit einer Vergrofierung um 25um bis 50 pm einherging.
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Es stellt sich deshalb die Frage, ob eine Zuverlassigkeit des cLIFT-Prozesses erreicht
werden kann, indem man vergleichsweise grofde Spots und zu deren Erzeugung lange
Bestrahlungsdauern in Kauf nimmt, aber dafiir eine Art stationdren Zustand erreicht, der
ein definiertes Resultat garantieren konnte. Abbildung 5.7 zeigt jedoch, dass sich eine
konstante Spotgrofie erst bei einer Bestrahlung von iiber einer halben Sekunde einstellt.
Dies ist zwei Grofienordnungen hoher als die eigentlich nétige Dauer und deshalb nicht
akzeptabel. Andererseits geht diese Verlangerung der Bestrahlung mit einer Verringerung
der einzustellenden Leistung einher (hier auf * 79 mW), um keine Zerstoérungseffekte zu
bewirken (vgl. nichster Absatz). Moglicherweise konnte man dann auch mit einem
aufgeweiteten Strahl arbeiten und die raumliche Strukturierung in Spots durch Masken
oder ein Mikro-Spiegel-System (vgl. [90]) realisieren. Kann man damit ausreichend viele
Spotpositionen gleichzeitig bedienen, ware der Zeitverlust kompensiert.
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Abbildung 5.7: Asymptotischer Verlauf der Spotgrofie bei langen Bestrahlungszeiten. Die
Spots wurden von einem Donorslide mit in dieser Arbeit iiblicherweise
verwendetem Aufbau (vgl. Einleitungskapitel) mit reduzierter Laserleistung
ibertragen. Ab etwa einer halben Sekunde Bestrahlungsdauer fiihrt eine
langere Bestrahlung nicht mehr zu grofieren Spots.

Abbildung 5.8: Fluoreszenzbild inhomogener, durch starke Bestrahlung iibertragener Spots.
Die Spots wurden von einem Donorslide mit in dieser Arbeit iiblicherweise
verwendetem Aufbau (vgl. Einleitungskapitel) iibertragen, mit relativ hoher
Leistung und Bestrahlungsdauer. Die Mittelpunkte der Spots haben eine
verringerte Intensitat. Das Spotraster betragt 250 um.
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Die Wahl der Lasereinstellungen kann dadurch eingeschriankt sein, dass ,zu starke’
Bestrahlung zu unerwiinschten Effekten fiihrt. Abbildung 5.8 zeigt den Ausschnitt von
Abbildung 5.2, wo die hochsten Leistungen und ldngsten Bestrahlungsdauern eingesetzt
wurden. Man sieht, dass die Spots dann nicht mehr homogen sind, sondern in der Mitte
keine maximale Intensitit mehr haben. Es sei dahingestellt, ob das ein Phinomen der
Ring-Bildung (siehe Kapitel 4), der Schadigung der Akzeptoroberfliche oder der
Zerstéorung von Bausteinen wahrend des Transfers ist - es entspricht nicht den
Optimierungsanforderungen. Der negative Effekt stiarkerer Bestrahlung =zeigt sich
insbesondere, wenn iiber die Wahl der Absorptionsschicht mehr Laserleistung absorbiert
wird: Abbildung 5.9 zeigt im Vorgriff auf das nachste Unterkapitel den Fluoreszenzscan
eines Testmusters, das von einem mit schwarzem Polyimid beklebtem Donorslide bei
Bestrahlung auf der Kontaktseite libertragen wurde. Der akzeptable Bereich innerhalb des
Laser-Parameterraums ist der, innerhalb dessen die Spots gesattigt sind. Bei den héchsten
Leistungswerten gibt es keinen akzeptablen Bereich; zunehmende Bestrahlungsdauer geht
dann direkt von dem Bereich, in dem keine Spots erzeugt werden konnen, tber zur
Erzeugung von deformierten und ungesattigten Spots. Umgekehrt bedeutet dies, dass fiir
kleinste Bestrahlungsdauern keine ,guten‘ Spots libertragen werden, egal wie stark die
Laserleistung ist. Dies beschrankt die Prozesszeit grundlegend nach unten.
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Abbildung 5.9: Fluoreszenzbild von Spots in einem Parameterraum mit beschranktem gutem
Bereich. Die Spots wurden von einem Donorslide mit schwarzem Polyimid als
Absorptionsschicht, auf der Kontaktseite bestrahlt, iibertragen. Der Bereich,
in dem die Spotintensitaten gesattigt sind, reicht nicht in den Bereich hoher
Laserleistungswerte hinein. Man beachte, dass die Kkleinsten Spots bei
Laserleistungen jenseits des guten Bereichs deformiert und nicht im
regelmafligen Raster angeordnet sind (Ausschnitt links, aus der oberen linken
Ecke des Diagramms). Das Spotraster ist 250 pm, die Lange des Mafdbalkens
betragt 1 mm.

Die Tatsache, dass die meisten Spots im Durchmesser viel grofer (> 100 um) sind als der
Laserstrahl (15 um), ist wohl auf die Warmeleitung innerhalb der Donorslide-Schichten
und die damit verbundene Verbreiterung des erzeugten Temperaturprofils
zuriickzufithren. Die Temperatur u(x,t) lasst sich durch die sogenannte
Warmeleitungsgleichung ([91]) in Gestalt einer Diffusionsgleichung beschrieben:

diu(x,t) —alu = f(x,t) (5.4)

wobei a die Temperaturleitfihigkeit mit Dimension Linge?/Zeit ist, resultierend als
a =A/pc aus den Materialeigenschaften A, der Warmeleitfahigkeit mit Dimension
Leistung/Linge Temperatur(unterschied) , der Dichte p und der spezifischen
Warmekapazitit ¢, und f eine Quelle oder Senke der Dimension Temperatur/Zeit ist,
beispielsweise eine auf die Wirmekapazitit bezogene Warmestromdichte. Fiir das
homogene Anfangswertproblem f =0 und u(||x]|?>0,t=0)=0 existiert die

sogenannte Fundamentalldosung - hier mit Raumdimension n=2 fir eine
radialsymmetrische, also zweidimensionale Geometrie normiert:
Hx, ) 1 I x]|? 1 r? (5.5)
X, el — = e
(4mat)n/2 P\ " Lat amat P\ dat

Sie beschreibt die zeitliche Entwicklung eines Temperaturprofils, das anfanglich rdumlich
punktférmig ist; anschaulich verbreitert sich ein Dirac’scher &§-Peak zu einer immer
flacher und breiter werdenden Gauf3-Kurve. Man beachte hier die Skalierung v4at fiir die
Breite des Temperaturprofils. Mit einer Temperaturleitfihigkeit von 78 - 1072 m?2/s der
Absorptionsschicht nach dem Datenblatt des Herstellers (Kapton ® HN, DuPont) ergeben
sich also fiir die Bestrahlungsdauern 1 ... 20 ms als Zeitskala typische Breiten-, also radiale
Langenskalen von 18 ...79 um. Diese sind mit der des Laserstrahls bzw. mit der der
resultierenden Spots vergleichbar. Dies begriindet die Bedeutung der Warmeleitung fiir
das betrachtete System und erklart einerseits, warum in Abbildung 5.3 die Grenzkurve fiir
die zum Spotiibertrag notige Leistung zunehmend nach oben verschoben ist im Vergleich
zu einer hypothetischen Kurve ohne Verlust von Warmeenergie - diese wird wahrend
langer Bestrahlung auf einen grofen Bereich verteilt. Andererseits erklart die bei kurzen
Bestrahlungsdauern kleine Skala der Temperaturprofilverbreiterung, die einen raschen
Temperaturanstieg  beglinstigt, warum dort bei hoher Leistung sofort
Beschadigungseffekte auftreten (Abbildung 5.9).
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Die ,Laserleistung’ lasst sich auch indirekt beeinflussen: Absorptionsschichten, die den
Laserstrahl besser absorbieren, Lichtenergie also effizienter in Warmeenergie
umwandeln, ermoglichen eine schnellere bzw. raschere Temperaturerhéhung. Der
Einfluss der Absorptionsschicht wird im folgenden Unterkapitel untersucht. Auf3erdem
konnte die Form, insbesondere die Ausdehnung des Laserstrahls, einen Effekt haben, da
dadurch zwar nicht die Gesamtleistung, jedoch aber die Leistungsdichte betroffen ist; dies
wird im Kapitel 5.5 behandelt.

53 Absorptionsschicht

Aufgabe der Absorptionsschicht ist es, den Laserstrahl zu absorbieren und Lichtenergie in
Wirmeenergie umzuwandeln. Je nach Absorptionsvermégen erfolgt dies mit
unterschiedlicher Effizienz. Eine gut absorbierende Schicht hat den Vorteil, dass dann ein
schwicherer, preisgiinstigerer Laser eingesetzt werden konnte. Eine komplett
absorbierende Schicht bietet den Vorteil, dass sie den Laserstrahl von der
Akzeptoroberfliche und von der Materialschicht auf dem Donorslide selbst abhilt, was bei
sensiblen Materialien geboten sein kann. Fiir transparente Materialien ist allerdings kein
Schaden durch den derzeit verwendeten Laser zu erwarten, da dieser im sichtbaren Licht
arbeitet (A = 532 nm) und die entsprechende Photonenenergie von 2,3 eV in der Regel
nicht ausreicht, Molekiilbindungen aufzubrechen. Je nach Absorptionsgrad ist der Ort, an
dem die Wairme deponiert wird, mehr definiert: Eine ,gering’ absorbierende
Absorptionsschicht wird gleichméafiig entlang des passierenden Strahls erhitzt, eine ,stark’
absorbierende Schicht nur in der Ndhe des Eintrittsortes. Bedenkt man die Warmeleitung
innerhalb der Schicht, kann es einen Unterschied machen, ob die Bestrahlung an der
Kontaktseite des Donorslides mit dem Akzeptorslide, oder in der Kontaktebene zum
Substrat erfolgt (Abbildung 5.10), und in letzterem Fall, wie dick die Absorptionsschicht
ist.

Die Auswahl der Absorptionsschicht ist auch eine Frage der technischen Umsetzung ihres
Aufbringens auf einen Mikroskop-Objekttriager. Die in dieser Arbeit iiblicherweise
verwendete Absorptionsschicht besteht aus Polyimid und ist durch ein selbstklebendes
Kaptonklebeband realisiert. Schwarze Polyimidfolie konnte durch doppelseitiges
Klebeband aufgebracht werden. Eine feinere Kontrolle iiber seine Dicke bietet Polyimid,
das auf Glaswafer schleuderbelackt werden kann (Handelsname ,Durimide), die dann
zerteilt werden. Ein der Praxis bequeme und leicht skalierbare Fabrikationsmethode ware
Spriithbelackung; diese ist fiir Graphitlack moglich.

Der Absorptionsgrad der Schichten wurde abgeschitzt, indem der Transmissionsgrad
gemessen wurde und die Differenz zu 1 als Absorption angenommen wurde. Reflektivitit
und diffuse Streuung sind bei dieser Messweise nicht berticksichtigt; das Resultat ist also
eher als obere Grenze zu sehen. Als Referenz fiir die Transmissionsmessung diente nicht
nur die Lichtquelle, sondern die Transmission durch ein Glassubstrat. Das 50 um dicke
Kaptonklebeband hat sein Transmissionsminimum bei 475 nm (cyan), das 25 um dicke bei
450 nm blau) - die unterschiedliche Kleberschicht macht wohl den Unterschied aus - und
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Durimide bei 413 nm (violett). Blaues Laserlicht wiirde in Kapton zu etwa 92 %
absorbiert, also etwa drei Mal besser als das verwendete griine Licht, auf das sich der
Absorptionsgrad in Tabelle 2 bezieht.

Optische Graufilter aus Kunststoff in verschiedenen Stiarken (21 %, 37 % und 99 %
Absorption) wurden ebenfalls als Donorslides getestet; dazu wurden sie direkt mit dem
Ubertragsmaterial beschichtet. Es wurde versucht, Testmuster von ihnen zu generieren,
sowohl in dieser Arbeit {iblicherweise verwendeten riickwartigen als auch vorderseitigen
Bestrahlweise. Es konnten jedoch keine Spots iibertragen werden. Moglicherweise
wirkten die Donoren aufgrund ihrer Dicke (1,4 mm) als zu gute Warmesenken, sodass die
zum Ubertrag nétigen Temperaturen nicht erreicht werden konnten.

Es wurden verschiedene Donorslides mit unterschiedlichen Absorptionsschichten auf
Glasobjekttragern hergestellt und identische Testmuster iibertragen. Vom Donorslide mit
in dieser Arbeit iiblicherweise verwendetem Aufbau (vgl. Einleitungskapitel) wurden
dabei mehrere Testmuster ilibertragen, um die Schwankung des Ergebnisses einschitzen
zu konnen. Im Vorgriff auf das nichste Unterkapitel wurden zudem Donorslides mit in
dieser Arbeit iiblicherweise verwendeter Absorptionsschicht, aber bewusst
unterschiedlicher Materialschichtdicke verwendet. Dies soll im Vergleich eine Beurteilung
ermoglichen, ob die Unterschiede der Testmuster wirklich auf die unterschiedlichen
Absorptionsschichten zuriickzufithren sind. Ein Donorslide wurde ohne Glassubstrat
hergestellt. Tabelle 2 fasst die Eigenschaften der verwendeten Donorslides zusammen,
Abbildung 5.11 zeigt die Fluoreszenzbilder der iibertragenen Testmuster, Abbildung 5.12
typische Ausschnitte daraus.

Riickwirtige Bestrahlung Vorderseitige Bestrahlung
(hier iiblicherweise verwendet): auf Kontaktseite:

Donor- liegt auf Akzeptorslide  Akzeptor- liegt auf Donorslide
(in der Literatur: ,reverse transfer')

Abbildung 5.10: Bestrahlungsweisen in cLIFT. Bei der in dieser Arbeit iiblicherweise
durchgefiihrten riickwartigen Bestrahlung liegt der Donorslide auf dem
Akzeptorslide auf. In umgedrehter, vorderseitiger Weise tritt der Strahl durch
den transparenten Akzeptorslide hindurch und trifft auf die Kontakt-
Oberflache des Donorslides auf.
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Tabelle 2: Aufbau der verschiedenen getesteten Donorslides.
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Abbildung 5.11: Fluoreszenzbilder von Testmustern, die von verschieden aufgebauten

Donorslides iibertragen wurden. P bezeichnet die Laserleistung, 7 die
Bestrahlungsdauer. Der Kontrast wurde flir die einzelnen Bilder jeweils
getrennt angepasst. Die Lange des Maf3balkens betragt 1 mm.

Betrachtet man die von den verschieden aufgebauten Donorslides iibertragenen
Testmuster und die Ausschnitte daraus, so kommt man zu folgenden Schliissen: Wenn es
das Ziel ist, durch Verbesserung der Absorptionsschicht Ubertrag bei kleineren
Leistungswerten zu ermdoglichen, ist nicht der Absorptionsgrad allein ausschlaggebend.
Der Bereich im Parameterraum, in dem mit schwarzem Polyimid Spots generiert werden
konnen, erstreckt sich nicht um so viel mehr in die Richtung geringerer Leistung, als man
wegen der nun kompletten Absorption erwartet hatte. Die Geometrie spielt offensichtlich
eine grofiere Rolle, denn diinnere (Durimide), komplett absorbierende diinnere (Graphit)
und komplett absorbierende, kontaktseitig bestrahlte (schwarzes Polyimid, umgekehrt)
Absorptionsschichten zeigen Ubertrag bei deutlich geringerer Bestrahlungsstirke. Wenn
neben dem Ziel einer Leistungsreduktion auch die Qualitit der Spots im Auge behalten
werden soll, fillt auf, dass die Spots der letztgenannten, effektiver aufgebauten
Donorslides besonders undefiniert sind. Auch der Parameterraum selbst, insbesondere
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der von Graphit-Donorslides, ist nicht so klar strukturiert wie der der Donorslides mit in
dieser Arbeit iiblicherweise verwendetem Aufbau (vgl. Einleitungskapitel). Zudem ist der
akzeptable Bereich mit gesattigten Spots begrenzt. Diese akzeptablen Bereiche werden im
Weiteren miteinander verglichen.

Kaptonklebeband 25 pm Kaptonfolie 25 um, ohne Substrat

@06
©e e

Schwarzes Polyimid Schwarzes Polyimid, umgekehrt / auf der
Kontaktseite bestrahlt

Abbildung 5.12:  Typische Morphologien von von verschieden aufgebauten Donorslides
libertragenen Spots. Es handelt sich um Ausschnitte aus den oben gezeigten
Testmustern, die von verschiedenen Orten stammen. Man beachte die
unterschiedlich homogene Struktur der Spots. Das Spotraster ist 250 pum.
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Abbildung 5.13 zeigt die von Hand ermittelten guten Bereiche im Testmuster der
verschiedenen Absorptionsschichten. Sie sind deutlich verschieden und iiberlappen
teilweise nicht. Der Prozess muss also spezifisch auf die eingesetzte Donorart abgestimmt
werden. Fiir die Donoren mit in dieser Arbeit iiblicherweise verwendetem Aufbau (vgl.
Einleitungskapitel) sind nicht der gesamte Bereich, sondern jeweils dessen Grenzkurven
in das Diagramm eingetragen; ihr Ort im Parameterraum variiert um fast 50 %. Die
Prozessparameter sollten also spezifisch fiir jeden eingesetzten Donor ermittelt werden,
sofern man nahe der Grenzkurve, also bei besonders kleinen Spots arbeiten mochte. Zu
kleinen Bestrahlungsdauern im sub-Millisekundenregime erstreckt sich quasi keiner der
Bereiche. Somit wurde eine anscheinend fundamentale Untergrenze der cLIFT-
Technologie ermittelt.
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Abbildung 5.13:  Akzeptable Bereiche im Parameterraum fiir verschiedene

Absorptionsschichten. Das hier gelb eingezeichnete ,Kaptonklebeband'
kennzeichnet die Donorslides mit in dieser Arbeit iiblicherweise verwendetem
Aufbau (vgl. Einleitungskapitel). Fiir diese wurden die Grenzkurven zu
geringer  Bestrahlungsstirke (kleine Laserstrahlleistung P , kurze
Bestrahlungsdauer 7) hin eingezeichnet. Zu hoher Stirke hin waren sie
innerhalb des betrachteten Raumes nicht begrenzt.

Dass der Absorptionsgrad nicht allein die Effizienz der Nutzung der Laserleistung
entscheidet, zeigt sich auch, wenn man die von Hand ermittelten Grenzkurven zwischen
dem Bereich im Parameterraum, wo Ubertrag erfolgt bzw. nicht erfolgt, zusammen in ein
Diagramm eintragt (Abbildung 5.14) und dabei nicht wie in den bisherigen Diagrammen
die Leistung des Laserstrahls, sondern die gemafd des Absorptionsgrades tatsidchlich
deponierte betrachtet. Die Kurven fallen dann nicht tiberein. Die Kurven aus den
Testmustern von dickeren Kapton-Schichten liegen zwar oberhalb der Kurven von
diinneren Kapton-Schichten, aber auch die Dicke kann nicht der weitere, die Linien
sortierende Parameter allein sein, denn die Durimide-Linie liegt unterhalb der Graphit-
Linie. Alle nicht-kontaktseitig bestrahlte Grenzkurven gemeinsam zeigen jedoch ein PvT
dhnliches Skalierungsverhalten (eine ,Steigung’ von —1/2im doppelt-logarithmischen
Diagramm).
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Abbildung 5.14:  Grenzkurven im Parameterraum, ab denen Ubertrag méglich ist, fiir
verschiedene  Absorptionsschichten. Das hier gelb eingezeichnete
,Kaptonklebeband‘ kennzeichnet die Donorslides mit in dieser Arbeit
tiblicherweise verwendetem Aufbau (vgl. Einleitungskapitel). Die Kkleinen
Bogen am linken Ende der Kurven stammen von der handischen Einzeichnung
in die Testmuster. Auf der horizontalen Achse ist die Bestrahlungsdauer
eingetragen, auf der vertikalen Achse - durch das Lambert-Beer'sche Gesetz
symbolisiert - die tatsdchlich im Donorslide deponierte Leistung. Die Kurven
kollabieren nicht zu einer einzigen Linie, deshalb miissen noch weitere
Parameter eine Rolle spielen. Man beachte aber, dass alle Kurven aufder der
des kontaktseitig bestrahlten schwarzen Kaptons ungefidhr einem
Potenzgesetz mit ahnlichen Exponenten folgen.

Neben diesen Betrachtungen der Trends im Parameterraum als Ganzem wurden auch die
von den verschieden aufgebauten Donorslides {ibertragenen Spots quantitativ
charakterisiert. Dazu wurden fiir jedes Testmuster der I(D)-Verlauf (vgl. Abbildung 5.4)
ermittelt und von Hand die charakteristischen Durchmesser bestimmt - die minimale
Spotgrofie, ab der die Spots gesattigt sind, und die nach unten extrapolierte Spotgrofie, bei
der die Intensitat Null wiirde. Die Unsicherheit wurde dabei anhand der Streuung der
Datenpunkte abgeschatzt. Mit Durchmesser ist dabei die volle Halbwertsbreite der Spots
gemeint. Flr die Beurteilung der Qualitit im Sinne von Definiertheit der Spots wurde der
Unterschied zwischen der ,Viertelwertsbreite' und ,Dreiviertelwertsbreite’ herangezogen.
Bei scharf begrenzten Spots ist diese klein. In Abbildung 5.15 sind die Ergebnisse
aufgefiihrt. Der besseren Ubersichtlichkeit halber sind sie nach der Grofe der kleinsten
gesattigten Spots sortiert. Man erkennt keinen klaren Trend. Die eigentlich gleichartigen
Donorslides A-D mit in dieser Arbeit iiblicherweise verwendetem Aufbau (vgl.
Einleitungskapitel) sind dann nidmlich wie zuféllig unter den bewusst anders gestalteten
Donorslides verteilt. Die Werte der gesattigten Spots sind untereinander allerdings
signifikant verschieden. Die Werte der Durchmesser bei minimaler Intensitat scheinen mit
den Werten der gesattigten Spots korreliert zu sein, sind aber nicht alle signifikant
verschieden. Das Begrenztheitsmaf der Spots folgt keinem erkennbaren Trend in Bezug
auf die Spotgrofie.
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Abbildung 5.15:
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Kenngrofien von mit verschieden aufgebauten Donorslides iibertragbaren
Spots. Der besseren Ubersichtlichkeit halber sind die Datensidtze nach der
Grofde der kleinsten gesattigten Spots sortiert und durch Linien miteinander
verbunden. ,Kapton 25 pm‘ A-D sind gleichartige Donorslides mit in dieser
Arbeit iiblicherweise verwendetem Aufbau (vgl. Einleitungskapitel) und sollen
hier als Referenz dienen. Es sind jeweils die minimale Spotgrofie D|I = L4y,
ab der die Spots gesattigt sind, und die nach unten extrapolierte Spotgrofie
D|I = 0, bei der die Intensitit Null wiirde, eingetragen. Fiir die Beurteilung der
Qualitat im Sinne von Definiertheit der Spots wurde der Unterschied zwischen
der ,Viertelwertsbreite’ Dy ,5 und ,Dreiviertelwertsbreite'D, ;5 herangezogen
und dieser auf die gesattigte Spotgrofie (Halbwertsbreite) normiert (rechte
Hochachse und blaue Messkurve).

Die kleinsten und gleichzeitig am scharfsten begrenzten Spots stammen von dem

Donorslide, der nur aus einer Kaptonfolie und dem Ubertragsmaterial, aber keinem
Glassubstrat bestand. Dies bestatigt den subjektiven Eindruck beim Betrachten der obigen
Testmuster und Ausschnitte (Abbildung 5.12). Natrlich ist angesichts der starken
Variation der Kenngroflen unter gleichartigen Donorslides eine gewisse Skepsis zu

bewahren, aber die ausgezeichnete Position der Daten dieser Donorart in ihrer

Kombination ist im Diagramm einzigartig. Der Grund kdnnten thermische Eigenschaften
sein, aber auch, dass sich eine flexible Folie der Welligkeit des Akzeptorslides besser
anpassen kann als ein auf einem starren Glassubstrat aufgebauter Donorslide. In der Tat
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sieht man im entsprechenden Testmuster (Abbildung 5.11, Teilbild 12) in der Ecke links
oben - dort hat sich die Folie durch die Hitze wohl verformt und weggebogen - dass ein
zunehmender Abstand zum Akzeptorslide Grofie und Qualitidt der Spots stark beeinflusst
(vgl. auch Kapitel 4).

5.4 Materialschicht

Auch die Gestaltung Materialschicht auf dem Donorslide, die libertragen werden soll,
unterliegt einiger Freiheit. So ist die Schichtdicke eine geometrische Grofie, die durch
geeignete Einstellung der Beschichtungsmethode gewdahlt werden kann. Aufderdem sind
die Stoffeigenschaften des Ubertragsmaterials nicht festgelegt; da cLIFT viele
verschiedene unterschiedliche Bausteine iibertragen koénnen soll, muss untersucht
werden, wie der Erfolg des Ubertrags mit verschiedenen Bausteinen variiert. Kein
Bestandteil der vorliegenden Arbeit ist die chemische Frage der Konzentration der
Bausteine im Matrixpolymer - dies wurde in [70] untersucht, und auch das in fritheren
Arbeiten [9] verwendete Polymer soll weiterhin benutzt werden. Deshalb wurde die
Auswahl eines Matrixpolymers zwar nicht systematisch untersucht, allerdings wurden
weitere  Substanzen zumindest grundsatzlich erprobt: Eine gruppeninterne
Kooperationspartnerin entwickelte ein neues Polymer fiir die Peptid-Festphasensynthese
[75][76] und musste dabei untersuchen, wie sich dieses bei lateraler Strukturierung in
Spots im Arrayformat verhdlt. Dazu wurden diverse Testmuster iibertragen. Die
Testmuster sahen qualitativ vergleichbar zu den fiir die in dieser Arbeit iiblicherweise
verwendeten Matrix auftretenden aus. Auflerdem wurde auch Polycaprolacton auf seine
Verwendbarkeit als Matrix in cLIFT iiberpriift. Wiederum war ein dhnliches Testmuster zu
beobachten. Schlief3lich wurde auch der Transfer von anderen Materialien getestet, die
nicht der Peptidsynthese dienen; beispielsweise wurde im Rahmen einer gruppeninternen
Kooperation die fiir MALDI (Matrix-assistierte Laser-Desorptions-lonisierung - ein
ortsaufgeldst realisierbares Verfahren zur Massenspektrometrie) benétigte Beschichtung
mit einem speziellen Polymer vermittels cLIFT, flichig und spotweise, durchgefiihrt [77],
um  damit die  hergestellten @ Arrays zu  untersuchen.  Konventionelle
Beschichtungsmethoden wiirden dabei zu viel Material auftragen, in dem es zudem zu
lateraler Diffusion kommt.

In den folgenden Abschnitten werden diese Aspekte, also der Einfluss der Schichtdicke,
der Ubertrag verschiedener Bausteine, sowie Phinomene bei der Verwendung anderer
Ubertragsmaterialien, untersucht.

5.4.1 Schichtdicke

Bereits im Kapitel 5.3 waren Donorslides mit unterschiedlich dicken Materialschichten
eingesetzt worden. Die erzeugten Testmuster waren augenscheinlich nicht signifikant
verschieden. Dies soll nun anhand eines weiteren Datensatzes verifiziert werden.
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Abbildung 5.16: Einfluss der Dicke der Ubertragsmaterialschicht auf Grofe und Intensitit der
Spots. Zehn verschiedene Donorslides mit in dieser Arbeit iiblicherweise
verwendetem Aufbau (vgl. Einleitungskapitel), aber unterschiedlicher
Materialschichtdicke waren hergestellt und jeweils 50 Testspots davon
libertragen worden. Eingezeichnet ist jeweils der Median der Messgrofien
Halbwertsbreite (A) und Intensitit (B) der Spots. Die Spots waren inhomogen
und wiesen in der Umgebung einen konzentrischen Ring auf. Fiir die Ringe
bezeichnet D den Ringdurchmesser. Die Unsicherheit der Schichtdicke ergibt
sich aus der Welligkeit und Rauheit der Donorslides; als Unsicherheiten der
Zielgrofden wurde deren halber Interquartilbereich angenommen. Es ist in den
Diagrammen kein Trend zu erkennen. Insbesondere ist danach die
Ringbildung unabhéngig von der Schichtdicke.

Im Rahmen einer vom Verfasser teilweise betreuten Praktikums-Lehrveranstaltung
wurden durch Variation der Losungsmittelmenge und Drehzahl bei der Spincoating-
Beschichtung auf verschiedenen Donorslides verschieden dicke Materialschichten
hergestellt. Von diesen wurden auf einen einzelnen Akzeptor je 50 Testspots mit gleichen
Lasereinstellungen iibertragen. Die Studierenden werteten eine zufdllige Auswahl dieser
Testpunkte von Hand aus; fiir die Diagramme hier wurden alle Testpunkte berticksichtigt
und durch digitale Bildverarbeitung gestiitzt jeweils die Intensitit und Halbwertsbreite
der Spots ermittelt. Da die Spotprofile nicht ideal war, sondern sich eine ringférmige
Ablagerung um die eigentlichen Spot-,Kerne‘ herum gebildet hatten (vgl. Kapitel 4),
wurden diese Grofden fiir Kern und Ring getrennt betrachtet.

Abbildung 5.16 zeigt, dass die Schichtdicke keinen deutlich zu erkennenden Einfluss auf
die Zielgrof3en hat. Insbesondere beeinflusst sie nicht die Ausgepragtheit der Ringe.
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5.4.2 Verschiedene Bausteine

Um einerseits zu sehen, wie sich die Spoteigenschaften mit verschiedenen Bausteinen im
Ubertragsmaterial dndern, aber auch um zu verifizieren, dass cLIFT mit allen fiir die
Peptidsynthese nétigen Aminosduren funktioniert, wurden entsprechende Donorslides
hergestellt und getestet. Abbildung 5.17 zeigt, dass fiir alle Bausteine die Ubertragung
erfolgreich war.
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Abbildung 5.17: Fluoreszenzbild von Spots aus allen Aminosduren. Die sichtbaren Buchstaben,
die der Dreibuchstaben-Abkiirzung entsprechen, bestehen aus der jeweiligen
Aminosdure. Alle diese Aminosduren-Molekiile (d.h. die kombinatorischen
Bausteine bei der Peptidsynthese) wurden mit den gleichen Lasereinstellungen
tibertragen. Ein Buchstabe wird aus mehreren Spots der selben Aminosaure
gebildet. Es wurde eine stark nichtlineare Farbskala verwendet, da der
eingesetzte Farbstoff mit den lbertragenen Bausteinen und der Oberflache
wechselwirkt, und daher beispielsweise das Signal bei Arginin in Bezug auf den
Hintergrund invertiert ist. Zur besseren Sichtbarkeit im Druck wurde in der
unteren Kopie des Bildes der Kontrast zusatzlich erhoht. Die Hohe der
Buchstaben betragt etwa 1,2 mm.

Es ist auffallend, dass die Spots aus den verschiedenen Bausteinen bei gleichen
Lasereinstellungen deutlich unterschiedlich groff werden. Um dies qualitativ zu
untersuchen, wurden aus einem anderen Fluoreszenzbild Daten zu Grofde und Intensitat
der Spots extrahiert und in Abbildung 5.18 aufgetragen. Es entstand im Rahmen der
Arbeiten einer gruppeninternen Kooperationspartnerin [77]. Es wurden dort auf den
jeweils selben Akzeptorslide Teststreifen von Donorslides mit allen Aminosduren aufder
Arginin iibertragen. Fiir dieses war kein Donorslide angefertigt worden, da die Stabilitat
des Bausteins als gering angenommen wurde und das Experiment fiinf Monate nach
Herstellung der Donorslides durchgefiihrt wurde. In jedem Teststreifen wurden bei
konstanter Bestrahlungsdauer die Laserleistung variiert und pro Einstellung zehn Spots
generiert. Vor der Ankupplung des Fluoreszenzfarbstoffes wurde ein weiteres Molekiil als
Abstandhalter angefiigt, um die stoffspezifischen Wechselwirkungen des Farbstoffes mit
den Aminosdurebausteinen gering zu halten. Die Beurteilung und Optimierung der
Kupplungsausbeuten der einzelnen Bausteine ist wegen der chemischen Fragestellung
und Komplexitadt nicht Bestandteil der vorliegenden Arbeit; das Hauptaugenmerk liegt auf
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der Grofde und Gestalt der Spots in Abhdngigkeit von den Prozessparametern. Man sieht in
der Abbildung, dass die erreichbaren Mindest- und Maximalgréfden von gesattigten Spots
stark variieren. Ein einfacher Zusammenhang zu Stoffgréfden wie der Molekiilgrofie der
Aminosduren war nicht ableitbar. Interessanterweise sind die Ursprungspunkte der
verschiedenen ,Kurven' etwas konsistenter als ihre Endpunkte.
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Abbildung 5.18:  Zielgrofien von Spots aus verschiedenen Bausteinen. Die Bausteine wurden
von Donorslides mit in dieser Arbeit iiblicherweise verwendetem Aufbau (vgl.
Einleitungskapitel) ibertragen. Jeder Datenpunkt entspricht einem Spot.
Eingetragen sind die Spotgrofie und die Spotintensitdt. Im oberen Diagramm
sind Spots der selben Bausteine in der selben zufalligen Farbe eingetragen, im
unteren Diagramm kodiert die Farbe die Laserleistung beim Ubertrag des
Spots. Die Bestrahlungsdauer war fiir alle Spots gleich (15 ms). Es ist ein
qualitativ dahnliches Verhalten fiir alle Bausteine zu beobachten.

Abbildung 5.19 zeigt die aus den I(D)-Kurven entnommenen Kenngrofien der Mindest-
Durchmesser und der durch die Bestrahlung maximal erreichbaren Spotgrofden. Der im
gesamten Experiment minimal erreichbare Durchmesser ist durch die blaue
durchgezogene Linie gekennzeichnet (etwa 80 pm). Wenn man alle getesteten Bausteine
kombinatorisch zusammen verwenden mochte, muss man beachten, dass es der darunter
grofdte kleinste gesattigte Spot ist, der das Spotraster fordert, aber der kleinste grofite
gesattigte Spot die eigentliche Spotgrofie bestimmt, die sich nach mehreren Lagen ergibt,
weil ungesattigte Spotbereiche der geringen Ausbeute wegen zunehmend verschwinden.
Optimalstenfalls kann man nach mehreren Lagen also Spots von der Groéfie der blauen
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gestrichelten Linie (hier etwa 125 pm) in einem Raster der Grofde der magentafarbenen
Strichpunkt-Linie erzeugen (hier etwa 250 pm). Es empfiehlt sich wegen der
Schwankungen im Prozess und moglicher Ringbildung um die Spots herum einen
grofieren Pitch einzuplanen, etwa dem Durchmesser der grofiten beobachteten Spots
entsprechend (griine gepunktete Linie, ungefidhr 290 um). Will man das durch die grofditen
Spots definierte Raster besser ausnutzen, kann man mehrere Spots der kleinsten Grofde
beieinander platzieren, die iberlagert den vorhandenen Platz ausfiillen. Man kénnte also

einen einzelnen ,Spot' aus mehreren Laser-,Shots‘ generieren.
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Kenngrofien von Spots aus verschiedenen Bausteinen. Fiir die getesteten
Aminosaure-Bausteine sind die jeweils extrapolierte minimale Spotgrofie
D|I = 0, bei der die Spotintensitat Null wiirde (Beginn des grauen Balkens),
und die SpotgroRe D|I = I,,,4,, ab der die Spots gesittigt sind (Ende des
grauen, bzw. Anfang des schwarzen Balkens) eingetragen, sowie der
Durchmesser der bei der starksten Bestrahlung aufgetretenen Spots (Ende des
schwarzen Balkens). Die rote durchgezogene Linie kennzeichnet die kleinste
Grofie der im gesamten Experiment beobachteten gesattigten Spots. Die
magentafarbene Strichpunkt-Linie kennzeichnet die grofite beobachtete
minimale Grofde gesattigter Spots - dies ist die mindeste Platz, die fiir Spots
eingeplant werden muss, wenn alle Bausteine zusammen kombinatorisch
verwendet werden. Besser sollte das Spotraster so grofd sein, dass auch die
grofdten im gesamten Experiment beobachteten Spots nicht iiberlappen (griine
gepunktete Linie). Der Spotdurchmesser hingegen, der sich durch
Kombination mehrerer Lagen erben wird, entspricht der maximal fiir den
Baustein erreichbaren Spotgrofie, der bei die kleinsten Spots generiert (blaue
gestrichelte Linie).
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Im Rahmen einer Kooperation wurde erfolgreich der nicht-Standardaminosdure-Baustein
,Pra‘ (Propargyl-Glycin) iibertragen (Abbildung 5.20). Da er durch den Ubertrag nicht
beschadigt wurde, konnte er anschliefend von dem Kooperationspartner durch eine Click-
Chemie-Reaktion mit einem Fluorophor angefarbt werden.

Abbildung 5.20: Fluoreszenzbild von Spots einer synthetischen Aminosaure. Aus [78]
entnommen. Es wurde Propargyl-Glycin iibertragen und mit einer Click-
Chemie-Reaktion angefarbt. Die Lange des Maf3balkens betrdagt 1 mm.

5.4.3 Andere Matrixpolymere

cLIFT wurde erfolgreich nicht nur mit der in dieser Arbeit iiblicherweise verwendeten
kommerziell erhaltlichen Matrix, sondern auch mit einem eigens in der Arbeitsgruppe
entwickelten [75] Matrixpolymer eingesetzt ([76], Abbildung 5.21). Bei diesem wiére fiir
die eingesetzten Bausteine eine Spotdichte von bis zu 20000 Spots pro cm? méglich.
Auflerdem funktioniert der Ubertrag, die Kupplung und Anfirbung von Bausteinen mit
Polycaprolacton als Matrixpolymer, und weist dabei eine fiir die Praxis relevante
Eigenschaft auf: Spots, die im Fluoreszenzbild gerade gesattigt sind, stammen von
iibertragenen Materialportionen, deren Hohenprofil bereits gerade direkt messbar ist
(Abbildung 5.22A) - mit diesem Material gdbe es also keine Beobachtungsliicke zwischen
direktem und indirekten Nachweis (vgl. Abbildung 3.4). Allerdings gibt es - anders als bei
der in dieser Arbeit iiblicherweise verwendeten Matrix - eine Diskrepanz zwischen dem
Hohenprofil vor und nach dem Kupplungsschritt im Ofen (Abbildung 5.22B bzw. C). Die
Hohe der im Ofen zerlaufenen und moglicherweise in den Funktionalisierungsfilm des
Akzeptors eingedrungenen Materialportionen ist dann wieder unterhalb der Messgrenze.
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Abbildung 5.21: Fluoreszenzbild von Peptidspots, die in einem neuentwickelten Matrixpolymer
synthetisiert wurden. Aus [76]; Abdruck mit freundlicher Genehmigung. cLIFT
diente hier zur Verifikation, dass mit der neuen Matrix (fiir Details sei auf [75]
verwiesen) eine ortsaufgeldste Strukturierung mdglich ist. Der Pitch betragt
75 pm.

A 200 ]

150

il

0 5 10 15 20
[mm]

600
400
200

[um]

-200
-400 8
-600 B

600
400 ¢
200

[um]

-200
'4‘00 " W

82



PROZESSPARAMETER MATERIALSCHICHT

Abbildung 5.22:

Abbildung 5.23:

Hohenprofile von Spots mit Polycaprolacton als Matrix. (A) Schnitt durch ein
Testmuster mit ansteigender Bestrahlungsstirke. Die schwarze Messkurve
zeigt, abziiglich ihrer Welligkeit, das Hohenprofil der Materialportionen direkt
nach dem Ubertrag. Die griine Messkurve zeigt einen Schnitt durch das
Fluoreszenzbild nach chemischer Weiterbehandlung des Akzeptorslides. Spots,
die im Fluoreszenzbild gerade gesattigt sind, stammen von iibertragenen
Materialportionen, deren Hohenprofil bereits gerade direkt messbar ist. (B)
zeigt eine Hohenkarte direkt nach dem Ubertrag der Spots, (C) den selben
Ausschnitt des Slides nach dem Kupplungsschritt im Ofen. Die im Ofen
zerlaufenen und moéglicherweise in den Funktionalisierungsfilm des Akzeptors
eingedrungenen Materialportionen sind danach nur andeutungsweise sichtbar
(man beachte den Umfang Farbskala).

Oberflache ist von Desikkationsrissen zerfurcht. (B) Die Langenskala der
Zerkliiftung ist an bestrahlten Orten grofder (Lichtmikroskopbild).
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Die Oberflache der Polycaprolacton-Beschichtung ist nicht glatt (Abbildung 5.23A),
sondern sie ist von Desikkationsrissen zerfurcht (im Englischen auch mud cracks, bekannt
von ausgetrockneten Pfiitzen im Schlamm [92]). Interessanterweise ist deren Lingenskala
nach der Bestrahlung grofder (Abbildung 5.23B) - somit ist deutlich der Bestrahlungsort
auf dem Donor zu erkennen. Moglicherweise steht dessen dadurch leicht erkennbare
Grofie in einem festen Zusammenhang mit der Grofde des libertragenen Spots, was eine
Charakterisierung und Qualitatssicherung erleichtern wiirde.

Eine phantasievolle Nutzung der Zerkliiftung der Oberfliche wire es, die Risse bei einer
ablasivere Variante von LIFT, bei der das Material brockenweise {libertragen wiirde, als
Sollbruchstellen zu benutzen - vgl. [27], wo entsprechend Materialpakete mit der Hilfe
von lonenstrahlen freigestellt wurden.

Man beachte, dass die meisten der bisher beobachteten Phidnomene eher cLIFT- als
materialspezifisch sind - so tritt beispielweise die Ringbildung auch bei der fiir MALDI
verwendeten Universalmatrix (2-Cyano-3-(4-hydroxyphenyl)acrylsdure, Gentisinsiure;
aus den Arbeiten zu [77]) auf Dies ist insbesondere dann kritisch, wenn eine
geschlossene Flache iibertragen werden soll. Abbildung 5.24 zeigt die Hohenkarte eines
entsprechenden Musters auf einem Akzeptorslide. Die dort zu erkennenden, rot gefirbten
vermeintlichen Spots sind aber nicht die eigentlich intendierten Spots, sondern
Schnittpunkte der Ringe, die sich um die umliegenden Bestrahlungsorte gebildet haben.

-1.0

wrl

-1.2

-14

-16

1.7

Abbildung 5.24: Hohenkarte eines iibertragenen Musters bei ausgepragter Ringbildung.
(Bildschirmfoto, Ausschnitt der Messgerdtesoftware). Die Ringe um die
einzelnen Bestrahlungsorte iiberlagen sich additiv.
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Abbildung 5.25: Fluoreszenzbilder von Spots eines Fluorophors. Entnommen aus [85]. Die
Lange des Mafdbalkens im linken Bild betragt 1 mm, im rechten 2 mm.

Im Rahmen einer Kooperation wurde erfolgreich ein vom Kooperationspartner an der
Friedrich-Alexander-Universitdt Erlangen (FAU) synthetisiertes Fluorophor iibertragen
(Abbildung 5.25). Dies ist ein weiteres Beispiel, wie cLIFT nicht nur zum Ubertrag von
Aminosauren, sondern molekularen Bausteinen allgemein eingesetzt werden kann.

5.5 Sonstige Parameter

In diesem Unterkapitel wird auf weitere Prozessparameter hingewiesen, die nicht so
ausfiihrlich untersucht wurden wie die in den vorherigen Unterkapiteln, oder die
Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein konnten.

5.5.1 Strahldurchmesser und -profil

Der Laserstrahl hat eine endliche Ausdehnung. Er wird deshalb seitlich gesehen nicht
punktformig, sondern auf einer gewissen Flache absorbiert. Bei gleicher Leistung kann je
nach Strahltaille eine wunterschiedliche Leistungsdichte in die Absorptionsschicht
eingebracht werden.

A Mikrodissektionsgerat
Riickwartige Bestrahlung

10 ms

3ms

Vorder-/Kontaktseitige Bestrahlung

0,1 ms 1ms 2 ms 3 ms 5ms 10 ms
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B cLIFT-Aufbau
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Abbildung 5.26: Ubertrag mittels eines Mikrodissektionsgerdts und dem cLIFT-Aufbau im
Vergleich. (A) Mit einem umgebauten Mikrodissektionsgerat aus fritheren
Arbeiten der Gruppe wurden testweise gleichartige Spots von einem
Donorslide mit schwarzer Kaptonfolie als Absorptionsschicht iibertragen und
dabei bei konstanter Leistung und gleichem Strahldurchmesser die
Bestrahlungsdauer variiert. Gezeigt werden hier Ausschnitte aus dem
Fluoreszenzbild. (B) Ausschnitte aus dem Fluoreszenzbild eines Testmusters
mit vergleichbaren Parametern (siehe die Pfeile fiir die Werte der
Bestrahlungsdauer im Experiment mit dem Mikrodissektionsgerit), die mit
dem CcLIFT-Aufbau tbertragen wurden (bei Bestrahlungen kiirzer einer
Millisekunde wurden bei riickseitiger Bestrahlung keine Spots tibertragen;
daher ist dieser Teil nicht abgebildet). Der Strahl dieses Aufbaus hat eine
dhnliche Leistungsdichte, aber einen doppelt so grofien Durchmesser. Das
Spotraster in beiden Teilabbildungen betragt 250 pum.

cLIFT wurde auch in einem umgebautem Mikrodissektionsgerat (Pixcell II Laser Capture
Microdissection System, Arcturus) aus fritheren Arbeiten der Gruppe [9] erprobt; das dort
verbaute Lasersystem fiihrt zu einem Strahldurchmesser von 7,5 pm, also etwa die Halfte
dessen des cLIFT-Aufbaus. Seine Leistung betragt 100 mW, die Leistungsdichte etwa 1,2-
Mal so hoch und damit mit dem cLIFT-Aufbau vergleichbar. Die Wellenldnge liegt im
nahen Infrarotbereich; deshalb wurde ein Donorslide mit schwarzer Kaptonfolie als
Absorptionsschicht verwendet. Abbildung 5.26 zeigt mit dem Mikrodissektionsgerat
libertragene Testmuster im Vergleich mit Resultaten, die man mit dem cLIFT-Aufbau
erhalt. Es zeigt sich dabei, dass die kleinste Bestrahlungszeit, die zum Transfer von Spots
notig ist, dhnlich grof? ist. Auch der Durchmesser der entstehenden Spots (bei Spots mit
Ringbildung: der Durchmesser deren Kerne) ist vergleichbar und lasst sich somit nicht
durch ein enger gefasstes Strahlprofil verkleinern. Lediglich der Schadigungseffekt bei
kontaktseitiger Bestrahlung des Donorslides ist starker.
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Abbildung 5.27:  Auswirkung des Ubertrags bei Verkippung der Slides gegeniiber der
Laborebene. Es wurde von einem Donorslide mit in dieser Arbeit iiblicherweise
verwendetem Aufbau (vgl. Einleitungskapitel) ein Testmuster libertragen, das
in der horizontalen Bildrichtung translationssymmetrisch ist und in der
vertikalen Bildrichtung zunehmend grofde Spots aufweist. Dargestellt ist eine
Visualisierung der Spotgrofiendaten: Das originale Fluoreszenzbild wurde
spotweise eingefarbt, wobei die Farbe die jeweilige Spotgrofie kodiert. Spots,
die grofier sind als das Spotraster und deshalb nicht analysiert werden
konnten, wurden in Graustufen belassen. Diese Darstellungsweise hat den
Vorteil, dass der menschliche Betrachter leichter globale Trends auf dem Bild
herausfiltern kann. Es zeigt sich, dass sich, sowohl wenn die Slides plan (A) als
auch verkippt (B) eingelegt worden waren, kein wesentlich unterschiedliches
Bild ergibt. Der sichtbare globale wellenartige Trend ist vermutlich ein
Farbeartefakt, oder auf eine inhomogene Oberflichenfunktionalisierung
zuriickzufithren. Lange des Maf¢balkens 1 mm.

Im cLIFT-Aufbau selbst wurde die Beobachtung, dass die resultierende Spotgréfie kaum
vom Strahldurchmesser abhangt, dadurch verifiziert, dass man keine starke Veranderung
eines Testmusters beobachtet, wenn die Slides mit zusatzlicher Neigung in den Aufbau
eingelegt worden waren (Abbildung 5.27). Nach der aus den Angaben in [9] ermittelten
Strahldivergenz variierte im Experiment der Strahldurchmesser zwischen etwa 15 pm und
84 pm, die Leistungsdichte nahm also bis auf 3 % ab. Insbesondere wurde dadurch
ermittelt, ob es bei der Justierung des Aufbaus notig ist zu beachten, dass der Scanhead
moglichst senkrecht auf die Slides zielt — beziiglich der Leistungsdichte ist es das folglich
nicht; fiir die Auswirkung perspektivischer Effekte auf die Ortsgenauigkeit siehe Kapitel 7.

Die beiden oben beschriebenen Beobachtungen legen nahe, dass die Warmeleitung im
Donorslide das Temperaturprofil im Verlauf des Spotiibertrags so weit verbreitert, dass
seine urspriingliche Breite keine nennenswerte Bedeutung mehr hat. Eine damit
verwandte Fragestellung ist, ob das genaue Strahlprofil des Laserstrahls eine Auswirkung
auf die Gestalt der Spots hat, ob man also etwa einen besonders modenreinen Laser
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bendtigt. Hierzu ist erwdhnenswert, dass wahrend einer Umbauzeit der Strahlengang im
Versuchsaufbau offenbar nicht optimal eingestellt war, was sich in einem auf Justierungs-
Testkarten und auch in der Form tibertragener Spots durch eine Exzentrizitit zeigte. Nach
sorgfiltiger Justage waren Strahl und Spots wieder kreisrund. Wenn man nun ein
Testmuster (Abbildung 5.2) untersucht, das mit leicht elliptischem Strahlprofil tibertragen
wurde, und dabei die Exzentrizitit der Spots abhdngig von ihrer Lage im
Laserparameterraum betrachtet (Abbildung 5.28), so stellt man fest, dass die geringste
Exzentrizitit bei grofen Bestrahlungsdauern auftritt, also dort die urspriingliche Form am
wenigsten erhalten wurde. Dies ist plausibel, wenn man die Temperaturausbreitung als
diffusives Phdnomen begreift.
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Abbildung 5.28:  Abhangigkeit der Spotform von den Laserparametern. Es wurde ein Testmuster
mit einem Donorslide mit in dieser Arbeit {iblicherweise verwendetem Aufbau
(vgl. Einleitungskapitel) generiert und das Fluoreszenzbild ausgewertet.
Dargestellt ist eine Visualisierung der Exzentrizitidten der Spots: Das originale
Fluoreszenzbild wurde spotweise eingefiarbt, wobei die Farbe die jeweilige
Exzentrizitit kodiert (Hintergrundfarbe schwarz). Der Wert 0 entsprédche
einem Kreis, der Wert 1 einer Linie. Von zwei Stellen sind Vergréfderungen
gezeigt. Fiir die grofdten Spots bei der stiarksten Bestrahlung konnten keine
Daten gewonnen werden, da sie liberlappen; das Bild wurde an ihrer Stelle mit
der Hintergrundfarbe eingefarbt, sie ,fehlen‘ also in der Darstellung. Das
Spotraster ist 250 pm; die Lange des Maf3balkens betrdagt 10 mm.

5.5.2 Ausblick

Es ware interessant, genauer zu untersuchen, wie sich der Restlésungsmittelgehalt in den
Donorslidebeschichtungen auf den Materialiibertrag auswirkt. Ist dieser tatsichlich
begiinstigend, konnte man versuchen, gezielt zusatzliche hygroskopische Stoffe in die
Materialschicht einzubringen. Es wurden Experimente durchgefiihrt, bei denen
Donorslides zerteilt wurden und die Teilstiicke an Luft getrocknet, in Exsikkatoren
getrocknet oder in mit Losungsmitteldampf gesattigter Atmosphare rehydriert wurden.
Die Resultate lief3en allerdings bisher keine eindeutige Interpretation zu. Um solche
Experimente besser beurteilen zu konnen, muss zunéchst eine Methode gefunden werden,
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den Losungsmittelgehalt quantifiziert zu messen, etwa durch Impedanz- oder
spektroskopische Messungen.

Vor der Gestaltung einer neuen Werkstiickhalterung fiir den Versuchsaufbau wurde
ermittelt, ob es einen Unterschied macht, Donor- und Akzeptorslide nicht nur aufeinander
zu legen, sondern aufeinander zu pressen. Dazu wurde ein Metallrahmen angefertigt, der
iiber die Slides gelegt wurde und mit Schrauben an den Untergrund angezogen wurde. Mit
in dieser Arbeit iiblicherweise gewihlten Einstellungen fiir die Ubertragsparameter wurde
keine Verdnderung der Spotgrofle oder -gestalt beobachtet; vermutlich sind die
Glassubstrate zu starr, um ihre Form dabei einander anzupassen. Hier wurde nun aber im
Fall des Donorslides, der die Kaptonfolie selbst als Substrat nutzt und keinen Glastrager,
beobachtet, dass solch eine Anpassung von Vorteil sein koénnte. Deshalb ist es
vielversprechend, diese Donorarchitektur weiter zu untersuchen, sie etwa mit
verschieden dicken Folien zu testen.

Auch der Schichtaufbau der Donorslides bietet Spielraum fiir kiinftige Untersuchungen.
Ein Donorslide mit mehreren gestapelten Materialschichten, deren Materialien sich als
Spots unabhidngig voneinander nachweisen lassen und somit beziiglich ihres vertikalen
Herkunftsortes auf dem Slide riickverfolgbar sind (analog zu [93]) konnte weiteren
Aufschluss iiber den Ubertragsmechanismus bringen. Und wiirde man eine nicht-
transparente Materialschicht nutzen, konnte man auf die Absorptionsschicht des
Donorslides verzichten. Graphitpulver dispergierte in einem ersten Versuch allerdings
nicht gut genug im Matrixpolymer. Die Literatur zu vergleichbaren Schichtsystemen zeigt,
dass es einen Unterschied macht, ob die Laserstrahlung in einer Hilfsschicht oder direkt
absorbiert wird [94] [95]; dies miisste dann noch ndher untersucht werden.

Es sind weitere, den Ubertrag beeinflussende oder zu Gunsten seiner Verbesserung
ausnutzbare Effekte denkbar, die bislang noch nicht untersucht wurden. Beispielsweise
kénnte man die Ausgangstemperatur des Donorslides knapp unter die fiir den Ubertrag
notige Schwelltemperatur anheben, um mit weniger Laserstirke auszukommen. Dieses
,Vorwiarmen‘ konnte sogar lokal aufgelost durch geeignete Bestrahlung mit dem Laser
selbst vorgenommen werden (vgl. das folgende Kapitel 6.1).

5.6 Diskussion

Die in diesem Kapitel gewonnenen Erkenntnisse (insbesondere die aus 5.3 und 5.4.2)
koénnen unter folgenden Fragestellungen diskutiert werden: Welche extremalen
Spotgrofden sind mit cLIFT erreichbar? Welche Spotgréfien sind zuverldssig erreichbar,
und wie konnen sie in der praktischen Anwendung ermittelt werden? Wie lasst sich die
Prozesszeit verkiirzen? Wie lassen sich cLIFT und der Versuchsaufbau okonomischer
gestalten? Und wie ist im Lichte der beobachteten Parametereinfliisse cLIFT von anderen
LIFT-Implementierungen abgegrenzt?

Die grofdten hier berichteten Spots waren etwa 300 pm im Durchmesser grof3. Um grofiere
Spots zu drucken, muss man sie aus mehreren kleinen Teilen zusammensetzen. Die
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kleinsten Spots, die den Qualititsanforderungen geniigen, waren etwa 80 pm grof3. Die
kleinsten schwachen un-gesattigten, also nicht den Qualititsanforderungen geniigenden
Spots, waren nicht kleiner als 50 pm, recht unabhingig vom {bertragenen Baustein.
Theoretisch kénnte man ihre Intensitit durch mehrfachen Ubertrag anheben, aber
praktisch ist es wahrscheinlich, dabei auch ihren Durchmesser zu erhéhen. Die 50 pm
stellen also eine eher hypothetische Untergrenze dar.

Die bei voller Leistung erreichbare maximale Spotgroéfie variierte fiir die verschiedenen
Aminosaurebausteine von 125 pum bis 300 um, die Grof3e der kleinsten gesattigten Spots
von 80 um bis 250 um. Dies deutet auf eine starke Abhiangigkeit von den
Stoffeigenschaften hin. Andererseits schwankt diese Kennzahl auch fiir gleichartige
Donorslides iiber einen Bereich von etwa 100 pm. Die Auswirkung der untersuchten
Prozessparameter war aber innerhalb eines Experiments wohldefiniert und nicht-
chaotisch. Die Schwankungen zwischen den Experimenten miissen also auf eine nicht
genau zu bestimmende Einflussgrofle zurilickzufithren sein. Es ist denkbar, dass dies
wieder die (thermischen) Stoffeigenschaften sind, die beispielsweise begrenzt durch die
Genauigkeit beim Abwiegen der Bestandteile oder je nach Trocknungsgrad der
Materialschicht variieren. Indirekt wirkt sich namlich eine Anderung der effektiven
Wirmekapazitit dhnlich wie eine Anderung der eingebrachten Energie aus; dass cLIFT
gerade bei kleinen Spotgrofien empfindlich ist fiir Verdanderungen der Bestrahlungsstarke,
wurde gezeigt. Welche Ursache es auch habe, es war bisher nicht moéglich, cLIFT in
absolutem Sinne reproduzierbar zu gestalten. Es muss also fiir den praktischen Einsatz
eine Strategie gefunden werden, die die zu erwartenden Schwankungen beriicksichtigt
und die die im relativen Sinne sehr wohl gegebene Reproduzierbarkeit ausnutzt. In
Tabelle 3 ist eine solche Strategie aufgefiihrt.
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Tabelle 3: Vorgehen zum Ermitteln der Lasereinstellungen und erwartbaren Spotgroéfien

Schritt

1 Flir die verwendete Donorslide-Architektur bzw. das Lasersystem einmal:

1.1 Ubertrag eines Laserparameter-Variationsmusters fiir Leistung
und Bestrahlungsdauer und Aufnahme eines Fluoreszenzbilds.
1.2 Gibt es beobachtbar eine Leistungsgrenze Pgepze ab der kein
guter Ubertrag mehr méglich? Dann wihle P = (100 % —2-

5 %) Pgrenze- Sonst wihle P = (100 % — 1+ 5 %) Ppay als

Laserleistung.
1.3 Sind Ringe aufgetreten? Dann merke deren Grofde Dgipg.

2 Flir jeden Donorslide:

21 Ubertrag eines Teststreifens mit verschiedenen
Bestrahlungsdauern bei konstanter Leistung P und Aufnahme
eines Fluoreszenzbilds davon.

2.2 Ermittele den kleinsten Durchmesser Dygeg:1igr gerade gesattigter
Spots und den maximal erreichten Durchmesser D, aller Spots.
2.2 Sei Tgesstigrdie Bestrahlungsdauer, die zu den kleinsten
gesattigten Spots fiihrt. Wahle 7 = (100 % + 52 %) " Tgesittigt AlS
Bestrahlungsdauer fiir diesen Donorslide.

3 Wahl des Spotrasters:

31 Wahle als Pitch max(D,,,) aller Donorslides.
3.2 Gegebenenfalls: Wahle stattdessen Dg;p,, falls dieser Wert grofer

ist oder multipliziere mit 1,5 als Sicherheitsfaktor.

4 Erwartete Spotgrofie:

Nach Kombinatorik zu erwarten ist ein Spotdurchmesser von
min(DgeSémgt) aller Donorslides.

5 Fortgeschrittene Erweiterung (bei besonderem Bedarf):

Plane fiir Spots, deren Dgegsigr am Arbeitspunkt kleiner als
max(Dgesattigt) aller Donorslides ist, mehrere Duplikate in

lateralem Versatz so, dass sie die zur Verfiigung stehende Flache
ausfiillen.

Kommentare:

zu allem Ziel ist das Ermitteln zu erwartender Spotgréfen und geeigneter Lasereinstellungen.
Zunachst muss untersucht werden, wie hoch die maximale zulédssige Laserleistung ist
(Schritt 1). Um Kkleine Prozesszeiten zu ermdglichen, wird bei mdglichst hoher
Leistung gearbeitet. Dann wird ermittelt, wie Kklein die kleinste geeignete
Bestrahlungdauer ist (Schritt 2). Aus diesen Tests ist sichtbar, wie grofd die Spots
werden werden und welcher Pitch deshalb nétig ist (Schritt 3). Uberlagert man
kombinatorisch mehrere Lagen, wird der effektive Spotdurchmesser kleiner (Schritt
4), was man eventuell kompensieren méchte (Schritt 5).
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zu 1.1 Muster wie Abbildung 5.2 oder dhnlich.

zu 1.2 Die ersten 5% stellen einen Spielraum dar, innerhalb dessen Schwankungen der
Laserleistung kompensiert konnen werden sollen; die weiteren 5 % einen Abstand zur
Grenzleistung.

zu 2 Die Schwankungen der Ubertragsresultate zwischen verschiedenen Donorslides legen

nahe, die Parameterermittlung tatsichlich fiir jeden einzelnen Donorslide erneut
durchzufithren. Es kann aber auch auf den empirischen Erfahrungsschatz
zuriickgegriffen werden und dabei max(rgeséttigt) der bisherigen Teststreifen gewahlt
werden und entsprechend in Schritt 3.1 dann das grof3te bisher beobachtete Maximum
der Durchmesser als Pitch. Dennoch ist dabei aber zumindest zwischen den
verschiedenen Bausteinen zu unterscheiden.

zu 2.1 Streng genommen miisste das Testmuster auf genau den fiir das Array vorgesehenen
Akzeptorslide libertragen werden; dies verbietet sich aber, wenn es nur indirekt durch
Fluoreszenz nachgewiesen werden kann. Direkter Nachweis wire deshalb
erstrebenswert, aber auch weil fiir Sonderbausteine eventuell gar keine
Fluoreszenzbildgebung moglich ist. Hier besteht weiterer Forschungsbedarf.

zZu 2.2 Die 5 % stellen einen Sicherheitsabstand zum Parameterbereich ungesattigter Spots
dar (vgl. Abbildung 5.5) und werden quadriert, weil die Bestrahlungsdauer als Wurzel
in den kombinierten Laserparameter eingeht.

Wenn man ein einem Spot iiber mehrere Lagen hinweg verschiedene Bausteine
kombiniert, bestimmt dabei der kleinste Durchmesser iiber die gesamte Grofde des Spots,
der grofdte Durchmesser hingegen iiber das Raster, in dem die Spots angeordnet werden
koénnen. Beachtet man hierbei auch einen fiir den Fall moéglicher Ringbildung noétigen
Sicherheitsabstand, ist ein Pitch von 400 um empfehlenswert. Wenn sich die Ringe als
nicht nutzbarer Teil der Spots iiberlagern diirfen, ist auch ein Pitch bis zu 300 um denkbar.
Die Spots dariiber hinaus so dicht zu setzen, dass nur ihr innerster Teil, der dem kleinsten
auftretendem Durchmesser entspricht, tiberlappungsfrei bleibt, ist nicht empfehlenswert,
da man damit bewusst kontaminierte Regionen schaffen wiirde, die moglicherweise im
Fluoreszenzbild nicht von den brauchbaren Spotzentren unterscheidbar wdaren.
Auflerdem sollte auch eine kleine Region um die Spots herum unbelegt bleiben, um das
Fluoreszenz-Hintergrundsignal abschitzen zu kénnen. Mit dem empfohlenen Pitch wird in
quadratischer Anordnung der Spots eine Dichte von 625 Spots pro cm? erreicht (in
hexagonaler Anordnung waren es 721 cm2); auf einem Objekttrager passen somit 8750
Spots, wenn man zu seinen Randern jeweils 3 mm Sicherheitsabstand halt.

Strebt man eine moglichst kurze Prozesszeit an, muss die Bestrahlungsdauer pro Spot
minimiert werden. Dazu muss im Ausgleich die absorbierte Laserleistung erh6ht werden,
etwa durch eine geeignete Absorptionsschicht. Hierbei ist man durch eine
Leistungsschwelle begrenzt, jenseits derer keine geeigneten Spots mehr auftreten. In den
berichteten Experimenten ist die kleinste gingige Bestrahlungsdauer bei schwarzem
Kapton als Absorptionsschicht und kontaktseitiger Bestrahlung beobachtet worden und
betrug etwa 0,5ms. Im Vergleich dazu ist eine typische Bestrahlungsdauer bei
Donorslides mit in dieser Arbeit iiblicherweise verwendetem Aufbau (vgl
Einleitungskapitel) etwa 5 ms. Fiir die Strukturierung eines gesamten Slides betragt die
Gesamtdauer dann 4,4 s bzw. 44 s. Die Differenz liegt in der Grof3enordnung der Dauer
eines Substratwechsels (vgl. Kapitel 2.3), die auch zur Prozesszeit zdhlt; somit ist der
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Bestrahlungsvorgang bei einer Zeitoptimierung von Belang, wenn auch nicht
ausschlaggebend.

Unter 6konomischen Gesichtspunkten betrachtet ist wichtig zu wissen, wie sich die Starke
und Strahlqualitat des verbauten Lasers auf die Spots auswirkt. Pauschal gesprochen sind
schwichere Laser mit beliebigerem Strahlprofil kostenglinstiger. Beide Zugestindnisse
sind praktikabel: Die Experimente haben gezeigt, dass auch Laserleistungen mit < 100 mW
noch hoch genug sind, um unerwiinschte Zerstorungseffekte hervorzurufen, ohne dass die
Bestrahlungsdauer merklich angehoben werden miisste, sofern entsprechend gute
Absorption erfolgt (Abbildung 5.26). Bei langer (etwa 20 ms pro Spot bzw. 175s pro
Array), aber schwacher Bestrahlung verschwinden die Strukturen des Strahlprofils aus
der Spotform (Abbildung 5.28).

Die Begrenztheit des akzeptablen Bereichs im Laserparameterraum hin zu hohen
Leistungswerten legt nahe, dass es keinen flieRenden Ubergang von dem hier
ausgenutzten Ubertragsmechanismus hin zu LIFT-Varianten gibt, bei denen durch
Verdampfung oder Plasmabildung an seiner Grenzschicht das Ubertragsmaterial in Form
von grofderen Partikeln herausgelost und iibertragen wird. In der Tat zeigten erste
Versuche mit einem ebenfalls im Labor vorhandenen Nanosekundenlaser-System (zu
dessen Aufbau siehe [44]) kein positives Ergebnis, sondern vielmehr Beschadigungen der
Glassubstrate. Mindestens die Architektur der Slides miisste angepasst werden.
Womoglich ist ein Ubergang ins Regime der Femtosekundenpulse noétig; dann aber
werden umso mehr andere Phianomene fiir den Ubertrag eine Rolle spielen und folglich
die LIFT-Implementierung, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wird, verlassen. Eine
Moglichkeit, andere LIFT-Mechanismen zu nutzen, aber zumindest den cLIFT-Aufbau zu
behalten, kdnnte sein, im Donorslide eine Schicht zu verwenden, die durch Erwarmung
bzw. Bestrahlung destabilisiert wird und in einer exothermen Reaktion Teile der
Materialschicht wegschleudert (vgl. [30] oder [96]). Cellulosenitrat, in seiner Verwendung
als Treibladung umgangssprachlich als ,Schief3baumwolle’ bekannt, ware ein geeigneter
Kandidat fiir eine solche Opferschicht, da sie riickstandslos umsetzen kann und dies
thermisch auslosbar ist. Die Ziindtemperatur eines diinnen Nitrocellulosefilms betragt
moderate 290 °C [97]. Allerdings ist anzunehmen, dass durch die Warmeausbreitung bis
zum Zeitpunkt der Ziindung auch die Materialschicht so weit erwarmt sein wird, dass der
gewohnliche cLIFT-Ubertragsmechanismus einsetzt.

5.7 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde untersucht, wie sich die unterschiedlichen Prozessparameter des
cLIFT-Ubertrags auswirken.

Es wurde dabei die Auswirkung auf die Spotgrofie betrachtet, die zu minimieren ist, und
die Nebenbedingungen der Aufrechterhaltung einer geeigneten Spotgestalt und der
Verkiirzung der Prozesszeiten beriicksichtigt. Einsparmdoglichkeiten gegeniiber dem
bestehenden Versuchsaufbau wurden aufgezeigt.
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Spotgrofien- und Intensitdten sind Schwankungen unterworfen. Da sich die zugdnglichen
Parameter aber in einer vorhersagbaren definierten und steuerbaren Weise auswirken
(vgl. Abbildung 5.29), lasst sich aus geeigneten Testmustern fiir die jeweiligen Slides
bestimmen, wie sie gewahlt werden miissen und welche Spotraster erreichbar sind. In
Tabelle 3 sind praktische Folgerungen aus den Erkenntnissen aus den Experimenten
komprimiert zusammengefasst, indem der nachste Benutzer der Anlage schrittweise zum
Ermitteln der notigen Laserparameter und der erwarteten Spotgrdéfien angeleitet wird.

Mit cLIFT konnen in insgesamt 44 s Bestrahlungsdauer pro Lage 8750 Spots auf einen
Akzeptorslide (625 Spots pro cm?) iibertragen werden. Diese Spotdichte ist vergleichbar
mit der von Kkommerziell erhaltlichen Peptidarrays (8600 Spots pro Slide;
PEPperPRINT[98]).

Es wurde gezeigt, dass cLIFT eine Vielzahl von Bausteinen und Materialien iibertragen
kann, die iiber die in der Peptidarraysynthese routinemaf3ig verwendeten hinausgeht.

Abbildung 5.29: Beispiel fiir die Steuerbarkeit der relativen Spotgrofie und -intensitét. Ein Foto
[99] eines Romanesco-Brokkolis wurde im Halbtonverfahren in ein cLIFT-
Spotmuster umgewandelt und von einem Donorslide mit in dieser Arbeit
tiblicherweise verwendetem Aufbau (vgl. Einleitungskapitel) {ibertragen.
Gezeigt ist das Fluoreszenzbild. Die Lange des Mafsbalkens (weif3, am rechten
Bildrand) betragt 1 cm.
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6  Wiederholte Benutzung von Donorslides

,Wiederholte’ Benutzung von Donorslides bedeutet zweierlei: In der strengeren
Bedeutung meint es, dass vom selben Ort auf dem selben Donorslide mehrere Spots auf
verschiedene Akzeptorslides iibertragen werden. In einer schwicheren Bedeutung meint
es, dass der selbe Donorslide zum Ubertrag auf den selben Akzeptorslide an
verschiedenen, gegebenenfalls dicht beisammen liegenden Orten genutzt wird. Letzteres
tritt auf, wenn man nicht nur einzelne Spots, sondern ganze Muster eines Bausteines
iibertragen mochte. Ersteres tritt auf, wenn man 6konomisch arbeiten mdchte und nicht
fiir jedes Experiment neue Donorslides anfertigen mochte. Beides wird in diesem Kapitel
genauer untersucht.

6.1 Mehrere Spots vom selben Slide

Ubertriagt man ein Muster gleichartiger Spots mit den selben Prozessparametern, so erhilt
man im Fluoreszenzbild (Abbildung 6.1) unterschiedlich grofRe Spots. Ein Spot ist grofier,
wenn in unmittelbarer Nachbarschaft bereits ein anderer Spot iibertragen wurde.
,Unmittelbar’ meint hierbei zum einen direkt nebeneinander liegende Spots und
auflerdem auch zusatzlich die zeitliche Nachbarschaft: In der Abbildung hat der
Laserstrahl die Spots zeilenweise, von links nach rechts, geschrieben. Spots derselben
Zeile, die einen linken Nachbarn haben, sind grofder. Nachbarschaft liber Zeilen hinweg
spielt keine Rolle. Die Vergrofderung von Folgespots liegt daran, dass an ihrer Stelle der
Donorslide bereits von der Bestrahlung des Vorgiangerspots ,vorgewarmt‘ ist. Dass dies
den und nur den direkten Folgespot betrifft, liegt daran, dass die Langenskala der
Temperaturdiffusion auf der Zeitskala eines Bestrahlungsvorgangs etwa der Langenskala
eines Spots entspricht (vgl. Abschiatzung in Kapitel 5.2). Dass dies insbesondere nicht die
Nachbarspots aus anderen Zeilen betrifft, die viel spater geschrieben werden, liegt daran,
dass sich das Temperaturprofil mit der Zeit nicht nur verbreitert, sondern dabei auch
abflacht und vernachlassigbar wird.

Dieser Effekt lasst sich vermeiden, wenn das Muster nicht als Ganzes geschrieben wird,
sondern nach Art eines Schachbretts aufgeteilt wird und die Teile nacheinander
geschrieben werden, so dass sich das System zwischen den Schreibschritten abkiihlen
kann. Fir Abbildung 6.1B wurde das Muster in neun Schritten iibertragen, so dass
zwischen zwei Spots immer mindestens zwei Leerstellen lagen.

Wird ein Scanhead zur Ablenkung des Laserstrahls genutzt, ist es kein merklicher
Nachteil, dass bei dieser Losung der Slide mehrfach beschrieben wird. In einem
vereinfachten Aufbau mit einem festen Strahl und einem beweglichen Slide ist die
Schreibgeschwindigkeit aus mechanischen Griinden aber wesentlich langsamer. Dann
konnte man den Schreibpfad entlang des ausgediinnten Musters optimieren (analog dem
Problem des Handelsreisenden; [100]S. 143f,, [101]).
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A
B C Aufteilung des
Musters in neun
Teile;
,Elementarzelle":
1123
415]6
71819
Abbildung 6.1: Beeinflussung der Spotgrofie durch Nachbarspots. Gleichartige Spots wurden

zeilenweise, von links nach rechts, geschrieben. (A) Spots derselben Zeile, die
einen linken Nachbarn haben, sind im Fluoreszenzbild (gezeigt ist ein
Ausschnitt) grofder; Nachbarschaft iiber Zeilen hinweg spielt keine Rolle. Die
Vergrofderung von Folgespots liegt daran, dass an ihrer Stelle der Donorslide
bereits von der Bestrahlung des Vorgingerspots ,vorgewarmt' ist. (B) Zur
Vermeidung dieses Phidnomens kann das zu iibertragende Muster nach Art
eines Schachbretts aufgeteilt werden; hier wurde es in neun Schritten - vgl. (C)
- libertragen und zeigt dann keinen Nachbarschaftseffekt mehr. Die Lange der
Maf3balken betragt 500 um.

Es wurde untersucht, ob es praktikabel ist, statt der Aufteilung des Musters zeitliche
Pausen zwischen benachbarte Spots einzufligen. Dazu wurde ermittelt, wie lang die
Pausen sein miissten. Es wurden Paare von Testspots geschrieben, jeweils in
verschiedenen rdaumlichen und zeitlichen Abstdnden. Um verfélschte Interpretationen
durch globale Trends aufgrund von Inhomogenititen der Slides auszuschlief3en, wurden
die Testpaare nicht nach ihren Parametern sortiert angeordnet, sondern zufillig auf dem
Slide verteilt (Abbildung 6.2). Die aus dem Fluoreszenzbild extrahierten Daten sind in
Abbildung 6.3 eingetragen. Man sieht, dass das Pausieren zwischen benachbarten Spots zu
viel Zeit in Anspruch ndhme.

Abbildung 6.2: Testmuster zur quantitativen Untersuchung des Nachbarschaftseffekts. Paare
von Spots in unterschiedlichem raumlichen und zeitlichen Abstand wurden in
zufélliger Anordnung libertragen. Ausschnitt aus dem Fluoreszenzbild.

96



WIEDERHOLTE BENUTZUNG VON DONORSLIDES MEHRERE SPOTS VOM SELBEN SLIDE

Abbildung 6.3:

D_ =89 um
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Pause [ms] 40
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Quantitative Daten zum Nachbarschaftseffekt. Jeder Datenpunkt entspricht
einem Spotpaar, das in unterschiedlicher raumlicher Distanz und mit einer
zeitlichen Pause iibertragen wurde. Farblich und auf der Hochachse
aufgetragen ist die Vergroflerung des jeweiligen Spots gegeniiber dem
Durchmesser D, den er bei groflem Abstand zu Nachbarpunkten einnimmt.
Zur besseren Sichtbarkeit der Trends wurde ein zweidimensionales Polynom
zweiten Grades an die logarithmierten Datenwerte angepasst und hier als
Gitter (Abstand der Linien 10 pm bzw. 2,5 ms; dicke Linie bei Distanz 1)
eingezeichnet. Man sieht, dass bei Spots, die ohne nennenswerte Leerstelle
zwischeneinander platziert werden, zur Vermeidung einer Vergrofierung eine
Pause notig ware, die viel grofder als die Bestrahlungsdauer eines Spots (hier:
3,5 ms) ist.

Dass die Nachbarschaft anderer Spots zusatzlich zu den gewdhlten Lasereinstellungen die
Spotgrofie beeinflusst, wird auch deutlich, wenn man versucht, durch dicht gesetzte Spots
eine geschlossene Flache an Material zu ilibertragen. Dies ist fiir manche chemische
Charakterisierungsmethoden nétig, die von einer Kollegin in ihrer Arbeit [77] mit den

Arrays verwendet wird; fiir diese wurde ein Testmuster entworfen, bei dem entlang der
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Bildachsen der Spotabstand und die Bestrahlungsstirke variiert werden. Im
resultierenden Fluoreszenzbild (Abbildung 6.4; aus Daten aus den Arbeiten zu [77])
erkennt man, dass die Grenzverlaufe zwischen spotweiser und flachiger Beschichtung,
sowie zwischen gesattigter Signalstirke und Beschddigung keine Funktionen der
einzelnen Parameter allein sind.

A B (Illustration von A)

Farbskala:
[ . -

L I T N N L R N |
L T R N L
L R N N L R T I R ]
L T T L R T R T
L I I I L R L O I

C (Ausschnitt aus A, links unten)

Bestrahlungsstarke, nach oben zunehmend

Pitch, nach rechts kleiner

Abbildung 6.4: Testmuster zur gerasterten Ubertragung geschlossener Flichen. Rohdaten aus
der Kooperation zu [77]. (A) Fluoreszenzbild (Bildgréfde 1,92 cm X 1,5 cm) in
Falschfarbendarstellung und (C) ein Ausschnitt daraus, das entsteht, wenn
entlang der vertikalen Bildachse die Bestrahlungsstarke erhéht (von 5 ms auf
15 ms bei voller Laserleistung) und auf der horizontalen Bildachse der Pitch
des Rasters verkleinert wird (von 150 um auf 50 pm; nicht-mafstabsgetreu in
(B) skizziert).

6.2 Mehrere Spots von der selben Stelle

Eine fiir die Praxis sehr relevante Frage ist, ob ein Donorslide durch den cLIFT-Ubertrag so
verandert wird, dass man ihn an der selben Stelle nicht mehr verwenden kann. Auf den
ersten Blick scheinen die Verdanderungen gravierend (vgl. Abbildung 4.17). Andererseits
wird nur wenig Material {ibertragen (vgl. Abbildung 9.3) und der Ubertrag ist nur wenig
abhiangig von der Schichtdicke (vgl. Abbildung 5.16).
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Unter anwendungsnahen Bedingungen sind Donorslides mindestens 20 Mal benutzbar.
Um dies zu belegen, wurde ein wie liblich auf einem Akzeptorslide liegender Donorslide
mit in dieser Arbeit liblicherweise verwendetem Aufbau (vgl. Einleitungskapitel) 1 bis 19
Mal wiederholt an den selben Orten bestrahlt, mit Lasereinstellungen, die im
Fluoreszenzbild gesattigte Spots ergeben. Dann wurden von den selben Orte nochmals
Spots auf einen anderen Akzeptorslide libertragen. Um zu gewdahrleisten, dass die selben
Stellen vom Laserstrahl getroffen werden, war der Donorslide mit Ortsmarkierungen
versehen worden, deren Position zur Korrektur der Spotkoordinaten herangezogen
wurde. Um moglichst unverfalschte Grofien zu erhalten, wurde in Ndhe der Testspots ein
Kontrollstreifen iibertragen, bei dem der Donorslide nur einmal bestrahlt wurde. Die
Intensitatswerte der Spots im Fluoreszenzbild wurden dann, abziiglich des lokalen
Hintergrundsignals, auf die Werte der benachbarten Testspots normiert. Im Mittel ist auch
bei haufiger vorheriger Bestrahlung kein abnehmender Trend der Spotintensitit zu
erkennen (Abbildung 6.5).

A M#z#%@;%wg Lidds

O—=NM <O
S NM<ITWNONSNOD = — ——

Anzahl N vorheriger Verwendungen

Abbildung 6.5: Wiederverwendbarkeit von Donorslides - gesattigte Spots. Nach [78]. Jeweils
25 gesattigte Spots wurden von einem Donorslide mit in dieser Arbeit
tiblicherweise verwendetem Aufbau (vgl. Einleitungskapitel) iibertragen von
Orten, die zuvor iliber einem anderen Akzeptorslide bereits 0 bis 19 Mal
bestrahlt worden waren. Eingezeichnet ist die Verteilung der Intensitdten der
Spots als box plot bestehend aus Median (Kreise mit Punkt), dem Bereich
zwischen den umliegenden Quartilen (schwarze Balken) und dem
Wertebereich der Intensitdaten (schwarze Linien; falls es Daten gibt, die weiter
entfernt vom Balken liegen als der 1,5-fache Interquartilabstand, werden diese
als Ausreifder aufgefasst und nicht in die Linie integriert, sondern separat als
Kreissymbol  eingetragen). Die Intensititswerte sind auf den
durchschnittlichen Intensitidtswert eines Spots normiert, dessen Ort auf dem
Donorslide zuvor noch nicht bestrahlt wurde. Man sieht, dass auch bei
mehrfacher vorheriger Bestrahlung die Intensitdt nicht merklich von diesem
Wert (horizontale Linie) abweicht.

Die obige Untersuchung der Wiederverwendbarkeit von Donorslides wurde an fiir die
Anwendung relevanten, und deshalb im Fluoreszenzbild gesattigten Spots vorgenommen.
Es konnte sein, dass die iibertragene Stoffmenge doch nachlésst, aber erst spater unter die
Sattigungsschwelle fallen wiirde und erst dann im indirekten Nachweis sichtbar wire.
Direkte Hohenmessungen der {iibertragenen Materialportionen vor den chemischen
Prozessschritten sind erst ab einer gewissen Materialhdhe moglich (siehe Abbildung
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3.4B). Deshalb wurden weitere Untersuchungen fiir ,schwache‘ Spots unterhalb der
Sattigungsschwelle durchgefiihrt; in gewissem Rahmen kann deren Verhalten als Modell
fiir gerade gesattigte Spots extrapoliert werden.

Als qualitativer Versuch wurde dazu ein ,Schwebungsmuster’ von zwei iiberlagerten
gleichartigen Spotrastern mit unterschiedlichem Pitch iibertragen. Dieses Design hat den
Vorteil, dass der menschliche Betrachter Auswirkungen des Spotabstands - ein
verschwindender Abstand entspricht dabei der doppelten Verwendung des Donorslides
an der selben Stelle - auf die Spotintensitit als globalen, sich wiederholenden Trend
erfassen kann, wahrend andere grofdskalige systematische Einfliisse davon unterscheidbar
sind. Abbildung 6.6 zeigt, dass der zweite Transfer von dem selben Ort weniger Material
iibertragt als der erste.

Als quantitatives Experiment wurden - um systematische Einfliisse globaler Trends in
einen statistischen Fehler umzuwandeln, wiederum zufallig verteilte - Orte des auf einem
Akzeptorslide liegenden Donorslides mehrfach bestrahlt, und dann von den selben Orte
nochmals Spots auf einen anderen Akzeptorslide iibertragen. Um wieder zu gewéhrleisten,
dass die selben Stellen vom Laserstrahl getroffen werden, war der Donorslide mit
Ortsmarkierungen versehen worden, mit deren Positionen die Spotkoordinaten korrigiert
wurden. Es wurden dabei Testpunkte fiir verschieden starke Bestrahlungen erzeugt.
Wiederum sieht man eine Abnahme der Intensititen im Fluoreszenzbild mit steigender
Anzahl vorheriger Benutzungen des Donorslides (Abbildung 6.7). Bei der starksten fiir die
Abbildung verwendeten Bestrahlung sinkt die Intensitit nach 100 Ubertriagen auf etwa ein
Drittel, bei der schwachsten ist der Riickgang erst ab etwa 40 vorherigen Verwendungen
merklich. Die Spotgrofde wurde in allen Féllen nicht deutlich beeinflusst.

Bestrahlungsdauer —=

Erster Spot  Erster + zweiter
allein  Spot zusammen

Abbildung 6.6: Wiederverwendbarkeit von Donorslides - schwache Spots, qualitativ. Von
einem Donorslide mit in dieser Arbeit iiblicherweise verwendetem Aufbau
(vgl. Einleitungskapitel) wurden Spots mit einer entlang der Hochachse der
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Abbildung 6.7:

Abbildung zunehmenden, so geringen Bestrahlungsstiarke tibertragen, dass
ihre Intensititen im hier dargestellten Fluoreszenzbild noch nicht gesattigt
sind. Es wurden zwei Ubertrige hintereinander durchgefithrt in in der
horizontalen Bildachse unterschiedlichen Spotrastern. Dadurch entsteht ein
Schwebungsmuster, bei dem die lokalen Spotabstdande kontinuierlich zwischen
0 um und 100 um wechseln. In der gewdhlten Falschfarben-darstellung sieht
man, wie dementsprechend die Spotintensitaten periodisch schwanken. Man
beachte auch einen zusatzlichen globalen Trend, der wohl auf inhomogene
Oberflachenfunktionalisierung oder Farbeartefakte zuriickzufiihren ist. Dass
die Intensitdt zweier genau iiberlagerter Spots nicht doppelt so grof3 ist wie
die Intensitdt eines alleine stehenden Spots, erlaubt den Schluss, dass mit der
zweiten Bestrahlung nicht mehr so viel Material iibertragen wurde wie bei der
ersten.

Blau+:7=2ms, grinx:7=3ms, gelb-: 7=5ms

40 60 80 100
Anzahl N vorheriger Bestrahlungen

Wiederverwendbarkeit von Donorslides - schwache Spots, quantitativ. Von
einem Donorslide mit in dieser Arbeit iiblicherweise verwendetem Aufbau
(vgl. Einleitungskapitel) wurden Spots mit verschiedenen Bestrahlungsdauern
T Ubertragen an Orten, an denen zuvor iiber einem anderen Akzeptorslide
bereits 0 bis 99 Bestrahlungen vorgenommen worden waren. Um globale,
anderweitig bedingte systematische Trends in einen statistischen Fehler
umzuwandeln, waren die Testspots in einem zufalligen Raster angeordnet. Aus
dem Fluoreszenzbild des Spotmusters wurden Durchmesser und Intensitdten
ermittelt. Die Intensitdten der Fluoreszenz waren nicht gesattigt. Hier sind die
ermittelten Grofien als Funktion von der Anzahl vorheriger Bestrahlungen
eingetragen (oben: Intensitdten, normiert auf die von Spots, an deren Ort der
Donor noch nicht bestrahlt worden war, Wert dabei von 100 Spots gemittelt;
unten: Durchmesser, entsprechend normiert). Man sieht, dass nach
mehrfachem Ubertrag die Intensitit nachlisst, aber die Spotgrofe gleich
bleibt.
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7 Transformation der Spotkoordinaten

Die technischste Beschreibung eines Arraylayouts ist die Aufzdhlung der Koordinaten
[x,y,z = 0]7 seiner einzelnen Spots. Diese Koordinaten sind in einem Bezugssystem -
dem Slidesystem - gegeben, das seinen Ursprung in der Mitte des Slides habe und dessen
Achsen mit denen des Objekttrigers tbereinstimme. Es werde in Millimeter-Einheiten
gemessen. Diese Wahl des Ursprungs ermoglicht eine einfache Umstellung auf andere
Substratgrofien. Zum Erreichen der gewiinschten Spotkoordinaten sind dem Scanhead
jedoch Tupel [u,v]” in geritespezifischen Bit-Einheiten mitzuteilen. Eine elementare
Aufgabe der Anlagensteuerung ist es daher, fiir alle Spots eine Transformation der
Koordinaten aus dem Slidesystem in das System der Scanhead-Koordinaten
durchzufithren. In diesem Kapitel werden verschiedene bekannte Modelle fiir solche
Transformationen vorgestellt, miteinander verglichen und eine Verwendungsempfehlung
abgegeben.

7.1 Erlduterung des Problems
Die zu bestimmende Transformation
tSlide—>Scanhead: ]RZ = ZZ' [X, y]T = [u, U]T (7-1)

ist im einfachsten Fall lediglich eine Skalierung ,bit/mm‘ um den Faktor Sg.,nheadq- Durch
die nur begrenzt genaue Installation des Scanheads kommen mindestens Versatz und eine
Rotation um die Hochachse hinzu. Die Skalierung kénnte je Achse unterschiedlich sein und
die Achsen nicht senkrecht aufeinander stehen. Eine in der Praxis nicht auszuschlief¢ende
Verkippung des Scanheads wiirde zu einer perspektivischen Verzerrung fiihren.
Schlief’lich kénnten durch die internen Eigenschaften des Scanheads (vgl. sein Handbuch;
zu hurrySCAN 10, SCANLAB) und Linsenfehler Verzeichnungen entstehen, die Geraden als
gekriimmte Linien darstellen.

Alle aufgezahlten Effekte bis hin zur Verzerrung lassen sich durch idealisierte exakte oder
sinnvoll gendherte mathematische Modelle beschreiben und fiir die Verzeichnung
existieren approximative Modelle, wie in diesem Kapitel zitiert. Im allgemeinsten Fall
konnte man die Transformation rein datenbasiert behandeln und aus einer geniigend
grofen Anzahl Testpunkte eine interpolierende Modellierung konstruieren. In diesem
Kapitel werden verschieden komplexe Modelle vorgestellt (Unterkapitel 7.3) und
miteinander verglichen (Unterkapitel 7.4).

Das ideale Slidesystem ist in der Praxis ein rein virtuelles Laborsystem. Die Lage des
realen Slides in diesem Laborsystems kann mittels Positionsmarkierungen bestimmt
werden (vgl. Kapitel 8) und wird fiir die tatsdchliche Umrechnung der Spotkoordinaten in
das Scanheadsystem bertiicksichtigt. Das ideale und reale Slidesystem sind dabei durch
eine starre Transformation, also lediglich Rotation und Translation ineinander
tiberfithrbar (Abbildung 7.1). Deshalb ist es ausreichend, im jetzigen Kapitel nur den
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Zusammenhang zwischen Scanhead- und Idealsystem genauer zu betrachten. Der Grund
fiir die Aufteilung in ein reales und ein ideales Slidesystem liegt darin, dass die Position
des realen Slides nur gemessen werden kann, wenn dieser selbst in der Anlage liegt, aber
die Abbildungseigenschaften des Scanheads nur bestimmt werden kénnen, wenn statt des
realen Slides ein geeigneter Testslide eingelegt ist. Freilich ware es vorteilhaft, beide
Schritte zusammenzufassen; eine technische Losung wird in Kapitel 8.3 thematisiert.

(Idealer Scanhead)
(Realer) Scanhead [u, v]T

(Idealer) Slide [x, y]"
(Realer Slide)

reotiom T
Messtisch [X'I'isulvy‘l'isch]
Bildaufnahme [ug;14, Vgial "

B

Scanhead [u, v]T
Beliebige Transformation:
tS]idu—)Scanhcad
Starre Transformationen:
Laborsystem [x, y|"

tRe1le1' Slide — Idealer Slide
Realer Slide

tMesstischkalibrierung
veoticr T
Messtisch [X'l‘ischl y'l'j&.ch]
Bildaufnahme [ug;14, Vgiql "

Abbildung 7.1: Veranschaulichung der Koordinatensysteme und benotigten
Transformationen. A: Der Scanhead bestrahlt den in einer Ebene liegenden
Slide. Das Laborsystem, der reale Slide, das Bezugssystem eines moglichen
Koordinatenmesstischs oder einer Bildaufnahme des Slides liegen alle in
dieser Ebene. Es ist zu bestimmen, mit welchen Scanhead-Koordinaten [u, v]”
man Punkte [x,y]T erreichen kann. B: Die Transformation von
Slidekoordinaten zu Scanheadkoordinaten kann eine beliebige Gestalt
annehmen; nur bei einem idealen Scanhead koénnte man sie durch eine
Skalierung allein ausdriicken. Es sind perspektivische Effekte und nicht-
lineare Verzeichnungen zu erwarten. Die Transformationen innerhalb der
Laborebene hingegen sind einfache starre Abbildungen und kénnen durch
einen Messtisch bestimmt werden, oder auf einer Bildaufnahme ohne
zusatzliche Markierungspunkte unbestimmt bleiben.

Die Anforderung eines ,ortsgenauen’ Spotiibertrages lasst sich zerlegen in ,absolute
Ortsgenauigkeit’, also dass alle Spots in unverzerrtem Raster im gleichen Pitch iibertragen
werden, und in ,relative Ortsgenauigkeit’, dass gleiche Scanheadkoordinaten zu dem
immer gleichen Slidekoordinaten fiihren. [9] zeigte bei seinem vergleichbaren
Versuchsaufbau, dass fiir eine relative Genauigkeit regelmafdige Neukalibrierungen
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erforderlich sind, da die Anlage sich temperaturbedingt verzieht. Hier in dieser Arbeit
wurde nun untersucht, welche weitere Komplexitit des Modells fiir die
Koordinatentransformation (Formel (7.1)) noétig ist, um eine hinreichende absolute
Ortsgenauigkeit zu erhalten und wie oft dieses Modell kalibriert werden sollte. Dazu
wurde ermittelt, welche ,Residuen‘ verbleiben, wenn verschieden einfache Modelle zur
Beschreibung herangezogen werden.

Parametrische Modelle benoétigen Testpunktpaare, um kalibriert werden zu kénnen und
letztlich (vgl. Abbildung 7.1) ist immer zumindest eine starre Transformation innerhalb
der Laborebene aus Testpunkten zu bestimmen, wenn man sich auf ein ideales
Slidesystem bezieht. Zusatzliche redundante Punkte konnen dabei die Qualitit erh6hen
(z.B. in [102]). Das Erfassen von Testpunkten ist allerdings in der Praxis mit Aufwand
verbunden, so dass hier eine kleine Zahl angestrebt wird (Unterkapitel 7.5). Deshalb ist
ein mdoglichst wenig komplexes Modell fiir die Koordinatentransformation
wiinschenswert.

7.2 Experimentelles Vorgehen

Um Testpunktpaare ([x, y]”, [u, v]7) fiir die Uberlegungen zum Modell, aber auch fiir den
spateren Einsatz in der routinemafdigen Kalibrierung zu erhalten, werden geeignete
Testtrager an ausgewahlten Punkten bestrahlt und die Positionen der so erzeugten
Kontrollpunkte bestimmt. [9] verwendete dazu mit Kohlenstoff bedampfte Mikroskop-
objekttrager. Durch Blasenbildung entstehen deutliche Kontrollpunkte aber auch auf
Tragern, die mit dem fiir die Donorslides verwendeten Polyimid beklebt werden. Diese
sind wesentlich schneller herzustellen und wurden deshalb in dieser Arbeit verwendet.
Auch auf Glastriager aufgebrachte handelsiibliche Etiketten fiir Thermodirektdrucker
werden durch den Laserstrahl mit gentligender Prazision geschwarzt, um
Kalibrierungsaufgaben zu dienen.

Die Messung der Positionen der Testpunkte auf Tragern mit Polyimid erfolgt dadurch,
dass sie durch eine auf einem verfahrbaren Koordinatentisch angebrachte
Mikroskopkamera beobachtet und maoglichst im Bild zentriert werden. Die Koordinaten
der Testpunkte kénnen dann im Tischsystem [Xrisch, Yrisch]” in mm direkt abgelesen und
in [x, y]” iibertragen werden. Durch die Zentrierung des Bildes ist eine genaue Kenntnis
des Bezugs der Kamera-Bildkoordinaten [tgameras Vkameral ! Zum Tischsystem oder der
Abberationen der Kamera nicht erforderlich [9]. In einem fritheren Versuchsstand [ebd.]
war die Kamera befestigt und der Tisch verfuhr den Trager zwischen Bestrahlungsort und
Kameraort; dies lag an ungiinstigen geometrischen Gegebenheiten und konnte nun durch
einen anderen rdaumlichen Aufbau verbessert werden, der allgemein mehr Platz fiir
beliebige Messgerate direkt unterhalb des Scanheads bietet. Ware nun eine sehr kleine
Zahl - zwei oder drei - Testpunkte ausreichend, konnte man auf die Verfahrbarkeit der
Kamera verzichten und stattdessen feste Kameras installieren, wodurch zusatzlicher
Bauraum freigegeben wiirde, und der im Vergleich kostpielige verfahrbare Mikroskoptisch
eingespart werden konnte. Thermoetiketten-Testtrager werden mit einem
Dokumentenscanner abgebildet und die geschwarzten Punkte durch digitale
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Bildverarbeitung aufgefunden (dhnlich zu Kapitel 3.4). Die so bestimmten Koordinaten
sind dann nur bis auf eine starre Transformation (Rotation und Translation) mit den
Koordinaten im Laborsystem identisch.

Abbildung 7.2: Testpunkte fiir die Bestimmung eines Modells der Koordinatentransformation.
Als Testtrager wurde ein mit einem Etikett fiir Thermodirektdrucker beklebter
Mikroskopobjekttrager eingesetzt. Das Bild wurde mit einem
Dokumentenscanner aufgenommen.

Abbildung 7.2 zeigt ein Testmuster auf einem Thermoetikett. Auf der Grundlage von
dessen Koordinatentupeln ([x,y]7, [u, v]7) kénnen durch Regression mit der gemeinhin
bekannten Methode der kleinsten Quadrate das entsprechende Modell fiir die gesuchte
Abbildung tgjigescanhead: 1% Y17 = [u, v]T angepasst (,gefittet’) werden und daraus die
Vorhersagewerte [ii, 7|7 des angepassten Modells berechnet werden. Es wird im Rahmen
der Untersuchung nun betrachtet, welche Abweichungen [Au, Av]T - die Fit-Residuen -
davon im Vergleich zu den urspriinglich vorgegebenen Scanhead-Koordinaten auftreten
(Formel (7.2)). Die Vorhersagen des Modells sagen anschaulich gesprochen aus, welche
Koordinatenvorgabe an den Scanhead zu der tatsichlichen Bestrahlung gefiihrt hitte,
wenn das angenommene Modell wahr ware. Die Abweichung von den tatsachlich dem
Scanhead vorgegeben Koordinaten stellt also ein Giitemafy des Modells dar - wir
betrachten hier fiir eine leichte Interpretierbarkeit die gemittelte euklidische Distanz
,Mean Root Square‘(Formel (7.3)) .

[Au, AV]T = [u,v]T — [, ] (7.2)

wobei [ﬁ' ﬁ]T = tSlide—)Scanhead([x' y] T)

MRS :=

2|~

N 1 N (7.3)
Z \[[Au, Av], - [Au, Av]E = NZ /Au,zl + Av?
n=1

n=1

Aus den Scans der Testmuster lassen sich zwar nur relative Slide-Koordinaten ableiten, da
diese nicht im Laborsystem selbst, sondern innerhalb der Bilddatei bestimmt werden. Die
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absoluten Koordinaten im Laborsystem sind also zundchst unbekannt. Dennoch ist ihre
Verwendung gerechtfertigt, da sich die zu testenden Modelle linear mit einer zusatzlichen
Verschiebung/Drehung kombinieren lassen, die die Relativitat der Koordinaten ausgleicht.
Es ist also ausreichend, die Laborkoordinaten bis auf die Verschiebung/Drehung zu
kennen - dies ist bei den relativen Koordinaten aus der Bilddatei gegeben. Fiir eine
Charakterisierung der Angemessenheit der verschiedenen Modelle ist dies gentigend. Fiir
den Einsatz in der wirklichen Kalibrierung miissten auf dem dem Etikett als Substrat
dienenden Glasslide zusatzliche Markerpunkte mit bekanntem Ort im Laborsystem
eingesetzt werden.

7.3 Verschiedene Modelle der Abbildung

Die untersuchte Fragestellung der Transformation zwischen Slide und Scanhead ist
einerseits verwandt - wenn man die Analogie zwischen einer Kamera und einem
(Scanhead-)Projektor zieht - mit der Kamerakalibrierung im Maschinellen Sehen (fiir eine
Einfiihrung siehe die Quellen [103] oder [104] lecture18 und lecture19). Andererseits ist
sie auch von Belang bei schreibenden Verfahren in der Lithographie (vgl. [102]). Modell
und Methoden aus erstgenanntem Gebiet und jenen Quellen werden in Unterkapitel 7.3.1
behandelt, aus letzterem in Unterkapitel 7.3.2.

|A| [bit]
T = 400
10000 [ ~~SNNNNNN 4
= 5000 t
= 200
> 0f
-5000 | TR
-30000 -20000 -10000 0 10000 20000
u [bit]
10000 A AT T A
5000 AR IR
= LR N o ¢
S, Y i I s
> SiEER e
5000 LTS e
Eneatd VDA RR RN o i v A R O
-20000 -10000 0 10000 20000
u [bit]
Abbildung 7.3: Residuum nach Fit einer Ahnlichkeitsabbildung. Datengrundlage waren die

Testpunkte aus Abbildung 7.2. Die obere Graphik zeigt den Betrag
|A] :=/(Au)? + (Av)? und die Richtung des Residuums; ungefihr 800 bit
entsprechen dabei 1 mm auf der Slideebene. Die untere Graphik illustriert
nicht-mafdstabsgetreu die Auswirkung des obigen Verschiebungsfeldes auf ein
Gitterraster.
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Geht man zunichst wie [9] von einem hinreichend senkrecht installiertem Scanhead aus,
so muss man als Koordinatentransformation nur eine Skalierung, Rotation und
Translation annehmen. Abbildung 7.3 zeigt, dass dabei ein deutliches Residuum
zuriickbleibt, das sich durch solch eine Transformation allein nicht erkldaren lasst. Nahe
des Ursprungs ist die Abweichung nicht so grofd wie an den Rdndern; im Gegensatz zum
Einsatz des Scanheads in fritheren Projekten soll jedoch bei cLIFT der gesamte Bildbereich
ausgereizt werden, moglichst liber die flir das verwendete Objektiv empfohlenen
umgerechnet etwa + 20000 bit hinaus. Fiir die chemische Charakterisierung der mit cLIFT
synthetisierten Produkte ist es ndmlich wiinschenswert, eine moglichst grofde Flache auf
dem Substrat belegen zu koénnen. Die weiteren Effekte einer allgemeineren
Transformation miissen also berticksichtigt werden.

7.3.1 Projektive Abbildung

In der Computergraphik arbeitet man {tblicherweise mit sogenannten homogenen
Koordinaten ([105], S. 93ff.). Dabei wird eine zusatzliche Raumdimension eingefiihrt. Fiir
die Interpretation als Ortsvektoren in der urspriinglichen Dimension werden diese
hoherdimensionalen Vektoren dann so normiert, dass der zusatzliche Eintrag durch eine 1
belegt ist, also die Koordinaten als [x,y,z,1]7 bzw. [x,y, 1]7 vorliegen. Ein praktischer
Vorteil von homogenen Koordinaten liegt darin, dass sich auch Translationen als
Matrixmultiplikation ausdriicken lassen. Eine nicht-perspektivische
Koordinatentransformation bestehend aus Skalierung mit S, Drehung um den Winkel ¢
und mit einem anschliefRenden Versatz [ugy, v,]” (d.h. eine Ahnlichkeitsabbildung; dabei
= 1 waére eine starre Abbildung) lasst sich also wie folgt ausdriicken:

S-singp S- cosgo S (x-sing +y-cos @) + v, (7.4)

[] [S cos@ —S-sing uo
1

[ ] [S(x-cosgo—y-sinq))+u0

Im Beispiel (Formel (7.4)) wird ersichtlich, dass sich die Koordinatentransformation als
Matrixmultiplikation schreiben lidsst und die Komponenten der Translation in der letzten
Spalte in den obersten Zeilen stehen, beziehungsweise dass Rotation, Skalierung(en) und
ggf. auch Scherung (bei allgemeinen affinen Abbildungen) in der 2x2-Untermatrix oben
links ihre gewohnte Matrixform einnehmen. Durch das Normalisieren homogener
Koordinaten in  ihrer Interpretation als hoherdimensionale  Erweiterung
niedrigdimensionalerer Ortsvektoren ist eine solche Abbildungsmatrix nur bis auf einen
Faktor bestimmt. Konventionellerweise normiert man sie so, dass der Eintrag in der
letzten Zeile und Spalte eine 1 ist. Die anderen Eintrage der letzten Zeile - im Beispiel alle
0 - werden fiir projektive Transformationen bendtigt, in denen perspektivische
Verkiirzungen auftreten. (Formel (7.5a)) verdeutlicht eine solche allgemeine projektive
Abbildung R® - R? und (Formel (7.6a)) den Spezialfall einer Homographie (engl.
homology) R? — R?, bei der eine Ebene auf eine Ebene abgebildet wird; dies ist der Fall,
wenn ein Beamer ein flaches Bild auf eine flache Wand projiziert, oder der Scanhead
zweidimensionale Koordinaten zur Bestrahlung eines flachen Substrates umsetzt. Die
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Homographie-Matrix H ist dabei die Projektionsmatrix P ohne ihre dritte Spalte, die fiir
die dritte Raumrichtung zustandig ware (Formel (7.7)).

Uu-w X P1 Ps+ DP7 DPio
[v : W] =P [y] = [Pz bs Ds P11]
w 1 P3 De Do

_uw  (p1x+psy +psz+ pio)
Su= = (b)
w (p3x + pey + Doz + 1)

(7.5a)

N R

_v'w  (p2X+ psy + psz + p11)
>vp= = (c)
w (p3x +pey +poz + 1)

u-"w X h’l h4_
v-w]:Hy 2 5 ”] (7.6a)
w 1 h

_u'W _ (h1X+h4y+h7)
Su= = (b)
w (hsx+ hgy + 1)

N _U'W_(h2X+h5y+h8)
vE wo (hsx+ hgy + 1) (c)

hy hy hy P1 P+ Pio

h, hg hg|=|P2 DPs P11 (7.7)
hy; hg 1 ps ps 1

Die Abbildungsparameter h; (bzw. p; analog) lassen sich aus N Testpunktpaaren

([x, y17, [u, v]") gewinnen durch die Kombination von (Formel (7.6b,c)) (verallgemeinert
mit 1 = hg im Nenner) in ein iiberbestimmtes lineares Gleichungssystem:

=
_

U=

o

0 —xu y1 0 -y

—uy 1| hs
X1 —X1V1 0 y1 —-nn ]

(U

=0 (7.8)

—_

xy 0 —xyuy yv 0  —yyuy
0 xy —xyvn 0 yy —YnUn

,___|
=
4]

—uNJ h6

o
[UnN

Das w wurde dabei nicht unterschlagen, sondern ist versteckt in der Tatsache, dass eine
Gleichung wie Formel (7.8) in dieser Form Mh = 0 aufier der trivialen Losung nur bis auf
einen Faktor bestimmt ist. Man wird hier dann wieder hq = 1 verlangen. Die beste nicht-
triviale Losung der Gleichung (7.8) im Sinne von h = arg miny [|[Mh|| 1asst sich
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berechnen durch die Singuliarwertzerlegung UDVT von M (engl. SVD); h ist dann der letzte
Spaltenvektor von V. Fiir eine Betrachtung von Sonderféllen dabei sei auf Quelle [106]
verwiesen.

In MATLAB ist dies in der in der Image Processing Toolbox enthaltenen Funktion
fitgeotrans implementiert. Der Nutzer hat dabei die Wahl, eine volle projektive Matrix
berechnen zu lassen, eine allgemeine affine Abbildung ohne perspektivische Verzerrung
oder Ahnlichkeitsabbildungen.

Physikalisch gesehen beschreibt eine Projektionsmatrix P eine ideale Lochkamera (engl.
pinhole camera; Abbildung 7.4).

A B
Weltpunkte
. .
e
Lochkamera Welt Bildebene
Z
Abbildung 7.4: Skizze einer Lochkamera und deren charakteristischen Grofien. A: Bei einer

Lochkamera schneiden sich alle Strahlen am Kameraort ¢, dem Loch. Diese
Skizze illustriert, dass das Kamera-Modell auch auf die Projektion eines
Projektors an eine Wand, hier die xy-Ebene, angewandt werden kann. B: Die
fokale Lange f ist der Abstand auf der optischen Achse zwischen Loch und
Bildebene. Der Zahlenwert wird in der Langeneinheit angegeben, in der die
Bildpunkte gemessen werden. Bei Kenntnis der Ausdehnung der Bildflache
kann man den Eingangswinkel ¢ angeben, der eine intuitivere Deutung
ermoglicht.

Die Abbildung durch eine Lochkamera, beschreibbar durch Formel (7.5) sowie (7.9), lasst
sich auffassen als Hintereinanderausfithrung einer Drehung der Weltpunkte in das
Achsensystem der Kamera, einer Verschiebung aller Punkte so, dass die Kameraposition
auf den Ursprung des Bildsystems abgebildet wiirde, dann der Skalierung der Weltpunkte
zu Pixel-Einheiten und (Parallel-)Projektion auf die uv-Ebene des Kamerasystems,
gegebenenfalls mit zusatzlichem Versatz. Es gilt fiir die Projektionsmatrix:

u Y Uo (7-9)
P=A-[R —Rc]=[0 f, vo|[R —Rc]
0 0 1

Die Parameter einer Lochkamera, die zusammen die Matrix P bilden (Formel (7.9)), lassen
sich aufteilen in extrinsische Parameter - Ort ¢ und Ausrichtung der Kamera - und in die
intrinsischen Parameter fokale Lange f, ,,, Schiefe y (engl. skew) und die Bildkoordinaten
ug bzw. vy, an denen die optische Achse der Kamera die zu ihr senkrechte Bildebene
schneidet. Der Strahl auf der optischen Achse, der durch das Loch der Kamera auf diesem
Schnittpunkt auftrifft, heif3t Prinzipalstrahl. Aus y kann man den anschaulicheren Winkel &
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zwischen den Bildachsen durch die Beziehung tan e = y/f, ableiten. Die Ausrichtung der
Kamera lasst sich durch eine Rotationsmatrix R beschreiben: Wie aus der linearen Algebra
bekannt, lassen sich die Spalten einer Matrix interpretieren als die Bilder der Basis des
Vektorraumes unter der Abbildung, die die Matrix beschreibt; hier sind es also die
Basisvektoren des Welt-Koordinatensystems ,aus Sicht der Kamera‘. Das Auffinden all
dieser, speziell der intrinsischen Parameter aus gegebenen Testdaten nennt sich
Kamerakalibrierung. Im Englischen scheint sich zudem das Schlagwort camera
resectioning speziell auf das Ermitteln der extrinsischen Parameter zu beziehen.

Sind die Zahlenwerte einer vollen Matrix P bekannt, lasst sie sich durch sogenannte RQ-
Zerlegung wieder in das Produkt einer Dreiecks- und orthogonalen Matrix in der Form
von Formel (7.9) aufteilen. Ist jedoch - wie im Fall eines Scanheads, der eine ebene Flache
bestrahlt - nur eine Homographie H bekannt, ist diese Matrix nicht in jene Form zerlegbar.
Anschaulich gesprochen fehlen zudem durch den Wegfall der dritten Dimension
Informationen, die notig waren, um auf alle elf Parameter zu schliefden. Zhang ([107])
beschreibt ein Verfahren, wie zumindest aus drei verschiedenen Homographien alle
Parameter rekonstruiert werden kénnen, unter bestimmten Annahmen sogar aus weniger
Homographien. Dies hat in der Praxis des Maschinellen Sehens den Vorteil, dass plane
Muster zur Kalibrierung verwendet werden kdnnen anstatt komplexerer 3D-Gebilde.
Zudem brauchen in diesem Verfahren die Weltkoordinaten der Testpunkte nicht absolut,
sondern nur innerhalb ihres Musters relativ zueinander bekannt sein. Deshalb lasst es sich
gut auf das Vorgehen mit den Thermoetiketten-Testtragern anwenden. Es konnen
entweder Bilder von einer ruhenden Ebene aus verschiedenen Perspektiven verwendet
werden, oder eine ruhende Kamera mit Bildern von verschiedenen ebenen Testmustern.
In MATLAB ist in der Computer Vision System Toolbox die Funktion
estimateCameraParameters enthalten, die diese Methode umsetzt; allerdings
werden hier zu einem Satz Weltkoordinaten drei Satze verschiedene Bildkoordinaten
erwartet. Bei der Scanhead-Kalibrierung ermitteln wir zu einem Satz
Scanheadkoordinaten - also im Zielraum der Abbildung - drei verschiedene Sitze
Weltkoordinaten. Mit der vorgefertigten Funktion lasst sich also nur das inverse Problem
losen. Der Einfachheit halber wurden deshalb fiir die weiteren Berechnungen die
Gleichungen aus [107] direkt verwendet. Dort wird durch geometrische Betrachtungen ein
lineares Gleichungssystem (Formel (7.11)) fiir die Eintrige einer Matrix B := (A71)TA™!
mit Koeffizienten aufgestellt, die aus den Eintragen der mindestens drei Homographien H;
zusammengesetzt sind. B (Formel (7.10a)) ist symmetrisch und kann deshalb in einem
kleineren Vektor angegeben werden (Formel (7.10b)). Somit kann man aus den
Homographien allein die intrinsische Matrix A bzw. ihre Eintrdge (Formel (7.12))
bestimmen, zundchst ohne die extrinsischen Parameter R und ¢ zu wissen - also ohne die
absoluten Weltkoordinaten der Testpunkte zu kennen. Aus den einzelnen Homographien
und der dann bekannten intrinsischen Matrix lassen sich in einem zweiten Schritt dann
jeweils die extrinsischen Parameter ausrechnen (Formel (7.13)). In [107] wird empfohlen,
zusatzlich eine Singularwertzerlegung an der Matrix [ry,r,, r3;] durchzufiihren und als
eigentliche Rotationsmatrix dann R = UVT anzunehmen. So kénne durch Messfehler
verursachtes Rauschen der r; minimiert werden.
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Dieses Verfahren wurde auf die Bestimmung der intrinsischen und extrinsischen
Parameter des Scanheads angewandt. Dazu wurden drei Thermoetiketten-Trager mit dem
immer gleichen Testmuster bestrahlt. Die Ausrichtung des Scanheads konnte und sollte
nicht verandert werden, aber durch Abstandspldattchen wurden der zweite und dritte
Trager in jeweils verschieden verkippte Ausrichtungen gebracht. Sie wurden so weit wie
moglich verkippt, um mdglichst verschiedene Homographien erfassen zu konnen; die
Begrenzung auf wenige Millimeter war hierbei der Tiefenscharfebereich des Laserfokus,
innerhalb dessen noch Schwarzung des Thermopapiers erfolgt.

Die Ergebnisse der Charakterisierung des Scanheads sind in Tabelle 4 dargestellt
(Auswertung unter Verwendung von [108]). Der Ausgangswinkel @ des Scanheads wurde
dabei mittan (a / 2) = ((Bildweite / 2)) / f (vgl. Abbildung 7.4) berechnet und dabei
gemittelte fokale Linge angenommen. Die gesamte Bildweite des Scanheads betragt
216 bit. Der ,Skalierungsfaktor’S ergibt sich ndherungsweise aus dem Strahlensatz
Bildweite/Weltweite = f /c,. Der Winkel © gibt an, wie ,schrig’ der Scanhead die Slides
bestrahlt; es ist der Winkel, unter dem der Prinzipalstrahl auf die Weltebene auftrifft. Dazu
wurde dessen Auftreffort berechnet als p = H™1[uy,v,]7 und der Neigungswinkel des
Vektors [p,0]” — ¢ angegeben.

Tabelle 4: Charakterisierung des Scanheads im Lochkamera-Modell

Intrinsische Parameter und abgeleitete Kenngrofien (eingertickt):

fu [bit] 153260
fu [bit] 153490
a [ 24,12
S [bit/mm] 793
14 [bit] -519,64
€ [°] -0,19
Ug [bit] 2184
Vo [bit] -520

Extrinsische Parameter und abgeleiteter Winkel:

¢x [mm] | ¢, [mm] | ¢, [mm] R 0 [°]
Erster Slide 8,83 2,51 | -193,30 0,999 -0,013 0,030 2,63
(unverkippt) [ 0,012 0,999 0,047]
—0,030 —0,047 0,998
Zweiter Slide 1,89 2,67 | -192,39 [ 1 0,002 —0,008]
—0,002 0,999 0,044
0,008 —0,044 0,999
Dritter Slide 13,21 -3,65 | -192,02 0,999 0,002 0,054
[—0,002 1 0,012]
-0,050 -0,012 0,999
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Zum Vergleich sind in Tabelle 5 die Abbildungsmatrix fiir eine an die Daten angepasste
Ahnlichkeitsabbildung und die Homographie des unverkippten Slides von Tabelle 4
aufgefithrt. Die Skalierungs- und Rotations-Untermatrix der dort angegebenen
Ahnlichkeitsabbildung lisst sich zerlegen in einen Drehwinkel von 0,76 ° und einen
Skalierungsfaktor 792,3 bit/mm. Dieser Faktor stimmt gut mit den Diagonalelementen der
Homographie 791,8 bzw. 793,3 mm und auch dem Wert 793 bit/mm von S in den
ermittelten intrinsischen Parametern des Scanheads iiberein. Ndherungsweise gehen die
verschiedenen Modelle also ineinander tiber. Am Rand des Bildfelds macht eine
Schwankung der Skalierung zwischen 792 und 793 bit/mm einer Anderung von 52 pm auf
der Slideebene aus.

Tabelle 5: Beispielhafte Transformationsmatrizen fiir den Scanhead

Ahnlichkeitsabbildung Perspektivische Abbildung

792,2 -10,54 -280 791,8 —13,59 3355

10,54 792,2 2865 [ 9,77 793,3 2856
0 0 1 —0,00015 -0,00024 1

Die aus den intrinsischen Scanhead-Parametern abgeleiteten winkelwertigen Kenngrof3en
(Tabelle 4) Offnungswinkel des Scanheads und Auftreffwinkel der optischen Achse
erlauben in Zukunft quantitative Abschitzungen. Der Offnungswinkel ist nicht
gleichbedeutend mit der Divergenz des Laserstrahls (2,18 °, aus den Angaben in [9]
berechnet) und deshalb eine interessante Grofie, da er nicht nur durch die Fokussierlinse,
sondern auch den geometrischen Aufbau des Scanheads beeinflusst wird. Auch die
Kameraposition ¢ im Modell ist nicht gleichzusetzen mit der Scanheadposition, da zum
einen das modellierte Projektionszentrum nur ein virtueller Punkt ist und zum anderen
die Laserstrahlen durch die Linse zusatzliche Brechung erfahren.

Wendet man nun das Lochkameramodell fiir die Koordinatentransformation fiir die oben
gezeigten Beispieldaten (zu Abbildung 7.2) an, so erhilt man ein quantitativ besseres
Ergebnis als fiir eine reine Ahnlichkeitsabbildung (Abbildung 7.5, vgl. mit Abbildung 7.3).
Das dennoch verbleibende Residuum ist in seiner Form auf den Spiegelaufbau des
Scanheads und die eingesetzte f0-Linse zuriickzufithren - vgl. das Handbuch des
Herstellers (zu hurrySCAN 10, SCANLAB). Der Auftreffort auf dem zweiten Spiegel nach
der Ablenkung des ersten Spiegels ist von der Stellung des ersten Spiegels abhangig; dies
verursache eine Kissenverzerrung in x-Richtung. Tonnenverzerrung, hier in y-Richtung
ausgepragt, sei fiir die Linsenart typisch. Davon abgesehen ist die rechteckige Symmetrie
des Verzeichnungsfelds auffallend (man denke sich ein um 45 ° gedrehtes, grof3es Quadrat
iber die Abbildung gelegt); diese konnte von der Wirkung der naherungsweise
rechteckigen Spiegel als rechteckige Apertur mit entsprechenden Beugungseffekten
stammen.
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Abbildung 7.5: Residuum nach Fit einer perspektivischen Projektion. Datengrundlage waren

die Testpunkte aus Abbildung 7.2. Die obere Graphik zeigt den Betrag und die
Richtung des Residuums; ungefahr 800 bit entsprechen dabei 1 mm auf der
Slideebene. Es ist zum besseren Vergleich die selbe Farbskala gewahlt wie in
Abbildung 7.3. Die untere Graphik illustriert nicht-mafistabsgetreu die
Auswirkung des obigen Verschiebungsfeldes auf ein Gitterraster.

7.3.2 Keystone

Von Videobeamern bekannt, aber auch in der Elektronenstrahl-Lithographie [102]
verwendet wird die sogenannte keystone-Korrektur. Die vereinfachte Version einer
perspektivischen Abbildung R? — R? einer Ebene auf eine Ebene ist als Keystone-Modell
ein Polynom mit linearen Termen und gemischtem Term (Formel (7.14)). Der Name riihrt
von der Trapezform des Schlusssteins in Briicken- und Torbogen her. Die Koeffizienten k
in der Gleichung bewirken eine trapezformige Verzerrung eines Gitters, das parallel zu
den urspriinglichen Achsen ist. Nicht alle andere Geraden werden unter dieser Abbildung
zu Geraden transformiert (Abbildung 7.6). Der Keystone kann daher eine ideale
Projektion, bei der Geraden gerade blieben, nur anndhern. Er ist allerdings linear in seinen
Parametern und kann deshalb gut durch lineare Regression angepasst werden. Aufderdem
sind die Koeffizienten anschaulich interpretierbar.
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u = x+ oy+syx+ny+kxy (7.14)
v = y+ o,+s,y+nrx+k,xy
bzw.
u = oy +A+s)x+ny+kyxy
v = o0,+A+s,)y+nx+k,xy

k =0.25, k =0.25
u v

1 1
- a
0.5 0.5 SISk N
v
0 0 k
-0.5 -0.5 g ]
-1 -1
-1 0 1 -1 0 1
Abbildung 7.6: [llustration einer Trapezverzerrung im Keystone-Modell. Gitterlinien des

urspriinglichen Musters (links), die parallel zu den Achsen liegen, bleiben nach
der Transformation mit Keystone-Koeffizienten ungleich Null (rechts) gerade;
andere Linien konnen gekriimmt abgebildet werden. Verldngert man die
geraden Linien, schneiden sie sich auferdem nicht in einem Fluchtpunkt.

Es liegt nahe, die Keystone-Formeln als Taylorreihe zu deuten. Jedoch treten, wenn man
die Abbildung mit einer Homographie [uw,vw,w]T = H[x,y,1]" multivariat Taylor-
entwickelt, auch reine Terme zweiter Ordnung auf (Formel (7.15)). Vergleicht man bei
mehreren liber einige Zeit hinweg gesammelten Datensitzen von Testpunkten die direkt
angepassten Keystone-Koeffizienten und die, die nach dieser Formel durch Identifikation
mit den Eintrdgen einer angepassten Homographie erhéltlich sind, so fillt auf, dass die
Zahlenwerte recht gut ibereinstimmen, aber die Terme zweiter Ordnung nicht alle
verschwinden bzw. ihre Koeffizienten sogar nicht viel kleiner sind als die des gemischte
Terms (Abbildung 7.7). Vermutlich werden diese Terme bewusst fallen gelassen, damit
das Keystone-Modell die oben genannten Eigenschaften erhalt.

u_ﬂ_h1x+h4y+h7 _ (7.15)
T w hyax+hgy+1 -

(h7) 1
+(hy — h3hz) - x

+(hy — hehy) 'y
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+(2hzhghy; — hshy — hyhg) - xy
+(h3h; — hyhs) - x?

+(héh7 — hyhe) '}’2
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Abbildung 7.7: Vergleich direkt und indirekt erhaltener Keystone-Koeffizienten. Auf der

Rechtsachse sind die direkt berechneten Koeffizienten aufgetragen, auf der
Hochachse die, die durch Identifikation mit den Koeffizienten einer
Taylorentwicklung der Homologie-Abbildung gewonnen wurden. Die Geraden
symbolisieren Identitdt. Datengrundlage ist pro eingezeichnetem Symbol
jeweils ein Satz experimentell ermittelter Testpunkte; es waren iiber einige
Zeit mehrere solcher Sitze gesammelt worden. Die Koeffizienten stimmen,
teils mit Versatz, gut iiberein. Die im Keystone nicht beriicksichtigten Terme
zweiter Ordnung sind nicht alle verschwindend.

Der Keystone beschreibt den Scanhead zwar nicht so gut wie eine vollstindige projektive
Abbildung, wie sich unten (Kapitel 7.4) zeigen wird, aber er kann dazu dienen, das
Ausmaf der perspektivischen Verzerrung zu charakterisieren und die zeitliche Anderung
der Projektionseigenschaften zu beschreiben. Dazu wurde der schon fiir Abbildung 7.7
benutzte Datensatz an iiber einen Monat hinweg bei der Benutzung des Versuchsstands
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gesammelten, jeweils fliinf, manuell detektierten Testpunktpaaren verwendet. In dieser
Zeitspanne wurden der Strahlengang und das Kamerasystem neu justiert. Das Keystone-
Modell wurde nun fiir die inverse Abbildung in das Slidesystem
[%, Y] = tinv, scanheadostide ([, ¥]7) angenommen und an die Daten angepasst. Abbildung
7.8 zeigt den Versatz o und den Keystone-Verzerrungs-Koeffizient k fiir jeden Datensatz.
Es ist am Versatz deutlich zu erkennen, das Justagearbeiten vorgenommen wurden, denn
die Werte vorher unterscheiden sich deutlich. Bei den Verzerrungs-Koeffizienten ist
jedoch keine Aufteilung in zwei Cluster zu erkennen; ihre Mittelwerte unterscheiden sich
nicht signifikant. Zur Interpretation ist in der Abbildung als Konturfeld eingezeichnet, wie
stark sich der jeweilige Koeffizientenwert am Eckpunkt eines normalen Slides ungefahr
auswirkt, im Vergleich zu einer verzerrungsfreien Abbildung. Die so definierte Stirke der
Verzerrung streut mit etwa 20 pum um den Mittelwert von 76 pm. Eine Streuung der selben
Grofdenordnung ist auch beim Versatz zu beobachten. Diese kénnte der Genauigkeit der
ermittelten Testpunkte entsprechen, oder durch thermische Schwankung der
geometrischen Gegebenheiten der Anlage zustande kommen. In jedem Fall aber kann die
wahre Schwankung nicht grofier sein als die beobachtete. AufRerdem lasst sich aus den
Daten schlieRen, dass Anderungen am Gang des eingehenden Laserstrahls die Perspektive
des Scanheads nicht stark beeinflussen.

, %1071
-3.8 ¢
-1
-4 H 1
— %& N'; -1.5 J‘i:;_
- lﬂ _." ‘..-
E 4.2 E Py ; ><++’,.-"
= -4.4 7 £ = F...--"/X
o N -2.5
4.6 | Y SRS D
-4.8 | -3.5
0 02 04 06 -2 -1
x 10710
o, [mm] k, [mm/bitz]
Abbildung 7.8: Versatz und Verzerrungskoeffizient des Keystone-Modells fiir einen

gesammelten Datensatz. Es wurde die inverse Abbildung von Scanhead- zu
Slidekoordinaten modelliert. Die Daten wurden innerhalb eines Monats
gesammelt; wahrenddessen wurden Einstellarbeiten am Strahlengang und
dem Kamerasystem des Versuchsstands vorgenommen. Der Bruch im
Datensatz (Plus-Symbole fiir vorher, Kreuz-Symbole fiir nachher) ist im linken
Diagramm fiir den Versatz deutlich zu erkennen. Das rechte Diagramm fiir den
Verzerrungskoeffizient zeigt dagegen keine Aufteilung. Die Konturlinien geben
an, welche Auswirkung der Verzerrung am Eckpunkt des Slides ungefihr zu
erwarten sind. Diese Auswirkung streut um im Mittel 76 pm; die 1o0-Streuung
betragt etwa 20 pm und ist hier als Ellipse eingetragen. Eine dhnlich grofde
Streuung beobachtet man bei den Werten fiir den Versatz.
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7.3.3 Beschreibung der Verzeichnung

In Abbildung 7.5 wurde beispielhaft gezeigt, welches Verzeichnungsfeld als Residuum
einer projektiven Abbildung iibrig bleibt. Verzeichnung zeichnet sich dadurch aus, dass
gerade Linien gekriimmt wiedergegeben werden. Im strengen Sprachgebrauch stellt dies
den Unterschied zwischen Verzeichnung und rein perspektivischer Verzerrung dar. Uber
einen groflen Zeitraum hinweg (sechs Datensiatze in 15 Monaten) wurden
Testpunktmuster wie das in Abbildung 7.2 erfasst, die Verzerrung abgezogen und somit
das Verzeichnungsfeld bestimmt. Abbildung 7.9 zeigt dessen Mittel und Schwankung. In
der Schwankung sind raumliche Strukturen zu erkennen; sie kann also nicht als reines
Messrauschen aufgefasst werden. Die Tatsache einer Schwankung weist darauf hin, dass
die Verzeichnung nicht nur als im Scanhead konstanter Linsen- oder geometrischer Fehler
gesehen werden kann, sondern dass sie zeitlich veranderlich ist, womoglich von der
genauen Fiihrung des Strahlengangs abhangt. Zur Wahrung der Ortsgenauigkeit muss also
die Verzeichnung zu den kontinuierlich zu korrigierenden Effekten hinzugezahlt werden.

Gemitteltes Feld, Betrag [bit]

10000 100
— 5000 80
a 60
> 0 40

-5000 ‘ . . ‘ ' 20

-2 -1 0 1 2
u [bit] x10*
Schwankung [bit] (Standardabweichung)
10000 ' - - ‘ ~
30
— 5000
)
) 20
> 0
10
-5000 . . . ‘ .
-2 -1 0 1 2
u [bit] x10%
Abbildung 7.9: Mittel und Streuung des Verzeichnungsfeldes iliber ein Jahr hinweg. Als

Verzeichnung wurde das Residuum einer projektiven Abbildung aufgefasst. Es
ist jeweils der Betrag des Feldes angegeben; 800 bit entsprechen dabei etwa
1 mm auf der Slideebene.

Aus der Photographie, vom Einstellungsmenii von Rohrenmonitoren und aus dem
Maschinellen Sehen (auch in [107]) kennt man die Kissen- und Tonnen- oder Fass-
Verzerrung als grundsatzliche Verzeichnungsphidnomene. Kissen und Tonne sind radiale
Verzeichnungen und kénnen durch einen empirischen Ansatz modelliert werden, etwa:
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uw=u-(1+ky,r?+kyur?) (7.16)
V' =v-(1+ k12 + kypr?)

wobei r? = u? 4+ v?

Die Koeffizienten in Formel (7.16) sind iiblicherweise die selben fiir u- und v-Richtung. Ihr
Vorzeichen bestimmt, ob sich ein Kissen (negativ) oder eine Tonne (Positiv) bildet. Im Fall
des Scanheads werden fiir die unterschiedlichen Richtungen offensichtlich
unterschiedliche Vorzeichen, also unterschiedliche Koeffizienten benoétigt. Man kann auch

eine weitere Ordnung hinzunehmen.

Dem gleichen Konzept folgt die tangentiale Verzeichnung (Formel (7.17), nach der
MATLAB-Dokumentation, MathWorks, [82]). Diese zeigt aber augenscheinlich ein anderes
qualitatives Verhalten (Abbildung 7.10) als die beim Scanhead beobachtete Verzeichnung

(vgl. Abbildung 7.11).

u' =u-(2kuv + ky(r? +u?)) .
v’ = v (ky (% + %) + 2kpuv)
wobei s
kl’ kZ =0.1
T /‘T"/ f
771 | i,
I Lo -
1 l‘[ﬁiil_i‘lrl_i_f_i ‘I‘ \“ - f’—’* _7_‘!‘/
P T
=L | ]
V‘m | ,\'_7_:&_7_4“
0 \\*i‘ I\_7 |‘ 7_;‘7_7;
- i
N
-1
-1 0 1
Abbildung 7.10:  Demonstration der tangentialen Verzeichnung anhand der Wirkung auf ein
Gitter. Sie wird im Weiteren nicht fiir die Modellierung des Scanheads
herangezogen.

Genau genommen setzt man in Formel (7.16) und Formel (7.17) Koordinaten ein, die um
den Prinzipalpunkt der Bildebene in einem ersten Schritt bereits zentriert und sinnvoll
normalisiert worden waren. Im Folgenden werden der Versatz des Bildursprungs, weil
gering, vernachldssigt und die Koordinaten auf die halbe Bildweite 215 bit normalisiert.
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A Verzeichnungsfeld nach projektiver Abbildung
blt]

10000 - \ ]
5000
0
-5000
: : : -200

-20000 -10000 0 10000 20000
u [bit]

v [bit]

Avwﬂ

10000 ' ' ;
5000
0
-5000
- - - -200

-20000 -10000 10000 20000
u [blﬂ

v [bit]

B An obiges Feld angepasste radiale Verzeichnung
u [bit]

A
10000 ; ; — 200
5000 -
" _ 0

-5000 :

- : : -200

-20000 -10000 0 10000 20000
u [bit]

v [bit]

Av [bit]

10000 ' ‘ ' 200
5000
g 0
-5000
‘ - - -200
20000 -10000 0 10000 20000
u [bit]

v [bit]

C Residuum der radialen Verzeichnung

[A] [bit]400
10000 |
— 5000
g
N 0Ff
-5000 A"““""‘”, T A IR SIS
NP 55

122



TRANSFORMATION DER SPOTKOORDINATEN VERSCHIEDENE MODELLE DER ABBILDUNG

10000

5000 :?

]

T

niEen

1 wan

Ins =iy
=i

SEEEEeEnnt
T i1
L /
\ _\r\“f—_
-5000\3“‘ e 0w o |

-20000 -10000 0 10000 20000
u [bit]

=
i
{
\

1
B=SRyy

v [bit]

SRy

Abbildung 7.11: Radiale Verzeichnung im Vergleich zur gemessenen Verzeichnung. A:
Komponenten des Verzeichnungsfeldes (Abbildung 7.5) nach einer projektiven
Abbildung. B: Komponenten der an A angepassten radialen Verzeichnung. Es
ist sichtbar, dass dieses Modell eine gute Naherung liefert. C: Die Differenz
zwischen B und A als Residuum des Modells; Betrag (oben) und nicht-
mafistabsgetreue Illustration der weiterhin vorhandenen Verzeichnung
(Farbskala wie in bisherigen Abbildungen).

Die bereits bekannten Testdaten (die zu Abbildung 7.2, Abbildung 7.3, Abbildung 7.5)
wurden auch hier wieder zur qualitativen Beurteilung der Angemessenheit des Modells
der radialen Verzeichnung verwendet. Abbildung 7.11 zeigt die als Residuum nach einer
projektiven Abbildung verbliebene experimentell bestimmte Verzeichnung und im
Vergleich eine daran angepasste ,ideale' radiale Verzeichnung. Man sieht, dass dieses
Modell qualitativ zwar gut geeignet ist den Scanhead zu beschreiben, allerdings zu den
Bildréandern hin zunehmend unzutreffend ist.

In der Optik (z.B. in [109]) arbeitet man mit Reihenentwicklungen, um Wellenfronten zu
approximieren. Fiir Optiken mit runder Apertur verwendet man als Folgeglieder Zernike-
Polynome, fiir rechteckige Aperturen Tschebyschow-Polynome [110]. Diese Polynome
erlauben eine gewisse Interpretierbarkeit im Gegensatz zu einem eher empirischen Ansatz
wie die oben beschriebene radiale und tangentiale Verzeichnung. Eine GrofRe f(u, v) wird
dann aufgefasst als Reihe:

)= ai-ci(wv) (7.18)
1
i _ f(u' U) Ci (ur U)
wobei qi = ﬁ-K T2 _uzwdudv

und c; (u, v) die in der Entwicklung verwendeten Polynomterme sind und K dabei jeweils
ein Normalisierungsfaktor ist.

In der experimentellen Praxis hat eine solche Reihenentwicklung den Nachteil, dass die
Polynome eine begrenzte Definitionsmenge ilber einer ausgezeichneten Langenskala
haben und die Messdaten deshalb geeignet normalisiert werden miissen, und dass bei
unvollstindigen Daten die Integration iiber die gesamte Menge nicht moéglich ist. In
diesem Falle gewinnt man die Reihenkoeffizienten g; nicht durch diese Integration,
sondern unterzieht den mit allen Polynomtermen ausgeschriebenen Ausdruck fir f(u, v)
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einer Regressionsrechnung unter Verwendung der vorhandenen Daten. Andere
Basispolynome konnten dabei besser approximieren als Tschebyschow-Polynome [111],
im Folgenden werden diese dennoch verwendet, da sie eine recht anschauliche Bedeutung
haben. Tabelle 6 fiihrt diese Polynome (aus [110]) und ihre Normalisierungsfaktoren bis
zur vierten Ordnung auf, Abbildung 7.12 illustriert sie.

Tabelle 6: Tschebyschow-Polynome fiir die Reihenentwicklung

Term Ordnung | Faktor K Polynom c;(u, v) Interpretation
0 0 2 1
1 1 w2 /2 u u-Tilt
2 w2 /2 v v-Tilt
3 2 w2 /2 2u? -1 u-Astigmatismus
4 /4 uv 45°-Astigmatismus
5 w?/2 2v2 -1 v-Astigmatismus
6 3 w2 /2 4u3 —3u u-Koma
7 /4 Qu? -1)v
8 w2 /4 Qv -1u
9 w2/2 4v3 — 3p v-Koma
10 4 w2 /2 8u* —8u?+1 "spherical u"
11 /4 (4u® - 3u)v
12 w2 /4 u? — 1)(2v% — 1)
13 w2 /4 (4v3 - 3v)u
14 w?/2 8v*—8v2+1 "spherical V"
0
1 2

DE
[[IHZ]
(IS =
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Abbildung 7.12: [llustration der Tschebyschow-Polynome bis zur vierten Ordnung. Die Werte
von u (nach rechts) und v (nach oben) gehen von jeweils -1 bis +1, die
Farbskala verlauft von blau (negativ) tiber weif3 (0) nach rot (positiv).

Auch dieses Approximationsverfahren wurde wieder auf die bisher jeweils verwendeten
Testdaten angewandt. Als Definitionsbereich fiir die Polynome wurden der gesamte
Bildbereich +215 bit des Scanheads gewahlt und die Ortskoordinaten vor der Berechnung
entsprechend auf den Bereich *1 skaliert. Die Regression wurde iterativ durchgefiihrt:
Insignifikante Folgenkoeffizienten, also solche, bei denen das von der Fitroutine
errechnete Konfidenzintervall den Wert 0 einschliefdt, wurden in der folgenden Iteration
ausgeschlossen, so lange, bis das Ergebnis stabil war. Dadurch sollte ein moglichst
aussagekraftiges Ergebnis erzielt werden. Das Resultat ist in Abbildung 7.13 zu sehen.
Gerade die horizontale Komponente gewinnt dabei eine Bedeutung als Kombination
weniger aussagekraftiger Basispolynome (vgl. hierzu mit Abbildung 7.12).

A Durch Tschebyschow-Polynome approximiertes Verzeichnungsfeld
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B Errechnete Koeffizienten der Tschebyschow-Polynome
- 108
-229 - 55 -164
0,3 112 - 2,7 - 291
-20,0 -3,0 -430 - - 188 16 -76,2
4,2 - - - - -0,2 - 7,4 -31,6 74,3
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C Residuum nach der Reihenentwicklung in Tschebyschow-Polynome
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Abbildung 7.13: Ergebnis der Reihenentwicklung der Testdaten. (A): Komponenten des durch
Tschebyschow-Polynome  beschriebenen  Verzeichnungsfeldes, oben
horizontale und unten vertikale Komponente. (B): Die 15 Koeffizienten fiir die
in (A) gezeichneten Reihen, links die fiir die horizontale, rechts die fiir die
vertikale Komponente. Vergleiche hierbei Abbildung 7.12. (C): Betrag des
Residuums, das verbleibt, wenn die Reihen-Approximation von dem
gemessenen Verzeichnungsfeld abgezogen wird, in unterschiedlichen
Farbskalen. 800 bit entsprechen dabei etwa 1 mm. Die Skala oben entspricht
der von den bisherigen vergleichbaren Abbildungen.

7.3.4 Nichtparametrische Modellierung

Wie eingangs erwdhnt, konnte es auch ein Ansatz sein, den Datensatz der Testpunktpaare
direkt zu verwenden, um die Transformation zwischen diesen Stiitzpunkten einfach durch
Interpolation zu bestimmen. Bei diesem rein datenbasierten Vorgehen ist die Kenntnis
eines physikalischen Modells und die Optimierung von dessen Parametern nicht nétig. Da
auf den Thermoetiketten-Testslides die Slidekoordinaten nur relativ bis auf eine starre
Abbildung innerhalb der Laborebene bestimmbar sind, wird als zu interpolierende Grofde
das Residuumsfeld nach einer Ahnlichkeitsabbildung gewihlt und erfasst. Diese
Verzeichnung kann dann zur Korrektur von neuen Scanheadkoordinaten verwendet
werden, so dass der Scanhead wie ein senkrecht installierter Scanhead ohne
Verzeichnungen wirkt. Verzeichung umfasst hierbei auch die perspektivische Verzerrung.
Die Projektion dieses Kkorrigierten Scanheads auf die Slideebene ist dann eine
Ahnlichkeitsabbildung ohne perspektivische Effekte. Erzeugt man mit dieser Korrektur
erneut ein Testmuster, ist das Residuum einer Ahnlichkeitsabbildung deshalb klein und
ohne raumliche Strukturen.

Vermutlich beruht das beim Hersteller erhiltliche Softwaretool (correXion pro, SCANLAB)
zur Erzeugung einer Fehlerkorrektur-Datei in proprietirem Format fiir den Scanhead auf
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dieser Strategie. Um ein moglichst offenes System zu erhalten, wurde die
Verzeichnungskorrektur fiir diese Arbeit jedoch selbst implementiert; die dazu nétigen
Datensdtze miissen zur Charakterisierung und Qualititskontrolle ohnehin wiederholt
erfasst werden (vgl. die Schwankung in Abbildung 7.9). Das Tool des Herstellers ware
allerdings dann von Vorteil, wenn man den Scanhead keine einzelnen Punkte, sondern
Linien schreiben lief3e, von denen nur die Endpunkte vorgegeben werden, weil dann die
Koordinatenkorrektur intern erfolgen miisste.

Streng genommen wiirde sich bei der Korrektur des Verzeichnungsfelds ein zyklisches
Problem ergeben (Abbildung 7.14). Allerdings ist die Anderung der Verzeichnung auf der
Langenskala der Verzeichnung klein, so dass zur Errechnung der korrigierten Koordinaten
das Verzeichnungsfeld als lokal konstant angenommen werden kann und die neuen
Koordinaten dann einfach die alten Koordinaten abziiglich der Verzeichnung an der alten
Stelle sind.

Ist: [u’v]T

[Au, Av]T

([uv]) Soll: [u,v]"
[-Au, -Av]? [[u,v] ')
[Au, Av]T -0

Miisste sollen, damit
ist, wo eigentlich soll:

( [ukorrigiertl anrrigiert] T)

T
[ukm‘rigicrtrvkm'rigim't]

Abbildung 7.14: [llustration der Korrektur der Verzeichnung. Wenn sich das Verzeichnungsfeld
so wie illustriert stark dndern wiirde, miisste zur Korrektur die Verzeichnung
an den noch unbekannten neuen Koordinaten ausgewertet wiirden.
Ndherungsweise kann man aber auch mittels der Verzeichnung an den
bekannten urspringlichen Koordinaten zu den neuen Koordinaten gelangen.

In Abbildung 7.15 wurde die datenbasierte Verzeichnungskorrektur beispielhaft
angewandt. Zundchst wurde erfasst, welches Residuum verbleibt, wenn man eine
Ahnlichkeitsabbildung an die beobachteten Testpunkte anpasst. Dabei ist ein Messartefakt
aufgetreten: Das Bild wurde vom Dokumentenscanner an zwei Stellen horizontal
,verrutscht’. Zur Demonstration hier ist die fehlerhafte Messung allerdings interessant,
denn es wird deutlich, dass sich lokale Fehler nicht global auswirken, wie das bei einem
parametrischen Modell, bei dem alle Punkte in die Optimierung des gesamten Modells
einfliefSen, der Fall ware. Mit dem so erfassten Verzeichungsfeld wurde das Testmuster
korrigiert und erneut auf einem Thermoetikettenslide erzeugt. Nunmehr ist nach einer
Ahnlichkeitsabbildung ein kleineres Residuum, das - abgesehen vom fehlerbehafteten
Randbereich - nur noch zufallige Strukturen zeigt, tibrig.

Ein engeres Testmuster wiirde dabei eine genauere Auflosung bieten; die korrekte
Identifizierung der Testpunkte wird aber dann erschwert, wenn ihr Abstand den
typischen Betrag der Verzeichnung unterschreitet. Dies konnte erleichtert werden, wenn
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man bei dem Auffinden der Testpunkte in der Bilddatei bereits a priori-Wissen tiber die
Verzeichnung einsetzt. Ein anderer Ansatzpunkt zur Verbesserung dieser Art der
Modellierung ware es, eine zusdtzliche Glittung der Daten vorzunehmen. Wenn nur
interpoliert wird, flielen die Ortsfehler der Testpunkte unmittelbar ein. Ein
parametrisches Modell mit wenigen Parametern hitte den Vorteil, dass diese Fehler
,weggemittelt’ werden - ein systematischer Fehler aufgrund einer ungiinstigen

Modellwahl bleibt dort jedoch bestehen.

A Zukorrigierendes Verzeichnungsfeld

Au [bit
: : ulbit],
10000 100
Z 5000 0
= 0 . |
' -100
-5000 , , , | 200
-30000|-20000 -10000 0 10000 20000
u [bit]
Al [bit
1AL Ibit] )
S 5000 r e 200
= I
0 e ol 100
5000 | R R g
-30000 -20000 -10000 0 10000 20000

u [bit]

B Verzeichnungsfeld nach der Korrektur
|A] [bit]

400

-20000 -10000 0 10000 20000
u [bit]

128



TRANSFORMATION DER SPOTKOORDINATEN VERSCHIEDENE MODELLE DER ABBILDUNG

P B o O RN
10000 rimw ESQuENsS
= - B
S ST | = HH
> b
0k TR T
-5000 e X i i | tf A Tl X (\,l<

-30000 -20000 -10000 0 10000 20000
u [bit]

Abbildung 7.15: Erfassung und Korrektur der Verzeichnung durch Interpolation. A: Residuum
nach Anpassung einer Ahnlichkeitsabbildung an Testdaten. Es stellt die zu
korrigierende Verzeichnung dar. In der oberen Graphik ist seine Komponente
in u-Richtung abgebildet, in der unteren Graphik der Betrag des Feldes. 800 bit
entsprechen dabei etwa 1 mm. Bei der Aufnahme der Testdaten mit einem
Dokumentenscanner ist ein Messartefakt erstanden: An den in der oberen
Graphik mit vertikalen Schnittlinien gekennzeichneten Stellen hat dieser einen
horizontalen Versatz im Bild bewirkt. Korrekte Korrektur ist deshalb nur in
der inneren Region des Datengebiets mdglich. B: Ergebnis der Auswertung
eines zweiten Testmusters, dessen Scanheadkoordinaten mit dem Feld aus A
korrigiert wurden. Nun ist nach Abzug einer Ahnlichkeitsabbildung von den
relativen Weltkoordinaten keine systematische Verzeichnung mehr zu
beobachten. Die oberen beiden Abbildungen zeigen den Betrag des Residuum-
Feldes mit unterschiedlicher Farbskala. Die untere Abbildung illustriert nicht-
mafistabsgetreu die verbleibende Verzeichnung. Im nicht durch das
Messartefakt versetzten Bereich (vgl. A oben) sind nur noch zufillige
Deformationen der Gitterlinien zu beobachten.

Niitzlicher ware es, wenn die Lage der Testpunkte nicht nur relativ als Koordinaten im
Bild eines Dokumentenscanners, sondern absolut im idealen Laborsystem bekannt ware.
Dann kénnte man bei der Koordinatentransformation von Slide- zu Scanheadkoordinaten
sich den zuséitzlichen Schritt einer aufzufindenden starren Abbildung innerhalb der
Laborebene einsparen. Eine technische Losung wird in Kapitel 8.3 besprochen. Eine
andere LOsung, angelehnt an das in diesem Kapitel angewandte Verfahren mit den
Thermoetiketten, ware es, den Testtrager zusatzlich mit Ortsmarkierungen auszustatten,
die im Laborsystem gemessen werden und auch spater zusammen mit den Testpunkten
sichtbar sind und somit die Abbildung innerhalb der Laborebene schon wahrend der
Erfassung des Verzeichnungsfeldes ermoglichen. Die derzeit verwendeten
Positionsmarkierungen fiir Akzeptorslides (siehe Kapitel 8.2) sind allerdings fiir die
Dokumentenscanner zu filigran. Auf mit Fluoreszenzscannern aufgenommenen Bildern
sind sie hingegen gut sichtbar. Man konnte also auf einen markierten Slide als Testspots
Spots von einem fluoreszierenden Material iibertragen (eine fluoreszent markierte
Aminosaure wurde erfolgreich im Rahmen einer teils durch den Verfasser dieser Arbeit
betreuten Praktikums-Lehrveranstaltung eingesetzt, um dort die chemischen Schritte der
Sichtbarmachung einzusparen) und diesen Testslide mit Fluoreszenzbildgebung erfassen.
Der Vorteil der Verwendung eines gewdhnlichen Dokumentenscanners ist es, dass man
ihn aufgrund seiner geringen Kosten in eine automatisierte Anlage integrieren konnte; ein
Fluoreszenzscanner stellt jedoch keine zuséatzliche Anschaffung da, weil davon auszugehen
ist, dass in einer Umgebung, in der molekulare Arrays gefertigt werden, auch
entsprechende Geratschaft zu ihrer Auslese vorhanden ist.
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In jedem Fall verbleibt auch bei dieser nicht-parametrischen Modellierung die Aufgabe,
aus Testpunkten parametrisch zumindest eine Ahnlichkeitsabbildung zu ermitteln; sei es
wahrend ihrer Erfassung, wie im letzten Absatz vorgeschlagen, oder sei es wahrend der
Korrektur zukiinftiger Spotkoordinaten, wie in der beschriebenen Demonstration getan.
Dazu sei auf Kapitel 7.5 verwiesen.

7.4 Vergleich der Modelle und Diskussion

In den vorherigen Abschnitten wurden verschiedene Modelle fiir die Transformation von
Slide- zu Scanheadkoordinaten vorgestellt und mit experimentellen Beispieldaten
illustriert. Hier sollen nun diese Modelle quantitativ miteinander verglichen werden.

Als Maf? fiir die Fehlerhaftigkeit eines Modells dient der mittlere Betrag seines Residuums
(MRS, siehe Formel (7.3)). Man beachte, dass hier der Betrag und nicht das Betragsquadrat
gemittelt wird (,RMS‘); dies ist zu Gunsten einer anschaulichen Interpretation. Das
datenbasierte nichtparametrische Modell weist ohne Glattung kein Residuum auf, da es
die Testpunkte interpoliert und auf den Testpunkten diese direkt als Wert tibernimmt.
Deshalb wurden hier als Kreuzvalidierung zum Aufstellen des Modells nur 90 % des
Datensatzes als Trainingspunkte verwendet und das Residuum aus den verbleibenden
10 % des Datensatzes als Testpunkte berechnet; dies wurde 100 Mal wiederholt und das
Ergebnis gemittelt.

Tabelle 7: Vergleich verschiedener Modelle fiir die Abbildung von Slide- zu Scanheadkoordinaten

: —
55 %D .ié %D = =
s8] 2 o E 22 £ £
Eo e 5 g &g g gs 5 s 7 g 5 v
EE | ¢ E 2 |BEy|55%|3 § [B5%
S i S == 2c2 | 22 |5 Ex|EcE.
E S = < 2 =g | EE5| Egc |2 E£ElEgEE
25| £ S | 83 | 248|825 |2 5¥[zdE%
2 g e & > 25 ssR | 25 |EwSElgeSE
wn B = = ] [T U = QO L = Q < o .2 Ol & .= ©
& é <g << N2 A Al A A > A <GS S XA S
A 55 55 55 45 32 16 8,2 8,2
B 239 76 75 63 38 19 20 21
C 71 63 63 60 39 21 5,3 5,7
D 140 71 68 54 41 6,3 51 4,5
E 104 83 77 63 45 13 10 9,9
F 84 84 80 68 40 15 2,6 2,9
Mittelwert von A-F, relativ bezogen auf ,nach Ahnlichkeitsabbildung:
| 100 | 062 | 060 | 051 | 034 | 013 | 007 | 008

Mittelwert von A-F, relativ bezogen auf ,nach perspektivischer Projektion":

| 196 | 122 | 118 | 100 | 067 | 026 | 015 | 015
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Tabelle 7 zeigt die Ergebnisse fiir sechs innerhalb etwa 15 Monaten erfasste
Testdatensatze. Zur erleichterten Deutung sind die dariiber gemittelten Ergebnisse auch
relativ angegeben, bezogen auf die Qualitit, wenn eine Ahnlichkeitsabbildung oder eine
perspektivische Projektion als Modell herangezogen werden. Man sieht, dass die
Beriicksichtigung der Perspektive eine Verbesserung um das Doppelte bewirkt, und die
Verwendung des vollen Lochkameramodells gegeniiber dem Keystone-Modell eine
Verbesserung von 15 % bringt. Die Beriicksichtigung der Verzeichnung fiihrt nochmals zu
einer deutlichen Reduktion des Residuums. Die besten Werte weist die
nichtparametrische Beschreibung auf; hierbei macht es kaum Unterschied, ob das
Residuum einer Ahnlichkeits- oder projektiven Abbildung als Basis dient.

Welche der Modellierungen ist fiir unsere Zwecke und Bediirfnisse also die beste, bzw.
jeweils ausreichende?

Die Anforderung an die Genauigkeit ergibt sich aus der Liangenskala der Spots. Die notige
relative Genauigkeit ist aus der minimal erreichbaren Spotgrofie aller verwendeten
Bausteine (vgl. Abbildung 5.19) bestimmbar. Fordert man etwa eine Ortsgenauigkeit von
25 % dieses Spotdurchmessers, muss sie 20 um fiir eine kombinatorische Strukturierung
mit allen Bausteinen, bzw. 63 um, wenn man ein Muster mit dem zu den grofdten Spots
fiihrenden Baustein iibertragen mochte, betragen. Das sind umgerechnet ungefahr 16 bit
bis 50 bit.

Wenn man den Scanhead mit einer perspektivischen Projektion beschreibt, schwankt das
dabei verbleibende Verzeichnungsfeld an einigen Stellen um iiber etwa 20 bit (Abbildung
7.9). Fiir die Strukturierung mit zu ,grofden‘ Spots (250 um) fithrenden Bausteinen ist dies
im Rahmen der geforderten Genauigkeit noch tolerabel. Fiir kombinatorische
Strukturierungen hingegen ist es noétig, das Verzeichnungsfeld regelmifdig zu
berticksichtigen, als Modell also eines zu wahlen, das iiber eine ideale Projektion hinaus
geht.

Die zeitlichen Anderungen der Perspektive selbst fiihrt zu Ungenauigkeiten ebenfalls in
der Grofienordnung von 20 bit am Rand des Bildfelds (Abbildung 7.8). Es gilt also
wiederum hier: Die optimierte Koordinatentransformation muss regelméafdig erneuert
werden, wenn mit auch zu ,kleinen‘ Spots (80 um) fithrenden Bausteinen gearbeitet wird.
[9] beobachtete einen zeitlichen, temperaturabhingigen Drift am Ursprung der
Slidekoordinaten von dhnlicher Grofde wie die Perspektivendnderung; er arbeitete zwar
nicht mit Projektionsmodellen, aber die daraus ableitbare Zeitskala von 120 min bzw. die
Skala der Temperaturdnderung von 3 °C fiir eine Ortsdnderung von umgerechnet 25 pm
sollte allgemeine Giiltigkeit haben. Demnach sind die erneuten Kalibrierungen etwa
stiindlich durchzufiihren. Eine Klimatisierung der Anlage kdnnte zusdtzliche Stabilitat
bringen.

Die absolute Genauigkeit muss dann hoch sein, wenn fiir die Weiterverarbeitung der
gefertigten Arrays ein unverzerrtes, geradliniges Spotraster nétig ist, oder wenn Slides in
verschiedenen Schritten der Fertigung in ganz unterschiedlichen Positionen, etwa um
180 ° um die Hochachse rotiert, eingelegt werden sollen. In zweitem Fall muss sie so hoch
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wie die relative Genauigkeit sein, in erstem Fall muss sichergestellt werden, dass die
ungenauigkeitsbedingte Verschiebung von Spots kleiner ist als der Pitch des Rasters. Der
Pitch des Spotrasters ist gegeben durch die maximal zu erwartende Spotgrofie aller
verwendeten Bausteine (vgl. wiederum Abbildung 5.19). Zuziglich eines
Schwankungsspielraumes und Sicherheitsabstand fiir etwaige Ring-Hoéfe um die Spots
betrdgt dies etwa 400 pm. Solle die absolute Ortsgenauigkeit 25 % des Pitchs sein, sind
100 pm gefordert, was etwa 80 bit entspricht. Es sollte also die perspektivischer
Verzerrung mindestens mit dem Keystone-Ansatz beriicksichtigt werden. Den hochsten
Anspriichen einer der relativen Genauigkeit entsprechenden Prazision geniigend sind
hingegen nur die nicht-parametrische Modellierung oder die Beschreibung der
Verzeichung mit einer Reihenentwicklung; letztere ist zwar von analytischer Schonheit,
aber zu Gunsten allgemeinerer Anwendbarkeit ist das rein daten-basierte Vorgehen zu
bevorzugen.

Tabelle 8 fasst diese Diskussion zusammen und empfiehlt das geeignetste Modell je nach
Anwendung. Der fiir die Herstellung von Peptidarrays tibliche Anwendungsfall ist dabei
hervorgehoben.

Tabelle 8: Auswahl des angemessenen Modells fiir die Koordinatentransformation

Relative gering (63 pm) - hoch (20 pm) -
Genauigkeit nur Bausteine mit grofRen Kombinatorische
Absolute Spots (250 pm) Strukturierung mit allen
Genauigkeit Aminosaure-Bausteinen
keine - Verzeichnung beachten
Sp.otraster darf verzerrt Modell egal stitndlich kalibrieren
sein
normal - Perspektive beachten, Verzeichung beachten
unverzerrtes Spotraster Keystone- oder Lochkamera- | (Datenbasierte Interpolation),
P Modell stiindlich kalibrieren
hOCh._ . Lochkamera-Modell, oder Datenbasierte Interpolation,
so wie relative . . - o
NN Datenbasierte Interpolation stiindlich kalibrieren
Ortsgenauigkeit

Die Erfassung von Testpunkten, aus denen Abbildungen abgeleitet werden, sollte
mindestens so genau wie die in den letzten Absitzen grofite geforderte Genauigkeit -
20 um - sein, am besten in der nachsten Grofdenordnung liegen; vgl. dazu das nachste
Unterkapitel.

7.5 Ahnlichkeitsabbildungen aus Testpunkten

Die im Kapitel 7.3 vorgestellten Modelle fiir die Transformation der Spotkoordinaten
zwischen dem Slide- und Scanheadsystem beinhalten letztlich eine Riickfithrung auf eine
starre Abbildung in der Laborebene (Rotation um die Hochachse und Translation) bzw.
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verallgemeinert eine Ahnlichkeitsabbildung (zusétzliche Skalierung). Eine solche ist auch
anzuwenden, wenn die reale Lage des Slides im Laborsystem ermittelt wird (vgl.
Abbildung 7.1). Die Transformation soll aus Testpunkten, bzw. Positionsmarkierungen auf
dem Slide, durch Regressionsrechnung - mit einem ,Fit’ - ermittelt werden. Der
Rechenweg dazu war in Formel (7.8) beschrieben worden; der Eleganz wegen ist er
elementaren geometrischen Uberlegungen vorzuziehen, obgleich diese anschaulicher
verstiandlich sein konnen. Hier soll nun untersucht werden, welchen Einfluss dabei
Messfehler haben. Es ist ein linearer Zusammenhang zu erwarten - aber mit welchem
Proportionalitatsfaktor?

Da die anzupassende Abbildung drei bzw. vier Freiheitsgrade besitzt, sind theoretisch
zwei Testpunkte mit insgesamt vier Koordinaten ausreichend. Die Erfassung von
Testpunkten bzw. Positionsmarkierungen direkt in der Laborebene ist mit praktischem
Aufwand verbunden; eine bewegliche Kamera benétigt Bauraum und einen kostspieligen
verfahrbaren Koordinatentisch. Zwei Testpunkte lief3en sich auch mit zwei stationdren
Kameras abbilden. Eine Frage ist also, wie sich die Genauigkeit der Modellanpassung mit
der Anzahl an Testpunkten verandert.

Bei der Abnahme des Gesamtfehlers mit der Anzahl an Testpunkten ist das aus der

Fehlerrechnung bekannte vVN-Gesetz zu erwarten. Es gibt in diesem Unterkapitel aber
zwei prazisere Fragestellungen:

Im Fall der Modellierung des Scanheads mittels einer Ahnlichkeitsabbildung - Welchen
zusatzlichen Einfluss hat der systematische Fehler, wenn die Abbildung in Wahrheit eine
perspektivische sein miisste? Ist er durch eine hinreichende Zahl an Testpunkten
kompensierbar?

Im Fall der Erkennung der Slidelage aus Positionsmarkierungen - Wie lasst sich
abschitzen, wie gut die Markierungen erkannt wurden, ohne ihre wahre Position
fehlerfrei zu kennen? Muss bei dieser Abschatzung die Anzahl an Testpunkten
einberechnet werden?

Als Maf$ fiir den Fehler der optimierten Abbildung kann sein Fit-Residuum hier nicht
dienen, da es im Fall der Anpassung von vier Freiheitsgraden aus den nur vier
Koordinaten von zwei Testpunkten nahezu verschwindet. (Um eines mit den vergangenen
Unterkapiteln konsistenten Sprachgebrauchs willen werden diese Trainingspunkte hier
weiter als Testpunkte bezeichnet). Stattdessen wurden numerische Experimente
durchgefiihrt, bei denen die wahren Abbildungen bekannt sind, und die Auswirkung der
gefundenen Abbildung auf beim Fit unbeteiligte Dummy-Punkte studiert. Interessante
Grofden sind hierbei der gemittelte absolute Ortsfehler der Dummypunkte nach der
Abbildung im Vergleich zu ihren wahren Orten, also wiederum der MRS (siehe Formel
(7.3), aber auch der maximale absolute Ortsfehler, sozusagen der worst case. Diese Grofden
wurden aus 1000 Dummypunkten berechnet und zuséatzlich iiber 1000 Realisierungen des
Zufallsexperiments gemittelt.
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Fir den Vergleich der Ahnlichkeitsabbildung mit einer perspektivischen Projektion
wurden Testpunkte im Scanhead-System auf einem Kreis angenommen, dessen
Durchmesser 50000 bit entspricht. Mit einer experimentell bekannten Homographie
typischer Grofdenordnung - also einer perspektivischen Projektion - wurden die
Testpunkte virtuell auf die Laborebene projiziert und dort gegebenenfalls mit einer
normalverteilten, isotropischen Stérung € versehen. Die Dummypunkte wurden innerhalb
des selben Kreises mit der gebrauchlichen Inversionsmethode (fiir eine Illustration siehe
[112]) gleichverteilt gezogen und ebenfalls auf die Laborebene projiziert; dies ergibt die
wahren Orte. Aus den gestorten Testpunkten im Weltsystem und ihren Koordinaten im
Scanheadsystem wurde die gesuchte Ahnlichkeitsabbildung ermittelt und mit dieser die
Dummypunkte auf die Laborebene transformiert; dies ergibt die fehlerbehafteten Orte,
deren Abweichung § von den wahren Orten betrachtet wurde.

Abbildung 7.16A zeigt, dass auch ohne Storunge der Testpunkte, allein durch den
systematischen Fehler eines falschen Modells, ein erheblicher Fehler § bei den
Dummypunkten - also den iibertragenen Spots - auftritt. Bei der Verwendung von drei
statt zwei Testpunkten nimmt dieser um die Hélfte ab, bleibt aber dann nahezu konstant,
egal wie viele weitere Punkte hinzugenommen werden. Eine zusatzliche Storung e fiihrt
hingegen zu keiner tibermafdigen weiteren Verschlechterung (Abbildung 7.16B).
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Anzahl Testpunkte € [um]
Ahnlichkeitsabbildung Perspektivische Projektion
O Maximaler Fehler /A Maximaler Fehler

® Mittlerer Fehler MRS A Mittlerer Fehler MRS

Abbildung 7.16:  Auswirkung des Messfehlers, wenn ein falsches Abbildungsmodel gewahlt
wurde. In einem numerischen Zufallsexperiment wurden Punkte in Wahrheit
perspektivisch projiziert, aus Testpunkten jedoch eine Ahnlichkeitsabbildung
ermittelt. Der resultierende Ortsfehler § von mit dieser systematisch falschen
Abbildung transformierten Dummypunkten ist auch ohne Stdérung e der
Testpunkte erheblich und lasst sich durch zunehmende Anzahl Testpunkte
nicht senken (A). Eine zuséatzliche Storung (B) fiihrt dann zu vergleichsweise
kleinem Zuwachs des Fehlers (runde Symbole). Fiir den Fit einer tatsachlichen
perspektivischen Projektion auf der Grundlage von vier Testpunkten pflanzt
sich der Fehler linear fort (dreieckige Symbole), mit Faktor 1 fiir den mittleren,
bzw. Faktor 2 fiir den Maximalfehler.
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Fiir die Untersuchung der Fitgenauigkeit einer starren Abbildung wurde weiterhin mit
einer Ahnlichkeitsabbildung gearbeitet - die Ergebnisse waren sehr dhnlich, aber sind so
allgemeiner nutzbar. Hier liegen die Testpunkte zundchst auf einem Kreis mit
Durchmesser D (dimensionslos) und die Dummypunkte gleichverteilt darin. Die
Testpunkte wurden wiederum mit einer kleinen Stérung e versehen, die im Verhaltnis zu
D der Praxis angemessen grof ist. Als wahre Abbildung wurde die Identitat gewahlt und
eine optimierte Abbildung auf Grundlage der gestorten und ungestorten Testpunkte
gefunden. Die Abweichungen der damit transformierten Dummypunkte von ihren
urspringlichen Positionen wurde dann als Fehler § im Mittel bzw. Maximum betrachtet.
Es zeigte sich erwartungsgemafs, dass der Fehler sich linear fortpflanzt (Abbildung 7.17A)
- mit anndhernd dem Faktor 1 fiir sein Mittel bei zwei Testpunkten - und anschliefdend

nach dem+N-Gesetz abnimmt (Abbildung 7.17B), also eine Verdoppelung auf vier
Testpunkte nur einen Faktor von Wurzel zwei an Verbesserung liefert. Der grofite jeweils
beobachtete Fehler innerhalb der Dummypunkte ist knapp doppelt zu grof3.

Eine Erhaltungsgrofie ist die relative Lage der Testpunkte - in der Praxis ja feste
Positionsmarkierungen auf dem Slide - zueinander. Sie ist entweder aus deren
Herstellungsprozess oder von ihrer ersten Messung bekannt, realistischerweise aber auch
nur bis auf eine Stérung €. [9] verglich ihren paarweisen Abstand zueinander bei einer
erneuten Messung jeweils mit dem entsprechenden Wert aus der ersten Messung; ist die
Differenz zwischen diesen Werten zu grof3, ist die gefundene Abbildung wahrscheinlich
fehlerhaft. Hier wird nun eine Abwandlung davon verwendet: Es wird nicht die relative
Lage der Testpunkte direkt betrachtet, sondern es werden zundchst die gemessenen
Testpunkte mit der gefundenen Abbildung transformiert und erst dann die relative Lage
betrachtet. Wenn eine starre Abbildung angepasst wurde, dndert dies nichts an den
Abstinden. Wenn jedoch eine zusitzlich auch skalierende Ahnlichkeitsabbildung
angepasst wurde, kann man durch Transformation in dem Raum arbeiten, in dem die
Abstidnde fest bleiben. Werden in Zukunft ndmlich die Markierungen nicht im
Laborsystem, sondern direkt in Scanhead-Einheiten erfasst (vgl. Kapitel 8.3), kdnnte eine
veranderliche Skalierung hinzukommen. In jedem Fall ist das Zufallsexperiment niitzlich,
um zu sehen, wie sich die Stérung bei der Testpunktmessung auf den abgeleitete
Testpunkt-Distanzfehler (Formel (7.19)) auswirkt.

Gij = ”xi, vorher — xj, Vorher” - ”xi, nachher — xj, nachher” (7.193)
NZ— N N i-1

Distanzfehler, gemittelt: > Z z”@ii || (D)
i=1j=1

Distanzfehler, maximaler: max (||G)ij ||) ()

Es zeigte sich dabei (Abbildung 7.17A), dass bei vier Testpunkten der gemittelte
Distanzfehler mit Faktor 1,5 zur Stérung der Testpunkte proportional ist und damit in
etwa dem grofdten Fehler der Dummypunkte entspricht. Der maximale Distanzfehler
tiberschatzt die Auswirkung auf die Dummypunkte. Der Distanzfehler ist abhangig von der
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Anzahl der Testpunkte (Abbildung 7.17B) und nimmt mit deren Zahl zu. Dies ist nicht
iiberraschend, denn dadurch werden zunehmend viele Punktabstdnde berticksichtigt, die
sich wegen der Betrachtung des Betrags nicht aufheben konnen. Bei nur zwei Testpunkten
ist der mittlere und maximale Distanzfehler einleuchtenderweise identisch; er entspricht
dann ungefahr dem mittleren Fehler der Dummypunkte bzw. der Halfte deren maximalen
Fehlers.
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Abbildung 7.17: Skalierungsverhalten verschiedener Fehlermafie. (A) Eine Stérung € der
Testpunkte fiihrte im numerischen Zufallsexperiment der Anpassung einer
Abbildung zu einem Ortsfehler § von Dummypunkten (runde Symbole), einem
kleinen, aber zunehmenden Fit-Residuum (Rauten) der Testpunkte und einem
Distanzfehler (Quadrate) beim Vergleich der paarweisen Abstinde der
Testpunkte vor und nach der Abbildung. (B) Die Proportionalitit des
Distanzfehlers zur Stérung ist davon abhdngig, wie viele Testpunkte
berticksichtigt werden. Die Ortsfehler der Dummypunkte nehmen mit der
Wurzel der Anzahl an Testpunkten ab. In (A) wurden vier Testpunkte
eingesetzt.

Die im Verlauf dieses Unterkapitels gestellten Fragen lassen sich also wie folgt quantitativ
beantworten:

Bei zwei Testpunkten pflanzt sich bei der Anpassung einer starren oder
Ahnlichkeitsabbildung der Fehler der Testpunkte linear mit Faktor 1,1 (gemittelter
Fehler), bzw. Faktor 1,75 (grofiter Fehler) auf die Dummypunkte fort. Unter
Beriicksichtigung der um vorherigen Unterkapitel aufgestellten strengsten
Genauigkeitsanforderung an die Spotpositionen von 20 pm miissen die Testpunkte also
mit einer Genauigkeit von 11 pum oder besser gefunden werden kénnen.
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Eine Erhohung der Zahl der Testpunkte bringt dabei keine wirkliche Erleichterung im
Sinne einer neuen Grofienordnung, verkompliziert aber den technischen Aufbau. Deshalb
seien zwei Testpunkte ausreichend, bzw. die Reduktion auf zwei Testpunkte empfohlen.

Es ist sicherzustellen, dass wirklich keine perspektivische Verzerrung mehr vorliegt, denn
sonst wird die Genauigkeitsanforderung zwolf Mal libertroffen, egal wie viele Testpunkte
eingesetzt werden.

Die Betrachtung des Distanzfehlers von Positionsmarkierungen erlaubt eine Abschitzung
der aufgetretenen Storung; bei zwei Markern skaliert jener mit dem Faktor 1,1 mit dieser.
Der Distanzfehler soll also nicht gréf3er sein als 11 pum.

7.6 Zusammenfassung

Die Koordinaten der zu iibertragenden Spots sind in einem idealen Slidesystem gegeben,
dem Scanhead sind aber Koordinaten in einem geratespezifischen Einheiten- und
Bezugssystem mitzuteilen. Scanhead- und Slidesystem sind also gegeneinander zu
kalibrieren. Dies fiihrt zu praktischen Fragestellungen:

Nadherungsweise fiihrt der Scanhead eine Projektion der Spotpunkte durch, bei genauer
Betrachtung treten aber Verzeichnungen auf. Es ist zu ermitteln, wie komplex die
Modellierung einer Koordinatentransformation zu wahlen ist, um die fiir die Anwendung
notige Ortsgenauigkeit zu erreichen, aber dabei mit méglichst praktikablen Verfahren zur
Anpassung der jeweiligen Transformationsmodelle auszukommen.

In diesem Kapitel wurden verschieden komplexe Modelle fiir die Abbildung eines
Scanheads vorgestellt (Kapitel 7.3) und zur Illustration auf reale Daten angewandt. Die
Leistungsfahigkeit der Modelle wurden durch geeignet gewdahlte Grofden quantifiziert,
diskutiert und unter Beachtung verschieden strenger Anforderungen jeweils die notigen
Komplexitatsstufen ausgewahlt (Kapitel 7.4, insbesondere Tabelle 8). Die Umsetzung der
Koordinatentransformation in der Praxis wurde beschrieben, im Vergleich zu Vorarbeiten
neu konzipiert und im numerischen Experiment analysiert (Kapitel 7.2 und 7.5).

Mit dem daraus abgeleiteten und empfohlenen Vorgehen (Beschreibung der
Transformation durch ein datenbasiertes nichtparametrisches Modell, Reduktion auf zwei
Testpunkte) lasst sich durch die mogliche Einsparung des verfahrbaren Mikroskoptischs
im Demonstrator-Aufbau eine Kostenreduktion der Anlage erreichen, und es konnte eine
Steigerung der absoluten Ortsgenauigkeit gegeniiber fritheren Versuchsaufbauten erzielt
werden.

137






Erkennung der Werkstiickposition

8 Erkennung der Werkstiickposition

Im Kapitel 7 wurde behandelt, wie man absolute Ortsgenauigkeit erreicht. Die zu
bestrahlenden Orte waren dabei in einem idealen Laborsystem gegeben. Die Lage des
realen Akzeptorslides in diesem wird iiber Positionsmarkierungen bestimmt (zu
Koordinatentransformationen siehe das vorherige Kapitel); im folgenden Kapitel wird
vorgestellt, wie man diese Markierungen besonders zuverldssig gestaltet (Unterkapitel
8.2). In einem Ausblick wird die Machbarkeit einer technischen Losung gezeigt, bei der die
Trennung von realem und idealem Koordinatensystem wegfallt und die Bauraum freigibt
(Unterkapitel 8.3).

Die durch die Genauigkeit der Erkennung der Positionsmarkierungen begrenzte relative
Ortsgenauigkeit, bzw. Wiederholgenauigkeit des cLIFT-Prozesses ist bei kombinatorischer
mehrlagiger Strukturierung von besonderer Bedeutung (Unterkapitel 8.1), da hier die
selben Orte auf dem Akzeptorslide in verschiedenen Schritten des Gesamtprozesses
mehrfach wieder getroffen werden miissen.

8.1 Motivation

In Vorversuchen zu dieser Arbeit [59] wurde ein mehrlagiges einfaches Peptidarray
synthetisiert (Abbildung 8.1). Die Gestalt seiner Spots im Fluoreszenzbild erinnert vom
Umriss her an den Mond, und eine begrenzte innere Region weist im Vergleich zum
restlichen Spot besonders starke Signalwerte auf. Wie ist eine solche Morphologie zu
erklaren? Die in jedem Schritt gebundenen Molekiille liegen in einer
Oberflachenkonzentration vor, die die Konzentration der vorhandenen Bindungsstellen
nicht tiberschreiten kann, dimensionslos ausgedriickt (¢ := Cgepunden/ CBindungsstellen) alSO in
einem Intervall von 0 bis 1. Uberschiissiges Material kann nicht verwertet werden und
unbelegte Bindungsstellen werden in jedem Syntheseschritt gekappt. ¢ kann als Ausbeute
interpretiert werden und entspricht in etwa dem Fluoreszenzsignal nach Farbung. Beim
Aufbringen einer neuen Lage multiplizieren sich die neuen Werte von ¢ mit den alten.
Somit reduzieren sich alle Bereiche des Spots, die nicht gesattigt sind, im Verlauf der
Synthese zunehmend (Abbildung 8.2A-D). Tritt in jedem Schritt ein zufélliger Versatz der
Spotposition auf, verkleinert sich der gesattigte Bereich des Spots in der Form der
gemeinsamen Schnittfliche mehrerer Kreise (Abbildung 8.2E). So entsteht die Mondform.
Da die in der Anwendung nutzbare Flache des Spots sich dabei verkleinert, ist es das
Bestreben, in jedem Schritt die selbe Stelle mit moglichst geringer raumlicher Abweichung
zu bestrahlen und deshalb die Position des Akzeptorslides méglichst gut zu bestimmen.
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Abbildung 8.1:

Abbildung 8.2:

Mehrlagige Arrays und ihre Spotmorphologie. (A) Fluoreszenzbild eines
Arrays von HA- und Flag-Peptiden (aus [78]). Die Linge des Mafsbalkens
betrdgt 1 mm. (B) Ausschnitt aus dem als (A) abgebildeten Array, der einen
typischen ,roten‘ Spot in Falschfarbendarstellung zeigt.
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Simulation der Entstehung der Spotgestalt bei mehrlagiger Synthese. Geht man,
auf realen Messungen basierend, von einem unscharf begrenzten Spot aus, der
einen Akzeptorslide mehr als sattigen kann (dimensionslose Konzentration > 1)
(A), so resultiert in der ersten Lage ein gesattigter, unscharf begrenzter Spot
(B). Mit jeder zusatzlichen Ankupplung eines solchen Spots multipliziert sich
dieses Bild, so dass die ungesattigten Bereiche - (C) zeigt den Stand nach 5, (D)
nach 20 Lagen - zunehmend verschwinden und der gesattigte Bereich
gegeniiber dem Hintergrund immer scharfer begrenzt ist. In (B)-(D) trat kein
raumlicher Versatz der Spotposition auf. Schwankt in jeder Lage die Position
des neu angekuppelten Spots - fiir die Berechnung von (E) im Mittel mit 25 %

des Spotdurchmessers - bleibt als gesattigter Bereich nur die Schnittfliche der
gesattigten Bereiche aller Lagen. (E) zeigt einen solchen Spot nach 20 Lagen.

8.2 Robuste Positionsmarkierungen

Da einerseits das Aufbringen von Positionsmarkierungen auf die Akzeptorslides deren
Oberflachenfunktionalisierung nicht beschddigen darf, andererseits die Slides im Laufe

der Peptidsynthese mit korrosiven Chemikalien in Berithrung kommen, ist ein

Aufdampfen von metallischen Markern und ein Bedrucken oder Bekleben nicht méglich.
Stattdessen werden topographische Marker durch Ablation mit einem Nanosekundenlaser
(MATRIX 532-7-30, Coherent) in der Slideoberflache erzeugt [9] (Abbildung 8.3A). Bei
unerfahrenen Operateuren kann es dabei zu Abplatzungen des Glassubstrates kommen.
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In einer fritheren Arbeit der Arbeitsgruppe [9] wurden als Positionsmarkierungen jeweils
5 X 5 Kreise eingesetzt. Die Einzelkreise wurden dabei von der Steuerungssoftware in
einem bindren Bild als zusammenhidngende Pixelregionen erkannt und der eigentliche
Marker als Schwerpunkt dieser Einzelkreise berechnet.

Es war bei jener Methode zwingend notwendig, dass genau die und nur die 25
Einzelkreise im Bild erkannt wurden. Bei verschmutzten oder beschidigten Slides oder
unzureichender Beleuchtung war das nicht immer der Fall. Deshalb wurde nun in der
Steuerungssoftware dieser Arbeit ein manueller Modus implementiert, bei dem der
Benutzer direkt durch Anklicken im Mikroskopbild die Position des Markers eingeben
kann. Bei Verwendung eines Kreises als Marker kann durch Anklicken mehrerer Punkte
auf dessen Umfang und folgender automatischer Mittelpunktsberechnung eine erhohte
Genauigkeit erreicht werden. Aufierdem wurde aufbauend auf den Vorarbeiten, zundchst
im Rahmen einer vom Verfasser betreuten studentischen Abschlussarbeit [113], ein
robusterer Algorithmus fiir die automatische Erkennung der Positionsmarkierungen
entwickelt und getestet [114].

Es wurden weiterhin Kreise als Markierung verwendet, da ihre Form sie von anderen
Bildelementen gut unterscheidbar macht (vgl. z.B. [115]). Beispielsweise sieht der
SMEMA 3-Standard (,Surface Mount Equipment Manufacturers Association’, IPC SMEMA
Council) vor, dass Leiterplatten bei der Herstellung und Bestiickung mindestens 1 mm
grofle Kreise als Passermarken beinhalten. Der Aufbau eines komplexeren
Markierungsmusters aus den Einzelkreisen scheint weiterhin sinnvoll, sein Nutzen wird
hier experimentell untersucht werden.

Die Einzelkreise konnen, auch wenn Teile beschadigt sind, mit der sog. circular Hough
transform erkannt werden. Dabei wird fiir jeden Kantenpunkt im Bild berechnet, wo der
Mittelpunkt eines Kreises lage, wenn der Kantenpunkt Teil dieses Kreises wére (diese
Mittelpunkte liegen auf einem Kreis um den Kantenpunkt). Die potentiellen Mittelpunkte,
die sich fiir jeweils eine hinreichend hohe Zahl an Kantenpunkten ergdben, werden dann
als tatsdchliche Mittelpunkte angesehen (fiir eine weitergehende Erlduterung des
Verfahrens siehe beispielsweise [116]. Die circular Hough transform ist in MATLAB in der
image processing toolbox als Funktion imfindcircles enthalten. Man beachte, dass im
Gegensatz zur Erkennung der Kreise liber zusammenhangende Pixelregionen dabei zwei
Kreise, die im Bild verbunden erscheinen, immer noch getrennt erkannt werden kénnen.

Mit der verbesserten Form der Kreiserkennung werden nun auch beschadigte Kreise
erkannt (Abbildung 8.3B). Natiirlich koénnen dabei dennoch Kreise ,libersehen’ werden
und die Fahigkeit zur Rekonstruktion hat den Preis, dass auch vermeintliche Kreise
falschlich erkannt werden. Deshalb werden die erkannten Einzelkreise mit dem bekannten
erwarteten Muster der Einzelkreise verglichen. Es wird dazu im iterative closest point-
Vorgehen tiiber nearest neighbor matching ermittelt, welche gefundene Punkten welchen
erwarteten Kreismittelpunkten entsprechen: Den erwarteten Punkten wird jeweils der
ndchste Nachbar unter den gefundenen Punkten als Partner zugeordnet, sofern einer in
der ndheren Umgebung vorhanden ist. Aufgrund dieser Partnerschaft wird dann
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berechnet, wie das erwartete Muster auf dem Bild bewegt werden muss, um moglichst mit
dem gefundenen Muster ilibereinzustimmen. Nach dieser Bewegung werden erneut
Punktpartner bestimmt. Die Bewegungen und Bestimmungen der Partner werden so lange
wiederholt, bis Konvergenz eintritt. Dann ist anzunehmen, dass die korrekten Partner
gefunden worden sind. Als Einzelkreise zur Berechnung der Gesamtposition werden dann
zum einen die gefundenen Kreise herangezogen, die jeweils einem erwarteten Einzelkreis
zugeordnet werden konnten, und zum anderen ersatzweise die erwarteten Einzelkreise,
fiir die kein gefundener Kreis vorhanden war. Die Gesamtposition ist der Schwerpunkt der
Einzelkreise des so rekonstruierten Musters.
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Abbildung 8.3: Robuste  Erkennung von aus  Einzelkreisen = zusammengesetzten
Positionsmarkierungen. Aus [114]. (A) Durch Laserablation wurden
kreisformige Markierungen in die Glassubstrate geschrieben; links: 3D-
Visualisierung von Messdaten der Topographie, rechts: Lichtmikroskopbilder
der Kreise in Hell- und Dunkelfeld-Beleuchtung. Der Durchmesser der Kreise
betragt 50 pm, die Breite der Kreislinie etwa 3 um und ihre Tiefe ungefahr
lum. (B) Einzelkreise koénnen zu einem komplexeren Muster
zusammengestellt werden (erstes Bild). Die Einzelkreise werden von der
Erkennungssoftware mit der circular Hough transform gefunden. Dabei kdnnen
auch beschidigte Kreise erkannt werden (zweites Bild), aber es werden auch
Strukturen falschlich als Kreis identifiziert. Durch einen Vergleich mit dem
erwarteten Muster (drittes Bild, cyanfarbene Kreise) konnen nicht erkannte
Einzelkreise rekonstruiert werden (cyanfarbene x-Symbole) und aus diesen
und den zuordenbaren gefundenen Kreisen, oder dem gesamten
rekonstruierten Muster die eigentliche Positionsmarkierung als der
Schwerpunkt (magentafarbenes Plus) berechnet werden. (C) Wenn
Einzelkreise verschiedener Grofien zu einer komplexen Positionsmarkierung
zusammengestellt werden (erstes Bild), und die jeweiligen Radien aus dem Bild
ermittelt werden (zweites Bild, als blaue und cyanfarbene Kreise dargestellt;
das magentafarbene Plus ist der Schwerpunkt der Kreismittelpunkte, der
unabhingig von den Radien ist), dann kann man so zusatzlich und unabhangig
eine Identifikationsnummer in die Positionsmarkierung kodieren (drittes Bild).

Uber die GroRe der Einzelkreise lisst sich in die Positionsmarkierung auch eine
Identifikationsnummer kodieren (Abbildung 8.3C). Dies konnte der automatisierten
Prozessdokumentation dienen, oder auch eine zusatzliche Uberprl'jfung darstellen, ob das
Markierungsmuster korrekt rekonstruiert worden ist (vergleiche [117]).

In einer experimentellen Messreihe wurden verschieden zusammengestellte
Markierungsmuster eingesetzt und die Genauigkeit ihrer Positionsbestimmung ermittelt.
Die markierten Slides wurden mit einem Mikroskoptisch iiber einer festen Kamera bewegt
(siehe [9]). Die Markierungsposition wurde bestimmt und bis zur Konvergenz iterativ
versucht, die Markierung im Kamerabild zu zentrieren. Dieses wurde fiir den selben Slide
mehrfach wiederholt. Der Startpunkt wurde dabei jedes Mal zufillig versetzt. Der
Endpunkt muss der selbe sein, da sich das Muster nicht verdndert. Die Streuung des

Endpunkts ( |62 + 03%, wobei o die Standardabweichung ist) gibt also die Genauigkeit der

Positionsbestimmung an. Das Ergebnis (Tabelle 9, nach dem Poster zu [114]) war, dass
bereits ein einzelner Kreis als Markierungsmuster eine gentigende Genauigkeit ermdoglicht.
Die Kombination mehrere Kreise erhoht die Genauigkeit weiter. Durch die robuste
Gestaltung des Algorithmus wird selbst ein stark beschadigtes Muster noch geniigend
genau erkannt. In Zukunft konnte eine weniger regelmafdige Anordnung der Einzelkreise
die Zuordnung zwischen gefundenem und erwartetem Muster erleichtern.
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Tabelle 9: Quantitativer Vergleich der Genauigkeit verschiedener Positionsmarkierungen

Anforderung | Pixel- Genauigkeit 1 kleiner | 1 grofler | 5X 5 | beschadigtes
(aus Kapitel | Auflosung | Mikroskop- Kreis Kreis kleine | Muster
7.5) tisch (50 um) | (500 um) | Kreise

11 pm 2,5 um <1 um 1,6 um 1,1 um 0,7 um | 2,5 um

Grundlage waren pro untersuchtem Muster 100 Datenpunkte.

8.3 Ausblick

Ein hardwareseitig ganz anderer Ansatz ist es, den Scanhead in die Bildgebung
einzubeziehen. Dies hat den Vorteil, dass das Scanhead-Koordinatensystem selbst in
Bezug zu den Markierungen und somit den Koordinaten auf dem realen Slide gesetzt wird,
und damit der Zwischenschritt einer Kalibrierung des Scanheads beziiglich einer
virtuellen, idealen Laborebene entfallen kann.

Der Hersteller des Scanheads (SCANLAB) bietet einen Adapter an, mit dem eine Kamera
vor dem Eingang des Scanheads in den Strahlengang eingekoppelt werden kann [118]. Die
Kamera blickt dann immer in die gleiche Richtung, in die die Spiegel des Scanheads den
Laserstrahl ablenken. Hierbei miisste als Kalibrierung die Lage des Laserfokus im
Kamerabild ermittelt werden.

Hier wurde aber ein anderer Weg gewdahlt: Nach dem Prinzip eines laser scanning
microscope, oder auch des Rasterelektronenmikroskops, wurden der Scanhead und der
Laserstrahl als steuerbare punktuelle Lichtquelle benutzt und das von Markierungen auf
dem Slide gestreute Licht des ,Abtaststrahls’ von einem Sensor eingesammelt. Abbildung
8.4 zeigt die Werkstiickhalterung aus Sicht des Scanheads; man beachte, dass der
eigentliche Sensor im Bild wie die Lichtquelle erscheint und die Position der ,Kamera’, die
das Bild aufgenommen hat, eigentlich der Ursprung der Beleuchtung ist.
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Abbildung 8.4: Das Lasersystem als Scanning-Laser-Mikroskop. Die Abbildung wurde
rasternd aufgenommen, wobei der abgelenkte Laserstrahl die Beleuchtung
darstellte und an der im Bild hellsten Stelle eine Photodiode als Sensor
angebracht war. Sie zeigt die Werkstiickhalterung des cLIFT-Aufbaus aus
,Sicht’ des Scanheads. (Die Beschriftung ,Illumination’ ist nicht auf diese
Messung bezogen, sondern auf die Lage der Beleuchtung fiir die Betrachtung
mit einer Mikroskopkamera)

Zur Erprobung dieses Wegs wurde im Rahmen einer vom Verfasser betreuten
studentischen Arbeit [119] ein low cost-Messsystem aufgebaut. Es wurden gewohnliche
Photodioden (SFH 229, Osram Opto Semiconductors) in der Slideebene angebracht, deren
Stromsignal mit einem als Transimpedanzverstiarker geschaltetem Operationsverstiarker
in ein Spannungssignal gewandelt und von einem Analog-Digital-Wandler digitalisiert. Fiir
diese beiden Funktionen wurden diskrete elektronische Bauelemente benutzt (LM258NG,
bzw. MCP4922-E/P). Zur Messwerterfassung wurde ein Raspberry Pi 3 Model B-
Einplatinencomputer verwendet. Dieser wurde per Ethernet mit dem Computer der
Anlagensteuerung verbunden und tber Python-Scripte iiber eine Secure Shell (SSH)-
Verbindung von Matlab aus gesteuert. Da das verbaute Modell des Scanheads keine
Auslese der Spiegelpositionen in Echtzeit erlaubt, wurde parallel zum Photodiodensignal
das Modulationssignal des Lasers erfasst. Nach Erfassung der Messdaten wurden diese
von dem Raspberry-Board auf den Computer iibertragen. Das Bildfeld wurde wéhrend
der Messungen linienweise vom Laserstrahl iiberstrichen und dieser zwischen den Linien
dunkel geschaltet. Deshalb ldsst sich das Modulationssignal verwenden, um auf die
Spiegelposition zu schliefRen. Dazu wurden anhand der Lasersteuerungsbefehle und der
Latenzeinstellungen des Spiegelsystems die theoretisch zu erwartenden zeitlichen
Verlaufe des Modulationssignals und der Spiegelpositionen konstruiert. Uber die
Maximierung der Kreuzkorrelation zwischen gemessenem und vorhergesagtem
Modulationssignal erfolgte die zeitliche Zuordnung von gemessenem Modulationssignal
und erwarteter Spiegelposition, und damit die von erwartete Spiegelposition und
Photodiodensignal. Daraus kann das aufgenommene Bild rekonstruiert werden. Abbildung
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8.5 zeigt die so abgebildete Seriennummer eines Akzeptorslides (auf dessen Riickseite)
mit klar erkennbaren Ziffern. Man beachte, dass die Tiefenschiarfe bei diesem
Abbildungsverfahren hoch ist - das ist bei Slides mit Vorder- und Riickseite und
Ubereinanderlegen von Slides von Vorteil -, da der Laserstrahl eine nur geringe Divergenz
hat.

-6000 -4000 -2000 0 2000 4000

Abbildung 8.5: Seriennummer eines Slides, bildgebend abgetastet mit dem Lasersystem. Die
Achsen sind in Scanhead-Langeneinheiten ,bit’ beschriftet; ungefahr 800 bit
entsprechen 1 mm.

Die Auflésung entlang der Abtastlinien ist durch die Breite des Laserstrahls beschrankt,
die Auflosung senkrecht dazu durch den verfiigbaren Datenspeicher und die zur
Verfiigung stehende Zeit. Hohe Strahlgeschwindigkeiten fiihren an den Endpunkten zu
Abweichungen vom als linear erwarteten Verlauf der Spiegelpositionen. Typisch fiir die
aufgenommenen Bilder ist eine unterschiedliche Auflésung entlang der Bildachsen. Die
Positionsmarkierungen sollten deshalb eher aus verschiedenen langgezogenen Linien als
aus kompakten Kreisen wie im vorherigen Unterkapitel bestehen. Aus einem
eindimensionalen Schnitt mit dem Abtaststrahl durch ein einzelnes Facher-Muster (etwa
die linke Halfte des K im KIT-Logo) konnte bereits auf dessen Lage geschlossen werden;
numerische Zufallsexperimente hierzu zeigten jedoch, dass dies fiir die Extrapolation auf
die Lage des kompletten Slides zu anfillig gegeniiber Stéorungen bzw. Messfehlern der
Schnittpunkte von Strahl und Facher ist. Deshalb wurden weiterhin doch mehrere
Positionsmarkierungen verwendet, die in ihrer Gesamtheit die Lageerkennung gestatten
und deshalb jeweils einfach gestaltet werden konnen: Mit einem Gravierstift wurde die
Oberfliche des Glassubstrats angeritzt (Abbildung 8.6A). Aus den Bildern dieser
Markierungen wurden keine features, also markante Punkte oder abstrakte Grofien wie
ein Kreismittelpunkt abgeleitet, sondern das Bild als Ganzes im Sinne einer Rastergraphik
wurde als Marker benutzt: Bei der ersten Benutzung eines Slides werden die
Rastergraphiken der Markierungen und ihre Ortsinformationen gespeichert. Man
bemerke, dass die Ortsinformationen der Marker eines realen Slides im Scanhead-
Koordinatensystem vorliegen, ohne dass ein virtuelles Laborsystem zwischengeschaltet
werden musste. Bei der niachsten Benutzung werden erneut Bilder der Markierungen
aufgenommen und der Versatz dieser neuen Rastergraphiken gegeniiber den
gespeicherten urspriinglichen Rastergraphiken bestimmt. So erhalt man die Veranderung
der Orte der Marker und kann die notige Korrektur der Koordinaten berechnen. Die
Bestimmung des Versatzes zwischen zwei Rastergraphiken nennt man ,image registration’
und ist ein Grundproblem des Maschinellen Sehens. In Matlab lasst sich die
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Transformation zwischen zwei Bildern durch die in der image processing toolbox
enthaltene Funktion imregt form bestimmen. Es zeigte sich allerdings, dass deren Giite
bei Anwendung auf die hier gewonnenen Bilder nicht immer ausreichend ist. Vermutlich
liegt das daran, dass diese Bilder eher binar sind als dass sie kontinuierliche Graustufen
aufweisen. Das Auffinden oder Implementieren einer geeigneteren Funktion fiir die
Bildregistrierung ist also eine wichtige Aufgabe fiir die Zukun(ft.

A C
‘
B
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* * * * |
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Abbildung 8.6: Test der Positionserkennung des bildgebenden Scanheadsystems. (A) Mit
einem Gravurstift wurden beliebige Positionsmarkierungen in ein Glassubstrat
eingeritzt. Die Grofee des Glasslides (B) ist 76 mm X 26 mm. Die Ausschnitte
(A) und (C) aus (B) sind jeweils von der Position unten rechts genommen. Die
Positionsmarkierungen wurden zwei Mal erfasst und der Slide dazwischen
nicht bewegt. Nach jeder Erfassung wurden Testsymbole in ein aufgeklebtes
Thermoetikett gebrannt. Sie liegen gut iibereinander (Plus- und x-Symbole).
(C) zeigt einen Ausschnitt mit 1200 DPI Bildauflésung (aufgenommen mit dem
Dokumentenscanner Perfection 1607, Epson).

Es wurde demonstriert, dass mit dem Scanheadsystem Positionserkennung und
Koordinatenkorrektur =~ moglich ist: Vier in einen Glasslide eingeritzte
Positionsmarkierungen (Abbildung 8.6A) wurden abgetastet und gespeichert und
Testsymbole wurden in ein aufgeklebtes Thermoetikett gebrannt. Dann wurden der Slide
nicht bewegt und die Markierungen erneut abgetastet und der Versatz ihrer Bilder zu den
bereits gespeicherten Bildern ermittelt. Erneut wurden Testsymbole auf des Etikett
iibertragen, wobei deren Orte der ermittelten Koordinatenkorrektur entsprechend neu
berechnet wurden. Da der Slide nicht bewegt worden war, sollte in Wahrheit keine
Korrektur erfolgen. In der Tat liegen die Symbole (Plus- und x-Symbole) libereinander
(Abbildung 8.6A und B) - mit einer Ungenauigkeit von <50 pm.
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Der Ansatz des ,Abtaststrahls’ bzw. scanning microscope hat sich damit als so
vielversprechend erwiesen, dass dieser in Zukunft mit verbesserter Hardware und dem
Problem angepassterer Bildverarbeitungssoftware weiter verfolgt werden sollte. Die
Vorteile sind, dass Scanhead- und Slidesystem direkt miteinander in Beziehung gebracht
werden, und dass keine weiteren Kameras benotigt werden, die Bauraum beanspruchen,
der dann beispielsweise fiir Werkstliickwechselsysteme genutzt werden kann. Mit
geeigneten Filtern und einem empfindlichen Photodetektor kénnten auch direkt
Fluoreszenzsignale erfasst werden; in der ersten Lage eines zu strukturierenden Arrays
wirden dann mit dem cLIFT-Prozess Spots aus einem fluoreszenten Material iibertragen
und angekuppelt werden, die in den folgenden Lagen als fluoreszierende
Positionsmarkierungen dienen.
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9 CcLIFT zur verallgemeinerten
kombinatorischen Synthese

In der kombinatorischen Synthese von Peptidarrays werden jeweils zusatzliche Bausteine
an einen bereits auf dem Substrat vorhandenen Bausteinverbund angekuppelt. Eine
allgemeinere Kombinatorik ware es, wenn der anzukuppelnde Baustein aus weiteren,
unverbundenen und getrennt iibertragenen Unter-Bausteinen bestiinde, die sich erst nach
dem Ubertrag vereinen und an das Vorhandene ankuppeln. Diese weitere Dimension von
Kombinationsmoglichkeiten stellt eine neuartige experimentelle Herangehensweise dar
und ermdglicht die Parallelisierung einer Vielzahl chemischer Experimente im
Arrayformat.

Im Folgenden werden beispielhaft ein solches Experiment demonstriert (Unterkapitel 9.1)
und Topographiemessungen zu geschichteten Spots vorgestellt (Unterkapitel 9.2).

9.1 In-situ-Aktivierung von Aminoséuren als Beispiel

Als proof-of-principle (Abbildung 9.1) und Anwendungsbeispiel fiir dieses Konzept wurde
ein unaktivierter Aminosdurebaustein (Fmoc-Gly-OH - in der Abbildung als ,Unter-
Baustein A“ blau dargestellt) getrennt von Aktivierungssubstanzen (DIC: N,N’-
Diisopropylcarbodiimid und als Razemisierungsunterdriicker HOBt: Hydroxybenzotriazol
- in der Abbildung zusammen als ,Unter-Baustein B“ rot dargstellt) auf einen
Akzeptorslide ilibertragen. Alleine zeigen sie kein Fluoreszenzsignal (erstes und zweites
Fluoreszenzbild in der Abbildung), da sie nicht an die Akzeptoroberfliche kuppeln und
deshalb im Farbungsschritt kaum mehr vorhanden waren. Zusammen jedoch reagieren sie
(die beiden ,Unter-Bausteine) im Ofen-Schritt des cLIFT-Prozesses miteinander und mit
der Oberflache, so dass diese Spots ein deutliches Fluoreszenzsignal (drittes Bild in der
Abbildung) ergeben.

Darauf aufbauend werden die chemischen Aspekte der verallgemeinerten Synthese und
weitere Anwendungsdemonstrationen derzeit in der Arbeitsgruppe in einem anderen
Promotionsprojekt behandelt [77]. Die technische Frage, die sich nun stellt, ist, wie das in
der Abbildung skizzierte ,Stapeln‘ von Materialportionen mit cLIFT in der Praxis moglich
und kontrollierbar ist. Dies wird im nachsten Unterkapitel untersucht.
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Unter-Baustein A

-'

Unter-Bausteine A+B

Mischung und ] Reaktion

s

Abbildung 9.1: Machbarkeitsdemonstration verallgemeinerter kombinatorischer Synthese.
Adaptiert aus [78]. Links: Schema. Rechts: Fluoreszenzbilder, Linge des
Maf3balkens 1 mm. Unter-Baustein A alleine ergibt keine Fluoreszenzsignale
(erstes Bild) und Unter-Baustein B alleine kaum ein Signal (zweites Bild). Erst
wenn beide kombiniert werden, reagieren konnen und an den Akzeptorslide
ankuppeln, sind ihre Spots stark anfarbbar (drittes Bild). Es ist dann ein
Gradient der Intensitdt entlang der zunehmenden Menge an iibertragenem
Material (vgl. Abbildung 9.3), gesteuert durch die Bestrahlungsdauer (Pfeile),
zu erkennen.

9.2 Ortsaufgeloste vertikale Nanostrukturierung

Die verallgemeinerte kombinatorische Synthese verlangt es, dass mehrere
Materialportionen mit cLIFT iibereinander platziert werden. In der Tat ist dies moglich;
Abbildung 9.2 zeigt, wie ein der Skizze in Abbildung 9.1 ahnlicher Schichtaufbau in der
Realitdt aussieht. Zur Erzielung von so hohen Spots kann ein Donorslide allerdings (im
Gegensatz zu Kapitel 6.2) nur einmal verwendet werden; danach kann von der selben
Stelle nicht mehr dhnlich viel Material iibertragen werden. Dies ist zu beachten, falls von in
Zukunft verwendeten Bausteinen grofiere Stoffmengen libertragen werden sollen, als das
bisher der Fall war.
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Abbildung 9.2: Héhenprofile nach mehrfachem Ubertrag auf die selbe Stelle. Adaptiert von

[120]. Gezeigt ist eine Visualisierung von Hohendaten, von der Seite gesehen.
(A) Auf den selben Ort auf dem Akzeptorslide wurde ein bis vier Mal Material
von einem Donorslide mit in dieser Arbeit tiblicherweise verwendetem Aufbau
(vgl. Einleitungskapitel) iibertragen. (B) Uberlagerung der gemessenen
Hohenprofile. (C) Volumen der Materialportionen aus (A), durch Integration
der Hohendaten bestimmt. Die durchgezogene Linie ist eine
Regressionsgerade durch den Ursprung.

Uber mehrfachen Ubertrag lisst sich also das gesamte iibertragene Materialvolumen
einstellen. Im Sinne der verallgemeinerten Kombinatorik kénnen die Bausteine also in
jeweils wahlbarer Menge zusammenfiigen. Auch bei einfachem Ubertrag kann man iiber
die Laserstdrke, beispielsweise die Bestrahlungsdauer, qualitativ steuern (die absoluten
Werte variieren von Donorslide zu Donorslide), wie viel Material iibertragen wird
(Abbildung 9.3). Somit kann man eine vertikale Strukturierung - im Nano-Maf3stab - von
Oberflichen mit recht beliebigen Materialien vornehmen. Um dies zu demonstrieren,
wurde im Rahmen eines vom Verfasser betreuten studentischen Praktikums [69] ein
Graustufenbild als Hohenkarte benutzt und im Halbtonverfahren einem Spotraster
passende Bestrahlungsstarken pro Spot zugewiesen. Das Oberflachenprofil des Resultats
entspricht der Erwartung (Abbildung 9.4). Man beachte hierbei, dass sich die Oberflachen
im Millimeter-Mafdstab vertikal nanostrukturieren lassen, mit einer Ortsauflésung im
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Bereich von Hunderten Mikrometern. Durch das Rasterverfahren weist die Oberflache
eine gewisse Rauigkeit auf, aber durch kontinuierliches, nicht-gerastertes Schreiben mit
dem Laserstrahl konnte dies in Zukunft verbessert werden.

Abbildung 9.3:

.
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Steuerung des Hohenprofils eines Spots durch die Bestrahlungsstarke. Nach
[78]. Aufgetragen ist die Hohe h bzw. das Volumen V der Materialportionen
direkt nach dem Ubertrag in Abhingigkeit von der Bestrahlungs-,Stirke’ (hier
variiert durch unterschiedliche Bestrahlungsdauern 7). Zum Vergleich ist ein
Fluoreszenzbild gleicher Spots nach den chemischen Prozessschritten
eingezeichnet.

Abbildung 9.4:
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Vertikale Nanostrukturierung durch cLIFT. (A - Skizze, bzw. Vorgabe) 3D-
Hohenkarte der zu erzeugenden Oberflichenstruktur. (B - tatsdchliche
Messung, bzw. Resultat) Visualisierung der Messdaten der Topographie eines
Akzeptorslides nach Materialiibertrag. Die Stirke der Bestrahlung war
spotweise einer Hohenkarte entsprechend automatisch eingestellt worden.
Man beachte das extrem flache Aspektverhaltnis.
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10 Abschlief3ende Diskussion

Was sind im Lichte der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse die Stirken und
Schwachen von cLIFT als Verfahren zur Herstellung von kombinatorischen Arrays?

Eine Starke im Vergleich zu den bestehenden Verfahren, die in der Arbeitsgruppe, in der
die Dissertation entstanden ist, entwickelt wurden und verwendet werden, ist, dass cLIFT
nicht partikelbasiert ist, sondern die Substrate aus diinnen Filmen aufgebaut sind

. Dies vereinfacht die Handhabung im Laboralltag. Zudem werden nur
geringe Mengen des zu iibertragenden Materials fiir die Herstellung der Donorslides
benotigt, was einen kostenglinstigen Einbau von Sonderbausteinen in das Array
ermoglicht. In dieser Arbeit wurde demonstriert, dass mit cLIFT nicht nur die

Standardaminosduren der Peptidsynthese , sondern auch
Sonderbausteine , andere Matrixmaterialien und
allgemein andere Polymere Uibertragbar sind. Diese Flexibilitit beziiglich

des Ubertragsmaterials macht die Anwendung von cLIFT in der kombinatorischen
Synthese und dariiber hinaus moéglich. Der Einsatz eines Scanning-Systems ermoglicht bei
hinreichender genauer Ansteuerung und Verwendung geeigneter
Positionsmarkierungen eine bezogen auf die Spotgrofie gute absolute
Ortsgenauigkeit. Ein weiterer Vorteil von cLIFT - vornehmlich gegeniiber anderen
Implementierungen von LIFT - ist, dass nur geringe Mengen an Material libertragen
werden; die Hohe der abgelagerten Materialportionen reicht vom Nano- in den Sub-
Nanometerbereich . Dadurch sind die Donorslides erwiesenermafien

20 Mal und mehr wiederverwendbar, was den Herstellungsaufwand in
der Praxis erheblich einschrankt. Aufierdem lassen sich so im gleichen Syntheseschritt
Spots von mehreren Materialien in einstellbarer Menge iiberlagen

, die dann auf dem Array in situ reagieren kdnnen ; dies
eroffnet den Weg zu einer neuartigen Versuchsplattform fiir verallgemeinerte
kombinatorische Experimente im Arrayformat.

Eine Herausforderung stellt dar, dass die Kenngrofien der ilibertragenen Spots auch bei

festen einstellbaren Prozessparametern schwanken, obgleich sie innerhalb eines
Experiments einer wohldefinierten Beziehung folgen und reproduzierbar sind

. Das wurde in dieser Arbeit systematisch charakterisiert

und daraus eine Strategie zur Wahl des

Arbeitspunkts erarbeitet , die eine
Verwendung von cLIFT in der Praxis gestattet. Die Qualitat der Spotgestalt ist durch das
Auftreten von ringformigen Hofen eingeschrankt; dies scheint ein

grundsatzlich mit dem in dieser Arbeit aufgeklarten Wirkungsmechanismus des cLIFT-
Materialiibertrags verbundenes Phianomen zu sein. Es kann verhindert
werden, wenn die Distanz zwischen Donor- und Akzeptorslide moglichst klein ist

; dies und damit auch eine minimierte Spotgrofde lassen
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sich moglicherweise mit einem flexiblen Donor ohne starres Substrat erreichen
. Ein weiterer grundsatzlicher physikalischer Effekt, der Untergrenzen fiir

die Spotgrofde sowie - liber eine Obergrenze der Laserleistung - fiir die
Bestrahlungszeit und damit die Prozessdauer festlegt, ist die Warmeleitung. Diese setzt
daftir im Ausgleich die Anforderungen an das Strahlprofil herab . Die

erreichbare Spotdichte entspricht dem kommerziellen Stand der Technik. Eine

Optimierung des Prozesses erfolgt also beziiglich des Aufwands; flir den Preis eines

eingeschrankteren  Prozessfensters kann mit schwéacheren, aber potentiell

preisglinstigeren Lasern gearbeitet werden . Zudem wurde gezeigt, dass

die Dicke der Materialschicht des Donorslides unerheblich fiir die Spoteigenschaften ist
; somit besteht auch hier Einsparpotential.

In Zukunft technisch verbessert werden kann cLIFT durch die Slidepositionserkennung

mit Laser-Scanning-Bildgebung . Die Automatisierung
sollte weitergefithrt werden. Ein Simulationsmodell, das Thermodynamik und
Transportphdanomene koppelt, konnte ein tieferes Verstdndnis des

Ubertragsmechanismus von cLIFT erméglichen. Ein weitreichender Verbesserungsansatz
ist, durch flexible Substrate geringere Distanz zwischen Donor und Akzeptor zu schaffen
und damit die Spotqualitdt zu erhohen. Moglicherweise kann als Erweiterung dessen eine
kontinuierliche Fertigung Rolle-zu-Rolle erfolgen; ein Vorteil widre ein glinstigeres
Verhéltnis von nutzbarerOberflaiche zum Volumen bei der Lagerung: Im Vergleich zu der
Aufbewahrung von 25 Slides in einer Plastikbox ist dieses beispielweise in der Bauweise
einer Musikkassette etwa 75 Mal grofier; ein so gelagertes Band kdnnte linear mit Spots
im Pitch von >4,4 mm versehen werden und dabei die selbe Dichte an Spots pro
Lagervolumen wie Glasslides erreichen. Natiirlich treten dann technische
Herausforderungen auf; es bote sich allerdings die Chance, die nasschemischen
Prozesschritte zu integrieren und dabei das Know-How automatisierter Filmentwicklung
aus der Ara der analogen Photographie zu nutzen.

Zusammengefasst beschrieben wurden in dieser Arbeit neuartige Phdnomene beobachtet,

untersucht und daraus Riickschliisse fiir die Praxis gezogen , CLIFT und seine
Randbedingungen systematisch charakterisiert und in den wissenschaftlichen
Kontext gesetzt , losungsorientierte Strategien unter Verwendung
von Methoden aus verschiedenen Fachgebieten erarbeitet und neue
Anwendungsgebiete fiir cLIFT demonstriert , sowie der Versuchsaufbau

fir Lehrveranstaltungen und gruppeninterne und -externe Kooperationspartner
nutzbar gemacht
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